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OZET
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Kemal Melik TASKIN
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Haziran 2003, 83 Sayfa

Bu g¢alismada bazi Arabis turlerinin (4. drummondii, A. holboellii ve A,

gunnisoniana) Ureme biyolojileri ile in vifro rejenerasyon yetenekleri ve Agrobacterium
fumefaciens araciligi ile genetik transformasyonlan arastirilmistir.
In vitro rejenerasyon ¢aligmalarinda, farkli Arabis tirlerinin steril sartlarda ¢imlendirilmis
bitkilerden alman yaprak, kotiledon, hipokotil ve kokler ile saksilarda yetistirilmis
bitkilerinden aliman olgunlasmamis embriyolary, degisik bitki biyiime diizenleyiciler (6-
benzilaminopurin, Thidiazuron, o-naftalen asetik asit ve 2,4-diklorofenoksi asetik asit)
eklenmis Murashige ve Skoog (MS, 1962) ortamlanindaki rejenerasyon kapasiteleri
incelenmistir. Kallus olusumu 10 giin igerisinde baslamustir. Adventif sirgiinler, kitltiiriin 4.
haftasindan itibaren olusmustur. Organogenez hipokotil, kok ve olgunlagsmamis
embriyolardan Arabis bitkisi tirine bagh olarak meydana gelmistir. Siirgiinler %1 oraninda
sukroz igeren Y4 MS besin ortaminda koklendirilmistir. Bu rejenerasyon protokolit daha
sonra transgenik Arabis gunnisomiona bitkisi elde etmek i¢cin  kullamilmistr,
Transformasyon caligmalarinda ise 7in viro’da steril sartlarda ¢imlendirilmis A.
gunnisoriana bitkilerinden alman hipokotil eksplantlary, pBJ40 tagwyan Agrobacterium
fumefaciens susu ile ko-kiltive edilmistir. Transgenik siirgiinler 50 mg/l Kanamisin iceren
MS besin ortamlarmda segilmistir. Kanamisin’e direngli siirgiinlerden elde edilen bitki
DNA’larinda NPTIT geninin varlifi PCR ile onaylanmustir. Sitolojik arastirmalarda ovul-
temizleme yontemi ile embriyo kesesi gelisimi ve flow sitometri analizleri ile Arabis
tirrlerinin tohum meydana getirme sekilleri ortaya ¢ikarilmistir,. Apomayotik embriyo kesesi
gelisimi Taraxacum tip diplospori ile meydana gelmistir. Flow sitometrik tohum analizi ise
tohumlarin pseudogami ile olustugunu gostermistir,
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ABSTRACT

"IN VITRO REGENERATION, GENETIC TRANSFORMATION AND
DE’E‘ERMINATION OF CYTOLOGICAL PROPERTIES OF SOME SEXUAL AND
APOMICTIC ARABIS SPECIES
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;_'In thzs work, the reproductwe biology, in vifro regeneration ability and genetw
- transformation of drabis species (4. drummondii, A. holboellii and A. gunnisoniana) via
1 Agrobacterium tumefaciens were investigated. Various explants (leaves, cotyledons,
- hypocotyls, roots and immature embryos) excised from seedlings that were either grown in
‘sterile conditions or pots were tested in Murashige and Skoog (MS, 1962) medium
supplemented with plant growth regulators (6-benzylaminopurine, Thidiazuron, a-
'.’ﬁaphtalen acetic acid and 2,4-diclorofenoxy acetic acid). Callus formation started in ten
“days and a high frequency of callus formation (up to 100%) was obtained. Shoots were
-obtained afier 4 weeks in culture from hypocotyls, roots and immature embryos depending
“on species and plant growth regulators used. Regenerated shoots were rooted on half-
-strength MS basal medium supplemented with 1 % (w/v) sucrose, with or without NAA.
“This - protocol then used to produce transformed Arabis gummisoniana plants. A.
..+ gunnisoniana hypocotyl explants were co-cultivated with Agrobacterium tumefaciens strain
~*GV3101 harbouring pBJ40. Transgenic shoots were selected on MS medium supplemented
- with 50 mg/l kanamycin. PCR analysis verified the presence of the NPTII gene in the plant
~ DNA isolated from kanamycin resistant shoots. In cytological works, the use of ovule-
- clearing technique to characterize embryo sac development and flow cytometry analysis to
reveal seed formation in Arabis species were investigated. Apomeiotic embryo sac
development was detected as Taraxacum type diplosporous dyad formation. Flow
cytometric seed screen analyses revealed pseudogamous apomixis.

KEY WORDS: Arabis, apomixis, in vitro regeneration, Agrobacterium, transformation,
embryo sac development, flow cytometry.

COMMITTEE

Prof. Dr. Kenan TURGUT

Prof. Dr. M. Emin TUGAY
Prof Dr. Riisti HATIPOGLU
Assoc.Prof. Dr. Hiseyin BASIM
Assoc.Prof. Dr. A. Naci ONUS

i



ONSOZ

Bilimi, sanati, bu giizel dinyay: ve herseyden &nemlisi bir birey olarak iginde
:b.'ulundugum zamam ve llkemi; dolayisiyla hayati ve kendimi daha iyi tamidiZima
.i.ﬁamyorum arttk. Tiim bunlar Subat 1998 den bu yana Doktora egitimimle basladi. Bilim
i'éhEakim, evrenselligini, smr tammazh@m, arastirma hirsint ve ufku acitk olmay
. ggrenirken, bilimin ne mekan ne de kisilerle sirh olmadigini gordim. Sanatsa inceligi,
'.ayrmtllan, duygulari, haz almayi, gormeyi ve anlamayi ve dogayl korumayt 6gretti. Insan
__'.{./e-dogaya ovglyl gordim. Simdi yeni bir yiizyilda ve onun getirdikleri ile bilimde ve

sanatta yenilikler igerisindeyiz. Biyoteknoloji bu yenlikler icinde bir devrim olmustur.

" Ogellikle Bitki Biyoteknolojisinde doku kiiltiiri yontemleri ile bitkilere gen aktarimi

- yontemleri sayesinde birgok bitkinin islahinda tanm agisindan onemlii sonuglar elde

| " edilmistir. Buna ek olarak, apomiksi gibi sirlarini heniiz ¢dzmeye ¢alistigimiz birgok temel

arastirmada bu giine dek kullamilan en giiglit araglar vine Biyoteknolojik yontemler
olmustur. Apomiktik iireme ginimizde Bitki Biyoteknolojisinin en gézde konusu haline
gelmistir. Clnkli bu Greme mekanizmasinin sunduu vaatler ¢ok onemlidir. Apomiktik
- tireme ozelliginin Biyoteknolojik yontemlerle bu 6zelligi gostermeyen kiiltur bitkilerine
: aktariimast su anda vejetatif yollarla firetimi yapilan birgok kiltir bitkisinin tohumla
iretilmesine, tohum maliyetinin azalmasina ve Ozellikle gelismekte olan ilkelerde
ureticilerin  hibrit gicinde kayip olmaksizin kendi tohumlarint (retmelerine olanak
saglayacaktir. Bu calismanin Apomiksinin anlagtimasmda temel mekanizmalan ortaya

¢tkarabilmek i¢in cok yararli olacagina inaniyorum.

Bana tez konumu beliryerek bu konuda calisma firsatini saglayan, bilgi, tecritbe ve
destegini gordiigim damgmamm Sayin Hocam Prof Dr. Kenan TURGUT’a (AU.ZF)
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1. GIRIS

Apomiksi 400 farkli bitki tiriinde gozlenen aseksiiel bir treme seklidir
(Koltunow 1993). En cok Gramineae, Compositae, Rosaceae ve Rutaceae’de vaygidir
@izelge 1.1). Citrus ve elma diginda tanmsal énemi olan bitkilerde ise rastlanmaz.
Séksﬂel tremede digi ve erkek gametlerin birlesmesi sonucunda fertil ve birbirinden
férkh genetik yaptya sahip tohumlar olusur. Buna karsin, apomiktik embrivolar erkek
.'é'met olmaksizin tretilir. Bu yiizden, ana bitki ile genetik olarak 6zdes olan apomiktik
_.GIIer hem bitki 1slahi hem de tohum Gretimi igin biyitk éneme sahiptir (Koltunow
'.:'.1993) Bilinen 40’dan fazla bitki familyasinda apomiksinin evrimsel sire¢ icerisinde
- degisik zamanlarda sekstiel atalardan koken aldign distntimektedir. Bu nedenle, biyiik
ihtimalle sekstiel ve apomiktik {ireme birbirine benzer sistemlerle kontrol edilmektedir.
35--'Ayr1ca' fakultatif apomiktikler seksiiel ve apomiktik iiremenin birarada olabilecegine
“igaret etmektedir. Guntimiizde apomiksinin iki farkh tipi tanimlanmugtir; Sporofitik ve
:.Eg'ametoﬁtik aporniksi. Sporofitik apomikside embriyo mayoz gegirmenmis sporofitik bir
:'-'hiicreden koken alir (adventif embriyoni). Adventif embriyolar olgun ovilllerde nusellus
:_fre i¢ integiiment adindaki iki somatik dokudan farklilagirlar. Ozellikle nusellar formu
:.'daha yaygmdir ve Cirrus tirlerinde nasil olustugu agtklanmugtir. Apomiktik Citrus
turlerinde, seksiiel ve apomiktik stregler aym oviil icerisinde olusur. Seksiiel embriyo
kesesine ait yumurta ve merkezi hiicreler sirasiyla embriyo ve endosperm olusturmak
igin déllenirken, niiseller embriyolar zigotik embriyo etrafindaki nisellar dokudan
kendiliginden geligirler. Gametofitik apomiksi ise Diplosport ve Apospori adinda iki
farkls mekanizmadan olusur. Her iki stire¢ de adventif embrivoniden farkl: olarak oviil
- geligiminin erken safhasinda baglar. Diplospori, megaspor ana hiicresi farklilagtigr anda
: apospori ise daha sonra olugur ve embriyo mayoz gegirmenmis bu megagametofitlerden
- koken alir (Sekil 1.1).

Cizelge 1.1. Angiospermlerde farkh familyalardaki apomiktik taksonlarn sayis

Familya Apospori Diplospori  Adventif Embriyoni Toplam

- Asteraceae 18 51 - 69
. Gramineae 68 27 - 93
. Liliaceae - 1 6 7

- Rosaceae 65 3 - 68

. Rutaceae 2 - 5 7
- Urticaceae 2 7 - 9
- Diger 28 familya 3 15 33 53
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Sekil. 1.1. Pseudogamik gametofitik apomiktik tireme mekanizmalan ile sekstiel
ireme siireclerininin karsilastinimas: (Leblanc ve Mazzucato 2001)




Seksiiel Greme mayoz gegirmis gametlerin olusumu ve fliizyonlanim gerektiren

Ir._-:éﬁregﬁr. Disi gamet olusumu ve déllenme ovill adi verilen 6zel ireme organinda

';méjfdana gelir (Drews vd 1998). Genelde ovil i¢enisindeki tek bir hiicre (megaspor ana

‘hiicresi) mayoz bolunmeye ugrayvarak kromozom savist vanya indirgenmis 4 spordan

ibaret tetrad olugturur. Bunlardan sadece bir tanesi mitotik bélinmelerle disi gametleri

igeren olgun embriyo kesesine donugir, Ardndan yumurta hucresi bir sonraki
ei::nerasyonu verecek embrivoyu ve merkezi hiicreler de tohum gelisme ve ¢imlenmesi
i m gerekli endospermi olusturmak Gizere erkek gamet (sperm) ile déllenir. Buna karsin,
f.ééﬁlei‘oﬁtik apomiksi strasinda bu adimlardan birgogu ya atlamir ya da degistirilmistir;
'.1): Gametofitik apomikiiklerde mayoz sonrasi kromozom sayisi yarlya inmez
'(_épomayoz) fakat buna ragmen embriyo kesesi gelismeve devam eder. Diplosporide
Iéﬁomayoﬁk hiicre mayoz gecgirmemis bir megaspor ana hiicresinden koken alir.
"'Aposporide ise ovil igenisinde megaspor ana hiicresi disinda bir hiicreden geligir. 2)
._A}.Jomayotik yumurta hiicresi déllenme olmaksizin embriyoya doniigiir (partogenez). 3)
Merkezi hiicreler ya kendiliginden (otonom) ya da dollenme (pseudogami) ile
'e_a.ndospermi gelistirirler (Koltunow 1993, Viella-Calzada vd 1996). Genetik calismalarin
¢ogunlukla melezleme ve rekombinasyona bagli olmasi apomiktiklerle cahigmay1
zorlamugtir. Yine de c¢ogu apomiktik bitki mayoz gecirmis normal polen
uretebilmektedir. Bu sayede apomiksinin kahtimu apomiktikler ve bunlarm sekstiel
- ureyen yakin akraba tiwleri aralannda yapilan melezlemelerdeki agilim oranlant ile
 aragtmlabili. Bu tir analizler gametofitik apomiktiklerin hemen hemen hepsinin
© poliploid olmasi nedeniyle zordur. Ayrica hibritlerdeki tireme sistemlerinin belirlenmesi
zaman aher sitolojik g6zlemler gerekmektirmektedir. Sonug olarak apomiksinin
kontrolu hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Ranrunculus auricomus ve Panicum maximum
tzerinde yapilan aragtirmalar, aposporinin bu iki tiirde dominant tek bir gen tarafindan
kontrol edildigini gostermistir (Koltunow 1993). Daha sonraki caligmalarsa, hem
diplospori hem de aposporinin diger baz tirlerde de bu agihim modeline uydugunu
gostermigtir. Bu modele gore apomikiik bitkiler Aaaa genotipindedir (A: dominant
apomayoz, a:seksiiel treme) ve seksiiel tireme potansiyeline sahiptirler fakat bu

ozellikleri dominant apomiksi faktori tarafindan baskilanmustir (Grossniklaus vd 2001),




-Yukarida belirtilen model birkag tirde molekiler isaretleyicilerle de

e__'s't_éklemniﬁir. Bugtine kadar test edilen tim 6meklerde apomayoz lokusu etrafinda
kbmbmasyonun baskilandign  bulunmugtur. Omegin, aposporik  Pennisetum
vamulatum ve diplosporik Erigeron annuus’da beklenenden ¢ok daha fazla sayida

31:%1’6.E_ékﬁler isaretleyicinin apomayoz ile birlikte agildig: tespit edilmistir (Ozias Akins vd

.'129:5:)_8,;N0yes ve Riseberg 2000). Yine Brachiaria decumbens, Tripsacum dactyloides ve

Paspalum simplex”de musir ve geltik isaretleyicileni ile yapilan karsilastirmali haritalama
é;:af:ismalarlnda aposport ile ilgili bolgenin rekombinasyona ugramadign bulunmustur
(Pessino vd 1998, Grimanelli vd 1998a). Bu isaretleyicilerin seksiiel yakin akraba
-:_.i_:ﬁ'rierde 15 ile 40 santimorgan (cM) arasinda bir DNA bolgesi boyunca yayldigt
gézlenmistir. Rekombinasyonun baskilanmig olmasi 6zellikle haritaya dayal klonlama
(map-based cloning) c¢alismalarini zorlagtrabilir. Cunkd, isaretleyiciler apomiksi
Tokusuna ¢ok yakin baglantili olsalar bile fiziksel olarak uzakta olabilirler. Apomayoz
l_ékusu igin rekombinasvon hem dikotiledon hem de monokotiledon tirlerde
5&31{112111&@11{12111 dolay: ortak bir karakter olabilir. Bu karakter Brassica’lardaki kendine
_ uyusmazlik (S) lokusu gibi birden fazla genin dahil oldugu kompleks fonksiyonu olan
bir bolge olabilir (Awadalla ve Charlesworth 1999). Alternatif olarak, evrimsel acrdan
.-.':_uzun siire asekstiel Giremenin sonucu ortaya ¢gikmis olabilir (Welch ve Meselson 2000).
- Apomikttk Pennisetum tirlerinde apospori ile birlikte agilim gosteren isaretleyiciler
ayn tiirin sekstiel akrabalarinda tespit edilememistir (Ozias-Akins vd 1998, Roche vd
1999).

Apomiksi seksiiel tiremeden apomayoz, partenogenez ve endosperm gelisimi

(otonom ya da pseudogamik) ile ayrilir. Apomiksinin bu elementlerinin kag genle idare

edildigini anlamak icin bir dizi arastirma yapilmustir. Ranunculus auricomus ve
Panicum maximum tizerine yapilan aragtirmalar partenogenez ve aposporinin yakindan
iligkili oldugunu gostermistir (Nogler 1984). Dahasi apomiksi tek bir Mendel karakteri
olarak bir sonraki déllere aktarilmustir. Benzer olarak Hieracium piloseloides’de g
elementin hepsi birden tek bir karakter olarak olarak kontrol edilir (Bicknell vd 2000).
Bu tirlerde apomiksi bitin elementleri tek bir gen veya siki sekilde birbiri ile baglantil
birkag gen kompleksi ile kontrol ediliyor olabilir. Buna karsin diger tiirlerde, apomiktik

ve sekstiel tarler arasinda yapilan melezlemeler hem sekstiel hem de apomiktik tremeye




esitli elementleri tastyan doller vermistir. Taraxacum officinale’de diplospori ve
'é'ndosperm geligimi gosteren fakat, partenogenetik olmayan hibritler elde

mjsmf (Van Dijk vd 1999). Buna benzer apomiksi rekombinantlart Poa pratensis’de

ori-edilmigtir (Matzk vd 2000). Sonug¢ olarak her iki tiirde apomiksinin
fférinin farkh genlerle kontrol edildigi ne striilmektedir. Frigeron annuus’da
"E_'o'spéri:.-(A) ve partenogenez (P} iki farkh gen olarak haritalanmistir (Noves ve
ebé;g 2000).

Gametoﬁuk apomiktikler genellikle poliploid iken yakin seksiiel akrabalari
Ipimddir Birgok tirde apomiksi ve diploidinin uyusmadig gosterilmigtir (Nogler
_932,--}3101{:1611 1997, Kojima ve Nagato 1997). Tetraploid apomiktik Renunculus’da
g;p_lld_ic.i_--..yumuna ve sperin hiicresinin birlesmesi sonucu olusan diploid déllerin
p:qmiik.tik olarak treyemedigi fakat anter kiiltiri ile elde edilmis diploid bireylerin
po_n_ﬁktik olduklan: bulunmustur (Nogler 1982). Bu sonuglara gore apospori lokusunun
g):.gérnetlerde resesif letal oldugu hipotez edilmistir (Nogler 1982). A lokusu poliploid
pormktlk olusturmak tizere diploid gametler ile kalitlanabilirken, diploid olusturmak
re haploid gametlerle kalitlanamazlar. Buna ek olarak, A lokusu ile yakindan
g_.g_:l'anhh mutasyonlar da haploid gametlerin fonksiyonel olmalarini engellemis olabilir.

ug: olarak A lokusunu tastyan haploid gamet, dol olusumuna katilmaz ve A

kusunun agilim oranim bozar. Apomiksi lokusu Tripsacum dactyloides, Pennisetum

__zgézmufatum ve Erigeron annuus gibi diger tiirlerde de agilim oram bozuklugu gosterir

_{Gﬁinanelﬁ vd 1998a, b, Ozias Akins vd 1998, Noyes ve Rieseberg 2000).

~+ Kaltir bitkilerinin iyilestirilmesi i¢in kullanttan birgok 1slah stratejisinde amag
'hzbrxt tohum tiretimidir. Hibrit tohumlar ebeveynlerinden daha verimli ve glighii bitkiler
usturur. Bununla birlikte, hibrit tohum tiretimi uzun stiren kendileme ve seleksiyon
:St_ifegleri sonunda elde edilen saf hatlarn olusturulmasina baglidir. Fakat kiltir
! 1.t.kilerim'n ¢ogunun seksiiel yollarla tiremesi sebebi ile tohumlarin hibrit giicii ancak bir
'gifmerasyon strer. Bunun nedeni, ticari hibritlerdekd uniform karekterlerin hibrit
dollerinde genetik agthma ugramasidir. Buna karsin apomiksi, ana bitki ile genetik
6zdes tohumlar tretebilen bir sistem saglayarak hibrit gitciini sabitleyebilir. Ayrica,
lokal varyetelerin islah kaynag olarak kullanabilmesine olanak saglayarak, bitki genetik
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"a"k..ianmn korunmasina hizmet edecegi gibi, bitki islalumin etkinliini arfiracaktir.

