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OZET

COREK OTU (Nigella sativa L.) BITKiSINDE ANTER KULTUR TEKNiGiNIN
GELISTIRILMESI

Semra T. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal

Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu aragtirmanin amaci; ¢orek otu bitkisinde anter kiiltiir teknigi kullanilarak haploid
bitki liretim potansiyeli arastirmaktir. Ayrica gelecekte yapilacak bitki 1slah ¢aligmalarinda
¢orek otu bitkisinin anter kiiltiir ¢alismalarinda kullanilacak besi ortamlar1 protokolllerinin
gelistirilmesine ve %100 homozigot bitkilerin elde edilmesine katki saglanmasi

amaclanmugtir.

Materyal ve Yontem: Bu tez calismasinda bitki materyali olarak tilkemizin tek tescilli ¢esidi
olan Cameli ¢érek otu ¢esidi ile Denizli, Isparta, Samsun ve Ankara illerindeki treticilerden
temin edilen 4 farkli ¢orek otu popiilasyonu kullanilmistir. Bitki ¢iceklenme déneminde tek
¢ekirdekli mikrosporlari i¢eren tomurcuklar toplanmis ve MS besi ortami ve bu ortama BAP
ve/veya IAA ilave edilmis toplam 10 farkli besi ortam1 (kontrol, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg.I": BAP,
0,5, 1,0 ve 2,0 mg.It 1AA, 1,0/1,0, 0,1/2,0 ve 2,0/0,5 mg.I* BAP/IAA) kullanilmistir.
Arastirma kapsaminda her bir popiilasyon ve besi ortami i¢in 5 petri lizerinden ve her petride
20 anter olacak sekilde anter kiiltiir calismasi yapilmistir. Toplam her bir besi ortaminda 500
adet anter kiiltiire alinmistir. Her bir popiilasyon igin ise toplam 1.000 adet anter {izerinden

kiiltiir calismasi yiiriitiilmiistiir.

Bulgular: Genel kallus basar1 oraninin; 0,5 mg.It IAA iceren besi ortaminda %1,6, 1,0 mg.I
!BAP + 1,0 mg.I"t IAA iceren besi ortaminda %0,6 ve 0,5 mg.I™t BAP iceren besi ortaminda
%0,4 oldugu belirlenmistir. Popiilasyonlar diizeyinde en yiiksek basar1 oran1 %1,0 ile Ankara

popiilasyonundan elde edilmis olup, bunu %0,2 ile Denizli popiilasyonu ve %0,1 ile Isparta

Xi



popiilasyonu takip etmistir. Arastirmaya konu popiilasyonlarin ve besi ortamlarinin genel

basar1 oraninin ise %0,26 oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Elde edilen veriler 151ginda genel bir degerlendirme yapildiginda; bitki rejenerasyonu

saglanamamig olmasina karsin, diisiik oranlarda da olsa kallus olusumu basarilmistir.

Anahtar kelimeler: Anter kiiltiir, Corek otu, Haploid, Kallus, Nigella sativa.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ANTHER CULTURE TECHNIQUE IN BLACK CUMIN (Nigella sativa
L.) PLANT

Semra T. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Agricultural Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2021.

Objective: The purpose of this research; The aim of this study is to investigate the haploid
plant production potential in black cumin using anther culture technique. In addition, it is
aimed to contribute to the development of nutrient media protocols to be used in anther culture

studies of black cumin and to obtain 100% homozygous plants in future plant breeding studies.

Material and Methods: In this thesis study, Cameli black seed variety, which is the only
registered variety of our country, and 4 different black seed populations obtained from
producers in Denizli, Isparta, Samsun and Ankara provinces were used as plant material.
During the plant flowering period, buds containing late unicellular microspores were collected
and MS nutrient medium and a total of 10 different nutrient mediums (control, 0.5, 1.0 and 2.0
mg.I": BAP, 0 0.5, 1.0 and 2.0 mg.I"t IAA, 1.0/1.0, 0.1/2.0 and 2.0/0.5 mg.I"t BAP/IAA) were
used . Within the scope of the research, anther culture studies were carried out on 5 petri dishes
and 20 anthers in each petri dish for each population and medium. A total of 500 anthers were
cultured in each medium. For each population, a total of 1000 anther culture studies were

carried out.

Results: The overall callus success rate; 1.6% in the medium containing 0.5 mg.l-1 IAA, 0.6%
and 0.5 mg.l in the medium containing 1.0 mg.I-1 BAP + 1.0 mg.I-1 1AA It was determined
that it was 0.4% in the nutrient medium containing -1 BAP. At the population level, the highest
success rate was obtained from the Ankara population with 1.0%, followed by the Denizli
population with 0.2% and the Isparta population with 0.1%. It has been determined that the

overall success rate of the populations and mediums that are the subject of the research is

Xiii



0.26%.

Conclusion: When a general evaluation is made in the light of the data obtained; Although

plant regeneration could not be achieved, callus formation was achieved, albeit at low rates.

Keywords: Anther culture, Black cumin, Callus, Haploid, Nigella sativa.
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1. GIRIS

Corek otu (Nigella sativa L.), tek yillik ve otsu bir bitkidir. Giiney Avrupa-On Asya
kokenli olan ¢orek otu, Ranunculaceae (Diglingicegigiller) familyasina aittir (Kokdil vd.,
2006). Baslangicta, Nigella sativa; Bunium persicum olarak ortak bir isimdi ve daha sonra
Carum bulbocastanum olarak adlandirildi, simdi nesli tiikenmek iizere olmasi ve bu tiiriin
Hindistan'in her yerine ulasamamasi nedeniyle, Carum carvi bu isimle adlandirilmis daha sonra

Nigella sativa Portekizli ve Tiirk tiiccarlar tarafindan kullanila gelmistir (Zohary, 2000).
Corek otu bitkisinin bilimsel siniflandirilmas:

Alem: Plantae (Bitkiler Alemi)

Boliim: Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Smif: Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)

Takim: Ranunculales

Familya: Ranunculaceae (Diigiin ¢igegigiller)
Cins: Nigella

Tiir: Nigella sativa

Bitki fizyolojik olarak degerlendirildiginde ise boyu 20-70 cm arasinda degismekte,
govdesi dik olup dallar1 seyrektir. Bitki {lizerindeki yapraklar {i¢ pargali olarak gdriinmekle
birlikte her bitkide ortalama 4-5 dal bulunmaktadir. Corek otu bitkisinin ¢igekleri beyaz, agik
mavi renklerde olup uglarma dogru sarimsi yesil rengini almaktadir. Tohumlarinin rengi
siyahtir ve ¢igek icerisinde olusan meyve ¢oklu kapsiil biciminde goriinmektedir. Kdseli olan
bu tohumlarin uzunluklar1 2,5-4 mm, genislikleri 1,5-2 mm, kalinli1 ise 1 mm civarindadir.
Kendine 6zgii kokusu olup acimsi ve lezzetli tanelere sahiptir (Ilisulu, 1992; Ceylan, 1996;
Baytop, 1999; Baydar, 2016).

Gilinlimiizde diinya iizerinde yaygin olarak Dogu Akdeniz {ilkeleri, Gilineydogu Asya,
Afrika, Misir ve Yunanistan gibi lilkelerde tarimi yapilmaktadir. Hindistan 6nemli ¢orek otu
iireticilerinin basinda gelmektedir (ilisulu, 1992; Baydar, 2016). Tiirkiye florasinda 12 tiir
bulunmaktadir. Bunlar Nigella orientalis, N. oxytpetala, N. lancifolia, N. latisecta, N. segetalis,
N. arvensis, N. stellaris, N. sativa, N. damascena, N. elata, N. nigellastrum ve N.
unguicularis’dir (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi [TUBIVES], 2019). Bu tiirler icerisinde N.



sativa ve N. damascena ticari olarak yetstiriciligi yapilan tiirlerdir. Ulkemizde tek tescilli cesit

Cameli cesididir.

Corek otunun iceriginde %31-35,5 oraninda sabit yag, %0,4-0,45 oraninda ugucu yag,
%33-34 oraninda karbonhidrat, %16-19,9 oraninda protein; fosfat, kalsiyum, ¢inko gibi
mineraller; askorbik asit, tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit gibi vitaminler bulunmaktadir
(El-Tahir ve Bakeet, 2016). Corek otu ugucu yagini %25-60 oraninda meydana getiren
timokinon farmakolojik etkisi oldukga giiglii olan bir biyoaktif maddedir. Timokinon maddesi
¢orek otu ugucu yaginin anti-histamin ve antioksidan etkisini artirir ve ayn1 zamanda agri kesici
ve iltihap oOnleyici etkilerini de gostermektedir (Baydar, 2016). Bu madde ayni zamanda
bagisiklik sistemine fayda sagladigi gibi bazi ilaglarda ham madde olarak da
kullanilabilmektedir. N. sativa, N. damascena ve N. arvensis’in tohumlarindan elde edilen
preparatlar insan sagligin etkileyen; soguk alginligi, ates, astim, bronsit, amenore, istahsizlik,
egzama Oksiiriik, dismenore, sarilik, gaz giderme, idrar soktiiriicii, ¢esitli romatizma ve iltihap
hastaliklart gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda baharat olarak da
gida amagli yaygin olarak kullanilmaktadir (Randhawa ve Alghamdi, 2011). Corek otu Antik
Yunan déneminin meshur doktoru Dioscorides'in bas ve dis agrisi tedavilerinden El Biruni'nin
yazili eserlerine, Ibn-i Sina'min iizerine yaptig1 calismalardan Misir'in efsanevi hiikiimdari
Tutankamun'un kabrine kadar tarihte bir¢cok alanda kullanilmistir (Barkoudah, 1998). Corek otu
bitkisi yagi ile birlikde, tarihte Afrika’da, Asya’da ve Ortadogu’da, gliiniimiizde ise Amerika ve
Avrupa’da milyonlarca insan tarafindan “sagliklarmi desteklemek i¢in™ kullanilagelmistir

(Riaz vd., 1996).

Corek otu tohumlar1 uzun yillardan beri halk hekimliginde kullanildig1 gibi giiniimiizde
de tedavi edici 6zelliklerinin yani sira yaygin olarak bilinen baharat bitkilerinden biridir (Arslan
vd., 2000). Tibbi agidan dnemi ¢ok olan ve besin degeri yiiksek olan bu bitkinin tohumlart
antioksidan, anti-bakteriyel, anti-inflamatuar ve bagisiklik sistemini kuvvetlendirici gibi bir¢ok
farmakolojik etkiye sahiptir. Ozellikle son yillarda kimyasal ilaglarin ve antibiyotiklerin saglik
acisindan zararh etkileri anlagildik¢a alternatif tibba olan ilgi giderek artmaya baslamistir. Bu
kapsamda uzun yillardir tedavi edici 6zelligi oldugu bilinen ¢orek otuna olan ilgi artmis ve

artmaya da devam etmektedir.

Bu denli 6nemli olmasina ragmen ¢orek otu gerek diinyada gerekse lilkemizde hak ettigi

yeri alamamistir. Bunun en Onemli nedenlerinden biri bu bitkinin yeteri kadar bilimsel



aragtirmaya konu olmamasidir. Son yillarda bu konuya egilim artsa da ne yazik ki hala arzu
edilen seviyeye ulagilamamistir. Bu yiizden de iilkemizde gelistirilmis tescilli tek ¢esit vardir
ve diinyada da ¢ok az sayidadir. Hem tibbi anlamda yukarida bahsedilen faydalarindan dolay1
hem de pasta ve yemekler de kullanilabilecek baharat 6zelliginden dolay: bitki i¢ ve dis ticaret
icin 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu bitki {izerinde yapilacak c¢aligmalara ivme verilmesi
bitkinin tarimsal tiretim deseni igerisinde hak ettigi yeri almasi bakimindan son derece 6nem

arz etmektedir.

Ulkemizde ¢orek otu ekim alanm1 2020 TUIK verilerine gore 33.773 da’dir (Tiirkiye
Istatistik Kurumu [TUIK], 2020). 2012-2020 yillar1 arasinda Tiirkiye ¢orek otu iiretim alan
TUIK verilerine gore her gegen yil artis egilimi gdstermis olup, son yillarda en ¢ok ekiminin

yapildigi ilk ¢ ilimiz Usak (10.750 da), Burdur (9.838 da), Konya (2.334 da)’dir (Sekil 1.1).

Tiirkiye yillara gére ¢érek otu tohumu ekim alani
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Sekil 1.1 Tiirkiye ¢orek otu tohumu ekim alan1 (TUIK, 2020)

Tiirkiye ¢orek otu tiretimi 2020 yilinda toplam 3412 ton olup, 2012-2020 yillar1 arasinda
corek otu tiretimi genel olarak artis egilimi gostermektedir (Sekil 1.2). En fazla iiretiminin

yapildig1 ilk ii¢ ilimiz Usak (1.170 ton), Burdur (992 ton) ve Konya (219 ton)’dir (TUIK, 2020).



Tiirkiye yillara gére ¢érek otu lretim miktari
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Sekil 1.2 Tiirkiye ¢orek otu tohumu iiretim miktar1 verileri (TUIK, 2020)

Ulkemizde 2012-2020 yillar1 arasinda ¢orek otu iiretiminin verimine bakildiginda ise

ortalama 94,55 kg’dir (TUIK, 2020). Yillara gére dagilimi ise Sekil 1.3’de verilmistir.

Tiirkiye yillara gére ¢érek otu verimi
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Sekil 1.3 Tiirkiye ¢orek otu tohumu verimi (TUIK, 2020)

Corek otunda yapilan arastirmalarin her gecen yil artmasi sonucu 6neminin daha iyi
anlasilmasiyla iiretim alanmnin da artt11 gozlenmektedir. Uretim alani artarken verimde 6nemli
o6l¢iide bir artis olmamaktadir. Genel olarak yazlik ekimin yapilmasi, ¢orek otu ekiminin yerel
Olgeklerde kalmasi, bitkinin su ihtiyacinin karsilanamamasi, hasat zamaninin gecikmesi,

bolgelere gore uygun ekimin yapilmamasi ve bitki 1slah yontemleriyle yeni cesitlerin



gelistirilmemesi gibi nedenlerle ekim alanlarinin artmasina karsilik bitkinin verimi istenilen
diizeylere ulasamamaktadir (Ozel vd., 2009; Akgdren, 2011; Baytére, 2011)

Gegmisten giliniimiize bitkilerde 1slah siiresini kisaltma caligmalarinda biyoteknolojik
yontemlerin 6nemi gittikce artmaktadir. Biyoteknolojik yontemlerin bitki 1slahina faydalari:
elde edilmek istenen genotiplerin kisa bir siirede ¢ogaltma isleminin yapilabilmesi, cinsler ve
tiirler aras1 melezlemelerdeki klasik yontemlerle yapilamayan gen transferlerinin yapilabilmesi,
homozigot hatlarin daha kisa siirede elde edilebilmesi, bitkideki karakterleri 6zel olarak ifade
eden genlerin izole edilerek bir bagska organizmaya aktarilmasi olarak sayilabilmektedir (Kurt,
2004; Hatipoglu, 2015).

