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OZET

SEKSUEL VE APOMIKTIK UREYEN BAZI ARABIS TURLERININ IN VITRO
REJENERASYONU, GENETIK TRANSFORMASYONU VE SITOLOJIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Kemal Melik TASKIN

Doktora tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damsman: Prof.Dr. Kenan TURGUT
Haziran 2003, 83 Sayfa

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

gunnisoniana) ureme biyolojileri ile in vitro rejenerasyon yetenekleri ve Agrobacterium
tumefaciens aracilig1 ile genetik transformasyonlan aragtirlmigtir.
In vitro rejenerasyon ¢aligmalarinda, farkli Arabis tiirlerinin steril sartlarda ¢imlendirilmig
bitkilerden alinan yaprak, kotiledon, hipokotil ve kokler ile saksilarda yetistirilmis
bitkilerinden alinan olgunlagmamig embriyolari, degisik bitki bityime diizenleyiciler (6~
benzilaminopurin, Thidiazuron, a-naftalen asetik asit ve 2,4-diklorofenoksi asetik asit)
eklenmis Murashige ve Skoog (MS, 1962) ortamlarindaki rejenerasyon kapasiteleri
incelenmigtir. Kallus olusumu 10 giin igerisinde baslamigtir. Adventif stirgiinler, kiiltiiriin 4.
haftasindan itibaren olugmustur. Organogenez hipokotil, kdk ve olgunlagmamig
embriyolardan Arabis bitkisi tiiriine bagli olarak meydana gelmistir. Siirgiinler %1 oraninda
sukroz igeren % MS besin ortaminda koklendirilmigtir. Bu rejenerasyon protokolii daha
sonra transgenik Arabis gunnisoniana bitkisi elde etmek igin kullaniimigtir.
Transformasyon c¢aligmalarinda ise in vifro’da steril sartlarda ¢imlendirilmig A.
gunnisoniana bitkilerinden alinan hipokotil eksplantlari, pBJ40 tagiyan Agrobacterium
tumefaciens susu ile ko-kiiltive edilmistir. Transgenik stirgiinler 50 mg/l Kanamisin igeren
MS besin ortamlarinda segilmigtir. Kanamisin’e direngli stirgiinlerden elde edilen bitki
DNA’larinda NPT geninin varligi PCR ile onaylanmigtir. Sitolojik arastirmalarda ovul-
temizleme yontemi ile embriyo kesesi gelisimi ve flow sitometri analizleri ile Arabis
tirlerinin tohum meydana getirme gekilleri ortaya gtkanilmugtir. Apomayotik embriyo kesesi
gelisimi Taraxacum tip diplospori ile meydana gelmistir. Flow sitometrik tohum analizi ise
tohumlarin pseudogami ile olustugunu géstermistir.
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ABSTRACT

IN VITRO REGENERATION, GENETIC TRANSFORMATION AND
DETERMINATION OF CYTOLOGICAL PROPERTIES OF SOME SEXUAL AND
APOMICTIC ARABIS SPECIES

Kemal Melik TASKIN
PhD in Field Crops
Adviser: Prof. Dr. Kenan TURGUT
June, 2003, 83 pages

In this work, the reproductive biology, in vitro regeneration ability and genetic
transformation of Arabis species (4. drummondii, A. holboellii and A. gunnisoniana) via
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-
naphtalen 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 after 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 gumnisoniana 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.
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ONSOZ

Bilimi, sanati, bu giizel diinyay1 ve herseyden 6nemlisi bir birey olarak iginde
bulunduum zamam ve iilkemi; dolayisiyla hayati ve kendimi daba iyi tamdigima
inaniyorum artik. Tiim bunlar Subat 1998’den bu yana Doktora egitimimle bagladi. Bilim
ahlakini, evrenselliini, sinir tammazhigim, aragtirma hirstmi ve ufku agik olmayi
Ogrenirken, bilimin ne mekan ne de kisilerle sinirh olmadigint gérdiim. Sanatsa inceligi,
aynintilani, duygulari, haz almayi, gormeyi ve anlamay1 ve dogay: korumay: 6gretti. Insan
ve dogaya ovgiyl gordim. Simdi yeni bir ylizyilda ve onun getirdikleri ile bilimde ve
sanatta yenilikler igerisindeyiz. Biyoteknoloji bu yenlikler i¢inde bir devrim olmugtur.
Ozellikle Bitki Biyoteknolojisinde doku kiiltiirii yontemleri ile bitkilere gen aktarimi
yontemleri sayesinde birgok bitkinin islahinda tanm agisindan 6nemli sonuglar elde
edilmistir. Buna ek olarak, apomiksi gibi sirlarini heniiz ¢dzmeye galigtigimiz birgok temel
arastrmada bu giine dek kullamlan en giigli araglar yine Biyoteknolojik yontemler
olmustur. Apomiktik iireme giiniimiizde Bitki Biyoteknolojisinin en gézde konusu haline
gelmistir. Cinkd bu tireme mekanizmasinin sundugu vaatler ¢ok Onemlidir. Apomiktik
treme 6zelliginin Biyoteknolojik yontemlerle bu 6zelligi gostermeyen kiiltiir bitkilerine
aktanilmas1 su anda vejetatif yollarla iretimi yapilan birgok kiiltiir bitkisinin tohumla
liretilmesine, tohum maliyetinin azalmasina ve ozellikle gelismekte olan ilkelerde
ureticilerin hibrit giiciinde kayip olmaksizin kendi tohumlarim1 diretmelerine olanak
saglayacaktir. Bu caligmanin Apomiksinin anlagtlmasinda temel mekanizmalar ortaya

¢ikarabilmek igin gok yararli olacafina inantyorum.

Bana tez konumu beliryerek bu konuda galigma firsatint saglayan, bilgi, tecriibe ve
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1. GIiRiS

Apomiksi 400 farkli bitki tiriinde gozlenen aseksiiel bir iireme seklidir
(Koltunow 1993). En ¢ok Gramineae, Compositae, Rosaceae ve Rutaceae’de yaygindir
(Cizelge 1.1). Cirrus ve elma disinda tarimsal 6nemi olan bitkilerde ise rastlanmaz.
Seksiiel tiremede disi ve erkek gametlerin birlesmesi sonucunda fertil ve birbirinden
farkln genetik yapiya sahip tohumlar olugur. Buna karsin, apomiktik embriyolar erkek
gamet olmaksizin tretilir. Bu yiizden, ana bitki ile genetik olarak 6zdes olan apomiktik
doller hem bitki 1slahi1 hem de tohum iiretimi igin biiyiik 6neme sahiptir (Koltunow
1993). Bilinen 40°dan fazla bitki familyasinda apomiksinin evrimsel siireg igerisinde
degisik zamanlarda seksiiel atalardan koken aldig disiinilmektedir. Bu nedenle, biiyiik
ihtimalle seksiiel ve apomiktik tireme birbirine benzer sistemlerle kontrol edilmektedir.
Ayrica fakiltatif apomiktikler seksiiel ve apomiktik iiremenin birarada olabilecegine
isaret etmektedir. Giiniimiizde apomiksinin iki farkli tipi tanimlanmugtir; Sporofitik ve
gametofitik apomiksi. Sporofitik apomikside embriyo mayoz gecirmemis sporofitik bir
hiicreden koken alir (adventif embriyoni). Adventif embriyolar olgun oviillerde nusellus
ve i¢ integiiment admndaki iki somatik dokudan farklilagirlar. Ozellikle nusellar formu
daha yaygindir ve Citrus tirlerinde nasil olustugu agiklanmugtir. Apomiktik Citrus
tirlerinde, seksiiel ve apomiktik siirecler ayni oviil icerisinde olusur. Seksiiel embriyo
kesesine ait yumurta ve merkezi hiicreler sirasiyla embriyo ve endosperm olusturmak
i¢cin déllenirken, niiseller embriyolar zigotik embriyo etrafindaki niisellar dokudan
kendiliginden gelisirler. Gametofitik apomiksi ise Diplospori ve Apospori adinda iki
farkli mekanizmadan olugur. Her iki siire¢ de adventif embriyoniden farkli olarak oviil
gelisiminin erken safhasinda baglar. Diplospori, megaspor ana hiicresi farklilagtip1 anda
apospori ise daha sonra olusur ve embriyo mayoz gecirmemis bu megagametofitlerden
koken alir (Sekil 1.1.).

Cizelge 1.1. Angiospermlerde farkli familyalardaki apomiktik taksonlarin sayisi

Familya Apospori Diplospori  Adventif Embriyoni Toplam
Asteraceae 18 51 - 69
Gramineae 68 27 - 95
Liliaceae - 1 6 7
Rosaceae 65 3 - 68
Rutaceae 2 - 5 7

Urticaceae 2 7 - 9

Diger 28 familya 5 15 33 53




Emiriyo Keaesi 5] b veyatr o

Sekil. 1.1. Pseudogamik gametofitik apomiktik tireme mekanizmalan ile seksiiel
tireme siireglerininin karsilastirilmas: (Leblanc ve Mazzucato 2001)



Sekstiel treme mayoz gegirmis gametlerin olusumu ve fiizyonlarim gerektiren
bir siiregtir. Disi gamet olugumu ve dollenme oviil adi verilen 6zel iireme organinda
meydana gelir (Drews vd 1998). Genelde oviil igerisindeki tek bir hiicre (megaspor ana
hiicresi) mayoz bolinmeye ugrayarak kromozom savisi yariya indirgenmig 4 spordan
ibaret tetradi olusturur. Bunlardan sadece bir tanesi mitotik boliinmelerle disi gametleri
iceren olgun embriyo kesesine doniigiir. Ardindan yumurta hiicresi bir sonraki
generasyonu verecek embriyoyu ve merkezi hiicreler de tohum gelisme ve g¢imlenmesi
i¢in gerekli endospermi olusturmak iizere erkek gamet (sperm) ile dollenir. Buna kargin,
gametofitik apomiksi sirasinda bu adimlardan birgogu ya atlanir ya da degistirilmigtir;
1) Gametofitik apomiktiklerde mayoz sonrasi kromozom sayis1 yariya inmez
(apomayoz) fakat buna ragmen embriyo kesesi gelismeye devam eder. Diplosporide
apomayotik hiicre mayoz gegirmemis bir megaspor ana hiicresinden koéken alir.
Aposporide ise oviil igerisinde megaspor ana hiicresi diginda bir hiicreden geligir. 2)
Apomayotik yumurta hiicresi déllenme olmaksizin embriyoya doniisiir (partogenez). 3)
Merkezi hiicreler ya kendilifinden (otonom) ya da dollenme (pseudogami) ile
endospermi geligtirirler (Koltunow 1993, Viella-Calzada vd 1996). Genetik ¢aligmalarin
¢ogunlukla melezleme ve rekombinasyona bagli olmasi apomiktiklerle ¢alismay1
zorlamugtir. Yine de ¢ofu apomiktik bitki mayoz gegirmis normal polen
iiretebilmektedir. Bu sayede apomiksinin kalittmi apomiktikler ve bunlarin seksiiel
Ureyen yakin akraba tirleri aralannda yapilan melezlemelerdeki agilim oranlan ile
aragtinlabilir. Bu tiir analizler gametofitik apomiktiklerin hemen hemen hepsinin
poliploid olmasi nedeniyle zordur. Ayrica hibritlerdeki iireme sistemlerinin belirlenmesi
zaman ahci sitolojik g6zlemler gerekmektirmektedir. Sonug¢ olarak apomiksinin
kontrolu hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Ranunculus auricomus ve Panicum maximum
tizerinde yapilan aragtirmalar, aposporinin bu iki tiirde dominant tek bir gen tarafindan
kontrol edildigini go6stermigtir (Koltunow 1993). Daha sonraki g¢aligmalarsa, hem
diplospori hem de aposporinin diger baz tirlerde de bu agihim modeline uydugunu
g6stermistir. Bu modele gore apomiktik bitkiler Aaaa genotipindedir (A: dominant
apomayoz, a:seksiiel tireme) ve seksiiel lireme potansiyeline sahiptirler fakat bu
ozellikleri dominant apomiksi faktérii tarafindan baskilanmugtir (Grossniklaus vd 2001).



Yukarida belirtilen model birkag tirde molekiiler isaretleyicilerle de
desteklenmigtir. Bugiine kadar test edilen tiim 6meklerde apomayoz lokusu etrafinda
rekombinasyonun baskilandign  bulunmustur. Omegin, aposporik Pennisetum
squamulatum ve diplosporik Erigeron annuus’da beklenenden ¢ok daha fazla sayida
molekiiler isaretleyicinin apomayoz ile birlikte agildig1 tespit edilmistir (Ozias Akins vd
1998, Noyes ve Riseberg 2000). Yine Brachiaria decumbens, Tripsacum dactyloides ve
Paspalum simplex’de musir ve geltik isaretleyicileri ile yapilan kargilagtirmali haritalama
caligmalarinda apospori ile ilgili bolgenin rekombinasyona ugramadig bulunmugtur
(Pessino vd 1998, Grimanelli vd 1998a). Bu isaretleyicilerin seksiiel yakin akraba
tirlerde 15 ile 40 santimorgan (cM) arasinda bir DNA bélgesi boyunca yayildigi
gozlenmistir. Rekombinasyonun baskilanmig olmas: 6zellikle haritaya dayal: klonlama
(map-based cloning) calismalarini zorlagtirabilir. Cunki, isaretleyiciler apomiksi
lokusuna ¢ok yakin baglantili olsalar bile fiziksel olarak uzakta olabilirler. Apomayoz
lokusu i¢in rekombinasyon hem dikotiledon hem de monokotiledon tiirlerde
baskilandigindan 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 agidan
uzun sire aseksiiel liremenin sonucu ortaya ¢ikmmg olabilir (Welch ve Meselson 2000).
Apomiktik Pennisetum tirlerinde apospori ile birlikte agilim gosteren isaretleyiciler
aym turiin sekstiel akrabalarinda tespit edilememigtir (Ozias-Akins vd 1998, Roche vd
1999).

Apomiksi seksiiel liremeden apomayoz, partenogenez ve endosperm geligimi
(otonom ya da pseudogamik) ile ayrilir. Apomiksinin bu elementlerinin kag¢ genle idare
edildigini anlamak igin bir dizi arastirma yapiloustir. Ranunculus auricomus ve
Panicum maximum (zerine yapilan aragtirmalar partenogenez ve aposporinin yakindan
iliskili oldugunu gostermigtir (Nogler 1984). Dahas1 apomiksi tek bir Mendel karakteri
olarak bir sonraki déllere aktanlmustir. Benzer olarak Hieracium piloseloides’de g
elementin hepsi birden tek bir karakter olarak olarak kontrol edilir (Bicknell vd 2000).
Bu tiirlerde apomiksi biitiin elementleri tek bir gen veya siki sekilde birbiri ile baglantili
birkag gen kompleksi ile kontrol ediliyor olabilir. Buna karsin diger tiirlerde, apomiktik

ve sekstiel tiirler arasinda yapilan melezlemeler hem seksiiel hem de apomiktik tiremeye




ait gesitli elementleri tagiyan déller vermigtir. Taraxacum officinale’de diplospori ve
otonom endosperm geligimi gosteren fakat, partenogenetik olmayan hibritler elde
edilmistir (Van Dijk vd 1999). Buna benzer apomiksi rekombinantlar1 Poa pratensis’de
de rapor edilmigtir (Matzk vd 2000). Sonug¢ olarak her iki tiirde apomiksinin
elementlerinin farkli genlerle kontrol edildigi 6ne sirilmektedir. Erigeron annuus’da
diplospori (A) ve partenogenez (P) iki farkhi gen olarak haritalanmgtir (Noyes ve
Rieseberg 2000).

Gametofitik apomiktikler genellikle poliploid iken yakin seksiiel akrabalari
diploiddir. Birgok tiirde apomiksi ve diploidinin uyusmadif gosterilmistir (Nogler
1982, Bicknell 1997, Kojima ve Nagato 1997). Tetraploid apomiktik Ranunculus’da
haploid yumurta ve sperm hiicresinin birlesmesi sonucu olusan diploid déllerin
apomiktik olarak treyemedigi fakat anter kiiltiira ile elde edilmis diploid bireylerin
apomiktik olduklar1 bulunmustur (Nogler 1982). Bu sonuglara gére apospori lokusunun
(A) gametlerde resesif letal oldugu hipotez edilmigtir (Nogler 1982). A lokusu poliploid
apomiktik olusturmak tizere diploid gametler ile kalitlanabilirken, diploid olusturmak
tizere haploid gametlerle kalitlanamazlar. Buna ek olarak, A lokusu ile yakindan
baglantili mutasyonlar da haploid gametlerin fonksiyonel olmalarini engellemis olabilir.
Sonug olarak A lokusunu tagtyan haploid gamet, do6l olusumuna katilmaz ve A
lokusunun agilim oranm bozar. Apomiksi lokusu Tripsacum dactyloides, Pennisetum
squamulatum ve Erigeron annuus gibi diger turlerde de agilim oram bozuklugu gésterir
(Grimanelli vd 1998a, b, Ozias Akins vd 1998, Noyes ve Rieseberg 2000).

Kultir bitkilerinin iyilegtirilmesi igin kullamlan birgok 1slah stratejisinde amag
hibrit tohum iiretimidir. Hibrit tohumlar ebeveynlerinden daha verimli ve giiglii bitkiler
olusturur. Bununla birlikte, hibrit tohum tiretimi uzun siiren kendileme ve seleksiyon
stire¢leri sonunda elde edilen saf hatlarin olugturulmasina baghidir. Fakat kiiltiir
bitkilerinin ¢ogunun seksiiel yollarla tiremesi sebebi ile tohumlarin hibrit giicii ancak bir
generasyon siirer. Bunun nedeni, ticari hibritlerdeki uniform karekterlerin hibrit
dollerinde genetik agilima ugramasidir. Buna karsin apomiksi, ana bitki ile genetik
0zdes tohumlar iretebilen bir sistem saglayarak hibrit giiciinti sabitleyebilir. Ayrica,
lokal varyetelerin 1slah kaynag olarak kullanabilmesine olanak saglayarak, bitki genetik



kaynaklarmmn korunmasina hizmet edecegi gibi, bitki 1slahinin etkinligini artiracaktir.
Bu nedenle, apomiktik tohumlann gelistirilmesi ireticilere hibrit tohumlarmn
performanslarlm kaybetmeden ¢ogaltma ve kendi lokal gesitlerini kullanabilme sansi
tantyacaktir. Tohum sirketleri ise, apomiksinin islah semalarim basitlestirerek, doku
kiiltiri masraflarindan ve iretim giderlerinden kurtularak yararlanacaklardir. Heniiz
mekanizmas: tam olarak bilinmese bile, yukarida anlatilan 6zelliklerinden dolay1
apomiktik {iremenin tarima biiyiik yararlan olacagi bildiriimistir (Koltunow 1993,
Grossniklaus vd 1998). Apomiksinin seksiiel dreyen kiiltiir bitkilerine aktariimasi
sayesinde ortaya ¢ikabilecek yararlar su sekilde 6zetlenebilir;

a) Apomiksi sayesinde iki farkl: tiiriin melezlenmesi ile elde edilen bireyler de
dahil olmak tizere, istenilen her bitki bireyi genetik olarak sabitlenecek, hem seksiiel
hem de vejetatif olarak iretilen kiltir bitkilerinde yeni i1slah stratejilerinin
gelistirilmesine olanak saglanacaktir. Apomiksi, islah siireglerinde bitki familyasi

temeline bagh stratejileri birey bazina gevirecektir.

b) Apomiksi, hemen hemen biitiin kiiltiir bitkilerinden sinirsiz sayida hibrit gesit
eldesini, verimli atasal hatlarla onlardan tiiretilen hibritlerin devamum ve biiyiik
olgeklerde iiretimini hizlandiracaktir. Bu oOzellikle daha once hibrit teknolojisi
islah programu ile elde edilmis F; hibritlerin genotipleri sabitlenecek, bu sayede
tohumlar klonal olarak siirekli ve ucuz bir sekilde iiretilecektir. Apomiksi hibrit tohum
tiretiminde maliyeti azaltacaktir. Tozlasma ve déllenme aksakliklar1 nedeniyle meydana
gelen urtn kaywplarmn 6niine gegilecektir. Hibrit tohumlar, dogrudan ireticiler
tarafindan ¢ogaltilacaktir.

c) Su anda birgok sebze, meyve agaci ve siis bitkisinin klonal ¢ogaltilmasinda
kullanilan doku kiiltiirleri gibi pahali ve zaman alict vejatatif gogaltimdan kaginmayi
saglayacaktir. Apomiksi gelikle gogaltmanin yerini alacaktir.

d) Apomiksi sayesinde yetistirme kosullari, patojen populasyonu ve pazarlama
ihtiyacina gore etkili olabilecek izl ve esnek bitki 1slahi yapilabilecektir.



e) Vejetatif olarak iretilen patates, kasava, tatli patates ve yam gibi kiltiir
bitkilerinin gercek tohumla g¢ogaltilmasina ve bu sayede vegetatif iiretim esnasinda

taginan hastaliklara engel olunacaktir.

f) Otonom apomiksinin erkek steril varyetelere aktarilmas: ile transgenik

karekterlerin yayilmasi engellenecektir.

g) Gelismekte olan iilkelerde surdirilebilir tanma faydalar saglayacaktir.
Omegin, kendine dollenen geltik varyeteleri birgok iilkede kendilenmis hat olarak
uretilmektedir. Buna kargin hibrit varyetelerin kulllanilmast ile verimin %20 oraminda
artifn gosterilmistir. Bu nedenlerden dolayr apomiksi ¢eltikde ekonomik faydalar
saglayacaktir.

