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OZET

SEKER OTUNDA (Stevia rebaudiana BERTONI) ANTER KULTURU
YOLUYLA HAPLOID EMBRiYO UYARTIMI VE BiTKi REJENERASYONU

Nawab NASIR
Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Kenan TURGUT
Agustos 2024; 93 sayfa

Stevia rebaudiana'min yapraklarindan elde edilen dogal bir tatlandirici olan
Stevia, sifir kalorili, tatlhilig1 ve sagliga faydalari nedeniyle popiilerlik kazanmistir. Anter
kiiltiirii yoluyla haploid tiretimi, Stevia rebaudiana'da genetik iyilestirmeyi artirmak ve
1slah programlarini hizlandirmak i¢in umut verici bir tekniktir. Bu calismada, T1 ila T7
olarak etiketlenen yedi farkli ortam formiilasyonunun etkileri, her biri belirli bilesimlere
sahip olarak incelenmistir: T1 (MS), T2 (MS+0.5 mg I NAA + 0.5 mg I BAP), T3
(MS+1.0 mg I NAA + 0.5 mg I BAP), T4 (MS+2.0 mg 1! NAA + 0.5 mg I BAP),
T5 (MS+0.5 mg I'! NAA + 0.5 mg I"! Kin), T6 (MS+1.0 mg I'! NAA + 0.5 mg I"! Kin),
and T7 (MS+2.0 mg I'' NAA + 0.5 mg I'! Kin). Ek olarak, Levent 93, Turgut 82 ve
Tiitlincii gibi li¢ stevia ¢esidi, embriyogenik kallus, embriyo iiretimi ve anter kiiltiirii
yoluyla bitki rejenerasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in arastirilmis ve her
deneme ii¢ kez gerceklestirilmistir. Daha sonra, M1 (MS), M2 (MS + 0.25 mg I'! BAP),
M3 (MS + 0.5 mg 1! BAP) ve M4 (MS + 1.0 mg 1" BAP) olarak belirlenen dort
ortamda siirgiin cogalmasi gerceklestirilmistir. Siirgiin tiretiminin ardindan, siirgiinler {i¢
farkli ortamda koklendirilmistir (1/2 MS, 1/2 MS+1 mg 1" NAA ve 1/2 MS+1 mg I’!
IBA). Son olarak, iiretilen bitkiler aklimatize edilmis ve ploidi seviyeleri kloroplast
say1s1, stoma sayisi, stoma boyutu ve kromozom sayisi ile belirlenmistir.

Anterler, yesilimsi bir renk, kirillganlik ve ¢ok sayida mikrospor iceren iki lob ile
karakterize edilen tek c¢ekirdekli asamada kiiltiire alinmistir. Filamentler kiiltiirden 6nce
tamamen uzaklastirilmistir. Kiiltiire alindiktan sonra, anterler on giin boyunca karanlikta
tutulmustur. Bu silirenin ardindan, (T1) MS igerenler hari¢, ortamlarin g¢ogunda
embriyogenik kalli baglatmiglardir. Anter duvari yarilmig, mikrosporlarin embriyogenik
kalli ve embriyo olusumunu baslatmasina izin vermis ve bazi durumlarda dogrudan
bitkiciklere doniismiistiir.

Elde edilen sonu¢ ve gozlemlere gore, tiim cesitler ve ortamlar iyi tepki
gostermistir. Ancak, aralarinda &nemli farkliliklar bulunmaktadir. Ilk denemede,
ortalama kallus orani, ortalama embriyo sayist ve kallus basina ortalama embriyo
ylzdesi Levent 93'te diger cesitlere kiyasla daha yiiksek olmustur. Uygulamalarla ilgili
olarak, ortalama kallus oran1 T4'te daha yiiksekken, bunu T2, T3 ve T5 takip etmistir.
Embriyo iiretim sayist ve oramt T4, T7, T5 ve T2 ortamlarinda daha yiiksek
goriilmiistiir. Interaksiyon sonuglari, Levent 93'iin T4'te en yiiksek ortalama kallus
iretimi, ortalama embriyo sayist ve yiizdesi sahip oldugunu gostermistir. Ayni
uygulamada, Tiitlincili ve ardindan Turgut 82 en yiiksek kallus iiretimini gostermistir.


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/interaksiyon

Ikinci denemede, ortalama kallus orani, kallus basina ortalama embriyo sayis1 ve
ylzdesi Levent 93 ve Turgut 82'de Tiitiincli'ye kiyasla daha yiiksek olmustur. Benzer
sekilde, T4 kallus iiretimi, embriyo sayisi ve yilizde agisindan daha iyi bir tepki
gostermistir. T4 ortam, embriyo sayisi ve ylizdesi agisindan T7 ile 6nemli bir fark
gostermemistir. Turgut 82 ortalama kallus iiretimi, embriyo sayis1 ve yiizdesi i¢in T4'te
1yi sonuglar gostermistir. Onu ayn1 ortamda Levent 93 ortalama kallus iiretimi i¢in takip
etmistir. Ancak, T4 ortamindaki Turgut 82 ile T7, T6 ve T4 ortamlarindaki Levent 93
arasinda embriyo sayisi ve yiizdesi ag¢isindan 6nemli bir fark bulunmamustir.

Uciincii  denemede, ortalama kallus iiretimi Levent 93 ve Turgut 82'de
Titilincli'ye kiyasla daha yiiksek olmustur. Bununla birlikte, embriyo sayis1 ve yiizdesi
tiim ¢esitler arasinda 6nemli farkliliklar gostermemistir. Ortalama kallus iiretiminde, T4,
T2'ye benzer sekilde olumlu bir yanit gostermis ve bunu T3 izlemistir. Ancak tigiincii
denemede, embriyo {iretim sayilart ve oranlarinda énemli bir fark goriilmemis, T4, T2,
T5, T6 ve T7 benzer sonuglar gostermistir. Turgut 82, T4 ve T2'de Turgut 82, T2'de
Tiitiincii ve T6'da Levent 93 ile karsilastirildiginda T3'te daha yiiksek ortalama kallus
iretimi sergilemistir. Ortamlar ve cesitler arasindaki etkilesime bagli olarak embriyo
tiretim sayilari1 ve oranlarinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

Cesitler arasinda siirgliin ¢ogalmasinda onemli bir farklilik gbézlenmemistir.
Bununla birlikte, M3 ortami tiim ¢esitlerde diger ortamlara kiyasla 6nemli Sl¢iide daha
yiiksek siirgiin tiretmistir. Siirgiinler 1/2 MS ortamlarda basarili bir sekilde kdklenmistir.
Ancak, diger ortamlarda siirgiinlerin kdklenmesi daha diisiik olmustur. MS ortaminin
yarist dogrudan kokten siirgiin tiretirken, hormon i¢eren MS ortami 6nce kallus ve daha
sonra ¢oklu kok iiretmistir. Aklimatizasyon 20 giin i¢inde ger¢eklesmistir. Stoma
analizi, in vitro anter Kkiiltiirinden elde edilen bitkiler ile kontrol arasindaki farkliliklari
ortaya koymus ve anterden elde edilen bitkiler arasinda haploid ve diger ploidi
seviyelerinin varligini gostermistir.

Ozet olarak, bu calismada Stevia rebaudiana'da haploid bitki elde etmek icin
anter kiltliriinlin potansiyeli arastirilmistir. Yedi ortam formiilasyonunun ve ii¢ ¢esidin
degerlendirilmesiyle kallus iiretimi, embriyo olusumu ve kok gelisiminde Onemli
farkliliklar gozlenmistir. T4, birden fazla parametrede iistiin sonuglar1 tesvik etmede
ozellikle etkili olarak ortaya ¢ikmistir. Basarili iklimlendirme ve ploidi degerlendirmesi,
bu biyoteknolojik yaklasimin stevia yetistiriciligindeki pratik uygulamalariin altini
cizmektedir. Bu c¢alisma, stevia {retimini daha da ilerletmek igin ortam
formiilasyonlarin1 optimize etmeyi ve genetik stabiliteyi saglamak amaciyla
gerceklestirilecek olan gelecekteki arastirmalar i¢in kaynak potansiyeli tagimaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Anter Kiiltiirii, Haploid, Ploidi Analizi, Rejenerasyon,
Stevia
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ABSTRACT

INDUCTION OF HAPLOID EMBRYOS AND PLANT REGENERATION VIA
ANTHER CULTURE IN STEVIA (Stevia rebaudiana BERTONI)

Nawab NASIR
PhD Thesis in the Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kenan TURGUT
August 2024; 93 pages

Stevia, a natural sweetener derived from the leaves of Stevia rebaudiana, is
gaining popularity for its zero-calorie sweetness and health benefits. Haploid production
through anther culture represents a promising technique for advancing genetic
improvement and accelerating breeding programs in Stevia rebaudiana. In this study,
the effects of seven different media formulations labeled as T1 to T7 were examined,
each with specific compositions: T1 (MS), T2 (MS+0.5 mg I'! NAA + 0.5 mg I'! BAP),
T3 (MS+1.0 mg I'' NAA + 0.5 mg 1" BAP), T4 (MS+2.0 mg I'' NAA + 0.5 mg 1!
BAP), T5 (MS+0.5 mg I'! NAA + 0.5 mg I'! Kin), T6 (MS+1.0 mg I'' NAA + 0.5 mg I'!
Kin), and T7 (MS+2.0 mg I'! NAA + 0.5 mg 1! Kin). Additionally, three stevia cultivars
such as Levent 93, Turgut 82, and Tiitlincii were investigated to determine their effects
on the production of embryogenic callus, embryos, and plant regeneration through
anther culture, with each experiment conducted three times. Subsequently, shoot
multiplication occurred in four media designated as M1 (MS), M2 (MS + 0.25 mg 1'!
BAP), M3 (MS + 0.5 mg I BAP), and M4 (MS + 1.0 mg I'' BAP). Following shoot
production, the shoots were rooted in three additional distinct media (1/2 MS, 1/2 MS+1
mg 1" NAA, and 1/2 MS+1 mg I'! IBA). Finally, the produced plants were acclimatized,
and their ploidy level was determined through chloroplast count, stomata count, stomata
size, and chromosome count.

The anthers were cultured at the uninucleate stage, characterized by a greenish
color, fragility, and two lobes containing numerous microspores. The filaments were
completely removed before culture. After culturing, the anthers were kept in the dark
for ten days. Following this period, they initiated embryogenic calli in most of the
media, except those containing T1 (MS). The anther wall split, allowing the
microspores to initiate the formation of embryogenic calli and embryos, and in some
cases, they directly developed into plantlets.

Based on the results and observations, all cultivars and media responded well.
However, there were significant differences among them. In the first experiment, the
mean callus ratio, mean embryo number and percentage per callus were higher in
Levent 93 compared to the other cultivars. Regarding treatments, the mean callus ratio
was higher in T4, followed by T2, T3 and T5. The number and rate of embryo
production were higher in T4, T7, T5, and T2 media. The results of the interaction
showed that Levent 93 had the highest mean callus production, mean embryo
production, and mean root production in T4. In the same treatment, Tiitiincii, followed
by Turgut 82, showed the subsequent highest callus production.
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In the second experiment, the mean callus ratio, the average number of embryos
and percentage per callus were higher in Levent 93 and Turgut 82 compared to Tiitiincii.
Similarly, T4 showed a better response in terms of callus production, embryo number,
and percentage. There was no significant difference between T4 and T7 in terms of
embryo number and percentage. Turgut 82 showed good results in T4 for mean callus
production, embryo number, and percentage, followed by Levent 93 in terms of average
callus production in the same medium. However, there was no significant difference in
embryo number and percentage between Turgut 82 in T4 and Levent 93 in T7, T6, and
T4 media.

In the third experiment, mean callus production was higher in Levent 93 and
Turgut 82 compared to Tiitlincii. However, there were no significant differences
observed in embryo number and percentage among all cultivars. In terms of average
callus production, T4 showed a positive response similar to T2, followed by T3.
Nonetheless, in the third experiment, there were no significant differences in embryo
production numbers and rates; T4, T2, T5, T6, and T7 showed similar results. When
compared to Turgut 82 in T4 and T2, Turgut 82 in T2, Tiitiincii in T6, and Levent 93 in
T3 exhibited higher average callus production. There were no significant differences in
embryo production numbers and rates due to interactions between media and cultivars.

There were no significant differences observed in shoot multiplication between
cultivars. However, M3 media produced significantly higher shoots compared to other
media across all cultivars. Shoots were successfully rooted in 1/2 MS media. However,
the rooting of shoots was lower in other media. The half-strength MS medium produced
directly root to shoot while hormone-containing MS media produced callus first and
later on a bunch of roots. Acclimatization occurred within 20 days. Stomatal analysis
identified differences between plants derived from in vitro anther culture and the control
plants, revealing the presence of haploid and other ploidy levels among the anther-
derived plants.

In summary, this study explores the potential of anther culture for haploid plant
production in Stevia rebaudiana. Significant variations in callus production, embryo
formation, and embryo rate were observed by evaluating seven media formulations and
three cultivars. T4 emerged as particularly effective in promoting superior outcomes
across multiple parameters. Successful acclimatization and ploidy assessment
underscores the practical applications of this biotechnological approach in stevia
cultivation. This study has the potential as a resource for future research aimed at
optimizing media formulations and ensuring genetic stability to further advance stevia
production.

KEYWORDS: Anther Culture, Haploid, Ploidy Analysis, Regeneration, Stevia
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ONSOZ

Stevia yetistiriciligi, dogal, diisiik kalorili bir tatlandirici olma potansiyeli
nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. Ticari tatlandirict tiretiminde kullanilan
baslica tiir olan Stevia rebaudiana'ya olan talep, verimini, tatlilik profilini ve ¢esitli
cevresel kosullara uyumunu iyilestirmek i¢in kapsamli aragtirmalar yapilmasina yol
agmaktadir.

Tek bir kromozom seti igeren haploid bitkiler, homozigot hatlarin hizli bir
sekilde iiretilmesini kolaylastirdiklar1 ve boylece arzu edilen 6zelliklere sahip yeni
cesitlerin gelistirilmesini hizlandirdiklar1 i¢in bitki 1slahinda ¢ok degerlidir. Bu
baglamda, anter kiltiirii yoluyla haploid bitkiler tiretmek, 1slah programlarini
hizlandirmak ve genetik iyilestirmeler elde etmek i¢in umut verici bir biyoteknolojik
yaklagimi temsil etmektedir.

Bu arastirma projesinde tescilli li¢ stevia ¢esidi Levent 93, Tiitlincii ve Turgut 82
kullanilmistir. Bu cesitler, ¢alisma icin cesitli bir genetik havuz saglayan farkli genetik
geemislerine ve agronomik 6zelliklerine gore secilmistir.

Bu arastirmanin temel amaclar1 sunlardir:

1. Stevia tlirlinde anter kiiltiirii i¢in etkili bir protokol gelistirmek.

2. Secilen stevia gesitlerinden haploid bitki {iretimini tesvik etmek.

3. Protokoliin canli haploid bitkiler tiretmedeki etkinligini degerlendirmek.
4. Uretilen haploid bitkilerin genetik stabilitesini ve potansiyel agronomik

faydalarini analiz etmek.

Calismada, kullanilan metodolojiler, karsilasilan zorluklar ve siire¢ boyunca
gelistirilen ¢ozlimler hakkinda kapsamli bilgiler saglamak tizere yapilandirilmistir. Bu
arastirmanin, bitki biyoteknolojisi ve stevia 1slahina onemli dl¢iide katkida bulunmasi
ve bu degerli {iriinlin genetik gelisimini artirmak i¢in bir ydntem sunmasi
beklenmektedir.

Doktora g¢alismalarim sirasinda bana destek olan tez danismanim Prof. Dr.
Kenan TURGUT'a igtenlikle tesekkiir ederim. Prof. Dr. Ersin POLAT ve Prof. Dr.
Hiiseyin CANCl'ya tez izleme komiteme (TIK) katkilarindan dolay: miitesekkirim. Pro.
Dr. Kenan TURGUT (Danigsman), Prof Dr. Ersin POLAT, Prof Dr. Hiiseyin CANCI,
Prof. Dr. Orhan KURT ve Prof. Dr. Isa TELCl'ye tez savunma jiirimdeki degerli
katkilarindan dolay1 bir kez daha tesekkiir ederim.

Stevia genotipleri de dahil olmak iizere tez materyallerini saglayan Giiney
Agripark Ar-Ge Merkezi'ne degerli yardimlari i¢in ictenlikle tesekkiir ederiz.
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Buse OZDEMIR CELIK, Do¢. Dr. Adem DOGAN, Do¢. Dr. Utku YUKSELBABA,
Doc. Dr. Mehmet TEKIN ve Dr. Ogr. Uyesi Seving ATES'e laboratuvarlarini
kullanmama comertge izin verdikleri i¢in minnettarim. Laboratuvar arkadaslarim ve
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Ratib SHARAFAT, Ars. Gor. Omer ONEL, Ahmet IZMIRLI ve Qasid ALl'ye en icten
tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora tezi olarak sundugum “Seker Otunda (Stevia rebaudiana Bertoni) Anter
Kiiltiirii Yoluyla Haploid Embriyo Uyartimi ve Bitki Rejenerasyonu” baglikli bu
caligmanin, akademik kurallara ve etik degerlere uygun olarak tarafimdan yazildigini,
yararlandigim eserlerin tamaminin kaynaklarda gosterildigini ve calismanin iginde
kullanildiklar1 her yerde bunlara atif yapildigini belirtir ve bunu onurumla dogrularim.
Bu tezde bana ait olmayan tiim bilgilere kaynak gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS N. NASIR

1. GIRIS

Tarih boyunca insanlar gida, kozmetik, saglik gibi ¢esitli endiistrilerde, tibbi
bitkileri kullanmis ve geleneksel tibbin temeli olarak c¢esitli hastaliklar1 tedavi
etmiglerdir (Niazian, 2019; Rolnik ve Olas, 2021). Rolnik ve Olas (2021) Diinya Saghk
Orgiitii (WHO) verilerine gore, kiiresel niifusun %80'den fazlasinin sentetik
alternatiflere kiyasla daha uygun fiyatl, erisilebilir ve daha az yan etkiye sahip olmasi
nedeniyle bitki bazli ilaglar1 tercih ettigini ve geleneksel halk tibbinin gilivenilir
oldugunu belirtmislerdir. Modern analiz yontemleri, geleneksel tibbi bitkilerde bircok
umut verici bilesigi ortaya ¢ikarmistir.

Geleneksel olarak, bu bitkilerin 1slah1 klasik biyoteknolojik ydntemlere
dayanmistir. Ancak Niazian (2019), daha iyi sonuclar igin gelismis tekniklerin
benimsenmesini 6nermektedir. Genetik ¢esitlilik degerlendirmesi, korunma, ¢ogaltma
ve artan TUretim, genetik ve biyoteknolojinin tibbi bitkilerin gelistirilmesini
hizlandirabilecegi temel yollar arasindadir (Niazian, 2019).

Cigekli bitkiler Diinya'daki vaskiiler tiirlerinin en az %95'ini olusturmakta ve
aycicegi veya papatya ailesi olarak bilinen Asteraceae (Compositae) familyasi, bu
cesitliligin yaklasik %10'unu kapsamaktadir. Bu, 25,000 ila 35,000 tiirii kapsayan en
bliyiik cigekli bitki ailesi olarak bilinmektedir. Bu ailenin taksonomik karmasikligi,
genis boyutu ve yaygin dagilimi nedeniyle dncelikle siniflandirma i¢in dnemli zorluklar
olusturmaktadir (Mandel vd., 2019).

Stevia rebaudiana Bertoni, Asteraceae familyasindan, yiiksek miktarda SG
(Steviol glikozitler) icermesi nedeniyle tatlandirct 6zelligi i¢in kiiltiire alinan ve diinya
capinda yetistirilen ¢ok yillik bir ¢alidir. SG, siikroza gére 100-300 kat daha tathidir
(Ahmad vd., 2020). Boyu 65-80 cm'ye ulasan bu kiiclik ¢ok yillik cali, karsilikli
dizilmis yapraklara sahiptir (Goyal vd., 2010). Kirilgan bir gévde lizerinde sirayla
diizenlenmis eliptik yapraklarla birlikte otsu bir biiyliime aligkanlig1 sahiptir. Belirsiz
kiigiik beyaz cicekler iiretir ve bu ¢iceklerin poleni giiclii alerjik reaksiyonlara neden
olabilir (Singh ve Rao, 2005). Her ¢i¢ek tomurcugu icinde bes ¢icek¢ik bulunur, bu da
bes cicegin ortaya ¢ikmasina neden olur. Anterler kiicliik boyutlarda, beserli setler
halinde bulunurken, stigma merkezden ¢ikan ¢ift loblu ya da bifurke olarak adladirilan
bir yapi sergiler, stil anterler tarafindan ¢evrelenir.

Goyal vd. (2010) gesitli tiirleri arasinda S. rebaudiana'nin en tatlis1 oldugunu ve
coklu potansiyel tatlandirict bilesikleri igerdigini belirtmislerdir. Yari nemli subtropikal
iklimlerde gelisen, 6.5-7.5 pH araliginda, drenaji iyi kirmizi toprak veya kumlu
topraklar1 tercih etmekte, ancak tuzlu topraklardan ka¢inmaktadir. Ancak, belirli iklim
kosullarinda tek yillik ve ¢ok yillik biliylime oOzellikleri gostermekte ve genellikle
subtropikal ve tropikal iklimlerde yetistirilmektedir (Gautam vd., 2022).

Stevia rebaudiana bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi asagida verilmistir (Grashoff,
1972) bulunmaktadir.

Alem—Plantae

Bolim—~Magnoliophyta
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Simif—Magnoliopsida
Grup—Monoklamid

Takim—Asterales
Familya—Asteraceae
Kabile—FEupatorieae

Cins— Stevia

Tlir—rebaudiana

Botanik adi: Stevia rebaudiana Bertoni

Stevia hem eseyli hem de eseysiz olarak g¢ogaltilabilir. Dogal habitatinda,
genellikle kiiclik tohumlarla ¢ogalir ve bir hektarlik ekim alani i¢in yaklasik 40 g tohum
gerekir (Gautam vd., 2022).

Ancak, tohum ¢imlenmesi genellikle diisiiktiir, bunun sebebi tohumlarin
¢imlenme oraninin diisiik olmasi1 ve belirli bitki cesitlerine veya se¢imlerine, kendine
uyusmazliga dayandirilmaktadir ve neredeyse hi¢ canli tohum tiretilememektedir (Singh
ve Rao, 2005). Celikle ya da doku Kkiiltiirinde mikrogogaltma ile eseysiz olarak
cogaltilabilmektedir.

Ancak, Khalil vd. (2014), hem celik ve tohumla ¢ogaltmanin daha yiiksek
biyokiitle ve saglikli fideler elde etmek i¢in maliyetinin uygun olmadigin1 belirtmis ve
en etkili yaklasimin mikrogogaltma oldugunu oOne slrmiislerdir. Bu baglamda
rejenerasyon i¢in yaprak eksplanti kullanarak bir protokol gelistirmislerdir. Gautam vd.
(2022),  fidelerinin genellikle ocak-mart aylar1 arasinda yetistirildigini, ancak
polikarbonatli seralarda yil boyunca yetistirilebilecegini ve 5-7 yaprakli iki aylik
fidelerin tarlaya sasirtilabildigini belirtmislerdir.

Stevia'nin dogal tatlilig1 bocekleri uzaklastirict bir etki gdstermektedir ve bu da
yetistiriciliginde insektisitlere olan ihtiyaci azaltmaktadir (Singh ve Rao, 2005).
Kanada'da rapor edilmis fungus hastaliklar1 olmasina ragmen (Sepforia (yaprak lekesi)
ve Sclerotinia sclerotoirum), genel olarak gii¢lii bir zararli direncine sahiptir. En uygun
hasat donemi, cigceklenmeden Once baslamaktadir. Hasat islemi budama makasi
kullanilarak dallarin kesilmesiyle ger¢eklestirilmektedir (Singh ve Rao, 2005).

Insanlarin dogal tatlandiricilara olan ilgilerinin artmasiyla, diisiik seker ve az
kalorili yiyeceklere olan talep de artmistir. Tatlandiricilar, kdkenlerine (sentetik veya
dogal), besin degerlerine (kalorili veya kalorisiz), dokularina (suruplar veya tozlar) ve
teknik fonksiyonlarina (dolgular veya tatlandiricilar) gére siniflandirilmaktadir. Dogal
tatlandiricilar, glukoz, fruktoz ve sukroz gibi seker tiirevleri; eritritol, manitol ve
sorbitol gibi seker alkolleini; ayrica stevia ve taumatin gibi cesitli bilesikleri
icermektedir. Avrupa ve ABD'nde, yiyeceklerde kullanim i¢in giivenli kabul edilen
yalnizca alt1 diislik kalorili tatlandiricinin bulundugu belirtilmektedir: sukraloz, neotam,
acesulfame-K, sakarin, aspartam ve stevia’dir (Olas, 2022). Stevia’nin taze yapraklar,
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kurutulmus yapraklar, stevia oziitii ve sivi konsantreler olmak iizere farkli formlarda
kullanimi mevcuttur. Bu formlar arasindaki sec¢im, istenen tatlilik seviyesine bagh
olarak degismektedir ve beyaz 6ziit tozlarinin en tatli oldugu belirtilmektedir (Singh ve
Rao, 2005).

Dyduch-Sieminska vd. (2020) ye gore Japonya’da SG’lerin tatlandirici olarak
giivenligi hakkinda 40,000'den fazla klinik calisma yiiriitiilmiis olup, Ozlerinin
intraven0z enjeksiyon c¢alismalart da dahil olmak {iizere, farelerdeki potansiyel tibbi
uygulamalar1 olan glukoz metabolizmasi, dilirez, organ agirliklari, endokrin fonksiyon
ve anti-androjenik aktivite iizerinde derinlemesine incelendigini belirtmislerdir. SG;
ABD, Kanada, Brezilya, Giiney Afrika ve AB'nde gida iiretiminde kullanilmaktadir
(Kurek ve Krejpcio, 2019). Diinya genelinde bir¢ok bdlgede Stevia'nin mevcudiyeti ve
yasal durumunun bilinmedigi ancak bunun hizla degistigi ve Stevia oOziitlerinin
kullanimmin daha yaygin hale gelmistir. Ornegin, cikolata, yogurt, ketcap, konserve
sebzeler, recel, dondurma, sakiz, ¢esitli igcecekler ve sofrada kullanilan tatlandiricilar bu
oziitleri icermektedir. Ayrica, stevia ilk kez Japonya'nin gida ve ila¢ endiistrisinde
kullanilmis olup popiilaritesi giderek artmaktadir (Uskutoglu vd., 2019).

Stevia'nin artan piyasa degeri, daha yliksek glikozit konsantrasyonuna sahip yeni
cesitler gelistirme hedefi ortaya ¢ikarmistir. Ancak yeni ¢esit gelistirmek i¢in onemli
zorluklar bulunmaktadir (Uskutoglu vd., 2019). Arastirmacilar, stevia’nin yabanci
tozlagan bir bitki oldugunu ve geleneksel yontemlerle i1slahinin 8-10 yil silirdiigiini
belirtmislerdir. Ayrica, Stevia bitkisi kendine kisirdir ve bu nedenle diisiik ¢imlenme
oranina sahiptir. Bu faktorler nedeniyle, geleneksel stevia islah tekniklerinin gelecegi
belirsiz olmasina kargin DH (double haploid) teknolojisi genellikle Stevia 1slahi i¢in iyi
bir secenektir. Bu teknoloji, bitki islahinda ¢ok 6nemli olan %100 homozigot hatlar
tiretmeye olanak saglamaktadir.

Gametik kromozom sayisina (n) sahip olan sporofitler, haploid bitkiler olarak
bilinmektedir. Bu bitkilerin kromozomlar1 kendiliginden (spontan) veya yapay olarak
katlandiginda elde edilen bitkiler, DH bitkiler olarak adlandirilmaktadirlar (Germana,
2011). DH bitkiler, kromozomlarin tiim lokuslarmin ayni alellere sahip, DH bir
kromozom takimindan tiiretilmis diploid bir genomu olan (%100 homozigot) bitkilerdir
(Segui-Simarro vd., 2021).