Klasik 1slah yontemlerine ek olarak son zamanlarda gelistirilmis potansiyal kaynak hiicre
ve doku kiiltiiriidiir. Geleneksel 1slah yontemiyle arzu edilen genetik karakterlerin bir diger
generasyona aktarilmasi asamasinda, istenilen homozigotluk seviyesine ulasilmasi bitkinin
genetik yapisina bagli olarak birkag generasyon kendilenmesi seklinde gergeklestirilmektedir.
Teorik olarak bir bitkinin %95 oraninda homozigotluk seviyesinne ulasabilmesi 5-6 yili
bulmakta olup uygulamada ise bu siire ¢ok daha uzun siirebilmektedir. Bitkinin 1slahi i¢in elzem
olan bu asamalar uzun siireler alabilmekte ve hem emek hem de maliyeti artirabilmektedir.
Ayni zamanda geleneksel yontemlerde %100’liik homozigotluk seviyesinin yakalanmasi
miimkiin olmamaktadir. Hiicre doku kiiltiirii yontemlerinden olan: anter kiiltiir, polen kiiltiirii,
yumurta ve yumurtalik kiiltiirleri teknikleri ile %100’liik homozigotluk seviyesi 1 yil gibi kisa

bir siirede yakalanabilmektedir.

Igerisinde tek hiicreli yapidaki olgunlasmamis polen tanelerini ihitiva eden anterler in
vitro kosullar altinda kiiltiire alinmas1 ve bunlardan direk veya indirek olarak haploid bitkilerin
elde edilmesi olayma anter kiiltiir ad1 verilmektedir (Gambino vd., 2007). Double haploidler,
haploid kromozom sayis1 gametaofit diizeyden iki katina ¢ikartilmig bitkilerdir. Homoziot
hatlarin elde edilmesi i¢in ilk olarak haploid bitkiler elde edilerek daha sonra bu bitkilerden
kromozom katlama yontemi ile diploit bitkilerin gelistirilebileceginin tespiti bitki 1slahinnin
evriminde onemli rol oynamustir (Niizeki ve Oono, 1968). Yeni nesil 1slah ¢aligmalarinda
haploid bitki iiretimi gittikge daha da dnemli hale gelmekte ve bu yontemler biyoteknolojik arag
olarak kullanim alam1 yayginlagmaktadir. Tarimsal acgidan Onemli olan bitkilerin 1slah
caligmalarinda biyoteknolojik yontemlerle protokol gelistirilmesi haploid bitki iiretiminde

onemlidir. Kontrollii bir ortamda haploid ve double haploid bitkiler elde etmek i¢in en yaygin



olarak kullanilan yontem anter veyahut izole edilmis mikrospor kiiltiiriidiir (Germana, 2011).

Tabiatta haploid bitkilerin kendiliginden olusmasi ¢ok diisiik bir ihtimaldir.

Corek otu bitkisinin bir¢ok tiirii ve mutantlar1 (Chloroxantha mutant) bahgelerde siis
bitkileri olarak yetistirilmektedir (Subrahmanyam, 2009; EI-Mahrouk vd., 2015). Me¢lez iireme
programlar1 i¢in homozigot popiilasyonlarin lireme yontemiyle iiretilmesi, tiim bitkiler i¢in
zaman alict hemde maliyetli olmaktadir. Alternatif olarak elde edilen haploid bitki iiretim
teknolojisi ile tamamen homozigot hatlar elde edilebilir. Tek kromozom setine sahip bitkilere
verilen isim olan haploid, bitki islahimin siiresini kisaltmak i¢in ¢ok iyi bir yontemdir.
Haploidler dogada kendiliginden veya gesitli indiiksiyon tekniklerinin bir sonucu olarak ortaya
cikabilir. Erkek gametofitler (androgenesis) ve disi gametofitler (gynogenesis) gibi haploid
{iretimi icin in vitro kiiltiir teknikleri bildirilmistir. in vitro androgenesiz yoluyla haploid bitkiler
tireten 200'den fazla bitki tiirii vardir (Matuszynski vd., 2003). Dollenmemis yumurtalik
kiltiriiniin in vitro gynogenesis yoluyla haploid bitkilerin ilk {iretimi arpada (Hordeum
vulgare) bildirilmistir (San Noeum, 1976). Haploid bitkilerin in vitro eldesi anter kiiltiir
teknigine alternatif olarak bazi bitkilere uygulanmistir ve anter kiiltiirniin basarili olmadig:
durumlarda kullanilabilecegi tespit edilmistir (Yang ve Zhou, 1982). Haploid bitkiler, haploid
veya double haploid bitki tiretimine yol agan yumurta hiicresinin veya diger disi gametofit
hiicrelerinin partenojenik gelisimi ile elde edilebilir (Forster vd., 2007). Dahasi, diploid bitkiler,
spontan diploidizasyon ile tiretilebilen haploid veya double haploid bitkilerinin yani1 sira
somatik hiicrelerden de kaynaklanabilir, bdylece rejenerantlarin poliploid Seviyesinin
tanimlanmast ¢ok Onemlidir. Buda melezlerdeki double haploid bitkilerinin morfolojik
ozellikleri gibi ¢esitli degerlendirme yontemleri ile yapilabilir (Murigneux vd., 1993; Rakha
vd., 2012).

Bitkilerdeki rejenerasyon yetenegi hem disi hemde erkek gametlerde olabilirken, bircok
sayida haploid ve double haploid bitki elde edilmesi igin erkek gametlerin mikrosporlart ya da
polenlerinin kullanilmasi1 daha kolay ve pratiktir (Morgana vd., 2004). Hiicre doku kiiltiirii
yontemlerinden olan anter kiiltiir teknigi ile biyoteknolojik yontemlerin kullanilarak haploid
bitki tiretimi giiniimiizde kullanilan 6nemli bir tekniktir. Anter kiiltlir teknigi kullanilarak
bitkinin normal gelisim siirecini takiben polen iki ¢ekirdekli yapiya donlismeden, gametik
gelisme agamasinin tek ¢ekirdekli doneminden somatik gelisme asamasina gegisin saglanmasi
ve boylece “androgenesis” veya “mikrospor androgenesisi’® olusumu gerc¢eklesmektedir

(Duran, 2007).



Geleneksel bitki 1slah yontemleriyle bir¢ok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi ¢érek otunun
1islah1 da, uzun siire¢ gerektirmekte ve istenilen 6zelliklerin kazanilmasi i¢in ihtiya¢ duyulan
varyabilitenin kazandirilmasinda yetersiz kalmaktadir. Son yillarda kullanilan biyoteknolojik
1slah yontemleri bu siireci kisaltarak islahta karsillasilan sorunlara daha pratik ¢oziimler

sunmaktadir.

Bu aragtirma kapsaminda iilkemizin farkli illerinden (Ankara, Samsun, Denizli, Isparta)
temin edilen ¢orek otu popiilasyonlari ve Cameli ¢orek otu ¢esidi kullanilarak anter kiiltiir
teknigi gelistirilmeye ¢alisilmis ve double-haploid bitkilerin eldesi amaglanmistir. BAP ve IAA
ile takviye edilmis 10 farkli MS besi ortaminda haploid bitki tiretim potansiyelleri arastirilarak,
gelecekteki bitki 1slah ¢alismalarinda ¢orek otu bitkisinde kullanilacak besi ortamlarinin
protokolllerinin gelistirilmesine ve %100 homozigot bitkilerin elde edilmesine katki saglanmasi

amagclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

[lk in vitro haploid bitki iiretimi anter kiiltiir teknigi kullanilarak Guha ve Maheswary
tarafindan 1964 yilinda gerceklestirilmistir (Guha ve Maheswary, 1964). Anter kiiltiir yontemi
kullanilarak birgok arastirmacida ¢esitli 1slah ¢alismalari gergeklestirmistir (Kalloo, 1986). Bu
calismalari kolza, patlican, arpa tiirlerinde (Veilleux, 1994) ve daha sonralari ise double haploid
bitki iiretimi karpuz ve lahanagillerde cesitler gelistirilerek devam etmistir (Cao vd., 1995).

Haploidler, Datura stramonium'daki haploid bitkilerin ilk kesfinden bu yana
genetikcilerin, bitki embriyologlarinin, fizyologlarin ve yetistiricilerin biiytik ilgisini ¢ekmistir
(Blakeslee vd., 1922). Baslangigta haploid bitkiler 6zel bir biyolojik fenomen olarak kabul
edildi. Haploidlerin olusumu, 1960'larin baslarina kadar 39 cins ve 14 aileye ait 71 angiyosperm
tiiriinde bildirilmistir (Kimber ve Riley, 1963). Bununla birlikte, haploidlerin arastirilmasi ve
kullanimi1 daha sonralarda daha az ¢alismayla sinirli kalmistir. Son kirk yilda, haploid bitki elde
edebilmek i¢in ¢ok sayida in vitro kiiltiir teknigi gelistirilmistir. Ornegin, anter kiiltiir teknigi
ile, 34 ailenin 88 cinsine ait 247 tiiriinde haploidler elde edilmistir (Maheshwari vd., 1983). Ek
olarak, kromozom eliminasyonu (bulbosum teknigi) ve doéllenmemis yumurtaliklarmn in vitro
kiiltiri de bazi bitki tiirlerinde haploid bitki iiretiminde etkili bir teknik oldugunu

kanitlanmustir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri artik dogal iirlinlerin biyosentezini ve fonksiyonel genomigi
incelemek i¢in 6nemli bir model olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, normal olarak
yetistirilen bitki ile kiiltiirlenmis hiicrelerin biyolojik kimligi biiyiikk 6nem tagisa da, hiicre
kiltiirleri (kallus) ve orijinal bitkiler arasindaki metabolik karsilastirmalar iizerine ¢ok az

calisma bildirilmistir.

Bitkinin biiyiimesi ve gelismesine yardimci1 olan bilesikler bitki biiylime diizenleyicilerdir
(Zhao vd., 2005). Bitki doku kiiltiiriinde bitki biiyiime diizenleyiciler eksplantlarin geligimi,
hiicre biiylimesi, rejenerasyon, farklilagsma ve metabolitlerin olusumu iizerine bilyiik bir etkiye
sahiptir (Zhong, 1996; Verma, 2011). Corek otu bitkisinde ilk ¢alismalar bitki biiylime
diizenleyiciler {izerinde yapilmis daha sonralari ise haploid bitki eldesi tizerine gesitli bitki doku
kiiltiirii teknikleri denenmistir. Ornegin El-Mahrouk vd. (2018) in vitro yumurta kiiltiirii

teknigini haploid bitkilerin iiretimi yoluyla homozigot hatlar olusturmak ic¢in kullanmustir.



Aragtirmacilar yapmis oldugu bu ¢alismada, in vitro rejenerasyon ve yumurta kiiltiirleri yoluyla
haploid bitkilerin tiretimini ve akis sitometrisi kullanarak rejenere haploidlerin tanimlanmasi
ile ilgili raporlar sunmuslardir. Oviiller, 6-benziladenin (BA), Kkinetin (Kin), 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve Naftalin asetik asit (NAA) farkli konsantrasyonlarinda 0,
0,5, 1 ve 2 mg.I""ile takviye edilmis Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiirlenerek test
edilen farkli bitki biiyiime diizenleyicileri arasinda, 2,4 mg.I'"'te dogrudan gynogenesis
iiretmislerdir. En yiiksek kalojenez yiizdesini (%100), 1 mg.I"! 2,4-D ve 2 mg.I"! NAA igeren
MS ortaminda elde edilmistir. Rejenere haploidleri tanimlamak igin akis sitometrisi analizi
kullanilmis ve sirastyla %21.7 ve %41 yiizdeleri ile 1 ve 2 mg.1"! 2,4-D'de gynogenetic olusumu
dogrulanmistir. 2,4-D konsantrasyonlarinin, ¢orek otundaki haploidlerin eldesi igin etkili
oldugunu kanitlamiglardir. Rejenere haploidler bitki besin diizenleyiciler olmadan MS
ortaminda gelistirilmistir. in vitro ve haploid bitki {iretimi icin elde edilen sonuglar ile ¢érek

otunun 1slah programini biiyiik 6l¢iide kolaylastirabilecegi sonucuna varmislardir.

Abu-Hammour vd. (2010) Akdeniz iklimi kosullarinda 2009 yilinda yiiriittiikleri
denemede corek otu ¢igeklerini emaskulasyon islemi i¢in uygun donemlerde farkli tozlasma
kosullarina tabi tutularak agik ve kapali, elle, kendi kendine kars1 ¢capraz tozlasma yontemlerini
deneyerek bitkinin tozlasma mekanizmasi iizerine kapsamli bir arastirma gergeklestirilmistir.
Arastirmacilar ¢orek otu ciceklerinin tozlasmasinda stil hareketlerinin roliini  de
degerlendirerek, ¢orek otunun tamamen kendi kendine uyumlu oldugu sonucuna varmaistir.
Sonuglar ayrica ¢orek otunun boécek tozlayicilarinin yoklugunda tam olarak tozlasmadigini
gostermis ve riizgarin tozlasma siireglerinde ¢ok az rol oynadigi veya hi¢ rol oynamadigi
bildirilmistir.

Shah ve Samiullah (2006) ¢orek otunun biiyiimesi ve verimi hakkinda yaptiklari
arastirmada ekimden 40 giin sonra 5-10 mol giberellin ¢6zeltisinin, iyonik olmayan su ve

piiskiirtme uygulamasi ile kapsiil sayisin1 ve tohum sayisini artirdigini gézlemlemislerdir.