Apomiksi teknolojisi “Yesil Devrim” sirasinda adapte edilmis yari bodur tahil
varyetelerinin iyilegtilmesine olanak saglayarak tarimsal tiretimde ¢ok biiyiik artiga yol
agacaktir. Tim bu olumlu etkilerden dolayi, apomiksi teknolojisinin uygulamaya
gegirilmesi ginimiizde Bitki Biyoteknolojisinin en 6nemli hedeflerinden biri haline
gelmistir,

Apomiksiyi tarimsal agidan kullamlabilir hale getirmek igin yapilan ilk
calismalarda, birbirine yakin tiirler arasinda melezlemeler yapimugtir. Ornegin
apomiktik Tripsacum ile sekstel musir bitkileri arasinda yapilan tiirler arasi
melezlemede bagan elde edilmistir. Molekiiler isaretleyiciler kullamlarak Zripsacum’da
apomiksisi kontrol eden lokusun musir bitkisine aktarildign gosterilmistir (Leblanc vd
1996). Bu lokuslar su anda apomiksise aday genler i¢in analiz edilmektedir. Yine benzer
bir ¢alismada, apomiktik Pennisetum squamulatum ile seksiiel P. glaucum arasinda
yapilan melezlemelerden obligat apomiktik bir hat elde edilmis ve yapilan aragtirmalar
P. squamulatum genomunda yakin seksiiel akrabalarinda gbzlenmeyen apomiksis ile
ilgili bir boélge oldugunu géstermistir (Ozias-Akins vd 1998). Apomiksisin kiiltiir
bitkilerine aktarilmasindaki direkt yollardan biri de genetik miihendisligidir. Bu amag
dogrultusunda apomiksiyi kontrol eden genlerin izole edilmesi gerekmektedir.



Alternatif olarak mRNA populasyonlann arasinda molekiller karsilagtirmalar
yapilmaktadir. Omegin, seksiiel ve apomiktik Pennisetum ciliare ovaryumlarinda farkl
genlerin ifade oldugu tespit edilmigtir (Viella-Calzada vd 1996). Apomiksis ile ilgili
genleri tammlamak i¢in kullamlabilecek bir bagka yontemse mutasyon ¢aligmalandir.
Erkek kisir Arabidopsis hatlannda yapilan mutasyon ¢aligmalarinda doéllenme
olmaksizin endosperm olusturabilen mutantlar elde edilmistir (Luo vd 1999). Ozetle,
apomiksiyi kontrol eden genetik elemanlan belirlemek igin seksiiel ve apomiktik model
bitkilerle ¢alismak gerekmektedir (Grossniklaus vd 1998). Ayrica tarimsal sistemler igin
en uygun Ozelliklere sahip apomiktik treme segilmelidir. Burada sporofitik ve
gametofitik apomiksi ile obligat (zorunlu) ve fakultatif iireme arasinda tercih
yapilmalidir. Bir obligat apomiktik kisa sireli avantaj saglasa bile tarimsal sistemlerde
arzu edilmeyebﬂir. Cunki sekstel Gremeye geri doniig olmamasi yeni varyetelerin
islahimt zorlagtinr. Bununla beraber fakiltatif apomiktikler, 6zel bir genotipin hem
sekstiel hem de aseksiiel dremelerle daha uyumlu olmasina yol agar. Sporofitik
apomiksi ise pseudogamiye ihtiyag duydugu i¢in ¢ok kullamsli olmayabilir.

Arabis (Brassicaceae) cinsinde ¢ok ¢esitli lireme mekanizmalar1 vardir. Bu cins
igerisinde baz tiirler tamamen sekstiel tirerken, bazilar1 apomiktik olarak iirerler. Arabis
gunnisoniana ve A. holboellii hem pseudogamik hem de fakiiltatif apomiktik olarak,
A.drummondii ise seksiiel iireyen bir tiir olarak tanimlanmugtir (Roy 1995). Pseudogami
apomiksinin oldukca yaygin bir formudur. Pseudogamik bitkilerde yumurta hiicresi
partenogenetik olarak geligirken, endosperm gelisimi i¢in polar nukleuslarin polen
hiicresi ile déllenmesi gerekir. Arabis tiirlerinde erkek bireylerde polen fonksiyoneldir,
bu sayede seksiiel ve apomiktik bireyler arasinda melezlemeler yapilabilir. Bu
caligmada, yukanda belirtilen dogal apomiktik ve seksiiel Arabis tirleri model bitki
olarak segilmigtir. Bu tiirlerdeki tireme sistemlerini kontrol eden molekiiler siiregleri
aragtirabilmek icin, bir genetik transformasyon sistemi geligtirilmelidir. Literatiir
taramalarinda hentiz bu tirlere ait bir genetik transformasyon sistemi ile
kargilagilmamugtir. Bu ¢alismada, seksiiel ve apomiktik iireyen baz1 Arabis tiirlerinin in
vitro rejenerasyon yetenekleri, Agrobacterium tumefaciens arachligi ile genetik
transformasyonu ve sitolojik ézellikleri belirlenmistir. Bu projeden elde edilen sonuglar,

Arabis turlerinde apomiksisi kontrol eden genetik mekanizmalarin ortaya



gikariimasinda kullamlacaktir. Daha ileriki projelerde genetik transformasyon sistemi
sayesinde bu bitkiye gesitli isaretleyici genler aktarilacak .ve bu genlerin kalitumi
incelenecektir. Ayrica, apomiksisi kontrol eden genlerin izolasyonu ve tanimlanabilmesi
igin transpozon ve T-DNA mutagenesiz gibi baz tekniklere olanak sagiayacaktlr.
Kalitimi izlenebilecek isaretleyici genleri sayesinde otonom endosperm geligimi
hakkinda molekiiler seviyede bilgi elde edilecektir. Arabidopsis thaliana ile yakin
akraba olan Arabis gunnisoniana’da halihazirda apomiksinin elemanlan ile ilgili
olabilecek, gesitli arastirmacilar tarafindan Arabidopsis’ten izole edilmis bazi genlerin
fonksiyonlar1 incelenebilecektir (Koch vd 1999). Béylelikle, déllenme olmaksizin
endosperm ve embryo gelisimi hakkinda bir model olugturulacaktir. Bunlarin
sonucunda, apomiksinin kultiir bitkilerine aktarilmas: tartigilacaktir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Apomiksi ile ilgili kaynaklar

Dujardin ve Hanna (1989), obligat apomiktik Pennisetum squamulatum’dan
Pennisetum purpureum’e apomiksiyi aktarmak igin tirler arast melezleme yapmuglardir.
Melezleme sonucunda F; hibritler ve obligat apomiktik bir geri melez (BC;) elde
edilmistir. Calismada erkek gametler apomiktik ebeveynden alinmustir. Buna karsilik,
F1 hibritlerinden obligat apomiktik aym zamanda da erkek fertil geri melezler (BC;)
meydana gelmemistir. Daha sonra erkek kisirliin istesinden gelmek igin P. glaucum x
P. purpureum hibritleri ile P. glaucum x P. squamulatum hibritleri melezlenmistir. Elde
edilen hibritler (2n=42) apomiksi ile ilgili genlerin P. galucum’a aktarilmasi igin
tetraploid P. americanum (2n=28) ile 3 kez geriye melezlenmistir. Sonugta kismen
erkek fertil obligat apomiktik bir geri melez (BC;) elde edilmistir.

Koltunow (1993), apomiktik tiremeyi ve siireglerini tanimlayarak apomiktik
lreme {izerine yapilan aragtirmalan 6zetlemigtir. Buna gore, apomiksi angiospermlerin
disi tireme organlarinda meydana gelen aseksiiel bir tireme geklidir. Apomiktik Gireme
diplospori, apospori ve adventif embriyoni olmak iizere 3 farkli mekanizmadan olusur.
Diplospori ve apospori oviil geligiminin erken safhalaninda gozlenirken, adventif
embriyo ovill gelisimin daha ge¢ safhasinda baslar. Diplospori ve aposporide mayoz
gergeklesmez, embriyo kromozom sayisi indirgenmemis bu gametofitten déllenme
olmaksizin geligir. Bu nedenle diplospori ve apospori gametofitik apomiksi olarak
adlandinlir. Buna karsiik adventif embriyolar megagametofit disindaki ovwiil
dokularindan koken alir. Bu nedenle adventif embriyoni sporofitik apomiksi olarak
bilinir. Derlemede ayrica apomiksinin genetik olarak aktarilan bir karakter oldugu ve az
sayida gen tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir.

Ozias-Akins vd. (1993), apomiksiyi Pennisetum squamulatum’dan seksiiel P.
glaucum’a aktarmak i¢in yaptiklari aragtirmada obligat apomiktik bir geri melez hatt
(BC3) elde etmislerdir. Molekiiler isaretleyici analizleri (RFLP ve RAPD) bu hattin
apomiktik ebeveynden (P. squamulatum) genomik DNA tasidigim géstermistir. Bu
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molekiiler isaretleyiciler arasindan segilen 3 RFLP klonuna ait DNA baz dizileri
sayesinde 6zgiin primerler elde edilmis, bu primerler daha sonraki geri melezlerin
molekiiler analizlerinde kullamlmugtir. Sonugta apomiktik dremenin iki molekiiler
isaretleyici ile birlikte kalitim gosterdigi ve tek bir kromozom ile aktarilabilecegi
belirtilmigtir.

Sherwood vd. (1994), tetraploid Pennisetum ciliare’de aposporinin kalitimini
aragtirmiglardir. Calismada hem seksiiel hem de apomiktik bitkiler kullamlmugtir.
Seksiiel bitkilerin kendilenmesi veya kendi aralarinda melezlenmeleri sadece seksiiel
dol vermigtir. Buna karsilik, seksiiel ve apomiktik bitkilerin melezlenmeleri sonucunda
aposporik ebeveyne bagli olarak seksiel ve apomiktik tireme yaklagik 15: 13 veya 3: 8
oranlarinda agilim gdstermistir. Bu oranlar apospori ile ilgili 6ne siiriilen daha 6nceki
modellere uymamug olmasina ragmen Panicum maximum igin 6nerilen modele uyar. Bu
modele gore apospori ifade olabilmek igin tetrazomik olarak kalitlanan tek bir lokusun
dominant alleline (A) ihtiyag duyar. Ikinci bir lokustan dominant bagka bir allel (B) ise

sekstiel liremeyi saglar.

Koltunow vd. (1995), apomiksinin tarima faydalanm tartismuslardir. Buna gore,
apomiktik siirecler sonucunda olugan déller ana bitki ile genetik olarak 6zdes oldugu
igin apomiksi ile iistiin 6zellikli varyetelerin genotipleri sabitlenebilir, tozlanma ve
dollenmeye bagli olmaksizin siirekli ve ucuz bir sekilde tohum elde edilebilir. Vejetatif
olarak gogaltilan birgok kultir bitkisi bu yolla iretilebilir. Giintimiizde tarimsal
tretimde yaygin olarak kullamilan hibrit gesitleri bir sonraki generasyonda genetik
agilimlar meydana gelecegi igin tohum kaynagi olarak kullamlamaz. Bu nedenle, hibrit
tohum tiretimi igin, ebeveyn hatlarn siirekli iiretilmesi ve melezlenmesi gerekmektedir.
Apomiksi sayesinde hibrit giicii sabitlenebilir, ebeveyn hatlarin ¢ogaltilmas: veya erkek
steril bitkilerin kullamlmasindan kaginilabilir. Kisaca, apomiksi hibrit tohum tretiminde
maliyeti 6nemli 6lgiide azaltacaktir. Derlemede ayrica apomiksinin genetik temelinin
daha iyi anlasilabilinmesi i¢in model bitkiler (Hieracium ve Arabidopsis) énerilmistir.

Calzada vd. (1996), apomiktik iireme hakkinda yaptiklari derlemede apomiksiyi
tamimlamus, apomiktik siiregler hakkinda bilgi vermiglerdir. Buna gére, apomiktiklerde
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embriyolar mayoz béliinme ve déllenme olmaksizin partenogenetik olarak gelisirlerken
endosperm ya déllenerek (pseudogami) ya da kendiliginden geligir. Derlemede ayrica
apomiksinin tarima faydalan tartigimugtir. Buna gore, ekonomik 6nemi olan seksiiel
bitkilerden elde edilecek apomiktikler sayesinde hibrit genotiplerin tretimi ve kullanimi
artacaktir.

Leblanc vd. (1996), apomiksiyi tetraploid (2n: 72) Tripsacum’dan musir bitkisine
(2n: 20) aktarmak igin yaptiklart ¢aligmalarda geri melezlerle her iki tirden de birer
genom tastyan polihaploid (2n: 28) musir-Tripsacum bitkileri elde etmiglerdir. Bu
bitkiler tamamen erkek steril olmalarma karsin musir ile tozlagtirildiklaninda apomiktik
olarak tohum meydana getirmiglerdir. Ayrica bu bitkilerde mayoz basarisiz olmus,
diplospori geligmigtir. Bu ¢aligma musir gibi diploid bir bitkinin de apomiksi ile
tireyebilecegini, dolayistyla diplospori ve poliploidinin bagh olmadifim géstermistir.

Viella-Calzada vd. (1996), seksiiel ve apomiktik Pennisetum ciliare
ovaryumlarindaki genlerin ifadelerini kargilagtrmistirlardir. Calismada 22 farkli primer
kullarularak, 200-600 bp arasinda degisen biyikliiklerde 2268 cDNA fragmenti elde
edilmigtir. Bunlar arasindan 8 tanesi tammlanarak klonlanmigtir. Northern analizlerine
dayanarak bu cDNA’lardan sadece 1 tanesinin sekstiel, 2 tanesinin apomiktik ve 1
tanesinin de her iki ovilde de ifade oldufu tespit edilmistir. Geriye kalan
fragmentlerden 3 tanesi tespit edilemezken, bir tanesi hem oviillerde hem de govde ve
yapraklarda bulunmustur. Bu ¢aligma P. ciliare’nin seksiiel ve apomiktik tiremeyi
kargilagtirmak igin model sistem olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Bicknell (1997), bir ¢alismasinda Hieracium aurantiacum’dan diploid apomiktik
bir bitki izole etmistir. Gametofitik apomiktikleri igeren birgok bitki grubunda oldugu
gibi Hieracium cinsinde de bu gine kadar galigilmig bitiin apomiktik biyotiplerin
poliploid oldugu bildirilmigti. Bu ¢alismada, H. awrantiacum™un apomiktik
populasyonlarinda varyasyon elde edilmig, taksondaki diger bitkiler gibi aposporik ama
diploid bir bitki gézlenmigtir. Bu bitkide mayoz bélinme normal degildir ve endosperm
kendiliginden déllenme olmaksizin gelisebilmektedir. Buna ragmen tohum baglama
yetenegi daha azdir. Aragtirmacilar Hieracium cinsinde apomiksinin ifade olabilmesi
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i¢in poliploid seviyenin gart olmadiim bildirmiglerdir.

Burson (1997), bazi Paspalum tirlerinin ireme mekanizmalanm sitolojik
yontemlerle arastirmustir. Buna gore P. modestum, P. monostachyum, P. repens ve P.
alcalinum seksiel diploid (20=2x=20) genotiplere sahiptir. Mayoz, bu genotiplerde
duzenlidir. P. modestum seksiiel olmasina karsin oviillerin % 43’iinde disi gametofit
bozulmustur. P. alcalinum ve P. paucilolium™un 2, P. falcatum ve P. unispicarum’un 1
ve P. polyphyllum™un 3 genotipinin tetraploid oldugu bulunmustur (2n=4x=40). Hangi
tir olursa olsun biitiin tetraploidlerin fakultatif aposporik apomiksi ile tiredigi tespit
edilmigtir,

Bonilla ve Quarin (1997), Paspalum minus’un pentaploid irklarmin {ireme
sistemlerini aragtirmuglardir. P. minus Kuzey ve Giiney Amerikada genis alanlara
yayilmis otsu bir tiirdiir. Daha 6nceki arastirmalar bu tiir igerisinde diploid, tetraploid ve
pentaploid wklarin var oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada sitolojik aragturmalar
pentaploid irklarda mayozun diizensiz oldugunu igaret etmistir. Mayoz metafaz 1’den
sonra durur ve nikleus mitoz meydana getirecek sekilde yeniden diizenlenir. Erkek
mayositlerde ise mayoz sonrast kromozom sayis: indirgenmemis 2 polen tanecigi olusur
(20=5x=50). Ovullerde, arkeosporal hiicreden mayoz gegirmemis 2 megaspor olusur.
Bunlardan mikropilar bolgede bulunami dejenere olurken digeri diplosporik embriyo
kesesi meydana getirir. Mayoz gegirmemis yumurta hiicresi ise partenogenez ile
embriyo olusturur. Buna ek olarak, diplosporik embriyo kesesi etrafinda aposporik

embriyo kesesi geligir.

Gustine vd. (1997), Pennisetum ciliare’de apospori ile bagli molekiler
isaretleyicilar tespit etmislerdir. P. ciliare’de apospori ototetraploid olarak dollere
aktarilan tek bir gen ile kontrol edilir. Daha 6nceki aragtirmalar bu gen ile birlikte
aktarilabilen sadece 2 tane isaretleyicinin varlifim isaret etmistir. Bu aragtirmanin amaci
apospori lokusu ile birlikte agilim gésteren yeni isaretleyiciler tanimlamak ve bir
linkage haritast olusturmaktir. Aragtirmada seksiiel bir klon olan B-2s ile aposporik
Higgins ve B-12-9 klonlart melezlenmistir. Elde edilen d6ller bulk segregant analizi igin
RAPD isaretleyicileri ile taranmustir. Begyiiz dekanukleotid primerler kullamilarak
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apospori ile baglantisi olan 5 yeni molekiiler isaretleyici bulunmustur.

Barcaccia vd. (1998), fakiltatif aposporik bir tiir olan Poa pratensis’de
partenogenez kalittmum arastirmuglardir. Aragtirmada apomiktik genotipler ve seksiel
klonlar arasindaki melezler RAPD ve AFLP isaretleyicileri ile analizi edilerek apomiksi
ile ilgili olabilecek genetik baglanti belirlenmeye galisilmigtir. Bu yontem sayesinde
partenogenezi kontrol eden gene yakinlif1 6.6 ¢cM olan bir AFLP isaretleyicisi ile hedef
bolgeyi ¢evreleyen 154 cM’lik bir genomik pencere tespit edilmistir. Yine
partenogenez lokusunu tasiyan kromozom boélgesinin ilave RAPD ve AFLP
igaretleyicileri ile haritas1 ¢tkanlmigtir. Partenogenez ve belirli sayida AFLP
isaretleyicisi arasinda belirlenen baglanti bu karakterin monogenetik olarak idare
edildigini ileri siiren hipotezleri desteklemigtir.