Bu bitkilerin temel ve uygulamali arastirmalarda ve islah programlarinda saf
hatlar olarak sik¢a tercih edildigi ve melez tohum iretimi i¢in kullanilan %100
homozigot bireyler olduklari belirtilmektedir. Teorik olarak, haploid hiicreler sadece iki
kaynaktan elde edilmektedir. Bunlar, mikrospor ana hiicrelerinin mayozundan elde
edilen erkek haploid ¢ekirdekler veya megaspor ana hiicrelerinin mayozundan tiiretilen
disi haploid c¢ekirdeklerdir. Ancak, bu haploid hiicrelerin sadece birka¢1 gergekte
haploid/DH bitkiler olusturmaktadir. Dogal veya deneysel kosullar altinda bitkilerde
bulunan bir dizi siirecin kullanilmasiyla, bu hiicrelerin haploid ve/veya DH bitkiler
olusturmasina neden olabilecek farkli yaklagimlar kullanilmaktadir. Bunlardan en
yaygin iki yaklasim, in vitro ve in vivo tekniklerdir. In vitro yontemler arasinda
mikrosporlar, anter, ovaryum, oviiller ve ¢igek tomurcuklari bulunurken, in vivo yontem
haploid indiiktdr hatlarim igermektedir. Erkek haploid hiicrelerden haploid/DH
bitkilerin olusturulmasina in vitro androgenezis, disi haploid hiicrelerden haploid/DH
bitkilerin {iretilme siirecine ise in vitro ginogenezis adi verilmektedir. Mikrosporlar ve
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disi yumurta hiicreleri, in vitro haploid/DH indiiksiyonunun en basarili oldugu haploid
hiicrelerdir. Androgenik DH'larin  in  vitro olusturulmasi, ginogenik DH'larin
olusturulmasindan daha etkili oldugu kanitlanmistir. Androgenezin iki temel yontemi
olan anter ve izole mikrospor kiiltiirii bulunmaktadir (Warchol vd., 2019). Anter
kiiltiirti, DH'lerin tiretilmesi i¢in en yaygin kullanilan yontemdir. Teknik olarak basittir
ve genellikle asagida listelenen agamalardan olugmaktadir (Segui-Simarro vd., 2021).

(1) Uygun ¢i¢ek tomurcugunu toplama,

(2) Cigek tomurcuklarindan anterlerin izolasyonu,

(3) Kiiltiir ortaminda inokiilasyon ve in vitro kiiltiire alma,
(4) Embriyolarin izolasyonu,

(5) Bitkilerin rejenerasyonu,

(6) Rejenerantlarin analizi

Anter kiiltiir performansin1 etkileyen bircok degisken olup, bunlar arasinda
genotip, dondr bitkinin biiyiime kosullari, ¢esitli stres faktorleri, mikrospor gelisim
evresi ve ortam bilesimi bulunmaktadir (Uskutoglu vd., 2019). Bu degiskenler arasinda
genotip en dnemli olanidir ve genotip embriyogenezis i¢in yetersizse diger uygulama
etkisiz olabilmektedir.

Bu ¢alismada, farkli gesitleri (Levent 93, Turgut 82 ve Tiitlincii) kapsayan
Stevia'da anter kiiltiirlinlin potansiyeli arastirilmistir. Anter kiiltiirii  teknigin
kullanilarak, Stevia'nin antenlerinden dogrudan veya dolayli embriyolarin gelismesiyle
mikrosporlardan tiiretilmis haploid veya DH bitkilerin elde edilmesi miimkiin
olabilmektedir. Bu yenilik¢i yaklasim, Stevia’da g¢esit gelistirme ve iireme stratejilerinin
ilerletilmesinde umut vadetmektedir. Arastirmada, Stevia'min iireme biyolojisinin
anlasilmasina katkida bulunma, genetik iyilestirme ve {irlin gelistirme alaninda yeni
yaklasimlar gelistirmek hedeflenmistir. Son olarak, bu caligmada gelismis 6zelliklere ve
yuksek verime sahip iyilestirilmis Stevia cesitlerinin gelistirilmesini kolaylastirarak,
dogal tatlandiricilar ve farmasétik bilesenler i¢in artan talebi karsilamay1 amaglanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Stevia bitkisi ve doku Kkiiltiirii teknikleri :

Bitki doku kiiltlirti, daha iyi tarimsal performans i¢in bitki manipiilasyonunun
gelistirilmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Smith ve Drew (1990), doku kiiltiiriinii,
steril kosullar altinda g¢esitli bitki hiicrelerinin, dokularinin ve organlarinin
yetistirilmesini igeren bir slire¢ olarak tanimlamislardir. Bu, kesilmis embriyolar ve
protoplastlart da icermektedir. Ancak, belirli bitki tiirlerinin  dokularinin
kiltirlenmesinde zorluklarla karsilagilmasi, in vitro yetistirme kosullarinin optimize
edilmesini gerektirmektedir. Basarili bitki doku kiiltiirii i¢in su temel ilkelere
uyulmahdir: (1) saglikli eksplantin  secilmesi, (2) eksplanttan mikrobiyal
kontaminasyonun uzaklastirilmasi, (3) eksplantin uygun bir kiiltiir ortamina aktirilmasi
ve (4) kontrollii ¢evre kosullarinin siirdiiriilmesi.

In vitro rejenerasyonu gecirmis bitkiler i¢in, sera kosullarinda adaptasyon,
onlarin ex vitro kosullara aktarilmasindan once gergeklestirilir (Loyola-Vargas ve
Ochoa-Alejo, 2018). Arastirmacilar, kiiltiire alinan bitki kismina dayanarak, bunlari
hiicre kiiltiirii (gametik hiicreler, hiicre siispansiyonu ve protoplast kiiltiirii), doku
kiiltiirii (kallus ve farklilasmis dokular) ve organ kiiltiirii (zigotik embriyolar, kokler,
siirglinler, anterler vb.) seklinde kategorize ettiklerini belirtmislerdir. Cesitli kiiltiirler
hem temel hem de biyoteknolojik uygulamalarda farkli amaglar i¢in kullanilir. Genel
olarak, asagidaki doku kiiltiirii teknikleri ve uygulamalar1 mevcuttur.

2.1.1. Embriyo kiiltiirii:

Embriyo kiiltiirii, bitki 1slahinda kullanilan ilk doku kiiltiirii yontemlerinden biri
olarak kabul edilir. Bu silire¢, embriyonun tohumdan c¢ikarilmasini ve ortaya ¢ikan
bitkinin daha fazla olgunlasmasi i¢in topraga aktarilana kadar in vitro ortamda
biiylimesini gerektirir (Smith ve Drew, 1990). Embriyonun zarar vermeden hassas bir
sekilde 1zole edilmesi, uygun besin ortammin hazirlanmasit ve devam eden
Embriyogenik biiylime ve fide olusumunun baslatilmasina dayanan bu teknikte, hem
olgunlasmamis hem de olgun zigotik embriyolar kullanilabilir (Bridgen, 1994).
Olgunlasmamis embriyo kiiltliriiniin, tipik olarak olumsuz kosullardaki embriyolari
kurtarmak i¢in kullanilan bir strateji oldugu belirtilmistir. Diger yandan, olgunlagsmis
tohumlardan elde edilen olgun embriyolarin kiiltiirii, 6zellikle dormansi gibi konularin
ele alinmasi gerektiginde, tohum ¢imlenmesine engel olan faktorlerini ortadan kaldirma
veya lireme dongiisiinii hizlandirma amacina hizmet eder.

Bildigimiz kadariyla, stevia embriyo kiiltiirii lizerine mevcut herhangi bir
caligma bulunmamaktadir. Bunun sebepleri tohumlarinin ¢ok kii¢iik boyutta ve tohum
veriminin diisik olmasi olabilir.

2.1.2. Meristem kiiltirii:

Morel (1960), tipik olarak meristemin iki veya {i¢ yaprak primordiasi ile birlikte
cikarilmasini ve ardindan uygun bir besin ortaminda kiiltiire alinmasini ihtiva eden bir
teknik olan meristem kiiltiiriine Onciiliikk etmistir. Meristem kiiltliriiniin sarimsak, ¢ilek,
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patates ve seker kamisi gibi gesitli bitkilerdeki viriisleri ortadan kaldirmada etkili
oldugu kanitlanmistir (Quack, 1977). Bu teknik su anda bitki materyallerinden ¢ok
sayida viral hastalifin sistematik olarak yok edilmesi i¢in standart bir uygulamadir.
Mikrogogaltma yontemlerinin  entegre edilmesiyle, meristematik eksplantlar
kullanilarak hastaliklardan arindirilmis bol miktarda bitki {liretmek miimkiin hale
gelmistir. Smith ve Murashige (1970), Nicotiana tabacum L., Daucus carota L.,
Nicotiana glauca Grah., Tropaeolum majus L. ve Coleus blumei Benth'den izole edilmis
stirgiin apikal meristemlerini kullanarak tam bitki gelisimini basariyla gergeklestirmistir.
Eksplantlar yalnizca meristematik u¢ dokusundan olusmus ve gozlemlenebilir yaprak
primordias1 igermemistir. Izole bitki organlarini yetistiren arastirmacilar, daha dogru bir
sekilde siirglin ucu olarak adlandirilmasi gereken apikal meristem terimini genellikle
belirsiz bir sekilde kullanmislardir. Cutter (1965), gozlemlenen farkliliklara dayanarak,
morfogenetik davranigta bir ayrim belirlemistir ve apikal meristemi siirglin ucuyla
ayirmistir. Cutter'a gére ¢ogu bitki tilirlinde apikal meristem, siirgiin ucunun en geng
yaprak primordiumunun 6tesinde yer alan kismini kapsar. Bu arada, siirglin ucu hem
apikal meristemi hem de altta yatan birkac yaprak primordiyumunu igerir.

Ali vd (2010) Stevia rebaudiana Bertoni'in hem apikal hem de nodal
meristemlerden mikrocogaltim potansiyelini arastirmak i¢in in vifro c¢ogaltimini ve
yaprak, diiglim ve internod eksplantlar1 kullanarak kallogenezini gergeklestirmislerdir.
Siirgiin olusumu igin en uygun ortam 1.0 mg I'' BAP ile desteklenmis MS bazal ortami
olarak belirlenmistir. Bu ortam, siirglin apikal veya nodal meristemlerden tiiretilmis
olmasma bakilmaksizin, meristem inokiilasyonundan sonraki 12 giin i¢inde %90
oraninda siirgiin olusumu yanit1 vermistir. Ayrica, Majumder ve Rahman (2016) Stevia
rebaudiana Bertoni'nin dogrudan ve dolayli organogenezi yoluyla tekrarlanabilir
rejenerasyon protokoliinii gelistirmistir. Siirgilin ucu, yaprak ve nodal eksplantlar, ¢esitli
bitki biiylime diizenleyicileri ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Siirgiin
tepesi dogrudan organogenez sergilerken, yaprak segmenti dolayli organogenez ortaya
koymustur. Tersine, nodal segmentte hem dogrudan hem de dolayli organogenez
gbzlenmistir. En yiiksek miktarda yesil kompakt kallus, 1.0 mg I BAP + 0.5 mg 1!
IAA ile desteklenmis MS ortaminda nodal eksplantlardan {iretilmistir. Daha sonra,
indiiklenen kalli siirgiin ¢ogalmasini tesvik etmek ic¢in kiiltiire alinmistir. En yiiksek
siirgiin tomurcugu olusumu 1.5 mg 1! BAP + 0.5 mg I"! TAA ile zenginlestirilmis MS
ortaminda gozlenmis ve maksimum 15.30 + 0.15'e ulagsmistir. Uzama ortamindaki
miiteakip kiiltiir, ¢oklu siirgiin tomurcuklarinin hizli uzamasiyla sonuglanmis ve en
biiyiik uzama (6.90 cm) 1.0 mg I'! BAP + 1.0 mg 1"! IAA iceren MS'de gozlenmistir.
Uzayan siirgiin tomurcuklari, 1.0 mg 1" IBA ile giiclendirilmis yar1 kuvvetli MS
ortaminda 4.40 cm dlgiilerinde saglam kokler gelistirmistir.

2.1.3. Mikrog¢ogaltim:

Mikrocogaltma, hastaliklardan ve zararlilardan ari, {istiin bitki genotiplerinin
hizli, klonal g¢ogaltilmasina odaklanan geleneksel bitki cogaltma ydntemlerinin bir
uzantist  olarak  kullanilmaktadir (Smith ve Drew, 1990). Arastirmacilar,
mikrogogaltmanin oncelikle yiiksek kaliteli bitkilerin biiylik dlgekli ¢ogaltilmast igin
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kullanildigint belirtmektedir. Ancak, geleneksel ¢ogaltma yontemleri genellikle yavas
ilerler ve hastaliklar ile zararlilar gibi sorunlar, iiretimi engelleyebilir.

Mikrogogaltim yilda binlerce hatta milyonlarca bitki {iretme potansiyeline sahip
olsa da, pratik uygulamasi genellikle kullanim siirlamalar1 nedeniyle kisitlanmaktadir.
21. ylizy1lda olmamiza ragmen, mikrogogaltimda bazi zorluklar devam etmektedir. Bu
zorluklar, mevcut tekniklerin verimliliginin arttirilmasini, yeni yoOntemlerin
gelistirilmesinde  yenilik  eksikligini, mikrogogaltma icin  direngli tiirlerin
korunmasindaki zorluklar1 ve yiiksek maliyeti nedeniyle mikrogogaltmanin daha ucuz
alternatiflerle potansiyel olarak ikame edilmesini igermektedir (Cardoso vd, 2018).

Stevia rebaudiana Bertoni, tip, eczacilik ve gida endiistrisinde degerli bir bitki
olup, son yillarda giderek daha belirgin hale gelmektedir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada (Miladinova-Georgieva vd., 2022), S. rebaudiana'y1r yetistirmek igin
biyoteknolojik  yaklasimlarin  uygulanmasmin bitkilerin  tarimsal  6zelliklerini
gelistirebilecegi ve steviol glikozit tiretimini iyilestirebilecegi sonucuna varilmistir.

Ormegin, Kaplan vd. (2019) cogaltma igin Stevia rebaudiana'min nodal
eksplantin1 kullanmis ve 13 hafta icinde yaklasik 200 kat artis bildirmistir. Bu, Gelrite
ile katilastirilmis 0,5 mg.dm™ BAP ve 0,25 mg.dm™ kinetin ile zenginlestirilmis MS
ortami kullanilarak elde edilmistir.

Soliman vd. (2014), stevia'nin ¢ogaltilmasi i¢cin MS ortaminda nodal segmentler
kullanarak, degisen BA, NAA, IAA ve TDZ konsantrasyonlar: ile ilgili ytrtttiikleri
calismada optimum aksiller siirglin sayis1 (3.24) ve maksimum siirgin uzunlugu (3.12
cm) MS ortaminda 1.0 mg 1! BA + 0.05 mg I'' NAA ve 2.0 mg I'' BA + 0.05 mg 1!
NAA ile gergeklesmis, iki hafta icinde koklenme, sirasiyla 0,5 mg 1! IAA ve 1,5 mg 1!
IAA ile zenginlestirilmis MS ortaminda en yiiksek kok indiiksiyon yiizdesini (%98.72),
siirglin basina maksimum kokii (9.46) ve en uzun kok uzunlugunu (9.87 cm)
gostermistir.

Rokosa ve Kulpa'ya (2020’ye) gore, MS ortaminda ¢ogaltilan bitkilerden alinan
tek bogumlu siirgiin parcalar, 0.5, 1, 2 ve 5 mg-dm™ konsantrasyonlarinda BAP, 2iP ve
KIN ile desteklenmis ortamda kiiltiire alinmistir. Koklenme asamasinda, IAA, IBA ve
NAA 1, 2, 4 ve 8 mg-dm™ konsantrasyonlarinda eklenmistir. En yiiksek siirgiin ve
yaprak sayis1 0,5 mg-dm™ BAP ile zenginlestirilmis MS ortaminda ¢ogaltilan bitkilerde
gozlenmistir. Stevia, 1 mg-dm= IAA ile zenginlestirilmis MS ortaminda kiiltiire
alindiginda en fazla sayida en uzun kokleri sergilemistir.

Ramirez-Mosqueda vd. (2016’da) Otomatik Gegici Daldirma i¢in (RITA®)
kullanarak uygun maliyetli, otomatik bir mikrogogaltma protokolii Onermislerdir.
Optimize edilmis kosullar altinda, her 8 saatte bir 2 dakikalik daldirma ile 1 mg 1! BA
iceren protokol, en yliksek siirgiin sayisint (18.37) saglamistir. MS ortaminda bitki
bliytime diizenleyicileri (PGR) olmadan koklenme (%100) saglanmistir. Rejenere edilen
bitkiciklerin %90"mmin sera kosullarinda basarili bir sekilde alistirilldigir ve diisiik bir
genetik varyasyon yiizdesine (%10.4) sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu protokol,
Stevia rebaudiana'nin ticari mikrocogaltimi i¢in pratik ve ekonomik olarak
uygulanabilir bir ¢6ziim sunmaktadir.
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Baska bir ¢alismada, S. rebaudiana igin siirecin biiyiik bir kisminda bitki
bliylime diizenleyicileri igermeyen MS bazal ortami kullanilarak uygun maliyetli bir
mikro ¢ogaltim protokolii gelistirilmistir. Nodal segmentlerden siirglin olusumu BAP ve
KIN (0.1, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg I!) igeren veya icermeyen MS ortaminda
gerceklesmistir. Tiim uygulamalar 3 hafta sonra eksplant bagina iki siirgiin vermesine
ragmen, daha yiikksek KIN ve BAP konsantrasyonlar1 daha fazla kallus olusumuna
neden olmustur. Kéklenme, 0.25 mg I'' IAA iceren MS ortaminda basarili olmus ve 3
hafta sonra siirgiin bagina 8.1 kok iiretmistir (Yiicesan vd., 2016).

Vives vd. (2017) in vitro tekniklerin cazip bir alternatif sundugunu, ancak diisiik
cogaltma ve yeniden firetilebilirlik oranlarinin endise verici oldugunu bildirmistir. Bu
nedenle, BIT® gibi biyoreaktor sistemlerin in vitro dogal tatlandirict iiretimini
gelistirmek i¢in ¢esitli yontemler gerekli oldugunu bildirmislerdir. Yar1 kat1 ortam, sivi
ortam ve BIT® arasinda yapilan bir karsilastirma, 21 giinliik kiiltiirde BIT® tiirevi
stirglinlerin iistiin morfolojik kalitesini ortaya koymustur. Siirgiin taze ve kuru agirligi
ile birlikte, BIT® sivi veya yar1 kat1 ortamda mikrogogaltimdan daha iyi performans
gostererek yedi kattan fazla artis gostermistir. Ayrica, lretilen steviol glikozitlerin
toplam igerigi biyoreaktorlerde daha yiiksek olmustur.

BIT®'in in vitro bitki metabolitleri tiretmedeki etkinligi bilinmektedir, ancak
stirecin ekonomik verimliligini artirmak icin daha fazla deneme yapilmasi
gerekmektedir. Diger etkili ¢aligmalar arasinda (Mitra ve Pal, 2007; Seyis vd., 2017;
Yesmin, 2019; Rezvankhah vd., 2022) yer almaktadir.

2.1.4. Somatik embriyogenez:

Somatik embriyogenez, somatik (gametik olmayan) kokenli hiicrelerden
embriyolar1 andiran yapilarin olusumunu ifade etmektedir (Smith ve Drew, 1990).
Somatik embriyogenezin 6nemli bir asamasi, hiicre kimliginin somatik bir hiicreden
embriyonik bir hiicreye doniisiimiinii icermektedir (Guan vd., 2016). Stevia'daki
kendine uyusmazlik nedeniyle, yapay tohum iiretimi i¢in somatik embriyo gelisiminin
arastirilmasi bu bitkide 6nem tasimaktadir (Keshvari vd., 2018). Keshvari vd., (2018)ii¢
tekrarli bir faktoriyel deneme yiiriiterek Stevia'da kallus indiiksiyonunun 6zelliklerini
arastirmistir. Calismada incelenen faktorler arasinda on adet hormon kombinasyonu, bir
kontrol, iki tiir ortam (MS ve BS5) ve iki eksplant tiirii (yaprak ve internod) yer
almaktadir. En iyi kallus olusumu, 1 mg 1" NAA ve 1 mg I'' BAP kombinasyonu ile
elde edilmistir. BS ortamma 1 mg 1" 2,4-D+1 mg 1! BAP ilave edildiginde (yaprak
eksplantlar1 i¢in) ve 0.25 mg 1" 2,4-D+0.1 mg 1" BAP (bogum aras: eksplantlari i¢in) ile
en yliksek taze/kuru kallus agirliklar1 gdzlemlenmistir. Bu sonuglar da siispansiyon
kiiltiiriiniin  uygulanabilirligini  gostermektedir. Siispansiyon kiiltiiriinde somatik
embriyogenezin arastirilmasinda, alti hormon uygulamas: arastirilmis ve en yiiksek
somatik embriyogenez yiizdesi 2 mg 1" 2,4-D+ 0.5 mg I'! NAA+0.5 mg I BAP ile
desteklenmis MS ortaminda elde edilmistir.

2.1.5. Somaklonal varyasyonu:
Bitki popiilasyonlar1 igindeki varyasyon, bitki 1slah1 i¢in hayati Onem

tasimaktadir. Tiim kiiltlir bitkileri, uygun cesitler ve hibritler gelistirmek icin bitki
popiilasyonlarindaki dogal varyasyondan yararlanilarak ortaya c¢ikmustir. Bitki doku
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kiltiirti  yontemlerini  kullanarak somaklonal varyasyon yaratmak, bir 1slah
programlarinin ihtiya¢ duydugu genetik cesitliligi saglamak i¢in kullanilan bir
yontemdir (Smith & Drew, 1990).

Genetik cesitlilik, gen mutasyonlarindan veya epigenetik modifikasyonlardan
kaynaklanan somaklonal varyasyonlardan ortaya ¢ikabilmektedir. (Krishna vd., 2016).
Bu genetik varyasyonlar, farklilasmamis hiicrelerde, izole edilmis protoplastlarda,
kaluslarda, dokularda ve in vitro olarak yetistirilen bitkilerin morfolojik 6zelliklerinde
sergilenmektedir (Bairu vd., 2011; Currais vd., 2013). Yiiksek derecede farklilagmis
dokular, kokler, yapraklar ve gévdeler gibi, genellikle eksenel tomurcuklar ve siirgiin
uclar1 gibi dnceden var olan meristemlere sahip eksplanlardan daha fazla varyasyon
olugmaktadir (Duncan, 1997). Genellikle, rejenerasyon ic¢in daha eski ve/veya daha
Ozellesmis dokular kullanildiginda, rejeneratif bitkilerde geri kazanilma olasiligi
artmaktadir. Bunun nedeni, bu kosullar altinda, adventif siirgiin rejenerasyonunun
(slirglin organogenezi) ya dogrudan ya da dolayli olarak bir kallus asamasi yoluyla
atipik koken noktalarindan ger¢eklesmesidir.

2.1.6. In vitro seleksiyon:

Tarimsal {iretim, biyotik ve abiyotik stres kosullarindan dolay1 risk altindadir.
Bu nedenle strese dayanikli bitkilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Doku kiiltiiriinden
in vitro seleksiyon, bu tiir bitkilerin gelistirilmesi i¢in makul ve uygun maliyetli bir
teknik olarak digtintilebilir (Rai vd., 2011). Ciinkii geleneksel seleksiyon, genellikle
cevresel kosullardan etkilenebilen tarladaki biiylik popiilasyonlar1 kullanir ve 6zellikle
10-20 yila kadar uzayabilen kantitatif 6zellikler s6z konusu oldugunda siire¢ uzun
olmaktadir (Wenzel ve Foroughi-Wehr, 1993). Optimum o6zelliklere sahip bitkilerin
seleksiyonu ve yeniden iiretilmesi, bitki hiicrelerinin, dokularmin veya organlarinin
secici maddeler iceren bir ortamda kiiltiire alinmastyla miimkiin olabilir (Rai vd., 2011).

Brandle ve Rosa (1992), belirli bir stevia yerel cesidi i¢inde, arzu edilen
ozelliklere sahip hatlarin secilmesini saglamak i¢in yeterli genetik varyasyon olup
olmadigint belirlemek amaciyla yaptiklar1 arastirma sonucu. Stevia bitkilerinin
ozelliklerini seleksiyon yoluyla gelistirmenin miimkiin oldugunu o6ne siirmiiglerdir.
Hastoy vd (2019) Septoria spp.’nin neden oldugu Septoria yaprak lekesinin stevia
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Arastirmanin amaci, Fransa'da ilk kez stevia
tarlasinda bulunan bes Sepforia sp. izolatim1 morfolojik ve genetik olarak karakterize
etmek ve cesitli kokenlerden gelen S. rebaudiana genotiplerinin Septoria sp.
enfeksiyonuna  tepkisini  otomatik  bir  inokiilasyon  yontemi  kullanarak
degerlendirmektir. Calismada Septoria sp. izolatlar1 arasindaki genetik iligkileri
belirlemek i¢in ¢oklu lokus dizi tiplemesi kullanilmistir. On farkli S. rebaudiana
genotipinin Septoria sp. enfeksiyonuna tepkisi, gorsel puanlama ve goriintii analizi
kullanilarak hastalik siddetine gore degerlendirilmistir. Bulgular, farkli genotipler
arasinda Septoria sp.'ye karsi tepkide degiskenlik oldugunu, bazilarinin (“Gawi” ve
“Esplacl”) orta derecede duyarlilik sergiledigini ve digerlerinin (“E8”, “C” ve
“E161718”) daha yiiksek duyarlilik gosterdigini ortaya koymustur. Genel olarak,
calisma Septoria yaprak lekesinin stevia yetistiriciligi iizerindeki potansiyel etkisini
vurgulamakta ve Septoria sp.'ye direngli veya daha az duyarli yeni gesitler gelistirmek
icin 1slah stratejilerine ihtiyag duyuldugunu ve bdylece Stevia rebaudiana'nin
stirdiiriilebilir ve organik iiretimini tesvik ettigini gostermektedir. S. rebaudiana'daki
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genetik cesitliligin, bilinen ¢esitler ve yerel ¢esitler de dahil olmak flizere cesitli
genotipleri igeren ilk kapsamli degerlendirmesi Cosson vd (2019) tarafindan yapilmistir.
Bu calisma, S. rebaudiana germplasminin yapilandirilmig dogasini vurgulamakta ve SG
bilesimi de dahil olmak tizere 6zelliklerin iyilestirilmesi i¢in genetik bir kaynak olarak
yerel popiilasyonlarin 6neminin ortaya koymaktadir.

2.1.7. Anter kiltiiri

Anter kiiltliriiniin 1slah ¢aligmalarindaki potansiyeli, ilk olarak 1964 yilinda
Datura anterlerinin in vitro kiiltiirlerinden haploid embriyo olusumunun basarilmasiyla
ortaya c¢ikmistir (Guha ve Maheshwari, 1964; 1966). Bunu tiitiin bitkisinde in vitro
haploit bitki elde edilmesi izlemistir (Nitsch ve Nitsch, 1969). Bu yontem, bitkiden
anterlerin ve/veya olgunlasmamis polenlerin c¢ikarilmasint ve ardindan bunlarin,
mikrosporlarin veya polenlerin haploid dokusundan rejenerasyonunu tesvik etmek igin
uygun bir kiltiir ortamina yerlestirilmesini igermektedir. Bu ¢aligmada yukarida
belirtilen teknikler ve uygulamalar arasinda 6zellikle anter kiiltiirtine odaklanilmistir.
Geleneksel kendileme yontemi, homozigot hat elde etmek icin 6-8 nesil kendi kendine
tozlagsma gerektirmektedir. Buna karsilik, anter kiiltiirii, haploid ve dihaploid iiretmek
icin in vitro rejenerasyon sistemlerinde yaygin olarak kullanilmakta ve homozigot
hatlarin hizl1 bir sekilde tiretilmesi miimkiin olabilmektedir (Cardoso vd., 2016).