Paramanik vd. (2007) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada giberellin iyonik olmayan su
¢ozeltisi, ekimden sonra 40 giin boyunca piiskiirtme yontemi ile uygulanarak ¢érek otunun
biiylimesi ve verime etkisi arastirilmig ve 10 ile 5 M GA uygulamasini sirastyla %43,33,
%43,85 ve %53,62 oraninda uygulanarak artan kapsiil say1si, tohum verimi ve tohum verimine
etkisi arastirilmistir. 70 giin sonra bitkideki dal sayisi, govde uzunlugu, kuru agirlik, yapraklar

ve yaprak sayisinin arttigini tespit etmislerdir. Corek otu yapraklarina iyonize su, GAz, ABA,



Zea ve Kin (10-7, 10-5 ve 10-4 M) 40 giin boyunca uygulanmis ve bitkisel agsamada biiyiime
ve 10-5 M konsantrasyonda GA uygulamasi ile siirgiin uzunlugu, bitki kuru agirligi, yaprak
sayis1 Ve yaprak alani 70 giiniin sonunda diger bitki biliylime kok tesvik hormonlarindan daha

iyi sonug verdigini bildirmislerdir.
2.1. Corek Otunda Kromozom Katlamasi ile ilgili Bazi Calismalar

Biswas ve Chatterjee (1971) kolhisin uygulamasinin, tetraploid bitkilerin iiretiminde
etkili oldugunu bildirmislerdir. Bitki 1slah siirecinde bitki boyu, stoma sikligi, ¢igeklenme,
polen biyiikligiindeki degisim, meyve bilyiikligi, tohumlarin ¢imlenme orani gibi

parametrelerde kolhisin uygulamasinin etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Biswas ve Datta (1982), ¢orek otu fidelerine kolhisinin uygulanmasi ile elde ettikleri
autotetraploid bitkilerde mayotik analiz yapmislar ve degisen sayida dort degerlikli (0-4), ii¢
degerlikli (0-2) ve tek degerlikli (0-10) kromozom diizensizliklerini iireten tetraploid steril

tohumlar elde etmislerdir.

Bansal ve Sen (1983) ¢orek otu poliploidinin kok, siirglin ve yaprak dokularindan elde
edilen kalluslarda yaygin bir 6zellik oldugunu ve gériiniimlerinin dokularda belirgin bir fark

gostermedigini bildirmislerdir.

Kumar ve Roy (1996) ¢orek otu kallus dokularinda yiiksek siklikta andploid ve poliploid
hiicrelerin ortaya ¢ikmasinin yani sira, biniikleat hiicre, mikroniikleik, diplokromozomlarda ¢ok
kutupluluk, yapiskan kopriiler ve halka kromozomlarinin olusumunu da gézlemlemislerdir.
Anormalilerin endoduplikasyon ve ¢esitli mitotik bozukluklara bagli olabilecegini

bildirmiglerdir.

Saha ve Datta (2002) sadece iki tane apikal meristemi olan ¢orek otu bitkinin uglarina 3
giin boyunca her giin %0,5 kolhisin ¢ozeltisi ile 5 saatlik bir uygulama yapmiglar ve
autotetraploid steril bitkiciklerden 37 tohum elde etmisler ve bu 30 tohumu ekerek 11 bitki elde
etmiglerdir. Bu bitkilerden 4'iniin autotetraploid oldugu sitolojik olarak dogrulamiglardir.
Morfoloji, sitoloji, polen kalitesi ve autotetraploidlerde tohum seti diploidlerle karsilastirilarak
mayoz boliinme ve polen kalitesi sirasiyla polen ana hiicrelerinde ve polen tanelerinde
incelenerek %1 propiyono karmin ¢ozeltisi ile boyamiglardir. Tamamen lekelenmis polen
tanelerini verimli olarak kabul etmislerdir. Chi-square heterojenlik testi uygulanmis ve sonug
olarak, ¢orek otunda elde edilmis ototetraploid kromozomlarin sitolojik incelemesiyle eslesme

diizensizliklerinden kaynaklanan kromozomal bozukluklarin polen kalitesindeki azalmanin
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sonucu oldugu bildirmisler ve tohum kisirliginin sitolojik temelden ziyade genetik bir temelinin

olabilecegini vurgulamislardir.
2.2. Corek Otunda Kallus Olusumu ile Tlgili Baz1 Calismalar

Banerjee ve Gupta (1975) ¢orek otunun kok, govde ve yaprak segmentlerinden izole
edilen naftalenasetik asit ve hindistan cevizi siitii iceren bir ortamda, her ti¢ kallusdan kok ve
stirglin gelisimi gozlemislerdir. Bu gézlemler sonucunda 6nce hindistan cevizi siitiine maruz
birakilan eksplanltlar, daha sonra bazal ortamda IAA (2,0 ml) uygulamis ve hindistan cevizi
stittinlin (%15 v/v) ihmal edilmesinden sonra ise kok ve yaprak kalluslart meydana geldigini
belirlemiglerdir. Organ olusumunun siklig1 ve bu kapasitenin korunmasi, kallus dokusunun

yasina ve dogasina bagli oldugu sonucuna varmislardir.

Banerjee ve Gupta (1976) Kazein hidrolizat ile takviye edilmis MS ortamina; hindistan
cevizi siitiinli degisik konsantrasyonlarda uygulayarak yaprak kallusundan embriyogenez elde
etmislerdir. Embriyogenez olusumu, MS + 1AA (0,5 mg.I"* ) + kazein hidrolizat (100 ve 500
mg.I"Y) ortaminda, bitki dokusunda uzun bir kiiltiir désneminden sonra meydana geldigini
gbzlemlemislerdir. 1000 mg.I"!'lik bir konsantrasyonda kazein hidrolizatin, besinci altkiiltiirden
sonra farklilasma kapasitesini kaybederek, 2,4-D ve Kinetin ortamlarinin morfogenez izerinde
inhibitor etkilere sahip oldugunu bildirmislerdir. Corek otunda koklerin, siirgiin
tomurcuklarinin ve yapraklarin kokeninin meristematik hiicre gruplarindan oldugunu,

embriyoidlerin ise tek bir hiicrenin tekrarlanan boliinmesiyle baslatildigini ortaya koymuslardir.

Chand ve Roy (2014) ¢orek otundaki maksimum kalluslamay1 kesfetmek i¢in farkl 2,4-
D, NAA ve IAA konsantrasyonlar: kullanmiglardir. Kallus kiiltiirleri baglangigta ¢orek otunun
yaprak segmentlerinden elde etmislerdir. Deneyler boyunca kinetin konsantrasyonu sabit
tutarak, NAA igeren ortamlarda yetisen kalluslarin IAA ve 2,4-D igeren ortamlara gore uyumlu,
yumusak ve yesil renkte oldugu bildirmislerdir. 2,4-D, NAA ve IAA eklenen MS besi
ortaminda ¢orek otu yapragindan Onemli miktarda kallus iretmislerdir. Bitki besin
diizenleyicilerin sadece kiiltiiriin baslamasindan ve biyokiitle olusumundan sorumlu olmayip,
ayni zamanda metabolitlerin birikimini de arttirdigini bildirmislerdir.  Kallus olusumu
baslangicta ¢orek otunun yapraklarindan elde etmislerdir. 2, 4-D (2 mg.I™), kinetin (0,1 mg.I?)
ve %10 hindistan cevizi siitii ilave edilmis MS ortami kullanmislardir. Kallus dokularinin
boliinme hizinin 2,4-D igeren ortamlarda IAA igerenlerden daha fazla oldugu sonucuna

varmuslardir. Elde edilen kalluslar daha sonra ayni bazal ortamda kinetin ile kombinasyon
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halinde farkli NAA, TAA ve 2, 4-D ve hindistan cevizi siitii konsantrasyonlarinda alt kiiltiire
almiglardir. Kiiltiirleri 25°C'de ve 16 saat/8 saat 1sik-karanlik fotoperiyod iginde inkiibe
etmislerdir. Her iki ortamda da 28 giinde kallus olusumu oldugunu gézlemlemislerdir. Kinetin
ve 2,4-D'nin bulundugu durumlarda kromozomal anormalliklerin maksimum siklikta meydana

geldigi bulunmustur.

Chand ve Roy (1982), Giberalik asit varliginda eksplant olarak tohumlarin ¢gimlendigini
ve kallus olusumu olmadigin1 gézlemlemislerdir; NAA varliginda ise tohumlarda ¢imlenme
gerceklestigi ve kallus iirettigini tespit etmislerdir. IAA’nin varliginda ise tohumlarin bitkilere
dontistiigiinii ve besi ortaminda kallus olusumu meydana geldigi bildirmislerdir. Her durumda
kinetin ve hindistan cevizi siitii miktar1 sabit tutularak 2,4-D varliginda, kinetin ve hindistan

cevizi siitli tohumlarda, bitki olusturmadan kallus dokusu olusturdugunu tespit etmislerdir.

Datta vd. (1983) tarafindan yapilan bir arastirmada ¢orek otuda dahil olmak tizere farkli
bitki besin diizenleyicilerle farkli bitkiler iizerinde ¢alismislardir. Her bitki besin
diizenleyicilerinin in vitro bilylime ve biyokiitle olusumunu baslatmada etkili oldugunu, 2,4-D
ve kinetinin ise hipokotil segmentinden kallus olusumunda yardimci oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica kromozom sayisindaki sayisal varyasyonlari incelemislerdir. Hipokotil segmentinden
olusmus kallus dokularinin poliploidi, andploidi ve haploidlerinde yapisal anomaliler tespit
etmiglerdir ve farkli hiicre hatlarinda sik kromozom eliminasyonunu kaydederek; marker
kromozomlarinin siirekli olarak farkli ploid seviyelerinde oldugunu tespit etmislerdir. 2,4-D (2
mg.I") ve kinetin (1 mg.I") ile desteklenmis MS ortaminda hipokotil segmentinden kremsi

beyaz karigimi renkte kallus olusumu meydana geldigini bildirmislerdir.

Youssef vd. (1998), kazein hidrolizatin %0,05'inin kallus biiylimesini tesvik ettigini,
ancak tuzlulugun artmasiyla biiylimenin azaldigini bildirmislerdir. Buna karsilik, kallus
kiiltiirlerinde birincil iiriinlerin birikiminin tuz stresi ile arttigini da one siirmiislerdir. Kiiltiir
ortaminda kinetin seviyelerinin 2,4-D’nin besi ortamina eklenmesiyle, ¢orek otonun kiiltiire

alinmasiyla olusan kalluslarin taze agirligini azalttigini rapor etmislerdir.

Elhag vd. (2004), biyosentetik ¢alismalar i¢in somatik embriyolar1 indiiklemek ve izole
etmek amaciyla, kinetin (0,46 uM) ve 2,4-D (4,5 veya 13,5 uM) veya NAA (5,4 veya 16,2 uM)
ile takviye edilmis MSBS5 bazal ortaminda aksenik fidelerin yaprak, kok ve kok
eksplantlarindan kallus kiltiirleri calismiglardir. NAA igeren bir ortamda baglatilan ve alt

kiiltire alinan eksplantlar, eksplant tiiriine bakilmaksizin ¢ok sayida kokten kallus
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tretmislerdir. Bu kiiltiirleri NAA iceren bir ortamda somatik embriyolara ayirmiglardir.
Somatik embriyolardan, biiyiime diizenleyicilerin olmadigi bazal ortamda da olusumu
gozlemlemislerdir. Embriyogenik kalluslarin NAA igeren sivi ortama aktarildiginda ise ¢ok
sayida embriyo ve embriyo kiimelerinin kati ortamin aksine, gelismenin erken embriyonik

asamalarda kaldigin1 saptamislardir.

Mohammad vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, 106-1.010 molar 2,4-D veya PDA igeren
MS ortamini kullanarak ¢orek otunda koklenme baglatilmasi ve biiylimesini icin GDH ve
degisken konsantrasyonlarda potasyum ve amonyum nitrat iceren besin ortaminda kallus elde
etmeye calismislar ve ek olarak, 2,4-D veya PDA varliginda enzim aktivitesinin karsilastirmali
bir ¢aligmasint yapmislardir. Sonuglar, kallusun baslatilmasi ve biiyiimesi i¢in en iyi ortamin
106-M 2,4-D veya PDA varliginda elde edildigini ortaya koymustur. 2,4-D ve PDA varhiginda
MS ortaminda yetistirilen kallusun taze agirligi, 45 giinliik kiiltirden sonra sirasiyla 5,72 g ve
2,81 g olarak olgmiisler ve bununla birlikte 2,4-D ve PDA igeren ortamlarda yetistirilen
kallusun protein igerigini sirastyla 1.050 ve 1.116 mg/g taze agirhiginda oldugunu
bildirmislerdir. Bu g¢alismanin sonuglarina dayanarak, PDA'nin ¢6rek otunun bitki doku
kiiltiiriinde 2,4-D yerine kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir. Bu nedenle, PDA’nin sentetik
bir oksin olarak diisiiniilebilecegi ve gesitli bitkiler igin bitki doku kiiltiirtinde kullanilabilir

oldugu sonucuna varmiglardir.

Al-Ani (2008) ¢orek otu yapraklari, hipokotilleri ve kokleri farkli konsantrasyonlarda MS
ortamina ekimi yapilarak kiiltire almistir. Bitki kok, hipokotil ve yaprak kiiltiirleri MS
ortaminda 2,4-D (0,0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 mg / 1) ve kinetin (0,0, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0 mg / I)
uygulamasi1 yapmis ve en iyi kallus olusumu, 2,4-D (mg.I) ve kinetin (1,5 mg.I") oram ile

yaprak eksplantlarindan elde etmistir.

Al-Salih vd. (2012) bu ¢alisma, pestisit deltametrinin ¢érek otu doku kiiltiirlerini
kullanarak bitki hiicre biiylimesi tizerindeki etkisi degerlendirilmek amaciyla farkli pestisit
konsantrasyonlari (%0,01-4,0) denemislerdir. Sonug¢ olarak %0,01-0,05 kallus biiylimesini
inhibe etmezken %0,1-1,0 oraninda pestisit ilavesinin kallus biylimesini arttirdigini

bildirmislerdir.