Grimanellii vd. (1998a), musir bitkisinin yakin akrabasi tetraploid Tripsacum’da
apomiksi kalitimuni aragturmuglardir. Buna gore poliploid Tripsacum’lar diplosporik
apomiksi ile iirer. Diplosporide mayoz boélinme gergeklesmez (apomayoz) ve
kromozom sayist indirgenmemis gametler partenogenezle embriyo olugturur.
Tripsacum’da diplosporik apomiksiyi kontrol eden kromozom, musir RFLP problan
kullanilarak hem tetraploid hem de diploid seksiiel tirlerde haritalanmig ve bu
kromozom ile musir genomunda bir bolge arasinda yiiksek dizeyde benzerlik
bulunmustur. Seksiiel bitkiler ve misir ile karsilastinldiginda apomiktik tetraploidlerde
bu bolgede rekombinasyon biiyiik 6lgiide baskilanmaktadir. Bu sonug apomiksinin tek
bir genle kontrol edildigini isaret etse bile ilgili bélgenin birbiri ile bagl bir grup lokus
ile kontrol edilebilecefini gostermigtir. Sonuglara goére seksiiel Tripsacum
genotiplerinde 40 ¢cM’lik bir alan1 kaplayan apomayoz ile ilgili bu boélge tek bir genetik
Oge olarak aktarilir, ama heniiz hangi genlerin ige karigtig1 bilinmemektedir.

Grimanellii vd. (1998b), diplospori bagli molekiiler isaretleyiciler kullanarak
msir-Tripsacum hibrit ve geri melezlerini analiz etmiglerdir. Tripsacum apomiktik
kompleksinde poliploidlerin hepsi diplosporik apomiksi ile irerken diploidler
seksiieldir. Sonuglar Tripsacum’da apomiksiyi kontrol eden gen ya da genlerin haploid
gametler aracihig ile aktanldiginda, apomiksi allellerinin kaybina yol agan bir sistem ile
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baglantili oldugunu isaret etmigtir. Ayrica bu model apomiksi ve poliploidi arasindaki
iligki i¢in bir agiklama sunar.

Grossniklaus vd. (1998), yaptiklari derlemede apomiksi tizerine vyiiriitiilen
aragtirmalan 6zetlemiglerdir. Buna gore, apomiktik bitkiler mutasyonlarla degil, seksiiel
akrabalar arasinda meydana gelen hibridizasyonlar sonucunda evrim gegirmislerdir.
Gunimiizde arastirmalar daha ok kaltiir bitkilerinin yakin akrabalan (ZTripsacum ve
Pennisetum gibi) Uzerine yogunlasmustir. Bunlara ek olarak hem dogal apomiktik
yabamul bitkilerde hem de seksiel tireyen model bitkilerde genetik mithendisligi yolu ile
apomiktik treme hakkinda daha fazla bilgi elde edilmeye galisiimaktadir. Derlemede
ayrica apomiksinin ekonomik ve sosyal faydalarindan bahsedilmistir.

Ozias-Akins vd. (1998), Pennisetum squamulatum’da apomiksiye bagh
molekiler isaretleyiciler sayesinde aposporinin muhtemelen seksiiel genotiplerde alleli
olmayan farkh bir lokus tarafindan genetik olarak kontrol edildigini ileri stirmiislerdir.
Aragtirmada obligat aposporik bir tir olan P. squamulatum aym genus igerisindeki
sekstel P. glaucum ile melezlenmis ve apomiksi ve seksiiel iireme arasinda agilim veren
397 bireyden olusan hibrit populasyonu elde etmiglerdir. Bu hibritlerde haritalanan 13
molekiiler isaretleyicinin 12 tanesinin apospori ile beraber agiim verdigi bulunmustur.
Bdylelikle aposporiye 6zgin bolgenin genetik rekombinasyona ugramadign ortaya
gikmigtir.  Sonug¢ olarak apomiksi lokusunu igeren kromozom  bélgesinin
rekombinasyona ugramamas: tesadiif olabilecegi gibi ilgili genin fonksiyonunu
koruyabilmesi igin evrimsel siireg igerisinde de meydana gelmis olabilecegine isaret
edilmigtir.

Roche vd. (1999), Cenchrus ciliaris ve Pennisetum squamulatum’da apospori
Ozgin bélgenin ortak oldugunu bildirmistir. Calismada P. squamulatum’da apospori ile
bagl 12 molekiiler isaretleyici tespit edilmigtir. Bu 12 molekiiler isaretleyiciden 6
tanesinin aposporik ve seksiiel C. ciliaris genotipleri arasinda dominant oldugu
bulunmustur. Geriye kalanlardan 5 tanesi apospori ile siirekli baglant1 verirken 1 tanesi
84 dolde distuk diizeyde rekombinasyon vermistir. Bunlara ek olarak tespit edilen diger
molekiiler igaretleyicilerle beraber DNA dizi analizleri her iki tiirde de apospori 6zgiin
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genomik bolgenin korunmus oldugunu géstermistir.

Tas ve Van Dijk (1999), diploid sekstel ve triploid apomiktik Taraxacum tiirleri
arasinda melezlemeler yapmiglar ve apomiktik @iremenin kalitimini incelemiglerdir. Bu
melezler diploid x diploid melezierinden ¢ok daha az tohum baglamigtir. Canli kalabilen
déllerin %90’mnin kendilenme sonucu olugan diploidler oldugu allozim isaretleyicileri
ile tespit edilmigtir. Bunun nedeni, aneuploid polenin sporofitik kendine uyusmazlif
ortadan kaldirmasidir. Arastirmada hibrit olduklar allozim analizleri ile tespit edilen 26
dolden 15’inin triploid, 4’intn diploid ve 7 tanesinin de tetraploid oldugu
belirlenmigtir. Bu sonuca gore diploid hibritlerin triploidlerden daha az olmasmin iki
nedeni olabilir; ya haploid polen canli degildir ya da diploid polen sayica fazla miktarda
meydana gelmigtir. Calismada ayrica emaskiilasyon sonras: izole edilmis ¢iceklerde
apomiktik tohum gelisimi incelenmisti. Buna gore ftriploidlerin 1/3’tnde ve
tetraploidlerin hepsinde apomiktik olarak tohum gelisimi gdzlenirken diploidlerde bu

yolla tohum geligmemistir.

Van Dijk vd. (1999), apomiktik iremenin kaltimim incelemek igin diploid
seksitel ve triploid apomiktik Zaraxacum tirlerinde melezlemeler yapmmslardir.
Hibritlerin tireme sistemlerini agifa ¢ikarmak i¢in apomiktik olmayan diploid ve
triploid hibritler diploidlerle melezlenmis ve meydana gelen doéller analiz edilmigtir.
Ebeveynin iki diploid hibrit oldugu melezlemede tohum baglama oram 6nemli 6lgiide
azalmgstir. Buna karsithk fertil olarak tammlanan 9 hibrit tiir 3 tip igerisinde
smiflandindmigtir. Bunlar ‘A tipi (n+n hibritleri), B tipi (ntn ve 2n+n ya da 2nt0 ve
2n+n karigimu hibritler) ve C tipidir (sadece 2n+n hibritleri). C tipi bitkilerde yapilan
mikrosatellit analizler 2n yumurta hiicresinin bir restitiisyon mekanizmastyla
olustugunu isaret etmigtir. Bununla beraber tipki diger apomiktlerde oldugu gibi C tipi
bitkilerde de mikrosporogenesiz normal ilerlemistir. Bu sonuglar C tipi bitkilerinin
diplospori ile iirediklerini ama partenogenetik olmadiklarim gostermigtir. Bu tip bitkiler
diger apomiktik tiirlerde oldukg¢a nadirdir. Caligmada sonug¢ olarak, diplospori ve
partenogenez gibi apomiksi elementlerinin birbirinden bagimsiz olabilecegi
bildirilmigtir. Ayrica bu sonuglar Taraxacum’da apomiksi igin 6nerilen tek bir lokus

modeli ile gelisir. Bunun yerine aragtirmacilar 7araxacum’da apomiksiyi birkag lokusun

16



kontrol ettigini ileri stirmiislerdir.

Albertini vd. (2001), Poa pratensis’de sitolojik yontemler kullanarak yaptiklari
incelemeler sonucunda apospori ve partenogenezin birbirinden bagimsiz olabilecegini
bildirmiglerdir. Calismada seksiiel ve apomiktik ebeveynler arasinda melezlemeler
yapilarak F1 populasyonu elde edilmistir. Bu déllerin yaklagik yarisinin partenogenetik
oldugu bulunmugtur. Partenogenetik bu bitkilerde ve ayrica partenogenetik olmayan 2
bitkide de apospori tespit edilmistir. Bu sonuglar P. pratensis’de apospori ve
partenogenezin iki farkli genetik faktérle kontrol edildigini ve her iki siirecin de
gelisimsel olarak bagimsiz olabilecegini gostermistir.

Alves vd. (2001), Brezilya’da genis alanlarda kulturii yapilan tetraploid
apomiktik dogal bir tir olan Brachiaria brizantha (Poaceae)’nin pseudogamik olarak
oredigini tespit etmiglerdir. Caligmada bu tiire ait cigekler, stigmalar1 kesildigi zaman
tohum baglayamamugtir. Cinkii ¢ogu apomiktik bitkide oldugu gibi yumurta hiicresi
partenogenetik olarak gelisirken, endosperm i¢in dollenme gerekmektedir. Sitolojik
analizler polar niikleuslarin déllerierek triploid endosperm olusturdugunu gdstermistir.

Bicknell vd. (2000), iki Hieracium tirinde apomiktik {iremenin tek bir gen ile
kontrol edildigini bildirmistir. Calismada apomiktik Hieracium biyotipleri triploid H.
Diloselloides (20=27, x=9) ve aneuploid H. aurantiacum (2n=3x+4=31) ve seksiicl
biyotipler melezlenmistir. Bu bitkilerin déllerinde apomiksi hem haploid hem de diploid
erkek gametlerce taginabilen monogenik dominant bir karakter olarak kalitlannmstir.
Benzer diger sistemlerde oldugu gibi bu bitkilerin déllerinde de diploid apomiktlere
rastlamlmanmugtir. Aragtrmacilar bunun nedeninin haploid gametlere kars;i bir
seleksiyonun varligindan ziyade diploid zigotlarin hayatta kalmalarimi engelleyen bir
seleksiyonun olabilecegini belirtmiglerdir.

Koltunow vd. (2000), ploidileri farkh Hieracium bitkilerinde apomiksinin
gelisimsel olarak korunmadigim bildirmislerdir. Hieracium cinsinin baz iyeleri
fakiltatif apomiktikir. Bu tiirlerde iireme mekanizmasi apospori, otonom embriyo ve
endosperm geligimi olmak iizere 3 elemandan olusur. H. piloselloides (D3) ve H.
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aurantiacum (A3.4)’da apospor embriyo kesesinin meydana gelme zamam ve embriyo
kesesinin olugma gekli farklidir. Genetik ¢aligmalar her iki tiirde apomiksinin 3
elemaninin tek bir dominant lokus tarafindan kodlandigint géstermigtir. Bu ¢alismada,
D3 ve A3.4 kokenli bir grup Hieracium bitkisinde ve bunlarin hibritlerinde apomiktik
lireme mekanizmasi histolojik yontemlerle incelenmigtir. Buna karsin ebeveynlerde
gozlenen tireme sekline, incelenen bitkilerde rastlanilmarms, apomiksi elemanlarinda
degisiklikler meydana gelmistir. Bu sonuglara goére arastirmacilar, diger genetik
faktorlerin apomiksinin baslama zamam, yeri ve gelisme evrelerini etklileyebilecegini

bildirmiglerdir.

Noyes ve Rieseberg (2000), triploid Erigeron annuus’da apomiksinin
birbirinden bagimsiz iki lokus tarafindan kontrol edildigini bildirmislerdir. Erigeron
(4steraceae) genusunda 6 tirde diplosporik apomiksi tespit edilmistir. Bu galigmada,
triploid apomiktik E. annuus (2n=27) ve diploid seksitel E. strigosus (2n= 18) arasmda
yapilan bir melezlemeden elde edilen 130 F1 hibridinde apomiktik iireme agilum
incelenmistir. Molekiiler isaretleyici analizleri polisomik kalitlanan birbirine gok yakin
4 isaretleyicinin partenogenez ile iligkili oldugunu, univalent kalitimli 11 igaretleyicinin
ise sadece diplospori ile iligkili oldugunu géstermistir. Bu sonuca gére, diplospori ve
partenogenez birbirinden bagimsiz olarak kalitlanir. Diploid F1’lerde apomiksiye
rastlanmamustir. Aragtirmacilar bunun nedenin partenogenez lokusuna kars: resesif letal
gametofitik bir seleksiyonun var olmasi ve diplosporiyi tasiyan bodlgenin univalent
kalitim gdstermesi olabilecegini belirtmislerdir.

Bantin vd. (2001), Tripsacum dactyloides (Poaceae)’i partenogenez ¢alismak
i¢in dogal bir model sistem olarak belirlemiglerdir. Caligmada musir bitkisinin yakin
akrabas1 olan T. dactlyloides’de partenogenez ile ilgili genlerin ifadesi arastirilmugtir.
Ayrica diploid sekstiel ve poliploid apomiktik 7° dactyloides’in genom biytkliigi siras
ile 7.37 pg (2C), 14.74 pg (4C) ve 22.39 pg (6C) olarak belirlenmistir. Bu sonuca gére
diploid genom biiyiikliigii musirin yaklasik 1.35 katidir. Tohumlarin %92 oramnda
apomiksi ile meydana geldigi flow sitometrik tohum analizi ile gosterilmigtir.
Apomiktik tohumlarda mayoz gegirmemis yumurta hiicrelerinin %10. oraminda
dollendigi  bulunmustur. Ayrica tetraploidlerde embriyolanin kendiliginden gelistigi,
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endospermin ise déllenmeye ihtiyag duydugu isaretleyici genler (GUS) sayesinde

belirlenmigtir.

Bicknell vd. (2001), apospori ile iireyen Hieracium tirlerinde apomiksi
fonsiyonunu yitirmis mutantlar elde etmislerdir. Aragtirmada, Hieracium cinsi Pilosella
alt cinsindeki tirlerde apomiksinin tek bir lokusda dominant bir karakter olarak
aktarildigi ama apomiksinin ifade olma oraminin birbiri ile bagimsiz birka¢ modifiye
edici bolgenin etkisi altinda oldugu bildirilmigtir. Buna ek olarak, apomiksi ile ilgili
olabilecek bolgelerin belirlenebilmesi igin degisik yontemler uygulanmaya baglandigt
belirtilmektedir. Aragtirmacilar musir transpozon genleri, T-DNA ve gama igmlan
mutasyonlart araciliy1 ile mutantlar izole etmeye ¢alismugslardir. Aseksiiel tohumlanin
ismlanmasi sonucu toplam 69 stabil mutant elde edilmistir. Ayrica Agrobacterium
araciift ile elde edilmig iki mutantta sekstiel treme korunurken, apomiksi
kaybedilmistir. Bu mutantlarin birinde apomiksi aposporiyi baglatan 6nciil hiicrelerin
meydana gelmemesi nedeniyle, digerinde ise 6nciil hiicrelerin béliinmemesi nedeniyle

fonksiyonunu yitirmigtir.

Blakey vd. (2001), dogal apomiktik poliploid Tripsacum dactyloides’de
apomiksinin kaltimim aragtirmuglardr. Diploid seksiiel (20=2x=36) ve tetraploid
apomiktikler (2n=4x=72) arasinda yapilan melezlemeler sonucunda triploid doller
meydana gelmigtir. Triploid bu bitkilerin %50’si steril iken, bazilariin diplosporik
apomiktik tiremeden dolayr fertil olduBu tespit edilmistir. Dolayisiyla arastirmada bu
bitkilerde apomiksi ve fertilete arasinda bir iliski kurulmustur. Bu bitkilerde tohum
baglama oram1 mayoza egilim artinca azalmigtir. Ciinkii gametler esit oranda dagilim
gosterememistir. Ayrica, yukanda agiklanan fertilite ve 5 RFLP isaretleyicinin birlikte
agilm gosterdigi bulunmustur. Bu igaretleyicilerin musir bitkisinde benzer sekilde
fertiliteyi kontrol eden bélge tizerinde oldugu anlagilmugtir. Aragtirmacilar, musir ve
Tripsacum’da fertiliteyi kontrol eden genlerin korundugunu bildirmiglerdir.

Grimanelli vd. (2001), derlemelerinde gametofitik apomiksi ve kalitimi

hakkinda bilgi vermislerdir. Buna gére diplospon ve apospori olmak iizere iki farkl

stiregden meydana gelen gametofitik apomikside embriyo kesesi mayoz gegirmemis bir
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spordan koken alir. Seksiiel dreme ile aralaninda 3 temel farkhilik vardir. Bunlar
mayozun gergeklesmemesi (apomayoz), embriyonun déllenmeksizin olugmas:
(partenogenez) ve fonksiyonel bir endospermin olugmasidir. Apomiksi kalitsal bir
karakter olmasina ragmen genetik kontrolu heniiz agiklanamamistir. Bununla birlikte
aragtirmalar bazi tiirlerde apomiksinin monogenik olarak kontrol edildigini gostermistir.
Ayrica apomayoz ve partenogenezin hem birlikte hem de tamamen bagimsiz olarak -
agilim gosterebilecegi bulunmustur. Derlemede apomiksinin bugdaygil bitkilerinde
farkl1 genetik lokuslarin fonksiyonu sonucu ortaya ¢tkmuig olabilecegi belirtilmektedir.

Roche vd. (2001), seksiiel Pennisetum glaucum ve apomiktik F1 (P. glaucumx
P. squamulatum) arasinda yapilan melezlemelerde apospori 6zgin genomik bdlgenin
(AOGB) Mendel kurallarindan saptigin bildirmislerdir. Aragtirmacilar bunun nedeninin
seksiiel Greme ve embriyo gelisiminin erken safhalarinda 4 farkh streg esnasinda
olabilecegini belirtmiglerdir. Bunlar siras: ile mayoz boélinme, disi gametofit geligimi,

déllenme ve daha ileriki embriyo-endosperm gelisimi dénemleridir.
2.2, In vitro Rejenerasyon ve Genetik Transformasyonla ilgili Kaynaklar

De Block vd. (1984), rejenere olmus bitkilerde ve onlarin doéllerinde yabanci
genlerin ifadesini aragtirmuglardir. Caligmada kanamisin, kloramfenikol ve metotraksat
direng genleri igeren Agrobacterium suglan kullamlarak transgenik tattn bitkileri elde
edilmigtir. Bu transgenik bitkiler normal gelismelerini tamamlayarak tohum
tretmiglerdir. Arastirmacilar, bu sistemin difer bitkilere gen aktarmak i¢in de
kullanilabilecegini bildirmuglerdir.

Patton ve Meinke (1988), kiiltiire alinmg Arabidopsis thaliana kotiledonlarindan
bitki rejenerasyonunu arasturmuglardir. Yabarul tip 4. thaliana g¢esidi Colombia 1 mg/l
BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren MS besin ortamlarinda yuksek oranda rejenerasyon
vermigtir. Kotiledon eksplantlardan kiiltiiriin 2-3 . haftasindan sonra yiiksek oranda
siirgiin  rejenerasyonu elde edilmistir. Kiltirde transformasyon ¢ahismalarinda
kullanilan higromisin, kanamisin ve G-418 antibiyotiklerinin kotiledon eksplantlarinin

gelisimini ve siirgiin olusumunu engelledigi bildirilmistir. Ayrica, rejenerasyon yetenegi
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yliksek olan kotiledon eksplantlarinin gen aktarimu ¢aligmalan igin uygun bir materyal
oldugu belirtilmistir.

Raineri vd. (1990), geltik bitkisinin genetik transformasyonunu arastirmuglardir.
Yabanul tip Agrobacterium tumefaciens susu A281 ile inokile edilen celtik embriyolar1
bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen MS besin ortamlannda tiimérogenik kallus
olusturmustur. Bu dokularin DNA hibridizasyon analizleri sonucunda T-DNA’n ¢eltik

genomunda var oldugu bildirilmistir.

Blake vd. (1991), PCR’1n Agrobacterium aracilif ile yapilan transformasyon
¢aligmalannda, bitki genomuna aktarilan genlerin varligini tespit etmek igin alternatif
bir teknik olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Caligmada, 4. tumefaciens aracilit
ile kanamisin direng geni (NPTII) ve GUS geni aktarilmug transgenik yoncalarda bu
genlerin varliklar1 PCR ile tespit edilmigtir.

