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0z

Kiiltiir bitkilerinin iyilestirilmesi amaciyla uygulanan bircok islah stratejisinde elde edilen ticari hibritler
iistiin Ozelliklerini genetik agilimlardan dolay: sonraki doéllerde koruyamazlar. Apomiksi, ana bitki ile
genetik olarak 6zdes tohumlar olusturmasina olanak saglayan ve kiiltiir bitkilerinde basarildig: takdirde
ticari hibritlerin klonal ¢ogaltimina izin veren bir {ireme seklidir. Egeyli iireme mayoz gecirmis
gametlerin olugsumu ve ¢ifte déllenmeyi gerektiren bir siirectir. Fakat apomiksi sirasinda bu adimlardan
bircogu ya atlanir ya da degistirilmistir. Apomiktik tiirlerde, erkek ve disi gametlerde kromozom sayisi
yariya inmez (apomayoz) buna ragmen embriyo kesesi ve polen olusumu devam eder. Ayrica,
apomayotik yumurta hiicresi (2n) dollenme olmaksizin kendiliginden embriyoyu olusturur
(partenogenez). Bu nedenle, apomiksi tohum aracilig ile klonal ¢ogalmaya yol agar. Buna karsin, heniiz
apomiksi dogal apomiktik tiirlerden tarimi yapilan kiiltiir bitkilerine melezleme yolu ile aktarim
basarilamamistir. Giiniimiizde bu konuda arastirmacilar iki farkli alanda caligmalar yiiriitmektedir;
dogal apomiktik bitki tiirlerinde sorumlu genleri belirlemek veya eseyli {ireme siireclerini degistiren
diizenlenmeler sayesinde apomiksiyi olusturmak. Bu derlemede, apomiksiyi kontrol eden genetik

mekanizmalar iizerine bu giine kadar elde edilmis sonuclar tartisilmistir.

Anahtar kelimeler: Diplospori, Apospori, Sporofitik apomiksi, Klonal tohum eldesi, Apomayoz.

Cloning Apomixis Genes in Crops

ABSTRACT

Hybrid plants, produced by many breeding strategies for improvement of culture plants could not
conserve their hybrid vigor within the next generations. Apomixis is a reproduction way which creates
genetically identical seeds with the maternal plant and it will enable the clonal reproduction of hybrids
when it is achieved in culture plants. Sexual reproduction is a process involves gametes formed by
meiosis and double fertilization. However, in apomictic process, many of these steps are either bypassed
or modified. In apomict species; chromosome number in male and female gametes are not reduced
(apomeiosis), nevertheless embryo sac and pollen formation continues. Furthermore, the apomeiotic
egg cell (2n) spontaneously forms the embryo (parthenogenesis). Therefore, apomixis leads to clonal
reproduction by seeds. Although, introduction of apomixis from natural apomicts to culture plants
haven’t been achieved by hybridization methods. Recently researchers have been working on this subject
with two different strategies. In this review, the recent knowledge about the molecular mechanisms

controlling apomixis are discussed.
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1. Giris

1.1. Apomiksi Nedir?

Biyoteknoloji glintimiizde kiiltiir bitkilerinin

1slah1  icin  yeni ve etkili stratejiler
saglamaktadir. Tohum gelisim siireclerini
kontrol eden genetik mekanizmalar son
zamanlarda biyoteknologlarin iizerinde en
cok durdugu konulardan biri olmustur.
Bunlar arasinda 6zellikle apomiksi (aseksiiel
veya klonal tohum gelisimi) vaat ettigi
teknoloji nedeniyle en onemli stratejilerden
biridir. Aseksiiel tohum gelisimi, genetik
olarak ana bitki ile 6zdes doller olusturan bir
iireme seklidir. Apomiktik siireclerle gelismis
bir tohum icerisinde bir sonraki jenerasyonu
olusturacak tek organ olan embriyo sadece
disi dokulardan koken alir. Ustelik embriyoyu
meydana getiren hiicre ne mayoz boliinmeye
ugrar ne de erkek gamet ile dollenir. Buna
ragmen, apomiktik bitkiler fertil tohum
meydana getirmede olduk¢a basarihdir.
Buradan da anlasilacagl iizere apomiksi
terimi giiniimiizde c¢ogunlukla déllenme ve
mayoz boliinmenin yerini aseksiiel (eseysiz)
ifade

Koltunow vd.,

eder

1995;
Koltunow ve

iremeye biraktigi siirecleri

1993;
Grossniklaus vd.,

(Koltunow,
1998a;
Grossniklaus, 2003; Hand ve Koltunow,

2014).