Bu calismada anter kiiltiiriiniin tercih edilme sebebi, tibbi bitkilerin uzun siiredir
kullanilmasi ve son zamanlarda artan ilgisinden kaynaklanmaktadir. Ge¢miste insanlar
tarafindan c¢ogunlukla yabani bitkiler kullanildigindan bitki 1slahi insan ihtiyacini
karsilayamamaktaydi (Ferrie, 2009). DH nin kullanilmasi, giiglii ve genetik olarak
homojen tibbi bitki hatlar1 olugturmanin bir yoludur. Bazi bitkiler DH yi (DH’ligi )
kendiliginden ortaya koysa da, bu nadiren gerceklesmektedir. Arastirmaci, tibbi
bitkilerin bugday, arpa ve Brassica tiirleri gibi iirlinlere kiyasla kisith 1slah ve genetik
arastirmaya tabi tutuldugunu vurgulamistir (Ferrie, 2009).

Diploid tiirlerden (2n=2x) elde edilen haploidler veya monoploidler, sporofitik
fazda (2n=x) yalnizca tek set kromozom tasimaktadir. Arasitirmacilar haploid bitkilerin
mayoz boliinme sirasinda kromozom eslesme sorunlari nedeniyle daha kiiciik, daha
zay1f ve kisir olduklarimi belirtmislerdir. Haploid bitkilerin, tohumlama ile ¢ogaltilmasi
ve 1slah programlarina entegre edilmesi i¢in, spontane veya indiiklenmis kromozom
ikiye katlama yoluyla fertilitesi geri kazandirilmaktadir. Ortaya ¢ikan ve tiim lokuslarda
homozigot olan DH'ler, kendi kendine tozlasan bitkilerde yeni bir ¢esit olarak veya
yabanci tozlanan bitkilerde hibrit ¢esit iiretimi i¢in ebeveyn kendilenmis hat olarak
hizmet edebilmektedir (Murovec ve Bohanec, 2012).

Haploid indiiksiyonu i¢in in vitro ve in vivo tabanl sistemler olmak iizere iki
temel yaklasim mevcuttur (Niazian ve Shariatpanahi, 2020). Gynogenesis ve
androgenesis yaygin olarak kullanilan in vitro bazli haploid indiiksiyon yontemleridir ve
bitki doku/hiicre kiiltlirii yoluyla haploid bitkiler iiretmek i¢in kullanilan en yaygin
yaklasimlardir. Bu teknikler arpa, biber, kolza, celtik, seker pancar1 ve bugday gibi
onemli bitkilerde basariyla uygulanmaktadir. Androgenez, anter kiiltiirli, mikrospor
kiiltiirii ve shed-mikrospor kiiltiirlerini i¢ermektedir (Niazian ve Shariatpanahi, 2020).
Glinlimiizde, gynogenesis diisiik etkinligi nedeniyle daha az tercih edilmektedir; ancak,
daha verimli yontemlere yanit vermeyen tiirler i¢in kullanilmistir (Forster vd., 2007).
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Anterlerin in vitro kiiltiire tepkisi, donor bitkilerin genotipi, fizyolojik durumu ve
bliylime kosullarinin yanmi1 sira polen gelisim asamasi, ¢igek tomurcuklarinin veya
anterlerin 6n uygulamas1 ve in vitro kiiltiir ortaminin bilesimi ve kosullar1 dahil olmak
tizere ¢esitli faktorlerden biiylik 6l¢iide etkilenmektedir (Germana, 2011). Bu faktorler,
etkilesimleriyle birlikte, in vitro anter kiiltiiriiniin sonucunu toplu olarak belirlemektedir.
Bildigimiz kadariyla, Uskutoglu vd. (2019) tarafindan ideal ¢i¢cek tomurcugu asamasini,
biiylime diizenleyicilerinin etkilerini ve 6n islemleri belirlemek i¢in yapilan bir ¢caligsma
disinda, stevia rebaudiana igin herhangi bir anter kiiltiirii calismas1 mevcut degildir. S6z
konusu ¢alismada ¢ubuk seklinde embriyolar ve Embriyogenik kallus elde edilmistir;
ancak haploid bitkiler elde edilememistir. Ayrica, Tavarini vd. (2019) 1998-2016 yillar1
arasinda stevia gesitleriyle ilgili patent ¢aligmalarini rapor etmistir.

2.1.8. Protoplast kiiltiirii

Protoplastlar, hiicre duvarimin mekanik ve/veya enzimatik islemlerle ortadan
kaldirildig1 hiicrelerdir (Smith ve Drew, 1990). Protoplast tabanli tek hiicre deney
sistemi, gen haritalama (Eeckhaut vd., 2013), transgenik ifade (Zhao vd., 2016), protein
etkilesim analizi (Jung vd., 2015), 1sik/kloroplast ile ilgili aktivitelerin belirlenmesi
(Augustynowicz vd,. 2009) ve sinyal iletim yollarinin arastirilmasi (Fraiture vd., 2014)
dahil olmak iizere ¢esitli bitki hiicre miihendisligi uygulamalar1 i¢in degerli bir aragtir.
Protoplastlarin etkili bir sekilde izolasyonu, flizyon ve ardindan flizyon {iriinlerinin
rejenerasyonu, somatik bir hibritin gelistirilmesinde temel asamalardir. Bu nedenle,
tekniklerin koordineli bir sekilde entegrasyonunu gerektirmektedir (Duquenne vd.,
2007). Protoplast fiizyonu, ayr iki tiir veya cinse ait protoplastlarin birlestirilerek yeni
cesitlerin olusturulmasini igeren, parasekstiel hibridlesme olarak da bilinir. Bu siireg,
ozellikle eseyli ve 6n veya son dollenme engellerini ortadan kaldirmak icin etkilidir.
Protoplast fiizyonlar1, her iki ebeveynin tiim genomlarinin birlestigi simetrik ve bir
donérden bir aliciya kismi bir genom transferini i¢ceren asimetrik yapida olabilmektedir
(Wang vd., 2013).

Tarihsel olarak, c¢esitli tiirler arasinda protoplast hibritleri, Brassica ve
Arabidopsis (Gleba ve Hoffmann, 1980) brassica oleracea L. ve Moricandia arvensis
(L.) DC. (Toriyama vd., 1987), Eruca sativa Lam. ve Brassica juncea (L.) Czern
(Sikdar vd., 1990), ile B. nigra ve B. Oleracea (Narasimhulu vd., 1992)
olusturulmustur. Ayrica, portakalin mandarin veya mandarin hibrit ¢esitleri ile
birlestirilerek narenciye somatik hibritler olusturulmus ve karakterize edilmistir
(Soriano vd., 2012).

Protoplast izolasyonunda genellikle hipokotil, kotiledonlar, kok tiiyleri, kokler
ve yapraklar gibi olgunlasmamis bitki dokular1 kullanilmaktadir (Davey vd., 2005).
Bunlar arasinda, yaprak mezofil dokular, Arabidopsis thaliana (Xuan ve Menczel,
1980), Oryza sativa (Davey vd., 2005) ve Nicotiana tabacum (Nagata ve Takebe, 1971)
gibi c¢esitli model bitkilerde, ayrica Panicum virgatum (Mazarei vd., 2008), Hevea
brasiliensis (Zhang vd., 2016), Elaeis guineensis (Masani vd., 2014), Magnolia (Shen
vd., 2017) ve Phaseolus vulgaris (Nanjareddy vd., 2016) gibi model olmayan farkli
bitkilerde protoplast izolasyonunun baslica kaynagi olarak hizmet etmektedir.

Ayrica, in vitro yetistirilen Stevia yapraklarindan protoplastlar dort haftalikken
verimli bir sekilde izole edilmistir (Lopez-Arellano vd., 2015). Ghose vd (2022), ES5
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(%1.25 selillaz R-10 ve %0.75 makerozim R-10) kullanarak in vitro kosullarda
yetistirilen stevia bitkiciklerinin yaprak mezofilinden gram taze agirlik basina 3.16 X
10° ya ulasarak en yiiksek protoplast verimini elde etmislerdir.

2.2. Stevia rebaudiana'nin 1slah programlari

Bitki ¢esitlerini gelistirmek istenilen O6zelliklerin aktarilmasiyla miimkiindiir.
Ancak burada mevcut varyasyonlarin se¢imi kritik bir rol oynamaktadir (Akhtar vd.,
2022). Geleneksel 1slah yontemleri, son yirmi yilda ortaya ¢ikan modern biyoteknolojik
yontemlere kiyasla zaman alicidir. Bu gelismis yontemler, genetik 6zelliklerin daha iyi
anlagilmasini  saglar ve yeni c¢esitlerin gelistirilmesini  hizlandirir.  Modern
biyoteknolojinin geleneksel 1slah yontemleri ile biitlinlestirilmesi, gelistirilmis bitki
cesitlerinin piyasaya sliriilmesini hizlandirir. Bu kombinasyon, ¢evresel streslere karsi
iistiin kalite, miktar ve dayaniklilifa sahip ¢esitlerin olusturulmasi i¢in yeni yollar
acmaktadir. Ayrica, bitkilerin kiiltiire alinmasi, iiretici giidiimli seleksiyon ve cesitli
melezleme teknikleri gibi yontemlerle yerel adaptasyon saglanabilmektedir (Akhatar
vd., 2022). Stevia rebaudiana (Bertoni), 22 kromozoma (2n=22) sahip ¢ok yillik otsu bir
bitki olup, yaklasik 230 otsu, ¢ali ve alt ¢ali tiiriinii igeren Stevia cinsine aittir (Yadav
vd., 2011). Stevia yapraklar diterpen glikozitler, 6zellikle steviosit ve rebaudiosid
iiretir; bunlar besleyici olmayan, toksik olmayan ve siikrozu 300 kat asan oldukga gii¢lii
tatliliklartyla bilinmektedir. Stevia, tatlandirici 6zelliginin Otesinde, tibbi deger ve
uygulamalar1 da igcermektedir. Entomofil tozlasma davranisina sahip, kendine uyumsuz
bir bitki olarak bitki 1slahinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Stevia yapraklarindaki
glikozitlerden Rebaudiosit-A, 6zellikle {istiin lezzet profili i¢in arzu edilirken, steviosit
agizda kalan aci tattan sorumludur. Bitki islahgilari, dogal tatlandiricilart gelistirmek
icin daha yiiksek Rebaudiosit-A igerigine ve daha diisiik steviosit sahip yeni S.
rebaudiana gesitleri gelistirmeye odaklanmaktadir. Rebaudiosit-A ve -C'nin oranlari,
ayni1 enzim tarafindan sentezlendigini gosteren ve birlikte ayrisan tek bir katki geninden
etkilenmektedir. Rebaudiosit-A ve -C pozitif bir korelasyon gosterirken, steviosit ve
rebaudiosit-A negatif bir korelasyon sergilemektedir. Arzu edilen genotipler arasinda
secim ve melezlemeyi igeren geleneksel bitki 1slah1 yontemleri, yiiksek oranda yabanci
tozlasan bir bitki olan stevia i¢in kalite 6zelliklerinin gelistirilmesinde etkili olmaktadir.
Ozel glikozit miktarlar1 arttirilmis RSIT 94-1306, RSIT 94-75 ve RSIT 95-166-1 gibi
cesitli patentli bitki cesitleri, seleksiyon ve melezlemeyoluyla gelistirilmistir (Yadav
vd., 2011). Tavarini ve digerlerine (2019) gore, stevia i¢in 1slah programlarinin temel
hedefleri agagidaki gibi 6zetlenebilir:

Birim alanda yaprak veriminin maksimize edilmesi

Yiiksek yaprak-sap orani elde etmek

Hizl biiylime ve yeniden biiyiime kapasitesini tesvik etmek
Fotosentetik aktivitenin artirilmasi

Yapraklardaki steviol glikozit igeriginin artirilmasi

Ozellikle rebaudiositA (Reb A) gibi bazi steviol glikozitlerin belirgin
seviyelerinin hedeflenmesi

Cok cesitli toprak ve iklim kosullarina uyum saglama

Cevresel streslere, zararlilara ve hastaliklara kars1 direng gelistirmek
Fotoperiyot duyarsizlig elde etmek

Etkili tohum tiretimi i¢in kendine uyumlulugun saglanmasi

12



KAYNAK TARAMASI N. NASIR

Aragtirmacilar, Morita ve Yucheng'in S. rebaudiana gesit gelistirmek igin
tekrarlayan 1slah ve se¢im tekniklerini kullandiklarin1 ve steviosit gore 2.56 kat daha
yiiksek Reb A igerigi elde ettiklerini bildirmislerdir (Yadav vd., 2011). Toplam steviol
glikozitlerin %80'ine kadar ulasan Reb-A icerigine sahip, minimum acilik ve agizda
kalan tat ile karakterize edilen ¢ok sayida g¢esit gelistirilmistir. Arastirmacilar ayrica
yeni stevia gesitleri i¢in yapilan patent basvurularina da atifta bulunmuslardir. Stevia
icin 1slah programlarinda kullanilan birincil yaklagim, geleneksel bitki 1slah1 yontemleri
olmakla birlikte, ¢esitli ileri genetik teknikler de mevcuttur. Bu yontemler tipik olarak;
kalite ozelliklerini gelistirmek i¢in kimyasal yapiy1 diizenleyerek, arzu edilen kimyasal
igcerige sahip farkli genotipler arasinda se¢im ve melezlemeyi igermektedir.

2.2.1. Genetik cesitlilik ve gen kaynaklari

Amien vd., (2021), steviada verim ve diger 6zelliklerde genetik parametreleri ve
genetik avantaji tahmin etmek i¢in tarla denemesi yiiriitmiistiir. Calismada, her bir
ozellik i¢in istiin stevia genotipleri se¢mislerdir. Huber ve Wehner (2021) stevia
genotiplerini verim, glikozitler ve bitki morfolojisi gibi 6zellikler agisindan karakterize
etmis ve Ozellikler arasindaki korelasyonlarini belirlemislerdir. Verim ve glikozitler igin
popiilasyonlar arasinda ¢esitli genetik tabana isaret eden yliksek degiskenlik
bulmuslardir. Baz1 genotipler biyokiitle ve glikozit konsantrasyonu i¢in yiiksek verim
sergilemislerdir. Bu da artan biyokiitle i¢in 1slah potansiyeline isaret etmektedir. En
yiiksek glikozit seviyelerine sahip genotipler, Seed Savers'tan temin edilen NC1003 ve
NC-1022 olarak belirlenmis ve arzu edilen glikozitleri gelistirme potansiyellerini
gostermistir. Calisma, elit 1slah popiilasyonlar1 gelistirmek ve stevia'da ilgilenilen
ozellikleri iyilestirmek igin kullanilabilecek genotiplerin varligint vurgulamaktadir.
Ozetle, bu ¢alisma, stevia cesitlerinde verim ve glikozit icerigini artirmak icin genetik
cesitlilik ve potansiyel 1slah segenekleri konusunda degerli bilgiler sunmustur. Cosson
vd. (2019), “UC Davis'in Compositae Genom Projesi’'nden elde edilen 150.258
EST'den genetik bilgileri kullanarak 18 EST-SSR markdr gelistirmistir. Bu markorler
daha sonra diinya ¢apinda ¢esitli bolgelerden otuz bir ¢esit ve otuz bir yerel ¢esitten elde
edilen 145 Stevia rebaudiana bitkisinin genotiplenmesi i¢in kullanilmistir. Bu
calismanin Stevia rebaudiana'daki genetik cesitliligin ilk kapsamli analizi oldugu ve
farkl1 kokenlerden gelen hem c¢esitleri hem de yerel popiilasyonlar1 kapsayan 145
genotipi ihtiva ettigi sonucuna varmislardir. Dyduch-Sieminska vd. (2020), molekiiler
yontemler ve biyokimyasal testlerin bir kombinasyonunu kullanarak, cesitli Stevia
rebaudiana genotiplerinin genetik ve biyokimyasal gesitliligini degerlendirmislerdir.
RAPD analizi, genotipler arasinda 6nemli polimorfizm ve diferansiyel bant desenleri
ortaya cikararak tiir i¢indeki genetik degiskenligi ortaya koymustur. HPLC sonuglari,
genotipler arasindaki biyokimyasal profillerde, 6zellikle de Steviamin tath tadindan
sorumlu olan steviol glikozitlerin igeriginde belirgin farkliliklar oldugunu gostermistir.
Fas, Polonya, Misir ve Nijerya gibi belirli bolgelerden kdken alan genotiplerin, mevcut
steviol glikozit miktar1 agisindan daha yiiksek kaliteye sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica, rebaudiosit A'min steviosit orani bir se¢im kriteri olarak degerlendirilmis ve
Avustralya, Cin, Hindistan ve Pakistan kokenli genotipler, yeni cesitlerin 1slahinda
potansiyel deger tasidiklar1 vurgulanmistir. Calisma Fas, Misir, Polonya, Nijerya, Cin
ve Hindistan'dan gelenler gibi genetik ve biyokimyasal farklilik gdsteren genotiplerin,
gelismis tatlilik, daha yliksek verim veya belirli ¢evresel kosullara daha iyi uyum gibi
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arzu edilen 6zelliklere sahip Stevia gesitlerinin gelistirilmesini amaglayan daha ileri
1slah programlari i¢in degerli adaylar olabilecegini gostermistir.

Bir baska calisma, yapay seleksiyonun genetik farklilik ve popiilasyon yapist
tizerindeki etkisine odaklanarak Stevia rebaudiana'nin ekili popiilasyonlar1 i¢indeki ve
arasindaki genetik ¢esitliligi arastiran Luz vd. (2020) tarafindan yiiriitilmustiir.
Calisma, SR1'in en yiiksek polimorfizm oranini (%89.24) sergiledigini, SR2'nin ise en
diisiik orant (%60.13) gosterdigini ortaya koymustur. ISSR markérleri, vejetatif
cogaltim icin istenen Ozelliklere sahip bitkilerin seleksiyonun genetik olarak tek tip
popiilasyonlar olusturma egiliminde oldugunu, eseyli olarak cogaltilan bitkilerin ise
daha fazla genetik farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Calisma kapsaminda
stevianin iretilidigi farkli bes bolge arasindaki yiiksek genetik farklilik seviyelerinin,
genetik olarak yapilandirilmis popiilasyonlari isaret ettigi vurgulanmistir. SR2 ve SR4,
SR3 ve SRS5'e kiyasla secilen 6zellikler acisindan genetik olarak daha homojen bitkileri
icermekte oldugunu. SR2 ve SR4'teki bu baskin ve homojen genotipler, kontrollii
kosullarda arzu edilen agronomik o&zelliklere sahip Stevia bitkilerini gelistirmeyi
amaglayan 1slah programlarinda genitor olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Kaplan ve Turgut (2019) yaptiklar1 ¢alismada; Stevia rebaudiana Bertoni'nin
yuksek rebaudiosit A seviyelerine ve yiikksek reb A / steviosit oranina sahip
genotiplerini tanimlayarak, klon se¢im yontemiyle {stiin aday cesitleri se¢meyi
amaclamistir. Aragtirma sonug; 82, 109, 133 ve 196 numarali genotiplerin reb A igerigi,
reb A/stv oran1 ve endiistriyel isleme ve iiretime uygunluk acgisindan iistiin 6zellikleri
nedeniyle klonal ¢esit adaylar1 olarak sec¢ilmistir. Stevia genetik ¢esitliligi lizerine
yapilmis bir¢cok c¢alisma daha mevcuttur (Subositi vd., 2011; Chester vd., 2013;
Thiyagarajan ve Venkatachalam, 2015; Abdelsalam vd., 2016; Sharma vd., 2016;
Othman vd., 2018).

2.2.2. Steviol glikozit icerigi ve tathhik profilleri:

Obezite, tip 2 diabetes mellitus ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi onemli
beslenme ve tibbi sorunlarin kiiresel yayginligi, seker ve diger diyet kaynaklarindan
asir1 kalori tiiketimine baglanmaktadir. Bu endise verici egilime karsilik olarak, pazar
icin diistik kalorili ve dogal seker ikamelerinin gelistirilmesine yonelik artan bir 1lgi s6z
konusudur (Kunova vd., 2014). S. rebaudiana'nin yapraklarinda basta steviosit olmak
izere tath tada sahip diterpen glikozitleri biriktirmesiyle taninan Stevia, en umut verici
dogal segeneklerden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Steviosit ticari iiriinlerde bulunan
baslica glikozit olmakta birlikte, steviol glikozitlerin konsantrasyonlari, genotip ve
tiretim kosullar1 gibi faktorlere bagli olarak onemli 6l¢iide degismektedir (Puri vd.,
2011). Bugiine kadar bir¢ok c¢alisma sekonder metabolitleri gelistirmek amaciyla
yapilmistir. Ornegin, Thakur vd. (2021) Stevia rebaudiana'nm in vitro siirgiin
kiiltiiriinde polietilen glikol, aljinat, kitosan, salisilik asit ve maya 6ziitli gibi elisitorlerin
biiylime, biyokiitle verimi ve rebaudiosidler de dahil olmak iizere steviol glikozitlerin
birikimi {izerindeki etkilerini aragtirmiglardir. UHPCL kullanilarak o6lgiilen steviol
glikozit igeriginin belirli elisitdrlerle dSnemli dlgiide arttigini tespit etmislerdir. Ozellikle,
steviosit icerigi 2.0 mg 1" ALG ile 5 kat (0.77 mg g yaprak kuru agirlik) artarken, RA
igerigi 0.5 mg I'' ALG ile 7 kat (1.9 mg g! yaprak kuru agirhik) artmistir. Bu galigma;
aljinatin Stevia rebaudiana'min biyokiitle kalitesini artirmak ve metabolit profilini
tyilestirmek i¢in umut vaat eden bir elisitdr oldugunu ortaya koymustur.
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Javed vd. (2017) Stevia rebaudiana'nin in vitro kiiltiirii sirasinda MS ortaminda
bakir oksit kullanmiglardir. Bu nanopartikiilii, nodal segmentlerden S. rebaudiana'nin
dogrudan organogenezi icin MS ortaminda 0, 0.1, 1.0, 10, 100 ve 1000 mg 1!
konsantrasyonlarda uygulamislar ve 10 mg 1""'lik bakir oksit konsantrasyonun siirgiin
organogenezini olumlu yonde etkiledigini tespit etmislerdir. HPLC analizine gore yine
ayn1 konsantrasyondaki uygulamanin, hem rebaudiosit A hem de steviosit'de artisa
neden oldugu belirlenmistir. Calismaya gore, bakir oksidin biyoaktif bilesiklerin
liretimini uyarabilecegi ve in vitro kiiltiirlerde kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Gupta vd. (2016), dort hafta boyunca NaCl (%0.05-0.20) ve NaxCO3 (%0.025-
0.10), Prolin (2.5-10 mM) ve Polietilen Glikol (%2.5-10) gibi abiyotik streslerin nodal
eksplantlardan elde edilen S. rebaudiana siirgiinlerinde biliylime parametreleri ve steviol
glikozit tiretimi lizerindeki etkisini arastirmiglardir. Bu nodal eksplantlar, belirtilen tuz
konsantrasyonlarmi igeren 2.0 mg 1" kinetin ile desteklenmis MS ortaminda in vitro
olarak kiiltiirlenmigtir. NaCl ve prolin siirgiin biiylimesini tesvik ederken, Na,CO3 ve
PEG kontrole kiyasla zayif biiylimeyle sonuclanmistir. Stres uygulamasi, in vitro
bitkilerde kontrole kiyasla daha iyi steviol glikozit iiretimi ile sonu¢lanmistir. En yliksek
toplam SGs igerigi (Steviosit ve Rebaudiosit A) %2.60 ile %0.025 Na,COs3 ile muamele
edilen siirglinlerde bulunurken, bunu 5.0 mM prolin (%1.65), %0.10 NaCl (%1.25) ve
%5 PEG (%]1.15) takip etmistir. Ozetle, biiyiimede bir miktar azalmaya neden olmasina
ragmen, kimyasal stres uygulamasi SGs iiretimini kontrol bitkilerine kiyasla {i¢ kata
kadar artirbilmistir. Ayrica, Bondarev vd. (2019) Stevia rebaudiana hiicre kiiltiirlerinde
SG'lerin biiylimesini ve biyosentezini etkilemede besin ortami bilesimi, biiylime
diizenleyicileri, 1s18a maruz kalma ve hiicre farklilagmasi gibi ¢esitli faktorlerin Gnemini
bildirmislerdir.

Kumari ve Chandra (2015), ikincil metabolitlerin liretimini artirmak ve bitki
Oziitliniin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek icin Stevia rebaudiana in vitro
kiiltiirli icin ¢ogaltma protokolii gelistirmeyi arastirmiglardir. HPLC sonuglarina gore,
her iki ikincil metabolit (steviosit ve Reb A) kallustan organogenez yoluyla gelistirilen
in vitro siirglinlerde artt1g1 belirlenmistir.

Rameshsing vd. (2015) kolhisin kullanarak poliploidi indiiksiyonu yoluyla SG
gelistirmis ve daha yiiksek glikozit igerigine sahip yeni mutantlar (stevidiosit ve
rebaudiosit A) elde ederek poliploidi indiiksiyonu icin kolhisinin kullanishiligim
dogrulamiglardir. Ayrica, Mathur ve Shekhawat (2013) S. rebaudiana hiicre
stispansiyon kiiltlirlerinin biyoteknolojik olarak steviosit liretimi igin etkili bir yontem
sundugunu belirtmislerdir. Kiiltlir ortamu bilesimi, biiyiime diizenleyicileri ve inokulum
yogunlugu gibi faktorler biliylimelerini ve steviosit {iretimini etkilemektedir.
Gergeklestirilen c¢alismalar, biyoreaktorlerde S. rebaudiana stispansiyon kiiltiirleri
kullanilarak biiytik 6lgekli steviosit iiretiminin potansiyelini ortaya koymustur.

Bir¢ok calisma Stevia rebaudiana'da doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak steviol
glikozit liretimini artirmanin yollarim1 arastirmis olsa da, haploidi iiretimi i¢in anter
kiiltiiriine odaklanan aragtirmalarda dikkate deger bir bosluk bulunmaktadir. Anter
kiltiirii haploid bitkilerin olusturulmasina yardimci olarak 1slah ve genetik ¢alismalari
hizlandirabilir. Bu boslugun giderilmesi stevia genetigi anlayisimizi gelistirebilir ve
daha fazla steviol glikozit ve diger arzu edilen oOzelliklere sahip yeni cesitlerin
gelistirilmesine olanak saglayabilir.
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2.2.3. Haploid ve double haploid bitki iiretimi:

Double Haploid (DH) teknolojisi, biiyiik 6lgekli hibrit tohum tiretimi i¢in ¢ok
onemli olan kendilenmis saf, tamamen homozigot ebeveyn hatlar1 iiretmek i¢in gereken
zamani ve ilgili masraflar1 6nemli Slgiide azaltarak bitki 1slahinda oldukg¢a verimli bir
strateji sunar. Bu etkinlik, hem 6zel sektorde hem de akademik ¢evrelerde homozigot
bireylerin {iretimi i¢in yaygin olarak benimsenmesinin temel nedenidir. Ayrica DH
bitkileri, diger uygulamalarin yani1 sira rekombinasyon fraksiyonlarinin tahmin edilmesi,
baglanti ¢alismalarinin yiiriitiilmesi, karmasik niteliksel o6zelliklerin haritalanmasi,
homozigotluk yoluyla transgenlerin stabilize edilmesi ve ¢ekinik mutantlarin ortaya
cikarilmasi gibi gorevleri kolaylastirarak uygulamali genetik arastirma cabalarinda
hayati bir rol oynamaktadir. DH teknolojisi, aslinda bitki gametleri veya onlarin
onciileri olan haploid hiicrelerin temelinde, haploid embriyolarin gelisimini tesvik
etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu durum dogal ortamlarda nadir goriiliir ve deneysel
manipiilasyon gerektirir. Haploid embriyo elde edildikten sonra, kendiliginden genom
ikiye katlanmasi olarak adlandirilan diploid (DH) hale gelebilir veya kromozom ikiye
katlanmasi i¢in daha ileri uygulamalar gerekebilir (indiiklenmis ikiye katlanmis
haploid).