EINour vd. (2015) ‘de yaptiklar1 ¢calismada, ¢orek otu tohumlari kullanilarak elde edilen
hipokotiller ve kotiledon eksplantlari, farkli tipte ve farkli biiylime diizenleyicileri

konsantrasyonlar1 ile takviye edilmis bir MS ortaminda uygulama yapmiglardir. Cérek otu
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eksplantlari sirastyla 1,0 mg.It ve 5,0 mg.I? NAA ile takviye edilmis MS ortaminda kiiltiire
almmig ve iki hafta sonra hizli bir kallus olusumu orani gozlemlemislerdir. Eksplantlar
kotiledon oldugunda 2,4-D besi ortamina 5,0 mg.l'1 ve 0,5 mg.l'1 oranlarinda MS ortaminda
yetistirilen hipokotiller gézlemlendiginde yavas bir kallus olusum orani gosterdigini rapor

etmislerdir.

Bibi vd. (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada ¢alismada, in vitro tohum ¢imlenmesi ve
kallus olusumu igin etkili yontemler gelistirilmislerdir. Ayrica rejenere dokularda antioksidan
potansiyelini belirlemislerdir. 4,0 mg.I*? TDZ ve 4,0 mg.I? NAA ile desteklenmis MS
ortaminda en yiiksek kallus indiiksiyon frekansi (%88) olarak tespit etmisler ve kotiledon
eksplantlarinda kallus biyokiitle olusumu basglattigi gdzlemlemislerdir. Kallus kiiltiirlerinde,
biyokiitle birikimi ile ilgili olarak kiiltiir doneminin antioksidan potansiyeli iizerindeki etkisini
belirlemek i¢in biiylime kinetigi incelenerek, biiylime egrisinin 35. giinlinde TDZ+NAA'da (her
biri 4,0 mg.I") olarak kaydetmislerdir. Ayrica, daha fazla fenolik (TPC: 1,48 mg) ve flavanoid
(TFC: 0,58) igcerdigini ol¢iilmiislerdir. 35 giinde kallus gelisimi takip edilerek ¢orek otu kuru
biyokiitlesi 6l¢miislerdir. En yiiksek kuru biyokiitlesini 13,2 mg.I" olarak dlgmiislerdir. Cérek
otu kotiledonlarindan tiiretilmis kallus kiiltiirii tarafindan gosterilen gelismis biyokiitle ve
antioksidan aktivite metabolik icerigi incelenerek, konsantrasyonlarin antioksidan aktivitesini
artirdigi ve TDZ + NAA igeren besi ortaminin ¢orek otu kallusunun biyokiitlesini ve
antioksidan aktivitesini de arttirdigin bildirmislerdir. Sonuglar, 1,0 mg.I" ile takviye edilmis
MS ortaminda inkiibe edildiginde ¢orek otu tohumlarinda en yiiksek c¢imlenme sikligim

gosterdigini bildirmislerdir.

Rezaei vd. (2018) doku kiiltiirii deneylerinde, bitki bliyiime ortami i¢in mineral tuzu ve
vitaminler, %3 sukroz ve %0,7 agar iceren MS ortami Kullanmiglardir. Kallus gelisimi igin
sterilize edilmis tohumlardan 7-10 giinliik bitkilerin hipokotil, ve kotiledon ve eksplantlarini
kullanilmislardir. Kallus gelisimi iizerine bitki biiylime hormonlar1 etkisini aragtirmak i¢in
TDZ, kinetin ve BAP farkli hormon kombinasyonlart NAA (1 mg.I"%) ile hipokotil ve kotiledon
eksplantlar1 {izerinde kullanmuislardir. Bitki rejenerasyon deneyinden sonra, elde edilen
kalluslar siirglinlere ve siirglin uzunluklarina gore degerlendirmigler ve siirglinler farkli
koklenme ortamlarina ayri ayri yerlestirmislerdir. Corek otunun in vitro bitki rejenerasyonu, bu
calismada incelenen biiyiime hormonlar1 ve biiyiime hormonu kombinasyonlari ile en 1yi kallus
oran1 kotiledon gelisiminde NAA (0,05 mg.I" - BAP ile birlikte) biiyiime hormonu ile daha iyi

sonug verdigi bildirilmistir.
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2.3. Anter Kiiltiir Tekniginin Gelistirilmesine Yonelik Baz1 Calismalar

Corduan (1975) Hyoscyamus niger L.'Iin anterlerini iki farkli yontemle kiiltiire almistir.
[k yontemde anterleri 5 veya 10 mg.I"t 2,4-diklorofenoksiasetik asit ile takviye edilmis bazal
bir ortamda mikrospor gelisiminin geg tetrad asamasinda karanlik ortamda birakmustir. Gelisen
kallus, karanlik dongii sirasinda 28 °C ve 20 °C'de floresan tiiplerden 16 saat 151k fotoperiyodik
kosullar altinda ¢ok sayida bitki tiretmistir. Sitolojik analiz ile, bu bitkilerin yaklasik %50'sinin
haploid oldugunu tespit etmistir. Ikinci yontemde, ¢esitli kosullar altinda ¢ok az modifiye edilen
bazal ortaminda mikrospor gelisiminin erken monontikleat asamasinda anterler kiiltiire alinarak
embriyoidler tarafindan dogrudan gelistirilen en fazla bitki sayisi, 16 °C'de 28 saat floresan 15181
ve 8 °C'de 20 saat karanlik fotoperiyodik kosullar altinda IAA igermeyen besi ortaminda
gelistigi rapor edilmistir. Ayrica sitolojik incelemede, bitkilerin yaklasik %70'inin diploid
oldugunu tespit etmis, diploid rejeneratlarin homozigotisinin tespiti igin genetik bir belirteg
kullanmigtir. Kallus yoluyla ve dogrudan embriyoid olusumu ile gelisen rejeneratlarin %98'i

homozigot oldugunu tespit etmistir.

Foroughi-Wehr (1976) yapmis oldugu calismada 55 farkli arpa (Hordeum vulgare)
melezinin ve dort ¢esidin anterleri in vitro olarak yetistirmis ve her melezin mikrosporlari, biri
hari¢ tiim melezlerden kalluslar ve daha sonra bu Kkalluslardan bitkiler elde etmistir. Kallus
olusumu kiiltire alinmig 1000 anterde 3,3 ila 73,2 arasinda degisirken, yesil bitki

rejenerasyonunun ise kiiltiire alinmig 1000 anterde O ila 12,7 arasinda degistigini rapor etmistir.

Hidaka vd. (1979) yapmis oldugu ¢aligmada Ponciru strifoliata L. anterlerini 2,4-D, IAA,
NAA ve Kinetin igeren MS ortaminda kiiltiir ortamina almislardir. EKimden ti¢ hafta sonra,
anterlerden kotiledon embriyoidler ortaya ¢ikmis ve embriyoidler, anterlerden ve 0,2 mg.I™!
IAA igeren ortamda daha ¢ok olustugu bildirilmistir. Kallus olusumu tiim ortamlarda meydana
gelmis ve 2,4-D ilavesi ile kallus olusumu daha da artirdigi bildirilmiglerdir. Koklenme
olusumu ise embriyoidlerin biiyiime diizenleyicilerini igeren indiiksiyon ortamindan biiyiime
diizenleyicileri olmayan ortama aktarilmasiyla koklenmenin daha kuvvetli oldugu
bildirmislerdir. Mikroskobik gozlemlerde ise bu bitkilerden bazilarinin haploid durumu 9 (X)
kromozomunu gostermis ve bazilart 10 (x+1), 11 (x+2) ve 18 (2x) kromozomlara sahip oldugu
bildirilmistir. Bu bitkilere ek olarak, ayni preparatlarda farkli kromozom sayilarina sahip

hiicrelere sahip olan mixoploidler, 6rnegin (9, 10), (9, 10, 11) ve (10, 11) elde etmistir.
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Aldemita ve Zabata (1991) anter kiiltiirnde yetistirilen bitkilere radyasyon uygulayarak
incelemelerde bulunmuslardir. Arastirmada IR8, IR28, IR36, IR42, IR43, IR50, IR54, IR64,
Pokkali ve Taipei 309 ¢eltik ¢esitlerini kullanmiglardir. Kallus indiiksiyon ortaminda farklilik
gosteren li¢ deney yapmiglardir. Fidelerin canliliginin, radyasyon dozajindaki artigla orantili
oldugu ve Taipei 309, IR43 ve Pokkali, sifir radyasyon tedavisine tepki verdigini diger
cesitlerin de duyarli oldugunu kanitlamiglardir. Radyasyon uygulanmasinin bazi g¢esitlerde
kallus gelisimini ve bitki rejenerasyonunu iyilestirdigi, ancak duyarl g¢esitlerinde oldugunu
bildirmislerdir. Agaroz ilavesinin tiim genotiplerin kallus gelisimi ve bitki rejenerasyonu igin
faydali oldugunu bildirmislerdir. 17,4 mM prolin ve 25 mM (NH4)2SO4 ilavesinin yesil bitki
rejenerasyonunu baslattig, ancak kallus gelisimini tam olarak saglamadigini rapor etmislerdir.
Radyasyon dozunun artmasiyla bitki gelisiminde ve boliinme yiizdesinde bir azalma
gozlemlemislerdir. Anter kiiltiirnden elde edilen sonuglarin tuz toleransi ve bu alanda daha fazla

kullanilmast agisindan degerlendirilecegini bildirmislerdir.

Ball vd. (1993) tarafindan bugdayda yapilan ¢alismada haploid bitki olusumu tizerine
2,4-D ve IAA konsantrasyonlarinin kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve yesil bitki tiretimi
lizerine etkileri arastinlmistir. Indiiksiyon ortamina eklenen 24-D ve IAA ile
karsilastirildiginda tiim anter kiiltiir bilesenleri i¢in 6nemli 6l¢iide (P < 0,01) daha yiiksek
ortalamalara neden olurken, ayni zamanda 2,4-D eklenmesi 6nemli olgiide (P < 0,01) bitki
rejenerasyonunu azalttigi rapor etmistir. 0,3 mg.I"t IAA konsantrasyonunda da yesil bitki
yiizdesinin 6nemli dlgiide artirdigini belirtmiglerdir. Maksimum sayida haploid bitki tiretmek
icin 2,4-D x IAA kombinasyonunda farkli oranlarda uygulamalar yapmislar ve indiiksiyon
ortamindaki daha yiiksek 2,4-D seviyelerinin arastirilmasi gerektigi ve optimum hormon
kombinasyonunun bitki rejenerasyonu ve yesil bitki yiizdesi i¢in farkli olabilecegi

bildirilmiglerdir.

Alemanno ve Guiderdoni (1994) tarafindan 500 mg.lI? kolhisin iceren yari-kati
indiiksiyon bir ortamda celtikte standart anter kiiltiir prosediirleri iki katina c¢ikarilarak
uygulanmis ve haploid bitki tiretiminde anter kiiltiir i¢in karilastirilliginda 1,5-2,5 kat daha fazla
yesil bitki elde edildigini bildirmislerdir. Kolhisin ilavesi, anter kiiltiirniin farkli etkinlik
parametreleri {izerinde zararli bir etkiye sahip olmadigi, ancak bazi uygulamalarda anterden
kallus olusumunda yesil kallus bitkisinin rejenerasyon yeteneginde dnemli bir artiga yol agtigin
tespit edilmislerdir. Kolhisin uygulamasinin haploid bitki eldesini %31'den %65,5'e ¢ikardigini

bildirmislerdir.

16



Pulido vd. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada arpa bitkisinde anter kiiltiir uygulamasi
yapmislar ve androjenik siirecin erken evrelerinde sporofitik anter dokularinin oynadigi rol
hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in, anter kiiltiir ile elde edilen arpa embriyojenik polen
tanelerinin sitolojisini ve ultrastriiktiiriinii izole etmisler mikrospor kiiltiirii ile elde edilenlerle
karsilastirmislardir. Standart sterilizasyon islemi yapmislar ve mikrosporlart iceren anterleri
canak yapraklar ve tag¢ yapraklar ile 25 °C de 4 giin karanlikta 0,7 M mannitol ile bekletilmis
ve FeNaz EDTA (40 mg.I™) maltoz ile zenginlestirilmis MS besi ortaminda kiiltiire almislardir.
3, 6 ve 9 giin sonra, kiiltiire alinan anterler transmisyon elektron mikroskobunda gézlemleme
yapmiglardir. 6 giin sonra transmisyon elektron mikroskobunda gézlemlenen anterden elde
edilen kalluslara daha yiiksek Fe konsantrasyonlar1 2.5%, 9x Fe, 1x FeNa, ve EDTA (40 mg.I™
) uygulamiglardir. Mikrospor ve anter kiiltiirleri arasinda tepki siiresinde farkliliklar oldugu
belirtmisler ancak 17 giinliik kiiltiirden sonra gozlemler arpadaki geng kiiltiirlerde net olmadigi
ve sonug olarak 3 ila 9 giin siiren anter ve izole mikrospor kiiltiirlerinde embriyojenik yapilarin

evriminde benzerlik gosterdigi bildirmislerdir.

Pintos vd. (2007) haploid bitkiler elde etmek i¢in mantar mesesi (Quercus suber L.) anter
kiiltirnden elde edilen embriyolarin niikleer DNA ¢ogaltilmasini indiiklemek amaciyla yapilan
bu c¢alismada anter kiltiir akis sitometrisi ile degerlendirildiginde, spontan diploidlerin
yiizdesinin %7,78 oldugu goriilmiis ve bu nedenle, ii¢ antimitotik ajan olan kolhisin, oryzalin
ve amiprofos-metil farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde genotipin haploid
embriyolarina in vitro olarak uygulayarak antimitotik toksisite embriyolar: belirlemislerdir.
Mantarlar ¢ekirdeksiz asamadayken mikrosporlu mantar anterleri segilerek, 4°C'de maksimum
7 dakika on isleme tabi tutmuslar ve daha sonra makro besinleri igeren ortam tizerinde kiiltiire
almiglardir. Mikromineraller, kofaktor olarak MS, %3 (w/V) sakaroz ve %1 (w/v) aktif komiir
ve son olarak %0,8 (w/v) agar, pH 5,6 kosullarinda oda sicakliginda kiiltiire alinmig Kiiltiir
ortaminda gozlemleme yapmisladir. Anter kiiltiirnden elde edilen embriyolarin, doku kiiltiiri
uygulamasinda karanlikta 33 °C'de, 5 giin boyunca hafif bir 1s1 soku ile birlestirerek elde
edildigini bildirmislerdir.