éﬂ"en}e, apomiktik tohumlann gelistirilmesi treticilere hibnt tohumlaruun

ormanstanm kaybetmeden ¢ogaltma ve kendi lokal gesitlerini kullanabilme sansi
vééékur. Tohum sirketleri ise, apomiksinin islah semalarini basitlestirerek, doku
uru masraflarindan ve dretim giderlerinden kurtularak yararlanacaklardir. Heniz
.%i'zmam tam olarak bilinmese bile, vukarida anlatilan ozelliklerinden dolay:
ktik dremenin tanma biyiik yararlarn olacag bildirilmistir (Koltunow 1993,
fo's:;ﬁiklaus vd 1998). Apomiksinin sekstel treven kilttir bitkilerine aktarilmasi

'jfeéinde ortava ¢ikabilecek yararlar su sekilde ézetlenebilir;

-a) Apomiksi sayesinde iki farkl tiriin melezlenmesi ile elde edilen bireyler de

dahil olmak tizere, istenilen her bitki bireyi genetik olarak sabitlenecek, hem seksiel

hem' de vejetatif olarak dretilen kiiltiir bitkilerinde yeni 1slah stratejilerinin

gcli§tiﬁ1mesine olanak saglanacaktir. Apomiksi, islah streclerinde bitki familyas:

temeline bagl: stratejileri birey bazina gevirecektir.

- b) Apomiksi, hemen hemen biitiin kiiltiir bitkilerinden sinursiz sayida hibrit gegit
eldesml, verimli atasal hatlarla onlardan tiretilen hibritlerin devamnmi ve biyiik
Slgeklerde tretimini hizlandiracaktir. Bu ozellikle daba once hibrit teknolojisi
ééligtiriimemis cok sayida kaltir bitkisi igin bir devrim olacaktir. Ozellikle, 6zel bir
zéiah programu ile elde edilmis F; hibritlerin genotipleri sabitlenecek, bu sayede
¢ tohumtar klonal olarak stirekli ve ucuz bir sekilde dretilecektir. Apomikst hibrit tohum
-.__ﬁretiminde maliyeti azaltacaktir. Tozlasma ve déllenme aksakhiklar: nedeniyle meydana
. gelen Grin kayiplarmin 6niine gegilecektir. Hibrit tohumlar, dogrudan ireticiler

 tarafindan gogaltlacakur.

¢} Su anda birgok sebze, meyve agact ve sis bitkisinin klonal ¢ogaltilmasinda
- kullanitlan doku kulturleri gibi pahah ve zaman ahict vejatatil ¢ogaltimdan kaginmayi
saglayacaktir. Apomiksi gelikle gogaltmarnn yerini alacaktir,

d) Apomiksi sayesinde yetigtirme kogulian, patojen populasyonu ve pazarlama

thtiyacina gore etkili olabilecek hizli ve esnek bitki 1slah yaptlabilecektir.



‘ejetatif olarak iretilen patates, kasava, tath patates ve yam gibi kiiltiir

ﬁ_;’.gerg:ek tohumla cogaltilmasina ve bu sayede vegetatif tretim esnasinda

hastaliklara engel olunacaktir.

‘Otonom  apomiksinin erkek steril varyetelere aktanimas: ile transgenik

}-‘érin vayilmas: engellenecektir.

8) Gelismekte olan dlkelerde surdirlebilir taruma faydalar saglayacaktir.

megm, kendine dollenen geltik varyeteleri birgok ilkede kendilenmis hat olarak

iirefilmektedir. Buna karsin hibrit varyetelerin kulllanilmast ile verimin %20 oramnda
armgn gosterilmigtir. Bu nedenlerden dolayr apomiksi geltikde ekonomik faydalar

slayacaktir,

..':..Apomiksi teknolojisi “Yesil Devrim” swrasinda adapte edilmig yart bodur tahil
al_‘yételerinin iyilestilmesine olanak saglayarak tarimsal tretimde ¢ok bityiik artiga yol
ag:acaktu Tam bu olumlu etkilerden dolay:, apomiksi teknolojisinin uygulamaya
g%iﬂlmesi ginimiizde Bitki Biyoteknolojisinin en onemli hedeflerinden biri haline

gelmistir.

Apomiksiyi tarmsal agidan kullamslabilir hale getirmek ig¢in yapilan 1lk
! @éhgmalarda., birbirine yakm tirler arasimmda melezlemeler vapihmsgtir. Ornegin
:'apomiktik Tripsacum ile seksiiel mmsir bitkileri arasmda yapilan tirler aras:
melezlemede basan elde edilmistir. Molekiiler isaretleyiciler kullamlarak Tripsacum’da
apomiksisi kontrol eden lokusun musir bitkisine aktanildign gésterilmistir (Leblanc vd
1-1996). Bu lokuslar su anda apomiksise aday genler icin analiz edilmektedir. Yine benzer
bir ¢alismada, apomiktik Pennisetum squamulatum ile sekstel P. glaucum arasinda
yapilan melezlemelerden obligat apomiktik bir hat elde edilmis ve yapilan aragtirmalar
P. squamulatum genomunda yakin seksiiel akrabalaninda gézlenmeyen apomiksis ile
ilgili bir bélge oldufunu goéstermistir (Ozias-Akins vd 1998). Apemiksisin kaltar
bitkilerine aktanlmasindaki direkt yollardan biri de genetik mihendishgidir. Bu amag
dogrultusunda apomiksiyi kontrol eden genlerin izole edilmesi gerekmektedir.




i—natif olarak mMRNA populasyonlan arasinda molekiler kargilagtirmalar
_pi_f_fnakcadlr. Ornegin, seksiiel ve apomiktik Penniserum ciliare ovaryumlarinda farkli
nlerin ifade oldufu tespit edilmigtir (Viella-Calzada vd 1996). Apomiksis ile ilgiht
genien tammlamak i¢in kullamlabilecek bir bagka vontemse mutasyon ¢aligmalandir,

ek  kisir Arabidopsis hatlannda yapilan mutasyon caligmalarinda dollenme

o_l__fﬁaksmn endosperm olusturabilen mutantlar elde edilmistir (Luo vd 1999). Ozetle,

ﬁpiﬁ'_ﬁ;iksiyi kontrol eden genetik elemanlan belirlemek i¢in seksiiel ve apomiktik model
biﬁfﬁiierle calismak gerekmektedir (Grossniklaus vd 1998). Ayrica tanmsal sisternler igin
eﬁf uygun oOzelliklere sahip apomiktik ireme segilmelidir. Burada sporofitik ve
gametoﬁtik apomiksi ile obligat (zorunlu) ve fakiiftatif treme arasmda tercih
: j}éplimahdir. Bir obligat apomuiktik kisa stireli avantaj saglasa bile tarimsal sistemlerde
. arzu edilmevebilir. Cunka seksiiel tGremeye geri donts olmamasi veni varyetelerin
i':s'lahlm zorlagtiir. Bununla beraber fakiltatif apomiktikler, 6zel bir genofipin hem
é_éksﬁef hem de aseksiiel wremelerle daha uyumlu olmasina yol agar. Sporofitik

épomiksi ise pseudogamiye ihtiya¢ duydugu i¢in ¢ok kullanish olmayabilir.

Arabis (Brassicaceae) cinsinde ¢ok ¢esitli treme mekanizmalan vardir. Bu cins
igerisinde baz tirler tamamen seksiiel iirerken, bazilart apomikiik olarak tirerler, Arabis
gunnisoniana ve A. holboellii hem pseudogamik hem de fakaltatif apomiktik olarak,
A.drummondii ise sekstel Greyen bir tir olarak tanimlanmgtir (Roy 1995). Pseudogami

“apomiksinin oldukca yaygin bir formudur. Pseudogamik bitkilerde yumurta hiicresi

~partenogenetik olarak geligirken, endosperm geligimi igin polar nukleuslarin polen
hiicresi ile dollenmesi gerekir. Arabis tiirlerinde erkek bireylerde polen fonksiyoneldir,
- bu sayede sekstiel ve apomiktik bireyler arasinda melezlemeler yapilabilir. Bu
cahigmada, yukarida belirtilen dogal apomiktik ve seksiiel Arabis tirleri model bitki
olarak se¢ilmistir. Bu tirlerdeki treme sistemlerini kontrol eden molekiiler stiregleri
aragtirabilmek igin, bir genetik transformasyon sistemi geligtirilmelidir. Literatiir
taramalarinda hentiz bu tarlere ait bir genetik fransformasyon sistemi ile
kargilasiimamstir. Bu calismada, sekstiel ve apomiktik Gireyen bazi Arabis tirlerinin in
vitro rtejenerasyon yetenekleri, Agrobacterium tumefaciens arachlifn ile genetik
transformasyonu ve sitolojik 6zellikleri belirlenmigtir. Bu projeden elde edilen sonuglar,

Arabis  turlerinde apomiksisi kontrol eden genetik mekanizmalanin  ortaya




| 1_i<ar11masmda kullanilacaktir. Daha ileriki projelerde genetik transformasyon sistemi

_éé}iesinde bu bitkiye ¢esitli isaretleyici genler aktarilacak ve bu genlerin kalitim

incelenecektir. Ayrica, apomiksisi kontrol eden genlerin izolasyonu ve tammlanabilmesi
ig';"'n transpozon ve T-DNA mutagenesiz gibi baz tekniklere olanak saglavacaktir.
_Kéhttmi izlenebilecek isaretleyici genleri sayesinde otomom endosperm gelisimi
h_akkmda molekiler seviyede bilgi elde edilecektir. 4rabidopsis thaliana ile yakin

akraba olan Arabis gunnisoniana’da halihazirda apomiksinin elemanlari ile ilgili

'élébilecek, cesitli aragtirmacilar tarafindan Arabidopsis’ten izole edilmis bazi genlerin
fpnksiyonlarl mcelenebilecektir (Koch vd 1999). Boylelikle, déllenme olmaksizin
éndosperm ve embryo gelisimi hakkinda bir model olusturulacaktir. Bunlarin

- sonucunda, apomiksinin kiltir bitkilerine aktarilmas: tartigilacaktir.




-UﬁAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

‘Apomiksi ile ilgili kaynaklar

“Dujardin ve Hanna (1989), obligat apomiktik Pennisetum squamulatum’dan

niseturm purpureun’e apomiksiyl aktarmak icin tiirler aras1 melezleme yapmuglardir. -

'_eI._.e'ZIéme sonucunda F; hibritler ve obligat apomiktik bir geri melez (BC;) elde

dﬂhﬁstir. Calismada erkek gametler apomiktik ebeveynden alinmugtir. Buna karsilik,

lg'ﬁib'n'tlerinden obligat apomiktik ayni zamanda da erkek fertil geri melezler (BC»)

fn{éydana gelmemistir. Daha sonra erkek kisirlifin tstesinden gelmek i¢in P. glaucum x
urpureum hibritleri ile P. glaucum x P, squamulatum hibritleri melezlenmistir. Elde
d_'x-}én" hibritler (20=42) apomiksi ile ilgili genlerin P. galucum’a aktartimast igin
tr‘_;%ploid P. americanum (2n=28) ile 3 kez geriye melezlenmistir. Sonugta kismen

rkek fertil obligat apomiktik bir geri melez (BC;) elde edilmugtir,

Koltunow (1993), apomiktik tremeyi ve sireglerini tanimlayarak apomiktik
reme iizerine yaptlan aragtirmalan ozetlemigtir. Buna gore, apomiksi angiospermlerin
1§t Gireme organlarinda meydana gelen aseksilel bir iireme seklidir. Apomiktik lireme
-._diiilospori, apospori ve adventif embriyoni olmak tizere 3 farkh mekanizmadan olugur.
_:_i'plospori ve apospori oviil gelisiminin erken safthalarninda gozlenirken, adventif
i"nbriyo ovill geligimin daha geg safhasinda baglar. Diplospori ve aposporide mayoz

-gerceklesmerz, embrivo kromozom sayist indirgenmemis bu gametofitten délienme

;;_olmaksazm geligir. Bu nedenle diplospori ve apospori gametofitik apomiksi olarak
_'-.a:c.ilandmhr. Buna karsiik adventif embriyolar megagametofit digindaki  ovil
'::':d'okulanndan kéken alir. Bu nedenle adventif embriyoni sporofitik apomiksi olarak
silinir. Derlemede ayrica apomiksinin geneiik olarak aktarilan bir karakter oldugu ve az

:§ay1da gen tarafindan kontrol edildigi bildirilmigtir.

Ozias-Akins vd. (1993), apomiksiyi Pennisetum squamulatum’dan sekstel P.
glaucum’a aktarmak i¢in yaptiklar arastirmada obligat apomiktik bir geri melez hatti
(BCs) elde etmislerdir. Molekiiler isaretleyici analizleri (RFLP ve RAPD) bu hatun
~apomiktik ebeveynden (P. squamularum) genomik DNA tagidigmm gostermistir. Bu
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'kﬁier isaretleyiciler arasindan segilen 3 RFLP klonuna ait DNA baz dizileri
ﬁde.ézgﬁn primerler elde edilmis, bu primerler daha sonraki geri melezlerin
_kji‘zfer analizlerinde kullanilmgtir. Sonugta apomiktik tremenin iki molekiiler

'gareﬂé'}i’ici ile birlikte kaliim gésterdigi ve tek bir kromozom ile aktanlabilecegi

Sherwood vd. (1994), tetraploid Pennisetum ciliare’de aposporinin kalitimini
arast;rfnlslard1r. (Calismada hem seksiiel hem de apomiktik bitkiler kullamitrmustir.

eks'ﬁel bitkilerin kendilenmesi veya kendi aralannda melezlenmeleri sadece seksiiel

ol vermistir. Buna karsihk, sekstel ve apomiktik bitkilerin melezlenmeleri sonucunda
'p'é_fsgﬁorik ebeveyne baglh olarak seksiiel ve apomiktik iireme vaklagik 15: 13 veya 3: 8
:"_'e'mnda acilim gostermistir. Bu oranlar apospori ile ilgili 6ne strilen daha dnceki
__qﬂ_éilere uymaimug olmasina ragmen Panicum maximum icin ¢nerilen modele uvar. Bu

_'_oj:d'éle gore apospori ifade olabilmek igin tetrazomik olarak kahtlanan tek bir lokusun

ominant alleline (A) ihtiyag duyar. Ikinci bir lokustan dominant baska bir allel (B) ise

kéii‘ei liremeyi saglar.

Koltunow vd. (1995), apomiksinin tanima faydalarim tartigmaglardir. Buna gére,
omiktik strecler sonucunda olusan dolier ana bitki ile genetik olarak 6zdes oldugu
in apomiksi ile ustin 6zellikli varyetelerin genotipleri sabitlenebilir, tozlanma ve
ollenmeye bagh olmaksizin sirekli ve ucuz bir sekilde tohum elde edilebilir. Vejetatif
olarak ¢ogaltilan birgok kultur bitkisi bu yolla tretilebilir, Gumimiizde tanmsal
uretxmde vaygin olarak kullantdan hibrit ¢esitleri bir sonraki generasyonda genetik
ag:ﬂlmlar meydana gelecegi i¢in tohurn kaynag olarak kullanilamaz, Bu nedenle, hibrit
tohum dretimi i¢in, ebeveyn hatlarin siirekli tiretilmesi ve melezlenmesi gerekmektedir.

Apomiksi sayesinde hibrit gticii sabitlenebilir, ebeveyn hatlarn gogaltilmasi veya erkek
teril bitkilerin kullanilmasindan kaginlabilir, Kisaca, apomiksi hibrit tohum tretiminde
rnahvetl onemli dlglide azaltacaktir. Derlemede ayrica apomiksinin genetik temelinin

daha lyi anlagilabilinmesi i¢in model bitkiler (Hieracium ve Arabidopsis) énerilmigtir,

Calzada vd. (1996), apomiktik iireme hakkinda yaptiklan derlemede apomiksiyi

3h1m131n1$, apomiktik stiregler hakkinda bilgi vermislerdir. Buna gére, apomiktiklerde
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-embriyolar mayoz bélinme ve dollenme olmaksizin partenogenetik olarak gelisirlerken
'-:"endosperm ya dollenerek (pseudogami) ya da kendiliginden gelisir. Derlemede ayrica
-"'apomiksinin tarima faydalan tartigilmigtir. Buna gore, ekonomik énemi olan sekstiel
bitkilerden elde edilecek apomiktikler savesinde hibrit genotiplerin tiretimi ve kullanim

‘artacaktir.

Leblanc vd. (1996), apomiksiyi tetraploid (2n: 72) Tripsacum’dan musir bitkisine
":(2n: 20) aktarmak igin yaptiklart ¢alismalarda geri melezlerle her iki tirden de birer
genom tagtyan polihaploid (2Zn: 28) nusir-Tripsacum bitkileri elde etmiglerdir. Bu
. bitkiler tamamen erkek steril olmalanna karsin mustr ile tozlagtildiklaninda apomiktik
- olarak tohum meydana getirmiglerdir. Ayrica bu bitkilerde mayoz basansiz olmus,
diplospori gelismistir. Bu calisma nusir gibi diploid bir bitkinin de apomiksi ile
ureyebilecegini, dolayrsiyla diplospori ve poliploidinin bagls olmadigim gostermistir.

_ Viella-Calzada vd. (1996), seksiiel ve apomiktik Pennisetum ciliare
@'varyumianndaki genlerin ifadelerini kargilastirmustirlardir, Calismada 22 farkls primer
kullanilarak, 200-600 bp arasinda degisen biiyiikliklerde 2268 ¢cDNA fragmenti elde
é’dilmi;tir_ Bunlar arasindan 8 tanesi tanimlanarak klonlanmustir. Northem analizlerine
dayanarak bu ¢cDNA’lardan sadece 1 tanesinin seksiiel, 2 tanesinin aponukiik ve 1
tanesinin de her iki ovilde de ifade oldugu tespit edilmistir Geriye kalan
- fragmentlerden 3 tanesi tespit edilemezken, bir tanesi hem ovillerde hem de govde ve
'_.:'_j'rapraklarda bulunmustur. Bu calisma P. ciliare’nin seksiiel ve apomiktik tiremeyi

kargilastrmak igin model sistem olarak kuflamlabilecegini gostermistir.

Bicknell (1997), bir ¢alismasinda Hieracium aurantiacum’ dan diploid apomiktik
ir bitki izole etmistir. Gametofitik apomiktikleri igeren birgok bitki grubunda oldugu
'-gibi Hieracium cinsinde de bu gline kadar calgilmig butin apomiktik biyotiplerin
oliploid  oldugu  bildirilmistir. Bu calismada, H  awrantiocum’un apomiktik
f”p’t')pulasyonlannda varyasyonl elde edilmis, taksondaki diger bitkiler gibi aposporik ama
iploid bir bitki gozlenmistir. Bu bitkide mayoz bélinme normal degildir ve endosperm
EI.JI.tendiliginden dollenme olmaksizin gelisebilmektedir. Buna radmen tohum baglama

.:_'Yetenegi daha azdir. Arastirmacilar Hieracium cinsinde apomiksinin ifade olabilmesi
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“jgin poliploid seviyenin sart olmadigim bildirmislerdir.

Burson (1997), bazt Paspalum ftirlerinin treme mekanizmalarini sitolojik
vontemlerle aragtirmigtit. Buna gére P. modestum, P. monostachvum, P. repens ve P.
‘alcalinum sekstel diploid (2n=2x=20) genotiplere sahiptir. Mayvoz, bu genotiplerde
tizenlidir. P. modestum sekstel olmasina karsin ovilllerin % 43’iinde disi gametofit
;:éb-ozulmug;tur. P. alcalinum ve P. paucilolium™an 2, P. falcatum ve P. unispicatum’™un 1
EII-ire P. polyphyilum’un 3 genotipinin tetraploid oldugu bulunmustur (2n=4x=40). Hangi
tur olursa olsun bitin tetraploidlerin fakiiltatif aposporik apomiksi ile tredigi tespit

. -edilmigtir.

Bomnilla ve Quarin (1997), Paspalum minus’un pentaploid klanmin ireme

sistemlerini aragtirmuglardwr. P. minus Kuzey ve Giiney Amerikada genis alanlara
yaytlmug otsu bir tirdiir. Daha énceki aragtirmalar bu tiir igerisinde diploid, tetraploid ve
pentaploid wklarin var oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada sitolojik arastwmalar

pentaploid irklarda mayozun dizensiz oldugunu isaret etmistir. Mayoz metafaz 1°den
| sonra durur ve niikleus mitoz meydana getirecek sekilde yeniden diizenlenir. Erkek
mayositlerde ise mayoz sonras1 kromozom sayist indirgenmemis 2 polen tanecigi olusur
(20=5x=50). Ovillerde, arkeosporal hiicreden mayoz gegirmemis 2 megaspor olusur.
" 'Bunlardan mikropilar bélgede bulunam dejenere olurken digeri diplosporik embriyo
kesesi meydana getirir. Mayoz gegirmemis yumurta hiicresi ise partenogenez ile
“embriyo olugturur. Buna ek olarak, diplosporik embriyo kesesi etrafinda aposporik

- ‘embriyo kesesi gelisir.

Gustine vd. (1997), Pennisetum ciliare’de apospori ile bagh molekiler
isaretleyicilar tespit etmislerdir. P. ciliare’de apospori ototetraploid olarak dollere
aktarilan tek bir gen ile kontrol edilir. Daha ¢nceki arastirmalar bu gen ile birlikte
aktarilabilen sadece 2 tane isaretleyicinin varhgin isaret etnistir. Bu aragfirmantn amact
apospori lokusu ile birlikte agilim gosteren yeni isaretleviciler tanimlamak ve bir
linkage haritasi olugturmaktir. Arastrmada seksiiel bir klon olan B-2s ile aposporik
Higgins ve B-12-9 klonlari melezlenmistir. Elde edilen doller bulk segregant analizi igin
RAPD isaretleyicileri ile taranmigtir. Besyliz dekanukleotid primerler kullamilarak




pori ile baglantist olan 5 yeni molektler igaretleyici bulunmustur.