2.2.4. Haploid bitkilerin kesfedilmesi:

Haploid bitki gelisiminin dogal olusumu, bu fenomeni Datura
stramonium'bitkisinde Blakeslee tarafindan 1922 yilinda kesfedilmistir (Blakeslee vd.,
1922). Daha sonraki raporlar; tiitiin (Nicotiana tabacum) (Clausen ve Mann, 1924),
bugday (Triticum aestivum) (Gaines ve Aase, 1926) ve diger bitkilerde (Kimber ve
Riley, 1963; Riley, 1974) de benzer durumlar1 dogrulamigtir. Ne yazik ki, laboratuvar
bazli haploid bitki {iretimi i¢in protokollerin olusturulmasi 40 yildan daha uzun zaman
almistir. Bu doniim noktasi, Datura'da anter kiiltiirii (Guha ve Maheshwari, 1964; 1966)
ve ardindan tiirleraras1 melezlemelerde kromozom eliminasyonu (Kasha ve Kao, 1970)
yoluyla elde edilmistir. Arastirma, kisir haploid bitkileri verimli (fertil), homozigot
double haploid bitkilere doniistiiren kromozom sayisini ikiye katlama tekniklerinin (n-
2n) ilerlemesiyle hizla yaygimlagmistir(Jensen, 1974). Nitekim haploid ve double
haploid olusuma sahip tiirlerin sayis1 384 olarak belirlenmistir (Segui-Simarro vd.,
2021).

2.2.5. Haploid bitkilerin belirlenmesi:

Haploid bitkiler, diploid benzerlerinden ¢esitli yollarla ayirt edilebilir. Bu farklar
genellikle morfolojik, sitolojik ve genetik  Ozelliklerin  detayli  analiziyle
belirlenmektedir. Haploidler; daha kiigiik hiicre boyutlar1 nedeniyle daha kiiclik bir
goriinlim sergilerler. Zira bitkilerdeki hiicre hacmi dogrudan ploidi seviyeleri ile
iligkilidir. Bir bitkinin haploid durumu, ¢esitli yontemlerle dogrulanabilir (Dunwell,
2010). Ornegin, flow sitometrisi, kromozom saymmi, stomal koruyucu hiicrelerde
kloroplast sayimi, stomalarin boyut ve uzunlugunun 6l¢iilmesi, niikleoliis sayimi, polen
olusumu ve canliliginin degerlendirilmesi, hiicre boyutunun analizi ve morfolojik
belirteclerin incelenmesi gibi yontemler kullanilabilir (Ochatt ve Segui-Simarro, 2021).
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2.3. Asteraceae familyasindaki tiirlerin 1slahinda haploid ve double haploid
calismalar

Daha once de belirtildigi gibi Asteraceae ¢igekli bitkilerin en biiylik ailesidir ve
stevia bu ailenin bir tyesidir. Stevia bitkilerinin 1slah programlar1 yoluyla
gelistirilmesine yoOnelik bir talep vardir ve haploid optimum bir segenek olabilir.
Bugiline kadar, anter kiiltlirii yoluyla haploidi iiretimi i¢in tek bir calisma vardir.
Uskutoglu vd. (2019) tarafindan, tatlilifiyla bilinen ¢ok yillik bir bitki olan Stevia
rebaudiana Bertoni'de in vitro androgenezin etkinligini artirmak i¢in bir calisma
yiritiilmistir. Bitki anterlerinden embriyo olusumunu tesvik etmek i¢in ¢esitli besin
bilesenleri degerlendirilmistir. Ik yil, embriyo olusumunu kolaylastiran 2.0 mg 1! a-
naftalenasetik asit (NAA) + 0.5 mg 1" 6-benzilaminopiirin (BAP) ile desteklenmis MS
ortam1 en etkili uygulama olmak tizere umut verici sonuglar gdzlemlenmistir. Ancak, bu
embriyolarin daha sonra farklilastig1 gozlenmemistir. Ikinci yilda, arastirmalar sicaklik
on islemlerinin etkisine odaklanmis ve yiiksek (35°C) ve soguk (4°C) sicakliklar
arasinda herhangi bir fark bulunamamistir. Embriyo iiretimi i¢in en uygun besin
bilesimi, yiiksek sicaklik kosullar1 altinda 2.0 mg I'" NAA + 0.5 mg 1! Kinetin ile
desteklenmis MS olarak belirlenmis ve 6nemli bir embriyo verimi elde edilmistir.
Soguk uygulama da, oncelikle kallus olusumunu tesvik ederek diploid bitkiler elde
edilmesini saglasa da, diisiik diizeyde etkinlik gostermistir.

Asteraceae familyas1 bitkilerinde, 6zellikle Tagetes spp. i¢in haploid iiretimi
lizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Ornegin, Kumar vd. (2019) Tagetes spp.
tiirlerinde in vitro androgenesis teknikleri yoluyla haploidleri indiiklemek i¢in basarili
bir protokol gelistirmistir. Androgenezi etkileyen tomurcuk boyutu ve mikrospor
asamast gibi ¢cok sayida faktdr optimize edilmistir. Fransiz kadife ¢igegi, tomurcuk
boyutu 3.5-4.0 mm arasinda oldugunda erken tek cekirdekli ile erken iki cekirdekli
asamada en yiiksek mikrospor yiizdesini sergilerken, Afrika kadife ¢igegi 3.0-3.5 mm
tomurcuk boyutunda en iyi sonuglari gostermistir. Test edilen cesitler arasinda, 7.
patula cv. Pusa Arpita ve T. erecta cv. Pusa Basanti Gainda sirasiyla %0 ila %78.6 ve
%0 ila %63.9 arasinda degisen siirgiin olusum frekanslar1 gostermistir. Fransiz kadife
cicegi cesitleri, Afrika kadife cicegi ¢esitlerine kiyasla daha yiiksek androjenik tepkiler
gostermistir. Diger bilesenlerin yani sira hindistan cevizi suyu, glimiis nitrat (Ag.NOs3)
ve PVP ile zenginlestirilmis bazal (EMS) ortaminda kiiltiire alinan anterler, diger
ortamlara kiyasla en yiiksek gelisimi gdstermistir. Aragtirmacilar ayrica, anterlerin on
giinliik soguk 6n isleme ve ardindan 20 giinliik karanlik inkiibasyona tabi tutulmasinin
haploid indiiksiyonunu 6nemli Olclide artirdigini bulmuslardir. 424 rejeneranttan 56
bitki ploidi analizi i¢in rastgele secilmistir. Sonuclar, rejenerantlarin %14.3"linilin
dihaploid, %66.1'inin tetraploid ve %19.6'sin1n poliploid oldugunu ortaya koymustur.

Kumar vd. (2020), eksplant olarak tozlagsmamis oviilleri kullanarak Tagetes
erectanin iki heterozigot erkek steril hattindan haploid iiretmek igin bir protokol
standardize etmislerdir. Bliylime diizenleyicileri, oviil gelisim asamasi, bazal ortam,
siikroz konsantrasyonu, fotoperiyot ve soguk sok siiresi dahil olmak iizere in vitro
jinojenik yanit1 etkileyen gesitli faktorler arastirilmistir. Sonuglar, tozlasmamais oviillerin
2 mg I'" BAP ve 0.5 mg I"' NAA veya 2 mg I'! BAP ile birlikte 2 mgl! 2,4-D ile
desteklenmis EMS (Hindistan cevizi suyu, AgNO3, PVP vb. ile zenginlestirilmis MS
ortam1) ortaminda kiiltiire edildiginde 'Yerel Portakal' c¢esidinde partenojenik
embriyolarin dogrudan indiiklendigini gostermektedir. Cigek tomurcuklarmin gelisim

17



KAYNAK TARAMASI N. NASIR

asamasinin basarilt embriyo indiiksiyonu i¢in ¢ok Onemli oldugu ve yari agik ¢icek
tomurcuklarindan elde edilen oviillerin en yiiksek duyarliligi gosterdigi bulunmustur.
EMS ortami, jinogenez ic¢in en etkili ortam olarak bulunmustur. Ayrica, ¢icek
tomurcuklarinin soguk 6n isleminin jinogenezi olumsuz etkiledigi ve karanlhik kiiltiir
kosullariin uzun siireli 1518a maruz kalmaya kiyasla dogrudan partenojenik embriyo
indiiksiyonuna daha elverisli oldugu gozlemlenmistir.

Ayrica, Chinnathambi vd. (2024) Tagetes patula L. yerel tirlini 2-4.5 mm
arasinda degisen ¢icek boyutlariyla in vitro androgenez icin arastirmislardir. 2.0 ml 1!
BAP, 0.5 ml I'! NAA, %3 sakkaroz ve %0.8 agar-agar ile desteklenmis EMS ortaminda
(MS + organik ve inorganik takviyeler + %5 hindistan cevizi suyu) yetistirilen yaklasik
3-3.5 mm'lik bir ¢igek biyiikliigiinliin c¢esitli parametreler i¢in optimal oldugu
bulunmustur. Sitolojik analiz ve stoma koruyucu hiicrelerinin kloroplast sayimina
dayanarak, taranan 25 bitkiden biri dihaploid, 15'1 tetraploid ve 9'u poliploid olarak
tespit edilmistir. Kloroplast sayimi sonucunda, taranan 25 bitkiden biri (%4) koruyucu
hiicrelerinde ortalama 8 kloroplast ile dihaploid olarak belirlenmistir. Diger yandan, 15
bitki (%60) koruyucu hiicrelerinde ortalama 16 kloroplast ile tetraploid olarak
saptanmis, ve 9 bitki (%36) koruyucu hiicrelerinde ortalama 18 ila 20 kloroplast ile
poliploid olarak tanimlanmistir. Son olarak, anterden elde edilen rejeneranttan bir
haploid izole edilmis, sitolojik analiz ve kloroplast sayimi ile dogrulanmaigtir.

Theiler-Hedtrich ve Hunter (1995) mikrosporlarin izolasyonu ve kiiltiirii yoluyla
dihaploid hindiba bitkilerinin basaril1 bir sekilde liretimini arastirmislardir. Mikrosporlar
0.5 mg 1" 2,4-D, 0.5 mg I'' IAA ve 2.0 mg I"! zeatin ile desteklenmis modifiye MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Ortaya ¢ikan gametoplastlarin ve kaluslarin sonraki alt
kiiltiirleri 0.5 mg I'' BA ve 0.5 mg I'' IAA ile desteklenmis aym bazal besiyerinde
gerceklesmistir. Siirgiin biiyiimesi artis;, 0.4 mg 1" kinetin ve 0.2 mg 1" IAA ile
desteklenmis diisiik tuz iceren bir ortamda elde edilmistir. Siirgiinlerin koklenmesi,
topraga aktarilmadan énce yarrm kuvvetli 0.2 mg 1! IBA igeren Lepoivre ortaminda
gelistirilmistir. Calisma, 34 kapituladan sadece dordiinden izole edilen mikrosporlardan
gelistirilen bitkilerle, mikrospor tiirevi kallustan dihaploid hindiba bitkilerini bagaril1 bir
sekilde yeniden liretmistir. Sera ve tarla kosullarinda 450'nin {izerinde bitki tiretilmistir.
Arastirmacilar, sera ve tarla kosullarinda yetistirilen bitkiler arasinda ¢esitli ploidi
seviyeleri belirlemislerdir ve 44 bitki, diploid bir arka plana ragmen genellikle haploid
hiicre bilesimi sergilemistir. Regenere bitki fenotiplerinin ebeveyn genotipleriyle
karsilastirilmasi, haploidlerin  ticari hindiba 1slahinda potansiyel kullanimini
onermektedir.

Todorova vd. (1997), dort polen verici ve dort alici hibrit igeren aycicegi
(Helianthus annuus L.) bitkilerinde 48 uygulamayr degerlendirmislerdir. Polenler
degisen dozlarda gama 1smnina (300 Gy, 600 Gy ve 900 Gy) maruz birakilmistir.
Toplamda 2.279 embriyo in vitro kosullarda kiiltiire alinmis ve bunlardan 1.107 mutant
bitki elde edilmistir; bu bitkilerin 582'si kendi kendine tozlasma sonrasinda tohum
olusturmustur. Rejenerantlarin degerlendirilmesi, elde edilen bitkiciklerin 296'sinin
haploid oldugunu ortaya koymustur. Bu haploidlerin bazilar1 kendiliginden
diploidizasyona ugrarken, digerleri kromozom ikiye katlanmasini tesvik etmek icin
kolhisin soliisyonu ile muamele edilmistir. Elde edilen diploid bitkicikler, ginojenik
kokenlerini belirlemek amaciyla genetik ve biyokimyasal analizlere tabi tutulmustur.
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Aktas vd. (2023) tarafindan yiiriitiilen benzer bir ¢alismada, polen 1sinlama ve
disi c¢iceklerin 1smmlanmis polenlerle tozlasmasi yoluyla haploid embriyolar basariyla
tiretilmistir. Isinlanmis polenin aygigeginde (Helianthus annuus L.) haploid olusumuna
etkisi, Tirkiye Ulusal Aygcicegi Islah Programi'ndan 16 aygicegi hattinda
degerlendirilmistir. Yagh tohum ayg¢igeklerinde partenogenetik haploid embriyolari
indiiklemek i¢in polen taneleri degisen dozlarda gama isinlartyla (500-1000 Gy)
isinlanmisgtir. Embriyolar, tozlasmadan 12-20 giin sonra, kontrollii kosullar altinda (16/8
saat fotoperiyot, 25°C) modifiye MS kiiltiir ortamina yerlestirilmistir. Farkli gelisim
asamalarindaki toplam 18.457 partenogenetik embriyo in vitro ortamda kurtarilmis ve
650'si basarili bir sekilde ¢imlendirilmistir. Rejenerantlarin ploidi analizi, kromozom
sayimi ve flow sitometrisi yoluyla gergeklestirilmis ve 500 Gy hari¢ tiim 1sinlama
dozajlarinin embriyo ve haploid bitkileri indiiklemedeki etkinligini ortaya koymustur.
Calismada, “K3AD SN:8”, “IMI 069” ve “IMI 044 ayg¢igegi genotiplerinin uygun
gama 1511 dozu ve embriyonik gelisim asamasi segilerek partenogenetik haploid
embriyolar iiretebildigi belirlenmistir. Calismanin ana odagi, islah i¢in agilmayan
hatlarin {iretimini hizlandirmak amaciyla aycicegi DH’lerinin kazanimidir.

Piosik vd. (2016), Asteraceae familyasindan marul (Lactuca sativa L.) i¢in etkili
bir haploidizasyon yontemi gelistirmek amaciyla bir ¢alisma yiirlitmiislerdir. Haploid
embriyo gelisimini tesvik etmek i¢in, Helianthus annuus L. veya H. tuberosus L.
polenleri ile in vivo tozlasma gerceklestirilmistir. Ancak, tozlasmadan sonra elde edilen
haploid proembriyolar, hiicresel endosperm varligina ragmen daha fazla gelismemistir.
Bunu agmak igin, partenogenetik embriyolar ile izole edilmis embriyo keselerinin in
vitro kiiltiiri ¢esitli modifiye MS ortamlarinda gerceklestirilmistir. Bu durum, 23 adet
haploid L. sativa bitkisinin yeniden tiretildigi kallus dokusunun olugmasina yol agmaistir.
Haploid durumun dogrulanmasi, flow sitometrisi ile genom boyutunun tahmin edilmesi,
kok ucunda kromozom sayimi, stoma hiicre boyutunun Olgiilmesi ve anormal
mikrosporogenezden kaynaklanan anormal polen olusumunun goézlemlenmesi yoluyla
elde edilmistir. Bu calisma, marul yetistiriciliginde haploidizasyon hakkinda degerli
bilgiler saglamakta ve L. sativa'min haploid bitkilerini elde etmek i¢in eksiksiz bir
protokol sunmaktadir.

Khandakar md vd. (2014) Krizantem bitkisinde haploid bitki iiretme
potansiyelini aragtirmislardir. U¢ Kore cesidi olan "Yes Morning', 'Hi-Maya' ve bir saksi
cesidinden ('Peace Pink') anterler kiiltiire alinmistir. Cesitler arasinda kallus
indiiksiyonu, 1 mg 1! 2,4-D, 2 mg 1! BA, 250 mg I kazein hidrolizat ve 45 mg 1!
siikroz ile desteklenmis; 2.75 g 1! gelrite ile katilastirilmis bir bazal MS ortaminda
tatmin edici sonuglar elde ederek minimum farklhiliklar gostermistir. Kallus
indiiksiyonu, anterlerin 48 saat boyunca 4°C'deki ortamda ©6n muameleye tabi
tutulmastyla artirilmustir. Kalluslar siirgiin olusumu icin, 2 mg 1! BA, 0.1 mg I'' NAA,
30 g I'! siikroz ile desteklenmis, 2.75 g I'! gelrit ile katilastirilmis MS ortaminda kiiltiire
alinmistir. Kalluslardan siirglin olusumu ¢esitler arasinda biraz farklilik gostermistir.
Kalluslardan elde edilen siirgiinler koklendirme amaciyla 0.1 mg I NAA, 3 g I'! gerlit
ve 30 g 1! siikroz iceren MS ortamma aktarilmistir. Aklimatizasyon ve topraga
transferin ardindan, her bir ¢esitten 50 adet rejenere olmus bitkicik ploidi gbzlemi i¢in
rastgele secilmistir. Kromozom sayimi, 'Yes Morning' bahce cesidinde haploid bir
bitkicigin varligini ortaya koymustur.
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Literatlir taramasina dayanarak, stevia gibi Asteraceae familyasi bitkilerinin 1slah
programlar1 yoluyla gelistirilmesine yOnelik bir talep olmasina ragmen, bu tiirlerde
haploidi iiretimi konusunda yalnizca sinirli aragtirma yapildigi sonucuna varilabilir.
Uskutoglu vd. (2019), Stevia rebaudiana Bertoni iizerinde embriyo olusumunu tesvik
etmek i¢in besin bilesimlerine odaklanan bir ¢alisma yiiriitmiig, ancak embriyolarin
tutarli bir sekilde farklilagsmasi saglanamamistir. Buna karsilik, basta Tagetes spp.
olmak iizere diger Asteraceae familyasi bitkilerinde haploid tiretimi lizerine ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Kumar vd. (2019, 2020) ve Chinnathambi vd. (2024), Tagetes
tiirlerinde haploidleri indiiklemek i¢in androgenezi etkileyen gesitli faktorleri optimize
eden basarili protokoller gelistirmistir. Hindiba ve ayg¢igeginde haploid iiretimi iizerine
yapilan calismalar da bu teknigin Asteraceae familyasi bitkilerinde genetik iyilestirme
potansiyeline iliskin degerli bilgiler saglamaktadir. Genel olarak, bu alanda yapilacak
daha fazla arastirma, Asteraceae familyasi tiirlerinde mahsul verimliligini ve kalitesini
artirmak i¢in umut vaat etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma 2022-2024 yillarinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tibbi ve
Aromatik Bitkiler Laboratuvari ile Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvari
ve Giiney Agripark Ar-Ge Merkezi’'nde yiiriitiilmiistiir. Calismada toplam 3 deneme
yapilmig (paralel ¢aligma olarak) ve bu denemelerin ikisi Eyliil 2022 yilinda yapilirken
bir denemede Eylil 2023 yilinda yapilmistir. Ultra saf su cihazi, steril kabin,
iklimlendirme kabini, biiylime odasi, otoklav gibi tiim gerekli ekipmanlar kullanilmistir.
Ayrica, laboratuvarlarda kullanilan kimyasallar ve doku kiiltiirii besiyeri malzemeleri de
kullanilmaistir.

3.1. Materyal

Bitki materyali olarak Stevia rebaudiana Levent 93, Turgut 82 ve Tiitiincii tecilli
cesitleri kullanilmistir. S6z konusu cesitlere ait bitkiler klonal c¢ogaltilarak Giiney
Agripark Ar-Ge Merkezi seralarinda yetistirilmistir (Sekil.3.1).

Stevia bitkisinde c¢iceklenme indeterminant Ozelliktedir ve bu nedenle bir
bitkide ayni anda ¢i¢ceklenmenin farkli donemlerini gérmek miimkiindiir. Stevia bitkisi
ciceklenmeye Akdeniz ikliminde genellikle Eyliil ayinda baslamakta ve ci¢eklenme
periyodu yaklasik olarak 1 ay devam etmektedir. Bu siire boyunca anter kiiltiirii i¢in
uygun sathada ¢igek tomurcuklar kolaylikla bulunabilmektedir.

Eyliil ay1 igerisinde {i¢ c¢esidin cicek tomurcuklari uygun donemde toplanarak
laboratuvarimiza getirilmistir. Anterler, bu tomurcuklarindan optimal gelisim
asamalarinda ¢ikarilmis ve denemelerde eksplant olarak kullanilmistir.

Sekil 3.1. Tescilli ¢esitlere (Levent 93, Turgut 82 ve Tiitlincii) ait bitkilerin, yetistirme
mevsiminde Giiney Agripark Ar-Ge Merkezi seralarinda genel goriiniigleri
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3.2. Metot
3.2.1. Sitolojik calismalar ve tomurcuklarin toplanmasi

Cigek tomurcuklar sabah saatlerinde Uskutoglu vd. (2019) tarafindan belirtilen
protokol izlenerek toplanmistir. Tomurcuklar1 7 smifa ayirarak en uygun asamalari
onermislerdir. Ancak bizim gozlemlerimiz, Uskutoglu vd. (2019) tarafindan en erken
evre olarak tanimlanan B sinifinin en uygun tomurcuklari temsil ettigini géstermektedir.
Bu uygun tomurcuk asamasinda, anterlerin gevrek oldugu, yesilimsi bir renk sergiledigi
ve sulu jel gibi parlak ve piirlizsiiz bir ylizeye sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 3.2).
Stevia'nin anterleri iki lobdan olusur.

Sekil 3.2. Cigek gelisimini yakalamak: tomurcuktan tam c¢igeklenmeye kadar,
anterler ve disi organlarin genel goriiniisii

A) Anterlerde cogunlukla tek ¢ekirdekli mikrosporlari igeren ¢igcek tomurcugu
(kapitulum)

B) Uygun dénemdeki ¢igek tomurcugundan alinmig olan bes adet ¢igekeik

C) Optimal ¢i¢ek tomurcugunun boyutu milimetre cinsindendir

D) Optimalgicek tomurcugu igindeki bir ¢icek¢igin boyutu milimetre cinsindendir
E) Tamamen ¢icekgikleri agmis ¢igek tomurcugu

F) Tamamen c¢iceklenmis bes adet ¢igekcik

G) Tamamen ¢iceklenmis ¢igegin disi kisimlari ile ince ve kiiciik filamentlere sahip
bes adet anter
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3.2.2. Yiizey sterilizasyonu

On islemlerden gegirilen tomurcuklar oncelikle yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur (Sekil 3.3). Uygun sathada, yani tek ¢ekirdekli mikrosporlara sahip anterleri
iceren tomurcuklar; 6nce akan su ile yikanip, ardindan steril kabin igerisinde %70'lik
etil alkolde 1 dakika bekletilmis ve steril su ile durulanmigtir. Daha sonra %20'lik ticari
sodyum hipoklorit ve 1-2 damla Tween-20 (Duchefa-Polysorbate 20, P1362, Hollanda)
igeren ¢ozeltide 15 dakika bekletilerek, hafif¢e ¢alkalanmistir. Son olarak steril su ile li¢
kez yikanip ylizey sterilizasyonu islemlerinden gecirilmistir.

Sekil 3.3. Steril kabin igerisinde ylizey sterilizasyon iglemlerinden bir goriintii

3.2.3. Tomurcuklardan anterlerin Embriyogenik kallus / embriyo tesvik ortamina
alinmasi ve uygulamalar

Besi ortamlar1 standart prosediirlere gore hazirlanmis ve ardindan sterilizasyonu
saglamak i¢in 121°C'de 15 psi basing altinda 15 dakika boyunca otoklavlanmigtir (NC
40M, NUVE Sanayi, Ankara, Tiirkiye). Murashige ve Skoog (MS) temel besiyeri 4.4
g.I'! (Duchefa, MO222, Hollanda) olarak tartilip, %0.7 oraninda agar (Duchefa-Phyto,
P1001, Hollanda) ve %3 siikroz (Duchefa-kristalize siikroz, S0809, Hollanda),
eklenerek hazirlanmistir ve Cizelge 3.1'de belirtildigi gibi « -Naphthaleneacetic acid
(NAA), 6-Benzylaminopurine (BAP) alternatifi olarak {i¢iincli denemede Benzyladenin
(BA) ve Kinetin dahil olmak {izere ¢esitli hormon konsantrasyonlar1 eklenmistir.
Kullanilan hormonlar Duchefa, Hollanda'dan temin edilmistir. Cozeltinin pH degeri HL
2211 pH/ORP metre (Hanna, Romanya) kullanilarak izlenmis ve 5.7 ile 5.8 arasinda
tutulmustur. pH ayarlamalar1 1N HCI ve NaOH kullanilarak yapilmistir.

Embriyo iiretimini tesvik etmek i¢in ortama %1 Giimiis nitrat (AgNO3)
eklenmistir; ancak bunun etkisiz oldugu kanitlanmistir. Ayrica, embriyo veya
Embriyogenik kallus iiretimini tesvik etmek icin ¢icek tomurcuklarinin bir giin boyunca
4°C'de sogutulmasi da etkili sonuglar vermemistir. Dolayisiyla, stevia'min soguk on
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isleme veya AgNOs'lin ortama dahil edilmesine gerek kalmadan embriyo iiretebildigi
goriilmektedir.

Daha sonra, yaklasik olarak 25 mL ortam steril kabin igerisinde petri kaplarina
dagitilmistir (Sekil 3.4). Bu adim, ortamin homojen bir sekilde dagitilmasini saglamis
ve kontrollii laboratuvar kosullarinda Embriyogenik kallus kiiltiirlerinin biiylimesini
kolaylagtirmistir.

Sekil 3.4 Otoklavlamadan sonra besi ortaminin steril kabin icinde petri kaplarina
aktarilmasi

Steril kosullarda, tomurcuklardan kesilerek alinan anterler 7 farklt MS ortamina,
10 anter/petri (90 mm) olacak sekilde yerlestirilmistir. Her bir uygulama 5 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1). Anterler steril kabin (JSCB-900SB, JSR,
Gongju-Sehir, Kore) i¢cinde stereo mikroskop (C-LEDS, Nikon SMZ445 Cin) altinda
tomurcuklardan dikkatlice ¢ikarilmig ve ardindan belirtilen besiyerlerinde kiiltiire
almmistir. Bu asamada, anterlerin c¢ikarilmasi Ozellikle kirilganhiklart ve kiiciik
filamentlerin varlig1 nedeniyle son derece kritiktir. Bu filamentler, diger bitkilerin
anterlerinde oldugu kadar kolaylikla ¢ikarilamaz. Dolayisiyla, sadece anterlerin
kiltiiriine odaklanarak bu filamentlerin dikkatlice c¢ikarilmasina 6zen gosterilmelidir.
Aksi takdirde, filamentlerden kallus olusabilir (Sekil.3.5). Ekimden sonra, uygulamalar
ilk 10 giin siiresince karanlikta tutulmus ve ardindan 16/8 fotoperiyot altinda, 5000 liiks
151k kosullarinda yerlestirilmistir.
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Sekil 3.5. A) Filamentsiz anter ve B) Filament igeren anter

Hem karanlik hem de fotoperiyot kosullar1 i¢in muhafaza edilen sicaklik 25°C
olarak ayarlanmistir. Kontrollii bir karanlik ortam olusturmak i¢in aliiminyum folyo
kullanilmis ve dis 151k etkilerinin Onlenmesi saglanmistir (Sekil. 3.6). Ek olarak,
fotoperiyodu diizenlemek i¢in Panasonic iklimlendirme kabini (MLR-352-PE,
Panasonic, Sakata, Oizumi-Machi-Ora-Gun, Gunma, Japon) kullanilmis ve deneysel
ihtiyaglara gore ayarlanmis hassas 1sik/karanlik dongiileri saglanmistir (Sekil. 3.7). Bu
denemenin sonunda kallus orani, kallus basina embriyo sayisi, ve kallus bagina embriyo
orani sayilmistir. Petri kab1 basina ortalama kallus orani, gelismis kallilerin sayilmasi ve
petri kab1 sayisina boliinmesi ve ardindan ylizde olarak ifade etmek icin 100 ile
carpilmastyla hesaplanmistir.