Asadi vd. (2018) Cucumis sativus L. da yapilan ¢alismada anter kiiltiir i¢in farkli iki
Cucumis genotipi kullanmislardir. 4°C'de bekletilen tomurcuklart 6n sterilizasyona tabi
tutmuslardir. BAP ve 2,4-D kombinasyonunlarinin ilave edildigi MS ortaminda 35°C de kallus
morfogenezinin indiiksiyonunu iceren DH bitkileri iiretmek i¢in bir yontem gelistirmislerdir.

Ayrica genotip, anter duvar dokularinin ¢gogalmasi, kiiltiir ortamindaki anterlerin oryantasyonu
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ve baslangi¢ anter kiiltlir ortaminin biiyiime diizenleyici bilesimi gibi faktorlerin dikkate deger
bir etkiye sahip oldugunu bildirmisledir. Kromozom iki katina ¢gitkma oranini1 %81 olarak tespit

etmislerdir.

Hooghvorst vd. (2018) tarafindan c¢eltikte yapilan c¢alismada double haploid (DH)
bitkileri anter kiiltiir araciligi ile gelitirilmeye ¢aligilmis ve anter kiiltiir protokoliinii gelistirmek
i¢in, iki Japonica rice genotipinin (NRVC980385 ve H28) mikrosporlari, indiiksiyon ortaminda
ti¢ biiytime diizenleyici kombinasyonuna ve dort farkli kolhisin uygulamasina tabi tutmuslardir.
10°C'de 9 giin boyunca mikrosporlarin soguk 6n muamelesini yapmislar ve NRCV980385
genotipinde kallus indiiksiyonunu 50 kat arttirdigini bildirmiglerdir. Oksinler arasinda 2,4-D ve
NAA c¢eltikte anterlerden kallus olusumu igin en ¢ok kullanilan hormon oldugunu ve bu
caligmanin amacinin, yesil double haploid bitkilerin sayisini artirabilecek bazi faktorleri
degerlendirerek iki japonica geltik genotipinde anter kiiltiir etkinligini arttirmak, anter kiltiir
indiiksiyon ortaminda farkli bitytime diizenleyicilerinin (2,4-D, NAA ve Kinetin) etkisini, farkli
kolhisin dozlarmin etkisini arastirarak ve anter kiiltlir prosediirii gelistirmeye c¢alismiglardir.
Kolhisin takviyeli ortamin haploid iiretimini arttirdigini ve anter sonrasi kiiltiir stirecine (500
mg.I"!) kolhisin uygulamasinin haploid bitki iiretimini artirdigini rapor etmistir. Ayrica her iKi
genotip iginde, kolhisin igermeyen indiiksiyon ortaminda 2,4-D (2 mg.I"!) ve kinetin (1 mg.I™")

iceren besi ortaminda en iyi kallus olusumunun gorildigii bildirmislerdir.

Tripathy vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alisgmada Oryza sativa bitkisinde genotiplerin
rolii, dondr bitkinin fizyolojik durumu, polen gelisim evresi, kiiltiir dncesi 6n uygulama, kiiltiir
ortami, fitohormonlar ve basarili anter kiiltiir i¢in kiiltiir kosullar1 aragtirilmigtir. N6, MS, SK1
besi ortamlarinda haploid bitki eldesi i¢in embriyo olusumu ve anter kiiltiir uyulamasi ile kallus
olusumlar1 ve bitki rejenerasyonunu incelemislerdir. Kallus olusum oranmin N6 ortaminda
daha yiiksek oldugunu bildirmiglerdir. MS ortaminda kallus olusum oraninin %11,9 ve yesil
bitki rejenerasyonunun %7,95’de kaldig1 gozlemlenerek, N6 ortaminda ise kallus olusumunun
%40,64, yesil bitki rejenerasyonunun %40,93, albino bitki olusum oraninin ise %3,72 oldugunu

bildirmislerdir.

Cakmak vd. (2019) tarafindan Aygicegi (Helianthus annuus L.) de yapilan ¢alismada
anterleri 24 saat boyunca 4°C'de soguk 6n isleme tabi tutmuslar sonra 2 giin boyunca 35°C'de
karanlikta bekletmisler ve farkli konsantrasyonlarda 6-benzilaminopurin, 2,4-D, NAA ve indol-

3-asetik asit kombinasyonlari ile takviye edilmis ortamlarda kiiltiire almislardir. Bitki bliylime

18



diizenleyicilerinden 0,5 mg.I" 2,4-D ve 2 mg.I"t NAA genotoksik etki gdsterirken, 0,5 mg.I*
indol-3-asetik asit ve 0,5 mg.I"" NAA etki gostermedigi bildirilmislerdir.

Altindal ve Akgiin (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ¢avdarda MS, N6 ve NN besin
ortamlarinda anter kiiltiirnde kallus olusumu, anter tepki orani ve bitki rejenerasyon kabiliyetini
incelemisglerdir. Yapilan ¢alismada kallus olusumunun NN ortaminda 8 g/l, MS ortamina 10 g/l
agar, 4,4 umol/L BAP, 2,4 umol/L kinetin, 2,7 umol/L NAA ve karbon kaynagi olarak 30,3 g/l
siikroz her iki besi ortamma eklemislerdir. 5 g/l agar, 0,5 mg.I"* kinetin, 2 mg.I"* 2,4-D, 1 mg.I
1 IAA ve 90 g/l siikroz N6 ortamina ilave etmislerdir. Farkli besi ortamlarinin kallus oran1 ve
biiyiikliigiiniin {lizerine etkisinin 6nemli oldugunu ve anter f{izerine etkisinin ise 6nemsiz
oldugunu tespit etmiglerdir. Sonug¢ olarak MS ortaminda soguk uygulamali diploit ¢avdar

anterlerinde en fazla kok olusumu ve bitki rejenerasyonu tespit ettigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma Corek otu (Nigella sativa L.) bitkilerinde anter kiiltir tekniginin
gelistirilmesi amaciyla Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii, Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda ve Ziraat Fakiiltesi seralarinda
yuirtitiilmiigtiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Bu tez ¢aligmasinda bitki materyali olarak {ilkemizin tek tescilli ¢esidi olan Cameli ¢orek
otu ¢esidi ile Denizli, Isparta, Samsun ve Ankara’da ki iireticilerce yerel olarak iiretimi yapilan

4 farkli ¢corek otu popiilasyonu kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Tez calismasinda kullanilan ¢orek otu gesit ve popiilasyonlart (1.Ankara, 2.

Cameli, 3. Isparta, 4. Denizli, 5. Samsun)
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3.1.2. Besi Ortamlari

Bu c¢alismada ana besi ortami1 olarak modifiye MS (Murashige and Skoog; 1962) (Sigma
Aldrich, Katalok No: M5519) besi ortami ve bu ortama 9 farkli konsantrasyonda BAP ve/veya
IAA ilave edilmis toplam 10 farkli besi ortami kullanilmistir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan MS ortaminin kimyasal igerigi (Sigma Aldrich,
Katalok No: M5519)

Kimyasal Madde | Miktar (mg.I') | Kimyasal Madde | Miktar (mg.I")
KNO3 1900 Na:M00O4.H20 0.25
CaCl2.H20 332.2 CuS04.5H:0 0.025
NHsNO3 1650 CoCl..6H.0 0.025
MgS04.7H20 180.7 Glycin 2.0
KH2PO4 170 Myo-Inostol 100
Na-EDTA 37.25 Nicotinic asit 0.5
FeS04.7H0 27.85 Pyrodoxine-HCI 0.5
H3BO3 6.2 Thiamin HCI 0.1
MnSO4.H20 16.9 Sukroz * 30 000
ZnS04.7H20 8.6 Agar * 7 000
Kl 0.83 PH 5.8

* Hazir olarak temin edilen besi ortami igerisnde bulunmayip ayrica ilave edilen

bilesenler
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Cizelge 3.2 Anter kiiltiir calismasinda kullanilan besi oratmlarinin BAP ve IAA

kombinasyonlari
Besi Ortami No BAP (mg.IY) | IAA (mg.I"?)
MS-1 - -
MS -2 0,5 -
MS -3 1,0 -
MS -4 2,0
MS -5 - 0,5
MS -6 - 1,0
MS -7 - 2,0
MS -8 1,0 1,0
MS -9 0,1 2,0
MS-10 2,0 0,5

3.2. Yontem

3.2.1. Anter Verici Bitkilerin Yetistirilmesi

Anter kiiltiiri yapilacak ¢orek otu bitkileri sera kosullarinda yetistirilmistir. Cigeklenme
periyodunu uzatmak ve galisma igin yeterli zaman kazanabilmek igin bitkiler 3 set halinde 15’er
giin ara ile ekilmistir. Ekim 2 bahg¢e topragi ve %2 oraninda yanmis ahir giibresi igeren 3 ing
biiyiikliigiindeki saksilara yapilmis olup, her sette 5 saks1 yer almistir. Saksilarda yeterli bitki
sayisini garanti etmek amaciyla her saksiya 10-15 adet tohum ekilmis ve ¢ikis sonrasi bitkiler

birka¢ cm boya ulastiklarinda her saksidaki 5 bitki kalacak sekilde seyreltme yapilmistir.

Ekim sonrasinda, bitkilerin gelisme agamalari ve ihtiyag durumlart dikkate alinarak biitiin
gelisme asamalarinda tavsiye edildigi gibi bakim islemleri, giinliik olarak yapilmistir (Sekil 3.2

ve Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Corek otu bitkilerinin saksilardaki gelisme durumlarina iliskin bir goriinti
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3.2.2. Mikrosporlari Gelisme Asamalarimin Belirlenmesi

In vitro androgenesisin basariyla uyartilmasinda etkili olan en 6nemli faktorlerden birisi,
anterlerin verici bitkiden izole edildigi anda mikrosporlarin iginde bulunduklar1 gelisme
donemidir. Cogu bitki tiiriiniin mikrospor kiiltiirlerindeki en iyi sonuglar, tek c¢ekirdekli
mikrospor doneminin orta-ge¢ safhasindaki mikrosporlari igeren anterlerden alinmistir (Rudolf

vd., 1999; Zheng, 2003).

Mikrosporlar icerisinde nisasta depolanmaya basladiktan sonra, gelismeyi sporofitik yone
kaydirmak ve haploid embriyo elde etmek igin yapilacak uyarilar etkili olamamaktadir.
Anterlerdeki mikrosporlarin gelisme donemini tespit etmek amaciyla sitolojik gozlemler
yapmak gerekmektedir (Reynolds, 1993). Dogru asamadaki mikrosporlari bulunduran
anterlerin ve tomurcuklarin morfolojik 6zellikleri de tanimlandiginda, mikrospor kiiltiirii i¢in

tomurcuk toplama daha kolay bir islem haline gelmektedir (Coskun, 2011).

Anter kiiltiir ¢aligmasi i¢in uygun biiyiikliiktesi anterleri tespit etmek amaciyla farkl
biiyiikliikteki anterler her bir popiilasyon igin ayri ayri olacak sekilde bitkiden Koparilarak

alinmig Ve iginde distile su bulunan falkon tiiplere alinmustir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Corek otu bitkisinden ¢i¢ek tomurcuklarinin alinmasi
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Alman ¢igek tomurcuklari Doku Kiiltiirii Laboratuvarma getirilmis ve mikroskop altinda hangi stolojik
gelisme evresinde oldugu asagida anlatilan yontemle tespit edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Corek otu anterlerine asetokarmin uygulamasina iliskin bir goriintii

Anterlerin incelenmesinde kullanilacak boyama ¢6zeltisi 55 ml saf su igerisine 45 ml
glasiyal asetik asit ilave edilip kaynatilmis ve sonra bu karigima 1 g karmin eklenerek filtre
edilerek hazirlanmigtir. Corek otu bitkisinden alinan farkli bliytikliikteki tomurcuklar bistiiri
yardimiyla kesilmis ve anterler ¢ikarilarak lam {iizerine yerlestirilmistir. Anterin iizerine
hazirlanan asetokarminden 1 damla damlatildiktan sonra bisturinin ucu ile ezilmis ve istii

lamelle kapatilarak 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
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Mikroskop altinda incelenen anterler her bir ¢orek otu genotipi icin farkli biiytikliikteki
tomurcuklar incelenerek tek cekirdekli mikrospor asamasi Sekil 3.6’da gorildigi gibi

belirlenmeye caligilmistir.

(40’ik objektif gérintiasi)

Sekil 3.6 Corek otu bitkisinin mikroskop altinda tek ¢ekirdekli mikrospor agamasinin

belirlenmesine iliskin bir goriintii

3.2.3. Calismada Kullanilan MS Besi Ortaminin Hazirlanmasi

MS besi ortami hazirlanirken 1 litrelik ortam i¢in 4.4 gr toz besi ortami tartilmig 600 ml
dolayinda distile su icerisinde bir manyetik karistirici yardimiyla ¢ozdiriilmiistiir. Coziilme
tamamlandiktan sonra icerisine 30 ¢ seker ilavesi yapilmis ve sekerinde c¢oziinmesi

saglanmistir. Hormon ilavesi yapilacaksa hormonlardan dnce stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.
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Stok soliisyonlar1 hazirlanirken BAP ve IAA 2-3 ml 1 N NaOH igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra
hacimleri distile su ile normal hacimlerine tamamlanmistir. Bu hormonlardan gerekli miktarlar
bir pipet yardimi ile besi ortamina ilave edilmistir. Sonrasinda besi ortaminin hacmi 1000 ml’ye
tamamlanmistir. PH metre araciliiyla besi ortaminin PH’s1 belirlenmis PH diistikse 1 N NaOH
yiiksekse 1 N HCI ilave edilerek PH 5,8’e ayarlanmistir. Sonrasinda bir vida kapakli sise
icerisine 7 gr agar ilave edilmis ve lizerine hazirlanan besi ortami1 dokiilerek kapagi bir dis acik
kalacak sekilde kapatilmistir. Hazirlanan besi ortami otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca
sterilizasyona tabi tutulmustur. Otoklavdan ¢ikan hazirlanan besi ortami Sekil ‘6 da gosterildigi
gibi biyogiivenlik kabininde 9 cm ¢apindaki steril petrilere her bir petride 25 ml olacak sekilde
aktarimi aktarilmistir (Sekil 3.7). Besi ortamlarinin soguyarak katilasmasi beklenmis ve besi
ortamlar1 katilastiktan sonra 5’erli gruplar halinde streg filmlerle sarilarak kullanilincaya kadar
oda sicakliginda bekletilmistir. Miimkiin oldugunca taze besi ortamlar1 kullanilmis ve

hazirlanan besi ortamlari en fazla 2 ay bekletilmistir.