Ozcan vd. (1992), bezelye bitkisinin olgunlasmamus kotiledonlarindan in
vitro’da adventif sirgiin rejenerasyonunu aragtirmuglardir. Yiksek oranda siirgin
rejenerasyonu, kallus gelisimini takiben 0.5 mg/l BAP ve 4 mg/l NAA iceren MS
ortaminda meydana gelmigtir. Embriyo ucunun baglandigi kotiledon bolgelerinin
yiiksek rejenerasyon potansiyeline sahip oldufunu, ancak embriyo ucunun varligimn
adventif siirgiin olusumunu engelledigini bildirmiglerdir. Ortama gimis nitrat

eklenmesi siirgiin say1sin artirmamgtir.

Wu vd. (1992), in vitro’da Arabidopsis thaliana zigotik embriyolaninin
kultiiriinden bitki rejenerasyonu eldesini aragtirmmglardir. A. thaliana zigotik embriyolan
in vitro’da 3 farkli tipde rejenerasyon gostermigtir; 1) Normal bitki geligimi 2)
Morfogenetik kallus olusumu 3) Somatik embriyogenez. Zigotik embriyolar
gelisimlerinin erken safhalarinda mekanik olarak izole edilip sivi B5 besin
ortamalarinda kiltire almmustir. Caligmada ancak globiiler safhaya ulasmg

embriyolardan rejenerasyon elde edilebilmigtir.

Hassan vd. (1993), bazi Rubus genotiplerine Agrobacterium aracilig: ile gen
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aktarimun aragtirmuglardir.  Caligmada yaprak ve intemnodlardan alinmug eksplantlarin
rejenerasyon yetenekleri iizerine gesitli sitokinin, oksin ve antibiyotiklerin etkisi
aragtirilmustir. Sitokininlerden TDZ (Thidiazuron) yiiksek oranda siirgiin verirken BA
(benzyladenine) herhangi bir rejenerasyon vermemistir. Oksinler ise rejenerasyonu
artirmamustir. Antibiyotiklerden kanamisin organogenezi énemli dlgiide azaltmug hatta
yitksek oranda kanamisin igeren besin ortamlaninda organogenez elde edilememistir.
Ardindan, NPT II/ GUS ve NPT II/ GAT genlerini tagiyan Agrobacterium tumefaciens
suslan kullamlarak transgenik bitkiler elde edilmistir.

Bachem vd. (1994), polifenol oksidaz geninin antisense inhibisyonu ile patates
yumrularinda enzimatik kahverengilesmenin engellendigini bildirmiglerdir. Caliymada,
in vitro’da MS besin ortamlarinda biyiitilen patates bitkilerinden kesilen bogumarasi
eksplantlann Agrobacterium tumefaciens susu GV3101 ile transforme edilmistir.
Antisense polifenol oksidaz geni patates yumrulannda 6zellikle melanin olugumunu

engellemigtir.

Barghchi vd. (1994), Arabidopsis thaliana’m C24 ve Landsberg erecta
ekotiplerine  ait olgunlagmamig kotiledon eksplantlarindan yiksek oranda
transformasyon elde etmislerdir. Caligmada en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0.1 mg/l
BA ve 0.1-0.4 mg/l NAA iceren MS besin ortamlarindan kiiltiirin ikinci haftasindan
sonra bagarlmugtir. Aragtirmacilar bu rejenerasyon sistemini Agrobacterium aracilifn ile
genetik transformasyon metodunu kullanarak, yiiksek oranda transgenik bitki elde
edilebilecegini bildirmiglerdir.

Courtney- Gutterson vd. (1994), Agrobacterium transformasyonu aracihf ile
Chrysanthemum bitkisinde ¢igek rengini modifiye etmeye galismuglardir. Caligmada,
kimerik chalcone sentaz (CHS) geni, hem sense hem de antisense diizende pembe
¢icekli bitkilere aktaniimigtir. Transgenik bu bitkiler arasinda tamamen beyaz veya uguk
pembe renkte gigekleri olan bitkiler tepit edilmistir. Buna karsin kontrol bitkilerde beyaz
gigekli bitkilere rastlamlmamugtir. Aragtrmacilar, ¢igeklerdeki beyaz rengin tarla
denemeleri sirasinda nesiller arasinda korunan bir 6zellik oldugunu bildirmislerdir.
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Kunik vd. (1994), viriislere karst direngli transgenik domates bitkileri elde
etmiglerdir. Virislere kars1 direng saglayan TYLCV (domates sart kivirciklik virisi)
manto proteini geni Agrobacterium tumefaciens aracilifn ile domates bitkilerine
aktanlmugtir. Caligmada ilgili geni tasiyan bitiin transgenik domateslerin virtislere kars1
direngli olduklan bildirilmistir.

Turgut vd. (1998), Brassica napus L. Topaz ¢esidine ait kotiledon eksplantlarini
kullanarak cesitli bitki bilytime diizenleyicilerinin in vitro siirgiin olusumu tzerine
etkilerini arastirmuglardir. Caliymada gesitli sitokinin ve oksinler ile iki tip kotiledon
eksplanti kullanilmig olup, yitksek oranda adventif siirgiin elde edilmigtir. 2/3 distal
kotiledon eksplantlarn 2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda,
kotiledon + petiol eksplantlan ise 4 mg/l BAP ve 2 mg/l Kinetin ve 0.1 mg/l NAA
iceren MS ortaminda yiiksek oranda (sirasi ile %80 ve %90) adventif siirgiin
vermiglerdir. Caligmada, ayrica kotiledon eksplantlanimin diger tiirlerde de iyi
rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu belirtilmistir.

Hong ve Debergh (1995), in vitro’da Allium porrum fideleri siirgiin ucu
eksplantlarindan somatik embriyo eldesini aragtirmuglardir. Caligmalarinda gesitli bitki
biyiime diizenleyicileri igeren modifiye edilmis B5 besin ortamlan kullanmilmugtir.
Kiltir siirgiinlerin ¢ogaltilmasi, noduler kallus indiiksiyonu ile somatik embriyolarin
dretilmesinden olusmustur. Calismada 2.4-D’in somatik embriyo eldesi igin besin
ortaminda mutlaka bulunmas: gerektigi bildirilmistir.

Martineau vd. (1995), domates ovaryumlarinda sitokininlerin miktarim
molekiiler seviyede duzenleyerek meyveleri sert transgenik bitkiler iiretmiglerdir.
Calismada, domates bitkisine Agrobacterium aracilift ile sitokinin biyosentezinde
anahtar bir enzim olan kimerik isopentil transferaz (ipf) geni aktarilmugtir. Domates
ovaryumlarinda yiiksek oranda ifade olabilecek gekilde diizenlenen ipt geni transgenik
domates ovaryumlarinda sitokinin seviyesini yiikseltmigtir. Tarla kogullarinda ard arda
3 sene boyunca yapilan testlerde transgenik bitkilerde sert meyve sayisimn yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.
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Taylor vd. (1996), kasava (Manihot esculenta) bitkisinde kallus ve suspansiyon
kultarleri gelistirmiglerdir. Calismada embriyogenik doku gelisimi kontroliinde oksin ve
temel tuzlarin etkisi ortaya ¢ikarilmugtir. Kiltiirler Gresshoff ve Doy temel besin
ortamlarinda picloram varhi@inda yiritilmiis, yitksek oranlarda rejenerasyon elde
edilmigtir. Aragtirmacilar bu rejenerasyon sisteminin transgenik kasava elde etmede

kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Luo ve Koop (1997), kiltire alinms Arabidopsis thaliana olgunlagmamig
zigotik embriyo ve yaprak protoplastlarindan somatik embriyo eldesini aragtirmuglardir.
Olgunlagsmams zigotik embriyolar 6, yapraklar ise 5 farkli ekotipden alinmugtir. Iki
kiiltir sisteminde de deneysel sartlar somatik embriyo induksiyonu i¢in kurulmugtur.
Calismada her iki eksplant tipi i¢in en uygun ekotip, gelisme dénemi ve bitki biyiime
dazenleyicileri tespit edilmigtir.

Khalafalla ve Hattori (1999), Vicia faba kotiledon eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonunu arastirmiglardir. Kotiledon eksplantlart BAP ve TDZ igeren MS besin
ortamlarinda yiiksek oranda adventif siirgiin vermigtir. Caligmada siirgiinlerin 0.5 mg/1
NAA igeren % kuvvet MS ortaminda koklendirildigi bildirilmigtir.

Luo vd. (1999), Astragalus adsurgens kallus kiiltiirlerinde somatik embriyo ve
bitki rejenerasyonunu aragtirmuglardir. Embriyogenik kallus, hipokotil eksplantlarindan
2 mg/l 2,4 D ve 0.5 mg/l BA igeren MS besin ortamundan elde edilmigtir. Somatik
embriyolar ise 1-2 mg/l BA ve 0.1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda iiretilmigtir.
Calismada embriyolar tam bitkiciklere hi¢ bir bitki biiytime diizenleyicisi icermeyen Y
MS besin ortaminda dénigtirilmiigtiir.

Victor vd. (1999), yerfistifi tohumlanindan siirgiin rejenerasyonuna TDZ ve
BAP’in etkilerini aragtirmuglardir. Yerfistig1 tohumlan 2.2 mg/l TDZ igeren MS besin
ortaminda somatik embriyo, 11.26 mg/l BAP igeren MS besin ortaminda ise siirgiin

rejenerasyonu vermistir.
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Gaj (2001), Arabidopsis thaliana’m in vitro’da olgunlagmams zigotik
embriyolarini1  kullanarak  rejenerasyonunu  arastirmiglardir.  Farkli  gelisme
donemlerindeki embriyolardan alinan eksplantlar 1.1 mg/l 2,4 D igeren BS besin
ortamlarinda yiiksek oranda somatik embriyo vermistir. Caliymada eksplantlardan
alinan zigotik embriyo gelisim donemlerinin rejenerasyon oramm etkiledigi

belirtilmigtir.

Hamama vd. (2001), jojoba yaprak dokularindan somatik embriyo
rejenerasyonunu arastirmuglardir. Calismada oncelikle yaprak eksplantlar degisik bitki
biiyiime diizenleyicileri igeren %2 MS besin ortaminda kiiltiire alinmigtir. Buradan elde
edilen embriyogenik kalluslar somatik embriyo olusturmak tzere degisik bitki biyiime
diizenleyicileri igeren MS besin ortamlarinda alt kiiltire alinmg ve yiksek oranda
stirgiin elde edilmigtir.

Polanco ve Ruiz (2001), mercimek bitkisine ait 4 ¢esidin olgunlagmamis
tohumlarindan bitki rejenerasyonuna etki eden faktorleri arastumislardir. Boyutlar: 1 ve
6 mm arasinda degisen olgunlagmamus tohumlar in vitro’da degisik miktarlarda bitki
bityiime diizenleyicileri igeren 10 farkli MS besin ortaminda kiltiire alinmugtir. Stirgiin
rejenerasyonu kiltiirin 4. haftasindan sonra BAP igeren MS ortaminda meydana
gelmigtir. Caligmada, tohum boyutunun rejenerasyon oranina etkili oldugu bildirilmistir.

Tawfik ve Noga (2001), Cuminum cyminum L. hipokotil ve gévde segmentlerine
ait eksplantlardan stirgiin rejenerasyonuna etki eden faktorleri arastlrmlslardir.
Caligmada, yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu 0.5 mg/l BA igceren MS besin
ortamlarinda govde bogum aralarindan kesilmis eksplantlardan elde edilmigtir.
Siirgiinler bitki biiyiime diizenleyicileri igermeyen MS besin ortaminda kéklendirilirken,
bitkilerin hayatta kalma oranlan polyetilen glikol kullanarak %73 oranda arttif
bildirilmigtir.

Tivarekar ve Eapen (2001), Vigna radiata ogunlagsmams kotiledonlarindan bitki
rejenerasyonunu aragtirmuglardir. Hasat edilmeden bir hafta 6nce embriyolardan izole
edilen olgunlagmamusg kotiledonlar BA, TDZ, Giberellik asit ve IAA gibi bitki biytime
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diizenleyicileri igeren MS besin ortamlaninda kiiltiire alinmugtir. En yiksek siirgiin
rejenerasyonu BAP ve IAA igeren ortamlarda gozlenmigtir. Caliymada aktif komiiriin
stirgiin olusumunu engelledigi bildirilmistir.

2.3. Embriyo Kesesi Gelisimi ile Ilgili Kaynaklar

Bocher (1951), Arabis holboellii’nin farkli varyetelerinde polen ve embriyo
kesesi gelisimlerini aragttrmuglardir. Orijini Greenland olan, arastirmada kullamlan
materyaller Kopenhak Botanik'Bahcesinden elde edilmigtir. Tohumlar Nisan ayinda
ekilmis ve bunu takip eden ilk mevsimde rozetler olusmustur. Buna karsin bitkiler
ancak 1 yil sonra gigeklenmigtir. Calismada, diploid ve triploid materyallerde oviil
temizleme teknifi ve sitolojik gozlemlerle embriyo kesesi ve polen gelisimi
incelenmigtir. Buna gore, sekstiel diploid materyallerde mayoz normal diizende
ilerlerken, triploidlerde durum farklidir. Triploidlerde embriyo kesesi ve polen mayoz
boliinme gegirmeksizin, apomayoz ile meydana gelir. Apomayozde embriyo kesesi ana
hiicresi tam bir mayoz gecirmez ve seksiiel siireglerin tersine tetrad yerine dyad
olugturur. Ardindan dyadlardan iistte bulunan hiicre dejenere olurken geriye kalan hiicre
mitotik boliinmeler ile kromozom sayist indirgenmemis bir embriyo kesesi meydana
getirir (Taraxacum tipi). Polen diploidlerde normal mayoz ile olugurken triploidlerde
hem mayotik hem de apomayotik siiregler gozlendigi bildirilmistir. Triploidlerde mayoz
sonucu, ¢ofunlukla kromozom sayis1 birbirinden farkli polenler meydana gelmigtir.
Mayoz gecirmemis polen ¢imlenebilme yetenegine sahiptir, ama emaskulasyon
steriliteye neden olur. Embriyo kesesinde yumurta ve merkezi hiicre nukleuslari
etrafinda polen nukleusu gozlenmis olmasina karsin, déllenme ile karsilagiimamugtir.
Triploid materyallerde endosperm nukleusu hekzaploid iken, diploidlerde tetraploiddir.
Embriyo merkezi hiicrekerin endospermi olusturmasindan hemen sonra mikropilar ugda

gelismeye baglar.

Young vd. (1979), baz1 bugdaygil tirlerinin Gireme sistemelerini belirlemek igin
temizlenmis (cleared) pistil ve kalin kesit alma tekniklerini gelistirmiglerdir. Caligmada,
Cenchrus ciliaris’de seksiiel ve aposporik embriyo kesesi gelisimi ortaya ¢ikarilmugtir,
Ik teknikte Cenchrus ciliaris pistilleri formalin-asetik asit-atkol (FAA) igerisinde fikse
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edilmis ve metil salisilatta temizlenerek, interferans kontrast mikroskobunda
incelenmigtir. ikinci teknikde ise, pistiller plastik igerisine gomiilmiis, kesit alinmis ve
151k mikroskobunda incelennli§ﬁr. Arastirmacilar her iki teknigin de embriyo kesesi
morfolojisi tizerinde ayn1 sonucu gésterdigini, buna kargin temizlenmis pistil tekniginin

digerine gore daha basit ve hizli oldugunu bildirmiglerdir.

Crane ve Carman (1987), Dogu Avustralya ve Yeni Zellenda kokenli Elymus
rectisetus’da apomiksi mekanizmalarimt aragtwmuglardir. Caligmada birbirinden farkl
bolgelerden toplanmus hekzaploid 23 Elymus ekotipinde, temizlenmig ovil teknigi
kullamlarak megasporogenesiz arastinlougtir. Bu ¢esitler arasinda 17 tanesinin
apomiksi ile tredigi bildirilmigtir. Seksiiel gesitlerde mayoz, Poliganum tiptedir.
Apomiktik gelisim ise mayotik gelismeye gore daha yavas ilerlemis ve dyad (2n),
hemidyad veya direk binukleatat embriyo kesesi olugumu ile sonlanmugstir. Dyad
olustugunda iki hiicreden biri dejenere olurken kalazal kisimdaki genisleyip 8 hicreli
embriyo kesesine donigmiigtir. Buna karsin polen geligiminin sekstiel ve

apomiktiklerde normal oldugu bildirilmigtir.

Carman vd. (1991), diplosporik Elymus rectisetus ve seksiiel akrabasi Elymus
scabrus’da megasporogenez sirasinda hiicre duvari yapilarnim karsilagtirmmglardir. Hiicre
duvar yapilani morfolojisinde belirgin farkliliklar bildirilmistir. Profaz ve metafaz 1
sirasinda mayotik megaspor ana hiicresi mikropilar duvan, apomiktik olanlardan ¢ok
daha kalindir. Buna karsin, kalazal duvar kahnligimn erken safhada farkli olmadig
bildirilmigtir. Mayotik tetrad ve dyad’larin mikropilar, kalazal ve lateral hiicreleri
apomayotik megaspor ana hiicresi dyad ve binukleatat hiicrelerinden daha kalindir.
Calismada ayrica, seksiiel angiospermlerde megaspor ana hiicre duvarlan etrafinda
biriken kalloz arastirilmugtir. Sitolojik incelemeler kallozun E. scabrus megaspor ana
hiicre duvarlan etrafinda biriktigini, ama apomiktik E. recfisetus’da birikmedigini
ortaya ¢ikarmigtir. Aragtirmacilar, E. rectisetus megaspor ana hiicrelerinin sekil ve
duvar yapilaninin seksiiel akrabasi E. scabrus’dan farklt olmasimn nedeninin kalloz
eksikligi olabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica, diger diplosporik tirlerde de kalloz
birikiminde eksiklik oldugunu ve bu 6zelligin diplosporik bitkiler igin genel bir ézellik

olabilecegini belirtmiglerdir.
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Leblanc vd. (1995), baz Tripsacum tirlerinde megasporogenez ve
megagametogenezi aragtirmalardir. Aragtirmacilar, 7ripsacum’un musir 1slahi igin
apomiksi gibi 6nemli karakterler saglayacagini bildirmislerdir. Calismada, 10 farkli
Tripsacum tirinin Ureme biyolojisi benzil benzoat-dibutil pitalat solusyonunda
temizlenmis oviillerde interferans kontrast mikroskobu kullamlarak incelenmistir.
Ayrica, anilin mavisi solusyonu ile megasporogenez esnasinda kalloz birikimi
aragtirlmistir. Diploid genotipdeki bitkilerin seksiiel siireglerle poliploid formlann ise
diplosporik apomiksi {(4ntennaria tip) ile uredikleri bildirilmistir. Bununla beraber az
sayida Taraxacum tip diplospori de gdzlenmigtir. Ayrica, sitolojik incelemeler kalloz

Roy (1995), Arabis tirlerindeki dogal dreme sistemlerini aragtirmgtir.
Calismada enzim elektroforezi, melezleme ve sitolojik yontemler kullanilarak 6 farkli
Arabis tirimiin {ireme sistemi incelenmigtir. Buna gére, ploidi seviyeleri farkli (2n, 3n
ve 4n) ve allozim varyasyonu nispeten yiiksek 4. holboellii’nin pseudogamik apomiksi
ile Gredigi bildirilmigtir. Melezleme ¢aligmalart A. holboellii’nin tohum baglayabilmesi
i¢in polene ihtiyag duydugunu ortaya ¢ikarmustir. 4. gunnisoniana (3n) ve A. lignifera
(2n) ise pseudogamik apomiksi ile itremesine ragmen populasyonlarda allozim
varyasyonu gézlenmemistir Hem A. lignefera hem de A. gunnisoniana
populasyonlarinda izoenzim varyasyonu belirlenemediginden pseugamiyi test etmek
i¢in A. holboellii polenleri kullamlmstir. 4. lignifera x A. holboellii melezleri basarisiz
olurken, A. gunnisoniana x A. holboellii melezleri tohum baglamustir. A. drummondii
ve A. crandallii’nin seksiel yollarla tiredigi bildirilmigtir. Buna karsin 4. hirsuta’mn

treme sistemi anlagilamamugtir.