Toplam gelismis kallus sayisi )x100
Petri kabi sayis1

Petri basina ortalama kallus orani (%) =(

Kallus bagina ortalama embriyo sayisini hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanilmistir:

Sayilan toplam embriyo sayisi
Toplam kallus sayis1

Kallus basina ortalama embriyo sayisi=

Toplam embriyo sayisi, her biri 10 kallus iceren bes petri kabinda sayilmistir.
Kallus basina ortalama embriyo sayisi, toplam embriyo sayisinin toplam kallus sayisina
boliinmesi ve ardindan ylizde olarak ifade etmek icin 100 ile carpilmasiyla
hesaplanmustir.

Sayilan toplam embriyo sayisi )x100
Toplam kallus say1s1

Kallus bagina ortalama embriyo orani (%)=(
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Cizelge 3.1. Embriyogenik kallus ve embriyo indiiksiyon ortamlari

Ort.No | Tekerriir | Anter/Petri Ortamlar

Tl 5 10 MS (Kontrol)

T2 5 10 MS + 0.5 mg I'' NAA + 0.5 mg I'' BAP
T3 5 10 MS + 1.0 mg I'' NAA + 0.5 mg I'' BAP
T4 5 10 MS + 2.0 mg "' NAA + 0.5 mg "' BAP
TS5 5 10 MS + 0.5 mg I'' NAA + 0.5 mg 1! Kinetin
T6 5 10 MS + 1.0 mg I'" NAA + 0.5 mg 1! Kinetin
T7 5 10 MS + 2.0 mg I"' NAA + 0.5 mg 1! Kinetin

Sekil 3.6.

Besi ortamina ekimi yapilan anterlerin karanlik sartlarda kalabilmesi i¢in
petrilerin aliminyum folyo ile sarilmasi. A) Besi ortamina alinmis anterler, B) Karanlik
sartlardaki anterler
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Sekil 3.7. Kiiltiire alinan anterlerin inkiibasyonunda kullanilan iklimlendirme kabini
3.2.4. Embriyonik kalluslarin ve embriyolarin farklilasma ortamina aktarilmasi

Embriyogenik kalluslar siirglin olusumunu tesvik etmek amaciyla 4 farkli MS
ortamina aktarilmistir (Cizelge 3.2). Her bir uygulama i¢in ayr1 200 ml'lik kavanozlara
¢ Embriyogenik kallus kiiltiire edilerek tiim oOrneklerde hem yas hem de boyut
acisindan tekdiizelik saglanmistir (Sekil 3.8). Her bir uygulama icin 5 kavanoz
bulunmaktadir, her biri tekrarlanmistir. Deneysel prosediirde, her bir kavanoza yaklasik
30 mL ortam dagitilmistir.

Cizelge 3.2. Embriyogenik kallus farklilagmasi icin kullanilan ortamlar

Ort.No | Tekerriir | Kalus/Kavanoz | Ortamlar

M1 5 3 MS (Kontrol)

M2 5 3 MS +0.25 mg I'' BAP
M3 5 3 MS + 0.5 mg I'' BAP
M4 5 3 MS + 1.0 mg I'' BAP

Bu hacim dikkatlice ol¢lilmiis ve kiiltiirlerin biiylime kosullarinda tutarlilig
saglamak i¢in tim deneme birimlerinde standardize edilmistir. Kiiltiire almanin
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ardindan kavanozlar, 16 saat 151k ve 8 saat karanliktan olusan bir fotoperiyot dongiisii
esliginde 5000 Lux aydinlatma yogunlugu saglayacak sekilde programlanmis bir
iklimlendirme kabinine yerlestirilmistir. Bu denemeler sirasinda sicaklik 25°C olarak
sabitlenmistir. Eksplantlar her iiclincli haftada bir ayn1 besiyeri kullanilarak alt kiiltiire
alinmig ve alt kiiltiire alma deneme boyunca yaklasik 4 ila 5 kez ger¢eklestirilmistir. Bu
siire¢ sonunda, kallus bagina diisen ortalama siirgiin sayis1 belirlenmistir.

Sekil 3.8. A) Alt kiiltiire alinan kalluslar, B) Embriyolardan basarili bir sekilde
stirgiinlere gelisimi

3.2.5. Bitkiciklerin koklendirilmesi

Stirgiinler elde edildikten sonra, kok olusumunu tesvik etmek i¢in asagidaki
ortamlar kullanilmistir (Cizelge3.3). Her bir uygulama i¢in, 20 siirglin kok olusturma
ortamina aktarilmistir. Siirglinler steril kabin igerisinde siirglin olusan bolgesinin tabana
yakin bir yerinden dikkatlice kesilip alinmis ve koklendirme ortamina aktarilmislardir
(Sekil. 3.9). Bu siire zarfinda, ilk kok baslangicina kadar gecen giinler, kiiltiire alinan 20
stirgiinden kok olusumu baglayan siirglin sayisi, siirglin basina ortalama kok sayisi,
koklenen siirgiinlerin yiizdesi ve 6zellikleri kaydedilmistir. Her biri igin yaklasik 30 ml
ortam igeren 200 ml'lik bir kavanoz kullanilmistir. Her kavanozda dort siirgiin yer almis
ve 5 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

Siirgiin bagina ortalama kok sayist ve 20 siirgiinde koklenen siirgilin ytizdesi
asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmustir:

Sayilan toplam kok sayisi
Toplam siirgiin sayis1

Stirgilin bagina ortalama kok sayis1 =

Koklenen siirgiin sayisi )x100

Koklenen siirglin ylizdesi =( Toplam siirgiin sayisi
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Cizelge 3.3. Cesitli ortamlarin bitki koklenmesini tesvik etme {lizerindeki etkileri

Uyg. No | Tekerriir Siirgiin/Kavanoz Uygulamaln

1 5 4 72 MS

2 5 4 5 MS + Img I''NAA
3 5 4 s MS + 1 mg I'' IBA

Sekil 3.9. Siirgiinlerin steril kabin i¢inde dipten kesilerek koklendirme ortamina
aktarilmasi. A) Farklilasmis siirgiinlerin kesim i¢in ¢ikarilmasi, B) Siirgiinlerin
koklendirme ortamina yerlestirilmesi ve koklenmenin olugmasi

3.2.6. Bitkilerin dis kosullara ahistirilmasi

Stirekli in vitro kosullarda yetistirilmis ve koklenmis olan bitkiler, plastik ortiiler
altinda kademeli olarak dis kosullara alistirilmustir (Sekil. 3.10). Oncelikle, koklenmis
bitkicikler, kavanozlardan pens yardimiyla ¢ikarilarak koklerdeki agar artiklari akan su
altinda temizlenmistir. Agardan tamamen arindirilan bitkicikler, torf:perlit iceren 2:1
oraninda hazirlanmis saksilara (9x7 cm, Ozka Vakum Tiirkiye) dikilmistir. Bitkiler
iklim sartlarina uyum sagladiktan sonra, daha biiyiik saksilara aktarilmigtir.

Kontrollii biiylime odasina yerlestirilen saksilarin iistii fermuarli plastik ortii ile
kapatilarak kademeli olarak agilmistir. 10 giin boyunca kilitli poset icerisinde 16/8
fotoperiyotta ve 25 °C sicaklikta bekletilmistir. Ardindan kilitli posetlerin agizlari
acilmistir ve 5 giin daha aymi fotoperiyotta 25°C sicaklikta bekletilmistir. Daha sonra ise
bitkiler kilitli posetten tamamen c¢ikarilarak 5 giin daha ayni sartlarda bekletilmistir.
Doku kiiltiirti yapilan bitkiler nakledilmeden 6nce toprak yeterince nemli olmalidir. Bu
nedenle, nem seviyesi giinliik olarak kontrol edilmis ve plastik torbalarin i¢indeki nem
diizenli olarak su piiskiirtiilerek korunmustur. Asir1 sulama veya kuruluk bitkilerin
biliylimesini 6nemli Olgiide etkileyebilmektedir. Son olarak, bitkiler sera ortamina
alinmustir.
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Sekil 3.10. Bitkilerin dis kosullara alistirilmasi siireci

A) Koklii bitkiler aklimatizasyon i¢in hazirlanmasi

B) Dikim ortam1 olarak 2:1 oraninda torf ve perlit karigim1 hazirlanmasi

C) Bitkiler kontrollii bir ortam yaratmak i¢in fermuarli plastik torbalarin i¢ine dikkatlice
yerlestirilmesi ve bir biiylime odasina aktarilmasi

D) Plastik torbalarin bitkilerden ¢ikarilmasi ve 5 giin boyunca biiylime odasinda daha
uzun siire iklimlenmeye birakilmasi

E) Aklimatizasyon doneminin ardindan bitkiler dis kosullara tamamen adapte olmasi1 ve
nakil i¢in hazir hale gelmis bitkiler

3.2.7. Ploidi analizleri

Bitkilerin ploidi seviyesi dort temel parametre kullanilarak degerlendirilmistir.
Bu parametreler sunlardir: stoma sayisi, stoma boyutu, kloroplast sayimi ve kromozom
sayimi. Birden fazla 6rnekteki ploidi seviyesi belirlenmesinin dogrulugunu artirmak i¢in
flow sitometrisi kullanilmas1 gerekmektedir.

3.2.7.1. Kloroplastlar, stoma sayis1 ve boyutu

Kloroplastlar 10 stoma hiicresinde sayilmis ve her bir koruyucu hiicresi ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Stoma sayimi, her biri ii¢ farkli boliimden olusan ii¢ farkli yaprakta,
mikroskop alan goriisiine dayanarak kaydedilmis ve bunun igin ortalama bir deger
hesaplanmistir (Sekil.3.11).
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Sekil 3.11. Kloroplastlar stomalarin her iki koruyucu hiicresinde de sayilmasi

Stoma 6l¢iimleri Hosseini vd. (2018) gore modifikasyonlarla gerceklestirilmistir.
Stoma genisligi ve uzunlugu, {i¢ yapraktan alinan on stoma orneginde Slglilmiistiir ve
her biri i¢in bir ortalama deger hesaplanmistir (Sekil.3.12). Bu amagla LEICA DM 750
bilesik 151k mikroskobunda 40x gorlis alani gozlemlenmistir ve LASEZ yazilimi
kullanilmastir.
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Sekil 3.12. Stomalarin genisligi ve uzunlugu mikrometre (um) cinsinden 6l¢iilmesi
3.2.7.1.1. Kloroplast boyanmasi

Boyama i¢in bes ¢ozelti hazirlanmistir bunlar: %1 AgNO;3; (Duchefa, SO536,
Hollanda), %1 Safranin (Merck, Almanya), %1 Fast Green FCF (Merck, Almanya), %1
[-KT lugol ¢ozeltisi (Merck, Almanya; Duchefa, P0518, Hollanda) ve 1:3 L:KI lugol
cozeltisi’dir. Her %]1'lik ¢ozelti i¢in, 100 ml'lik son hacme her bilesenden 1 gram
eklenmistir. Boyar madde olarak Onceden hazirlanmis aseto karmin de (Norateks
Kimya, istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.2.7.1.2. Stomalarin hazirlanmasi

Stevia yapraklarmin epidermisi ¢ok ince ve yapigkandir, bu da epidermisin
cikarilmasini zorlastirir. Bu nedenle, boyama sonuglart tek bir yontemle tatmin edici
olmadigi i¢in yaprak epidermisini elde etmek i¢in alt1 yontem uygulanmustir.

A: Birinci yontem

Stoma sayimi i¢in, taze yapraklar giindiiz toplanip, akan su ile yikanip ve
kurutulmustur. Yontem Brewer'a (1992) gore modifikasyonlarla gergeklestirilmistir.
Seffaf tirnak ojesi siirlilmiis ve en az 15 dakika kurumaya birakilmis, ardindan tirnak
ojesisi siirlilen kisma seffaf bir bant uygulanmis ve epidermisi ortaya ¢ikarmak icin bant
cikarilmistir. Bunu takiben boyama soliisyonu uygulanmistir. Fazla boya deiyonize su
ile yikanmistir ve Ornekler kurutulmustur. Acikta kalan epidermisli seffaf bant daha
sonra temiz bir cam lam iizerine yapistirilmis ve mikroskop altinda (LEICA DM 750)
gozlemlenmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Stomalarin sayilmasi, uzunluklarinin ve genisliklerinin 6l¢tilmesi

A) Yapraklarin su ile yikanmasi ve kurumaya birakilmasi
B) Seffaf ojenin yapraklara uygulanmasi

C) Epidermisin seffaf plastik bant kullanilarak ¢ikarilmasi
D) Lam mikroskop altinda gézlemlenmesi

E) Stomanin mikroskop altindaki goriintiisii
B: Ikinci yontem

Yapraklarin en az 15 dakika boyunca boya soliisyonlarina daldirilmasini ve
ardindan suyla yikanmasimi icermektedir. Yaprak kuruduktan sonra yukarida tarif
edildigi gibi sefaf oje uygulanmstir.

C:Uciincii yontem

Ugiincii  yontem Detrez  vd. (1989) gore kiiciik  degisikliklerle
gerceklestirilmistir. Bu yontem, taze yapraklarin renginin degistirilmesini icermektedir.
Yapraklar, renkleri degisene kadar etanol ve glasiyal asetik asit (3:1) g¢oOzeltisine
daldirilmistir. Bu ¢ozelti, kloroplastlari stabil hale getirerek ve hiicrelerin gecirgenligini
artirmis, boyama c¢ozeltisinin etkili bir sekilde niifuz etmesini saglamistir. Ardindan,
yapraklar en az 5 dakika siireyle I-KI (1:3) boyama ¢6zeltisine aktarilmistir. Fazla boya
cikarildiktan sonra seffaf oje siiriilmiis ve epidermis seffaf bant ile ¢ikarilmistir (Sekil
3.14).
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Sekil 3.14. Etanol asetik asitte yaprak fiksasyonu. A) 3:1 etanol asetik asit ¢ozeltisine
daldirildiktan sonra yaprak ve B) Mikroskobik lam

D: Dordiincii yontem

Dordiincii yontem yaprak tizerinde kiigiik bir kesim yapilmasini ve tiim yapragin
30 dakika boyunca doymus bir I-KI (1:3) boyama c¢ozeltisine daldirilmasini
icermektedir. Fazla boya yikanmis, yaprak kurutulmus ve Brewer'a (1992) gore
epidermis yukarida oje ve seffaf bant tarif edildigi gibi ¢ikarilmistir .

E: Besinci yontem

Bu yontem taze yapraga en az 15 dakika boyunca dogrudan oje siirlilmesini ve
ardindan seffaf bant kullanilarak epidermisin ¢ikarilmasini icermektedir (Brewer,1992).
Daha sonra, bir damla I-KI (1:3) daha 6nce de belirtildigi gibi bilesik mikroskop altinda
gbzlemlenmeden 6nce birkag¢ dakika boyunca lam tizerine yapistirilmistir.

F: Altinc1 yontem

Nazikce ve dikkatli bir sekilde epidermisin el ve jilet kullanilarak ¢ikarilmasini
icermektedir. Cikarilan parca bir lam iizerine yapistirilmis ve yukarida bahsedilen
boyadan bir damla eklenerek bir dakika bekletildikten sonra lamel ile kapatilarak
mikroskop altinda kontrol edilmistir. Bu yontem uygun boyama sonuglari vermistir.

3.2.7.2. Kromozom Sayimi

Kromozom sayimi ig¢in aktif koklenmeyi baslatmak {izere govde celikleri
kullanilmis ve asagidaki on islem, fiksasyon, maserasyon ve boyama adimlari
gerceklestirilmistir. Celikler yaklasik 5 cm uzunlugunda ve her birinin tepesinde iki
kiiciik yaprak olacak sekilde hazirlanmistir. Celikler 1 mg ml! NAA ¢ozeltisine
daldirilmig ve 2:1 oraninda torf ve perlit karisimi igeren kiiclik saksilarda kiiltiire
alinmistir. Saksilar nemi korumak i¢in plastikle kilitli poset ile kaplanmis ve koklenme
icin oda sicakliginda tutulmustur. Celikler 10 giin icinde koklenmistir (Sekil 3.15).
Celik Koklendirme Hormonu Inpower (NAA+IBA hormonlar1) (SAFA TRIM,
KONYA) kullanilarak el kitabinda belirtildigi sekilde kesim i¢in bagka bir yontem
kullanilmis, ancak daha az etkili olmustur.
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Sekil 3.15. Kromozom saymmu i¢in ¢eliklerin hazirlanmasi. A) Celik, B) 10 giin icinde
koklenen bitki

Asagidaki protokoller Kondo vd. (2020), Libik-Konieczny vd. (2018) ve Piosik vd.
(2016) tarafindan yapilan degisikliklere gore yiiriitiilmiistiir.

A: On islem

Kokler, 6n islem i¢in sabah 7:00, 8:00, 9:00, 10:00 ve 11:00 olmak {izere belirli
zaman araliklarinda toplanmistir. Metafaz hiicrelerinin sayisini artirmak ve kromozom
yogunlagmasini gelistirmek i¢in asagidaki 6n islemler kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Stevia kromozom sayimi i¢in kullanilan 6n islem yontemleri

Ajan (Kimyasal) Konsantrasyon | Zaman (h) | Kosullar (sicakhik/i1s1k)
8-hydroxyquinoline | 2mM 24 4 9C'de karanlik
kolhisin %1 24 4 9C'de karanlik
I-bromonaphtaline | doymus 24 4 9C'de karanlik

B: Sabitleme (Fiksasyon)

On islemden gegirilen k&kler gikarilip damitilmis suyla durulandiktan sonra 3:1
etanol asetik asit c¢ozeltisi icinde oda sicakliginda karanlikta bes saat bekletilmistir.
Fiksasyondan sonra, kokler kromozom sayimmindan 6nce 4°C'de %70 etanol icinde
saklanabilmektedir.

C: Maserasyon, boyama ve kromozom sayimi

Kokleri maserasyona tabi tutmadan 6nce, etanol kalintilarin1 gidermek igin bir
saat boyunca damitilmis su ile durulamistir. Durulamadan sonra, maserasyon 1 M HCI
ve %2 enzim soliisyonlarinda 37°C'de 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Enzim
¢ozeltisi Macerozyme R-10 (Duchefa Biochemie, Hollanda) ve Seliilaz Onozuka R-10
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(Duchefa Biochemie, Hollanda) kullanilarak hazirlanmistir. 0.5 mm'lik bir kdk ucu
kesilmis ve 10 pL enzim ¢dzeltisi igeren bir cam lam iizerine ve 1 M HCl igeren ayr1 bir
lam {izerine yerlestirilmistir. Inkiibasyon sirasinda nemi korumak igin cam bir petri
kabinin i¢ine bir kagit 1slatilarak yerlestirilmistir. Lamlar daha sonra petri kabinin igine
yerlestirilmis ve 37°C'de 20 dakika inkiibe edilmistir (Memmert, D-91126 Schwabach,
FRG, Almanya). Inkiibasyon siiresinin uzunlugu koklerin sertligine bagli olarak
degismistir daha yumusak kokler daha kisa bir inkiibasyona tabi tutulmistur.
Inkiibasyon siiresini kok durumuna gére ayarlamak onemlidir. Ozellikle Steviada, en iyi
sonuclar1 elde etmek i¢in inkiibasyon siiresinin dikkatli bir sekilde gdézlemlenmesi
gerekir.

Inkiibasyon siiresinden sonra, kokler basparmak kullanilarak bir damla
asetokarmin boyama sollisyonunda maserasyona tabi tutulmus ve ardindan mikroskop
altinda gozlemlenmistir (Sekil.3.16). Hem 1 M HCI hem de enzim ¢ozeltisi kokleri
etkili bir sekilde maserasyona tabi tutarken, ortaya ¢ikan kromozom goriinimii tatmin
edici bir sonug¢ ortaya koymamustir. Bunun {iizerine protokol Kondo vd. (2020) gore
revize edilmis ve asagida 6zetlendigi gibi yeni bir deneme gerceklestirilmistir.

Sekil 3.16. A) On islem gérmiis kok, B) Enzim veya HCl iginde inkiibe edilmis koklere
sahip slaytlar, C) Masere edilmis ve boyanmig kok, D) Mikroskop altinda kromozomlari
goriilebilen stevia hiicreleri

3.2.7.3. Kromozom sayiminda ikinci yontem

Bu protokolde asagidaki adimlar uygulanmastir.
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A: Kok numune hazirlama

Taze ve beyaz kokler gozlem i¢in en uygun asamadaki koklerdir. Tohumlarin
ekimden 3 hafta sonra gozlemlenmesi tavsiye edilirken, ¢elikler i¢cin gézlem ideal olarak
dikimden 3-4 hafta sonra yapilmalidir. Saksilar yogun koklendiklerinde kok uglarini
cikarmak ve bulmak zorlasmaktadir. Bu gozlem siirelerini bitkilerin 6zel biiyiime
modellerine gore ayarlamak onemlidir. Ornekleme igin ardisik giinesli giinler tercih
edilmistir. Ornekleme giinii ve dncesindeki giinler i¢in hava tahmininin giinesli kosullar
ongdrmesi durumunda bir Ornekleme gilinii sec¢ilmesi tavsiye edilir. Bu, dogru
ornekleme ve gozlem i¢in en uygun kosullar1 saglamaktadir. Kok uclari, 5 ila 8 mm
uzunlugunda ve sabah 10:30 civarinda toplanmistir. Bu uzunluk araligi detayli inceleme
ve analiz i¢in uygundur. Ornekleme siirecine herhangi bir miidahale olmamasi igin,
ornekleme giinii 6ncesinde bitkilere sulama yapilmamasi tavsiye edilir.

B: 2 mM 8-hidroksikinolin icinde 6n islem

Bu islem kromozom yogunlasmasina ve Metafazdan sonra hiicre boliinmesinin
engellenmesine neden olmaktadir. Siire ve sicakliklar 6n testler ve dnceki raporlarin
incelenmesi ile belirlenmelidir. Genel olarak, uzun siire islem ve yiiksek sicaklik giiclii
etkiye sahiptir. On testler i¢in asagidaki 6 6n islemi denenmistir.

4°C 5 saat ve 24 saat fiksasyon

25°C (Oda sicaklig) 4 saat ve 5 saat fiksasyon
4°C 24 saat ve 24 saat fiksasyon

25°C 24 saat ve 5 saat fiksasyon

4°C 24 saat ve 5 saat fiksasyon

25°C 2 saat + 4°C 2 saat ve 5 saat fiksasyon

kW=

Uygun olmayan 6n islem, kromozomlarin dogru sayimmi i¢in ¢ok uzamis kromozom ya
da hiicre 6liimii nedeniyle yok olmus kromozomlarla sonuglanabilmektedir.

C: Fiksasyon

Kokler fiksasyon i¢in oda sicakliginda 5 ve 24 saat boyunca 3:1 (v/v) etanol ve
asetik asit karisimi ile tutulmustur. Fiksasyondan sonra, kok uglar1 kullanilmadan 6nce
4°C'de %70 etanol i¢inde saklanabilir.

Depolanan kok uglari, etanolii temizlemek i¢in 20-60 dakika boyunca damitilmis
suda bekletilmistir. Kok segmentleri, damitilmis suya daldirilan kok uclarinin 2.0
mm'lik bir kismini izole etmek igin bir cam lam f{izerinde kesilmistir. Her bir kok ucu
daha sonra ii¢ kiiciik parcaya boliinmiistiir. Bir pipet kullanilarak su ¢ikarildiktan sonra,
kok segmentlerine hemen %2 (w/v) Selillaz Onozuka RS (Yakult Pharmaceutical
Industry Co., Ltd., Tokyo, Japonya) ve %2 (w/v) Pektoliyaz Y-23 (Kikkoman
Corporation, Chiba, Japonya) iceren bir enzim ¢ozeltisinden 10 pL eklenmistir.
Segmentler daha sonra su ile nemlendirilmis kapali bir kapta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon 37°C'de 20 dakika boyunca gerceklestirilmistir.

Bu islemde 6nemli olan nokta inkiibasyon siiresi bitkinin kokiine gore 2 ila 20
dakika arasinda degismesidir. Stevia’nin, koklerinin sert olmasi nedeniyle 20 dakikalik
bir inkiibasyon siiresi yeterli olmustur. Diger 6nemli olan bir noktada kdklerdeki toprak
parcaciklarinin ve diger kalintilarin mikroskop altinda tamamen temizlenmesidir.
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Inkiibasyondan sonra, enzim soliisyonu dikkatlice ¢ikarilmis ve bir damla (20pul)
%45 asetik asit 1-2 dakika boyunca kok ucuna damlatilmistir. Daha sonra kok uglarinin
tizerine bir lamel yerlestirilmis ve hiicreler bir igne ile diirtiilmek suretiyle dagitilmistir.

Yine lamin her iki tarafindan 20 pl (her bir taraf 10 ul) %45 asetik asit
uygulanmistir ve igne ile kdseden koseye diirtmeden once her seferinde isitilmistir.
Uygulama sonunda drnekler bagparmakla hafifce ezilmistir . Once yavasca bastiriimas
ve daha sonra kuvvetlice bastirilmistir. Hazirlanan lam alimiinyum folyo ile kaplanmis
ve bir giin boyunca -80°C’de ya da sivi nitrojende bu imkanlar saglanamiyorsa -20
°C’de en az bir hafta siire ile bekletilmistir. Floresan mikroskop ile gozlem almak icin
lamel jiletle kaldirildiktan sonra hiicreler 5 pg ml"! DAPI ile boyanmugtir .

Optik mikroskop igin, %1.5(w/v) orcein, %45(v/v) asetik asit ve geri kalan
distile su karistirilir ve boyama i¢in kullanilir. Hazirlanmis asetokarmin de kullanilir.

Eger lamlarin gece boyunca -80°C'de bekletilmesi tercih edilmiyor ve dogrudan
orsein veya asetokarmin ile boyamak isteniyorsa, su adimlar1 izlenmelidir: sicak bir
petri kabina %45 asetik asitle 1slatilmis bir kagit mendil yerlestilmelidir. Bir pipet
kullanarak boyama soliisyonunu lamelin her iki tarafindan koklerin {izerine birakilmali
ve tamamen boyanana kadar beklenmelidir.

3.2.8. istatistiksel analiz:

Bu arastirma, ii¢ farkli c¢esidin, yedi farkli ortamin ve ¢esitli Ol¢liim
parametrelerinin deneme sonuglar1 iizerindeki etkisini incelemistir. Her bir deneme
diizenegi bes petri kabindan olugsmustur ve her bir kap 10 anter igermektedir, bu da bir
tekerriiri temsil etmektedir. Cesitlerin, ortamlarin ve bu etkilesimlerin etkilerini ayrintili
olarak analiz etmek icin iki yonli ANOVA gerceklestirilmistir ve anter kiiltiiriinden
sonra elde edilen bitkilerle farkli genotipler arasinda kloroplast sayisi, stoma sayist ve
boyutunu karsilagtirmak i¢in tek yonli ANOVA yapilmistir. Daha sonra, anlamlilik
seviyesi P<0.05 olarak belirlenmis olan LSD Post Hoc c¢oklu aralik testi, RStudio siiriim
2024.04.1 (Build 748) kullanilarak Posit Software, PBC tarafindan uygulanmistir. Bu
kapsaml1 istatistiksel yaklasim, cesit varyasyonlarinin, ortam farkliliklarmin ve
gozlemlenen sonuglar lizerindeki birlesik etkilerinin 6nem diizeylerinin detayli bir
sekilde incelenmesini saglamistir.
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4. BULGULAR

4.1. ilk denemede ortalama Kallus iiretimi, kallus basina embriyo sayisi (adet) ve
embriyo yiizdesi (%)

Levent 93, Turgut 82 ve Tiitlincii gibi farkli ¢esitlerden anterler, materyal ve
yontemler boliimiinde ayrintili olarak agiklandigi gibi optimum asamalarinda kiiltiire
alinmis, mikrosporlardan Embriyogenik kallus olusumu da anter duvarinin yarilmasini
takiben on giinliikk karanliktan sonra baslamistir. Anterlerin ¢atlamasi, anterin farkl
boliimlerinde gergeklesmistir; bu gozlemler tiim ¢esitler ve ortamlar i¢in aynm sekilde
gozlemlenmistir. Bu durum, anterin farkli boélgelerinde bulunan mikrosporlarin
varligindan kaynaklanabilir. Filamentlerin tamamen c¢ikarilmasi ve sadece anterlerin
kiiltiire alinmas1 gerektigine dikkat etmek onemlidir (Sekil 4.1- 4.3).