Sekil 3.7 MS besi ortaminin petrilere aktarim islemine iliskin bir goriintii

3.2.4. Corek Otu Cicek Tomurcuklarinin Yiizey Sterilizasyonu

Uygun biiyiikliikteki anterleri igeren cigek tomurcuklar1 verici bitkiden hasat edilerek
steril su icerisinde laboratuvara getirilmis ve uygun yontemle sterilize edilerek farkli besi

ortamlarinda kiiltiire alinmistir.

Biitiin sterilizasyon islemleri biyogiivenlik kabini icerisinde gergeklestirilmistir.
Laboratuvara getirilen uygun biiyiikliikteki ¢orek otu tomurcuklar1 6ncelikle %70 etil alkol ile

5 sn daha sonra %6 ’lik ¢amasir suyu (ACE) ¢ozeltisi ile 10 dakika siire ile sterilizasyona tabi
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tutulmus ve arkasindan 3-5 kez steril su ile durulama yapilmistir. Durulama yapilan
tomurcuklar igerisinde steril kurutma kagidi bulunan steril petri kaplarina biyogiivenlik kabini

icerisinde 1-2 dakika kurumaya birakilmistir.
3.2.5. Anterlerin Kiiltiire Alinmasi

Corek otu cicek tomrcuklari biyogilivenlik kabini igerisinde steril petriler lizerinde steril
bistiiri ve pens yardimiyla agilarak hazirlanan besi ortaminda her petride 20 anter olacak sekilde

ekilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Corek otu ¢igek tomurcuklarindan anterlerin ayrilma islemine iligkin bir goriintii

Ekim isleminin ardindan, 25 °C £ 1 sicaklik ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik
fotoperyoda sahip iklimlendirme odasinda kiiltiire alinmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9 Iklimlendirme odasinda kiiltiire alinan ¢&rek otu anterlerinden bir goriintii
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3.3. Verilerin Analizi

Elde edilen verilerin analizi, SPSS V28 (PASW Inc., Chicago. IL. USA) paket programi
kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar, Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. Verilerin  degerlendirilmesinde Microsoft Excell paket programindan

yararlanilmistir.
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Arastirmada 10 farkli besi ortaminda kiiltiire alinan 5 farkli ¢érek otu popiilasyonuna ait

4.BULGULAR VE TARTISMA

sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Calisma kapsaminda kiiltiire alinan anterlerden elde edilen kallus sayilar1 ve

basar1 oranlarina (%) iliskin veriler.

Genotipler (Elde edilen kallus sayisi (% Basari orani))
Besi Cameli | Ankara | Samsun | Denizli | Isparta | Besi Ortamlari
Ortamlan Diizeyinde Genel
Basar
MS Yalin 0 0 0 0 0 0
0,5 mg.I"t BAP 0 2 (%2) 0 0 0 2(%0,4)
1,0 mg.I* BAP 0 0 0 0 0 0
2,0 mg.I" BAP 0 0 0 0 0 0
0,5 mg.It IAA 0 5(%5) 0 2(%2) | 1(%1) 8(%1,6)
1,0 mg.It IAA 0 0 0 0 0 0
2,0 mg.It IAA 0 0 0 0 0 0
1,0 mg.I* BAP 0 3(%2) 0 0 0 3(%0,6)
+
1,0 mg.It IAA
0,1 mg.I''BAP 0 0 0 0 0 0
+
2,0 mg.I"t IAA
2,0 mg.I"' BAP 0 0 0 0 0 0
+
0,5 mg.I"t IAA
Genotipler 0 10(%1) 0 2(%0,2) | 1(%0,1) 13(%0,26)
Diizeyinde
Genel Basari

Arastirma kapsaminda her bir popiilasyon ve besi ortami icin 5 petri {izerinden ve her
petride 20 anter olacak sekilde anter kiiltlir calismas1 yapilmis olup her bir besi ortaminda
toplam 500 adet anter kiiltiire alinmistir. Her bir popiilasyon igin ise toplam 1.000 adet anter
tizerinden kiiltiir ¢aligmasi yiiriitiilmiistiir. Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi
kallus olusumu bakimindan kiiltiire alinan anterlerde en yiiksek basari oran1 %5 ile 0,5 mg.1*

IAA iceren ortamda kiiltiire alinan Ankara popiilasyonunda elde edilmistir. Bu ortamda kiiltiire
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alan anterlerden 5 adet kallus elde edilmistir. Bunu %0,3’liikk basar1 orani ile yine Ankara
popiilasyonunda 1,0 mg.1"t BAP + 1,0 mg.I"t IAA igeren besi ortaminda kiiltiire alian anterler
takip etmistir ve 3 adet kallus elde edilmistir. Bunlarin disinda 0,5 mg.1"t BAP iceren ortamda
kiiltiire alman Ankara popiilasyonunda %2 oraninda basari, 0,5 mg.I* IAA iceren ortamda
kiiltiire alinan Denizli popiilasyonunda %2, Isparta popiilasyonunda ise %1 oraninda basari
kaydedilmigtir. Arastirmaya konu besi ortamlar1 genel olarak degerlendirilecek olursa en
yiiksek basar1 oran1 %1,6 ile 0,5 mg.I"t IAA igeren ortamdan saglanmis ve toplam 8 adet kallus
elde edilmistir. Bu ortam1 %0,6 basar1 orani ile 1,0 mg.I* BAP + 1,0 mg.I"* IAA iceren besi
ortam takip etmis ve bu ortamdanda toplam 3 adet kallus elde edilmistir. Ayrica 0,5 mg.I BAP
iceren ortamdan %0,4 oraninda basar1 orani ile toplam 2 adet kallus elde edilirken arastirmaya

konu diger ortamlarda herhangi bir basar1 kaydedilmemistir.

Arastirma sonuglar1 popiilasyonlar diizeyinde degerlendirildiginde ise en yiiksek basari
orani %1 ile Ankara popiilasyonundan elde edilmis bu popiilasyonda toplam 10 adet kallus elde
edilmistir. Bunun 2 adet kallus ve %0,2’lik basar1 orani ile Denizli popiilasyonu 1 kallus ve
%0,1°1ik basar1 orani ile Isparta popiilasyonu takip etmistir. Diger popiilasyonlarda ise herhangi
bir rejenerasyon gozlenmemistir. Arastirmaya konu popiilasyonlarin ve besi ortamlarinin genel
basar1 orani ise %0,26 olarak gerceklesmistir ve aragtirma siiresince toplam 13 adet kallus elde

edilmistir.

Materyal yontem kisminda da belirtildigi gibi bu ¢alisma kapsaminda farkli IAA ve BAP
konsantrasyonlarinda ¢orek otu bitkisinin anter kiltiir teknigi ile haploid bitki elde etme
stirecinde kallus olusumu iizerine gozlemler yapilmistir. Elde edilen verilerin analizi, SPSS
paket programinda yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar, Duncan c¢oklu karsilastirma

testi ile belirlenmistir. Varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Corek otu anter kiiltiiriinde kallus olusumuna iliskin varyans analiz tablosu

VK ) KT KO F ONM. |
Kombinasyon 49 7.924 0.162 1.758 0.004
Cesit 4 1.424 0.356 | 3.870** 0.005
Besin Ortami 9 2.404 0.267 2.903** 0.003
Cesit*Besin 36 4.096 0.114 1.237 0.182
Ortami
Hata 200 18.400 0.092
Genel 249

*%0.01 Diizeyinde 6nemli (Duncan)
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Cizelge 4.2°nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi ¢orek otu anter kiiltliriinde
CesitxBesin ortami interaksiyonunun istatistiki anlamda 6nemsiz oldugu, ayr1 ayr1 olmak iizere
cesit ve besin ortamlari faktorlerinin ise kendi i¢inde dnemli oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple

her bir faktor kendi icinde degerlendirilmistir.

Bu calismada ilk asamada ¢orek otu bitkisinin her bir popiilasyonundan farkli biiyiikliikte
ki ¢icek tomurcuklart izole edilerek bitki tomurcugu iizerindeki anterlerin tek g¢ekirdekli
mikrospor asamasi belirlenmeye c¢alisilmistir. Anter Kkiiltiir ¢aligmalar1 incelendiginde
kullanilan hemen hemen her bitki tiiriinde en yiliksek embriyo olusumu tek ¢ekirdekli mikrospor
asamasinda gerceklesmektedir. Anter kiiltiir tekniginde polen gelisim asamasi basariy1
etkileyen kompleks bir faktor olarak kabul edilir (Touraev vd., 2001; Malik vd., 2007). Anter
kiiltiir ¢alismas1 icin gerekli anter materyalleri en uygun ¢igek tomurcugu biiyiikliigline
geldiginde (Sekil 4.1), tespit edilerek bitkiden hasat edilmis ve ¢orek otu anterlerine

asetokarmin uygulamasi ile mikroskop altinda tek ¢ekirdekli mikrospor agamasi belirlenmistir.

Sekil 4.1 Corek otu bitkisinin Cameli ¢esidinde anterlerin gelisiminin goriiniimii

Anter kiiltiirnlin haploid bitki elde etmek icin bitki 1slah1 programlarinda sagladigi en
onemli avantajlardan birisi klasik 1slah yontemleriyle uzun yillar siirecek olan homozigot saf

hatlarin elde edilebilmesi, sadece bir generasyonda elde edilebilme avantaji saglamaktadir.
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Kiiltiir sirasinda ki uygulamalardan veya donor bitkiden kaynaklanan bir¢ok faktor anter
kiiltiirnde basar1 elde etmeyi etkilemektedir. In vitro ortamda androgenezisin basartyla
uyartilmasindaki en Onemli unsurlardan birisi de daha gelisme asamasinda olan
mikrosporlardan anterlerin alinma zamanidir. Anter kiiltiir tekniginde en énemli nokta dogal
stirecinde ilerleyen polenler gematofit gelisme gdsterirken bu siireci embriyonik gelisme ile
sona erecek olan sporofitik gelisme asamasina c¢evirmektir. Bu nedenlede kiiltiire alinan
anterlerdeki mikrosporlarin gelisme donemlerini saptamak c¢ok oOnemlidir. Mikrosporlarda
nisasta birikmeye basladiktan sonra haploid bitki elde etmek i¢in siireci sporofotik agamaya
gecirmek kimyasallarla dahi pek miimkiin olmamaktadir (Sarikamis vd., 2000; Ellialtioglu vd.,
2000).

Geneleksel 1slah metodlar: ile haploid bitkiler elde etmek genellikle zahmetli, oldukca
verimsiz ve zaman alict oldugu icin anter kiiltiir tekniginde haploid bitki 1slah1 ile daha kisa
stirede diisiik maliyetli yapilabilmektedir. Anter kiiltiirnde polen embriyogenesis uygulamalari
yaygin olmasina ragmen bir¢ok bitki tiirii anter kiiltiirne yanit vermemektedir. Birgok bitki
tiriinde mikrosporlarin  polen embriyoidlerine doniisiimii  biyokimyasal, molekiiler
mekanizmasi ve hiicresel isleyisi hala tam olarak bilinmemektedir. Arastirma sayilar1 ve
calisilan tiirler arttikga genotipten bagimsiz metodlarda da gelistirilmis olacaktir (Reynolds
1997; Germana, 2011). Son yillarda androgenesisin molekiiler temeli iistiine yiiriitiilen
aragtirmalarda  transkriptomik, genomik ve proteomik alanlarinda gelismelerden
faydalanilmaktadir. Biitlin bu gelismeler androgenesisde mikrospor embriyogenesisin daha iyi
anlagilarak bunun lizerine yapilan genotipden bagimsiz c¢aligmalarla protokoller

gelistirilmesinde 6nemli bir paya sahiptir (Germana, 2011).

Bu arastirma kapsaminda ¢orek otu genotiplerinin anterleri kullanilarak farkli besi
ortamlarindaki haploid bitki tiretim potansiyelleri arastirilmistir. Yapmis oldugumuz literatiir
taramasina gore su ana kadar ¢orek otunda anter kiiltiir araciligryla haploid bitki {iretimi rapor
edilmemistir. Bu ¢alisma da her ne kadar yasama kabiliyetine sahip bitkiler elde edilememis
olsa da anter kiiltiir ¢alismalar1 agisindan kallus olusumu da 6nem arz etmektedir. Bu baglamda
corek otu bitkisinde haploid bitkiler elde etmekde gelecekteki ¢alismalar icin referans

olusturacagi acikatr.
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4.1. Corek Otu Popiilasyonlarmin Kallus Uyartimi ve Gelisimi Uzerine Etkiler

Arastirmaya konu popiilasyonlardan elde edilen kallus olusum oranlarina gore

istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Corek otunda ¢esitlere gore kallus olusumu (%)

Cegsitler Kallus Olusumu
Ankara %1,0a
Cameli %0,0 b
Denizli %0,2 b
Isparta %0,1 b
Samsun %0,0 b
Ortalama %0,26

Kallus Olusum Orani (%)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2
3
0 A A

Ankara Cameli Denizli Isparta Samsun Ortalama

Sekil 4.2 Corek otunda cesitlere gore kallus olusum oranlarmin dagilimi (%)

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi arastirmaya konu
popiilasyonlardan kallus olusumu bakimindan sadece Ankara popiilasyonunda 6nemli diizeyde
fark tespit edilmistir. Diger popiilasyonlar arasinda ise istatistiki anlamda bir fark tespit
edilmemistir. Corek otu bitkisinde 5 farkli popiilasyon tizerine yapilan bu ¢alismada incelenen
popiilasyonlar agisindan anter kiiltiir tekniginin gelistirilmesinde en uygun genotipin, toplam

10 kallus olusumunun gézlemlendigi Ankara genotipi oldugu anlagilmaktadir.
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4.2. Corek Otu Genotiplerinde Besin Ortaminin Kallus Uyartimi ve Gelisimi Uzerine

Etkiler

Aragtirmaya konu besi ortamlarindan elde edilen kallus olusum oranlarma gore

istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.4 te verilmistir.