. Barcaccia vd. (1998), fakiltatif aposporik bir tir olan Poa pratensis’de
'éﬁogenez kahitimum arastirmslardir, Arastirmada apomiktik genotipler ve seksiiel
rilar arasindaki melezler RAPD ve AFLP isaretlevicileri ile analizi edilerek apomiksi
. li olabilecek genetik baglanti belirlenmeye ¢alistlmistir,. Bu yéntem sayesinde
-"eﬁogenezi kontrol eden gene yakinlig1 6.6 cM olan bir AFLP isaretieyicisi ile hedef
vi ¢evreleyen 154 cM’hik bir genomik pencere tespit edilmistir. Yine
nogenez lokusunu tagivan kromozom bolgesinin ilave RAPD ve AFLP
aretleyicileri ile haritast cgikanlmistir. Partenogenez ve belirli sayida AFLP
saretleyicisi arasinda belirlenen baglanti bu karakterin monogenetik olarak idare

edildigini ileri stiren hipotezleri desteklemistir.

. Grimanellii vd. (1998a), musir bitkisinin yakin akrabasi tetraploid Tripsacum’da
pomiksi kaltomuni arastirmuslardir. Buna gére poliploid Tripsacum’lar diplosporik
miksi ile trer. Diplosporide mayoz boltinme gergeklesmez (apomayoz) ve
mozom sayisi indirgenmemis gametler partenogenezle embriyo olusturur.
ripsacum’da diplosporik apomiksiyi kontrol eden kromozom, musir RFLP problarn

ullanifarak hem tetraploid hem de diploid seksiiel tiirlerde haritalanms ve bu
: .:omozom de nusir genomunda bir bolge arasinda yiiksek dizeyde benzerlik
.'_'_bulunmustur. Sekstel bitkiler ve musir ile karsitastinldiinda apomiktik tetraploidlerde
.'_"b'u bolgede rekombinasyon bityitk dlgiide baskilanmaktadir. Bu sonug apomiksinin tek
ir genle kontrol edildigini isaret etse bile ilgili bolgenin birbiri ile bagh bir grup lokus
e kontrol edilebilecegini gostermigtir.  Sonuglara gére  seksiiel  Tripsacum
‘genotiplerinde 40 ¢M’hik bir alani kaplayan apomayoz ile ilgili bu bolge tek bir genetik

6ge olarak aktarilir, ama heniiz hangi genlerin ise kanstifi bilinmemektedir.

Grimanellii vd. (1998b), diplospon bagh molekiiler isaretleyiciler kullanarak
musir-Tripsacum hibrit ve geri melezlerint analiz etmiglerdir. 7ripsacum apomiktik
kompleksinde poliploidlerin hepsi diplosporik apomiksi ile trerken diploidler
seksteldir. Sonuglar 7ripsacum’da apomiksiyl kontrol eden gen ya da genlerin haploid

gametler aracilifi ile aktanldiginda, apomiksi allellerinin kaybina yol agan bir sistem ile
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{gﬁhh oldugunu isaret etmigtir. Ayrica bu model apomiksi ve poliploidi arasindaki

.. Grossniklaus vd. (1998), yaptiklart derlemede apomiksi iizerine variitiilen
firmalart ozetlemislerdir. Buna gore, apomiktik bitkiler mutasyonlarla degil, seksiiel

3balar arasinda meydana gelen hibridizasvonlar sonucunda evrim gecirmiglerdir.

1imiizde aragtirmalar daha ¢ok kultr bitkilerinin yakin akrabalan (Tripsacum ve
jﬁiserum gibi) iizerine yogunlasmugtir. Bunlara ek olarak hem dogal apomiktik

;;b:é;ml bitkilerde hem de seksuel treyen model bitkilerde genetik mithendisligi yolu ile

-ﬁaﬁcnﬁktik treme hakkinda daha fazla bilgi elde edilmeye ¢alisiimaktadir. Derlemede

yrica apomiksinin ekonomik ve sosyal faydalarindan bahsedilmigtir.

Ozias-Akins vd. (1998), Pennisetum squamulatum’da apomiksive bagh
-molekiiler igaretleyiciler sayesinde aposporinin muhtemelen seksiiel genotiplerde alleli

-ofmayan farkh bir lokus tarafindan genetik olarak kontrol edildigini ileri stirmiislerdir.

‘Arastirmada obligat aposporik bir tir olan P. squamulatum aym genus igerisindeki
‘sekstiel P. glaucum ile melezlenmis ve apomiksi ve sekstiel ireme arasinda agilim veren
397 bireyden olusan hibrit populasyonu elde etmislerdir. Bu hibritlerde haritalanan 13
“molekiiler isaretleyicinin 12 tanesinin apospori ile beraber agihm verdigi bulunmustur.
.Bc'iylelikle aposporiye 6zgin bolgenin genetik rekombinasyona uframadigl ortaya
gtkimstir.  Sonug¢  olarak  apomiksi  lokusunu igeren kromozom  bolgesinin
| rekombinasyona uframamasi tesaduf olabilecegi gibi ilgili genin fonksiyonunu
koruyabilmesi icin evrimsel siire¢ igerisinde de meydana gelmis olabilecegine isaret

edilmigtir.

Roche vd. (1999), Cenchrus ciliaris ve Pennisetum squamulatum’da aposportl
ozgiin bolgenin ortak oldugunu bildirmigtir. Calismada P. squamulatum’da apospori ile
bagls 12 molekiler isaretleyici tespit edilmistir. Bu 12 molekiiler isaretleyiciden 6
tanesinin aposporik ve seksiiel C. cifigris genotipleri arasinda dominant oldugu
bulunmustur. Geriye kalanlardan 5 tanesi apospori ile stirekli baglanti verirken | tanes:
84 dolde disik diizeyde rekombinasyon vermistir. Bunlara ek olarak tespit edilen diger

molekiler isaretleyicilerle beraber DNA dizi analizleri her iki tiirde de apospori 6zgiin




mik bolgenin korunmus oldugunu gostermistir.

Tas ve Van Dijk (1999), diploid sekstel ve triploid apomiktik Taraxacum tirleri

Slﬂd_é melezlemeler vapmuslar ve apomiktik tiremenin kalitimim incelemislerdir. Bu
-e_i.e;fer._diploid x diploid melezlerinden ¢ok daha az tohum baglamistir, Canli kalabilen
Jerin %90 nnin kendilenme sonucu olusan diploidter oldugu allozim isaretleyicileri
__gpgt edilmistir. Bunun neden:, aneuploid polenin sporofitik kendine uyusmazhg:

adan kaldirmasidir. Araghrmada hibrit olduklar allozim analizleri ile tespit edilen 26

(i_eﬁ_ 15'mmin trnploid, 4’Gnin diploidd ve 7 tanesinin de tetraploid oldugu

'.beI_irIehmistir. Bu sonuca gére dipfoid hibritlerin triploidlerden daha az olmasimin iki

___n_édeni olabilir; ya haploid polen canli degildir ya da diploid polen sayica fazla miktarda

;_niéydana gelmistir. Caligmada ayrica emaskiilasyon sonrasi izole edilmis ¢igeklerde

'.:ajjoirﬂktik tohum gelisimi imcelenmistir. Buna gore triploidlerin  1/3’tinde ve
éploidlerin hepsinde apomiktik olarak tohum gelisimi gozlenirken diploidlerde bu

0 _I"'a tohum gelismemistir.

. Van Dijk vd. (1999), apomiktik iremenin kalitimini incelemek igin diploid
kstiel ve triploid apomiktik 7araxacum tirlerinde melezlemeler yapmuglardir,

'_Hibritierin treme sistemlerini agiga ¢ikarmak i¢in apomiktik olmayan diploid ve

=:t_ﬁploid hibritler diploidlerle melezlenmis ve meydana gelen doller analiz edilmistir,
Ebeveynin iki diploid hibrit oldugu melezlemede tohum baglama oram onemli dlgiide
-aia1m1§nr. Buna karsihk fertil olarak tammlanan 9 hibmt tir 3 tip igerisinde
smiflandiribmigtir. Bunlar A tipt (n+n hibntlen), B tipi (ntn ve 2n+n ya da 2n+0 ve
2n4n kanisimm hibritler) ve C tipidir (sadece 2ntn hibritleri). C tipi bitkilerde yapilan
 mikrosatellit analizler 2n vyumurta hicresinin bir restitisyon mekanizmasiyla
olustugunu igaret etmigtir. Bununifa beraber tipki diger apomiktlerde oldupu gibi C tipi
bitkilerde de mikrosporogenesiz normal ilerlemistir. Bu sonuglar C tipi bitkilerinin
diplospori ile tirediklerini ama partenogenetik olmadiklarmi gostermistir. Bu tip bitkiler
. diger apomiktik tarlerde olduk¢a nadirdir. Cabsmada sonug olarak, diplospori ve
. partenogenez gibi apomiksi elementlerinin Dbirbirinden bagimsiz  olabilecegi
- bildirilmigtir. Ayrica bu sonuglar Taraxacum’da apomiksi igin 6nerilen tek bir lokus

modeli ile ¢elisir. Bunun yerine arasirmacilar 7araxacum’da apomiksiyi birkag lokusun

le



onttrol ettigini ileri sirmuslerdir.

- Albertini vd. (2001), Poa pratensis’de sitolojik yontemler kullanarak yaptiklan

rmiglerdir. Caligmada seksiiel ve apomiktik ebeveynler arasinda melezlemeler

ap;_l_ﬁrak F1 populasyonu elde edilmistir. Bu déllerin yaklagik yarisinn partenogenetik

idugu bulunmustur. Partenogenetik bu bitkilerde ve ayrica partenogenetik olmayan 2

i{ki&e de apospori tespit edilmistir. Bu sonuglar P. pratensis’de apospori ve
;_'ehogenezin iki farkli genetik faktorle konirol edildigini ve her iki stirecin de

igimsel olarak bagimsiz olabilecegini gostermigtir,

: Alves vd. (2001), Brezilya'da genis alanlarda kiltirii yapian tetraploid
pomiktik dogal bir tiir olan Brachiaria brizantha (Poaceae)’nin pseudogamik olarak

iedigirxi tespit etmisglerdir. Caligmada bu tiire ait gigekler, stigmalant kesildifi zaman

tohum baglayamamugtir. Cunkii gogu apomiktik bitkide oldugu gibi yumurta hiicresi
#i‘tgnogenetik olarak gelisirken, endosperm igin dollenme gerekmektedir. Sitolojik

_.jz_ﬁizier polar nitkleuslarin dollenerek triploid endosperm olugturdugunu gostermistir.

Bicknell vd. (2000), iki Hieracium tiriinde apomiktik Gremenin tek bir gen ile

Kontro! edildigini bildirmistir. Calismada apomiktik Hieracium biyotipleri triploid #.
‘piloselloides (2n=27, x=9) ve aneuploid H aurantiacum (2n=3x+4=31) ve sekstel
‘biyotipler melezlenmistir. Bu bitkilerin déllerinde apomiksi hem baploid hem de diploid
_:erkek gametlerce tagmabilen monogenik dominant bir karakier olarak kalitlanmustir.
‘Benzer diger sistemlerde oldugu gibi bu bitkilerin déllerinde de diploid apomiktlere
:.ijastlainlmarrugtir. Arastimacitlar  bunun nedeninin  haploid gametlere karst bir
I_'s_eleksiyonun varhigindan ziyade diploid zigotlarin hayatta kalmalarii engelleyen bir

seleksiyonun olabilecegini belirtmiglerdir.

Koltunow vd. (2000), ploidileri farkli Hieracium bitkilerinde apomiksinin
gelisimsel olarak korunmadiim bildirmiglerdir. Hieracium cinsinin baz Gyeler:
fakiltatif apomiktikir. Bu tirlerde iireme mekanizmasi apospori, otonom embriyo ve

" endosperm geligimi olmak tizere 3 elemandan olusur. H. piloselloides (D3) ve H.



(A3.4)’da apospor embriyo kesesinin meydana gelme zamani ve embriyo

olusma sekli farklidir. Genetik caligmalar her iki titrde apomiksinin 3
n tek bir dominant lokus tarafindan kodlandigim gostermustir. Bu ¢aligmada,
kekenli bir grup Hieracium bitkisinde ve bunlann hibritlerinde apomiktik
eﬁanizmam histolojik vontemlerle incelenmigtir. Buna karsin ebeveynlerde
n iireme sekline, incelenen bitkilerde rastlamiimanus, apomiksi elemanlarinda

likler meydana gelmistir. Bu sonuglara gore aragtirmacilar, difer genetik

rin: apomiksinin baglama zamam, yeri ve gelisme evrelerini etklileyebilecegini

rmiglerdir

:'--:Noyes ve Rieseberg (2000), triploid FErigeron annuus’da apomiksinin
'irbiﬁnden bagimsiz iki lokus tarafindan kontrol edildigini bildirmuslerdir. Erigeron

ef&ceae) genusunda 6 tirde diplosporik apomiksi tespit edilmugtir. Bu c¢aligmada,

f&’apomihik E. annuus (2n=27) ve diploid sekstiel £. sfrigosus (2n= 18) arasinda
_-aplllla.n bir melezlemeden elde edilen 130 F1 hibndinde apomuktik Greme agilinu
e_léhmistir. Molekiiler igaretleyici analizleri polisomik kalitlanan birbirine ¢ok yakin
s'éf:retieyicinin partenogenez ile iligkili oldugunu, univalent kaltimli 11 igaretleyicinin
se;éﬁdece diplospori ile iligkili oldugunu gostermigtir. Bu sonuca gére, diplospori ve
a__r’_fenogenez birbirinden bagimsiz olarak kalitlanir, Diploid F1’lerde apomiksiye
::ﬂ.'amnangnr. Arastirmactiar bunun nedenin partenogenez lokusuna karg: resesif letal

gihetoﬁtik bir seleksivonun var olmasi ve diplosporiyi tagiyan bélgenin univalent

'_:.k:ahmn gOstermesi olabilecegini belirtmigslerdir.

Bantin vd. (2001), Tripsacum dactyloides (Poaceae)’i partenogenez c¢aligmak
¢in dogal bir model sistem olarak belirlemiglerdir. Calismada musir bitkisinin yakin
-akrabasi olan 7. dactlvloides’de partenogenez ile ilgili genlerin ifadesi arastinlmgtir.
Ayrica diploid seksitel ve poliploid apomiktik 7. dactyloides’in genom buyukltugi sirast
:"ile 7.37 pg (2C), 14.74 pg (4C) ve 22.39 pg (6C) olarak belirlenmustir. Bu sonuca gore
"dipioid genom buyiklugtt musimin yaklasik 1.35 katdir. Tohumlann %92 oramnda
apomiksi ile meydana geldigi flow sitometrik tohum analizi ile gosterilmigtir,
Apomiktik tohumlarda mayoz gegirmemis yumurta hcrelerinin %10 oraninda

dollendigi  bulunmugstur. Ayrica tetraploidlerde embriyolarn kendiliginden gelistigi,
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urantiacum (A3.4Y da apospor embriyo kesesinin meydana gelme zamamveembnyo
esesinin olugma sekhi farklidir. Genetik caligmalar her iki tirde apomiksinin?
éinammn tek bir dominant lokus tarafindan kodlandigim gostermistir. Bu ¢alismada,
3've A3 .4 kékenh bir grup Hieracium bitkisinde ve bunlarin hibritlerinde apomiktik
teme mekanizmast histolojik yontemlerle incelenmistir. Buna karsin ebeveynlerde
gj'.:'zienen treme gekline, incelenen bitkilerde rastlanilmamig, apomiksi elemanlarinda

gisiklikler meydana gelmigtir,. Bu sonuglara gore arastirmacilar, difer genetik

.jf_a’ldc‘irlerin apomiksinin baglama zamani, yeri ve gelisme evrelerini etklileyebilecegini

bildirmiglerdir.

S Noyes ve Rieseberg (2000), triploid Erigeron amnmuus’da apomiksinin
;B'ifbiﬁnden bagimsiz iki lokus tarafindan kontrol edildigini bildirmislerdir. Erigeron
@sremceae) genusunda 6 tirde diplosporik apomiksi tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
triploid apomiktik £ annuus (2n=27) ve diploid sekstiel £ strigosus (2n= 18) arasinda
yapilan bir melezlemeden elde edilen 130 F1 hibridinde apomiktik fireme agihimu
_incelenrrli§ﬁr. Molekiiler igaretleyici analizleri polisomik kalitlanan birbirine ¢ok yakin
4 isaretleyicinin partenogenez ile iliskili oldugunuy, univalent kalitimb 11 isaretleyicinin
ise sadece diplospori ile iliskili oldugunu gostermistir. Bu sonuca gore, diplospori ve
partenogenez birbirinden bafimsiz olarak kalitlarur. Diploid F1’lerde apomiksiye

rastlanmarmstir. Aragtirmacilar bunun nedenin partenogenez lokusuna karst resesif letal
“kalitim géstermesi olabilecegini belirtmislerdir.

Bantin vd. (2001), Tripsacum dactyloides (Poaceae)’i partenogenez caligmak
~i¢in dogal bir model sistem olarak belirlemislerdir, Calismada musir bitkisinin yakin
 akrabast olan T dactlyloides’de partenogenez ile ilgili genlerin ifadesi arastirlmistir.
'ﬁ Ayrica diploid sekstel ve poliploid apomiktik 7. dactyloides’in genom bayikligi sirast
ile 7.37 pg (2C), 14.74 pg (4C) ve 22.39 pg (6C) olarak belirlenmistir. Bu sonuca gére
diploid genom biyukligi musmin yaklagtk 1.35 kandir. Tohumlann %92 oramnda
apomiksi ile meydana geldigi flow sitometrik tohum analizi ile gosterilmistir.
Apomiktik tohumlarda mayoz gegirmemis yumurta hicrelerinin %10 oraunda

dollendigi  bulunmustur. Ayrica tetraploidlerde embrivolann kendiliginden geligtigi,
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dégpennin ise dollenmeye ihtiyag duydugu isaretleyici genler (GUS)" sayesind :

itlenmistir.

" Bicknell vd. (2001), aposponn ile dreven Hieracium tarlerinde apomik‘si:
stvonunu vitirmis mutantlar elde etmislerdir. Arastirmada, Hieracium cimsi Pilosella
:'.'Cinsindeki tirlerde apormuksinin tek bir lokusda dominant bir karakter olarak
k '.éri!d1g1 ama apomiksinin ifade olma orammn birbiri ile bagimsiz birka¢ modifive

di¢i bolgenin etkisi altinda oldugu bildirilmistir, Buna ek olarak, apomiksi ile ilgih

labilecek bolgelerin belirlenebilmesi igin degisik yontemler uygulanmaya baglandigi
: élirﬁ!mehedir. Arastrmacilar musir transpozon genleri, T-DNA ve gama i1sinlan
.::'I:nutasyonlan aracihifn ile mutantlar izole etmeye c¢ahignmuslardir. Aseksiiel tohumlarin
.._'ig'in'lanmaﬁ sonucu toplam 69 stabil mutant elde edilmistir. Ayrica Agrobacterium
aracilit ile elde edilmis iki mutantta sekstel treme korunurken, apomiksi
:"kaybedilmisﬁr. Bu mutantlarm birinde apomiksi aposporiyi baslatan éncil hicrelerin
méydana gelmemesi nedeniyle, digerinde ise onciil hiicrelerin bolinmemesi nedeniyle

fonksivonunu yitirmistir.

Blakey vd. (2001), dogal apomiktik poliploid Tripsacum dactvicides’de
apomuksinin kalttimim aragtirnuglardir. Diploid seksiiel (2n=2x=36) ve tetraploid
apomiktikler (2n=4x=72) arasmnda yapilan melezlemeler sonucunda triploid déller
meydana gelmistir. Triploid bu bitkilerin %50°si steril iken, bazilanmn diplosporik
apomiktik tremeden dolay: fertil oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla arastirmada bu
bitkilerde apomiksi ve fertilete arasinda bir iliski kurulmustur. Bu bitkilerde tohum
baglama oramt mayoza egilim artinca azalmustir, Ciinkii gametler esit oranda dagihm
goésterememistir. Ayrica, yukanda agiklanan fertilite ve 5 RFLP isaretleyicinin birlikte
agihm gosterdifi bulunmugtur. Bu isaretleyicilerin musir bitkisinde benzer sekilde
fertiliteyi kontrof eden bolge tizerinde oldugu anlagilmustir. Arastrmacilar, musir ve

Tripsacum’ da fertiliteyi kontrol eden genlerin korundugunu bildirmislerdir.
Grimanells vd. (2001), derlemelerinde gametofitik apomiksi ve kalitum

hakkinda bilgi vermiglerdir. Buna goére diplospori ve apospori olmak tzere iki farkl:

suregden meydana gelen gametofitik apomikside embriyo kesesi mayoz ge¢irmemis bir
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spordan koken alir. Seksiiel treme ile aralarinda 3 temel farklilik varderun}a;
. ayozun  gerceklesmemesi  (apomayoz), embrivonun dollenmeksizin - '61u:§frzzz.i.'s1."'
partenogenez) ve fonksiyonel bir endospermin olusmasidir. Apomiksi kalisal b;r i
karakter olmasina ragmen genetik kontrolu heniiz aglklananﬁamgnr. Bununla birlikte |
arastirmalar baz: tirlerde apomiksinin monogenik olarak kontrol edildigini gostermustir.
Aynca apomayoz ve partenogenezin hem birlikte hem de tamamen bagimsiz olarak
agthm gosterebilecefi bulunmustur. Derlemede apomiksinin bugdavgil bitkilerinde

farkli genetik lokuslann fonksiyonu sonucu ortaya ¢ikmus olabilecegi belirtilmektedir.