Apomiksi en az 400 farkh cicekli bitki
fazla familyada

bitkiler
(dikotiledon) arasinda en cok Asteraceae ve
tek bitkilerde

ise Poaceae tirlerinde

tiiriinde, 40’dan

tanimlanmistir. Iki  cenekli
Rosaceae, cenekli
(monokotiledon)

yaygindir. Agik tohumlular (Gymnosperm)

arasinda  ise  heniiz  bildirilmemistir

(Koltunow, 1993; Carman, 1997). Ayrica,
Citrus ve elma disinda tarimsal 6nemi olan
bitkilerde de pek rastlanmaz. Apomiksinin
belirli bir bitki

kanitlamak igin hem genetik ve hem de

familyasinda varligim

sitolojik arastirmalar gerekmektedir. Buna
karsin, daha fazla bitki tiirlinde apomiktik
tiremenin var oldugu tahmin edilmektedir

(Plitmann, 2002).

tirlerin ¢ogunda tohum

erkek

birlesmesini gerektirir. Baba ebeveyne ait

Angiosperm
olusumu disi ve gametlerin
polen taneciginden cikan spermlerden biri

anne ebeveynin yumurta hiicresini dolleyerek

embriyoyu olustururken, diger sperm
merkezi hiicre birleserek endospermi
olusturur. Sonugta genellikle birbirinden

farkli genetik yapiya sahip bireyler meydana
gelir. Eseyli lireme bir yandan degisen cevre
kosullarina uyum icin temel olustururken,
diger taraftan yeni cesitlerin 1slahi icin arag
olarak kullanilir. Buna karsin, apomiktik
embriyolar erkek gamet olmaksizin iiretilir.
Bu yiizden, ana bitki ile genetik olarak ozdes
olan apomiktik déller hem bitki 1slah1 hem de
tohum {iretimi icin biiyiik oneme sahiptir.
Apomiksi sayesinde arzu edilen karakterlere
sahip her bitki genotipi genetik olarak
sabitlenerek sonsuz sayida cogaltilabilecektir.
Ayrica, apomiksinin tarimsal oneme sahip
bitkilere aktarilmasi ile kiiltiir bitkilerinde
1slah

saglanacaktir

stratejilerinin  gelistirilmesine
(VielleCalzada vd.,
1996). Bundan dolayr apomiksi yakin bir

yeni

olanak

gelecekte ticari anlamda tarimsal

39



Erzincan Univ J Sci Tech 10(1), 2017, 38-67
Taskin

biyoteknoloji icin en Onemli karakterlerin

basinda yer alacaktir.

1.2. Tarimda Apomiksinin Potansiyel

Faydalar

Apomiksi ile ilgili ilk 6nemli bilimsel toplanti
1998 yilinda “Designing A Research Strategy
For Achieving Asexual Seed Reproduction in
Cereals” bashg altinda Bellagio, Italya’da
gerceklestirilmistir. Bu toplanti sonrasi bir
bildiri

arastirmalarinin potansiyeli tiim diinyaya

yayinlanarak apomiksi

duyurulmustur

(http://billie.btny.purdue.edu/apomixis/).
Tarimda apomiksinin potansiyel faydalar1 su
sekilde ozetlenebilir;

1) Apomiksi

melezlenmesi ile elde edilen kisir bireyler de

sayesinde iki farklh tiiriin

dahil olmak iizere, istenilen her bitki bireyi
genetik olarak sabitlenecek, hem eseyli hem
de vejetatif olarak iiretilen kiiltiir bitkilerinde
1slah
olanak saglanacaktir. Bu sayede, biyotik

(hastalik, zararh gibi) ve abiyotik (kuraklik,

yeni stratejilerinin  gelistirilmesine

don gibi) stres sartlarina kars1 direng
saglayacak genler tamamen yabanci tiirlerden
kiltiir  bitkilerine aktarilabilir.  Ayrica,
Triticale (bugday ve arpa melezi) gibi 2 ya da
daha fazla tiirden arzu edilen oOzellikleri
tasiyan iistelik eseyli olarak fertil yeni kiiltiir
bitkisi varyeteleri elde edilecektir (Oettler vd.,
2003). Apomiksi, 1slah siireclerinde bitki
familyas1 temeline bagli stratejileri birey

bazina cgevirecektir.