Dairesel, kiiresel, cubuk ve kalp seklinde olmak tizere farkli embriyo tipleri
gbézlemlenmistir (Sekil 4.5 - 4.7). Bitki olusturamayan c¢ubuk benzeri embriyolarin,
ozellikle ortam yiiksek oranda oksin icerdiginde, tiim ¢esitlerde {iretildigine dikkat
etmek onemlidir.

Ik denemede, iki yonlii ANOVA sonuglarina gore; cesitlerin, ortamim ve
bunlarin interaksiyoninin ortalama kallus iiretimi, embriyogenik kallus basina ortalama
embriyo sayist ve embriyogenik kallus basima ortalama embriyo ylizdesi iizerinde
onemli etkileri oldugunu ortaya koymustur. Kallus iiretimi i¢in, genotip faktorii 33.41
(***) F degeri ile olduk¢a onemli bir etki gdstermis, ortam faktorii de 69.16 (***) F
degeri ile olduk¢a Onemli bir etkiye sahip olmus ve genotip ile ortam arasindaki
intraksyion 11.55 (***) F degeri ile 6nemli bir sonu¢ ortaya koymustur. Ortalama
embriyo sayisi i¢in, genotip faktorii 23.19 (***) F degeri ile olduk¢a onemli bir etkiye
sahiptir, ortam faktorii 4.43 (***) F degeri ile 6nemli bir etkiye sahip olmus ve genotip
ile ortam arasindaki interaksiyon 4.63 (***) F degeri ile 6nemli bir sonu¢ ortaya
koymustur. Benzer sekilde, embriyo yiizdesi i¢in genotip faktorii 23.19 (***) F degeri
ile oldukca 6nemli bir etki gostermis, ortam faktorii 4.43 (***) F degeri ile 6nemli bir
etkiye sahiptir ve genotip ile ortam arasindaki interaksiyon 4.63 (***) F degeri ile
onemlidir. Genel olarak, bu sonuglar kallus iiretimi, ortalama embriyo sayisi ve embriyo
yiizdesini etkilemede hem genotip ve ortamin hem de bunlarin interaksiyoninin 6nemini
vurgulamaktadir. Daha sonra LSD (En Kiiciik Onemli Fark) testi yapilmus, bu teste gore
ANOVA analizinin ardindan birbirinden 6nemli farkliliklar gosteren belirli ortalama
ciftlerinin belirlenistir.

Levent 93, Turgut 82 ve Tiitiincili'ye kiyasla 6nemli 6lciide daha yiiksek kallus
yiizdesi (%47.4), kallus basina daha fazla embriyo sayis1 (3.38) ve daha yliksek embriyo
ylzdesi (%33.80) iiretmistir. Turgut 82 ve Tiitiinci sirasiyla %30.8 ve %33.4 kallus
yiizdesi, 0.60 ve 0.71 kallus basina embriyo sayisi ve %6.00 ve %7.14 embriyo yiizdesi
ile tiim bu olgiitlerde daha diisiik degerlere sahipti. Farkliliklar, %5 diizeyinde LSD testi
ile belirlendigi tizere, 0.000'den kiiciik p-degerleri ve kallus yiizdesi i¢in 33.41 ve hem
kallus basina embriyo sayist hem de embriyo yiizdesi i¢in 23.19 F-degerleri ile
istatistiksel olarak anlamliyd: (Cizelge 4.1).

Calismada kullanilan ortamlardan T4 ortami, en yiiksek ortalama kallus
yilizdesini (%64.6), en fazla embriyo sayisin1 (2.83) ve en yiiksek embriyo yiizdesini
(%28.33) tretmistir. Bunu kallus iiretimi agisindan sirasiyla %46.0 ve %43.3'lik
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yiizdelerle T2 ve T3 ortamu takip etmistir. Ek olarak, T5, T7 ve T2, T4 ortamu ile benzer
sayida embriyo ve embriyo yiizdesi sergilemis, TS5 ortam1 2.39 adet embriyo ve %23.91
embriyo ylizdesi, T7 ortami 2.51 adet embriyo ve %25.16 embriyo yiizdesi ve T2
ortam1 da 1.47 adet embriyo ve %14.73 embriyo ylizdesi gostermistir. Farkliliklar, %5
diizeyinde LSD testi ile belirlendigi tlizere, 0.000'den kii¢iik p-degerleri ve kallus
ylizdesi i¢in 69.16 ve hem embriyo sayisi hem de embriyo yiizdesi i¢in 4.43 F-degerleri
ile istatistiksel olarak anlamliydi (Cizelge 4.1).

Cesitler ve ortamlar arasindaki interaksiyonlar, T4 ortamindaki Levent 93
¢esidinin en yiiksek ortalama kallus yiizdesini (%78) lirettigini, ardindan ayni ortamdaki
Tiitiincii ¢esitinin (%64), T7 ve T2 ortamindaki Levent 93 c¢esidinin (%62 ve %56
sirastyla) oldugunu gostermistir. Embriyo sayis1 ve yiizdesi de en yiiksek T4 (7.5 ve
%75 sirastyla) ve T7 (6.1 ve %61 sirastyla) ortaminlardaki Levent 93 ¢esidinde;
ardindan T2 ortamindaki Levent 93 ¢esidinde 3.62 adet embriyo ve %36.2 embriyo
yilizdesi, T5 ortaminda Tiitiincii ¢esidinde ise 3.6 adet embriyo, %36.00 embriyo
yiizdesi, TS5 ve T3 ortamlarinda Levent 93 ¢esidinde 3.57 adet (%35.7) ve 2.62 adet
(%26.20) goriilmistiir. Son olarakta Turgut 82 g¢esidinde T6 ortaminda 2.2 embriyo
sayist ve %22 embriyo ylizdesi; T4 ortaminda da 1 adet embriyo lretirken embriyo
ylizdesi de %10 olarak kaydedilmistir. Bu farkliliklar, %5 diizeyinde LSD testi ile
belirlendigi iizere, 0,000'dan kiigiik p-degerleri ve kallus yiizdesi icin 11.55 ve hem
embriyo sayist hem de embriyo yiizdesi i¢in 4.63 F-degerleri ile istatistiksel olarak
anlamliydi (Cizelge 4.2).

Bu denemenin sonuclari, hem genotipin hem de ortamin kallus olusumu,
embriyo sayisini ve embriyo yiizdesini dnemli 6l¢iide etkiledigi gostermektedir. Levent
93, olgiilen tiim parametrelerde Turgut 82 ve Titlincii'den daha iyi performans
gostererek daha yiiksek kallus tiretimi, daha fazla embriyo sayisi ve daha yiiksek
embriyo yiizdesi sergilemistir. Farkli ortamlar arasinda kallus iiretimi i¢in T4'{in en
etkili oldugu goriilmiis, bunu T2, T3 ve TS5 ortamu izlemistir. TS5, T7 ve T2 ortamlari
T4'e benzer embriyo sayilari ve yiizdeleri gdstermistir. Interaksyon etkileri ayrica, T4
ortaminda Levent 93'lin en yiiksek kallus ve embriyo olgiimlerini verdigi, bunu T4'te
Tiitlinci ve T7'de Levent 93'in izledigini ortaya koymustur. Bu bulgular, anter
kiiltiirlerinde kallus ve embriyo iiretimini optimize etmek i¢in uygun genotip ve ortam
seciminin 6nemli roliinii vurgulamaktadir.
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Cizelge 4.1. Cesitlerin ve ortamlarin ortalama kallus orani, kallus basina ortalama
embriyo sayist ve embriyo orani (%) lizerindeki etkileri

Kallus basina Embriyo Oram

Kaynak Kallus Orani (%) Embriyo Sayisi (%)
(Adet)

Cesitler
Levent 93 474 a! 3.38a 33.80a
Turgut 82 30.8b 0.60b 6.00 b
Tiitiinct 334b 0.71b 7.14b
P- degeri <0.000 <0.000 <0.000
F- degeri 3341 23.19 23.19
LSD (%5) 4.33 0.91 9.18
Ortam
T1 0.00 e 0.00 ¢ 0.0c
T2 46.0 b 1.47 ab 14.73 ab
T3 433b 0.87 bc 8.73 be
T4 64.6 a 2.83 a 2833 a
T5 40.0 be 239a 2391 a
T6 36.0cd 0.86 bc 8.66 bc
T7 30.6d 251 a 25.16a
P- degeri <0.000 <0.000 <0.000
F- degeri 69.16 4.43 4.43
LSD (%5) 6.62 1.40 14.03

:Aym harfler LSD

testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli
olmayan farkhiliklar1 gostermektedir. n = 5 (her bir tekerriir 5 Petri kabindan
olusmustur ve her bir kap 10 anter igcermektedir), p < 0.05.
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Sekil 4.1. Levent 93 ¢estinde anterler farkli pozisyonlardan ¢atlamis ve embriyogenik
kalli basglangici yaklasik 20 giin sonra gerceklesmistir

Sekil 4.2. Turgut 82 ¢esidinde anterler farkli pozisyonlardan ¢atlamis ve embriyogenik
kalli baslangici yaklasik 20 giin sonra gergeklesmistir
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Sekil 4.2 nin devami

Sekil 4.3. Tiitlincii ¢esidinde anterler farkli pozisyonlardan ¢atlamis ve embriyogenik
kalli baglangici yaklasik 20 giin sonra gerceklesmistir
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Sekil 4.4. Levent 93 ¢esidinde 30 giin sonra farkli embriyo tipleri; A) T2 ortami, B) T3
ortami, C ve D) T4 ortami, E) T6 ortami, ve F) T7 ortami1
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Sekil 4.5. Turgut 82 ¢esidinde 30 giin sonra farkli embriyo tipleri; A) T2 ortami, B-D)
T4 ortami, E-G) T6 ortami, ve H) T7 ortami

45



BULGULAR N. NASIR

Sekil 4.5’in devami

Sekil 4.6. Tiitiincii ¢esidinde 30 giin sonra farkli embriyo tipleri; A-B) TS ortami ve
C-D) T4 ortami
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Cizelge 4.2. Cesitlerin ve ortamlarin ortalama kallus orani, kallus basina ortalama embriyo sayis1 ve kallus basina ortalama embriyo orant
iiretimi lizerindeki interaksiyonlari

Kaynak Kallus Orani (%) Kallus basina Embriyo Sayis1 (Adet) Embriyo Oram (%)
Ortam Levent 93 | Turgut 82 | Tiitlincii Levent 93 | Turgut 82 Titlinct Levent 93 | Turgut 82 Titlincl
Tl 0.00 ' 0.00j 0.00j 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
T2 56.00 bed | 38.00 fg 44.00 efg 3.62b 0.00d 0.80 cd 36.20b 0.00d 8.00 cd
T3 36.00 g 42.00 efg 52.00 cde 2.62 be 0.00d 0.00d 26.20 be 0.00d 0.00d
T4 78.00 a 52.00cde |64.00b 7.50 a 1.00 cd 0.00d 75.00 a 10.00 cd 0.00d
T5 48.00 def |[22.00h 50.00 de 3.57b 0.00d 3.60b 35.75b 0.00d 36.00b
T6 52.00 cde | 42.00 efg 14.00 hi 0.20 cd 2.20 bed 0.20 cd 2.00 cd 22.00 bed | 2.00 cd
T7 62.00 bc 20.00 hi 10.00 1j 6.15a 1.00 cd 0.40 cd 61.50 a 10.00 cd 4.00 cd
P- degeri <0.000 <0.000 <0.000

F- degeri 11.55 4.63 4.63

LSD (%5) 11.48 2.43 24.30

!: Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gdstermektedir. n = 5 (her bir tekerriir
5 Petri kabindan olusmustur ve her bir kap 10 anter icermektedir), p < 0.05.
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4.2. ikinci denemede ortalama Kallus iiretimi, kallus basina embriyo sayisi (adet)
ve embriyo yiizdesi (%)

Ikinci denemede, iki yénli ANOVA sonuglar1 genotipler, ortam ve bunlarin
interaksiyonleri arasinda onemli farkliliklar oldugunu géstermistir. Post-hoc LSD testi
gruplar arasindaki bu farkliliklar1 daha da aydinlatmistir.

ANOVA'in ardindan yapilan post-hoc LSD testi, kallus olusum orani, kallus
basina embriyo ve embriyo olusum orani agisindan test edilen g¢esitler arasinda 6nemli
farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Levent 93 ve Turgut 82 ¢esitleri, %30.00 ile
Tiitiincii'ye kiyasla sirasiyla %47.14 ve %42.57 ile daha yiiksek kallus olusum oranlari
sergilemistir. Benzer sekilde, Levent 93 ve Turgut 82, Titiincii'ye (0.38 adet embriyo)
kiyasla kallus basmma daha fazla embriyo (sirasiyla 1.76 ve 1.38 adet embriyo)
tretmistir. Ayrica, Levent 93 ve Turgut 82, Tiitlincii'ye (%3.80) kiyasla daha yiiksek
embriyo olusum oranlar1 (sirastyla %17.62 ve %13.80) gostermistir. Bu farkliliklar,
ANOVA testlerinin gosterdigi gibi, 0.000'den kiigiik P-degerleri ile istatistiksel olarak
anlamliyd1 (Cizelge 4.3). ikinci denemede, cubuk seklindeki embriyolar tiim gesitlerde
tutarl bir sekilde 6nemli sayida tiretilmistir (Sekil 4.7-4.9).

Ortam (T1-T7) analizi, iki yonli ANOVA ve ardindan LSD testleri ile
belirlendigi tlizere kallus olusum orani, kallus basina embriyo sayis1 ve embriyo olusum
oraninda 6nemli farkliliklar ortaya koymustur. T4 ortam1 %71.33 ile en yiiksek kallus
olusum oranmmi gostermis ve diger tlim ortam tiirlerinden 6nemli Slgiide farklilik
gostermistir. Kallus iiretim oranini T3 (%50,66) ve T2 (%45,33) ortamlart takip
etmistir. Benzer sekilde, T4 kallus basina en yiiksek embriyoyu (2.79 adet) vermistir ve
T7 (1.88 adet) hari¢ diger ortamlarin ¢ogundan Onemli 6l¢iide daha yiiksektir. Bu
embriyo lretimini T6 (1.29 adet), TS5 (0.93 adet) ve T3 (0.91 adet) ortamlar1 takip
etmistir. Embriyo olusum orani1 bakimindan da T4, %27.95 ile T7 (%18.83) oratm hari¢
yine diger tiim ortamlarina kiyasla onemli 6l¢iide daha yiiksektir. Buna karsilik, kontrol
ortami (T1) ihmal edilebilir kallus olusumu ve minimum embriyo iiretimi ile tiim
parametrelerde siirekli olarak en diisiik degerleri gostermistir. Bu farkliliklar, 0.000'dan
kiiciik P-degerleri ile istatistiksel olarak anlamliydr ve gozlemlenen farkliliklar igin
saglam istatistiksel verilerini desteklemektedir (Cizelge 4.3).

Kallus olusum oranlari lizerinde ortamlar (T1-T7) ve cesitler (Levent 93, Turgut
82, Tiitlincii) arasindaki interaksiyon dnemli farkliliklar gostermistir. T4 ortami %96.00
ile Turgut 82 icin en yiiksek kallus olusum oraniyla sonuclanmis ve bu oran diger tiim
kombinasyonlardan 6nemli 6l¢lide daha yiliksek bulunmustur. Turgut 82'yi takiben,
Levent 93 en yiiksek kallus oranina T7, T6, T4 ve T3 ortamlarinda sirasiyla %70.00,
%66.00, %66.00 ve %60.00a ulasmistir. Ancak, Levent 93in T7, T6, T4 ve T3 besi
ortamlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Levent 93'i
takiben, Tiitlincii i¢in de T4 ortam1 %52.00, T2 ve T3 ortamlar1 %48.00 ile en yiiksek
kallus olusum oranmni gostermistir. T1 ortami tiim c¢esitlerde tutarl bir sekilde kallus
olusumu goéstermemistir. Bu bulgular, 0.000'dan kii¢iik P-degeri ve 13.37 F-degeri ile
kallus olusum oranlarini etkilemede ortam tipi ve ¢esit arasinda 6nemli bir interaksiyon
oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.4).

Ortam (T1-T7) ve cesitler (Levent 93, Turgut 82, Tiitiincii) arasindaki kallus
basina embriyo sayisi iizerindeki interaksiyon etkileri dnemli bulunmustur. T4 ortamu,
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Turgut 82 i¢in kallus basina 4.75 embriyo ile en yliksek embriyo sayisini tiretmistir.
Levent 93 i¢in, kallus basina en yiliksek embriyo sayisi 4.05 ile T7 ortaminda elde
edilirken, T4 ortaminda 3.15 ve T6 ortaminda 3.40 embriyo sayilar1 gézlemlenmistir.
Ancak, Turgut 82'nin T4 ortamindaki embriyo sayisi ile Levent 93'in T7, T4 ve T6
ortamlarindaki embriyo sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamuistir. Titlincl ¢esidi i¢in ise kallus basina en yiiksek embriyo sayis1 1.80 ile
T5 ortaminda gozlenirken, bunu 0.46 ile T4 ve 0.40 ile T2 ortamlari izlemistir. T1
ortam1 tiim ¢esitlerde hi¢ embriyo olusumu gostermemistir.

Bu bulgular, kallus basina embriyo sayisini etkilemede ortam tipi ve cesit
arasinda 0.000'dan kii¢iik bir P-degeri ve 4.40'lik bir F-degeri ile 6nemli bir interaksiyon
oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.4).

Embriyo olusum orani (%) tlizerinde ortam tipleri (T1-T7) ve ¢esitler (Levent 93,
Turgut 82, Tiitlincli) arasindaki interaksiyon etkileri 6nemli bulunmustur. T4 ortamu,
Turgut 82 cesidi i¢cin %47.75 ile en yiliksek embriyo olusum oraniyla sonuc¢lanmis,
ancak bu oran Levent 93%in T7, T6 ve T4 ortamlarindaki embriyo olusum oranlari ile
karsilastirildiginda 6nemli Olgiide farkli degildir. Levent 93 c¢esidinde en yiiksek
embriyo olusum orani1 %40.50 ile T7 ortaminda elde edilirken, bunu %34.00 ile T6 ve
%31.50 ile T4 ortamlar1 izlemistir. Tiitlincli i¢cin, TS ortam1 %18.00 ile en yiiksek
embriyo olusum oraniyla sonuglanmig, bunu %4.60 ile T4 ortami izlemistir. T1 ortami
tiim c¢esitlerde hi¢ embriyo olusumu gostermemistir. Bu bulgular, 0.000'dan kiiciik P-
degeri ve 4.40 F-degeri ile embriyo olusum oranini etkilemede ortam tipi ve gesit
arasinda 6nemli bir interaksiyon oldugunu gdstermektedir (Cizelge 4.4).

Ikinci denemede, iki yonlii ANOVA ve post-hoc LSD testleri ile gosterildigi gibi
cesitler, ortamlar ve bunlarin interaksiyonlar1 arasinda énemli farkliliklar bulunmustur.
Levent 93 ve Turgut 82, Tiitiincii'ye kiyasla daha yiiksek kallus olusum oranlari, kallus
basina embriyo ve embriyo olusum oranlari sergilemistir. T4 ortami, 6zellikle Turgut 82
icin, tiim ¢esitler arasinda tutarli bir sekilde en iyi performansi gostermistir. Ortam
tipleri ve ¢esitler arasindaki interaksiyonlar, sonuglar1 6nemli 6lciide etkilemis, kallus
ve embriyo iiretimini optimize etmede her iki faktoriin de 6nemini vurgulamistir. Bu
bulgular, P-degerlerinin 0.000'dan kiiclik olmasiyla istatistiksel olarak giivenirliligini
ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.7. Levent 93 ¢esidinde cubuk embriyolari; A) T2 ortami, B) T3 ortami, C) T4
ortami, D) T5 ortam1 ve E) T7 ortami
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Sekil 4.8. Turgut 82 ¢esidinde ¢ubuk embriyolari; A) T2 ortami, B) T4 ortami ve C) T6
ortami

Sekil 4.9. Tiitlincii ¢esidinde T4 ortaminda ¢ubuk embriyolari
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Cizelge 4.3. Cesitlerin ve ortamlarin ortalama kallus orani, kallus basina ortalama
embriyo sayist ve embriyo orani (%) lizerindeki etkileri

Kallus basina Embriyo Oram
Kaynak Kallus Orani (%) Embriyo Sayisi (%)

(Adet)
Cesitler
Levent 93 47.14 a' 1.76 a 17.62 a
Turgut 82 42.57 a 1.38a 13.80 a
Tiitlincl 30.00 b 0.38b 3.80b
P- degeri <0.000 <0.000 <0.000
F- degeri 25.74 9.01 9.01
LSD (%)5) 4.92 0.66 6.68
Ortam
Tl 0.00 e 0.00d 0.00d
T2 45.33 be 0.40 cd 4.00 cd
T3 50.66 b 0.91 bed 9.13 bed
T4 7133 a 2.79a 27.95a
T5 30.00d 0.93 bed 9.33 bed
T6 40.66 ¢ 1.29 be 12.96 be
T7 4133 ¢ 1.88 ab 18.83 ab
P- degeri <0.000 <0.000 <0.000
F- degeri 65.94 6.62 6.62
LSD (%5) 7.51 1.02 10.21

:Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli
olmayan farkliliklar1 gostermektedir. n = 5 (her bir tekerriir 5 Petri kabindan
olusmustur ve her bir kap 10 anter icermektedir), p < 0.05.

52




€S

BULGULAR

N. NASIR

Cizelge 4.4. Cesitlerin ve ortamlarin ortalama kallus orani, kallus bagina ortalama embriyo sayisi ve kallus basina ortalama embriyo
orani Uiretimi iizerindeki interaksiyonlari

Kaynak Kallus Oram (%) Kallus basina Embriyo Sayis1 (Adet) Embriyo Orani (%)
Ortam Levent 93 | Turgut 82 | Tiitiincu Levent 93 | Turgut 82 Titincu Levent 93 | Turgut 82 Titincu
T1 0.00 i 0.00 1 0.001 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e
T2 48.00 cde | 40.00 def | 48.00 cde 0.00e 0.80 de 0.40 de 0.00e 8.00 de 4.00 de
T3 60.00 bc | 44.00 def | 48.00 cde 1.74 bede 1.00 de 0.00e 17.40 bede | 10.00 de 0.00e
T4 66.00 b 96.00 a 52.00 cd 3.15 abe 477 a 0.46 de 31.50abc |47.75a 4.60 de
T5 20.00 gh | 32.00 fg 38.00 ef 0.00e 1.00 de 1.80 bed 0.00e 10.00 de 18.00 bed
T6 66.00 b 46.00 de 10.00 hi 3.40 ab 0.48 de 0.00e 34.00 ab 4.88 de 0.00e
T7 70.00 b 40.00 def 14.00 h 4.05a 1.60 cde 0.00e 40.50 a 16.00cde |0.00e
P- degeri <0.000 <0.000 <0.000
F- degeri 13.37 4.40 4.40
LSD
(%5) 13.01 1.76 17.69

:Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gdstermektedir. n = 5 (her bir
tekerriir 5 Petri kabindan olugsmustur ve her bir kap 10 anter icermektedir), p < 0.05.
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4.3. Uciincii denemede ortalama kallus iiretimi, kallus basma embriyo sayisi (adet)
ve embriyo yiizdesi (%)

Benzer sekilde iiclinci denemede, cesitlerin, ortamin ve bunlarin
interaksiyonunun kallus iiretim orani, kallus bagina ortalama embriyo sayisi ve embriyo
yiizdesi iizerindeki etkileri iki yonlii ANOVA ve Post-hoc LSD testleri kullanilarak
incelenmistir.

Kallus tretim oran1 c¢esitler (F=24.01), ortam (F=152.88) ve bunlarin
interaksiyonunda (F=31.35) onemli 6l¢iide etkilenmistir. LSD testlerine gore, Turgut 82
ve Levent 93 en yiiksek kallus liretim oranlarini sergilemis (sirasiyla %56.28 ve
%53.14) ve Tiitlincl'yli (%41.71) 6nemli dl¢lide geride birakmistir. Ortamlar arasinda
T2 (%82.66) ve T4 (%79.33) en yiiksek oranlar1 gosterirken, bunlari T3 (%70.00)
izlemistir (Cizelge 4.5).

LSD sonuglar1 genotip-ortam interaksiyonlarin1 daha da detaylandirmistir.
Ornegin, T3 ortamindaki Turgut 82 en yiiksek kallus {iretim oranini (%94.00) gdstermis
olup, T4 ve T2 ortamlarindaki Turgut 82 (%90.00 ve %84.00), T6 ortamindaki Levent
93 (%84.00) ve T2 ortamindaki Tiitiincii (%84.00) hari¢ diger kombinasyonlardan
onemli Ol¢iide farklidir. Buna karsilik, T1 ortamindaki tiim ¢esitler en diigiik kallus
{iretim oranimi (%0.00) sergilemistir. Interaksiyon, %5 anlamlilik diizeyinde 11.64 LSD
degeri ile <0.000 P-degerine sahiptir (Cizelge 4.6).

Kallus basina embriyo iiretimi ve orani ile ilgili olarak, cesitler, ortam veya
bunlarin interaksiyonu i¢in dnemli bir etki gézlenmemistir (P > 0.05). Kallus basina
embriyo sayisi i¢in LSD degeri %5 anlamlilik diizeyinde 0.77'dir. Benzer sekilde,
embriyo yiizdesi de 7.76 LSD degeri ile 6nemli bir farklilik gostermemistir (P > 0.05).