Roche vd. (2001), sekstiel Pennisefum gloucum ve apomiktik F1 (P. glaucumx
- P. squamularum) arasmda yapilan melezlemelerde apospori 6zgiin genomik bolgenin
| (AOGB) Mendel kurallarmdan saptigim bildirmislerdir. Arastirmacilar bunun nedeninin
~sekstel treme ve embriyo gelisiminin erken safhalarmda 4 farkli siire¢ esnasinda

~ olabilecegini belirtmiglerdir. Bunlar siras1 ile mayoz bolinme, disi gametofit gelisimi

3

} dollenme ve daha ileriki embriyvo-endosperm gelisimi dénemleridir.
2.2. In vitro Rejenerasyon ve Genetik Transformasyenla ilgili Kaynaklar

De Block vd. (1984), rejenere olmus bitkilerde ve onlarin délerinde yabanc:

genlerin ifadesini arastirmslardir. Calismada kanamisin, kloramfenikol ve metotraksat

direng genleri igeren Agrobacterium suslan kullanilarak transgenik titin bitkileri elde
edilmigti. Bu transgenik bitkiler normal gelismelerini tamamlayarak tohum
Uretmuglerdir. Arastirmacilar, bu sistemin diger bitkilere gen aktarmak icin de

kullamlabilecegini bildirmislerdir.

Patton ve Meinke (1988), kiltire alinnug Arabidopsis thaliana kotiledonlarindan
bitki rejenerasyonunu aragtirmuslardir. Yabanil tip 4. thaliana esidi Colombia 1 mg/l
BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren MS besin ortamlarinda yiiksek oranda rejenerasyon
vermugtir. Kotiledon eksplantlardan kiltiirin 2-3 . haftasindan sonra yiksek oranda
sirgiin  rejenerasyonu  elde edilmistir. Kilttirde transformasyon calismalaninda
kullanilan higromisin, kanamisin ve G-418 antibiyotiklerinin kotiledon eksplantlarinin

gelisimini ve stirgin olusumunu engelledigi bildirilmigtir. Ayrica, rejenerasyon yetenegi
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yiksek olan kotiledon eksplantlarinin gen aktanimi ¢aligmalan igin uygun bir materyal
- oldugu belirtilmistir.

Raineri vd. (1990), celtik bitkisinin genetik transformasvonunu arastirmuslardir.
- Yabantl tip Agrobacterium tumefaciens susu A281 ile inokiile edilen ceitik embriyolan
bitki biyiime duzenleyicisi icermeyen MS besin ortamlarinda tiimérogenik kallus
* olusturmustur. Bu dokularin DNA hibridizasyon analizleri sonucunda T-DNAn geltik

- genomunda var oldugu bildiritmistir.

Blake vd. (1991), PCR1in Agrobacterium aracth@ ile yapilan transformasyon
caligmalaninda, bitki genomuna aktarilan genlerin varlifimi tespit etmek igin altematif
bir teknik olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Calismada, 4. fumefaciens aracihig:
ile kanamisin direng geni (NP7Z]) ve GUS geni aktarilmus transgenik yoncalarda bu

genlerin varliklan PCR ile tespit edilmistir.

Ozcan vd. (1992), bezelye bitkisinin olgunlasmams kotiledonlanindan in
vitro'da adventif siirgtin rejenerasyonunu arastirmuglardir. Yitksek oranda siirgin
rejenerasyonu, kallus gelisimini takiben 0.5 mg/l BAP ve 4 mg/l NAA igeren MS

ortaminda meydana gelmistir. Embriyo ucunun baglandigi kotiledon bélgelerinin
yiiksek rejenerasyon potansiyeline sahip oldugunu, ancak embriyo ucunun varligmn
adventif siirgin olusumunu engelledigini bildirmiglerdir. Ortama gimis nitrat

eklenmesi stirgiin sayisim arhrmanmustir.

Wu vd. (1992), in virro’da Arabidopsis thaliana zigotik embriyolannin
kultiranden bitki rejenerasyonu eldesini arastirmiglardir. A. thaliana zigotik embriyolar:
in vitro’da 3 farkli tipde rejenerasyon gostermistir; 1) Nommal bitki gelisimi 2)
Morfogenetik kallus olusurnu  3) Somatik embrivogenez. Zigotik embriyolar
gelisimlerinin erken safhalaninda mekanik olarak izole edilip sivi B35 besin
ortamalaninda  killtire almmustir,. Caligmada ancak globuler sathaya ulagmig

embriyolardan rejenerasyon elde edilebilmistir,

Hassan vd. (1993), bazi Rubus genotiplerine Agrobacterium aracihgi ile gen
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garmum aragtirmuglardir. Calismada yaprak ve internodlardan alinmus eksplantlarm

nerasyon yetenekleri Gzerine gesitli sitokinin, oksin ve antibiyotiklerin etkisi
.t.:iﬂlnnsnr. Sitokaninlerden TDZ (Thidiazuron) ytiksek oranda sirgin verirken BA
:éﬁzyladenine) herhangi bir rejenerasyon vermemistir. Oksinler ise rejenerasvonu
%}hannstir. Antibiyotiklerden kanamisin organogenez énemli Slciide azaltms hatta
ksek oranda kanamisin iceren besin ortamlannda organogenez elde edilememistir.
::'cémdan, NPT Il GUS ve NPT Il/ GAT genlerini tagiyan Agrobacterium tumefaciens

start kullamlarak transgenik bitkiler elde edilmistir

Bachem vd. (1994), polifenol oksidaz geninin antisense inhibisyonu ile patates
Yumrulannda enzimatik kahverengilesmenin engellendigini bildirmislerdir, (alismada,
- in vitro’da MS besin ortamlarinda biyiitilen patates bitkilerinden kesilen bogumarasi
cksplantlan Agrobacterium tumefaciens susu GV3101 ile transforme edilmigtir.
Antisense polifenol oksidaz geni patates yumrulaninda 6zellikle melanin olusumunu

engellemistir.

: Barghchi vd. (1994), Adrabidopsis thaliana’in C24 ve Landsberg erecta
: ekotiplerine  ait  olgunlasmamug  kotiledon eksplantlarindan yiksek oranda
transformasyon elde etmislerdir. Calismada en yiiksek sirgiin rejenerasyonu 0.1 mg/l
BA ve 0.1-0.4 mg/l NAA igeren MS besin ortamlarindan kilttiriin ikinci haftasindan
sonra basanlmistir. Aragtirmacilar bu rejenerasyon sistemini Agrobacterium aracilig ile
genetik transformasyon metodunu kullanarak, yitksek oranda transgenik bitki elde

edilebilecegini bildirmislerdir.

Courtney- Gutterson vd. (1994), Agrobacterium transformasyonu aracilign ile
Chrysanthemum bitkisinde ¢igek rengini modifiye etmeye g¢aligmuglardir. Calismada,
kimerik chalcone sentaz (CHS) geni, hem sense hem de antisense diizende pembe
cicekli bitkilere aktarilmigtir. Transgenik bu bitkiler arasinda tamamen beyaz veya uguk
pembe renkte ¢igekleri olan bitkiler tepit edilmigtir. Buna karsin kontrol bitkilerde beyaz
gigekli bitkilere rastlamlmanustir. Araghrmacilar, cigeklerdeki beyaz rengin tarla

denemeleri sirasinda nesiller arasinda korunan bir ézellik oldugunu bildirmiglerdir.
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ﬂm;stir. Caligmada ilgili geni tagtvan bitin transgenik domateslerin viriislere kargt -

encli olduklart bildirilmistir.

Turgut vd. (1998), Brassica napus L. Topaz ¢esidine ait kotiledon eksplantiarini
cullanarak cesitli bitki bilyime duzenleyicilerinin in vitro siirgin olusumu izerine
etkilerini arastirmuglardir. Calismada gesith sitokinin ve oksinler ile iki tip kotiledon
eké’plantl kullamimus olup, yiiksek oranda adventif sirgin elde edilmigtir. 2/3 distal
-’-l@ﬁkedon eksplantlari 2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda,
kotiledon + petiol eksplantlari ise 4 mg/l BAP ve 2 mg/l Kinetin ve 0.1 mg/l NAA
'(iefen MS ortanunda yiiksek oranda (sirasi ile %80 ve %90) adventif sirgin
\?ermisierdir. Calismada, ayrica kotiledon eksplantlanimin diger turlerde de iy1

gjenerasyon kapasitesine sahip oldugu belirtilmigtir.

Hong ve Debergh (1993), in vitro’da Allium porrum fideleri sirgiin ucu
ksplantlarindan somatik embriyo eldesini aragtirmuslardir. Caligmalarida cesith bitka
. biyiime diizenleyicileri igeren modifiye edilmis BS besin ortamlan kullamlmustir.
" Kaltar sirgtinlerin gogaltilmasi, noduler kallus ind@ksiyonu ile somatik embriyolarin
- retilmesinden olusmustur. Caligmada 2.4-D’in somatik embriyo eldesi igin besin

“ortaminda mutlaka bulunmas: gerektigi bildirtlmigtir.

Martineau vd. (1995), domates ovaryumlannda sitokininlerin miktarini
molekiiler seviyede diizenleyerek meyveleri sert transgenik bitkiler tretmislerdir.
Calismada, domates bitkisine Agrobacterium aracth@: ile sitokinin biyosentezinde
anahtar bir enzim olan kimerik isopentil transferaz (ipf) geni aktarilmigtir. Domates
ovaryumiannda yitksek oranda ifade olabilecek sekilde diizenlenen ipf geni transgenik
domates ovaryumlannda sitokinin seviyesini yitkseltmigtir. Tarla kogullarinda ard arda
3 sene boyunca yapilan testlerde transgenik bitkilerde sert meyve sayismun yiksek
oldugunu bildirmglerdir.
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Kunik vd. (1994), viruslere karsi direngli transgenik domates biﬂdleri':'éld'éﬁ SR

e"trnléierdir. Virtslere karst direng saglayan TYLCV (domates san krvirorklik virisa) =

to proteini geni Agrobacterium tumefaciens aracihr ile domates bitkilerine . - .



Taylor vd. (1996), kasava (Manihot esculenta) bitkisinde kallus ve suspansiyon
;&f_ieri geligtirmislerdir. Calismada embrivogenik doku gelisimi kontroliinde oksin ve
€ i-:_:-'mzlann etkisi ortaya ¢ikarlmustir. Kiltirler Gresshoff ve Doy temel besin
1 'llannda. picloram varlifinda viratilmus, viksek oranlarda rejenerasyvon elde
iimigtir. Aragtirmacilar bu rejenerasyon sisteminin transgenik kasava elde etmede

I__iﬁmlabilecegini bildirmislerdir.

Luo ve Koop (1997), kiltire almnus Arabidopsis thaliana olgunlasmanns

onk embriyo ve yaprak protoplastlarindan somatik embriyo eldesini arastirmuglardir,

; (;)I_guhiasmamis zigotik embnyolar 6, yapraklar ise 5 farkli ekotipden alinmusur. Tki
;kﬁltﬁr sisteminde de deneysel sartlar somatik embrivo induksivonu igin kurulmustur.

“aligmada her iki eksplant tipi igin en uygun ekotip, gelisme dénemi ve bitki biiyiime

diizenleyicileri tespit edilmistir.

Khalafalla ve Hattori (1999), Vicia faba kotiledon eksplantlarindan siirgiin
ejénerasyonunu aragtirmuglardir. Kotiledon eksplantlart BAP ve TDZ igeren MS besin
_'_r-témiannda yiksek oranda adventif stirgiin vermigtir. Calismada stirgiinferin 0.5 mg/l
AA iceren %2 kuvvet MS ortamunda koklendirildigi bildirilmistir.

Luo vd. (1999), Astragalus adsurgens kallus killtiirlerinde somatik embriyo ve
_b_iﬂ(i rejenerasyonunu aragtirmislardir. Embriyogenik kallus, hipokotil eksplantlarmdan
2 mg/l 24 D ve 0.5 mg/l BA igeren MS besin ortammdan elde edilmistir. Somatik
:efnbriyolar ise 1-2 mg/l BA ve 0.1 mg/l NAA iceren MS besin ortarmnda tiretilmistir.
_Callgmada embriyolar tam bitkiciklere hi¢ bir bitki biyime diizenleyicisi igermeyen ¥4
MS besin ortammnda doénistirilmistir.

Victor vd. (1999), yerfistigs tohumlarindan siirgiin rejenerasyonuna TDZ ve
: BAP’in etkilerini arastirmuglardir. Yerfistigi tohumlar1 2.2 mg/t TDZ iceren MS besin
ortanmnda somatik embriyo, 11.26 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda ise stirglin

“Tejenerasyonu vermustir.
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Gaj (2001), Arabidopsis thaliona’in in vitro’da olgunlasmamig zigotik

'ybfanm kullanarak  rejenerasyonunu  aragtrmuglardir.  Farkli  gelisme

do 'erﬁlerindeki embriyolardan alinan eksplantlar 1.1 mg/l 2,4 D igeren BS besin

_'i'z'innda vitksek oranda somatik embrivo vermistir. Calismada eksplantlardan

alinan zigotik embriyo gelisim  dénemlerinin rejenerasyon oramni  etkiledigi

rtilmistir.

- Hamama vd. (2001), jojoba yaprak dokularindan somatik embriyo
jenerasyonunu arastrmslardir. Calismada oncelikle yaprak eksplantlan: degisik bitki
iyume diizenleyicileri igeren %2 MS besin ortaminda kiltiire alinmustir. Buradan elde

edllen embriyogenik kalluslar somatik embriyo olusturmak tizere degisik bitki biyime

_uZérﬂeyicﬂeri igeren MS besin ortamlannda alt kilttire alinnmg ve yilksek oranda
tirgtin elde edilmigtir.

Polanco ve Ruiz (2001), mercimek bitkisine ait 4 ¢esidin olgunlagmanus

ohumlanndan bitki rejenerasyonuna etki eden faktorleri arastirmustardir. Boyutlart 1 ve

‘mm arasinda defisen olgunlasmarms tohumlar in vifro’da degisik miktarlarda bitki
':ﬁyﬁme diizenleyicileri igeren 10 farkli MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir. Strgiin
_rejenerasyonu kultiir(in 4. haftasindan sonra BAP igeren MS ortamnda meydana

‘gelmistir. Calismada, tohum boyutunun rejenerasyon oramna etkili oldugu bildirilmistir.

Tawfik ve Noga (2001), Cuminum cyminum L. hipokotil ve gévde segmentlerine
~ait eksplantlardan strgiin rejenerasyonuna etki eden faktérleri arastirnuslardir.
- Caligmada, yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu 0.5 mg/l BA igeren MS besin
ortamlarinda govde bogum aralarindan kesilmis eksplantlardan elde edilmistir.
Stirgtinler bitki biyiime diizenleyicileri icermeyen MS besin ortaminda kéklendirilirken,
bitkilerin hayatta kalma oranlari polyetilen glikol kullanarak %73 oranda arttif
bildirilmigtir.

Tivarekar ve Eapen (2001), Vigna radiata ogunlasmarms kotiledonlarindan bitki

rejenerasyonunu aragtirmislardir. Hasat edilmeden bir hafta énce embrivolardan izole

edilen ofgunlagsmanus kotiledonlar BA, TDZ, Giberellik asit ve IAA gibi bitki biiyime
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cileri iceren MS besin ortamlannda kltire almmustir. En yiiksek Sﬁr'gﬁn:”--" RERS

;asyonu BAP ve IAA igeren ortamlarda gozlenmistir. Cahsmada aktif komurun

' sﬁmunu engelledigi bildintmistir.

Embriye Kesesi Gelisimi ile {lgili Kaynaklar

'6Qher (1951), Arabis holboellii'nin farkli varyetelerinde polen ve embriyo

elisimlerini arasttrmuslardir. Orjini Greenland olan, aragtirmada kullamlan

ﬂér Kopenhak Botanik Bahgesinden elde edilmigtir. Tohumlar Nisan aymda

'ig,-j'-vé bunu takip eden ilk mevsimde rozetler olusmustur. Buna karsin bitkiler

ak'f-l'.-yﬂ sonra ciceklenmistir. Calismada, diploid ve triploid materyallerde oviil

mﬂ-éiﬁe teknigi ve sitolojik gozlemlerle embriyo kesesi ve polen gelisimi

':I:_eﬁ_ihistir. Buna gore, sekstiel diploid materyallerde mayoz normal dizende

lerken, triploidlerde durum farklidir. Triploidlerde embriyo kesesi ve polen mayoz

nme gecirmeksizin, apomayoz ile meydana gelir. Apomayozde embriyo kesesi ana

‘tam bir mayoz gegirmez ve sekstel sireglerin tersine tetrad yerine dyad

irur. Ardindan dyadlardan dstte bulunan hiicre dejenere olurken geriye kalan hiicre

mitotik bolinmeler ile kromozom sayist indirgenmemis bir embriyo kesesi meydana

oetirir. (Taraxacum tipi). Polen diploidierde normal mayoz ile olugurken triploidlerde

| mayotik hem de apomayotik siregler gozlendigi bildirilmistir. Triploidlerde mayoz

nucy, cofunlukla kromozom sayisi birbirinden farkli polenler meydana gelmigtir.

___aydi-_. gegirmemis polen ¢imlenebilme vyetenegine sahiptir, ama emaskulasyon

'téi__i__liteye neden olur. Embrivo kesesinde yumurta ve merkezi hiicre nukleuslan

 etrafinda polen nukleusu gozlenmis olmasina kargin, dollenme ile kargilagiimarmigtir.

Tri'ploid materyallerde endosperm nukleusu hekzaploid iken, diploidierde tetraploiddir.

m'!_)riyo merkezi hiicrekerin endospermi olusturmasmdan hemen sonra mikropilar ugda

Young vd. (1979), bazt bugdaygil tirlerinin treme sistemelerini belirlemek igin

émizfenmis (cleared) pistil ve kalin kesit alma tekniklerini gelistirmiglerdir. Calismada,

Cenchrus ciliaris’de seksiiel ve aposporik embriyo kesesi gelisimi ortaya ¢ikartlmustir,

Ik teknikte Cenchrus ciliaris pistitleri formalin-asetik asit-alkol (FAA) igerisinde fikse




Imis ve melil salisilatta temizlenerek, interferans kontrast mikroskobunda
efenmigtir. Ikinci teknikde ise, pistiller plastik igerisine g&miilmis, kesit alinmms ve

mikroskobunda incelenmistir. Aragtirmacilar her iki teknigin de embrivo kesesi

rfolojisi tizerinde avmt sonucu goésterdigini, buna kargin temizlenmis pistil tekniginin

iferine gore daha basit ve hizli oldugunu bildirmislerdir.

Crane ve Carman (1987), Dogu Avustralva ve Yeni Zellenda kokenl Elymus

ectisetus’da apomiksi mekanizmalanm arastirmuglardir. Calismada birbirinden farkl:
é‘eierden toplanmis hekzaploid 23 Elymus ekotipinde, temizlenmis ovil teknigi
kullanilarak megasporogenesiz aragtirilmugtit. Bu  gesitler arasmda 17 tanesinin
afﬁ:énﬂksi ile uredigi bildirilmistir. Sekstel gesitlerde mayoz, Poliganum tiptedir.
‘Apomiktik gelisim ise mayotik gelismeye gére daha yavas ilerlemis ve dvad (2n),
emidyad veya direk binukleatat embriyo kesesi olusumu ile sonlanmstr, Dyad
olustugunda iki hitcreden biri dejenere olurken kalazal kisimdaki genisleyip 8 hicreli

mbriyo kesesine domigmiistir. Buna karsin  polen gelisiminin  sekstel ve

apomiktiklerde normal oldugu bildirilmistir.