Schneitz vd. (1995), Arabidopsis thaliana’da yabami-tip oviill gelisimini
aragtirmuglardir. Caligmada, oviil gelisiminin erken safhalarindan 8 niikleuslu
endosperm safthasina kadar olan biitiin siiregler tammlanmugtir. Sitolojik gézlemler
boyanmug ve hemen ardindan temizlenmis oviillerde 151k mikroskobu ile yapilmistir. Bu
sayede hem fazla sayida oviil incelenmis, hem de zaman alic: diger tekniklerden

kagimilmugtir. Aragtirmacilar oviliin nispeten kugiik bir organ oldugunu ve gelisimi
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esnasinda ii¢ farkhi elementden ibaret oldugunu belirtmislerdir. Bunlar distal ucda
megaspora koken veren hiicreleri igeren nusellus, integumentlerle cevrili kalaza ve
proksimal ugda vaskiler dokulari igeren funikulusdur. Bu 3 element oviil gelisiminin
¢ok erken safhalarinda belirginlesir. Megaspor ana hiicresi nusellusdan gelisir ve mayoz
bolinme gegirerek tetradlarnt meydana getirir. Ardindan tetrad igerisinde fonksiyonel
olmayan 3 nukleus dejenere olurken geriye kalan ¢ekirdek ard arda mitoz boliinmeler

gegirerek 8 nukleuslu embriyo kesesini olusturur (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Arabidopsiste yabanil-tip ovill geligimi. (A-C) Elektron mikroskobu gekimleri. (D-IF) Isik
mikroskobu gekimleri. (A-D) Megaspor ana hiicresi farkhilagmasi oncesinde oviil primordiyumu
belirginlesir. (B, E) Nusellus igerisinde geligmis tetrad ile i¢ ve dis integil tleri belirginl
baslamjs ovill. (C, F) Dollenmeden hemen sonra olgun oviil. (C) Oviilun alt kisminda embnyo
kesesi igine sperm hitcrelerinin aktarildigi mikropilde gelismeye baglamis ve funikulusa yapigmig
bir polen tupi gorulmektedir. (F) Dollenme yoklugunda embriyo kesesi igerisinde farkhi hicre
tipleri agikea gorilmektedir. Kisaltmalar; ap, antipodal hiicreler; cc, merkezi hiicreler; ch, kalaza,
ec, yumurta hicresi; et, endotelyum; fu, funikulus; ii, i integtiment; mp, mikropil; nu, nusellus;
oi, dig integiiment; syn, sinerjid; tet, tetrad; vs, vaskuler bag

Peel vd. (1997b), bugday ve apomiktik Elymus rectisetus’un melezlenmesi ile
elde edilmis hibritlerde mayotik anomalileri aragtirnuglardir. Calismada, bugday (2n=
6x=42, AABBDD) ile diplosporik ve 2n polen iireten Elymus rectisetus (2n=6x=42,
StStYYWW) melezlenmis ve elde edilen 4 hibritde (20=9x=ABDSIStYYWW)
apomayoz ve 2n polen olusumunu aragtirmusglardir. Pistiller kalloz birikimi ve sitolojik
gozlemler igin temizlenmigtir. Cou megaspor ana huicresinde kalloz seksuel tarlerdeki
gibi birikirken pistillerin %4.7’sinde kalloz gozlenmemistir. Bu ozelilik k. rectisetus’a

ail megaspor ana hiicrelerinde gozlenen apomayoz ile aymdir. Hibritlerde 2n



kromozomlu polen olusumu ile karsilasilmasa bile g¢ok sayida mayoz anamolileri

bildirilmistir.

Barcaccia vd. (1997), Poa pratensis L. seksiiel ve apomiktik genotipleri
arasindaki melezleme ile elde edilen déllerde RAPD ve flow sitometri analizleri
kullanarak parental genomun kaliimim arastirmuglardir. Poa pratensis fakiltatif
aposporik olmasina kargin, obligat apomiksiden seksiiel tiremeye kadar gesitli tireme
sekillerine sahiptir. Ayrica kendilenme de gozlenmektedir. Calismada, seksiiel ve
apomiktik genotiplerin melezlenmesi ile elde edilmis 9 farkli d6l analiz edilmistir. Flow
sitometri ve RAPD analizlerinin melezleme veya apomiktik siireclerle olugsmug dolleri

ayirt edebilmek igin etkin teknikler oldugu bildirilmistir.

Naumova (1997), tropikal yem bitkilerinde sitolojik ve fonksiyonel agidan
apomiksiyi aragtirmustir. Calismada, bu bitkilerde apomiksiyi sitolojik olarak belirlemek
uizere kalloz testi, temizleme metodlari, embriyo kesesi analizleri, flow sitometri ve
elektron mikroskobu gibi degisik teknikler kargilastinlmugtir. Ayrica, seksiiel iireme,

diplospori ve apospori tanimlanmugtir.

Peel vd. (1997a), diplosporik Eragrostis curvula ve Tripsacum tirleri ile
aposporik Pennisetum ciliare, Pennisetum squamulatum ve Poa pratensis’de megaspor
ana hiicresi etrafinda kalloz birikimini aragtirmuglardir. Caligmada, pistiller anilin mavisi
iceren ortamlarda temizlenmis ve UV mikroskobunda incelenmistir. Arastirmada
incelenen 376 pistil arasinda sadece 1 tanesinde kalloz birikimi gézlenmistir. Bu pistilin
Eragrostis curvula’dan alindig1 ve muhtemelen fakiiltatif seksiiel oldugu belirtilmigtir.
Arastirmacilar, megasporogenezde kalloz eksikliginin ¢ogu diplosporik tiir i¢in genel
bir 6zellik olabilecegini bildirmislerdir. Buna ek olarak, aposporik tiirlerde de megaspor

ana hiicresi etrafindaki kalloz miktarinin az oldugu bildirilmistir.

Koltunow vd. (1998), Hieracium’da seksiiel ve apomiktik gelisimleri
aragtirmislardir. Caliymada ¢ogu tyesi apomiktik olan Hieracium cinsine ait seksiiel ve
apomiktik tiirler iizerinde sitolojik arastirmalar yapilmus, apomiktik ve seksiiel iireme

karsilagtirlmugtir. Sekstiel bir tiir olan H. pilosella embriyo kesesinin Poliganum tipde
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oldugu ve tohum baglamak i¢in déllenmeye ihtiya¢ duydugu bildirilmigtir. Buna kargin,
H. aurantiacum ve H. piloselloides otonom aposporik apomiktik oldugu ve bu tiirlerde
hem embriyonun hem de endosperminin kendiliginden déllenme olmaksizin meydana

geldigi belirtilmistir.

Naumova vd. (1999), Brachiaria decumbens’in diploid ve tetraploid
genotiplerinde apomiksi ve seksiiel tremeyi aragtirmuglardir. Calismada, diploid ve
tetraploid genotiplerde mayotik ve aposporik embriyo kesesi geligimi ile endosperm
gelisimi sitolojik agidan incelenmistir. Hem diploid hem de tetraploid genotiplerin
fakiiltatif apomiktik oldugu bildirilmigtir. Obligat seksiiel diploid bulunamamustir.
Di(ha)ploidlerde ise apomiksinin gorinme orani tetraploidlere gére daha dusik
olmugtur. Bunlara gore arastirmacilar, B. decumbens’in iremesinde diploid-tetraploid-

(di) haploid dongiiniin devam ettigini ama triploidlerin olusmadigin ileri siirmiislerdir.

Matzk vd. (2000), baz1 monokotil ve dikotil bitkilerin olgunlagmig tohumlarini
kullanarak tireme sistemlerini aragtirmiglardir. Caligmada, obligat ve fakiiltatif
apomiktik veya seksiiel 32 tiire ait tohum 6mekleri flow sitometri ile analiz edilmigtir.
Sonugta, disi ve erkek gametlerin mayoz gegirip gegirmemelerine, embriyonun zigotik
veya partenogenetik yolla olusmasina ve endospermin otonom veya pseudogamik
olmasina bagl olarak 10 farkli tireme stireci tammlanmugtir. Aragtirmacilar bu tarama
sisteminin seksiiel tiirlerde sporofitik veya gametofitik mutantlarin se¢iminde, fakiltatif
apomiktik tiirlerden seksiiel ve obligat apomiktik genotiplerin ayrilmasinda ve 6zgiin

iireme siireglerinin kalitimini incelemede ¢ok yararli olabilecegini bildirmislerdir.

Matzk vd. (2001), Hypericum perforatum’un iireme sistemini aragtirmuglardir.
Calismada, fakiiltatif apomiktik H. perferatum’a ait 113 genotipin tireme sistemleri
olgunlagmug tohumlar kullanilarak flow sitometri ile analiz edilmistir. Bu analiz sistemi
seksiiel ve asekstel treme siireglerini birbirinden ayirt eder. Aragtrmacilar AH.
perfaratum’da birbirinden farkli 11 treme sekli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ilk
kez, bazi genotiplerde endospermin kendiliginden, déllenme olmaksizin olustugu ama
embriyonun seksiiel siireglerle meydana geldigi bildirilmigtir. Buna ek olarak, heniiz

tam olarak agiklanamamig bir mekanizma ile olusmus diploid bitkiler kesfedilmistir.




Cogu bitkinin tetraploid, fakiiltatif seksiiel veya apomiktik olmasmna karsin, diploid
obligat seksiiel ve tetraploid obligat apomiktik bitkiler de bildirilmistir. Yine gok sayida
mayoz gecirmis olmasina ragmen partenogenetik olarak gelismis veya mayoz
gecirmemis ama  dollenmis  yumurta hicrelerinden  olusmus  embriyolarla
kargilagilmistir. Endosperm ise g¢ogunlukla aposporik embriyo kesesinde merkezi

hiicrelerin dollenmesi sonucu pseudogami ile geligmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Genel Doku Kiiltiirii Kosullar

Bitin doku kiiltiirii galismalar1 steril kabin igerisinde yiiriitilmis olup,
diseksiyonda kullarlan aletler (pens, bisturi vd.) %99 luk etil alkole batirildiktan sonra
alevden gegirilmigtir. Eksplantlar, 9 cm’lik cam petri kablarinda kiiltiire alinmigtir. Petri
kablarimin etrafini sarmak igin strech film kullamilmustir. Murashige ve Skoog (1962)
besin ortami (Cizelge 3.1) biitin ¢alismalarda temel ortam olarak kullamlmustir.
Kiltirler, sicakligi 25 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik 4000 lix 151k
siddeti olan kiltiir odalarinda gelismeye birakilmigtir. Caligmada kullanilan petri kaplar
ve diger cam malzemeler ya Pasteur firminda 180 °C’de 2 saat boyunca kuru, ya da
otoklavda 120 °C’de 20 dakika siirede yiiksek sicaklik ve basing ile steril edilmistir.

3.2. Steril Kosullarda Fidelerin Biiyiitiilmesi

Arabis turlerine ait tohumlann yiizey sterilizasyonu %10’luk ticari sodyum
hipokloritde 10 dakika siire ile yaptlmistir. Daha sonra, ii¢ defa steril sudan gegirilen
tohumlar ¢imlendirme igin agar ile katilagtmlms Murashige ve Skoog (MS) besin
ortamimna alinmistir. Tohumlar sicakligi 25 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat
karanlik olan kiiltiir odalarinda ¢imlendirilmistir.

3.3. Doku Kiiltiirii ve Bakteri Kiiltiirii Ortamlan

Doku kiltarii ¢aligmalarinda temel olarak hazir MS besin ortamu (Sigma M-
5519) kullanilmistir. Hazir MS ortamina %3 oraninda sitkroz ve %0.8 oraninda agar
ilave edilmistir. Katilastirmadan énce 1 N NaOH veya 1 N HCI kullanularak pH= 5.7’ye
ayarlanmugtir. Ortamlara biiyiime diizenleyicileri tiretici firma tarafindan o6nerilen
kullanim talimatlarina gore eklenmistir. Bitki bilyiime diizenleyicileri olarak, oksin ve
sitokininler kullanilmigtir. Naftalenasetik 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 ¢oziilmistiir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortaminda bulunan maddeler ve
konsantrasyonlar

MADDELER (mg/l)

I) Makro Elementler

NH,NO; 1650.000
KNO; 1900.000
CaCl, 2H;0 440.000
MgS04.7H;0 370.000
KH,PO,4 170.000

II) Mikro Elementler

KI 0.830
H3;BO; 6.200
MnS04.4H,0 22.300
ZnS04.7H;0 8.600
Na,Mo004.2H,0 0.250
CuS045H0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeS04.7H,0 2.780
Titriplex III 37.300
1) Vitaminler

Myo-inositol 100
Nicotonic acid 0.500
Pyrodoxine-HCl 0.500
Thiamine-HCl 0.100
Glycine 2
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Bakteri kiltiirlerinin iretilmesinde Luria Broth (LB) besin ortarm kullanilmustir.
LB besin ortamu 1 litre’de 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extract ve 5 g NaCl
igerir. LB ortami 1 N NaOH ile pH= 7.4 ayarlanmustir. Sivi bakteri kultiirleri uygun
antibiyotikleri iceren LB besin ortaminda -80 °C’de saklanmis gliserol stoklardan
biiyiitilmiistir. Ardindan bir 6ze yardim ile agarli besi ortaminda tek koloniler elde
edilmigtir. Transformasyonda kullanilan bakteriler bu tek kolonilerden sivi LB besin
ortamlarinda bir gece siireyle 28 ’C’de orbital bir ¢alkalayicida iretilmistir.
Seleksiyonda kullanilan antibiyotikler, otoklav sonrast ortamlar yaklagik 40 C’ye kadar
sogutulduktan sonra, filtre sterilizasyonu ile ilave edilmistir. Gliserol stoklar ise 2 ml’lik
tipler igerisinde %60 gliserol ve %40 LB igeren solusyonlann tek koloniden iiretilmis
bakteri kiiltirleri ile bire bir oranda kanstinlmasiyla hazirlanmustir. Bu stoklar —80
%C’de saklanmustir. Tim besin ortamlan 121 °C’de 20 dakika siirede otoklavda steril

edilmistir.
3.4. In Vitro Rejenerasyon Calismalar

In vitro rejenerasyon ¢alismalarinda aseptik sartlar altinda ¢imlendirilmis 7
ginliik veya 4 haftalik fidelerden alinan gesitli eksplantlarla (hipokotil, kotiledon,
yaprak ve kok), bu bitkilere ait gigeklerden gelismis baklalardan steril sartlar altinda
cikanlan olgunlagmamis embriyolar kullamlmugstir. Eksplantlar, igerisinde 30 ml MS
besin ortam: ile %3 oramnda siikroz, %0.8 oraminda agar ve gesitli bitki biyiime
diizenleycileri (BAP, TDZ, NAA ve 2,4-D) igeren 9 cm’lik petri kablarinda kiiltire
alinmustir. Her bir petri kabina 10 eksplant yerlestirilmis, bitiin kultirler 25 °Cde
fotoperyodu 16 saat aydinhk/8 saat karanlik olan kultir odalarinda gelismeye
birakilmistir. Deneme basina 100 eksplant kullamlmis, her deneme en az 3 kez
tekrarlanmustir. Eksplantlar her 15 giinde bir alt kiiltire alinmustir. Rejenerasyon
calismalanindan elde edilen adventif siirginler igerisinde torf ve kum karigimu (1 :3) olan
viyollere aktarilmigtir. Nem kaybimi onlemek amaciyla viyoller 2 hafta siireyle tizerinde
kiigiik delikler agilmis seffaf plastik torbalar ile kaplanmistir. Bu asamadan sonra

bitkiler normal geligimlerini tamamlamak iizere saksilarda seralara yerlestirilmistir.
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3.5. Transformasyon Cahismalar

A. gunnisoniana hipokotil eksplantlar1 Agrobacterium tumefaciens susu GV3101
pBJ40 ile transforme edilmistir. Bir binary vektor olan BJ40 (13 kb) T-DNA sinirlart
igerisinde 35S promotoru kontroliinde Kanamisin’e karsi direng saglayan NPTII geni
(Bevan vd 1983) tasimaktadir (Sekil 3.1). Eksplantlar steril kosullarda gimlendirilmis 7
giinliik fidelerden alinmistir. Yaklasik 100 hipokotil eksplant MS besin ortam igeren 9
cm petri kaplarinda biriktirilmis ve Agrobacterium ile inokiile edilmistir.
Agrobacterium kiltira 100 mg/l spektinomisin dihidroklorid, rifampisin, karbenasilin
ve 25 mg/l gentamisin igeren 100 ml LB besin ortaminda, 28 °C’de 200 rpm hizindaki
bir calkalayicida yapilmistir. Bir gecelik Agrobacterium kiltirleri 13.000 rpm’de
santrifiij ile gokertilmis, ardindan 10 ml sivi MS ile siispanse edilmistir. Hipokotil
eksplantlar tek tek ya dogrudan bakteri soliisyonuna alinarak 3-5 saniye siire ile ya da
1/10 ve 1/50 oraninda seyreltilmig bakteri soliisyonlarinda 3 ve 15 dakika sireler ile
enfekte edilmistir. Enfekte edilen eksplantlar bitki biiyiime dizenleyicilerin ilave
edildigi MS besin ortamlaninda ko-kiltivasyona alinmistir. Bundan 24 ya da 48 saat
sonra hipokotil eksplantlari, icerisinde 400 mg/l Augmentin ve 50 mg/l Kanamisin
iceren rejenerasyon ortamlarina (0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP igeren MS) alinmustir.
Augmentin, ko-kiiltivasyonunu takiben ortamda bulunan bakterilerin gelisimini
engellemek, Kanamisin ise transgenik bitkilerin se¢imi igin ortamlara ilave edilmistir.
Eksplantlar her 15 giinde bir alt kiltiire alinmugtir. Kanamisinli besin ortamlarindan elde
edilen siirgiinler %1 sukroz, 0.1 mg/l NAA ve 50 mg/l kanamisin igeren 2 MS besin
ortamlaninda koéklendirilmistir. Ardindan torf ve kum kangimi (1:3) igeren viyollerde
biiyiimeye birakilmistir. Kontrol eksplantlari bakteri igermeyen sivi MS igerisine
daldinlnug, ardindan kanamisin igeren veya igermeyen besin ortamlarinda kiiltire
alinmuglardir. Transformasyonda kullanilan antibiyotikler antibiyotik direng genlerini
tastyan bitki ve bakteri hiicrelerinin segiminde ve ko-kiltivasyon sonrasi
Agrobacterium’un gelisiminin engellenmesinde kullanilmistir. Rifampisin metanolde,
kanamisin, augmentin, spektinomisin dihidroklorid, karbenasilin ve gentamisin ise
destile suda ¢oziinmustir. Bitin antibiyotikler filtrasyonla (por gapi 0.22 pm) steril
edilip, -20 °C’de karanlikta muhafaza edilmistir.
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3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genomik DNA’lar transgenik bitki adaylan yapraklanndan Phytopure Plant
DNA Extraction Kit (Nucleon, Biogenesis, Glasgow. UK) kullanilarak izole edilmisgtir.
PCR reaksiyonu 100 ng kalipp DNA, 10 pM dNTP, 10 uM primer ve 0.36 tnite Taq
polimeraz (Bioline) karigimindan meydana gelmistir. Dongiiler 94 °C’de 30 saniye, 58
°C’de 30 saniye ve 72 °C°de 1 dakika toplam 35 dongii olacak sekilde programlanmustir.
NPTII genine ozgin P2 (5° TTGTCAAGACCGACCTGTCC 37%) ve Kanlll (5’
CGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGG 3°) primerlerinden 550 bp’lik DNA band1
beklenmistir. Bunun disinda, ayrica plazmit Gzerinde T-DNA siirlari igerisinde yer
almayan bir bolgeye ait primerler kullamlmustir. Plazmit tizerinde T-DNA sinurlar
igerisinde 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)
primerleri transformasyonda Agrobacterium kontaminasyonu olmadigim gostermek igin
secilmistir. Bu primerlerden 790 bp’lik bir PCR driini beklenmistir. PCR
reaksiyonlarinda kontaminasyon olmadigini gostermek igin transforme edilmemis
siirgiinlerden izole edilen genomik DNA’lar kontrol olarak kullanilmugtir. PCR iiriinleri
agaroz gel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium bromide ile UV. altinda

goriintiilenmisgtir.
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Sekil 3.1. pBJ40’n genetik haritast

3.7. Sitolojik Arastirmalar

Calismada kullanilan Arabis tirlerinin orjini Kuzey Amerika’dir. Bu bitkiler,
icerisinde torf ve ince kum karisimu olan saksilarda tohumlardan gelistirilmis, 20 °C’de
uzun giin kosullan altinda yetistirilmistir. Bitkiler bu sartlar altinda ancak 4 ya da 6 ay
gibi bir sirede giceklenmistir. Cigeklenme en az 3 ay boyunca devam etmigtir.
Tohumlar baklalar olgunlagtiklan zaman elle toplanmustir.  Sitolojik aragtirmalarda
Arabis tirlerine ek olarak bu cinsin yakin akrabasi Arabidopsis thaliana da seksuel
iireme igin bazi denemelerde kontrol olarak kullamlmustir. Embriyo kesesi geligimini
mikroskop altinda incelemek igin sera kosullarinda yetistirilmis 4-5 aylik bitkilerden
alinan gigek tomurcuklan FAA ( Formaldehit %40 : Etanol %70 : Asetik ast %98 )
ierisinde 48 saat boyunca karanlikta fikse edilmis, ardindan %70’lik Etanol igerisinde
4 °C sicaklikta saklanmustir. Fikse edilmis gigeklerden pistiller sterio mikroskop altinda
ince uglu pens ve bistri yardimiyla g¢ikarilmigtir. Ardindan pistil dokulan artan
konsantrasyonlarda Etanol serisi (%70, 80, 90 ve 100) ile 20’ser dakika boyunca

dehidrate edilmistir. Pistiller igerisinde, sirasiyla 1: 2, 1:1 ve 2:1 oranlarinda metil
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salisilat ve etanol olan karigimlarda, 1’er saat siire ve son olarak da saf metil salisilat
icerisinde 12 saat boyunca temizlenmis ve oviiller tek tek ¢ikarilarak embriyo kesesi
geligimi incelenmistir (oviile temizleme) (Naumova vd., 1999). Temizlenmis oviiller
Nomarsky optikleri kullanilarak incelenmistir. Pistil boyu (ovaryumun dip kismindan
stigmanin ucuna kadar) bir cetvel yardimu ile 6lgiilerek pistiller boyutlarina gére
smiflandinlmustir. Ayni bitkiye ait farkl cigeklerden alinan pistiller boylarina (0.5-1, 1-
1.5, 1.5-2 ve 2-5 mm) gore tek tek inclenmistir. Toplamda iig farkli bitkiden bitki basina
en az 300 temizlenmis oviil Nomarski optik kullanilarak incelenmistir. Embriyo kesesi
igerigi (embriyo kesesi icerisindeki nukleus sayisi, tetrad ya da dyadlarin veya

endosperm ve embriyo keselerinin varli 81) kayit edilmistir.