Ozetle, cesitler ve ortam kallus iiretim oranmi onemli Olciide etkilemis,
interaksiyon etkileri de kayda deger olmustur. Bununla birlikte, kallus basina embriyo
sayist ve embriyo yiizdesi i¢in 6nemli bir etki gozlenmemistir. LSD testleri, kallus
liretim orani i¢in ¢esitler, ortamlar ve bunlarin interaksiyonlari arasindaki spesifik
farkliliklar hakkinda ayrintili bilgi saglamistir.
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Cizelge 4.5. Cesitlerin ve ortamlarin ortalama kallus orani, kallus basina ortalama
embriyo sayis1 ve embriyo orani (%) lizerindeki etkileri

Kallus basina Embriyo Oram
Kaynak Kallus Orani (%) | Embriyo Sayis1 (%)

(Adet)
Cesit
Levent 93 53.14 a' 1.08 a 10.85a
Turgut 82 56.28 a 0.37 a 3.71a
Tiitlincl 41.71b 048 a 4.85a
P- degeri <0.000 >0.05 >0.05
F- degeri 24.01 1.93 1.93
LSD (%5) 4.40 0.77 7.76
Ortam
T1 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢
T2 82.66 a 1.26 ab 12.66 ab
T3 70.00 b 0.20 be 2.00 be
T4 7933 a 1.46 a 14.66 a
T5 40.66 d 0.40 abc 4.00 abc
T6 48.00 ¢ 0.33 abc 3.33 abc
T7 32.00 ¢ 0.86 abc 8.66 abc
P- degeri <0.000 >0.05 >0.05
F- degeri 152.88 1.76 1.76
LSD (%)5) 6.72 1.18 11.85

:Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli
olmayan farkliliklar1 gostermektedir. n = 5 (her bir tekerriir 5 Petri kabindan
olusmustur ve her bir kap 10 anter igcermektedir), p < 0.05.
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Cizelge 4.6. Cesitlerin ve ortamlarin ortalama kallus orani, kallus bagina ortalama embriyo sayist ve kallus basina ortalama embriyo
orani Uiretimi tizerindeki interaksiyonlari

9¢

Kaynak Kallus Oram (%) Kallus basina Embriyo Sayisi (Adet) Embriyo Orani (%)
Ortam Levent 93 | Turgut 82 | Tiitiincu Levent 93 | Turgut 82 Tiitiincii Levent 93 | Turgut 82 Tiitlincii
T1 0.00 j! 0.00j 0.00 j 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.0c 0.0c 0.0c
T2 80.00 bcd | 84.00 abc | 84.00 abc 2.20 ab 0.40 bc 1.20 abc 22.0 ab 4.0 be 12.0 abc
T3 38.00 f 94.00 a 78.00 cd 0.00 ¢ 0.60 be 0.00 ¢ 0.0c 6.0 bc 0.0c
T4 76.00 cd 90.00 ab 72.00 de 2.80a 0.60 be 1.00 abc 28.0a 6.0 bc 10.0 abc
T5 24.00 gh 64.00 ¢ 34.00 fg 0.00 ¢ 0.00 ¢ 1.20 abc 0.0c 0.0c 12.0 abc
T6 84.00 abc | 44.00 f 16.00 hi 1.00 abc 0.00 ¢ 0.00 ¢ 10.0 abc 0.0c 0.0c
T7 70.00 de 18.00 hi 8.00 1j 1.60 abc 1.00 abc 0.00 ¢ 16.0 abc 10.0 abc 0.0c
P- degeri <0.000 >0.05 >0.05
F- degeri 31.35 0.85 0.85
LSD
(%5) 11.64 2.05 20.53

I:Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gostermektedir. n = 5 (her bir
tekerriir 5 Petri kabindan olugsmustur ve her bir kap 10 anter icermektedir), p < 0.05.
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4.4. Embriyogenik kalluslardan siirgiin olusumu

ANOVA sonuglari, ortam tiiriiniin yanit degiskenini 6nemli 6l¢iide etkiledigini
(p <0.001), gesitlerin ve ortamla etkilesimlerinin ise dnemli bir etki gdstermedigini (p >
0.05) ortaya koymaktadir. Bu durum, ortam se¢iminin sonug iizerinde énemli bir etkiye
sahip oldugunu (Cizelge.4.7), cesitler arasindaki farkliliklarin ve bunlarin ortamla
etkilesiminin 6nemli bir rol oynamadigimi gostermektedir (Cizelge.4.8). Bu bulgu,
denemede ortam seciminin Onemini vurgularken, test edilen kosullar altinda g¢esit
varyasyonunun ihmal edilebilir etkisinin altim1 ¢izmektedir. Tiim ¢esitler kallus basina
benzer ortalama siirglin {iretimine sahiptir ve p-degeri 0.05'ten biiyiik oldugundan,
cesitler arasinda (Levent 93, Turgut 82 ve Titiincii) siirgiin iiretimi agisindan 6nemli bir
fark yoktur. Denemede kullanilan biitiin ortamlar birbirleriyle kiyaslandiginda M3
ortami, diger ortamlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek siirgiin liretimi gostermistir. M3
ortam1 digindaki ortamlarin hepsi 1.0"'in altinda olmak {izere 6nemli 6l¢iide daha diisiik
sirglin iiretimine sahiptir. Bu ortamlar arasindaki siirgiin iiretimi farkliliklar1 oldukga
onemlidir (p < 0.000), bu da ortamin siirgiin iiretimi tizerinde énemli bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.10'da  Embriyogenik  kallustan iiretilmis  siirgiinler
gosterilmektedir.

Sonuglar, cesidin test edilen kosullar altinda kallus basina siirgiin iiretimini
onemli Olciide etkilemedigini gostermektedir. ortam, kallus basina siirgiin iiretiminde
onemli bir rol oynamis ve M3, M1, M2 ve M4'e kiyasla daha ytiksek siirgiin iiretimine
ozellikle elverisli olmustur. Bu bulgular, bu ¢alismada kallus basina siirgiin {iretimini
etkilemede genetik farkliliklardan ziyade ortam kosullarinin 6nemini vurgulamaktadir.

Cizelge 4.7. Cesitlerin ve ortamlarin embriyogenik kallusun siirglin {iretimi iizerine
etkileri

Kaynak Ort. Siirgiin Sayis1
Cesit

Levent 93 1.71 a'
Turgut 82 1.63 a
Tutunct 1.78 a
P- degeri >0.05
F- degeri 0.186
LSD (%5) 0.49
Ortam

Ml 0.80b
M2 0.73b
M3 4.37 a
M4 093 b
P- degeri <0.000
F- degeri 78.34
LSD (%5) 0.57

L:Aym harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli
olmayan farkliliklar1 gdstermektedir. n = 5 (her bir tekerriir 5 kavanozdan olusmustur
ve her bir kavanoz 3 embriyogenik kallus igermektedir), p < 0.05.
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Cizelge 4.8. Embriyogenik kallusun siirglin iiretimi {izerine ¢esit ve ortamin
interaksiyon etkileri

Kaynak Ort. Siirgiin Sayisi
Levent 93 Turgut 82 Tltlinct
Ortam
Ml 0.80 b' 0.80 b 0.80 b
M2 0.60 b 0.80 b 0.80 b
M3 446 a 413 a 453 a
M4 1.00 b 0.80 b 1.00 b
P- degeri >0.05
F- degeri 0.13
LSD (%S5) 0.98

L:Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalarla belirlenen anlamli
olmayan farkliliklar1 gostermektedir. n = 5 (her bir tekerriir 5 kavanozdan olusmustur ve
her bir kavanoz 3 embriyogenik kallus igermektedir), p < 0.05.

Sekil 4.10. Embriyogenik kallustan gelisen siirgiinler

4.5. Siirgiinlerin koklenmesi

Cizelge.4.9°da, 1/2 MS ortaminda farkli fitohormon kombinasyonlarinin {i¢
stevia (Levent 3, Turgut 82 ve Tiitiincii) ¢esidinde kok olusumu {izerindeki etkilerini
gostermektedir. Uygulamalar tek basmna 1/2 MS ortami, 1/2 MS ile 1 mg I'' NAA
ortami ve 1/2 MS ile 1 mg I'' IBA ortamm igermektedir. Tiim uygulamalar i¢in 20
siirglin kiiltiire alinmistir. Cesitler 1/2 MS ortaminda kiiltiire alindiginda, Levent 93
cesidinden kiiltiire alinan 20 siirgiiniin 15'inin 12 giin sonra koklendigi ve siirglin basina
ortalama 7.2 kok ile %75'lik bir kdk olusum yiizdesi elde edildigi goriilmistiir. Turgut
82 cesidinde 20 siirgiinden 16's1 9 giin i¢inde koklenmis, siirgiin basina ortalama 6 kok
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diismiis ve %80 kok olusum yiizdesi elde edilmistir. Tiitiincii ¢esidinde 20 siirgiinden
144 13 giinde koklenmis, siirgiin basina ortalama 5 kdk ve %70 kok olusum yiizdesi
elde edilmistir.

1/2 MS 1 mg 1! NAA ile desteklendiginde, Levent 93 ¢esidinde 20 siirgiinden
4 10 giin i¢inde koklenmis, siirgiin basina ortalama 4 kok ve %20 kok olusum yiizdesi
elde edilmistir. Turgut 82 ¢esidinde 20 siirglinden 3'i 9 giinde koklenmis, siirgiin basina
ortalama 3 kok ve %15 kok olusum yiizdesi elde edilmistir. Tiitiincii ¢esidinde 20
siirglinden 4'lii 9 giinde koklenmis, siirgiin basina ortalama 4 kok ve %20 kok olusum
yiizdesi elde edilmistir.

1/2 MS 1 mg I'" IBA ile desteklendiginde, Levent 93 cesidi, 20 siirgiinden
Q'unun 12 giinde koklenmistir, siirgiin basina ortalama 5 kok ve %45 kok olusum
yiizdesi gdstermistir. Turgut 82 ¢esidinde 20 siirgiinden 12'si 9 giinde koklenmis, siirgiin
basina ortalama 6 kok ve %60 kok olusum yiizdesi elde edilmistir. Tiitiincii ¢esidinde
20 siirglinden 5'1 10 giinde koklenmis, siirgiin basina ortalama 4 kok ve %25 kok
olusum ytizdesi elde edilmistir.

Bu sonuglar, 1/2 MS ortaminin tek basina test edilen tiim stevia ¢esitlerinde kok
olusumunu tesvik etmede en etkili oldugunu ve Turgut 82'nin en yliksek basar1 oranini
gosterdigini ortaya koymaktadir. NAA ilavesi koklenme basarisini 6nemli Olcilide
azaltirken, IBA ilavesi orta diizeyde sonuglar saglamistir.

Cizelge 4.9. Farkli ortamlarin in vitro bitkilerin kok tiretimi {izerindeki etkileri

- Cesit Kiil. | Kok. | Kok.siirg. | Ort. Kok
ye- d siirg. | giin sayisi kok sayis1 | olusumu(%o)
»n | Levent 93 20 12 15 7.2 75
=
o | Turgut 82 20 9 16 6 80
| Tiitiincii 20 13 14 5 70
S | Levent 93 20 | 10 4 4 20
Z.

% Turgut 82 20 9 3 3 15
Q| Titinci 20 9 4 4 20
g Levent 93 20 12 9 5 45
o | Turgut 82 20 9 12 6 60
=

Q

= | Tiitiincii 20 10 5 4 25

Denememizde, 1/2 MS ortamiyla hem 1 mg 1! NAA hem de 1 mg I'' IBA
hormonu uygulandiginda, stirglinler once kallus olusturmus, ardindan giicli kok
biliylimesi gerceklesmistir (Sekil.4.11). Bunun aksine, hormonsuz yerlestirildiginde,
siirgiinler dogrudan koklenmeye baslamistir. Ayrica, baslangicta siirgiinlerin 1/2 MS'de
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hem 1 mg I'! NAA hemde 1 mg I"! IBA ile kiiltiire alinmas: tercih edildiginde ve kallus
baslangict i¢in diizenli olarak gdzlemlenmesi tarafimizca Onerilmektedir. Kallus
baslangici gozlendiginde, siirgiinler kok gelisimi i¢in derhal yar1 kuvvetli MS ortamina
aktarilmalidir. Bu ayn1 zamanda kdk olusumunu da kolaylastirabilir.
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Sekil 4.11. Farkli ortamlarda kok iiretimi. A-C) IBA veya NAA hormonu olmadan ve
D) Hormonlu (NAA veya IBA)
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4.6. Aklimatizasyon

Levent 93, Turgut 82 ve Tiitiincii'niin dis kosullara aklimatizasyonu basariyla
gerceklestirilmistir (Sekil.4.12). Aklimatizasyonda 2 mg 1! NAA ve 0.5 mg 1! BAP
iceren MS ortamindan elde edilen Levent 93 i¢in, 20 giin sonra 25 bitkiden 22'si hayatta
kalmistir ve bu da %88'lik bir hayatta kalma orani ile sonu¢lanmistir (Cizelge.4.10).
Benzer sekilde, 1 mg 1! NAA ve 0.5 mg I'! Kin igeren MS ortamindan elde edilen
Turgut 82'de de 20 giin sonra 25 bitkiden 22'si hayatta kalmig ve %88 hayatta kalma
orani elde edilmistir. 0.5 mg 1" NAA ve 0.5 mg I'' Kin igeren MS ortamindan elde
edilen Tiitlincii i¢in, 20 giin sonra 25 bitkiden 21'i hayatta kalmis ve %84 hayatta kalma
orani elde edilmistir. Bu sonuclar, verilen kosullar altinda her ii¢ ¢esit icin de yiiksek
oranda basarili bir iklimlendirme oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.12. Aklimatizasyon’dan sonra dis kosullara alismis bitkiler
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Cizelge 4.10. Turgut 82, Levent 93 ve Tiitlincii ¢esitlerini bitkilerin dis kosullara

alistirilmasi

Cesit | Uyg. | Torf:Perlit | Toplam Alstirlma | Canh Canh
bitki sayisi | giinleri Bitkiler | Bitkiler(%)
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4.7. Kloroplast sayisi

Sekil 4.13’da ii¢ cesit (L93, T82 ve T196) ve genel bir kontrol grubu icin
kloroplast sayis1 gosterilmektedir. Anter kiiltiirinden elde edilen bitkiler, kontrol
grubuna kiyasla daha diisiik sayida kloroplast sergilemistir. Ozellikle, anter kiiltiiriinden
elde edilen cesitler arasinda kloroplast sayisinda onemli bir fark bulunmamistir. Bu
durum, anter kiiltiirtinden elde edilen bitkiler arasinda haploid bitkiler olabilecegini
diistindiirmektedir. Anter tiirevi bitkilerin stomalarinin koruyucu hiicrelerindeki
kloroplast sayilar1 Sekil 4.14°de gosterilmistir. Kontrol bitkilerin stomalarinin koruyucu
hiicrelerindeki kloroplast sayilar1 Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Stevia ¢esitlerinin koruyucu hiicrelerinin i¢indeki ortalama kloroplast sayisi.
Ayni harfler LSD testi kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar
gostermektedir (n = 10, p = 0.05). Her veri noktasindaki kiiciik dikey cubuklar
ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir

Sekil 4.14. Sekilde anter tiirevi bitkilerin stomalarinin iki farkli koruyucu hiicresindeki
kloroplast sayilar1 gosterilmektedir. A) 12 adet ve B) 14 adet kloroplast igermektedir
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Sekil 4.15. Sekilde kontrol bitkileri stomalarmin iki farkli koruyucu hiicresindeki
kloroplast sayilar1 gosterilmektedir. A) 16 adet ve B) 20 adet kloroplast igermektedir

4.8. Stoma Sayisi, Stoma Uzunlugu (um) ve Genisligi (um)

Tek yonli ANOVA sonuglarina gore, T82 c¢esidinin 20 farkli bitki grubu
arasinda stoma sayisi agisindan onemli bir fark bulunmustur (F degeri=14.18 ve p <
0.001). Bu, ortalama stoma sayilarinin bu gruplar arasinda énemli Ol¢lide degistigini
gostermektedir. Takip eden LSD testi, bitki gruplar1 arasinda ayritili ikili
kargilagtirmalar saglamistir. Dokuzuncu bitki, 31.2 ile en yliksek stoma sayisini
sergilemektedir ve diger tiim bitkilerden 6nemli 6l¢iide farkhidir (Sekil.4.16). Yedinci
bitki, 27.5 stoma sayisi ile onu takip etmektedir ve 27.0 ve 25.2 stoma sayisina sahip
olan ikinci ve on birinci bitkiden 6nemli dl¢iide farkli degildir. Birbirlerinden 6nemli
Olgiide farkli olmayan ancak dokuzuncu bitkiden farkli olan on birinci bitki (25.2),
besinci bitki (24.6), kontrol (24.4) ve on dokuzuncu bitkide (24.3) orta derecede yliksek
stoma sayilar1 gozlenmektedir. Birinci bitki 16.8 ile en diigiik stoma sayisina sahiptir ve
diger tiim bitkilerden ©nemli Ol¢lide farklidir. Analiz sonucu, bu bitki gruplari
arasindaki fizyolojik veya genetik farkliliklar hakkinda, 1slah veya yetistirme stratejileri
icin faydali olabilecek bilgiler saglamaktadir.
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Turgut 82 rejenerantlari

Sekil 4.16. Turgut 82 rejenerant bitkilerinin stoma sayisi. Ayni harfler LSD testi
kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 géstermektedir (n = 10, p = 0.05).
Her veri noktasindaki kiiciik dikey cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil
etmektedir

Sekil 4.17, bir kontrol grubu da dahil olmak iizere g¢esitli Turgut 82
rejenerantlart i¢in stoma uzunlugunu (um) gostermektedir. Kontrol grubu yaklasik 37
um ile en yliksek stoma uzunlugunu sergilemistir. Bu, diger tiim rejenerantlardan
onemli Olciide daha yiiksek c¢ikmistir. Bu da kontrol bitkilerinin rejenerantlara kiyasla
daha biiyiik stomalara sahip oldugunu gostermektedir. Onuncu bitki en diisiik stoma
uzunluguna sahiptir ve bu uzunluk, dokuzuncu ve on dokuzuncu bitkiler hari¢, diger
tim bitkilerden 6nemli Ol¢lide daha diisiik bulunmustur. Diger rejenerantlar, farkl
harflerle gosterildigi gibi, degisen istatistiksel 6neme sahip bir dizi stoma uzunlugu
gostermistir.
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Turgut 82 rejenerantlart

Sekil 4.17. Turgut 82 rejenerant bitkilerinin stoma uzunlugu (um). Ayni harfler LSD
testi kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gostermektedir (n = 10, p =
0.05). Her veri noktasindaki kii¢iik dikey cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil
etmektedir

Sekil 4.18, bir kontrol ve birinci bitkiden yirminci bitkiye kadar etiketlenmis
yirmi farkli bitki dahil olmak iizere cesitli bitki Ornekleri i¢in stoma genisligini
gostermektedir. Besinci bitki en yliksek stoma genisligine (~25 pm) sahip olmustur ve
diger orneklerin ¢ogundan oOnemli Olglide farklilik gdstermistir; yedinci bitki  ve
yirminci bitki en diisiik stoma genisligine (~19 pum) sahip olmustur. Kontrol ve diger
bitkilerin ¢cogu yaklasik 22 um stoma genisligi sergilemistir. Bu veriler, bitki drnekleri
arasinda stoma genisliginde onemli degiskenlik oldugunu ortaya koymakta ve gaz
aligverisini, su diizenlemesini veya diger onemli siiregleri etkileyebilecek fizyolojik
farkliliklara isaret etmektedir. Cesitli anter tiirevli Turgut 82 rejenerantlarinda stoma
uzunlugu ve genigligi (um) sekil 4.19°de gosterilmistir.
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Turgut 82 rejenerantlart

Sekil 4.18. Turgut 82 rejenerant bitkilerinin stoma genisligi (um). Ayni harfler LSD
testi kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gostermektedir (n = 10, p =
0.05). Her veri noktasindaki kii¢iik dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil
etmektedir
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Sekil 4.19. Cesitli anter tiirevli Turgut 82 rejenerantlarinda stoma uzunlugu ve genisligi
(um)

Sekil (4.20), Titiincii ¢esidindeki farkli bitkiler arasinda stoma sayilarindaki
onemli degiskenligi vurgulamaktadir. Kontrol grubu ortalama 21.4 stoma sayisi
sergilemis olup, bu deger daha yiiksek ortalama sayilarla ardisik olarak etiketlenen diger
bitkilerden énemli olgiide farklilik gostermektedir. Ornegin, onuncu bitki en yiiksek
ortalama sayiy1 (31.8) gosterirken, on altinci bitki en diisiik ortalama sayiy1 (16.5)
sergilemistir. Bu analiz, ayn1 ¢esit i¢indeki diger bitkilere kiyasla kontrol grubundaki
farkli stoma gelisiminin altin1 ¢izmekte ve Tiitiincii'deki stoma o6zelliklerini anlamada
bireysel degiskenligi tanimanin énemini vurgulamaktadir.
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Tiitiincii rejenerantlart

Sekil 4.20. Tiitiincii rejenerant bitkilerinin stoma sayisi. Ayni harfler LSD testi
kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 géstermektedir (n = 10, p = 0.05).
Her veri noktasindaki kiiciik dikey cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil
etmektedir

Titlincli'niin farkl bitkileri arasinda stoma uzunlugu i¢in LSD testi sonuglari,
31.4 pm stoma uzunlugu ile kontrol bitkisine kiyasla énemli farkliliklar gostermistir
(Sekil.4.21). En uzun stoma uzunlugu 37.4 pm olan dokuzuncu bitki kontrolden ¢ok
daha uzun olma 6zelligi gdsterirken onuncu bitki (36.2 um) ve 17 (35.5 pm) de 6nemli
Olclide daha uzun stoma uzunluklarina sahiptir. Sekizinci, besinci, on altinci, dordiincii
ve Ugclincii bitkiler, 35.2 um ile 34.2 pm arasinda degisen stoma uzunluklari
gostermistir.

Yedinci bitki (33.8 um) ve ikinci (33.7 um) orta derecede daha uzun stoma
uzunlugu gostermistir. On dokuzuncu (32.6 um), on besinci (32.4 um) ve on ikinci
(32.0 um) bitkiler kontrole yakin stoma uzunluklaria sahiptir. Stoma uzunlugu 30.7
um olan iki numarali bitki, kontroliin biraz altinda stoma uzunlugu gosteren tek
bitkidir.

Bu sonuglar, Tiitlincii'deki fenotipik cesitliligi vurgulamakta ve bitkiler arasinda
fizyolojik islevler ve adaptasyon ag¢isindan farkliliklar oldugunu gdstermektedir.
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Tiitlincli rejenerantlari

Sekil 4.21. Tiitiincli rejenerantlarinin stoma uzunlugu (um). Ayni harfler LSD testi
kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 géstermektedir (n = 10, p = 0.05).
Her veri noktasindaki kiiciik dikey cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil
etmektedir

Sekil (4.22), 21.1 pm genislige sahip olan kontrol ile karsilastirildiginda
Tiitiincii bitkileri arasindaki stoma genisligi degisimlerini gostermektedir. Ikinci bitki,
24.7 um'lik en genis stoma genisligi ile 6ne ¢ikmakta ve dokuzuncu (24.1 pm'lik) bitki
hari¢ hem kontrol hem de diger bitkilerden 6nemli 6l¢iide yiiksek 6zellik gostermistir.
Aralarinda sekizinci, on yedinci, {i¢iincii, on besinci, on altinci, on dokuzuncu, on
dordiincii, dordiincii, altinci, on ikinci, on iiglincii, yedinci ve yirminci bitkinin de
bulundugu birka¢ bitki, 22.1 pm ile 20.7 pm arasinda degisen ve 'cd' grubunda
siniflandirilan, kontrole yakin stoma genislikleri sergilemektedir. Buna karsilik, birinci
bitki (19.2) um ile en kiiciik stoma genisligine sahiptir ve kontrolden 6nemli Slciide
daha dar stoma genisligi ile 'e' grubuna yerlestirilmistir. Cesitli anter tiirevli Tiitiinci
rejenerantlarinda stoma uzunlugu ve genisligi (um) sekil 4.23’de gosterilmistir.
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Tiitlincli rejenerantlari

Sekil 4.22. Tiitiincii rejenerantlarinin stoma genisligi (um). Ayni harfler LSD testi
kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gostermektedir (n = 10, p = 0.05).
Her veri noktasindaki kiiciik dikey c¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil
etmektedir

Sekil 4.23. Cesitli anter tiirevli Tiitiincii rejenerantlarinda stoma uzunlugu ve genisligi
(um)

Sekil 4.24°da Levent 93 rejenerant bitkileri kontrol grubuna kiyasla ortalama
stoma sayis1 gosterilmektedir. Birinci bitki, diger tiim bitkilere kiyasla dnemli 6l¢iide
daha yiiksek stoma sayis1 gostermistir. Buna karsilik, ikinci ve altinct bitkiler test edilen
bitkiler arasinda en diisiik stoma sayisina sahip olmustur. Bununla birlikte, ti¢lincii,
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dordiincii, besinci, dokuzuncu ve on ikinci numarali bitkiler kontrole benzer stoma
sayilar1 gdstermis ve aralarinda 6nemli bir fark gdzlenmemistir.
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Levent 93 rejenerantlari

Sekil 4.24. Levent 93 rejenerantlarinin stoma sayisi. Ayn1 harfler LSD testi kullanilarak
belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 gostermektedir (n = 10, p = 0.05). Her veri
noktasindaki dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir

Levent 93 bitkilerin arasinda stoma uzunlugunun karsilagtirilmasi farkli
modeller ortaya koymustur: kontrol, sekizinci bitkiden hari¢ diger tiim bitkilerden
onemli Ol¢iide en uzun stomalart gostermistir (Sekil.4.25). Buna karsilik dokuzuncu
bitki, digerlerine kiyasla 6nemli dl¢lide daha kisa stomalara sahip olmustur. Bu arada,
birinci, ikinci, tiglincili, dordiincii, besinci, altinci, ve on ikinci bitkiler kendi aralarinda
karsilastirilabilir stoma uzunluklar1 gostererek 'de' ila 'cde' gruplarini olusturmus ve bu
gruplar i¢inde stoma uzunlugunda onemli bir farklilik olmadigini gostermistir. Bu
durum, test edilen bitkiler arasinda stoma uzunlugunda degiskenlik oldugunu ve kontrol
grubu, dokuzuncu bitki ve diger bitkiler arasinda kayda deger farkliliklar
gozlemlendigini gostermektedir.
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Levent 93 rejenerantlari

Sekil 4.25. Levent 93 rejenerantlarinin stoma uzunlugu (um). Aynm harfler LSD testi
kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 géstermektedir (n = 10, p = 0.05).
Her veri noktasindaki dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir

Sekil 4.26, kontrol grubunun (22.7) um ile en uzun stomaya sahip oldugunu,
liclincti bitkinin 18.4 pum ile en kisa stomaya sahip oldugunu ve diger bitkilerin
aralarinda degisen stoma uzunluklarini gdéstermektedir. Cesitli anter tiirevli Levent 93
rejenerantlarinda stoma uzunlugu ve genisligi (um) sekil 4.27°de gosterilmistir.
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Levent 93 rejenerantlari

Sekil 4.26. Levent 93 rejenerantlarinin stoma genisligi (um). Ayni harfler LSD testi
kullanilarak belirlenen anlamli olmayan farkliliklar1 géstermektedir (n = 10, p = 0.05).
Her veri noktasindaki dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir
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Sekil 4.27. Cesitli anter tlirevli Levent 93 rejenerantlarinda stoma uzunlugu ve genisligi
(um)

4.9. Kromozom sayimi

Stevia gelikleri basarili bir sekilde koklendirilmistir. On kromozom sayim denemeleri,
koklerin sabah saat 10.30 ile 11.00 arasinda toplanmasi gerektigini gostermistir. En
uygun On islem kosulu 4°C'de 24 saat boyunca 2 mM 8-hidroksikinolin olmustur.
Fiksasyon siiresi yaklasik 5 saat olmustur. Hem %2 enzim soliisyonu hem de 1 M HCl
kokleri etkili bir sekilde maserasyona ugratmustir. inkiibasyon siiresi 37°C'de yaklasik
20 dakika olmustur. Kromozomlar aseto-orcein ile boyanmistir (Sekil 4.28).

Sekil 4.28. A) Koklenmis bitki ve B) Levent 93 hiicre igerisinde kromozomlari
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5. TARTISMA

5.1. Farkh ortam ve genotiplerin Stevia rebaudiana'nin embriyo iiretimi ve bitki
rejenerasyonu iizerine etkileri

Stevia rebaudiana da dahil olmak tizere c¢esitli bitki tiirlerinde anter kiiltiirii
yoluyla haploid ve double haploid (DH) iiretiminin arastirilmasi, bu teknigin bitki 1slah
programlarinin  hizlandirilmasindaki  kritik roliinii  vurgulamaktadir. Haploidler
gametofitik kromozom sayisina sahipken, DH'ler kromozom duplikasyonundan
kaynaklanmaktadir. Gametik embriyogenez, heterozigot ebeveynlerden tek bir adimda
tamamen homozigot hatlarin dogrudan gelistirilmesini saglayarak, birden fazla nesil
kendine doéllenmeyi iceren geleneksel 1slah yontemlerine kiyasla siireyi 6nemli dlgiide
azaltmaktadir. Haploid ve DH iiretimi, homozigot bitkilerin hizli {retimini
kolaylastirarak bitki 1slahinda devrim yaratan giiclii bir biyoteknolojik yontemdir. Bu
teknolojiler artik birgok 6nemli {iriin i¢in 1slah programlarinin ayrilmaz bir parcasidir ve
ozellikle in vitro anter veya izole mikrospor kiiltiirii yontemleriyle elde edilmektedir
(Germana, 2011). Bu tartisma, farkli bitkilerde anter kiiltiirii ile iliskili etkinlik ve
zorluklar1 tanimlamak i¢in kullandigimiz yontem de dahil olmak iizere cesitli
calismalardan elde edilen bulgulari sentezlemektedir.

Calismamiz, Stevia rebaudiana gesitlerinin (Levent 93, Turgut 82 ve Tiitiincii)
kallus, embriyo ve bitki rejenerasyonu iretimi i¢in farkli ortam formiilasyonlarina
verdigi yanitta onemli degiskenlikler oldugunu gostermistir. Ozellikle, T4 ortami
(MS+2.0 mg 1" NAA + 0.5 mg I'! BAP), anter kiiltiirii sonuglarin1 optimize etmede
ortam bilesiminin dnemini vurgulayan diger ¢alismalardan elde edilen bulgularla tutarh
olarak en etkili olmustur.