2) Apomiksi, hemen hemen biitiin kiiltiir

bitkilerinden simirsiz sayida hibrit cesit

eldesini, verimli atasal hatlarla bu hatlardan
tliretilen hibritlerin devamim1 ve biiyiik
Olceklerde {iretimini hizlandiracaktir. Bu
hibrit
gelistirilmemis ¢ok sayida kiiltiir bitkisi i¢in

durum daha Once teknolojisi
bir devrim olacaktir. Bu sayede, 6zel bir 1slah
programi ile elde edilmis F, hibritlerin
genotipleri sabitlenecek, tohumlar klonal
olarak siirekli ve ucuz bir sekilde tiretilecektir.
Apomiksi hibrit tohum iiretiminde maliyeti
azaltacaktir.  Tozlasma ve  dollenme
aksakliklar1 nedeniyle meydana gelen iiriin
Hibrit

tohumlar, dogrudan iireticiler tarafindan

kayiplarimin  Oniline  gecilecektir.
cogaltilacaktir. Bircok kiiltiir bitkisinde verim
(ploidi

artmaktadir.

ve kalite kromozom sayisinda
seviyesinde) katlanma ile
Apomiksi sayesinde yeni ploidi seviyeleri

kolaylikla devam ettirilecektir.

3) Su anda bircok sebze, meyve agaci ve siis
bitkisinin klonal c¢ogaltilmasinda kullanilan
doku kiiltiirleri gibi pahali ve zaman alici
vejetatif cogaltimdan kacinmay
saglayacaktir. Apomiksi celikle ¢ogaltmanin

yerini alacaktir.

4) Apomiksi sayesinde yetistirme kosullari,
patojen popiilasyonu ve pazarlama ihtiyacina
gore etkili olabilecek hizli ve esnek bitki 1slahi

yapilabilecektir.

5) Vejetatif olarak iiretilen patates, kasava,
tath patates ve yam gibi kiiltiir bitkilerinin
gercek tohumla cogaltilmasina ve bu sayede
iiretim  esnasinda

vejetatif tasinan

hastaliklara engel olunacaktir.
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erkek kasir

transgenik

6) Otonom apomiksinin

varyetelere  aktarilmasi ile

karakterlerin yayilmasi engellenecektir.

7) Gelismekte olan iilkelerde siirdiiriilebilir

tarima faydalar saglayacaktir. Ornegin,
kendine dollenen celtik ve bugday varyeteleri
olarak
hibrit

varyetelerin kullanilmasi ile verim %15-30

bircok iilkede kendilenmis hat

iiretilmektedir. Buna  karsin
oraninda artacaktir. Bu sayede diinya niifus
cogunlugunun gida olarak kullandig1 bircok
kiiltiir bitkisinde verim artisina sebep

olacaktir.

Apomiksinin kiiltlir bitkilerinin 1slah1 i¢in
yukarida belirtilen faydalarinin gercege
donlismesi icin hala bircok temel ve

uygulamali aragtirmanin yapilmasi
gerekmektedir. Buna ek olarak, ekonomik ve

sosyal bircok konu da goz ard1 edilmemelidir.
1.3. Cicekli Bitkilerde Eseyli Ureme
Cicekli bitkilerde

gecirmis gametlerin olusumu ve fiizyonlarim

eseyli ilireme mayoz
gerektiren bir siirectir. Disi gamet olusumu ve
dollenme ovul (tohum taslagy) adi verilen 6zel
ireme organinda meydana gelir (Drews vd.,
1998). Genelde ovul icerisindeki tek bir hiicre
(megaspor ana hiicresi) mayoz boliinmeye
ugrayarak  kromozom

sayis1  yariya

indirgenmis 4 spordan ibaret tetrad
olusturur. Bunlardan sadece genellikle faal
olan bir tanesi mitotik boéliinmelerle disi
gametleri iceren olgun embriyo kesesine
doniisiir. Erkek gametler ise anter ad1 verilen
iireme organinda mayoz sonrasinda meydana
gelir. Ardindan embriyo kesesi igerisindeki

yumurta hiicresi bir sonraki jenerasyonu

verecek embriyoyu ve merkezi hiicre de
tohum gelisme ve cimlenmesi igin gerekli
endospermi olusturmak iizere erkek gamet
(sperm) ile dollenir. Angiospermlere o6zgii
cifte dollenme olarak bilinen bu olay
tozlasmadan hemen sonra meydana gelir.
Dollenme eseyli iiremede embriyo ve
endosperm tasiyan bir tohumun olusmasi icin

mutlaka gereklidir.