Megaspor ana hiicresi etrafinda kalloz dokusu birikimi ise aniline mavisi ile
incelenmistir. FAA igerisinde fikse edilmis 4. gunnisoniana ve A. holboellii ciceklerden
oviller disekte edilmis, ardindan da anilin mavisi (50 mmol K,HPO, igerisinde 136
umol anilin mavisi, pH 9.5) icerisinde 15 dakika sure ile boyanmistir (Carman vd
1991). Omekler ultra viole (U.V.) mikroskobu altinda, UG-1 exciter filtre, Y-455
dichroic ayna ve L-435 bariyer filtresi ile incelenmistir. Bu calismada, seksiiel tireyen
Arabidopsis thaliana kontrol olarak kullanilmugtir. Oviiller rastgele cigeklerden pistil
boyu dikkate alinarak segilmis tiir bagina en az 10 pistil incelenmigtir.

Arabis tirlerinde gozlenen iireme sekillerini ortaya ¢ikarmak igin ayrica bu
tiirlere ait olgunlagmus, kuru tohumlar flow sitometri ile analiz edilmistir. Her tiire ait 1-
50 tane tohum G6megi DNA boyayan bir boya olan DAPI (42,6-diamidino-2-
phenylindole) ile hazirlanmig tampon igerisinde mekanik olarak pargalanmig, ardindan
da filtrelerden (30 um) gegirilip buz tizerinde depolanmugtir. Hiicreler igerisindeki DNA
miktarlan (C degerleri) PIOIDY ANALYZER Partec ile analiz edilmigtir (Matzk vd
2000).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Farkh Arabis Tiirlerinin In vitro Rejenerasyonu

Bu galigmada 3 farkli Arabis tirinin in vitro rejenerasyonu arastirilmustir.
Eksplant olarak steril sartlar altinda yetistirilmis bitkiciklerden alinan yaprak, kotiledon,
hipokotil ve kokler kullamlmustir. Bu eksplantlarin in vitro rejenerasyon yetenekleri
iizerine farkh konsantrasyonlarda oksin ve sitokininlerin etkisi arastinlmistir. Ilk
galismalar yaprak ve kotiledonlarin organogenesis uyarmak i¢in uygun olmadiklarim
gostermigtir. En etkili adventif siirgiin rejenerasyonu aseptik sartlar altinda yetistirilmis
7 ginlik fidelerden kesilmis hipokotil ve 4 haftalik fidelerden kesilmis kok
eksplantlarinin  kullammu ile bagarilmustir. Eksplantlarda kallus, siirgin ve kok
indiiksiyonu uygulanan bitki biiyiime diizenleyicilerinin tipi ve konsantrasyonuna ve
bitki tiiriine gore de degismistir. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2, iki aylik kultirlerden elde
edilen sonuglan gostermektedir. Bitki biyiime diizenleyicileri (BAP, TDZ ve NAA,
2,4-D) igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmig hipokotil eksplantlart kiiltiiriin ilk
10 giinii igerisinde %100 oraninda kallus olusturmustur. Eksplantlarin kesim uglarinda
kompakt ve koyu yesil renkte gelismeye baslayan kalluslardan 4 hafta sonunda gok
sayida adventif siirgiin meydana gelmistir. Kiiltiirde, bunu takiben yiksek oranda
adventif stirgiin elde edilmistir. Yiiksek miktarlardaki bitki biiyiime diizenleyicileri

adventif stirgiin olusumunu baskilamisgtir.

A. gunnisoniana ile yapilan in vitro rejenerasyon galigmalarinda 2, 4 ve 8 mg/I
BAP ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlari
kullanilmustir (Cizelge 4.1). Kiiltiiriin ilk haftasinda hacimce genisleyen eksplantlarda,
kallus olusumu kiiltiiriin 10. giiniinden itibaren baglamigtir. Kiiltir ortamlarindan 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/I
BAP ve ayrica 0.1 mg/l NAA + 8 mg/l BAP igeren ortamlardaki tiim eksplantlarda
kallus olusmustur (Sekil 4.1). Bununla birlikte 0.1 mg/l NAA ve higbir bitki biiytime
diizenleyicisi icermeyen kontrol ortamu kallus olusturmamugtir. Yiksek BAP
konsantrasyonlan igeren ortamlarda (4 ve 8 mg/l BAP) kallus miktan azalmustir

(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Degisik BAP ve NAA konsantrasyonlarinin Arabis gunnisoniana
hipokotil eksplantlan rejenerasyonu iizerine etkileri

Bitki Bityiime Kallus' Siirgiin" Eksplant Basina

Diizenleyicileri (mg/1) (%) (%) Diigen  Siirgiin
Saylsn2

0 0 20 1.6+0.8

2 BAP 100 50 1.6+0.7

4 BAP 100 50 13+0.7

8 BAP 100 50 1.5+1.07

0.1 NAA 0 0 0+0

0.1 NAA + 2 BAP 100 100 875+03

0.1 NAA +4 BAP 100 100 48+15

0.1 NAA + 8 BAP 100 10 05+0.1

TKallus ya da siirgiin olugturmus eksplantlarin yiizdesi. >+ Standart hata

Gozlemler kiltiirin 6-8. haflasinda yapilmigtir. Her uygulama basina 100 eksplant

kullanilmug ve her deneme 3 kez tekrarlanmugtir.

Cizelge 4.2. Degisik TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlarinin Arabis gunnisoniana

hipokotil eksplantlan rejenerasyonu iizerine etkileri

Bitki Biiyiime Kallus' Siirgiin' Eksplant Bagina

Diizenleyicileri (mg/1) (%) (%) Digen  Sirgin
Sayisi®

0 0 20 102

0.5 TDZ 0 0 0+0

1TDZ 0 0 0+0

2TDZ 0 0 0+0

0.1 NAA 0 0 0+0

0.1 NAA+0.5TDZ 100 100 78+03

0.1 NAA+1TDZ 100 100 41+0.1

0.1 NAA+2 TDZ 100 100 44+02

0.12,4-D 0 0 0£0

0.124-D+0.5TDZ 10 0 0+0

0.124-D+1TDZ 100 100 5+04

0.1 24-D+2TDZ 100 100 2+ 0.1

'Kallus ya da siirgiin olusturmus eksplantlanin yiizdesi. “+ Standart hata
Gozlemler kalturin 6-8. haftasinda yapilmigtir. Her uygulama basmna 100 eksplant

kullanilmig ve her deneme 3 kez tekrarlanmugtir.
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A. gunnisoniana hipokotil eksplantlaninda organogenesis, eksplantlarin kesim
ylizeylerinde meydana gelmigtir. Kiltiiriin 4. haftasinda 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP ve
0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP igeren ortamlarda %100 oraninda, yalnizca 2, 4 ve 8 mg/l
BAP igeren ortamlarda ise %50 oraninda adventif siirgiin meydana gelmistir ($ekil 4.2).
Hig bir bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlarinda ve 0.1 mg/l NAA +
8 mg/l BAP igeren ortamlarda sirasi ile %20 ve %10 oraminda adventif siirgin
rejenerasyonu  gozlenmistir. Yalmzca NAA igeren ortamlarda ise hi¢ bir gelisme

olmamustir (Cizelge 4.1).

Eksplant bagina diigsen siirgiin sayisi ise kullamilan BAP konsantrasyonlarina
bagh olarak degismistir. 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP ve
0.1 mg/l NAA + 8 mg/l BAP igeren MS besin ortamlarinda sirastyla eskplant bagina
8.75, 4.8 ve 0.5 adet siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir ($ekil 4.2). Bununla birlikte 2
mg/l BAP igeren besin ortamlaninda 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 olugsmustur. Yalnizca
NAA iceren ortamlarda ise hi¢ bir gelisme olmamustir. Bununla birlikte hi¢ NAA
igermeyen ortamlarda eksplant basina diisen siirgiin miktari azalmustir. Eksplant basina
en az sirgiin rejenerasyonu 4 ve 8 mg/l BAP ve 0.1 mg/l + 8 mg/l BAP iceren
ortamlarla higbir bitki bityiime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlarinda sirasi ile

1.3, 1.5, 0.5 ve 1.6 olmustur (Cizelge 4.1).

A. gunnisoniana ile yapilan bir baska in vitro rejenerasyon ¢alismasinda 0.5, 1
ve 2 mg/l TDZ ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlar
test edilmistir (Cizelge 4.2). Eksplantlar kiltiriin ilk haftasinda hacimce genislemis,
kiltiran 10. giniinden itibaren yiiksek oranda (%100) kallus olusturmustur. Bununla
birlikte 0.1 mg/l NAA ve higbir bitki biiytime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortam ve
yalmzca 0.5, 1 ve 2 mg/l TDZ igeren besin ortamlanndaki eksplantlar kallus
olusturmamustir (Cizelge 4.2). Yiiksek oranda TDZ igeren besin ortamlarinda eksplant
basina diigen siirgiin sayist azalmigtir. Hipokotil eksplantlarinda organogenesis,
eksplantlarin kesim yiizeylerinde meydana gelmistir. Kiiltiiriin 4. haftasinda 0.5 mg/l
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
igeren MS besin ortamlarindaki tiim eksplantlar adventif siirgiin vermistir (%100). Hig¢
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bir bitki biyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlarinda ise %20 oramnda
adventif siirgiin olusumu gozlenirken, yalmzca TDZ igeren besin ortamlarinda (0.5, 1 ve

2 mg/l) hig bir gelisme olmamustir (Cizelge 4.2).

Eksplant basina diigen siirgin sayisi ise kullanilan TDZ konsantrasyonlarina
bagl olarak degigmistir. Kiltiirin 4. haftasindan itibaren 0.5 mg/l 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 igeren ortamlarda
sirastyla eksplant bagina 7.8, 4.1 ve 4.4 adet stirgin rejenerasyonu gozlenmistir (Cizelge
4.2). Bununla birlikte yalmzca TDZ veya NAA igeren MS besin ortamlarinda siirgiin
rejenerasyonu olmamustir. Bu denemede NAA yerine bir baska oksin olan 2,4-D
kullamldiginda hipokotil eksplantlarda yiiksek oranlarda kallus elde edilmesine ragmen
adventif siirgiin rejenerasyonunda azalma gozlenmistir (Cizelge 4.2). Kiltariin 4.
haftasindan itibaren 0.1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l TDZ igeren ortamlarda ve 0.1 mg/l 2,4-D +
2 mg/l TDZ igeren ortamlarda sirasiyla eksplant basgina 5 ve 2 adet sirgin
rejenerasyonu gozlenirken yalnizca 2,4-D ve 0.1 mg/l 2,4D + 0.5 mg/l TDZ igeren besin

ortamlan siirgiin rejenerasyonunu indiklemek igin yeterli olmamustir (Cizelge 4.2).

Higbir bitki bilyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlarinda kallus
olusumu gozlenmemesine ragmen A. gunnisoniana hipokotil eksplantlarindan %20,
koklerdense %100 oraninda siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
Bununla birlikte eksplant basma diigen siirgiin sayist hipokotillerde ortalama 1, koklerde
ise 10 olmustur (Cizelge 4.1).

A.gunnisoniana kok eksplantlari, aseptik sartlar altinda yetistirilmis 4 haftalik
fidelerden alinmustr. Kok eksplantlarinda organogenesis hi¢ bir bitki buylime
diizenleyicisi igermeyen MS besin ortamlarinda meydana gelmistir. Bu eksplantlarda
killtiiriin 4. haftasindan itibaren koklerin yizeyinde koyu yesil renkte noduller yaptlar
gelismis, ardindan bu yapilar adventif stirgtinlere donismustir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. A. gunnisoniana hipokotil eksplantlarindan 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP
ortamindaki kallus rejenerasyonu (10 giinliik)

Sekil 4.2. A gunnisoniana hipokotil eksplantlarindan 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP
ortamindaki adventif strgiin rejenerasyonu (30 giinlik)
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Sekil 4.3. 4. gunnisoniana hipokotil eksplantindan siirgiin rejenerasyonu (bitki bilyiime
duzenleyicisi igermeyen kontrol ortanmnda bir aylik kiltir)

Sekil 4.4. A. gunnisoniana kok eksplantindan sirgiin rejenerasyonu (bitki biyiime
dazenleyicisi igermeyen kontrol ortaminda bir aylik kiltiir)




A. drummondii ile yapilan in vitro rejenerasyon c¢aligmalarinda yine 2, 4 ve 8
mg/l BAP ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlan
kullaniimigtir (Cizelge 4.3). Eksplantlar kiltiriin 10. giniinden itibaren yiiksek oranda
kallus olusurmaya baglamistir. Kiltiir ortamlanindan 0.1 mg/l NAA igeren besin ortami
ile 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA + 8
mg/l BAP iceren ortamlardaki tim eksplantlarda kallus olusmustur. Bununla birlikte 2,
4 ve 8 mg/l BAP ile higbir bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortam kallus
olusturmamugtir. Kaltiriin 4. haftasindan itibaren 0.1 mg/l NAA, 0.1 mg/l NAA + 2
mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP igeren ortamlarda yiiksek oranda (%100)
adventif siirgiin rejenerasyonu goézlenmistir. Bununla birikte 0.1 mg/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 ortamlaninda ise eksplant bagina 1 tane siirgiin rejenerasyonu
olmustur. Kiiltar ortamlarindan 0.1 mg/l NAA + 8 mg/l BAP ile sadece 2, 4 ve 8 mg/l
BAP igeren ortamlar ve higbir bitki biiyime diizenleyici igermeyen kontrol ortamlarinda
adventif siirgiin rejenerasyonu goézlenmemistir (Cizelge 4.3). Bu sonuglar jojoba, bakla,
yerfistigy, Acacia magnum, kimyon, bezelye ve Brassica napus L. gibi gesitli bitkilerle
yapilan in vitro rejenerasyon ¢alismalarinda oldugu gibi A. gunnisoniana ve A.
drummondii  hipokotil eksplantlanmin da sirgiin tesviki i¢in oksin ve sitokininlere
ihtiyag duydugunu géstermigtir (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 konsantrasyonlanimin A.drummondii hipokotil
eksplantlan rejenerasyonu uzerine etkileri

Bitki Biiyiime Kallus' Sirgiin' Eksplant Bagma

Diizenleyicileri (mg/l) (%) (%) Diigen Siirgiin
Sayist®

0 0 0 0+0

2 BAP 0 0 0+0

4 BAP 0 0 0£0

8 BAP 0 0 0£0

0.1 NAA 100 100 25+04

0.1 NAA + 2 BAP 100 100 1+£0.1

0.1 NAA + 4 BAP 100 100 1+02

0.1 NAA + 8 BAP 100 0 0+0

! Kallus ya da sirgin olugturmus eksplantlarin yiizdesi. 2 + Standart hata Gozlemler
kiiltiiriin 6-8. haftasinda yapilmistir. Her uygulama bagina 100 eksplant kullamlmig ve her
deneme 3 kez tekrarlanmigtir.
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A. holboellii ile yapilan in vitro rejenerasyon ¢aligmalarinda 2, 4 ve 8 mg/l BAP ile 0.1
mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan MS besin ortamlari ve ayrica 0.5, 1 ve 2 mg/l
TDZ ile 0.1 mg/l NAA ve NAA olmaksizin hazirlanan besin ortamlan test edilmistir.
ilk gahsmalar kotiledon, kok ve gergek yapraklarin organogenesis igin uygun
olmadiklarim gostermistir. Hipokotil eksplantlar ise kiltirin ilk ginlerinde hacimce
genislemis ve 10. giiniinden itibaren kallus olusturmustur. Higbir bitki biiyime
diizenleyici igermeyen kontrol ortami ve sadece TDZ igeren besin ortamlar digindaki
tiitm uygulamalarda %100 oraninda kallus elde edilmistir. Eksplantlarin kesim uglarinda
gelismeye baglayan koyu yesil renkteki kompakt kallus zamanla tim eksplanti
kaplamugtir. Buna ragmen kiiltiirlerde higbir zaman adventif sirgin gelisimi
gozlenmemistir. Kallus, kiltirin 2. ayindan itibaren rengini ve kompakt yapisini
kaybetmistir. Kéklerle yapilan in vitro rejenerasyon galismalarinda da benzer sekilde
yitksek oranda kallus elde edilmis olmasina ragmen siirgiin gelisimi gozlenmemistir. 4.
holboellii ile yapilan bir bagka in vitro rejenerasyon calismasinda ise olgunlasmamisg
zigotik embiryolardan kesilen kotiledonlar kullamilmustir. Olgunlagsmamig embriyolar:
igeren baklalar %10’luk sodyum hipoklorit igerisinde yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmus ve steril destile su ile 3 kere yikannustir. Olgunlasmamus embriyolar stereo
mikroskop altinda baklalardan ayrilmis ve kotiledonlar kesilerek bitki biyiime
diizenleyicileri igeren MS besin ortamlarinda kiltire alinmistir. Bu galigmada 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 ortamlari kullanilmistir (Cizelge 4.4).
Kiiltiriin ilk haftasmnda hacimce genisleyen eksplantlarda, kallus olusumu kiiltiirtin
ancak 7. giiniinden itibaren baglamig ve kiltiiriin 10. giintiinde yiiksek orana ulagmistir.
Kiiltiir ortamlarindan 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 ortamlardaki tiim eksplantlar kallus olusturmustur
(Sekil 4.5). Buna kargin 5, 10 ve 20 mg/l NAA igeren ortamlar ile bitki biiytime
diizenleyicisi igermeyen kontrol ortamlardaki eksplantlarda kallus ~ gelisimi
gozlenmemistir. Kiltiiriin 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 ortamlardaki
eksplantlarda embriyogenik kallus gézlenmistir (Sekil 4.6). Bu besin ortamlarindaki

embriyogenik kalluslardan somatik embriyolar kultiirtin 3. haftasindan itibaren sirastyla
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Sekil 4.5. A. holboellii olgunlasmams kotiledon eksplantindan kallus olugumu (0.25
mg/l NAA + | mg/l BAP ortaminda 10 gunliik kiiltiir)

Sekil 4.6. A. holboellii olgunlagmams kotiledon eksplantindan kiltirin 2. haftasindan
sonra olugmaya baglayan embrivogenik kallus
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%38 ve %10 oraminda ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.7). Eksplantlar iizerinde 3 ya da 5°li
gruplar halinde, yesil renkli somatik embriyolarin farkl gelisme evrelerinde oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.8). Ardindan embriyolar tek tek izole edilerek tam bitkicik elde
etmek amaciyla bitki bilyime dazenleyicileri igermeyen MS besin ortamna
aktarilmistir. Embriyolar burada kok ve kotiledon vermistir (Sekil 4.9).