Tim ¢esitler kallus ve embriyo iiretimine 1yi yanit vermistir; ancak, Levent 93
ve ardindan Turgut 82 en iyi sonuglar1 gostermistir. Optimum asamalardaki anterler
boliinmiis ve Embriyogenik kallus olusumunun yani sira embriyo olusumu da dogrudan
mikrosporlardan baglatilmistir. Bu arastirmada kiiresel, dairesel, cubuk ve kalp seklinde
embriyolar gozlemlenmis, bunlardan ¢ubuk embriyolar bitki liretmemistir.

Ikinci denemede, tiim gesitlerde tutarli bir sekilde daha yiiksek sayida ¢ubuk
sekilli embriyo gozlemlenmistir. Bu gézlem, Uskutoglu vd. (2019) Stevia rebaudiana'da
farkli hormon konsantrasyonlari altinda ¢ubuk seklindeki embriyolar da dahil olmak
tizere ¢esitli Embriyogenik kallus olusumlarmin belgelendigi bulgulariyla benzerlik
gostermektedir. Ozellikle, Uskutoglu vd. (2019) MS 2.0 mg 1! NAA + 0.5 mg I''! BAP
ortaminda koyu yesil renkli cubuk seklinde embriyolarin yani sira diger Embriyogenik
kallus ve yap1 bigimlerini de kaydetmistir. Calismamiz, Stevia rebaudiana doku
kiiltiirinde g¢ubuk seklindeki embriyolarin Onemini pekistirmekte ve bitkiye
donlisememelerine ragmen olusumlarint en aza indirmek i¢in kosullarin optimize
edilmesinde tutarli bir zorluk oldugunu gostermektedir.
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Uskutoglu vd. (2019), Stevia rebaudiana'nin anter kiiltiirli i¢in direngli bir tiir
olarak kabul edilebilecegini belirtmis ve bu bulgular1 desteklemek i¢in daha fazla
aragtirma yapilmasi gerektigini vurgulamistir. Marciniak vd. (1998) genotip, ortam ve
sekerin tritikale anter kiiltiiri izerindeki etkisini arastirmiglardir. Maltozun siikrozdan
daha etkili oldugunu ve P2 ortaminin en fazla sayida yesil bitki verdigini tespit ederek
ortam bilesenlerinin kritik roliinii géstermislerdir. Benzer sekilde, Khandakar vd. (2014)
Kore Krizantem ¢esitlerini incelemis ve genotip ve ortam bilesiminin kallus
indiiksiyonu ve ardindan haploid bitki iiretimi {izerindeki ©6nemli etkilerini
vurgulamistir. Calismalar, ortam formiilasyonlarinin belirli genotiplere gore optimize
edilmesi gerektiginin altin1 ¢izmektedir; bu bulgu, Levent 93'lin diger ¢esitlerden siirekli
olarak daha iyi performans gosterdigini ve onu Turgut 82 ve Tiitlincii'nilin izledigini
gostermistir.

Chen ve Dribnenki (2002), etkili bir DH {iiretim sistemi i¢in duyarli genotiplerin
belirlenmesinin ve verimli protokollerin gelistirilmesinin 6nemini vurgulamiglardir.
A22C-9 ve NLN-12 ortamlarmi kullanarak 16 diisiik linolenik keten genotipini
degerlendirmisler ve genotipe 6zgili yanitlar bulmuslardir. 96-3-F; hibriti NLN-12 ile
daha yiiksek kallus indiiksiyonu gdosterirken, 96-45-F; hibriti her iki ortamda da
karsilagtirilabilir kallus iiretimine gostermistir ancak A22C-9 ile daha yiiksek siirgiin
rejenerasyonu gostermistir. Bu durum, stevia'daki bulgularimizla uyumlu olarak, ortam
formiilasyonlarinin belirli genotipik yanitlar1 gelistirmek i¢in uyarlanmasi gerektigini
gostermektedir.

Basarili haploid ve DH iiretimi i¢in PGR se¢imi ¢ok onemlidir. Calismamiz, T4
ortamindaki spesifik NAA ve BAP kombinasyonlarinin kallus ve embriyo olusumunu
onemli Ol¢lide artirdigint gostermistir. Uskutoglu vd. (2019) Stevia rebaudiana'da bu
bilesenlerin 6nemini vurgulayan bir ¢alisma yiirtitmiistiir. Uygun tomurcuk asamasini
ve farkli bliylime diizenleyicilerinin ve on islemlerin in vitro androjenez iizerindeki
etkilerini arastirmislardir. Elde ettikleri bulgulara gore, NAA ve BAP ile desteklenmis
MS ortamindan embriyolar1 gelisimi saglanmistir bu da T4 ortaminda elde ettigimiz
sonuglari destekler niteliktedir. Bu ¢aligma ayrica MS 2.0 mg 1! NAA + 0.5 mg I'!
BAP'!m embriyo olusumunda etkili oldugunu dogrulamakta ve ortam bilesimi
secimimizi desteklemektedir. Uskutoglu vd. (2019) da yiiksek sicaklik ve soguk on
islemler uygulamis ve MS 2.0 mg 1! NAA + 0.5 mg I'' kinetin ile yiiksek sicaklik
isleminin en basarili oldugunu ve %37.5 embriyo orani elde ettigini bulmustur. Bu
sonuglar, hassas PGR kombinasyonlarinin ve o6n islem kosullarinin anter kiiltiiri
sonuclarini optimize etmedeki kritik roliiniin altin1 ¢izmektedir.

Saji ve Sujatha (1998), spesifik PGR kombinasyonlarinin aygiceginde kallus
indiiksiyonu ve rejenerasyonunu etkiledigini, agar ve siikroz konsantrasyonlari gibi
degiskenlerin kallus olusumunu 6nemli 6lgiide etkiledigini, inkiibasyon kosullar1 ve
genotipin ise minimum etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Uskutoglu vd. (2019) de
Stevia'da farkli PGR kombinasyonlarimin roliinii  vurgulamis, NAA ve BAP
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kombinasyonlarinin 6nemli 0&l¢lide kallus ve embriyo olusumuyla sonuglandigini
belirtmislerdir. Bu bulgular, T4 ortammin oOzellikle etkili oldugu c¢aligmamizda
goriildiigi gibi, PGR'lerin hassas optimizasyonuna olan ihtiyact vurgulamaktadir.

Wang vd. (2014) Krizantem tizerinde haploid ve DH iiretiminin
karmagikliklarinit ve sonuglarini vurgulayan bir ¢alisma yliriitmiislerdir. Aragtirmalari,
Krizantem'in yiiksek oranda heterozigot dogasinin yarattig1r zorluklarin altini ¢izerek,
genetik analiz ve 1slah amaciyla haploid formlar elde etmek igin Ozel teknikler
gerektirmistir. Bulgulan, in vitro kiiltiir ve kolhisin tedavisi yoluyla basarili haploid ve
DH hatlar {retilirken, haploid ve double haploid doller ile ana ebeveyn arasinda
morfolojik ve fizyolojik farkliliklar gdzlemlendigini ortaya koymustur. Ozellikle
haploidler, ikiye katlanmis haploid muadillerine ve ana ¢eside kiyasla daha diisiik boy
ve degismis ¢icek dzellikleri sergilemistir. Ayrica, Wang vd. (2014) sitozin metilasyon
modellerini aydinlatmak i¢in metilasyona duyarli amplifikasyon polimorfizmi (MSAP)
profili kullanarak haploidizasyonla iligkili 6nemli degisiklikleri ve kromozom ikiye
katlandiktan sonra iyilesmeyi ortaya ¢ikarmistir.

Stevia rebaudiana tzerinde yaptigimiz c¢alismada, c¢esitlerin anter kiiltiiri
sirasinda farkli ortam formiilasyonlarina ve biiylime diizenleyici kombinasyonlarina
verdigi yanitta dnemli degiskenlikler gézlemlenmistir. T4 ortam formiilasyonu (MS +
2.0 mg I'! NAA + 0.5 mg I'' BAP) Embriyogenik kallus ve embriyo olusumunu tesvik
etmede en etkili oldugunu kanitlayarak, istenen Ozellikleri gelistirmek icin kiiltiir
kosullarin1 optimize etmenin Onemini yansitmaktadir. Wang vd. (2014) bulgular,
tiiretilen hatlarda sitozin metilasyonu ve morfolojik varyasyonla iligkili dogal zorluklara
ragmen, genetik heterojenligin listesinden gelmede ve 1slah programlarini hizlandirmada
haploid ve DH teknolojisinin daha genis etkilerinin altin1 ¢gizmektedir.

Saensee vd. 2018’de anter kiiltiiriinde ortam bilesimi ve ¢igek morfolojisinin
onemini daha da vurgulamak i¢in yaptiklar ¢alismada, ayciceginde cicek ozellikleri ve
mikrospor gelisim asamalarini anter kiiltiirii sonuglariyla iliskilendirmislerdir. Elde
ettikleri bulgular, uygun kiltlir ortamiyla birlikte daha yiiksek oranda orta-gec ¢ekirdek
mikrospor igeren daha biiylik disk floretler kullanildiginda en iyi sonuglarin elde
edildigini vurgulamaktadir. Bu korelasyon, T4 ortaminm (MS + 2.0 mg 1! NAA + 0.5
mg 1" BAP) Embriyogenik kallus iiretimini ve ardindan bitki rejenerasyonunu énemli
ol¢iide artirdig1 Stevia rebaudiana'da yaptigimiz ¢alismayla ortiismektedir. Bu bulgulari
biitiinlestirerek, tartismamiz cesitli bitki tlirlerinde anter kiiltiirii protokollerini optimize
etmede cigek morfolojisi, mikrospor gelisim asamalar1 ve ortam bilesimi arasindaki
kritik etkilesimin altin1 ¢izmektedir.

Ayrica Dayan ve Arda (2016), farkli 151k kosullar altinda aycicegi anterlerinde
NAA ve BA'nin androjenez iizerindeki sinerjik etkilerini arastirmiglardir. Calismalari,
NAA ve BA'nin birlikte uygulanmasinin kallus indiiksiyon oranlarini 6nemli 6lciide
artirdigim1  vurgulayarak, Stevia rebaudiana'da Embriyogenik kallus ve embriyo
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olusumunu tesvik etmede biiyiime diizenleyicilerinin (NAA ve BAP) onemli roliine
iliskin bulgularirmzi pekistirmistir. Bu, MS + 2.0 mg I'' NAA + 0.5 mg 1! BAP'n
saglam kallus ve embriyo iiretimini kolaylastirdigt T4 ortam formiilasyonunu
kullanimimizla uyumlu olmustur. Genel olarak, T4 ortami hem kallus hem de embriyo
iiretim oranlar1 i¢in her iic denemede de en etkili ortam olarak ortaya c¢ikmistir.
Ozellikle, T2, T3, T5, T6 ve T7 umut verici sonuglar gdsterirken, basarili bitki iiretimi
sadece T4, T6 ve TS'te gozlenmistir. Bu durum, bu ortam formiilasyonlarinda ¢ubuk
seklindeki embriyolar disindaki embriyo tiirlerinin varliginin bu sonuglara katkida
bulunmus olabilecegini diisiindiirmektedir. Tartigmamiz, bu bilgileri entegre ederek,
bitki 1slah programlarinda genetik iyilestirme stratejilerini hizlandirmak i¢in gerekli
olan basarili anter kiiltiiri sonuclarina ulagsmada biiyiime diizenleyicilerinin ve bunlarin
optimizasyonunun ¢ok énemli roliinii genisletmektedir.

5.2. Bitki rejenerasyonlar: ve aklimatizasyon

Calismamiz birinci ve ikinci denemelerde kok gelisimini ve fidanlarin
aklimatizasyonunu basariyla saglamistir. Ancak, iiclincli denemede, karsilagilan pratik
zorluklar1 gosteren hicbir bitki elde edilememistir. Bu bulgu, Nakas vd. (2023)
tarafindan aspir genotiplerinde bildirilen zorluklarla tezat olusturmakta, ortam ve PGR
kombinasyonlarimizin etkinligini vurgulamaktadir. Bununla birlikte, sonuclarimiz
liciincii denemede koklii bitki elde edilememesi sonucuyla uyumludur. ileriye déniik
olarak, rejenerasyon ve aklimatizasyon icin gelistirdigimiz protokoliin, oOzellikle
aklimatizasyon siirecinde bitki saghigmin titizlikle izlenmesi ¢ok Onemlidir.
Aklimatizasyon bagarisinda nemin kritik rolii g6z 6niinde bulunduruldugunda, giinliik
nem kontrolleri hayati 6nem tagir.

5.3. Ploidi seviyesini belirleme

Ploidi degerlendirmesi, haploid bitkiler liretmede anter kiiltiiriiniin bagar1 oranini
belirlemek i¢in gereklidir. Anter kiiltlirlinlin basarisin1 degerlendirmek icin flow
sitometrisi, kromozom sayimi, stoma koruyucu hiicrelerinde kloroplast sayimi, stoma
boyutu ve uzunlugunun Ol¢iimii, niikleol sayimi, polen olusumu ve canliliginin
degerlendirilmesi, hiicre boyutunun analizi ve morfolojik marker analizi gibi ¢esitli
metodolojiler kullanilmaktadir (Ochatt vd. 2021).

Calismamizda Levent 93, Turgut 82 ve Tiitlincli'nlin anter tiirevi bitkilerinde
kloroplast sayilar1 ve stoma Ozellikleri kontrollere kiyasla incelenmis, ilkinde haploid
bitkilerin potansiyel gostergesi olarak kloroplast sayilarinin azaldigr goriilmiistiir. Bu
durum, Yuan vd. (2009) lahana, brokoli ve Cin lahanasinda kloroplast sayilarinin ploidi
seviyeleriyle onemli Olclide degistigi ve ploidi ile kloroplast sayilari arasinda bir
korelasyon kurdugu bulgulariyla paralellik gostermektedir. Bu arada, Hosseini vd.
(2018) diploid ve tetraploid bitkiler arasinda stoma yogunlugu ve boyutunda belirgin
farkliliklar tespit ederek, farkli bitki gruplarinda degisken stoma o6zelliklerine iliskin
gbzlemlerimizi desteklemistir. Ayrica, Bat vd. (2021) stoma O6zelliklerini biber ve
patlicanda ploidi seviyelerinin giivenilir gostergeleri olarak arastirmis ve poliploid
bitkilerde daha yiiksek kloroplast sayilarina dikkat ¢cekmistir. Calismamiz, geleneksel,
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emek yogun yontemlerin aksine, stoma Ozelliklerinin ploidi belirleme igin yayilan
zararl etki, doku olusumlar1 olmayan belirtecler olarak faydasimi vurgulayarak bu
bulgularla uyumludur. Bu c¢alismalar birlikte, bitki popiilasyonlar1 arasindaki genetik ve
fizyolojik varyasyonlarin anlasilmasinda kloroplast ve stoma ozelliklerinin 6neminin
altin1 ¢izmekte, adaptasyon ve 1slah stratejilerine iligkin i¢gdriiler sunmaktadir.

Dogru kromozom sayimi, bitkilerdeki ploidi seviyelerini belirlemek ic¢in ¢ok
Oonemlidir ve mitotik veya mayotik hiicre bdliinmesi analizi ile elde edilebilir
(Maluszynska, 2003). Mitotik kromozom sayimi, basitligi ve hiz1 nedeniyle tercih edilir
ve kok wuglar1 mitotik hiicrelerin en erisilebilir kaynagidir. Koklerin olmadigi
durumlarda geng¢ tomurcuklar, yapraklar veya kallus kullanilabilmektedir. Kromozom
hazirlama ve boyama protokolleri belirli bitki tiirlerine gore degistirilir ancak temel
adimlar1 paylagmaktadir: materyal toplama, fiksasyon ve boyama. Hazirlik asamasi ya
ezmeden Once saglam dokularin boyanmasini ya da boyamadan once kromozom
orneklerinin hazirlanmasini igermektedir. Bir¢ok tiirde etkili olan Feulgen boyama gibi
yontemler, daha kiigiik genomlu bitkilerde daha zayif sonuglar verebilmektedir. Kii¢iik
kromozomlu bitkiler igin DAPI ile floresan boyama, floresan mikroskobu
gerektirmesine ragmen etkinligi nedeniyle tavsiye edilmektedir. Her iki yontem de
sitoplazmanin boyanmadan kalmasiyla kromozomlarin net bir sekilde goriintiillenmesini
saglamaktadir (Maluszynska, 2003). Kromozom sayimina iligkin 6n ¢alismamizda, geng
kok uclar1 farklh siireler boyunca kolhisin, bromonaftalin ve 8-hidroksikinolin dahil
olmak iizere cesitli kimyasallarla 6n isleme tabi tutulmustur. On islemden gegirilen
kokler daha sonra 5 veya 24 saat boyunca 3:1 (v/v) etanol-asetik asit ¢ozeltisinde fikse
edilmistir. Fiksasyonun ardindan kokler 37°C'de 20 dakika inkiibe edilmis ve yontemler
boliimiinde aciklandigi gibi 1M HCI veya %2 enzim soliisyonuna tabi tutulmustur.
Inkiibe edildikten sonra %45 asetik asit ile meserasyon yapilmigtir. Kokler daha sonra
asetokarmin ya da asetoorcein ile boyanmistir. En basarili sonuglar, 2 mM 8-hidroksi-
kinolin ile 24 saat boyunca 4°C'de 6n isleme tabi tutulan, 5 saat boyunca fikse edilen ve
iyi inkiibe edilen koklerde elde edilmistir. Inkiibasyondan sonra enzim soliisyonu
cikarilmis ve kokler ya 45% asetik asit ile maserasyona tabi tutulmus ya da dogrudan
aseto-orcein ile boyanmistir; aseto-orcein hem maserasyon hem de boyama islemleri
i¢cin kullanilmistir.

Piosik vd. (2015) gore, rejenere haploid bitkilerden ve diploid bitkilerden elde
edilen geng kokler, 22°C'de 1 saat boyunca %0,1'lik kolhisin ¢6zeltisi ile 6n isleme tabi
tutulmustur. On islemin ardindan kokler FAA ¢ozeltisinde (90 ml %70 etanol, 5 ml
formalin ve 5 ml glasiyal asetik asit igeren) 1 saat boyunca sabitlenmistir. Kokler daha
sonra %45 glasiyal asetik asit icinde %1 asetokarmin soliisyonu ile 20 dakika boyanmis
ve 1M hidroklorik asit i¢inde maserasyona tabi tutulmustur. Kromozom sayilari, 151k
mikroskobu altinda gézlemlenen ezilmis slaytlar kullanilarak metafazdaki meristematik
hiicrelerden belirlenmistir.

Kondo vd. (2020) tarafindan tanimlanan kromozom sayma yontemi, Koehler vd.
den (2008) uyarlanan modifikasyonlarla takip edilmistir. Dendrobium hibritlerinin ve
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indiiklenmis amfidiploidlerin analizi i¢in en az ii¢ bitkiden yesil kok uglar1 toplanmistir.
Kok uglari, 5 ila 8 mm uzunlugunda, sabah 10.30 civarinda hasat edilmis ve 36 saat
boyunca 4°C'de 2 mM 8-hidroksikinolin iginde &n isleme tabi tutulmustur. On islemin
ardindan, kok uglar1 oda sicakliginda 5 saat boyunca 3:1 (v/v) etanol-asetik asit
karisiminda sabitlenmistir. Fiksasyondan sonra, kok uglar1 bir sonraki kullanima kadar
4°C'de %70 etanol icinde saklanmistir. Kromozom gozlemi icin, kok uclar1 etanoli
uzaklastirmak tizere 1 saat boyunca damitilmis suda bekletilmistir. Kok uglarinin distal
0,5 mm'si bir cam lam f{izerinde kesilerek izole edilmis, ardindan 10 pL enzim
soliisyonu (%2 Seliilaz Onozuka RS [Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd., Tokyo,
Japonya] ve %2 Pektoliyaz Y-23 [Kikkoman Corporation, Chiba, Japonya] iceren) ile
karistirilmis ve kapali, nemlendirilmis bir kapta 37°C'de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Enzim muamelesinden sonra, iistiine bir ortli yerlestirmeden dnce 1-2 dakika boyunca
bir damla %45 asetik asit uygulanmistir. Kok uglart daha sonra bir parmak kullanilarak
elle ezilmis ve lamlar -80°C'de 1 giin siireyle dondurularak muhafaza edilmistir.
Dondurma isleminin ardindan, ortii bir jiletle kaldirilmistir. Hiicreler (Vectashield;
Vector Laboratories, Burlingame, CA) 5 ng/mL DAPI ile boyanmus, floresan mikroskop
altinda x1000 biyiitmede (Model BX53; Olympus, Tokyo, Japonya) gézlemlenmis ve
Cool SNAP Myo kamera (Photometrics, Tucson, AZ) ile fotograflanmistir. Kromozom
sayilari, iyi yayilmis kromozomlara sahip en az 10 mitotik hiicreden belirlenmistir
(Kondo vd. 2020).

Libik-Konieczny vd. (2018) tarafindan stevia tizerinde yapilan ¢alismada, perlit
icinde koklendirilmis yumusak agag celiklerinden elde edilen geng radikiiller tizerinde
kromozom analizi yapilmistir. Radikiiller toplanmis ve 4°C'de yaklasik 24 saat boyunca
doymus sulu a-bromonaftalin ¢ozeltisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan,
1:3 (v/v) glasiyal asetik asit ve mutlak etanol karisiminda sabitlenmistir. Sabitlenen kok
uclar1 daha sonra distile su ile durulanmig, 60°C'de 10 dakika boyunca 1M HCI i¢inde
hidrolize edilmis ve %45 asetik asit icinde ezilmistir. Sivi nitrojende dondurulduktan
sonra kapak camlar1 ¢ikarilmis ve preparatlar %0,1 sulu toluidin mavisi ¢ozeltisi ile
boyanmistir. Lamlar havada iyice kurutuldu ve Entellan New® ile monte edilmistir.
Kromozom sayimlar1 ve fotograflar1 Nikon DS-Filc kamera ve NIS Elements yazilimi
ile donatilmig bir Nikon Microphot-FXA mikroskop kullanilarak elde edilmistir.
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6. SONUCLAR

Her ii¢ denemeden elde edilen bulgulara dayanarak asagidaki kapsamli sonuglar
cikarilabilmektedir:

6.1. Cesitler Arasindaki Farklar:
1. Kallus Uretimi:

Levent 93, tiim denemelerde ortalama kallus iiretimi acisindan genel olarak
Tiitiincii'den daha iyi performans gdstermistir. ik denemede 6nemli l¢iide daha yiiksek
kallus iiretimi gdstermistir (% 47.4). Ikinci denemede, hem Levent 93 (% 47.1) hem de
Turgut 82 (% 42.5) aralarinda Onemli bir fark olmaksizin yiiksek kallus tretimi
sergilemistir. Uciincii denemede, Levent 93 (% 53.1) ve Turgut 82 (%56.2) benzer
sonuglar gostererek bu iki genotipin kallus olusumundaki saglamligini géstermistir.

2. Kallus basina embriyo sayis1 (Adet)

Ilk denemede Levent 93 (3.38 adet), Turgut 82 (0.60 adet) ve Tiitiincii (0.71
adet) cesitlerine kiyasla kallus basina daha yiiksek ortalama embriyo sayis1 gostermistir.
Bununla birlikte, ikinci denemede embriyo sayist Levent 93'te (1.76 adet) ve Turgut
82'de (1.38 adet) Tiitiincii cesidine (0.38 adet) kiyasla daha yiiksek olmustur. Ugiincii
denemede ise genotipler arasindaki embriyo iiretimindeki farkliliklar 6nemli diizeyde
olmasa da, Levent 93 i¢in 1.08, Turgut 82 i¢in 0.37 ve Tiitiincii i¢in 0.48 embriyo sayis1
kaydedilmistir.

3. Kallus basina embriyo orani

Ilk denemede Levent 93 (%33.8) cesidi, Turgut 82 (%6.0) ve Tiitiincii (%7.1)
cesitlerine kiyasla kallus basina daha yliksek ortalama embriyo sayisi gostermistir.
Bununla birlikte, ikinci denemede embriyo {iretim oranlar1 Levent 93'te (%17.6) ve
Turgut 82'de (%13.8) Tiitiincii'ye (%3.8) kiyasla daha yiiksek olmustur. Ugiincii
denemede ise genotipler arasindaki embriyo iiretimindeki farkliliklar 6nemli diizeyde
olmasa da, Levent 93 i¢in %10.8, Turgut 82 icin %3.7 ve Tiitlincii i¢in %4.8 embriyo
tiretimi oranlar1 kaydedilmistir.

6.2. Ortamin Etkisi

T4 ortami, tiim denemelerde siirekli olarak en yiiksek kallus {tretimini
destekleyerek kallus baslangicini  ve biliylimesini tesvik etmedeki etkinligini
gostermistir. Ayrica, ¢esitli denemelerde daha yiiksek embriyo sayisi ve yiizdelerini
tireterek doku kiiltiirii i¢in genel uygunlugunu vurgulamistir. Bununla birlikte, T2, T3,
T5, T6 ve T7 ortamlart da bu parametreler acisindan kiyaslanabilir sonuclar
gostermistir.

6.3. Interaksiyon sonuclari

Genotip ve ortam arasindaki etkilesim, belirli optimum kombinasyonlar
vurgulayarak énemli bulunmustur. Ornegin, ilk denemede Levent 93, T4'te en yliksek
kallus, embriyo sayisi ve yuzdesi iiretimini gostermistir. Bununla birlikte, ikinci
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denemede, Turgut 82 T4'te en yliksek kallus tiretimini (9.6), en yiiksek embriyo sayisi
sergilerken, Levent 93 T7 ve T4 ortaminda en uygun embryiyo iiretimini géstermistir.
Ugiincii denemede, Turgut 82 yine T3'te en yiiksek kallus iiretimini (9.4) gosterirken,
T4'ten (9.0) 6nemli bir fark gostermemistir.

Tiim genotipler ve ortamlar denemelerde kallus iiretimini, embriyo sayisi ve
ylzdesini 6nemli Ol¢lide etkilemistir. Bununla birlikte, Levent 93 c¢esitli deneysel
kosullar altinda birden fazla parametrede (kallus iiretimi, embriyo sayisi ve embriyo
ylzdesi) giiclii performans gostermistir. Turgut 82 de 0Ozellikle uygun ortam
kosullarinda iyi performans gostermistir. Tiitlincii ise performans Olciitlerinde genel
olarak geride kalmistir.

6.4. Siirgiin Uretimi

Stirgiin tiretimi agisindan gesitler arasinda 6nemli bir fark olmamasina ragmen,
T3 ortami diger uygulamalara kiyasla daha fazla siirgiin iiretmistir. Uglincli denemede
stirglin {iretimi gerceklesmemistir.

6.5. Koklendirme ve Aklimatizasyon

Tim bitkiler her ii¢ ortamda da koklenmistir. NAA ve IBA igeren MS ortami
kallus ve ardindan bir grup kok iiretirken, tek basina MS ortami dogrudan kok
tretmistir. Koklendirmeden sonra bitkiler 20 giin i¢cinde basarili bir sekilde iklime
alistirllmistir.

6.6. Kloroplast ve Stoma Analizi

Kloroplast, stoma boyutu ve sayim analizlerine dayanarak, tiim bitkiler ve
kontrol grubu arasinda, uygulamalarin neden oldugu fizyolojik farkliliklar1 gosteren
varyasyonlar bulunmustur.

6.7. Kromozom sayimi

Levent 93"in kontrol bitkisindeki kromozomlar, 4°C'de 24 saat boyunca 2 mM
8-hidroksikinolin iceren bir &n islem protokolii kullanilarak sayilmistir. On islemden
gecirilen kokler daha sonra 1:3 (v/v) asetik asit ve etanol karisiminda 5 saat boyunca
sabitlenmistir. Fiksasyonun ardindan kokler 37°C'de 20 dakika boyunca enzim
soliisyonu ya da 1M HCI icinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra k&kler
maserasyona tabi tutulmus ve yontemler boliimiinde ayrintili olarak agiklandigi gibi
asetoorcein ile boyanmustir.
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