Carman vd. (1991), diplosporik Elymus rectisetus ve seksiiel akrabasi Elymus
cabrus’da megasporogenez strasinda hiicre duvan yapilarim karsilastirmislardir. Hiicre
Ef_uvar yapilari mortfolojisinde belirgin farkliliklar bildinilmistir. Profaz ve metafaz 1
sirasmda mayotik megaspor ana hiicresi mikropilar duvari, apomiktik olanlardan cok
daha kalindir. Buna kargin, kalazal duvar kalinh@mnin erken safhada farkh olmadigi
:-_.:_bildirilmistir, Mayotik tetrad ve dyad’lann mikropilar, kalazal ve lateral hiicreleri
~apomayotik megaspor ana hiicresi dyad ve binukleatat hiicrelerinden daha kalindir.
:_3 Calismada ayrica, sekstiel angiospermlerde megaspor ana hiicre duvarfan etrafinda
:biriken kalloz arastirilmugtir. Sitolojik incelemeler kallozun £ scabrus megaspor ana
...hiicre duvarlari etrafinda biriktigini, ama apomiktik £ rectiserus’da birikmedigimn
ortaya ¢tkarmustir. Aragtrmacilar, X rectisetus megaspor ana hiicrelerinin sekil ve
~duvar yapilanmin sekstiel akrabast E. scabrus’dan farkli olmasinin nedeninin kalloz
eksikligi olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica, diger diplosporik tiirlerde de kalloz
birikiminde eksiklik oldugunu ve bu ézelligin diplosporik bitkiler igin genel bir 6zellik

olabilecegini belirtmislerdir.
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bianc vd. (1995), baa Tripsacum ftirlerinde megasporogenez ve
etbgenezi araghrmalardir.  Aragtirmacilar, Tripsacum’un musir islaht igin
:.:::gibi onemli karakterler saglavacagiru bildirmislerdir. Cahismada, 10 farkhs
s irinin  Greme biyolojisi benzil benzoat-dibutil pitalat solusyonunda
_'_Z;lel_lfﬁi$ oviillerde interferans kontrast mikroskobu kullanilarak incelenmustir.
“anilin mavisi solusyonu ile megasporogenez esnasinda kalloz birikimi
'iﬁﬁgtlr. Diploid genotipdeki bitkilerin seksiel stireglerle poliploid formlann ise
_dfp[gsp'_dﬁk apomiksi (Anfennaria tip) ile tredikleri bildirilmistir. Bununla beraber az
la Taraxacum tip diplospori de gozlenmustir. Ayrica, sitolojik incelemeler kalloz

kusunun sadece sekstel megasporofit duvarlannda biriktidigini ortaya ¢ikarmsgtir.

Roy (1995), Arabis turlerindeki dogal tireme sistemlerini arastirmugtir.
isfnada enzim elekiroforezi, melezleme ve sitolojik yontemler kullanilarak 6 farkh
bis tirlnim tGreme sistemi mcelenmigtir. Buna gore, ploidi seviyelen farkli (2n, 3n
ve 4n) ve allozim varyasyonu nispeten yitksek 4. holboellii’nin pseudogamik apomiksi
le Gredigi bildirilmigtir. Melezleme galigmalan 4. holboellii’nin tohum baglayabilmesi
n polene ihtiya¢ duydugunu ortaya gikarmustir. 4. gunnisoniana (3n) ve A. lignifera
-2&) ise pseudogamik apomiksi ile Gremesine ragmen populasyonlarda allozim
"'a;yasyonu gozlenmemistir, Hem 4. [lignefera hem de A gunnisoniana
sopulasyonlarinda izoenzim varyasyonu belirlenemediginden pseugamiyi test etmek
.:1§in A. holboellii polenleri kullamilmustir. A. lignifera x A. holboellii melezleri basarisiz
_gdlurken, A. gunnisoniana x A. holboellii melezleni tohum baglamistir. 4. drummondii
ve 4. crandallii'nin sekstiel yollarla tredigi bildirlmistir. Buna karsin 4. Airsuta’nm

tireme sistemi anlagtlamamigtir.

Schneitz vd. (1995), Arabidopsis thaliana’da yabaml-tip ovil gelisimini
aragtirmmglardir,  Calismada, ovil gelisiminin  erken safhalarindan 8 nukleuslu
endosperm safhasma kadar olan bitin strecler tanimlanmustir. Sitolojik gézlemler
boyanmig ve hemen ardindan temizlenmis oviillerde 151k mikroskobu ile yapilmustir, Bu
sayede hem fazla sayida ovil incelenmis, hem de zaman ahict diger tekniklerden

kagmilmistir. Aragtirmacilar oviilin nispeten kigiik bir organ oldugunu ve gelisimi.
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'smda e farkls elementden ibaret oldugunu belirtmiglerdir. Buniar distal ugda-_
megaspma koken veren hiicreleri iceren nuselius, integumentlerle gevrih Lalaza ve
oLsmial ugda vaskier dokulan iceren funikulusdur. Bu 3 element oviil geil:;tmllnn:'-" o

éﬂ;en sathalaninda belirginlesir. Megaspor ana hiicresi nusellusdan gelisir ve mayoz

i‘;‘nine gecirerek tetradlann meydana getirir. Ardindan tetrad igerisinde fonksiyonel

Jmayan 3 nukleus dejenere olurken geriye kalan gekirdek ard arda mitoz bolinmeler

ecirerek 8 nukleuslu embriyo kesesini olusturur (Sekil 2.1).

Sekil 2.1, Arabidopsis’te yabanil-tip ovil geligimi. (A-C) Elektron mikroskobu gekimleri. (D-F) Isik
mikyoskobu celkimleri. (A-D) Megaspor ana hitcresi farkitlagmas: dncesinde ovit] primordiyumu
belirginlesir. (B, E) Nusellus icerisinde gelisinis tetrad ile i¢ ve dis integimentleri belirginlesmeye
baglamis ovill. (C, F) Dsllemmeden hemen sonra oigun ovid. (C) Ovilun alt lusinmnda embriyo
kesesi icine sperm hilcrelerinin aldarldi@: mikropilde gelismeye baslams ve funikulusa yapigmis
bir polen tipty gorilmektedir. (F) Dollenme yoklufunda embriyo kesest igerisinde farkhi hilcre
tipleri agikea gortilmektedir. Kisaltmalar; ap, antipoda! hilereler; cc, merkezi hitcreler; ch, kalaza,
ec, yumurta hilcresi; et, endotelyum, fu, funilaalus; i, ic integiiment; mp, mikropil; nu, nuselius;
oi, dis integiiment; syn, sinerjid; tet, tetrad; vs, vaskuler bag

Peel vd. (1997b), bugday ve apomuktik Elymus rectisefus’un melezienmesi ile
elde edilmis hibritlierde mayotik anomalileri arastirmmglardwr. Calismada, bugday (2n=
6x=42, AABBDD) ile diplosporik ve Zn polen treten Elymus rectisetus (2n=6x=42,
SIStYYWW) melezlenmis ve elde edilen 4 hibrtde (2n=9x=ABDSI(StYYWW)
apomayoz ve 2n polen olusumunu arastimuglardir, Pistiller kalloz binkimi ve sitolojik
gozlemler igin temizlenmigtir. Cofu megaspor ana hicresinde kalloz seksuel tirlerdeki
gibi birikirken pistilierin %4.7 sinde kalloz gozlenmemistir. Bu ozelilik E. rectisetus’a

ait megaspor ana hicrelerinde gozlenen apomayoz ile aymdir. Hibritlerde 2n




k_fé’ﬁiozonﬂu polen olusumu ile karsilagiimasa bile ¢ok sayida mayoz anamolileri

bildirimistir.

Barcaccia vd. (1997), Poa pratensis L. seksiiel ve apomiktik genotipleri
arasindaki melezleme ile elde edilen dollerde RAPD ve flow sitometri analizleri
k‘ﬁlianarak parental genomun kalitimum aragtirmuslardir. Poa pratensis fakiltatif

aposporik olmasina kargin, obligat apomiksiden seksiiel iiremeye kadar gesitli treme

ekillerine sahiptir. Ayrica kendilenme de gozlenmektedir. Calismada. seksiel ve
apomiktik genotiplerin melezlenmesi ile elde edilmis 9 farkli d6! analiz edilmistir. Flow
_sitometri ve RAPD analizlerinin melezleme veya apomiktik sireclerle olusmug dolleri

ayirt edebilmek igin etkin teknikler oldugu bildirilmistir.

i Naumova (1997), tropikal yem bitkilerinde sitolojik ve fonksiyonel acidan
.apomiksiyi aragtirmustir. Calismada, bu bitkilerde apomiksiyi sitolojik olarak belirlemek
- tizere kalloz testi, temizleme metodlan, embriyo kesesi analizleri, flow sitometri ve
~elekiron mikroskobu gibi degisik teknikler karsilagnnlmustir. Ayrica, sekstiel iireme,

“diplospori ve apospori tammfanmustir.

Peel vd. (1997a), diplosporik Eragrostis curvula ve Tripsacum tirleri ile
aposporik Penniseium ciliare, Pennisetum squamulatum ve Poa pratensis’de megaspor
ana hiicresi etrafinda kalloz birikimini aragtirmiglardir. Calismada, pistiller anilin mavisi
iceren ortamlarda temizlenmis ve UV mikroskobunda incelenmistir. Aragtirmada

~ incelenen 376 pistil arasinda sadece 1 tanesinde kalloz birikimi gézlenmistir. Bu pistilin

Eragrostis curvula’dan alindigt ve muhtemelen fakiltatif seksiel oldugu belirtilmistir.
Arastirmacilar, megasporogenezde kalloz eksikliginin gogu diplosporik tiir igin genel
bir 6zellik olabilecegini bildirmislerdir. Buna ek olarak, aposporik tiirlerde de megaspor

ana hcresi etrafindaki kalloz miktarimn az oldugu bitdiriimistir.

Koltunow vd. (1998), Hieracium’da sekstiel ve apomiktik gelisimleri
arastirmuglardir. Calismada ¢ogu tivesi apomiktik olan Hieracium cinsine ait seksiiel ve
apomikiik tiirler iizerinde sitolojik aragtirmalar yapilmis, apomiktik ve seksitel tireme

karsilastirilmugtir, Sekstiel bir tir olan H. pilosella embriyo kesesinin Poliganum tipde
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gu ve tohum baglamak igin déllenmeye ihtiya¢ duydugu bildiriimistir. Buna karsin,
ué_}::mtiacum ve H. piloselloides otonom aposporik apomiktik oldugu ve bu tarlerde
_mbriyonun hem de endosperminin kendiliginden déllenme olmaksizin meydana

gi belirtilmistir.

:'-:Naurnova vd. (1999), Brachiaria decumbens’in diploid ve tetraploid
o Qﬁbierinde apomiksi ve sekstiel tremeyi araghrmuslardir. Cahsmada, diploid ve
prid genotiplerde mayotik ve aposporik embrivo kesesi gelisimi ile endosperm

imi sitolojik agidan incelenmistir. Hem diploid hem de tetraploid genotiplerin

fakultauf apomiktik oldugu bildirilmigtir. Obligat seksiiel diploid bulunamanustir.

QI.(h_a)pldeerde ise apomiksinin gérunme oram tetraploidlere gore daha dusik

Oli'riiiStur. Bunlara gore aragtirmacilar, B. decumbens’in iiremesinde diploid-tetraploid-

d "-:iléploid dongiiniin devam ettigini ama triploidlerin olusmadigin: ileri sirmislerdir.

Matzk vd. (2000}, bazs monokotil ve dikotil bitkilerin olgunlasmis tohumlarini
ullanarak treme  sistemlerini araghrmslardir.  Calismada, obligat ve fakiltatif
3p_o__1_ﬁ_iktik veya sekstiel 32 ture ait tohum 6mekleri flow sitometri ile analiz edilmistir.

__u_éﬁa, disi ve erkek gametlerin mayoz gegirip ge¢irmemelerine, embriyonun zigotik

veya partenogenetik yolla olusmasina ve endospermin otonom veya pseudogamik

olmasma bagh olarak 10 farkli tireme streci tammlanmustir. Arasturmactlar bu tarama

e__rr_i_rmn seksuel tirlerde sporofitik veya gametofitik mutantiann segiminde, fakiltatif
miktik tirlerden seksiel ve obligat apomiktik genotiplerin ayrilmasmda ve 6zgiin

ure‘r_ﬁé stireclerinin kalrtimm incelemede ¢ok yararli olabilecegini bildirmislerdir.

Matzk vd. (2001), Hypericum perforatum’un treme sistemini arastirmmslardir.

*ah's:r'nada, takahatif apomiktik H. perferarum’a ait 113 genotipin treme sistemleri

Ig_u_z:nla§m1$ tohumiar kullamlarak flow sitometri ile analiz edimistir. Bu analiz sistemi

stiel ve aseksiel treme sareglerini birbirinden ayirt eder. Arastrmacilar A

rj&?arum’da birbirinden farkh 11 treme sekli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ilk

{bam genotiplerde endospermin kendiliginden, dollenme olmaksizin olustugu ama

brlyonun sekstiel siireclerle meydana geldigi bildiriimistir. Buna ek olarak, heniiz

golarak agiklanamarmg bir mekanizma ile olugmus diploid bitkiler kesfedilmistir.




hiicreleninden

vumurta olusmus embrivolarla

lerin dollenmesi sonucu pseudogami ile geligmistir.



RYAL VE METOT

rel Doku Kiiltitrii Kosullart

Butun doku kualtirt ¢alismalari steril kabin igerisinde vyuritilmis olup,
ivonda kullanilan aletler (pens, bisturi vd.) %99°luk etil alkole batirildiktan sonra
en gegiritmigtir. Eksplantlar, 9 em’lik cam petri kablaninda kiiltiire alinmistir. Petri
l'a"ﬂﬁm etrafim sarmak i¢in strech film kullantmugtir. Murashige ve Skoog (1962)
_gmi__'_":'ortann (Cizelge 3.1) butin g¢ahsmalarda temel ortam olarak kullanlmustir.
u_fﬂ_ﬂer, sicaklig 25 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik 4000 lax 151k
iqdéﬁ.olan kidtir odalannda gelismeye birakilmistir. Caligmada kullanilan petri kaplan
'.e.:.i':'di'ger cam malzemeler ya Pasteur firrunda 180 °C’de 2 saat boyunca kuru, va da

Ql_élavda 120 °C°de 20 dakika sirede yiiksek sicaklik ve basing ile steril edilmigtir.
2. Steril Kosullarda Fidelerin Biiyiitiiimesi

Arabis turlerine ait tohumlann yiizey sterilizasyonu %10’luk ticari sodyum
"hlpoklontde 10 dakika siire ile yapilmugtir. Daha sonra, ti¢ defa steril sudan gecirilen
tohumlar ¢imlendirme i¢in agar ile kablagtinlomg Murashige ve Skoog (MS) besin
‘ortamma alimmigtir. Tohumlar sicakligt 25 °C, fotopervodu 16 saat aydmhik/ 8 saat
tkaranhk olan kiihtir odalarinda ¢imlendirilmistir,

3.3, Doku Kiiltiirii ve Bakteri Kiiltiirii Ortamlar

Doku kilturi ¢aligmalarmda temel olarak hazir MS besin ortamr (Sigma M-
5519) kullantlmugtir. Hazir MS ortamina %3 oraninda sitkroz ve %0.8 oraminda agar
ilave edilmistir. Katilastirmadan énce 1 N NaOH veya 1 N HCI kullamilarak pH= 5.7"ye
ayarlanmigtir. Ortamlara biiytime duzenleyicileri tretici firma tarafindan onerilen
kullanim talimatlarina goére eklenmigtir, Bitki biiyiime diizenleyicileri olarak, oksin ve
sitokininler kullanmilmigtir. Naflalenasetik asit (NAA) ve 2 4-diklorofenoksi asetik asit
(2,4-D} %70°lik etanolde, 6-benzilaminopurin (BAP) 1 N HCl'de, thidiazuron (TDZ)

ise DMSO igerisinde ¢oziilmiistir,
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31 MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortaminda buiunan maddeler ve

konsantrasyonlan
___iiELER (mg/l)
HNO; 1650.000
0; 1900.000
Cl.2H,0 440.000
2504.7H;0 370.000
KH;PO, 170.000
I} Mikro Elementler
; 0.830
5BO; 6.200
MnSO4.4H,0 22.300
ZnS0,4.7H,0 8.600
NazMO 04. 2H20 0.250
CuS04.5H0 0.025
 CoCl.6H0 0.025
: FGSO47H20 2.780
Titriplex I 37.300
YY) Vitaminler
Myo-inositol 100
Nicotonic acid 0.500
Pyrodoxine-HCl 0.500
Thiamine-HC! 0.100
Glycine 2
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'-Bakteri kitltiirlennin {iretiimesinde Lunia Broth (LB) besin ortamu kullaniimstir.

esin ortamm 1 litre’de 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extract ve 5 g NaCl
1B ortami 1 N NaOH ile pH= 7.4 ayarlanmstir. Sivi bakteri kaltirlen uygun

ibivotikleri igeren LB besin ortammnda -80 °C’de saklanmis gliserol stoklardan
ayitalmostir. Ardindan bir 6ze yardimu ile agarh besi ortamimnda tek koloniler elde

xﬁistir. Transformasyonda kullamlan bakteriler bu tek kolonilerden sivi LB besin

amlarmda  bir gece siireyle 28 °C’de orbital bir calkalayicida tretilmigtir.
éksiyonda kullanilan antibiyotikler, otoklav sonrast ortamlar vaklasik 40 °C’ye kadar

ogﬁm}duktan sonra, filire sterilizasyonu ile ilave edilmistir. Gliserol stoklar ise 2 ml'ltk

:fapier icerisinde %60 gliserol ve %40 LB igeren solusyonlarm tek kolomden irefilmis

:bék'teri kiiltirleri ile bire bir oranda karistirilmasiyla hazirlanmmstir. Bu stoklar —80
OC-?de saklanmustir. Tim besin ortamlarn 121 °C’de 20 dakika siirede otoklavda steril

edilmistir.
34, In Vitro Rejenerasyon Cahismalan

In vitro rejenerasyon calismalarinda aseptik sartlar altinda ¢imlendiriimug 7
ginlik veya 4 haftalik fidelerden alman gesitli eksplantlarla (hipokotil, kotiledon,
~vaprak ve kék), bu bitkilere ait ¢iceklerden gelismug baklalardan steril sartlar altinda
¢ikarilan olgunlagsmamug embrivolar kullamlmistir. Eksplantlar, icerisinde 30 ml MS
 besin ortamu ile %3 oraminda sikroz, %0.8 oraminda agar ve gesitli bitki biyiime
= dizenleycileri (BAP, TDZ, NAA ve 2,4-D) igeren 9 cm’lik petri kablannda kiittire
alinmustir, Her bir petri kabina 10 eksplant yerlestirilmis, butin kiltiirler 25 °C’de
fotoperyodu 16 saat aydmhk/8 saat karanhk olan kiltir odalannda gelismeye
birakilmigtir. Deneme basina 100 eksplant kullanilmis, her deneme en az 3 kez
tekrarfanrmstir. Eksplantlar her 15 ginde bir alt kiltdre abnmugtr. Rejenerasyon
calismalanndan elde edilen adventif stirgtinler igerisinde torf ve kum karigmm (1:3) olan
viyollere aktarilmistir. Nem kaybin 6nlemek amacivla viyoller 2 hafta stireyle Gizerinde
kiguk delikler acilms seffaf plastik torbalar ile kaplammugty. Bu asamadan sonra

bitkiler normal geligimlerini tamamlamak tizere sakstlarda seralara yerlestinlmistir.



rmasyon Calismaian

gunnisoniana hipokotil eksplantlari Agrobacterium tumefaciens susu GV3101
'tfansforme edilmigtir. Bir binary vektor olan BJ40 (13 kb) T-DNA simirfan
de_:---358 promotoru kontroliinde Kanamisin’e kargi direng saglayan NPTI/ geni
"'d':'1983) tagtmaktadir (Sekil 3.1). Eksplantiar steril kogullarda ¢imlendirilmis 7
idélerden alimmigtir. Yaklagik 100 hipokotil eksplant MS besin ortarm igeren 9
petrt: kaplaninda  binktirilmis  ve Agrobacterium ile inokille edilmistir.
y "cfé}'ium kiltird 100 mg/l spektinomisin dihidroklorid, rifampisin, karbenasilin
Smg/l gentamisin igeren 100 ml LB besin ortaminda, 28 °C°de 200 rpm hizindaki
" élkalaylclda vapimugtir. Bir gecelik Agrobacrerium kultirled 13.000 rpm’de
ﬁlj ile ¢okertilmis, ardmmdan 10 ml sivi MS ile siispanse edilmistir. Hipokotil

: plaﬁtlar tek tek ya dogrudan bakteri soltisyonuna alinarak 3-5 saniye stire ile ya da