Bu sonuglar, hipokotil ve kok eksplantlarindan rejenerasyon elde edilemeyen A.
holboelli’de Arabidopsis thaliana, bezelye, mercimek ve mas fasulyesi gibi gesitli
bitkilerle yapilan in vitro rejenerasyon ¢aligmalarinda oldugu gibi olgunlagmarmg
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 bitiin adventif sarginler koklendirme ortamima
aktarilmstir. Adventif sirgiinlerde kok baslangici kiiltiiriin 2-4. haftasinda %] siikroz
ile 0.1 mg/l NAA veya NAA olmaksizin hazrlanan % MS besin ortamlarinda
basartlmistir (Sekil 4.10). Buna karsin normal MS besin ortam: ve gesitli oksin grubu
bitki biyime diizenleyicileri ile hazirlanan besin ortamlarinda adventif siirginler kok
gelistirmemis ve bir siire sonra beyazlamistir. Ayrica benzer birgok g¢alismada
strginlerin koklendirilmesi igin disiik konsantrasyonda MS kullamldig bildirilmistir
(Luo vd 1999, Ozcan vd 1992, Tivarekar ve Eapen 2001, Xie ve Hong 2001).

Cizelge 4.4 Degisik BAPve NAA konsantrasyonlarimin A.  holboellii
olgunlasmamus kotiledon eksplantlar rejenerasyonu iizerine etkileri

Bitki Biiyiime Kallus' Somatik

Diizenleyicileri (mg/l) (%) Embriyo'
(%)

0 0 0

5 BAP 0 0

10 BAP 0 0

20 BAP 0 0

0.25 NAA+1 BAP 100 38

0.25 NAA +2 BAP 100 10

0.5 NAA + 4 BAP 100 10

! Kallus ya da somatik embriyo olugturmus cksplantlarin yiizdesi.
Gézlemler kiltiran 6-8. haftasinda yapilmigtir. Her uygulama bagina 100 eksplant
kullanilmig ve her deneme 3 kez tekrarlanmugtir.
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Sekil 4.7. A holboellii ait olgunlasmanus kotiledon eksplantindan 3 haftalik
kiltirlerinden 0.25 mg/l NAA + 1 mg/l BAP ortamindaki somatik embriyo
rejenerasyonu

Sekil 4.8. A. holboellii olgunlasmamig kotiledon eksplanindan gelisen farkl biyame
evrelerindeki somatik embriyolar



ekil 4.9. 4. holboellii olgunlasmamis kotiledon eksplantindan rejenere olan ve hig bir
g
bitki buyiime dizenleyicisi icermeyen kontrol ortaminda kok ve kotiledon
olusturmug somatik embriyo

Sekil 4.10. 4. gunnisoniana adventif siirgiinlerinde kiltaran 5-6. haftasindan itibaren
koklendirme ortamlarinda olugmaya baglayan kokler




4.2. Arabis gunnisoniana’nmn Genetik Transformasyonu

Arabis tirlerinin kanamisine karst duyarhligini saptamak igin A. gunnisoniana
tiriine ait tohum ve hipokotil eksplantlar kullanilmustir. 4. gunnisoniana tohumlari
%10’luk sodyum hipoklorit ile 10 dakika steril edildikten sonra, igerisinde 20, 40 ve 60
mg/l kanamisin olan ve kanamisin igermeyen MS ortamlarinda ¢imlendirmeye
alinmustir. Tohumlar kanamisin igermeyen ortamlarda %100 oraminda ¢imlenmis ve
gergek yapraklar gikartmustir. Diger ortamlarda ise gimlenme 20 mg/I kanamisinde %80,
40 mg/l ve 60 mg/l kanamisinde ise %100 oraninda engellenmistir. Kanamisin igeren bu
ortamlarda ¢imlenme olsa bile gergek yapraklar ¢tkmamus, albino bitkiler olugmus ve bu
bitkilerin boylan ise uzamamustir. Kiltiirin 2. haftasindan itibaren ise tim bitkiler
ortamdaki kanamisin miktarina bagli kalmaksizin 6lmistiir. Diger denemede ise aseptik
sartlar altinda yetistirilmis 7 giinliik fidelerden kesilmis hipokotil eksplantlari, igerisinde
40 ve 60 mg/l kanamisin olan ve kanamisin icermeyen rejenerasyon ortamlarinda (0.1
mg/l NAA + 2 mg/l BAP) kiiltire alinmugtir. Kiiltiiriin 4. haftasindan itibaren kanamisin
igermeyen kontrol ortamlarinda hem kallus hem de adventif sirgin rejenerasyonu
gozlenirken kanamisin igeren ortamlarda eksplantlar beyazlayarak lmistiir. Boylelikle,
50 mg/l kanamisin miktanimin transgenik bitkilerin segiminde kullanilmasina karar
verilmistir. Buna ek olarak transformasyon ¢alismalarinda bakterilerin ortamdan elimine
edilmesi igin 400 mg/l Augmentin kullamlmstir. Augmentin antibiyotiginin
eksplantlarin rejenerasyon kapasitesi iizerine olumsuz etkide bulunmadigi daha 6nce

bildirilmistir (Barghchi vd. 1994).

A. gunnisoniana hipokotil eksplantlari Agrobacterium tumefaciens susu GV3101
pBJ40 ile transforme edilmistir. Denemede steril sartlarda gimlendirilmis, 7 giinlik
fidelerden alinan hipokotil eksplantlar kullanilmugtir. Ko-kiiltivasyondan 2-4 hafta
sonra, 50 mg/l kanamisin igeren seleksiyon ortamlarndaki hipokotil eksplantlarda
kallus meydana gelmistir. Sulandirilmamus bakteri kiiltirleri ile 3-5 saniye siire enfekte
edilmis eksplantlarm %62.5’1 kallus olusturmustur. Bununla birlikte, 1/10 oraminda
sulandirilms bakteri soliisyonu ile 10 ve 15 dakika siirelerle enfekte edilen eksplantlarin
sirastyla %50’si ve %56’s1, 1/50 oraninda sulandinlmus bakteri solisyonu ile 10 ve 15

dakika siirelerle enfekte edilen eksplantlarin ise sirasiyla %41 ve %57’si yesil renkte
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kallus vermistir. Adventif siirginler kiltiiriin 6. haftasindan sonra gelismistir. Bununla
birlikte, bakteri soliisyonu ile enfekte edilmemis kontrol ortamlarinda eksplantlar
beyazlayarak canliliklanii yitirmiglerdir. Adventif sirgiinler ardindan, selektif
antibiyotikler iceren koklendirme ortamina aktanlmistir (Sekil 4.11). Kok gelistiren
siirgiinler topraga dikilmis ve bitki biiyiime odalarinda yetistirilmigtir (Sekil 4.12).
Kanamisine karsi direngli kalluslardan rejenere olan siirgiinlerin %40 1mn transgenik
oldugu PCR ile onaylanmigtir. Buna kargin kanamisine karsi direngli bitkilerden biri
band olusturmanustir (Sekil 4.13, hatS). NPTII genine ait primerler kullanilarak yapilan
PCR’da tim siirgiinlerin 550 bp’lik band: tasidiklan tespit edilmistir (Sekil 4.13).
Bununla birlikte NPTII primerlerinin Agrobacterium kontaminasyonundan bagimsiz
olarak tiriin verdigini ispatlamak igin farkli bir PCR reaksiyonu yiiriitilmustir. aadA
primerleri ile yapilan PCR reaksiyonu sonucu transgenik bitkilerin hi¢birinde 790 bp’lik
irin ile karsilagiimamustir (Sekil 4.14). Spektinomycin direng geni (aad4) T-DNA
simirlan diginda yer alir ve bitkiye aktarilmaz. aadA geni primerleri PCR
reaksiyonlarinda Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadigim gostermek icin
kontrol olarak kullanilmugtir. Bu sonug, bize kanamisine direngli transgenik bitkilerde

Agrobacterium kontaminasyonunun olmadigini gostermistir.

Elde edilen sonuglar, karanfil, arpa, titiin, geltik, Rubus tiirleri, patates ve bazi
Brassica tiirleri gibi gesitli bitkilerde yapilan transformasyon ¢aligmalarinda oldugu gibi
A. gunnisoniana hipokotil eksplantlarinin Agrobacterium araciigt ile genetik
transformasyon ¢aligmalan i¢in uygun oldugunu gostermistir (De Block vd. 1984;
Raineri vd. 1990; Hassan vd. 1993; Bachem vd. 1994; Turgut vd. 1998). Aymca,
hipokotil eksplantlarindan elde edilen kanamisine direngli bitkilerde Agrobacterium
kontaminasyonu olmadig1 bulunmugtur (Estopa vd. 2001; Kuginuki ve Tzukaaki 2001;
Mathews vd. 2001, Blake vd. 1991).



Sekil 4.11. Agrobacterium tumefaciens susu GV 3101 BJ40 ile enfekie edilmis hipokotil
eksplantlarindan elde edilmis kanamisine direncli sirginler

Sekil 4.12. Kanamisin igeren segici besin ortamlarinda gelisen ve koklendikien sonra
topraga aktarilan transgenik siirgiinler



v

350 bp nptll geni

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

bp aadA geni 550 bp nptll geni

Sekil 4.14. Transforme edilmis A. gunnisoniana bitkilerinin spektinomisin direng geni
(aadA4) primerleri ile PCR analizleri. Hat 1-3: npt II geni primerleri ile
transgenik olduklan gosterilen siirgiinler, Hat 2 ve 4 aym transgenik siirgiinlerde
aadA primeleri ile yapilan PCR, Hat 5 plasmid DNA’s1 ile kontamine edilmis
bitki DNA’s1, Hat 6: NPT II primerleri ve plazmit DNA’s1, Hat 7: Gibco 1 Kb
marker, Hat 8: aadA geni primerleri ile plazmit DNA’s1, Hat 10: Transforme
edilmemis bitki DNA’st ve NPT II geni primerleri, Hat 11: Transforme
edilmemig bitki DNA’s1 ve aadA geni primerleri. Hat 9 and 12: Bos. Hat13: Su
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4.3. Arabis gunnisonian@’da Embriyo Kesesi Gelisimi Uzerine Sitolojik
Aragtirmalar

Arabis gunnisoniana’da embriyo kesesi gelisimi sera kogullarinda yetistirilmig
4-6 aylik bitkilerden alinan gi¢ek tomurcuklar ile incelenmigtir (Sekil 4.15). Caligmada
kullanilan Arabis bitkileri, igerisinde torf ve ince kum kangim olan saksilarda
tohumlardan gelistirilmistir. Bitkiler Kuzey Amerika orjinli olduklarindan 20 °C’de
serada yetigtirilmistir. Ayrica gigeklenmeyi tesvik etmek igin uzun giin kogullan altinda
brrakilmislardir. Bu sartlar altinda ¢igeklenme ancak 4 ya da 6 ay gibi bir siirede

baslayabilmis ve en az 3 ay boyunca devam etmistir.

FAA igerisinde fikse edilmis tomurcuklardan gikarilan pistiller 6ncelikle bir seri
etanol ile dehidrate edilmig, ardindan metil salisilat ve etanol igeren g¢ozeltide

temizlenmistir. Oviiller Nomarsky optik kullanilarak incelenmigtir.

Arabis gunnisoniana embriyo kesesi gelisimi degisik biiyiime evrelerindeki
pistillerde oviil-temizleme teknigi kullanilarak incelenmistir (Young vd. 1979,
Naumova vd. 1997). Farkh bitkilerden alman uzunlugu 0.5-1 mm boyundaki pistillerde
oviillerin plasentadan heniiz farklilaghgi ve megaspor ana hiicresi, i¢ ve dis
integiimentler ve nusellusdan meydana geldigi gozlenmigtir (Cizelge 4.5). Bu erken
evrede dahi ovillun bir polaritesi vardir. Buna gore oviiliin plasenta ile birlestigi yere
kalazal (ya da proksimal) ug, diger tarafda kalan kismina ise mikropilar (ya da distal) ug
denir. Nusellus bu tamimlamaya gére distal ugta yer alir ve megaspor ana hiicresine
koken olacak hiicreleri icerir. Megaspor ana hiicresi nusellusun epidermal tabakasi
altinda bulunur ve diger hiicrelere gore daha biiyiik bir niikleusa (2n) sahip, genis bir
hiicre olmasi ile kolaylikla ayirt edilebilir Diger ugda yer alan kalaza ise heniiz
farklilagmakta olan integiimentlere ev sahipligi yapar. (Sekil 4.16). Ortalama uzunlugu
1.5 mm’ye ulasan pistillerin 2. gelisme evresinde olduklari gozlenmistir (Cizelge 4.5).
Bu evrede i¢ ve dis integiimentler nusellusu tamamen sarmig, megaspor ana hiicresi ise
apomayotik bolinmeye ugranustir. Megaspor ana hiicresi apomayoz sonras: seksiiel
reyen bitkilerin aksine tetrad (n) yerine diplosporik dyad (2n) olugturmugtur (Sekil
4.17). Uzunlugu 1.5-2 mm’ye ulasan pistillerde ise mikropilar u¢da yer alan dyadin
dejenere oldugu gozlenmistir (Sekil 4.18). Kalazal ugda olani ise hacimce genisleyip,
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mitoz bolinmeler gegirerek, 6nce 2 (Sekil 4.19), 4 (Sekil 4.20) ve son olarak da 8
hiicreli embriyo kesesi olusturmustur (Sekil 4.21). Embriyo kesesi gelisimi uzunlugu 5
mm’ye ulagan pistillerde sonlanmustr. Bu evrede embriyo ve endosperm

belirginlesmistir (Sekil 4.22).

Arabis holboellii ovillerinde yapilan incelemeler sonucunda 7araxacum tipi
diplospori gozlendigi bildirilmistir (Bocher 1951, Naumova 2001). Taraxacum tipi
diplosporide megaspor ana hiicresi mayoz bolinmeye girer fakat, normalde olusan
kromozom eslesmesi meydana gelmez 11k boliinme tamamlandiginda bir restitutasyon
nukleusu olusurken, ikinci bolinme normal bir sekilde ilerler. Dolayisiyla mayoz
sonrasi, kromozom sayisi indirgenmemis iki tane hiicre (dyad) meydana gelir. Bu
hiicrelerden biri dejenere olurken digeri mitozla 8 nukleuslu embriyo kesesini meydana
getirir. Buna karsilik seksiiel treyen bitkilerde ise mayoz 4 tane hiicre (tetrad) ile
sonlanir ve bu hiicrelerden sadece biri embriyo kesesini gelistirir (Schneitz 1995). Bu
nedenle seksiiel ve apomiktik iireme arasindaki en bityiik sitolojik fark tetradlarin yerine

dyad’1n olugmasidir (Bécher 1951).

Sonug olarak Arabis gunnisoniana’nin Taraxacum tipi diplosporik apomiksi ile
iredigi anlasilmigtir. Bu sonuglar daha ¢nce yaymlanan ¢alismalar ile uyum
igerisindedir (Bocher 1951, Naumova vd 2001). Arabis gunnisoniana ile yapilan
aragtirmalarda embriyo kesesi incelenmemesine ragmen, izoenzim analizleri ve
melezlemeler apomiksinin varligina isaret edilmistir (Roy 1995). Bu ¢alismada embriyo
kesesi gelisim evreleri sitolojik olarak incelenmemis olmasina ragmen, Arabis
gunnisoniana’m pseudogamik apomiktik bir tir oldugu belirtilmigtir. Pseudogami,
endosperm gelisimi i¢in polene ihtiyag duyan apomiktik bitkiler i¢in kullarulan bir
terimdir. Buna karsilik, Arabis holboellii embriyo kesesi geligimi oldukg¢a detayli bir
sekilde incelenmistir (Bocher 1951, Naumova vd 2001). Bu aragtirmalara gére, Arabis
holboellii ovillerinde megaspor ana hiicresi (2n) tek bir boliinme ile iki tane megaspor
benzeri hiicreden ibaret diplosporik bir dyad (2n) olusturmustur. Bu hiicrelerden
mikropil ugda olani dejenere olurken, kalazal ugdaki genisleyip ard arda 3 mitoz
gegirerek 8 nukleuslu 7araxacum-tipi embriyo kesesi olusturmustur (Naumova vd

2001) .
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Cizelge 4.5: A. gunnisoniana oviillerinde embriyo kesesi geligimi

Pistil Uzunlugu (mm) Oviil Geligim Evresi (incelenen Oviil Sayist)
0.5-1 Megaspor Hiicresi Farkhlagmasi (340)

1-1.5 Apomayoz (300)

1.5-2 Megasporlarindan biri dejenere olan Dyad (600)

Denemede toplam 3 farkl bitkiden alinan oviiller analiz edilmistir.

Sekil 4.15. Sera kosullarinda yetistirilmis Arabis gunnisoniana bitkilerinden alinan
¢igek tomurcuklar



Proksimal Ug

Sekil 4.16. 4. gunnisoniana’da ortalama boyu 0.5-1 mm olan pistillerde erken oviil
gelisimi. DI: Dig Integument; II: I¢ integument; MAH: Megaspor Ana
Hiicresi

Sekil 4.17. A. gunnisoniana’da ortalama boyu 1.5 mm olan pistillerde mayoz boélinme
sonrasi dyad olusumu. DI Dis Integument; 11: I¢ integument



Sekil 4. 18. A. gunnisoniana’da ortalama boyu 1.5-2 mm’ye ulasan pistillerde Dejenere
olan Mikropilar Megaspor: DM ile genisleyen Kalazal Megaspor: KM.