Cizelge 4.4 Corek otunda besin ortamina gore kallus olusumu (%)

Besin Ortam Kallus olusumu
MS Yalin %0,0b
0,5mg.I"t BAP %0,4 b
1,0 mg.I* BAP %0,0 b
2,0 mg.I BAP %0,0 b
0,5 mg.It IAA %1,6 a
1,0 mg.It IAA %0,0 b
2,0 mg.I"t IAA %0,0 b
1,0 mg.I* BAP + 1,0 mg.I* IAA %0,6 b
0,1 mg.I'* BAP + 2,0 mg.I"* IAA %0,0 b
2,0 mg.I" BAP + 0,5 mg.I"t IAA %0,0 b
Ortalama %0,26

Kallus Olusum Orani (%)

1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0 A A A A A A A 4
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Sekil 4.3 Corek otunda besin ortamina gore kallus olusum oranlarinin dagilimi (%)
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Cizelge 4.4 ve Sekil 4.37lin incelenmesinden de anlasilacagi gibi arastirmaya konu besi
ortamlar1 igerisinde en iyi kallus olusumu 0,5 mg.I"t IAA iceren besi ortamindan elde edilmistir.

Diger besin ortamlar1 arasinda istatistiki anlamda énemli bir fark tespit edilmemistir.

Aragtirmaya konu besi ortamlari icerisinde hormon ilavesi yapilmayan besi ortaminda,
1,0 mg.I" BAP igeren besi ortaminda, 2,0 mg.I"t BAP igeren besi ortaminda, 1,0 mg.I"t IAA
iceren besi ortaminda, 2,0 mg.I"t IAA iceren besi ortaminda, 0,1 mg.I"t BAP-2,0 mg.I"t IAA ve
2,0 mg.I"t BAP-0,5 mg.I"t TAA igeren besi ortamlarinda arastirmaya konu 5 popiilasyonda da
kallus olusumu veya herhangi bir rejenerasyon gozlenmemistir. Corek otu bitkisinde anter
kiiltiir tekniginin gelistirilmesi iizerine yapilan bu ¢alismada en iyi sonucun 0,5 mg.I"t IAA
iceren ortamda 5 kallus olusumu ile Ankara popiilasyonundan elde edildigi belirlenmistir. 0,5
mg.I" IAA iceren MS besi ortaminda Isparta genotipinde 1 kallus ve ayn1 zamanda 0,5 mg.I*
IAA igeren besi ortaminda Denizli popiilasyonunda 2 kallus olusumu gozlemlenerek 0,5 mg.I"
1 JAA ilaveli besi ortaminda ¢orek otu bitkisinde anter kiiltiir teknigiyle kallus olusumunda

olumlu sonuglar elde edildigi goriilmektedir.

6-Benzil amino piirin (BAP) sitokinlerin yapay bir formudur. Indol-3-asetik asit (IAA)
ise oksinlerin dogal bir formudur. Oksin ve sitokininlerin birlikte kullanildigi durumlarda
kullanim miktarlar1 ve oranlarina gore bitkiler veya bitki dokular: iizerine etkileri yapilan
caligmalarda su sekilde 6zetlenmistir: Besi ortaminda kullanilan ytiksek oranda BAP + diisiik
oranda TAA siirgiin olusumunu tesvik etmektedir. Kullanilan bitki biiylime diizenleyisicinin
tipine ve genotipe de bagli olmakla beraber belirli bir esige kadar olan yiiksek oranda ki IAA
ve diisiik miktarlardaki BAP ise kok olusumunu tesvik etmektedir. Her iki hormonun yiiksek
oranda ve esit miktarda besi ortamina ilave edilmesi ve ayrica tek basina da olsa ¢ok yiliksek
oranda kullanilan oksin grubu hormonlar kallus olusumunu tegvik etmektedir (Rost vd., 2006;
Kauth vd., 2008). Bu ¢alismanin sonuglar1 degerlendirilldiginde en yiiksek kallus olusumu 0,5
mg.I" TAA igeren ortamdan elde edilmistir. Bu sonuglar Rost vd. (2006) ve Kauth vd. (2008)
tarafindan verilen bu genel bilgilerle tam anlamiyla 6rtiismese de genotip basta olmak iizere

bir¢ok bilesenin doku kiiltiirii calismlarindaki basar1 lizerine etkisi gz ardi edilemez.

Arastirma kapsaminda kiiltiire alinan 0,5 mg.I't BAP igeren MS ortaminda Ankara

poplilasyonuna ait anterlerden elde edilen kallusa ait goriintii Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4 Ankara genotipinde 0,5 mg.I" BAP iceren besi ortaminda kallus olusumuna iliskin

bir griintii

Arastirma kapsaminda kiiltiire alinan 1,0 mg.1"! IAA ve 1,0 mg.I"t BAP igeren MS ortaminda

Ankara popiilasyonuna ait anterlerden elde edilen kallusa ait goriintii Sekil 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5 Ankara genotipinde 1,0 mg.I* IAA ve 1,0 mg.I"t BAP igeren besi ortaminda kallus

olusumuna iligkin bir goriintii

Arastirma kapsaminda kiiltiire alman 0,5 mg.I"t IAA iceren MS ortaminda Denizli

popiilasyonuna ait anterlerden elde edilen kallusa ait goriintii Sekil 4.6’de verilmistir.
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Sekil 4.6 Denizli genotipinde 0,5 mg.l-1 IAA igeren MS besi ortaminda kallus olusumuna
iligkin bir goriintii
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5.SONUC

Son yillarda toplumlarin dogal ve bitkisel {iriinlere olan ilgisi artis egilimdedir. Corek otu
bitkisi hem saglik iizerine etkilerinden hem de bir¢ok alanda kullanima sahip olmasindan &tiirii

ilgiyi lizerinde toplayan bitkiler arasinda yer almaktadir.

Ulkemizde de ¢drek otu iiretim alan1 son sekiz yilda artis egilimi gdstermektedir. Ancak
hem diinya hem de iilkemiz agisindan ¢ok Onemli bir bitki olmasina ragmen {iilkemizde
gelistirilmis tek ¢esit (Cameli) bulunurken dityada da ¢ok az sayida ticari ¢esit bulunmaktadir.
Bitki ayn1 zamanda yeteri kadar bilimsel arastirmaya konu olmamistir. Bu bitki {izerinde
yapilacak caligsmalara ivme verilmesi bitkinin tarimsal {iretim deseni igerisinde hak ettigi yeri
almasi1 bakimindan son derece 6nem arz etmektedir. Geleneksel bitki 1slah yontemleriyle bir¢ok
kiiltir bitkisinde oldugu gibi ¢orek otunun 1slah1 da uzun siire¢ gerektirmekte ve istenilen
Ozelliklerin kazanilmasi icin ihtiya¢ duyulan varyabilitenin kazandirilmasinda yetersiz
kalmaktadir. Son yillarda kullanilan biyoteknolojik 1slah yontemleri bu siireci kisaltarak 1slahta

karsilasilan sorunlara daha pratik ¢oziimler sunmaktadir.

Yeni nesil 1slah ¢alismalarinda haploid bitki iiretimi gittikce daha da O6nemli hale
gelmekte ve bu yontemler biyoteknolojik ara¢ olarak kullanim alani yayginlagsmaktadir.
Tarimsal agidan 6nemli olan bitkilerin 1slah ¢aligmalarinda biyoteknolojik yontemlerle protokol
gelistirilmesi haploid bitki iiretiminde 6nemlidir. Kontrollii bir ortamda haploid ve double
haploid bitkiler elde etmek i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem anter kiiltiirdiir (Germana,
2011). Bu arastirma kapsaminda iilkemizin farkli illerinden (Ankara, Samsun, Denizli, Isparta)
temin edilen ¢orek otu popiilasyonlart ve Cameli ¢orek otu ¢esidi kullanilarak anter kiiltiir
teknigi gelistirilmeye ¢alisilmis ve double-haploid bitkilerin eldesi amaglanmustir. 10 farkli besi
ortaminda haploid bitki {iretim potansiyelleri arastirilarak, gelecekteki bitki 1slah caligmalarinda
corek otu bitkisinde kullanilacak besi ortami protokolllerinin gelistirilmesine ve %100
homozigot bitkilerin elde edilmesine katki saglamasi amaglanmistir. Istatiksel analiz ve

gozlemler sonucu elde edilen verilerin degerlendirilmesi maddeler halinde asagida verilmistir.

a. Bitki biiyiime diizenleyicisi ilavesi yapilmayan yalin besi ortaminda, 1,0 mg.I"! BAP

iceren besi ortaminda, 2,0 mg.I"t BAP iceren besi ortaminda, 1,0 mg.I* TAA iceren besi
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ortaminda, 2,0 mg.I"t IAA igeren besi ortaminda, 0,1 mg.It BAP + 2,0 mg.I? 1AA ve
2,0 mg.I't BAP + 0,5 mg.I"t TAA iceren besi ortamlarinda 5 popiilasyonda rejenerasyon
gozlenmemistir.

b. 0,5 mg.I't TAA iceren MS besi ortaminda Ankara popiilasyonunda 5 adet, Denizli
genotipinde 2 adet, Isparta genotipinde 1 adet kallus olusumu gergeklesmistir. En iyi sonucun
alindig1 0,5 mg.I"t IAA iceren besi ortaminda genel kallus olusum basar1 oran1 %1,6 olarak
gerceklesmistir.

c. 05 mg.I! BAP iceren MS besi ortaminda Ankara popiilasyonunda 2 adet kallus
olusumu saglanmistir ve genel kallus olusum basar1 oran1 %0,4° olarak gergeklesmistir.

d. 1,0 mg.It BAP + 1,0 mg.I"* IAA igeren MS besi ortaminda Ankara popiilasyonunda 3
adet kallus olusumu saglanmistir ve genel kallus olusum basar1 oram1 %0,6 olarak
gerceklesmistir.

e. Aragtirma sonuclari popiilasyonlar diizeyinde degerlendirildiginde ise en yiiksek basari
orani %1 ile Ankara popiilasyonundan elde edilmis bunu %0,2 ile Denizli popiilasyonu %0,1
ile Isparta popiilasyonu takip etmistir. Diger popiilasyonlarda ise herhangi bir rejenerasyon
gbzlenmemistir.

f.  Arastirmaya konu popiilasyonlarin ve besi ortamlarinin genel basari orani ise %0,26

olarak gerceklesmistir.

Sonug olarak; aragtirma kapsaminda elde edilen veriler 1s18inda bitki rejenerasyonu
saglanamamig ancak diisiik oranlarda da olsa ¢orek otunda anter kiiltiir teknigi uygulanarak
kallus olusumu gergeklestirilmistir. Hi¢ kuskusuz bu arastirmanin farkli genotiplerle ve farkl
bitki bliyiime diizenleyicileri/biliylime diizenleyicisi oranlari ile tekrar edilmesi sonuglari olumlu
veya olumsuz yonde etkileyebilecektir. Elde edilen sonuglar ¢orek otunun anter kiiltiir
teknigiyle 1slahina yonelik protokollerin gelistirilmesinde ve haploid bitki elde edilmesi igin

yapilacak ¢aligmalara katki saglayacaktir.

40



KAYNAKLAR

Abu-Hammour, K.A., Al-Ghzawi, A.A., Zaitoun, S.T. (2010). The effect of bee visitors and
style movement on seed set of Nigella sativa L. (Ranunculaceae) grown under semiarid

conditions. Advances in Horticultural Science, (pp. 109-114).

Akgoren, G. (2011) Baz: ¢orek otu (Nigella sativa L.) popiilasyonlarinin tarumsal ozellikleri

Yiiksek Lisans Tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Eskisehir.

Al-Ani, N.K. (2008). Thymol production from callus culture of Nigella sativa L.. Plant Tissue
Culture & Biotechnology, (18(2), pp. 181-185).

Aldemita, R.R., Zapata, F.J (1991). Anther culture of rice: effects ofradiation and media
components on callus induction and plantregeneration, Cereal Research
Communications, (19:9, pp. 32).

Alemanno, L., Guiderdoni, E. (1994). Increased doubled haploid plant regeneration from rice
(Oryza sativa L.) anthers cultured on colchicine-supplemented media. Plant Cell Reports,
(13(8), pp. 432-436)

Al-Salih, H.S. (2012). Evaluation of deltamethrine pesticide effect in the plant cell growth using

Nigella sativa L. callus cultures. Rafidain Journal of Science, 23(4A), 128-136.

Altindal, N., Akgiin, 1. (2019), Cavdarda (Secale cereale L.) anter kiiltiir ile kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonu iizerine genotip, soguk uygulama ve besi ortamlarinin etkisi. Avrupa

Bilim ve Teknoloji Dergisi, (16), 559-566.

Arslan, N., Giirbiiz, B., Ozcan S. (2000). Tiirkiye’de dogal bitkilerin kullanim1 ve ticareti. EKim
Dergisi, (12),98-104.

Asadi, A., Zebarjadi, A., Abdollahi, M.R., Segui-Simarro, J. M. (2018). Assessment of different
anther culture approaches to produce doubled haploids in cucumber (Cucumis sativus
L.). Euphytica, 214(11), 216.

Ball, S.T., Zhou, H.P., Konzak C.F. (1993). Influence of 2, 4D, IAA andduration of callus

induction in anther culture of spring wheat. Plant Science, 90:195-20

41



Banerjee, S., Gupta, S. (1975). Morphogenesis in tissue cultures of different organs of Nigella
sativa. Physiologia Plantarum, 33(3), 185-187.

Banerjee, S., Gupta, S. (1976). Embryogenesis and differentiation in Nigella sativa leaf callus
in vitro. Physiologia Plantarum, 38, 115-120. doi: 10.1111/j.1399-3054.1976.tb04869.x

Bansal, Y.K., Sen, S. (1983). Endoreplication in relation to organ development. Cell and

Chromosome Research, 6: 19-21.

Barkoudah, Y. (1998). Black cumin, a neylected food and medicinal plant. Cwana Nevsletter,
17:5.

Baydar, H. (2016). Ti:bbi ve aromatik bitkiler bilimi ve teknolojisi ((51) 339). Siileyman Demirel

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Isparta.
Baytop, T. (1999). Tiirkiye de bitkiler ile tedavi (Qe¢miste ve bugiin). Istanbul: Istanbul Nobel
Tip Kitapevi.

Baytore, F. (2011) Bazi ¢orek otu (Nigella sativa L.) popiilasyonlarimin verim ve verim

kriterlerinin belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Namik Kemal Universitesi, Tekirdag.

Bibi, A., Khan, M.A., Adil, M., Mashwani, Z.U.R. (2018). Production of callus biomass and
antioxidant secondary metabolites in black cumin. The Journal of Animal and Plant
Sciences, 28(5).