Eseyli iiremeyi genetik ve molekiiler seviyede
¢ok 1iyi
tanimlanmais iki model organizma mevcuttur;

incelemek icin  giliniimiizde
Arabidopsis thaliana ve Zea mays (misir).
Her iki organizma ic¢in de bir¢cok molekiiler
biyoloji teknigi hali hazirda uygulanmaktadir.
Ayrica, misir hem tarimsal agidan degerli bir
kiiltiir bitkisi oldugu icin hem de apomiktik
bir yakin akrabaya (Tripsacum dactyloides)
sahip oldugu icin apomiksi arastirmalarinda
0zel bir yere sahiptir. Apomiksi genlerinin 7.
dactyloides bitkisinden misira aktarilmasi
icin tilirler arasi melezlenme calismalari
baglatilmistir (Leblanc vd., 1995a; Kindiger
vd., 1996; Sokolov vd., 1998; Blakey vd.,
2001; Grimanelli vd., 2003). Diger yandan,
Brassicaceae familyasina dahil olan A.
thaliana ise hizli hayat dongiisii, ¢cok sayida
mutant1 ve genetik dizilisi tamamen ortaya
cikarilmig kiiciik genomu sayesinde eseyli
tireme sistemlerini de kapsayan bir cok
biyokimyasal ve gelisimsel siirecler igin
model organizma olarak kabul edilmektedir.
A. thaliana bitkisinde ovul ve disi gametofit
gelisimi ayrintilh  sitolojik ve genetik
aragtirmalar baglatilmistir (Schneitz vd.,

1995; Schneitz vd., 1997; Schneitz, 1999).
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1.4. Apomiktik Ureme Mekanizmalar

Hem eseyli hem de apomiktik bitkilerde
tohum ¢icekli bitkilerin iireme organlar
ovaryumlarda gelisir. Buna karsin apomiktik
siireclerle gelisen bir tohumda eseyli iireme
sirasinda yukarida aciklanan adimlardan
bircogu ya atlanir ya da degistirilir. Bilinen
apomiksi siire¢lerinin 3 onemli ortak elemani

vardir;

1) Apomiktik bitkilerde embriyo kesesi
gelisimde, eseyli tiremede haploit (kromozom
sayis1 yariya indirilmis) gamet (n) olusumuna
yol acan temel adim mayoz boliinme
gerceklesmez. Buna ragmen, kromozomlar
ana (maternal) bitki ile ayn1 say1 ve icerikte
olan embriyo kesesi (2n) ve yumurta hiicresi
(2n) gelisir (apomayoz). Mayoz gegirmemis
embriyo kesesi ve yumurta hiicresi olusumu

apomiksinin ilk temel elementi olarak bilinir.

2) Mayoz gecirmemis yumurta hiicresi
dollenme olmaksizin ¢ok hiicreli embriyoya
ikinci temel

doniiglir. Apomiksinin bu

elementi partenogenez olarak bilinir.

3) Mayoz gecirmemis embriyo kesesinde
merkezi hiicreler ya kendiliginden (otonom)
ya da dollenme (pseudogami) ile endospermi
gelistirirler (Koltunow, 1993; VielleCalzada
vd., 1996). Apomiktik bazi bitkilerde hem
embriyo hem de endosperm dollenmeye
ihtiyac duymadan kendiliginden gelisir. Bu
tip Dbitkilerin iireme sekilleri otonom
apomiksi olarak bilinir. Buna karsin, baz
apomiktiklerde ise endospermin olusmasi
icin dollenme sarttir. Pseudogamik apomiksi
olarak bilinen bu iireme seklinde yumurta
embriyoya

hiicreleri kendiliginden

doniiglirken merkezi hiicreler endospermi
olusturmak icin dollenmeye ihtiya¢c duyar.
Tohumda endosperm embriyo yakininda
bulunan karbonhidrat ve proteince zengin
hiicrelerden olusur. Endosperm tohumda
hem embriyonun gelisimini tamamlamasi
icin hem de ¢cimlenme sirasinda gerekli enerji

ihtiyacini kargilamak icin kullanilir.