{fe. 1/50 oraminda seyreltilmis bakteri soliisyonlarinda 3 ve 15 dakika sireler ile
fekfe- edilmistir. Enfekte edilen eksplantlar bitki buytime duzenleyicilerin ilave
ildigi MS besin ortamlaninda ko-kiltivasyona abmmugtir. Bundan 24 ya da 48 saat
onra hipokotil eksplantlan, icerisinde 400 mg/l Augmentin ve 50 mg/l Kanamisin
gjerén rejenerasyon ortamlarma (0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP igeren MS) alinmustir.
ugmentin, ko-kiltivasyonunu takiben ortamda bulunan bakterilerin  gelisimini
ngellemek, Kanamisin ise transgenik bitkilerin se¢imi icin ortamlara ilave edilmistir.
"_E":l.cspianﬂar her 15 giinde bir alt kattire alinmstir. Kanamisinli besin ortamlarindan elde
edilen stirgtinler %1 sukroz, 0.1 mg/l NAA ve 50 mg/l kanamisin iceren % MS besin
ortamlarmnda koklendirilmistir, Ardindan torf ve kum karisimi (1:3) iceren viyollerde
_'5Eiyﬁmeye birakilmugtir. Kontrol eksplantlari bakteri icermeyen sivi MS icerisine
'daldmhms, ardimdan kanamisin iceren veya icermeyen besin ortamlarmda kiltire
- ahmmuslardir. Transformasyonda kullanilan antibiyotikler antibiyotik diren¢ genlerini
tasgtyan bitki ve bakted hiicrelerinin segiminde ve ko-kiiltivasyon sonrasi
Agrobacterium’un gelisiminin engellenmesinde kullamilmistir. Rifampisin metanolde,
kanamisin, augmentin, spektinomisin dihidroklorid, karbenasilin ve gentamisin ise
destile suda ¢oziinmustir. Butin antibiyotikler filtrasyonla (por ¢ap1 0.22 pm) steril
edilip, -20 °C’de karanlikta muhafaza ediimistir.
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Pélimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genomik DNA’lar transgenik bitki adaylari yapraklanndan Phytopure Plant
NA"'Extraction Kit (Nucleon, Biogenesis, Glasgow, UK) kullanilarak izole edilmigtir.
 reaksiyonu 100 ng kalip DNA, 10 uM dNTP, 10 uM primer ve 0.36 inite Taq

"Ii_iﬁeraz (Bioling) karigimindan meydana gelmistir. Déngiiler 94 °C de 30 saniye, 58

de 30 saniye ve 72 *C’de 1 dakika toplam 35 dongi olacak sekilde programianmustir,
_ff] genine Ozgin P2 (5 TTGTCAAGACCGACCTGTCC 3°) ve Kanlll (5
GATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGG 3°) primerlerinden 550 bp’lik DNA band:
_békienmistir. Bunun disinda, ayrica plazmit tzerinde T-DNA simrlart icerisinde ver
ai‘tlﬁayan bir bolgeye ait primerler kullanimustir. Plazmit tzerinde T-DNA sinirlar:
'-._igérisinde yer almayan Spektinomisin direng genine ait aadAF (ATG AGG GAA GCG
. GTG ATC GCC GAA) ve aadAR (TTA TTT GCC GAC TAC CTT GGT GAT)
rimerlert transformasyonda Agrobacterium kontaminasyonu olmadigmi gostermek icin
j._'s.eg:ilmistir. Bu primerlerden 790 bp’lik bir PCR irimi beklenmisti. PCR
: ééksiyonlarmda kontaminasyon olmadigimi gostermek igin transforme edilmemis
surgiinlerden izole edilen genomik DNA’lar kontrol olarak kullanimystir. PCR tirtinleri
'agaroz gel elektroforezi ile aynmlmig ve ethidium bromide ile UYV. altnda

¢ gbrintilenmigtir,




Sekil 3.1. pBJ40’'1n genetik haritas
3.7. Sitolojik Aragtirmalar

Calismada kullanilan Arabis tirlerinin orjini Kuzey Amenka’dwr. Bu bitkiler,
. icerisinde torf ve ince kum karigimi olan saksilarda tohurniardan gelistiniimg, 20 iCode
~uzun gin kosullan altinda yetigtirilmigtir. Bitkiler bu sartlar altinda ancak 4 ya da 6 ay
' gibi bir siurede ¢igeklenmigtir. Cigeklenme en az 3 ay boyunca devam etmigtir.
Tohumlar baklalar olgunlagtiklan zaman elle toplanmustir.  Sitolojik aragtirmalarda
Arabis turlerine ek olarak bu cinsin yakin akrabasi Arabidopsis thaliona da sekstel
fireme icin bazi denemelerde kontrol olarak kullamilmushr. Embriyo kesesi geligimini
mikroskop altinda incelemek icin sera kogullarninda yetistirilmig 4-5 ayhik bitkilerden
alinan ¢icek tomurcuklant FAA ( Formaldehit %40 : Etanol %70 : Asetik ast %98 )
icerisinde 48 saat boyunca karanlikta fikse edilmis, ardindan %70’lik Etanol igerisinde
4 °C sicaklikta saklanmustir. Fikse edilmis cigeklerden pistiller sterio mikroskop altinda
ince uglu pens ve bistri yardimiyla ¢ikanlmustir. Ardindan pistil dokulars artan
konsantrasyonlarda Etanol serisi (%70, 80, 90 ve 100) ile 20°ger dakika boyunca
dehidrate edilmistir. Pistiller igerisinde, sirasiyla 1: 2, 1:1 ve 2:1 oranlarinda metil
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geligimi incelenmistir (oviile temizleme) (Naumova vd., 1999). Temizlenmis oviiller

n’;érsk}f optikleri kullanilarak incelenmistir, Pistil boyu (ovaryumun dip kismimndan

>

| 3-2 ve 2-5 mm) gore tek tek inclenmistir. Toplamda ti¢ farkls bitkiden bitki basina
n 4z 300 temizlenmis oviil Nomarski optik kullanilarak incelenmistir, Embriyo kesesi
1igi (embriyo kesesi igerisindeki nukleus sayisy, tetrad ya da dyadlarin veya

ndosperm ve embriyo keselerinin varligr) kayit edilmigtir,

Megaspor ana hicresi etrafinda kalloz dokusu birikimi ise aniline mavisi ile
célenmistir. FAA icerisinde fikse edilmis A. gunnisoniana ve A. holboellii ciceklerden
villler disekte edilmis, ardindan da anilin mavisi (50 mmol K;HPO, icerisinde 136
'ufnol anilin mavisi, pH 9.5) igerisinde 15 dakika sure ile boyanmugtir (Carman vd
991). Omekler ultra viole (U.V.) mikroskobu altinda, UG-1 exciter filtre, Y-455
'd'i'('.:hroic ayna ve L-435 bariyer filtresi ile incelenmistir. Bu calismada, seksiiel tireyen
rabidopsis thaliana kontrol olarak kullanitmugtir. Oviiller rastgele ¢igeklerden pistil

oyu dikkate alnarak segilmis tiir basma en az 10 pistil incelenmistir.

Arabis torlerinde gozlenen treme sekillerini ortaya ¢ikarmak igin ayrica bu
‘trlere ait olgunlagnus, kuru tohumlar flow sitometri tle analiz edilmistir. Her tiire ait 1-
0 tane tohum ¢rnegi DNA boyayan bir boya olan DAPI (42 6-diamidino-2-
‘phenylindole) ile hazirlanmus tampon igerisinde mekanik olarak parcalanmusg, ardindan
-da filirelerden (30 um) gecirilip buz iizerinde depolanmugtir. Hiicreler icerisindeki DNA

miktarlan (C deperleri) PIOIDY ANALYZER Partec ile analiz edilmistir (Matzk vd
© 2000,



UI.GULAR ve TARTISMA

rkli Arabis Tirlerinin In vitro Rejenerasyonu

'u'.q.;ahsmada 3 farkli Arabis tirintn in vitro rejenerasyonu aragtirilmustir.
.t olarak steril sartlar altinda yetistirilmis bitkiciklerden alman yaprak, kotiledon,
skotil ve kokler kullamimustir. Bu eksplantlann /1 vitro rejenerasyon yetenekleri
¢ farkl konsantrasyonlarda oksin ve sitokininlerin etkisi arastinbmstir. Ik
gmalar yaprak ve kotiledonlarin organogenesis uyarmak igin uygun olmadiklarimi
6steﬁmst1r En etkili adventil sirgin rejenerasyonu aseptik sartlar altinda vetistirilmis
_ gunluk fidelerden kesilmis hipokotil ve 4 haftalik fidelerden kesilmig kok
plantlarnin kullamm ile basarilmushr. Eksplantlarda kallus, sirgin ve kok
&ﬁksiyonu uygulanan bitki biiytume diizenleyicilerinin tipi ve konsantrasyonuna ve
b1t1§1:ti}1ﬁne gore de degismistir. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2, iki aylik kalturlerden elde
edilen sonuclan gostermektedir. Bitki bilyime diizenleyicileri (BAP, TDZ ve NAA,
) igeren MS besin ortamlarinda kultire alinmus hipokotil eksplantlan kilttirin itk
10 gunu icerisinde %100 oramnda kallus olugturmustur. Eksplantlarin kesim uglannda
ompakt ve koyu yesil renkte gelismeye baslayan kalluslardan 4 hafta sonunda ¢ok
yida adventif sitrgiin meydana gelmistir. Kiltirde, bunu takiben yiksek oranda
adventif sirgiin elde edilmistir. Yiksek miktarlardaki bitki bitytime dizenleyicileri

adventif stirgiin olusumunu baskilamstir.

_ A. gunnisoniana ile yapilan in vifro rejenerasyon calismalarinda 2, 4 ve 8 mg/l

_BAP ile 0.1 mgl NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlan
' kullantmistir (Cizelge 4.1). Kaltirin ilk haflasinda hacimee genigleyen eksplantlarda,
- kaltus olugurnu kiltiiriin 10. giininden itibaren baslamgtir. Kiltir ortamlanndan 2, 4 ve
| 8 mg/l BAP igeren ortamlar ile 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l
BAP ve ayrica 0.1 mg/l NAA + 8 mg/l BAP igeren ortamiardaki tiim eksplantlarda
kallus olusmustur (Sekil 4.1). Bununla birlikte 0.1 mg/l NAA ve higbir bitki biiytime
diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamu kallus olusturmamustir.  Yitksek BAP
konsantrasyonlani igeren ortamlarda (4 ve 8 mg/l BAP) kallus miktan azalmgtir

(Cizelge 4.1).
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.Degisik BAP ve NAA konsantrasyonlarimn Arabis gunnisoniana
hipokotil eksplantlart rejenerasyonu iizerine etkileri

t Bﬁ&ﬁme Kallus' Strgin’ Eksplani Basmna

nleyicileri (mg/l) (%) (%) Dasen  Sirgiin
. Sayisi®
0 20 16+08
100 50 1.6 + 0.7
100 50 1.3+07
100 50 1.5+1.07
__ 0 0 0+0
1 NAA +2 BAP 100 100 875+ 0.3
NAA +4 BAP 100 100 48415
NAA + 8 BAP 100 10 0501

Katlus ya da siirgtn olusturmus eksplantiann yizdesi. 2+ Standari hata
ozlemler kiltiirin 6-8. haflasinda yapilmistir. Her uygulama bagina 100 eksplant
lfanilmis ve her deneme 3 kez tekrarlanmustir.

ée 4.2, Degisik TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlannin Arabis gunnisoniana
hipokotil eksplantlari rejenerasyonu tizerine etkileri

Bitki Bilyiime Kallus' Siirgiin® Eksplant Basma
Duzenleyicileri (mg/1) (%) (%) Disen  Sirgiin
Sayisi?
0 20 1+02
0 0 0£0
0 0 0+0
0 0 00
0.1 NAA 0 0 0£0
01 NAA+05TDZ 1600 100 78+03
-_"'G.INAA+1 TDZ 100 100 41x£0.1
0.1 NAA+2 TDZ 100 100 44+02
0.124-D 0 0 0+0
0.124-D+05TDZ 10 0 0+Q
- 0.124-D+1TDZ 100 100 5+£04
0.124-D+2TDZ 160 100 2+0.1

" Kallus ya da stirgtin olugturmusg eksplantlann yizdesi, 2+ Standart hata
Gozlemler kultirin 6-8. haftasinda yapilmugtir, Her uygulama basina 100 eksplant
kullanilmis ve her deneme 3 kez tekrarlanmugtir.
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A. gunnisoniana hipokotil eksplantlaninda organogenesis, eksplantlann kesim
tizeylerinde meydana gelmistir. Kaltirtin 4. haftasinda 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP ve
/1 NAA + 4 mg/l BAP igeren ortamlarda %100 oraninda, valmzca 2, 4 ve 8 my/l

ceren ortamlarda ise %50 oraninda adventif sirgin meydana gelmigtir (Sekil 4. 2).

fic bir bitki biiyme diizenleyicisi icermeyen kontrol ortamlarmnda ve 0.1 mg/l NAA +
g/i BAP iceren ortamlarda sirasi ile %20 ve %10 oraninda adventif sirgin

rasyonu gézlenmistir. Yalmzea NAA iceren ortamlarda ise hi¢ bir gelisme

mémwnr (Cizelge 4.1).

. Eksplant bagina digen sirgin sayist ise kullamlan BAP konsantrasyonlarina
agh olarak degismigtir. 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP, 0.1 mg/INAA +4 mg/l BAP ve
mg/l NAA + 8 mg/l BAP igeren MS besin ortamlarmda sirastyla eskplant bagina
?’5 4.8 ve 0.5 adet silrgiin rejenerasyonu gozlenmistir (Sekil 4.2). Bununla birlikte 2
mg/i BAP iceren besin ortamiarinda eksplant bagina 1.6, 4 mg/l BAP iceren ortamda 1.3
ve 8 mg/l BAP igeren ortamda ise 1. 5 adet siirgiin rejenerasyonu olugmustur. Yalnizeca
NAA igeren ortamiarda ise hi¢ bir gelisme olmarmugtir. Bununia birlikte hic NAA
icermeyen ortamlarda eksplant bagina digen strgin miktan azalmigtir. Eksplant bagina
én az strgin rejenerasyonu 4 ve 8 mg/t BAP ve 0.1 mg/l + 8 mg/l BAP igeren
ortamlarla hicbir bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen kontrol ortamlarmda sirast ile
1.3, 1.5, 0.5 ve 1.6 olmustur (Cizelge 4.1).

A. gunnisoniana ile yapilan bir baska in vitro rejenerasyon ¢aligmasinda 0.5, 1
ve 2 mg/l TDZ ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizint hazirlanan MS besin ortamlari
© test edilmistir (Cizelge 4.2). Eksplantlar kultartn itk haftasinda hacimce geniglemis,
kiltirin 10. goninden itibaren ytiksek oranda (%100) kallus olugturmugtur. Bununla
birlikte 0.1 mg/l NAA ve higbir bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortam ve

yalmizca 0.5, 1 ve 2 mgl TDZ iceren besin ortamlarmdaki eksplantlar kallus
olusturmamustir (Cizelge 4.2). Viiksek oranda TDZ iceren besin ortamlarinda eksplant
bagina dilgen siirgiin sayist azalmighr. Hipokotil eksplantlarinda organogenesis,
eksplantlarin kesim yiizeylerinde meydana gelmistir. Kiltirin 4. haftasinda 0.5 mg/!
TDZ + 0.1 mg/l NAA, 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA ve 2 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA
iceren MS besin ortamlanndaki tém eksplantlar adventif sirgin vermistir (%100). Hig
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r bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlannda ise %20 oraninda

_{fentif siirgiin olusumu gozlenirken, yalnizea TDZ igeren besin ortamlarmda (0.5, | ve

mg/1) hig bir geligme olmamistir (Cizelge 4.2),

Eksplant bagina diigen siirgiin sayisi ise kullanidan TDZ .kon:s'ahtrasyonlarma

bagli olarak degismistir. Kaltiiriin 4. haftasindan itibaren 0.5 mg/l TDZ + 0.1 mg/t
NAA, 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA ve 2 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA iceren ortamlarda

irasiyla eksplant basina 7.8, 4.1 ve 4.4 adet siirgiin rejenerasyonu gozlenmigtir (Cizelge

4.2). Bununla birlikte valmizca TDZ veya NAA igeren MS besin ortamlarnda strgiin

rejenerasyonu olmamustir. Bu denemede NAA yerine bir bagka oksin olan 2,4-D
“kullamldiginda hipokotil eksplantlarda yitksek oranlarda kallus elde edilmesine ragmen
-:adventif strglin rejenerasyonunda azalma gézlenmistir (Cizelge 4.2).' .Kiiltiirijn 4,
haftasmdan itibaren 0.1 mg/l 2.4-D + 1 mg/l TDZ igeren ortamliarda ve 0.1 mg/l 2,4-D +

2'32 mg/l TDZ igeren ortamlarda sirasiyla eksplant basina 5 ve 2 adet strgiin

-Tejenerasyonu gozlenirken yalmzea 2,4-D ve 0.1 mg/l 2,4D + 0.5 mg/l TDZ igeren besin

‘ortamlan stirgiin rejenerasyonunu inditklemek igin yeterli olmammstir (Cizelge 4.2).

Higbir bitki buyime dizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlarinda kallus

olusumu gozlenmemesine ragmen A. gunnisoniana hipokotil 'eksp:l"anﬂarlr'ldan %20,

koklerdense %100 oramunda siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir (Sekil 43 ve Sekii 4.4).
Bununla birlikte eksplant basina diisen stirgtin sayist hipokotillerde ortalama 1, koklerde

1se 10 olmustur (Cizelge 4.1).

A.gunnisoniana kék eksplantlari, aseptik sartlar altinda yetisﬁrilmis 4 haftalik

fidelerden alinmgtir. Kok eksplantlannda organogenesis hig bir- biﬂ;i' buyiime

diizenleyicisi igermeyen MS besin ortamlarinda meydana gelmistir, Bu"'é.l'(.s'plantlarda

kiiltirin 4. haftasindan itibaren koklerin yiizeyinde koyu vyesil renkte nodidler yapilar

gelismig, ardindan bu yapilar adventif siirgiinlere donusmugtiir (Sekil 4.4). -



Sekil 4.1. 4. gunnisoniana hipokotil eksplantlarindan 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP
ortamindaki kallus rejenerasyonu (10 giinlik)

Sekil 4.2. 4. gunnisoniana hipokotil eksplantlarmdan 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP
ortammdaki adventif siirgin rejenerasyonu (30 ginlik)
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- sekil 4.3. 4. gunnisoniana hipokotil eksplantindan stirgiin rejenerasyonu (bitki biiyime
: diizenleyicisi igermeyen kontrol ortaminda bir aylik kiltar)

i

o

sekil 4.4 4. gunnisoniana kok eksplantindan stirgiin rejenerasyonu (bitki bityiime
duzenleyicisi icermeyen kontrol ortaminda bir aylik kiiltir)




‘A drummondii ile yapilan in vitro rejenerasyon caligmalaninda yine 2, 4 ve §
AP ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlar
fmlsttr (Cizelge 4.3). Eksplantlar kultiran 10. gininden itibaren yiksek oranda
Lallus olugurmaya baslamugtir, Kaltiir ortarlarindan 0.1 mg/l NAA igeren besin ortamt
meg/l NAA + 2 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA + 8
1 BAP icercn ortamlardaki tim eksplantlarda kallus olusmustur. Bununla birlikte 2,
e_f;;' mg/l BAP ile hicbir bitki biylime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortam kallus
: usmrmanusnr Kiltiriin 4. haftasindan itibaren 0.1 mg/l NAA, 0.1 mg/l NAA + 2
mgfl BAP ve 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP iceren ortamlarda yitksek oranda (%100)

adventzf slirgiin rejenerasyonu g6zlenmigtir. Bununla birlikte 0.1 meg/l NAA igeren
besin ortamlarinda eksplant bagina 2.5 adet, 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP, ve 0.1 mg/l
NAA + 4 mg/l BAP igeren ortamlarinda ise eksplant bagma 1 tane slirgln rejenerasyonu
olmugtur. Kiltdr ortamlarmdan 0.1 mg/l NAA + 8 mg/l BAP ile sadece 2, 4 ve 8 mg/l
BAP igeren ortamlar ve higbir bitki biyime diizenleyici igermeyen kontrol ortamlarinda
adventif siirgiin rejenerasyonu gozlenmemistir (Cizelge 4.3). Bu sonuglar jojoba, bakla,
yerfistigy, Acacia magnum, kimyon, bezelye ve Brassica napus L. gibi cesitli bitkilerle
yapilan in vitro rejenerasyon galigmalarinda oldugu gibi A gunnisoniana ve A
drummondii  hipokotil eksplantlanmin da strgiin tegviki igin oksin ve sitokiminlere
ihtiyag duydufunu gostermistir (Ozcan vd. 1992; Turgut vd. 1998; Victor vd. 1999;
Hamama vd. 2001; Tawfik ve Noga, 2001; Xie ve Hong, 2001).