Biswas, A.K., Chatterjee, A.K. (1971). Studies on the induction of ploidy in some species.
Bulletin of the Botanical Society of Bengal, 25: 19-21.

Biswas, A.K., Datta, A.K. (1982). Studies on induced autotetraploids in Nigella sativa L. Cell

Chromosome Research. 5: 81-83.

Blakeslee, A.F., Belling, J., Farnham, M.E., Bergner, A.D. (1922). A haploid mutant in the

jimson weed. Datura Stramonium Science, (55)-1433.

Cao, M. Q., Li, Y., Liu, F.,, Jiang, T., Liu, G. S. (1995). Application of anther culture and
isolated microspore culture to vegetable crop improvement. Acta Horticulturae, 392:27-
28.

Ceylan, A. (1996). Tibbi bitkiler-II (Ucucu yag bitkileri). N0:481, s.283-286. Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Yayinu.

42



Chand, S., Roy, S.C. (2014). Effects of different auxins on chromosome behaviour of leaf callus

tissues of Nigella sativa. Cell Chromosome News Letter. 1: 10.

Chand, S., Roy, S.C. (1982). Effects of different hormones on the initiation of callus tissues

from seeds of Nigella sativa L. Cell and Chromosome Research, 5: 74.

Corduan, G. (1975) Regeneration of anther derived plants from anthersof Hyoscyamus niger.
Planta (Berl), 127:27-36.

Coskun, Y. (2011) Mikrospor kiiltiirii ile makarnalik bugday bitkisinde (triticum durum desf.)
bitki rejenerasyonu. T.C. Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi, Isparta.

Cakmak, E., Uncuoglu, A.A., Aydin, Y. (2019). Evaluation of in vitro genotoxic effects induced
by in vitro anther culture conditions in sunflower. Plant Signaling & Behavior, 14(9),
1633885.

Datta, A.K., Biswas, A.K., Ghosh, P.D. (1983). Chromosomal variations in callus tissues of

two species of Nigella. Nucleus, 26: 173-177.

Duran, R.E. (2007) Tuzlu kosullar icin gelistirilebilecek bugday genotiplerinin anter kiiltiir
teknigine uyumu. T.C. Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji

Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi, Isparta.

Elhag, H., EI-Olemy, M.M., Al-Said, M.S. (2004). Enhancement of somatic embryogenesis and
production of developmentally arrested embryos in Nigella sativa L. Horticultural
Science, 39(2), 321-323.

Ellialtioglu, S., Sari, N., Abak, K. (2000). Haploid bitki iiretimi (137-189). Bitki
Biyoteknolojisi, Konya.
El-Mahrouk, M.E., Maamoun, M.K., EI-Banna, A.N., Omran, S.A., Dewir, Y .H., EI-Hendawy,

S. (2018). In vitro gynogenesis and flow cytometry analysis of the regenerated haploids
of black cumin (Nigella sativa). Horticultural Science, 53(5), 681-686.

El-Mahrouk, M.E., Maamoun, M.K., Dewir, Y.H., Omran, S.A. & EL-Banna, A.N. (2015).
Morphological and molecular characterization of induced mutants in Nigella sativa L.
using irradiation and chemical mutagens. Egyptian Journal of Plant Breeding, 19(3):
257-272.

43



EINour, E.M., Mahmood, Z.A., Futooh, Y., Sanaa, O. (2015). In Vitro Callus Induction and
Antimicrobial Activities of Callus and Seeds Extracts of Nigella sativa L. Journal of
Biology, 3(3), 21-28.

El-Tahir, K.E.D.H., Bakeet, D.M. (2006). The black seed Nigella sativa linnaeus-a mine for
multi cures: a plea for urgent clinical evaluation of its volatile oil. Journal of Taibah
University Medical Sciences, 1(1), 1-19.

Foroughi-Wehr, B., Mix, G. (1976). In vitro responses of Hordeumvulgare L. anthers cultured
from plants grown under differentenvironments. Environmental and Experimental
Botany, 19:303-309

Forster, B.P., Heberle-Bors, E., Kasha, K.J., Touraev, A. (2007). The resurgence of haploids in
higher plants. Trends in Plant Science, 12(8), 368-375.

Gambino, G., Ruffa, P., Vallania, R. ve Gribaudo, I., (2007). Somatic embryogenesis from
whole flowers, anthers and ovaries of grapevine (Vitis spp.), Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 90 (1), 79-83.

Germana, M. A. (2011). Anther culture for haploid and doubled haploid production. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture (PCTOC), 104(3), 283-300.

Guha, S., Maheswari, S.C. (1964). In vitro production of embryos from anthers of datura.
Nature, 204-497.

Hatipoglu, R. (2015). Bitki Biyoteknolojisi. Ders Kitab1, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii, Yayin No:176, Adana.

Hidaka, T., Yamada, Y., Shichijo, T. (1979). In vitro differentiation ofhaploid plants by anther
culture in Poncirus trifoliata (L.) Raf. Japanese Journal of Breeding, 29(3), 248-254.

Hooghvorst, 1., Ramos-Fuentes, E., Lopez-Cristofannini, C., Ortega, M., Vidal, R., Serrat, X.,
Nogués, S. (2018). Antimitotic and hormone effects on green double haploid plant
production through anther culture of Mediterranean japonica rice. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture (PCTOC), 134(2), 205-215.

Misulu, K. (1992). fla¢ ve baharat bitkileri. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Yayin No
11256 Ders Kitab1 No:360, Ankara.

44



Kalloo, D., (1986). Vegetable breeding volume 11l. (136-140). CRC Press. Inc. Boca raton,
Florida.

Kauth, P.J., Dutra, D., Johnson, T.R., Stewart, S.L., Kane, M.E., Vendrame, W. (2008). Orchid
seed germination. Chapter 38. Techniques and applications of in vitro orchid seed
germination, (pp. 375-391) Floriculture, ornamental and plant biotechnology: advances
and topical issues, Global Science Books.

Kimber, G., Riley, R. (1963). Haploid angiosperms. The Botanical Review, 29: 480-531.

Kokdil, G., Ilgim, A., Ozbilgin, B., Uygun, C. (2006). Morphology and stem anatomy of some
species of genus Nigella L. in Turkey. Ankara Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 35 (1): 19-41.

Kumar, S., Roy, S.C. (1996). Cytological changes leading to loss of differentiation in Nigella

sativa (Ranunculaceae). Bangladesh Journal of Botany, 25: 165- 170.

Kurt, O. (2004). Bitki Islahi. Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Ders Kitabi, 2.
Baski. Yayin No: 43.

Maheshwari, S.C., Raishid, A., Tyagi, A.K. (1983). Anther pollen culture for production of
haploids and their utility. IAPTC Newsletter 41: 2—7.

Malik, M.R., Wang, F., Dirpaul, J.M., Zhou, N., Polowick, P.L., Ferrie, A.M.R., Krochko, J.E.
(2007). Transcript profiling and identification of molecular markers for early microspore
embryogenesis in Brassica napus. Journal of Plant Physiology, 144:134-154.

Matuszynski, M., Kasha, K., Szarejko, I. (2003). Published doubled haploid protocols in plant
species, (pp. 309-335). Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherland.

Mohammad, A.M.S., Jumma, N.E. (2006). Partial Purification of Glutamate Dehydrogenase
from the Callus of Stems of (Nigella sativa L.) in the Presence of 2,4- D or PDA. Rafidain
Journal of Science, 17, 80-93.

Morgana, C., Di Lorenzo, R., Carimi, F., (2004). Somatic embryogenesis of Vitis vinifera L.

(cv. Sugraone) from stigma and style culture, Vitis, 43 (4), 169-173.

Murashige, T., Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, 15(3), 473-497.

45



Murigneux, A., Barloy, D., Leroy, P., Beckert, M. (1993). Molecular and morphological
evaluation of doubled haploid lines in maize. 1. Homogeneity within DH lines Theor.
Theoretical and Applied Genetics. 86 837 842.

Niizeki, H., Oono, K., (1968), Induction of haploid rice plant from anther culture, Proceedings
of the Japan Academy, 44 (6), 554-557.

Ozel, A., Demirel, U., Giiler, 1., Erden, K. (2009) Farkl1 sira aralig1 ve tohumluk miktarlarinin
corek otunda (Nigella sativa L.) verim ve bazi tarimsal karakterlere etkisi. Harran
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi; 13(1), 17-25.

Paramanik, R.C., Chikkaswamy, B.K., Achinto, P. (2007). Effect of plant hormones on growth,
and yield of black cumin (Nigella sativa L.). Journal of Phytological Research, 20(2),
251-254.

Pintos, B., Manzanera, J.A., Bueno, M.A. (2007). Antimitotic agents increase the production
of doubled-haploid embryos from cork oak anther culture. Journal of Plant Physiology,
164(12), 1595-1604.

Pulido, A., Bakos, F., Castillo, A., Vallés, M.P., Barnabas, B., & Olmedilla, A. (2005).
Cytological and ultrastructural changes induced in anther and isolated-microspore
cultures in barley: Fe deposits in isolated-microspore cultures. Journal of Structural
Biology, 149(2), 170-181.

Rakha, M.T., Metwally, E.I., Moustafa, S.A., Etman, A.A., & Dewir, Y.H. (2012). Evaluation
of regenerated strains from six'Cucurbita‘interspecific hybrids obtained through anther

and ovule'in vitro'cultures. Australian Journal of Crop Science, 6(1), 23-30.

Randhawa, M.A., Alghamdi, M.S. (2011). Anticancer activity of Nigella sativa (black seed) a
review. The American Journal of Chinese Medicine, 39(06), 1075-1091.

Reynolds, T.L. (1997). Pollen embryogenesis. Plant Molecular Biology, 33:1-10.

Reynolds, T.L. (1993). A cytological analysis of microspores of Triticum aestivum (poaceae)

during normal ontogeny and induced embryogenic development. American Journal of
Botany, 80 (5), 569-576.

46



Rezaei, F., Isik, S., Kartal, M., Erdem, S. A. (2018). Effect of priming on thymoquinone content
and in vitro plant regeneration with tissue culture of black cumin (Nigella sativa L.)
seeds. Journal of Chemical Metrology, 12(2), 98.

Riaz, M., Syed, M., Chaudhary, F.M. (1996). Chemistry of the medicinal plants of the genus
Nigella. Hamdard Medicus, 39(2).

Rost, T.L., Barbaur, M.G., Stocking, C.R., Murphy, T.M. (2006). Plant Biology 2"% Edition,

Thomson Brooks/Cole, Australia.

Rudolf, K., Bohanec, B., Hansen, M. (1999). Microspore culture of white cabbage, Brassica
oleracea var. capitata L.: Genetic improvement of non-responsive cultivars and effect of
genome doubling agents. Plant Breeding, 118(3), 237-241.

Saha, A., Datta, A.K. (2002). Induced autotetraploidy in black cumin (Nigella sativa L.). Indian
Journal Genetic. 62: 275-276.

San Noeum, L.H. (1976). Haploides d’Hordeum vulgare. L. par culture in vitro. Plantes, 26
751 754.

Sarikamis, G., Ellialtioglu, S., Yanmaz, R. (2000, Eylil 11-13). Lahanada ci¢ek tomurcugu
morfolojisi ile mikrospor gelisme donemi arasindaki iliskinin belirlenmesi [I11. Sebze

Tarim1 Sempozyumu], Isparta, s: 72-75.

Shah, S.H., Ahmad, I. (2006). Effect of gibberellic acid spray on growth, nutrient uptake and
yield attributes during various growth stages of black cumin (Nigella sativa L.). Asian
Journal of Plant Sciences. 5: 881-884.

Subrahmanyam, N.S. (2009). Modern plant taxonomy. Publishing House Pvt, Ltd, New Delhi,

India

Touraev, A., Prosser, M., Heberle-Bers, E. (2001). The microspore: a haploid multipurpose

cell. Advances in Botanical Research, 35:53—1009.

Tripathy, S.K., Swain, D., Mohapatra, P.M., Prusti, A.M., Sahoo, B., Panda, S., Behera, S.K.
(2019). Exploring factors affecting anther culture in rice (Oryza sativa L.). Journal of
Applied Biology & Biotechnology, 7(2), 87-92.

47



Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi [TUBIVES], (2019). Tiirkiye Bitki Verileri Servisi.
https://www.tubives.com adresinden erisildi (E.T. 29.12.2019).

Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK], (2020). Tiirkiye Istatistik Kurumu. http://www.tuik.gov.tr
adresinden erisildi (E.T. 29.10.2020).

Veilleux, R.E. (1994). Development of new cultivars via anther culture. Horticultural Science,
29 (11):1238-1241.

Verma, S.K., Yiicesan, B.B., Giirel, S. (2011). Indirect somatic embryogenesis and shoot
organogenesis from cotyledonary leaf segments of Digitalis lamarckii Ivan, an endemic

medicinal species. Turkish Journal of Biology, 35, 743-750.

Yang, H.Y., Zhou, C. (1982). In vitro induction of haploid plants from unpollinated ovaries and
ovules. Theoretical and Applied Genetics, 63(2), 97-104.

Youssef, A.A., Rady, M.R., Ghanem, S. A. (1998). Growth and some primary products in callus
cultures of Nigella sativa as influenced by various cultural conditions and salt stress.
Fitoterapia, LXIX 4: 329-336.

Zhao, J., Davis, L.C., Verpoorte, R. (2005). Elicitor signal transduction leading to production
of plant secondary metabolites. Biotechnology Advances, 23, 283-333.

Zheng, M.Y. (2003). Microspore culture in wheat (Triticum aestivum L.) — doubled haploid
production via induced embryogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 3, 213-
230.

Zhong, J.J., Bai, Y., Wang, S.J. (1996). Effects of plant growth regulators on cell growth and
ginsenoside saponin production by suspension cultures of Panax quinquefolium. Journal
of Biotechnology, 45, 227-234.

Zohary, D., Hopf, M. (2000). Domestication of plants in the Old World: The origin and spread
of cultivated plants in West Asia, Europe and the Nile Valley (3" ed.), (pp. 206). Oxford

University press.

48


http://www.tuik.gov.tr/

T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“COREK OTU (NIGELLA SATIVA L.) BITKIiSINDE ANTER KULTUR TEKNIGININ
GELISTIRILMESI ’baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve
akademik kurallar ¢ergcevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi bildiririm.
Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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