Sekil 4. 19. A. gunnisoniana’da kalazal megasporun mitoz boélinme gecirmesi ile
meydana gelmis, buyik bir vakoul (V) igeren iki nukleuslu embriyo kesesi
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Sekil 4. 20. A. gunnisoniana’da dért nukleuslu embriyo kesesi

Sekil 4. 21. A. gunnisoniana’da sekiz nukleuslu tam olarak geligmis embriyo kesesi.
PN: Polar nukleus, Sin: Sinerjitler; YH: Yumurta hicresi
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Sekil 4. 22. A. gumnisoniana’da ortalama boyu 5 mm’ye ulagan pistiller, Embriyo
(Emb) ve Endosperm (En) geligimi

4.4. Megasporosit Hiicre Duvarlannda Kalloz Birikimi

Kalloz -1, 3-glikozidik baglan ile birbirine eklenmig glukan molekiillerinden
olugan, suda ¢oziinmez bir polisakarittir. Yiiksek yapil bitkilerin hiicre duvarlarinda yer
alir. Ozellikle yaralanmig ya da bir patojen tarafindan enfekte edilmis hiicrelerde,
somatik embriyogenesis 6ncesi embriyogenik hiicrelerde, polen tiipiinde ve ¢ogu
angiospermde erkek ve disi meiositlerin hiicre duvarinda sentezlenir (Peel vd 1997a).
Bununla birlikte, bazi apomiktik tiirlerde megaspor ana hiicresi duvarinda kalloz
birikimi olmadig bildirilmigtir (Carman vd 1991, Leblanc vd 1995, Peel vd 1997a).
Buna karsin, kalloz birikimindeki eksikligin apomiksi ile genetik dizeyde bir iligkisi

olup olmadig kesin degildir (Tucker vd 2001).
Arabis torleri megaspor ana hiicresi etrafinda kalloz dokusu birikimi anilin

mavisi ile hazirlanan 6rneklerde incelenmistir. Onceden FAA igerisinde fikse edilmis

pistillerden oviiller disekte edilmig, ardindan 15 dakika siire ile anilin mavisi igerisinde
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boyanmustir. Bu iglem yapilirken pistil boyu ve megaspor ana hucresi gelisimi
arasindaki iliskiye dikkat edilmigti. Boyu 0.5 mm olan Arabis gunnisoniana
pistillerinde oviil dokulan heniiz farkhlagsmaya basladig igin, megaspor ana hiicresi
etrafinda ya hi¢ ya da ¢ok az kalloz birikimi vardir (Sekil 4.23). Boyu 1 mm olan
pistiller igerisindeki oviillerin bazilan hi¢ kalloz biriktirmezken bazlarinda anormal
birikimler olmugtur. Normalde tam hiicreyi yogun bir sekilde kaplamasi gerekirken,
kalloz bu oviilerde daha gok mikropilar uca yakin megaspor etrafinda veya dyad’larda
ortada bir ¢izgi halinde birikmistir (Sekil 4.24). Buna karsin seksiiel treyen bitkilerde
oldugu gibi yogun bir birikim ile kargilagiimanmistir. Boyu 1.3 mm olan pistillerde ise
kalloz birikimi ile nadiren karsilagilmistir (Sekil 4.25). Buna karsin, bir oviilde tim
hiicreyi kaplayan yogun bir birikimi gozlenmistir. Bu oviil seksiiel olabilecegi gibi
diplosporik de olabili. Boyu 1.8-2 mm olan pistillerde ise kalloz birikimi

gozlenmemistir.

Arabis holboellii pistillerine ait oviillerde de benzer sonuglar gozlenmistir. Boyu
0.5-1 mm arasindaki pistillere ait bazi oviillerde, megaspor ana hiicreleri etrafinda
kalloz gozlenirken bazlarinda gozlenmemistir (Sekil 4.26). Kalloz bu oviillerde daha
¢ok mikropilar ugda birikmistir. Boyu 1-1.5 mm olan pistillerde ise kalloz yine ya hi¢
birikmemis ya da mikropilar ugda gozlenmistir. Buna karsin bazi oviillerde yogun bir
birikim ile karsilagilmustir (Sekil 4.27). Beklenildigi iizere sekstel Arabidopsis
thaliana’ya ait ovaryumlarda kalloz birikimi tetradlar etrafinda ve hatta daha ileriki
asamalarda dahi gozlenmistir (Sekil 4.28). Kalloz seksiiel tireyen bitkilerde ilk olarak
mikropilar uca yakin megaspor etrafinda birikmeye baslar ve bu birikim
megasporogenesis boyunca devam eder. Buna karsin, megaspor seleksiyonu sonrasi
geriye kalan megasporun etrafinda kalloz gorilmez (Carman vd 1991). Diplosporik
Tripsacum ve Poa nemoralis gibi diger diplosporik tiirlerle yapilan arastirmalarda
megaspor gelisimi esnasinda kalloz birikimi ile karsilagiimamgtir (Peel vd 1997a).
Buna karsin, Elymus rectisetus oviillerinde kallusun nadiren de olsa gozlendigi fakat bu
birikimin yogun olmadig1 ve genelde mikropilar uca yakin mikrospor etrafinda oldugu
bildirilmistir (Peel vd 1997b). Ayrica, kallozun Pennisetum ciliare ve Poa pratensis L.
gibi aposporik tiirlerde ya hi¢ gozlenmedigi ya da mikropilar ugda, az yogunlukda
bulundugu bildirilmistir (Peel vd 1997a).
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Sekil 4.23: Boyu 0.5 mm olan Arabis gunnisoniana pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikimi

Sekil 4.24. Boyu 1 mm olan Arabis gunnisoniana pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikimi
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Sekil 4.25. Boyu 1.3 mm olan Arabis gunnisoniana pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikimi

Sekil 4.26. Boyu 0.5-1 mm olan Arabis holboellii pistillerinde megaspor ana hiicresi
etrafinda kalloz birikimi



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 hiicresi
etrafinda kalloz birikimi
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4.5. Arabis Tohumlarinin Flow Sitometri Analizi

Flow sitometri, hiicre ve mikropartikiilleri saymak ve ayirmak igin kullanilan bir
yontemdir. Stspansiyon halindeki hiicreler ince bir akim halinde bir kuvetten gegirilir.
Bu esnada bir 151k (laser) kaynagi ya da elektriksel alan kullamilarak her partikiil i¢in bir
sinyal tespit edilir. Flow sitometri son 15 yil igerisinde bitki hiicrelerinde nuklear DNA
miktarint belirlemek igin kullanilmaya baglanmustir. Nuklear DNA bitki hiicrelerinden
ya dokularin mekanik olarak par¢alanmasi ya da protoplastlarin lizizi ile elde edilir.
Bitki nuklear DNA’s1 floresan boyalar (DAPI gibi) kullanilarak analiz edilmektedir.
Flow sitometri, temel arastirmalardaki kullanimima ek olarak, giiniimiizde 6zellikle bitki
1slahinda cesitli alanlarda gok yararli hale gelmistir; Ploidi seviyesini belirlemede,
aneuploid bitkilerin se¢iminde ve anter, mikrospor veya ovaryum kiltiirlerinden elde
edilen haploid ve dihaploid bitkilerin tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Pfosser vd
1995). Ayrica, DNA miktarlarina gére tiirler arasi hibritleri ve genom biyikligi
belirlemede kullamImaktadir. Buna ek olarak, apomiktik bitkilerin analiz edilmesinde
olduk¢a faydalidir. Olgunlagmis kuru tohumlar kullanilarak endosperm ve embriyo
dokularimin ploidi seviyelerini belirlemek miimkindiir. Bu sayede, incelenen tohumlarin
ureme sekilleri anlagilabilir (Matzk vd 2000). Embriyo ya da endospermin ploidi
seviyesi embriyo kesesinin mayoz bélinme gegirip gegirmemesine bagl olarak degisir.
Diploid (2C) seksiiel bir bitki diploid 2C (1 matemal:1 paternal) embriyo ve triploid 3C
(2m:1p) endosperm olusturur. Triploid (3C) embriyolar kromozom sayisi
indirgenmemis erkek (2p) ya da disi gametlerden (2m), tetraploid 4C (2m:2p) ya da
pentaploid 5C (4m:1p) endospermle birlikte olugur (Sekil 4.29). Bu nedenle, embriyo ve
endosperm nukleus DNA miktarlari arasindaki illiski g06zoniine alinarak tireme sekilleri
belirlenebilir. Apomiktik bitkilerde mayoz bolinme tam olmadigi i¢in embriyo
kesesinde diploid (2C) yumurta ve tetraploid (4C) polar hiicreler vardir. Embriyo ve
endosperm gelisimi i¢in déllenmeye ihtiyag duymayan otonom apomiktlerde embriyo
diploid 2C (2m:0p) endosperm ise tetraploid 4C (2m:2p) seviyededir. Endosperm
olusumu igin dollenmeye ihtiyag duyan pseudogamik apomiktlerde ise embriyo yine
diploid 2C (2m:0p) iken endosperm sperm hiicresinin mayoz gegirip gegcirmemesine
bagli olarak pentaploid 5C (4m:1p, sperm hiicresi mayoz gecirmis) veya hexaploid

(4m:2p, sperm hiicresi mayoz gegirmemis) seviyededir (Sekil 4.29).
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Sekil. 4. 29. Seksiiel veya Apomiktik iireyen bitkilerde erkek veya disi gametlerin
mayoz gegirmelerine baglh olarak meydana gelen embriyo ve endosperm
hiicreleri nukleus igerigi (Matzk vd 2000)




Arabis turlerinde gozlenen tireme sekillerini ortaya ¢ikarmak igin ayrica bu
tiirlere ait olgunlasmis kuru tohumlar flow sitometri ile analiz edilmigtir. Her tire ait
1-50 tane tohum &rnegi DAPI (42,6-diamidino-2-phenylindole) ile hazirlanmig tampon
igerisinde mekanik olarak pargalanmis, ardindan da filtrelerden (30 pm) gecirilip buz
uizerinde depolanmustir. Hiicreler igerisindeki DNA miktarlart (C degerleri) PIOIDY
ANALYZER Partec ile analiz edilmistir (Matzk vd 2000).

Arabis drummondii ile yapilan analiz sonucunda bu tiire ait embriyo keselerinin
sekstiel olarak olustugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Histogramlarda seksiiel tiirlere
6zgt 2C (Im:1p) embriyo piki yamsira 3C (2m:1p) endosperm piki gozlenmistir (Sekil
4.30). Buna ek olarak, hem embriyo hem de endospermde endopoliploidizasyonla

kargilagilmustir (Cizelge 4.6).

A. gunnisoniana ve A. holboellii tohumlan ise gerek embriyo ve endospermin
icerdigi DNA miktarlari agisindan gerekse ploidi seviyeleri agisindan 2 farkli histogram
vermistir (Sekil 4. 31-32). Buna kargin, embriyo kesesi hepsinde apomiktik olarak
meydana gelmistir. Embriyo partenokarpik, endosperm ise kendiliginden veya mayoz
gegirmis veya gegirmemis bir erkek gamet tarafindan dollenerek olusmustur (Cizelge
4.6). Sekil 4.31°deki histogramda 2C (2m:0p) embriyo, 4C (4m:0p) ve 6C (4m:2p)
endosperm pikleri tespit edilmistir. Buna gore embriyo kesesi ve embriyo apomiktik
olarak meydana gelmisken, endosperm ya kendiliginden (4C; otonom) ya da merkezi
hiicrelerin mayoz gegirmemis bir erkek gamet tarafindan dollenmesi sonucu (6C;
pseudogami) olusmustur (Cizelge 4.6). Sekil 4.32°deki histogramda ise 2C (2m:0p)
embriyo ve 5C (4m:1p) endosperm pikleri tespit edilmistir. Buna gére, embriyo kesesi
ve embriyo yine apomiktik olarak meydana gelirken, endosperm merkezi hiicrelerin
(4m) mayoz gegirmis bir erkek gamet (1p) tarafindan dollenmesi sonucu olusmugtur
(Cizelge 4.6). Bu sonuglara gore A. gunnisoniana ve A. holboellii hem pseudogamik

hem de otonom apomiktirdir.
Arabis tirlerinin tireme sistemleri daha 6nce birgok kez aragtirilmug, 6zellikle A.

holboellii’de Taraxacum tip diplospori ayrintilan ile agiklanmustir (Bocher 1951, Roy
1995, Naumova vd 2001). Ayrica, 4. holboellii tohumlarinin flow sitometrik analizleri
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bu tirde hem pseudogamik hem de otonom apomiksi oldugunu gostermistir (Matzk vd
2000). Buna karsin, A. gunnisoniana embriyo kesesi gelisimi ve tohumlarimin flow
sitometrik analizi bu gine kadar incelenmemistir. Bu ¢alismada, daha 6nceden Roy
(1995) tarafindan pseudogamik oldugu bildirilen 4. gunnisoniana’da endospermin
kendiliginden de olugabilecegi bulunmustur. Ayrica 4. holboellii igin bildirilen mayotik
embriyo kesesi ve diger ireme sekilleri ile kargilagilmamigtir (Naumova vd. 2001,
Matzk vd 2001). Bunun nedeni g¢alismada her tire ait sadece 1 populasyonun
incelenmesi olabilir. Sonug olarak A4.holboellii’nin ve A. gunnisoniana’nin Taraxacum-
tip diplospori ile hem pseudogamik hem de otonom, A. drummondii’nin ise seksiiel

stireglerle uiredigi ortaya gikanlmgtir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Arabis tohumlarinin Flow sitometrik analizi

Histogram C Degeri Gametler
Tiirler (Embriyo:Endosperm)  Disi Erkek Embriyo Endosperm Tohum Geligimi
A. drummendii  (2C:3C)" Mayotik ~ Mayotik Zigotik Dollenmis Seksiiel
A. gunnisoniana (2C:4C)* Apomiktik - Partenogenetik  Partenogenetik Otonom
(2€:5C) Apomiktik Sekstiel Partenogenetik ~ Déllenmis Pseudogamik
@C:6C)° Apomiktik Apomiktik  Partenogenetik Déllenmis Pseudogamik
A.holboellii  (2C:4C)* Apomiktik - Partenogenetik  Partenogenetik Otonom
2C:6C)° Apomiktik Apomiktik  Partenogenetik Déllenmis Pseudogamik

‘Mayotik embriyo kesesi: Yumurta hiicresi ve merkezi hiicreler déllenerck sirast ile
embriyo (1m:1p) ve endospermi (2m:1p) olusturmustur. Erkek gamet mayoz gegirmis. Bitki
seksiiel.

®Apomiktik embriyo kesesi: Yumurta hiicresi déllenme olmaksizin partenogenez ile
embriyo (2m:0p), merkezi hiicreler ise dollenerek endosperm (4m:2p) olusturmugtur. Erkek
gamet mayoz gegirmemis, apomiktik. Bitki pseudogamik apomiktik.

“Apomiktik embriyo kesesi: Yumurta hiicresi dollenme olmaksizin embriyoyu (2m:0Op),
merkezi hiicreler ise dollenerek endospermi (4m:lp) olusturmustur. Erkek gamet mayoz
gegirmis. Bitki pseudogamik apomiktik.

“Apomiktik embriyo kesesi: Yumurta hiicresi ve merkezi hiicreler dollenme olmaksizin
kendiliginden sirast ile embriyoyu (2m:0p) ve endospermi (4m:0p) olusturmugtur. Erkck
gamet katilimn olmamugtir. Bitki otonom apomiktik.
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5. SONUC

Bu ¢alismada, seksiiel ve apomiktik ireyen bazi Arabis tirlerinin tireme
biyolojileri, in vitro rejenerasyon yetenekleri ve Agrobacterium tumefaciens aracily giile
genetik transformasyonu aragtinlmigtir. Aragtirmanin sonucunda Arabis tirlerinden ilk
defa adventif surgin bu ¢alisma ile elde edilmigtir. Farkli ortamlarin denendigi bu
calismada yiiksek oranda adventif siirgiin olusumu A. gunnisoniana kok eksplantlarinda
hi¢ bir bitki bilyiime diizenleyicisi igermeyen MS besin ortamlarinda ve hipokotil
eksplantlaninda sadece 2, 4 veya 8 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP, 0.1 mg/l
NAA + 4 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 8 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA + 0.5 mg/l TDZ, 0.1
mg/l NAA + 1 mg/ll TDZ veya 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l TDZ igeren MS besin
ortamlaninda meydana gelmistir. 4. drummondii ile yapilan in vitro rejenerasyon
calismalarinda ise adventif siirgiin olusumu yine hipokotil eksplantlarinda 0.1 mg/1
NAA, 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA + 4 mg/l BAP igeren besin
ortamlarinda meydana gelmistir. A. holboellii ile yapilan in vitro rejenerasyon
caligmalarinda ise hipokotil ve kok eksplantlarindan adventif sirgiin rejenerasyonu elde
edilememis olmasina ragmen bu tirin olgunlasmamis zigotik embryolarina ait
kotiledon eksplantlarindan 0.25 mg/l NAA + 1 mg/l BAP, 0.25 mg/l NAA + 2 mg/l
BAP ve 0.5 mg/l + 4 mg/l BAP igeren besin ortamlarindan somatik embriyolar elde
edilmistir. Bu galigmalarda kallus kiiltiiriin 10. giiniinden itibaren, adventif siirgiinlerse
4. haftasindan sonra gelismistir. A. gunnisoniana ile yapilan denemede, eksplant bagina
dusen siirgiin sayist hipokotillerde en yiiksek 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP ve 0.1 mg/ 1
NAA + 0.5 mg/l TDZ igeren ortamlarinda siras ile 8.75 + 0.3 ve 7.8 + 0.3 oraminda
meydana gelmisken, 4. drummondii ile yapilan denemede 0.1 mg/l NAA igeren MS
besin ortamuinda eksplant bagina ortalama 2.5 + 0.4 oraninda siirgiin olugmustur. A.
holboellii”de ise somatik embriyolar kiltiiriin 3. haftasindan itibaren 0.25 mg/l NAA +
1 mg/l BAP igeren ortamda %38 digerlerinde ise %10 oraninda ortaya gikmustir.
Surginlerde kok indiiksiyonu %1 sitkroz ile 0.1 mg/l NAA veya NAA olmaksizin

hazirlanan % MS besin ortamlarinda bagarilmustir.

Arabis bitkisinin kanamisine karsi duyarhligim saptamak igin 4. gunnisoniana

tohum ve hipokotil eksplantlari igerisinde 20, 40 ve 60 mg/l kanamisin olan ve
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kanamisin icermeyen MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmugtir. Kultiiriin 2. haftasindan
sonra tim ortamlarda bitkiler kanamisin miktarina bagl olmaksizin Slmiistiir. Sonug
olarak 50 mg/l kanamisin miktarinin transgenik bitkilerin segilmesinde kullanilmasina
karar verilmistir. Transformasyon g¢alismalarinda in vitro’da  steril sartlarda
¢imlendirilmis 4. gunnisoniana bitkilerinden alinan hipokotil eksplantlan pBJ40
tagtyan Agrobacterium tumefaciens susu ile ko-kiltive edilmistir. Ko-kiiltivasyonu
takiben 2-4 hafta sonra seleksiyon ortamlarindaki hipokotillerde kallus meydana gelmis
adventif stirgiinlerse kiiltirin 6. haftasindan sonra gelismistir. Kanamisine direngli

surginlerin %40’ inda NPTI geninin varligi PCR ile onaylanmustir.

Caliymada kullanilan Arabis tirlerinin dreme biyolojileri embriyo kesesi
gelisimi ve flow sitometri analizleri ile incelenmistir. Embriyo kesesi gelisiminde oviil-
temizleme teknigi kullamlmuigtir. Buna gore, 4. gunnisoniana ve A. holboellii’de
apomiktik tireme 7araxacum tip diplosporik dyad gelisimi ile meydana gelmektedir.
Uzunlugu 0.5-1 mm boyundaki pistillerde oviiller plasentadan heniiz farklilasmaktadir.
Bu evrede oviiller megaspor ana hiicresi, i¢ ve dis integiimentler ve nusellusdan
meydana gelir. Ortalama uzunlufu 1.5 mm’ye ulasan pistillerde ise ic ve dis
integtimentler nusellusu tamamen sarar, megaspor ana hiicresi apomayotik bolinmeye
ugrar. Megaspor ana hiicresi apomayoz sonrast seksiiel treyen 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 olan: ise hacimce genisleyip,
mitoz bélinmeler gegirerek, énce 2, 4 ve son olarak da 8 hiicreli embriyo kesesi
olusturur. Embriyo kesesi gelisimi uzunlugu 5 mm’ye ulasan pistillerde sonlanmugtir.

Bu evrede embriyo ve endosperm belirginlesmistir.

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

olmast apomiktik tiremenin varligini isaret edebilir.
A. gunnisoniana ve A. holboellii’ye ait olgunlasms tohumlarn flow sitometri

analizleri ise gerek embriyo ve endospermin igerdizi DNA miktarlan agisindan gerekse

ploidi seviyeleri agisindan 2 farkli histogram vermistir. Buna gore embriyo kesesi ve
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embriyo apomiktik olarak meydana gelirken, endosperm ya kendiliginden (otonom) ya
da merkez hiicrelerin mayoz gegirmis veya gecirmemis bir erkek gamet tarafindan
dollenemesi (pseudogami) ile olusmustur. 4. drummondii ise seksiiel ureyen bitkilere
6zgun histogramlar vermistir. Bu sonuglar, avm zamanda flow sitometrinin apomiksi

calismalarinda verimli bir sekilde kullanilabilinecegini gostermigtir.

Tum bu bilgiler Arabis tirlerinin apomiksinin tarima faydali hale getirilmesinde

model bitki olarak kullanilabilecegini géstermistir.
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