Cizelge 4.3. Degisik BAP ve NAA konsantrasyonlartmn A drummondii hipokotil
eksplantlan rejenerasyonu fizerine etkileri

Bitla Bilyiime Kallus' Siirgiin’ Eksplant DBagina
Diizenleyicileri (mg/) ) (%2) Diigen Stirgin

Say1512
0 0 0 00
2 BAP 0 0 00
4 BAP 0 0 00
8 BAP 0 0 090
0.1 NAA 100 100 25+04
0.1 NAA +2 BAP 100 160 1£01
0.1 NAA+4 BAP ‘ 100 100 1+02
0.1 NAA+ 8 BAP 100 0 0=0

T Kallus ya da sirgin olugturmug eksplantlann yiizdesi. 2 + Standart hata Gozlemler
kitltiiriin 6-8. haftasinda yapilmustir, Her uygulama bagna 100 eksplant kullantlnis ve her

deneme 3 kez tekrarlanmugtir.
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holboellii ile yapilan in vitro rejenerasyon galigmalarinda 2, 4 ve 8 mg/l BAP ile 0.1
o/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlan ve ayrica 0.5, TveZ mg/l
DZ ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan besin ortamlart test edilmistir.
K caligmalar kotiledon, kok ve gergek yapraklarm organogenesis . _igin uygun

olhaadikianm gostermigtir. Hipokotil eksplantlar ise kultortn ik giinlerinde hacimce
gem§1em15 ve 10. giniinden itibaren kallus olusturmustur. I—Ilgbn“ blﬂx.l biiylime
duzenleyim icermeyen kontrol ortanu ve sadece TDZ igeren besin ortamlart disindaki
tiim uygulamalarda %100 oramnda kallus elde edilmigtir. Eksplanﬂarm kesim uglarmda
oehsmeye baslayan koyu vyesil renkteki kompakt kallus zamania tiim eksplanti
~ kaplarmstir, Buna ragmen kiltlirlerde higbir zaman adventif surgun gelisimi
gozlenmemigtir. Kallus, kiltirtn 2. aymdan itibaren rengini ve kompakt yapisim
: kaybetmigtir. Koklerle yapilan in vitro rejenerasyon galismaiannda da benzer sekilde
' .yﬁksek oranda kallus elde edilmis olmasma ragmen strgin geligimi gozlenmemigtir. 4.
" holboellii ile yapilan bir bagka in vitro tejenerasyon ¢alismasinda ise olgunlagmamisg
zigotik embiryolardan kesilen kotiledonlar kullanttmustir. Olgunlagmanns embriyolar:
iceren baklalar %10°luk sodyum hipoklorit igerisinde ylzey sterilizasyonuna tab1
tutulmus ve steril destile su ile 3 kere yikanmistir. Olgunlagmamig embriyolar stereo
mikroskop altinda baklalardan aynimis ve kotiledonlar kesilerek bitki buyime
diizenleyicileri igeren MS besin ortamlarnda kilttre alinmstir. Bu calismada 5, 10 ve
20 mg/l NAA ile 0.25 mg/l NAA + 1 mg/l BAP, 0.25 mg/l NAA +2 mg;/l BAP ve 0.5
mg/l NAA + 4 mg/l BAP igeren MS besin ortamlars kullamlmistir (Cizelge 4.4).
Kiltirin ilk haftasinda hacimee genisleyen eksplantlarda, kallus olusumu kiiltiirin
ancak 7. gininden itibaren baslams ve kiiltiriin 10. gintinde yiksek orana ulagmugtir.
Katttar ortamianndan 0,25 me/l NAA + 1 mg/l BAP, 0.25 mg/l NAA + 2 mg/l BAP ve
0.5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP iceren ortamlardaki tiim eksplantlar kallus .olusturmustur
(Sekil 4.5). Buna karsin 5, 10 ve 20 mg/l NAA igeren ortamlar ile bitki buyime
diizenleyicisi icermeyen kontrol ortamlardaki eksplantlarda kallus  gelisimi
gozlenmemigtir. Kiltirin 2. haftasindan itibaren 0.25 mg/l NAA + 1 mg/l BAP, 0.25
mg/l NAA + 2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA + 4 mg/l BAP igeren ortamjardaki
eksplantlarda embriyogenik kallus gozlenmistir (Sekil 4.6). Bu besin ortamlarindaki

embriyogenik kalluslardan somatik embriyolar kiltirin 3. haftasindan itibaren sirasiyla
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_".sekil 4.5. A. holboellii olgunlagmanng kotiledon eksplantindan kallus olugumu (0.25
: mg/l NAA + I mg/t BAP ortaminda 10 giinltik kiitir)
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Sekil 4.6, A. holboellii olgunlagmanus kotiledon eksplantindan kiltiwin 2. haflasindan
sonra olusmaya baslayan embrtyogenik kallus
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gruplar halinde, yesil renkli somatik embriyolann farkli geligme evrelerinde oldugu
zdenmistir (Sekil 4.8). Ardindan embriyolar tek tek izole edilerek tam bitkicik elde

tmek amacivla bitki biivime dizenleyicileri igermeven MS’ besin ortarina

ai%tanhmstir‘ Embriyolar burada kok ve kotiledon vermustir (Sekil 4.9).

Bu sonuglar, hipokotil ve kok eksplantiarindan rejenerasyon elde edilemeyen 4.
“holboellii’de Arabidopsis thaliana, bezelye, mercimek ve mas fasulyesi gibi gesitli
bitkilerle yapilan in vitro rejenerasyon g¢alismalarinda oldugu gibi olgunlasmamus
‘kotiledonlardan somatik embriyo elde edilebilecegini gostermistir (Patton ve Meinke,
1988; Ozcan vd 1992; Wu vd 1992; Barghchi vd 1994; Luo ve Koop 1997, Gaj 2001,
* Polanca ve Ruiz 2001, Tivarekar ve Eapen 2001).

Kultirin 4. haftasindan sonra butin adventif sm'gﬁnlelr. koklendirme ortanuna
aktarilmugtir. Adventif siirgiinlerde kok baglangict kiltiriin 2-4. haftasinda %1 sikroz
ile 0.1 mg/l NAA veya NAA olmaksizin hazirlanan 2 MS besin ortamlannda
bagartmustir (Sekil 4.10). Buna karsin normal MS besin ortam ve gesitli oksin grubu
bitki buyime dizenleyicileri ile hazirlanan besin ortamlarinda adventif sirginler kok
gelistirmemis ve bir siite sonra beyazlamistw, Aynca benzer birgok ¢aligmada
sirgiinlerin koklendirilmesi igin disiik konsantrasyonda MS kullanildif bildirilmigtir
(Luo vd 1999, Ozcan vd 1992, Tivarekar ve Eapen 2001, Xie ve Hong 2001).

Cizelge 4.4 Degisik BAPve NAA konsantrasyonlarmin A holboellii
olgunlagmamug kotiledon eksplantlar rejenerasyonu tizerine etkileri

038 ve %10 oraninda ortaya gikmustir (Sekil 4.7). Eksplantlar tizerinde 3 ya da 'S_I"Ii-'." !

Bitki Biiyiime Kailus' Somatik

Dizenleyicileri (mg/h) %) Embriyo'
(o)

0 0 0

5 BAP 0 0

10 BAP 0 O

20 BAP 0 0

0.25 NAA+I BAP 100 38

0.25 NAA +2 BAP 100 10

0.5 NAA + 4 BAP 100 10

! Kallus ya da somatik embriyo olusturmus eksplantlarn yiizdesi.
Gézlemler kiltiriin 6-8. haftasinda yapilmsstir. Her uygulama bagina 100 cksplant
kullamlmis ve her deneme 3 kez tekrarlanmustir.
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- Sekil 4.7. A holboellii ait olgunlasmams kotiledon eksplantindan 3 hafiahik
: kaltirlerinden 0.25 mg/l NAA + 1 mg/l BAP ortamundaki somatik embriyo
rejenerasyonu

evrelerindeki somatik embrivolar



‘Sekil 4.9, A. holboellii olgunlagmarmmsg kotitedon eksplantindan rejenere olan ve hig bir
bitki buyame diizenleyicisi icermeyen kontrol oriaminda kék ve kotiledon
olusturmusg somatik embriyo
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Sekil 4.10. A gunnisoniona adventif sirgiinderinde kilttnin 5-6. haftasindan itibaren
koklendirme ortamlarinda olusmaya baglayan kokler
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2. Arabis gunnisonigna’nm Genetik Transformasyonu

Arabis tirlerinin kanamisine karst duyarhihifimi saptamak tgin 4. gunnisoniana

-tariine ait tohum ve hipokotil eksplantlar kullamlnustir. 4. gunnisoniana tohumlan
%10’ luk sodyum hipoklorit ile 10 dakika steril edildikten sonra, igerisinde 20, 40 ve 60
-_E'mgli kanamisin olan ve kanamisin icermeyen MS ortamlannda ¢imlendirmeye
-almmugtir. Tohumlar kanamisin igermeyen orfamlarda %100 oramnda ¢imlenmig ve
.:-.-gerg:ek vapraklar ¢ikartnustir. Diger ortamlarda ise ¢imlenme 20 mg/l kanamisinde %80,
40 mg/l ve 60 mg/l kanamisinde ise %100 oranmda engellenmistir. Kanamisin igeren bu
ortamlarda ¢imlenme olsa bile gergek yapraklar gikmanus, albino bitkiler olusmus ve bu
bitkilerin boylari ise uzamanugtir, Kaltiirin 2. haflasindan itibaren ise tim bitkiler
ortamdaki kanamisin miktarina bagh kalmaksizin ¢lmiistar. Diger denemede ise aseptik
sartlar altinda yetigtirilmis 7 giinlik fidelerden kesilmig hipokotil eksplantlar, igerisinde
40 ve 60 mg/l kanamisin olan ve kanamisin igermeyen rejenerasyon ortamlarinda (0.1
mg/l NAA + 2 mg/l BAP) kiltiire almmistir. Kiiltiirtin 4, haftasindan itibaren kanarmsin
icermeyen kontrol ortamlarinda hem kallus hem de adventif strgiin rejenerasyonu
gozlenirken kanamisin igeren ortamlarda eksplantlar beyazlayarak 6lmustir. Boylelikle,
50 mg/l kanamisin miktarinn transgenik bitkilertn se¢iminde kullamlmasina karar
verilmistir. Buna ek olarak transformasyon ¢alismalarinda bakterilerin ortamdan elimine
edilmesi icin 400 mg/l Augmentin kullaniloustir,  Augmentin  antibiyotifinin
eksplantlann rejenerasyon kapasitesi tizerine olumsuz etkide bulunmadig: daha once
bildirilmistir (Barghchi vd. 1994).

A. gunnisoniana hipokotil eksplantlan Agrobacterium tumefaciens susu GV3101
pBJ40 ile transforme edilmigtir. Denemede steril sartlarda ¢imlendirilmis, 7 ginlik
fidelerden alinan hipokotil eksplantlar kullanilmugtir. Ko-kiiltivasyondan 2-4 hafta
sonra, 50 mg/l kanamisin i¢eren seleksiyon ortamlanndaki hipokotil eksplantlarda
kallus meydana gelmistir, Sulandiriimamus bakteri kaltirleri ile 3-5 saniye stire enfekte
edilmis eksplantlanin %62.5"i kallus olusturmugtur. Bununla birlikte, 1/10 oraninda
sulandinlmig bakteri soliisyonu ile 10 ve 15 dakika sirelerle enfekte edilen eksplantlarin
strasiyla %50°si ve %56°s1, 1/50 oramnda sulandinlmig bakteri solusyonu ile 10 ve 15

dakika strelerle enfekte edilen eksplantlarin ise sirastyla %41 ve %577si yesil renkte




allus vermigtir. Adventif stirginler kiltiiriin 6. haftasmdan sonra geligmustir. Bununla
kte, bakteri soliisyonu ile enfekte edilmemis kontrol ortamlarinda eksplantlar
azlayarak canliliklanni yitirmiglerdir. Adventif strginler ardmdan, selektif

mnbivotdder iceren koklendirme ortamina aktanimugtir (Sekil 4.11). Kok gelistiren
urgunier topraga dikilmis ve bitki blytme odalarinda vetigtirilmigtir (Sekil 4.12).

anamisine kargt direncli kalluslardan rejenere olan strgiinlerin %40 nun transgenik
"Idﬁgu PCR ile onaylanmustir. Buna kargin kanamisine karst dirench bitkilerden birt
and olusturmanstir (Sekil 4.13, hat5). NPTH genine ait primerler kullanilarak vapilan
CR’da tim strginlerin 550 bp’lik bandi tasidiklan tespit edilmistir (Sekil 4.13).
Bununla birlikte NPT/ primerlerinin Agrobacterium kontaminasyonundan bafimsiz
f.olarak grin verdigini ispatlamak igin farkli bir PCR reaksiyonu yumtuimugtur aadA
__'pnmerlen ile yapilan PCR reaksiyonu sonucu transgenik bitkilerin higbirinde 790 bp’lik
irin ile kargilagilmamstir (Sekil 4.14). Spektinomycin direng gent (aadA) T-DNA
mirlan diginda yer alir ve bitkiye aktanlmaz aadA geni primerleri  PCR
‘reaksiyonlarinda Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadifim  gostermek igin
“kontrol olarak kullaniimustir. Bu sonug, bize kanamisine direncli transgenik bitkilerde

Agrobacterium kontaminasyonunun olmadifim gostermistir.

Elde edilen sonuglar, karanfil, arpa, titin, ¢eltik, Rubus tiirleri, patates ve baz:
Brassica tirleri gibi gesitli bitkilerde yapilan transformasyon gahgmalannda OIdUQu gibi
A, gunnisoniana ‘hipokotil eksplantlarmin Agrobacterium aracilipn ile  genetik
transformasyon ¢alismalan igin uygun oldugunu gostermigtir (De Block vd.' -1984;
Raineri vd. 1990; Hassan vd. 1993; Bachem vd. 1994, Turgut vd. 1998). Ayrica,
hipokotil eksplantlarndan elde edilen kanamisine direnchi bitkilerde Agrobactenum
kontaminasyonu olmadigt bulunmustur (Estopa vd. 2001; Kuginuki ve Tzukaaki 2001,
Mathews vd. 2001, Blake vd. 1991).




Sekil 4.11. Agrobacterium tumejaciens susu GV 3101 BJO ile enfekte edilmis hipokotil
3 eksplantlarindan elde edilmis kanamisine direngli siirginler

Sekil 4.12. Kanamisin igeren secici besin ortamlarinda geligen ve koklendikien sonra
topragia aktardan transgenik stirginler




- Sekil 4.13. Transforme edilmis 4. gunnisoniana bitkilerinin NPTI7 geni primerleri ile
PCR analizleri. Hat1-6 ve 10-12: Transgenik strginler, Hat7: Gibco 1 Kb
marker, Hat8: NPTII genine ait 550 bp’lik fragmenti gostermek igin (+)
konitrol olarak plazmit DNA’s1, Hat9 transforme edilmemis 4. gunnisoniana
DNA’s1, Hatl3 su

Sekil 4.14. Transforme edilmis 4. gunnisoniana bitkilerinin spektinomisin diren¢ geni
(aadA) primereri ile PCR analizleri Hat 1-3: npt II geni primerleri ile
transgenik olduklar gosterilen sirgiinler, Hat 2 ve 4 ayni transgenik stirgiinierde
aad A primeleri ile yapilan PCR, Hat 5 plasmid DNA’s! ile kontamine edilmig
bitki DNA’si, Hat 6: NPT I primerleri ve plazmit DNAst, Hat 7: Gibco 1 Kb
marker, Hat 8: aadA geni primerleri ile plazmit DNA’si;, Hat 10: Transforme
edilmemis bitki DNA’st ve NPT II geni primerleri, Hat 11: Transforme
edilmemis bitki DNA’s1 ve aadA geni primerteri. Hat 9 and 12: Bos. Hatl3: Su
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. Arabis gunnisonian@®da Embriyo Kesesi Geligimi Uzerine  Sitolojik
Arastumalar

03

Arabis gunnisoniagna’da embnyo kesesi gelisimi sera kosullarinda yetigtirilmis
6 ayhik bitkilerden alinan ¢igek tomurcuklan ile incelenmigtir (Sekil 4.15). Caligmada
'.'uilamian Arabis bitkileri, icerisinde torf ve ince kum Kangimu olan saksilarda
:_téhunﬁardan gelistiriirﬁistir. Bitkiler Kuzey Amerika orjinli olduklarindan 20 °C’de
étada vetistirilmistir. Ayrica ¢igeklenmeyi tesvik etmek igin uzun giin kosullart altinda

nrakimuslardir, Bu sartlar altinda cigeklenme ancak 4 va da 6 ay gibi bir siirede

baslayabilmis ve en az 3 ay boyunca devam etmigtir.

FAA igerisinde fikse edilmis tomurcuklardan cikanlan pistiler oncelikle bir sen
etanol ile dehidrate edilmis, ardindan metil salisilat ve etanol igeren ¢ozeltide

temizlenmigtir. Ovilller Nomarsky optik kullamlarak mcelenmistir.

Arabis gunnisoniana embriyo kesesi gelisimi defistk biiyime evrelerindeki
pistillerde ovial-temizleme teknigi kullamilarak incelenmistir (Young vd. 1979,
Naumova vd. 1997). Farkl bitkilerden alinan uzunlugu 0.5-1 mm boyundaki pistillerde
ovillerin plasentadan hentz farklilastift ve megaspor ana hiicresi, i¢ ve dig
integlimentler ve nusellusdan meydana geldigi gozlenmistir (Cizelge 4.5). Bu erken
evrede dahi oviitun bir polaritesi vardir. Buna gore ovilin plasenta ile birlestigi vere
kalazal (va da proksimal) ug, diger tarafda kalan kismina ise mikropilar (va da distal) ug
denir. Nusellus bu tanimlamaya gére distal ugta yer alir ve megaspor ana hiicresine
kéken olacak hiicreleri icerir. Megaspor ana htcresi nusellusun epidermal tabakas:
altinda bulunur ve diger hiicrelere gore daha buyik bir niikleusa (2n) sahip, genig bir
hiicre olmasi ile kolaylikla ayut edilebilir Diger ugda yer alan kalaza ise heniiz
farklilasmakta olan integiimentlere ev sahipligi yapar. (Sekil 4.16). Ortalama uvzunlugu
1.5 mm’ye ulasan pistillerin 2. gelisme evresinde olduklan gdzlenmistir (Cizelge 4.5).
Bu evrede i¢ ve dig integGmentler nusellusu tamamen sarmms, megaspor ana hiicresi ise
apomayolik bolinmeye ugrammgtir. Megaspor ana hiicrest apomayoz sonrast seksiiel
direyen bitkilerin aksine tetrad (n) yerine diplosponk dyad (2n) olusturmustur (Sekil
4.17). Uzunlugu 1.5-2 mm’ye ulasan pistillerde ise mikropilar ugda yer alan dyadin
dejenere oldugu gozlenmigstir (Sekil 4.18). Kalazal ugda olam ise hacimce genisleyip,



‘mitoz bolinmeler gegirerek, dnce 2 (Sekil 4.19), 4 (Sekil 4.20) ve son olarak da 8
iicreli embrivo kesesi olusturmustur (Sekil 4.21). Embriyo kesesi gelisimi uzunlugu 5
mm’ye ulasan pistillerde sonlanmustir. Bu evrede embriyo ve endosperm

belirginlesmistir (Sekil 4.22),

Arabis holboellii ovillerinde yapilan incelemeler sonucunda Taraxacum {ipi
diptospori gozlendigi bildinlmigtir (Bocher 1951, Naumova 2001). Taraxacum tipt
diplosporide megaspor ana hiicresi mayoz bolinmeye girer fakat, normalde olusan
:'fcromozom eslesmesi meydana gelmez Ik bélinme tamamlandifinda bir restitutasyon
nukleusu olusurken, ikinci bolinme normal bir gekilde ilerler. Dolayisiyla mayoz
sonrasi, kromozom sayist indirgenmemis iki tane hiicre (dyad) meydana gelir. Bu
hiicrelerden biri dejenere olurken diferi mitozla 8 nukleusiu embriyo kesesini meydana
getirir. Buna karsilik sekstiel areyen bitkilerde ise mayoz 4 tane hicre (tetrad) ile
sonlanmit ve bu hiicrelerden sadece biri embriyo kesesini gelistirir (Schneitz 1995). Bu
nedenle seksiiel ve apomiktik iireme arasindaki en biytik sitolojik fark tetradlarin yerine
dyad’in olugmastdir (Bocher 1951).

Sonug olarak Arabis gunnisoniona’nm Taraxacum tipi diplosporik apomiksi ile
dredigi anlagiinustir. Bu sonuglar daha Once yaymlanan galismalar ile uyum
icerisindedir (Bocher 1951, Naumova vd 2001). Arabis gunnisoniana ile yapilan
arastirmalarda embriyo kesesi incelenmemesine ragmen, izoenzim analizleri ve
melezlemeler apomiksinin varh@ma isaret edilmistir (Roy 1995). Bu g;ahsmada embriyo
kesesi gelisim evreleri sitolojik olarak incelenmemis olmasina ragme'rg Arabis
gunnisoniana’m pseudogamik aporiktik bir tir oldufu belirtilmistir. Pseﬁddéémi,
endosperm gelisimi i¢in polene ihtiyag duyan apomiktik bitkiler igin kullamlan bir
terimdir. Buna karsilik, Arabis holboellii embriyo kesesi gelisimi oldukea detayh bir
sekilde incelenmistir (Bocher 1951, Naumova vd 2001). Bu aragtirmalara gore, Arabis
holboellii ovillerinde megaspor ana hicresi (2n) tek bir boltinme ile iki tane megaspor
benzeri hiicreden ibaret diplosporik bir dyad (2n) olusturmugstur. Bu hiicrelerden
mikropil ug¢da olami dejenere olurken, kalazal ucdaki genigleyip ard arda 3 mitoz
gecirerek 8 nukleuslu Taraxacum-tipi embriyo kesesi olusturmustur (Naumova vd

2001) .
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Cizelge 4.5 A gunnisoniana ovillerinde embriyo kesesi gelisimi

mﬁstil Uzunlugu (mim) Oviil Gelisim Evresi (Incelenen Owiil Sayisi)

0.5-1 Megaspor Hiicresi Farklilagmasi (340)
1-15 Apomayoz (300)

152 Megasporlanindan biri dejenere olan Dyad (600)

‘Denemede toplam 3 farkh bitkiden alinan oviiller analiz edilmigtir.

Sekil 4.15. Sera kosullannda vetistititmis Arabis gunnisoniana bitkilerinden alinan
cigek tomurcuklan




g

Sekil 4.16. A. gunnisoniana’da ortalama boyu 0.5-1 mm olan pistillerde erken oviil
gelisimi. DI Dis Integument; IL i¢ infegument; MAH: Megaspor Ana
Hiicresi

Sekil 4.17. A. gunnisoniana’da ortalama boyu 1.5 mm olan pistillerde mayoz boltinme
sonrast dyad oluswmu. DI Dig Integument; 1L I¢ integument
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Sekil 4. 21. A gunnisoniona’da sekiz nukleuslu tam olarak gelismis embrivo kesesi.
PN: Polar nukleus, Sin: Sinerjitler; YH: Yumurta hiicresi
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Sekil 4. 22. A. gunmisoniana’da ortalama boyu 5 min’ye ulagan pistiller, Embrivo
(Emb) ve Endosperm (En) gelisimi

4.4, Megasporosit Hiicre Duvarlarmda Kalloz Bivikimi

Kalloz B-1, 3-glikozidik baglar: ile birbirine eklenmis glukan moleldillerinden
olusan, suda coziinmez bir polisakarittir. Yitksek yapili bitkilerin hicre duvarlarinda yer
alir. Ozellikle yaralanmis ya da bir patojen tarafindan enfekte edilmig hiicrelerde,
somatik embriyogenesis Oncesi embrivogenik huicrelerde, polen tiponde ve ¢ogu
angiospermde erkek ve digi meiositlerin hiicre duvarinda sentezlenir (Peel vd 1997a).
Bununla birlikte, bazi apomikiik tirlerde megaspor ana hicresi duvannda kalloz
birikimi olmadig bildirilmistir (Carman vd 1991, Leblanc vd 1995, Peel vd 1997a).
Buna karsin, kalloz birikimindeki eksikligin apomiksi ile genetik duzeyde bir iligkisi

olup olmadigi kesin degildir (Tucker vd 2001).

Arabis tirleri megaspor ana hiicresi ewafinda kalioz dokusu birikimi anilin
mavisi ile hazirlanan omeklerde incelenmistir. Onceden FAA igerisinde fikse edilmisg

pistillerden oviiller disekte edilmis, ardindan 15 dakika sire ile anilin mavisi igerisinde
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boyannustir. Bu islem yapilirken pistil boyu ve megaspor ana hicrest geligimi
arasindaki iliskiye dikkat edilmisti. Boyu 0.5 mm olan Arabis gunnisoniana
pistillerinde ovul dokulart hentiz farklilasmaya basladif icin, megaspor ana hiicresi
etrafinda va hi¢ va da ¢ok az kalloz birikimi vardir (Sekil 4.23). Boyu 1 mm olan
pistiller igerisindeki oviillerin bazilart hi¢ kalloz biriktirmezken bazlarinda anormal
birikimler olmugtur. Normalde tim hacreyi yogun bir sekilde kaplamasi gerekirken,
kalloz bu oviilerde daha ¢cok mikropilar uca yakin megaspor etrafinda veya dyad’larda
ortada bir cizgi halinde birikmigtir (Sekil 4.24). Buna kargm sekstel treyen bitkilerde
oldugu gibi yogun bir birikim ile kargilasiimamigtir. Boyu 1.3 mm olan pistillerde ise
kalloz birikimi ile nadiren karsilasilmustur (Sekil 4.25). Buna karsin, bir ovilde tim
hiicreyi kaplayan yogun bir birikimi gozlenmigtir. Bu ovil seksiiel olabilecegi gibi
diplosporik de olabilir. Boyu 1.8-2 mm olan pistillerde ise kalloz birikimi

gozlenmemigtir.

Arabis holboellii pistillerine ait ovilllerde de benzer sonuglar gdzlenmigtir. Boyu
0.5-1 mm arasindaki pistillere ait baz oviillerde, megaspor ana hilcreleri etrafinda
kalloz gozlenirken bazlarinda gozlenmemistir (Sekil 4.26). Kalloz bu ovillerde daha
¢ok mikropilar ugda birikmigtir. Boyu 1-1.5 mm olan pistillerde ise kalloz yine ya hig
birikmemis ya da mikropilar ugda gozlenmistir. Buna kargin baz oviillerde yogun bir
birikim ile karstlasilomustir (Sekil 4.27). Beklenildigi tzere seksiiel Arabidopsis
thaliana’ya ait ovaryumlarda katloz birikimi tetradlar etrafinda ve hatta daha ileriki
asamalarda dahi gozlenmistir (Sekil 4.28). Kalloz seksuel ﬁreyen'bitkiléfde ilk olarak
mikropilar uca yakmm megaspor etrafinda birikmeye baglar ve "bu birikim
megasporogenesis boyunca devam eder. Buna kargin, megaspor seleksij?onu SOnrast
geriye kalan megasporun etrafinda kalloz gorilmez (Carman vd 1991).' Diplosporik
Tripsacum ve Poa nemoralis gibi diger diplosporik trlerle yapilan arastirmalarda
megaspor gelisimi esnasinda kalloz birikimi ile kargilasiimamigtir (Peel vd 1997a).
Buna karsin, Elymus rectisetus ovilllerinde kallusun nadiren de olsa gozlendigi fakat bu
birikimin yogun olmadig1 ve genelde mikropilar uca yakmn mikrospor etrafinda oldujfu
bildirilmistir (Peel vd 1997b). Ayrica, kallozun Pennisetum ciliare ve Poa pratensis L.
gibi aposporik turlerde ya hi¢ gozlenmedigi ya da mikropilar ugda, az yofunlukda
bulundugu bildirilmistir (Peel vd 1997a).
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Sekil 4.23; Boyu 0.5 mm olan Arabis gunnisoniana pistillerinde megaspor ana hucres:
etrafinda kalloz birikimi

Sekil 4.24. Boyu | mm olan Arabis gunnisoniana pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikimi
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Sekil 4.25, Boyu 1.3 mm olan 4rabis gunnisoniona pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikami

Sekil 4.26. Bovu 0.5-1 mim olan Arabis holboellii pistillerinde
etrafinda kalloz birikimi

megaspor ana hiicresi
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Sekil 4.27. Boyu 1-1.5 mm olan Arabis holboellii pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikimi

Sekil 4.28. Boyu 2 mm olan Arabidopsis thaliana pistillerinde megaspor ana hitcresi
etrafinda kalloz birikimi
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4.5. Arabis Tohumiannm Flow Sitometri Analizi

Flow sitometri, hiicre ve mikropartikalleri saymak ve ayirmak igin kullanilan bir
yontemdir. Stispansiyon halindeki hucreler ince bir akim halinde bir kuvetten gegirilir.
Bu esnada bir 1sik (laser) kaynag: ya da elektriksel alan kullanilarak her partikil i¢in bir
sinyal tespit edilir. Flow sitometri son 15 y1} igerisinde bitki hticrelerinde nuklear DNA
miktarin belirlemek igin kullamlmaya baglanmigtir. Nuklear DNA bitki hucrelerinden
ya dokularnin mekanik olarak pargalanmast ya da protoplastlarin lizizi ile elde edilir.
Bitki nuklear DNA’st floresan boyalar (DAPI gibi) kullanilarak analiz edilmektedir.
Flow sitometri, temel arastrmalardaki kullanimina ek olarak, giinimiizde ozellikle bitki
islahinda cesitli alanlarda ¢ok yararhi hale gelmigtir; Ploidi seviyesini belirlemede,
aneuploid bitkilerin segiminde ve anter, mikrospor veya ovaryum kulttirlerinden elde
edilen haploid ve dihaploid bitkilerin tespit edilmesinde kullamlmaktadir (Pfosser vd
1995). Ayrica, DNA miktarlarina gére tirler arasi hibritleri ve genom biytklaga
belirlemede kullamtlmaktadir. Buna ek olarak, apomiktik bitkilerin analiz edilmesinde
oldukca faydalidir. Olgunlagmis kuru tohumlar kullamlarak endosperm ve embriyo
dokularinm ploidi seviyelerini belirlemek mamkindir. Bu sayede, incelenen tohumlann
ireme sekilleri anlagilabilir (Matzk vd 2000). Embrivo ya da endospermin ploidi
seviyesi embriyo kesesinin mayoz bolinme gecirip gegirmemesine bagli olarak degisir.
Diploid (2C) sekstiel bir bitki diploid 2C (1 matemnal:1paternal) embriyo ve triploid 3C
(2m:1p) endosperm olugturur. Triploid (3C) embriyolar kromozom  sayisl
indirgenmemis erkek (2p) ya da disi gametlerden (2m), tetraploid 4C (2m:2p) ya da
pentaploid 5C (4m:1p) endospermle birlikte olugur ($ekil 4.29). Bunedenle, embriyo ve
endosperm nukleus DNA miktarlar arasindaki illiski gozonine alinarak tireme sekilleri
belirlenebilir. Apomiktik bitkilerde mayoz bolinme tam olmadig igin embriyo
kesesinde diploid (2C) yumurta ve tetraploid (4C) polar hiicreler vardir. Embriyo ve
endosperm gelisimi igin dollenmeye ihtiyag duymayan otonom apomiktlerde embriyo
diploid 2C (2m:0p) endosperm ise tetraploid 4C (2m:2p) seviyededir. Endosperm
olusumu igin déllenmeye ihtiyag duyan pseudogamik apomikilerde ise embriyo yine
diploid 2C (2m:0p) iken endosperm sperm hiicresinin mayoz gegirip gegirmemesine
bagli olarak pentaploid 5C (4m:lp, sperm hiicresi mayoz gegirmis) veya hexaploid

(4m:2p, sperm hiicresi mayoz gecirmemis) seviyededir (Sekil 4.29).
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hiiereled nukleus igerigi (Matzk vd 2000)
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Arabis tirlerinde gozlenen treme sekillerini ortaya r;tka:mak-lg;m aytica bu
tiirlere ait olgunlagmis kuru tohumlar flow sitometri ile analiz eddmlsnr Her 1ur' i

1-50 tane tohum omegi DAPI (42,6-diamidino-2-phenylindole} ile haz!rlanrms tampon

icerisinde mekanik olarak pargalanmis, ardindan da filtrelerden (30 pm) gecmhp buz R

tzerinde depolanmigtir. Hiicreler igerisindeki DNA miktarlari (C degerleri) PIOIDY
ANALYZER Partec ile analiz edilmistir (Matzk vd 2000).

Arabis drummondii ile yapilan analiz sonucunda bu tire ait embniyo keselerinin
seksiiel olarak olustugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Histogramlarda sekstel tirlere
dzgit 2C (Im:1p) embriyo piki yanisira 3C (2m:1p) endosperm piki gozlenmistir (Sekil
4.30). Buna ek olarak, hem embriyo hem de endospermde endopoliploidizasyonta

karsilagilmistir (Cizelge 4.6).

A. gunnisoniana ve A. holboellii tohumlarr ise gerek embriyo ve endospermin
icerdigi DNA miktarlan agisindan gerekse ploidi seviyeleri agisindan 2 farklt histogram
vermistir (Sekil 4. 31-32). Buna karsin, embriyo kesesi hepsinde apomiktik olarak
meydana gelmistir. Embriyo partenokarpik, endosperm ise kendiliginden veya mayoz
gecirmis veya gecirmemis bir erkek gamet tarafindan déllenerek olusmustur (Cizelge
4.6). Sekil 4.31°deki histogramda 2C (2m:0p) embryo, 4C (4m:0p) ve 6C (4m:2p)
endosperm pikleri tespit edilmistir. Buna gore embriyo kesesi ve embriyo apomikiik
olarak meydana gelmisken, endosperm ya kendiliginden (4C; otonom) ya da merkezi
hiicrelerin mayoz gegirmemis bir erkek gamet tarafindan doéllenmesi sonucu (6C;
pseudogami) olusmustur (Cizelge 4.6). Sekil 4.32°deki histogramda ise 2C (2m:0p)
embriyo ve 5C (4m:1p) endosperm pikleri tespit edimistir. Buna gore, embriyo kesesi
ve embriyo vine apomiktik olarak meydana gelirken, endosperm merkezi hiicrelerin
(4m) mayoz gecirmis bir erkek gamet (1p) tarafindan déllenmesi sonucu olugmustur
(Cizelge 4.6). Bu sonuglara gore 4. gunnisoniana ve A. holboellii hem pseudogamik

hem de otonom apomiktirdir.
Arabis turlerinin tireme sistemleri daha once birgok kez arastirilmig, ozellikle 4.

holboellii’de Taraxacum tip diplospori ayrintifan ile agiklanmistir (Bécher 1951, Roy

1995, Naumova vd 2001). Aynica, 4. holboellii tohumlarimn flow sitometrik analizler
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bu tiirde hem pseudogamik hem de otonom apomiksi oldugunu gostermistir (Matzk vd
2000). Buna kargin, 4. gunnisoniand embriyo kesesi gelisimi ve tohumlarinin flow
sitometrik analizi bu gine kadar incelenmemistir. Bu calismada, daha énceden Roy
(1995) tarafindan pseudogamik oldugu bildirilen 4. gunnisoniana’da endospermin
kendiliginden de olusabilecegi bulunmugtur. Ayrica A. holboellii igin bildirilen mayotik
embriyo kesesi ve diger treme sekifleri ile karsilagiimamigtir (Naumova vd. 2001,
Matzk vd 2001). Bunun nedeni gahgmada her tire ait sadece 1 populasyonun
incelenmesi olabilir. Senug olarak 4. holboellii’nin ve A. gunnisoniana’mn Taraxacums-
tip diplospori ile hem pseudogamik hem de otonom, A. drummondii’nin ise seksiel

siireclerle tredigi ortaya cikanbmstir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Arabis tohumlannim Flow sitometrik analizi

Histogram C Degeri Gamgtler
Tiirder (Embriyo:Endosperm)  Disi Erkek Embriyo Endosperm Tohum Gelijimi
A. drummendii  (2C:3CY Mayotik ~ Mayotik Zigotik Délienrnis Sekstiel
A. gunnisoniana (2C4cy Apomiktik - Partenogenetik  Partenogenetik Qtonom
(2C:5CY Aporiktik Seksiiel Partenogenetik ~ Déllenmniy Pseudogamik
QC6Cy Apomiktik  Apomuiktik Partenogenetik  Dollenmig Pseudogarnik
A holboellii  (2C4CY Apomiktik - Partenogenetik  Partenogenetik Otonomnt
(2C:6CY Apomiktik  Apomiktik Partenogenetik  Dolienmis Pseudogamik

*Mayotik embriyo kesesi: Yumurta hicresi ve merkezi hiicreler dollenerck sirasi ile
embriyo (lm:Ip) ve endospermi (2m:1p) olusturmustur. Frkek gamet mayoz gegirmis. Bitki
scksiiel.

®Apomiktik embriyo kesesi: Yumurla hiicresi dollenme olmaksizin partenogenez ile
embriyo (2m:0p), merkezi hitcreler ise dollenerek endosperm (4m:2p) olugturmustur. Erkek
gamet mayoz gegirmenmis, apomiktik. Bitki pseudogamik apomniktik.

Apomiktik embriyo kesesi: Yumurta hitcresi dollenme olmaksizin embriyoyu (2m:0p),
merkezi hiicreler ise dollencrek endospermi (4m:1p) olusturmugtur. Erkek gamet mayoz
gecirmis, Bitki pseudogamik apomiktik.

dApomiktik embriyo kesesi: Yumurta hitcresi ve merkezi hiicreler dollenme olmaksizin
kendiliginden siras1 ile embriyoyu (2m:0p) ve endospermi (4m:0p) olusturmusgtur. Erkek
gamet katilumi olmamustir. Bitki otonom apomiktik.
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kanamisin icermeyen MS besin ortamlarinda kilture alinmgtir. Kulttrin 2. haftasindan
sonra tim ortamlarda bitkiler kanamisin miktarina bagh olmaksizin ¢lmugtir. Sonug
olarak 50 mg/l kanamisin miktannm transgenik bitkilerin se¢ilmesinde kullanimasina
karar verilmistir. Transformasvon ¢aligmalarinda in vifro’da steril sartlarda
cimlendirilmis A. gunnisoniana bitkilerinden ahinan hipokotil eksplantlari pBJ40
tastyan Agrobacterium tumefaciens susu ile ko-kiltive edilmigtir. Ko-kultivasyonu
takiben 2-4 hafia sonra seleksiyon ortamlarindaki hipokotillerde kallus meydana gelmis
adventif surgtinlerse kiltiriin 6. haftasmdan sonra geligmistir. Kanamisine direngli

stirgtinlerin %40’ inda NPTI] geninin varhig PCR ile onaylanmstir.

Calismada kullamian Arabis tirlerinin dreme biyolojileri embriyo kesesi
gelisimi ve flow sitometri analizleri ile incelenmistir. Embriyo kesesi gelisiminde oviil-
temizleme teknigi kullanilmustir. Buna gore, 4. gunnisoniana ve A holboellirde
apomiktik treme Taraxacum tip diplosporik dyad gelisimi ile meydana gelmektedir.
Uzunlugu 0.5-1 mm boyundaki pistillerde oviiller plasentadan heniiz farkhlagmaktadir.
Bu evrede oviller megaspor ana hilcresi, i¢ ve dig integiimentler ve nusellusdan
meydana gelir. Ortalama uzunlugu 1.5 mm’ye ulasan pistillerde ise i¢ ve dig
integiimentler nusellusu tamamen sarar, megaspor ana hiicresi apomayotik boliameye
ugrar. Megaspor ana hiicresi apomayoz sonras: seksiiel tireyen bitkilerin aksine tetrad
(n) yerine diplosporik dyad (2n) olusturur. Uzunlugu 1.5-2 mm’ye ulasan pistillerde ise
mikropilar ugda yer alan dyad dejenere olur. Kalazal ugda olani ise hacimce genisleyip,
mitoz bolinmeler gecirerek, once 2, 4 ve son olarak da 8 hicreli embriyo kesesi
olusturur. Embriyo kesesi gelisimi uzunfugu 5 mm’ye ulagan pistillerde sonlanmigtir.

Bu evrede embriyo ve endosperm belirginlesmigtir.

Arabis gunnisoniana pistillerinde megaspor ana hiicresi etrafinda ya hi¢ ya da
¢ok az kalloz birikimi vardir. Buna kargin seksiiel treyen bitkilerde yogun bir birikimin

olmas1 apomiktik iiremenin varhigin igaret edebilir.

A. gunnisoniana ve A. holboellii’ye ait olguniagnus tohumlann flow sitometri

analizleri ise gerek embriyo ve endospermin igerdigi DNA miktarlan agisindan gerekse

ploidi seviyeleri agisindan 2 farkli histogram vermistir. Buna gore embriyo kesesi ve




embriyo apomiktik olarak meydana gelirken, endosperm ya kendiliginden (otonom) ya
da merkezi hiicrelerin mayoz gegirmis veya gegirmemis bir erkek gamet tarafindan
dollenemesi (pseudogami) ile olusmustur. 4. drummondii ise sekstiel Greyen bitkilere
0zgiin histogramiar vermistir, Bu sonuclar, avni zamanda flow sitometrinin apomiksi

galismalarinda verimli bir gekilde kullantlabilinecegini gostermistir,

Tum bu bilgiler Arabis tirlerinin apomiksinin tarima faydal; hale getirilmesinde

model bitki olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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Fen Bilimleri Enstitiisii, Bivoteknoloji Anabilim Dali’nda Yuksek Lisans ¢greni"mine
basladi. Kasim 1994 yilinda Akdeniz Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisi,
Bivoteknoloji Anabilim Dali’nda yitksek lisans ¢grenimine devam etti ve Agustos 1997
yilinda aym yerde yitksek lisans ¢Zrenimini tamamlad:i Subat 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitasa, Tarla Bitkileri Anabilim Dali'nda doktora
6grenimine basladi ve Hazran 2003 yilinda aym yerde doktora ¢grenimini tamamladi.
1998 yilindan beri Akdeniz Universitesi, Fen Bilimleri Enstitist, Tarla Bitkileri
Anabilim Dali’nda Arastirma Gérevlisi olarak gorev yapmaktadir.
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