farkh

tanimlanmistir; Sporofitik ve gametofitik

Giiniimiizde apomiksinin iki tipi
apomiksi. Sporofitik apomikside embriyo,
embriyo kesesi disinda yer alan mayoz
gecirmemis sporofitik hiicrelerden direk
koken alir (adventif embriyoni). Adventif
embriyolara koken veren bu sporofitik
hiicrelere embriyo onciil hiicreleri ad1 verilir.
Embriyo onciil hiicreleri olgun oviillerin
nusellus ve ic¢ integiiment adindaki iki
somatik dokudan farklilasirlar ve genellikle
diger hiicrelerden yogun sitoplazmalari,
diizensiz sekilli nukleuslar: ve biiyiikliikleri ile
kolaylikla ayirt edilebilirler. Embriyo onciil
hiicreleri daha sonra mitoz ile globular sekilli
cok sayida embriyo olusturur. Buna ragmen
sporofitik apomiktik tiirlerde de eseyli
siirecler takip edilerek bir embriyo kesesi
olusur. Adventif embriyolar ise ancak eseyli
embriyo kesesinin dollenmesi sayesinde
gelisen endosperm ile desteklendigi takdirde
gelisebilir. Bu nedenle, sporofitik apomiksi
birden

tohumlarin olusmasina yol acar. Adventif

fazla sayida embriyo iceren
embriyoninin 06zellikle nusellar formu daha
yaygindir ve Citrus tiirlerinde nasil olustugu
vd.,  1995).

Apomiktik Citrus tiirlerinde, eseyli ve

aciklanmistir  (Koltunow

apomiktik siirecler aym1 oviil igerisinde
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olusur. Eseyli embriyo kesesine ait yumurta
ve merkezi hiicreler sirasiyla embriyo ve
endosperm olusturmak icin dollenirken,
niiseller  embriyolar  zigotik  embriyo
etrafindaki niisellar dokudan kendiliginden
gelisirler. Bu tiir ovullerde eseyli embriyolarin
biiytimeleri dursa bile aseksiiel embriyolar
endosperm tarafindan beslenmeye devam

edecekleri i¢in gelisimlerini siirdiiriirler.

Gametofitik apomikside ise embriyo kesesi
ovul icerisindeki diploid bir hiicreden
apomayoz olarak da bilinen bir mekanizma ile
mayoz olmadan gelisir. Bu tiirlerde yumurta
hiicrelerinden embriyo dollenme olmadan
(partenokarpi) gelisirken, endosperm igin
baz tiirlerde merkezi hiicrelerin dollenmesi
bazilarinda

Gametofitik

(pseudogami) gerekli iken,

otonom olarak gelisebilir.
apomiksi Diplospori ve Apospori adinda iki
farkli mekanizmadan olusur. Her iki siire¢ de
adventif embriyoniden farkhh olarak ovul
gelisiminin erken safhasinda disi gametifit
gelisiminde

modifikasyonlar sonucu

meydana gelir. Gametofitik apomikside
embiyo kesesi tiiriine bagh olarak en az 9
farkli sekilde meydana gelir. Bunlar Allium,
Blumea, Elymus,

Taraxacum, Ixeris,

Antennaria, Hieracium, Eragrostis ve
Panicum tipi embriyo kesesi gelisimi olarak
bilinirler (Crane ve Carman, 1987; Kojima ve
Nagato, 1992; Leblanc vd., 1995b; Naumova
ve Willemse, 1995; Koltunow vd., 1998). Bu
tlirlerde embriyo ve endosperm ise yine en az
5 farklh yolla olusabilmektedir. Dolayisiyla
her biri tiire 0zgii olmak sart1 ile en az 45
farklh gametofitik apomiksi tipi teorik olarak

miimkiindiir. Bununla birlikte genellikle

diplospori, megaspor ana hiicresi farklilastig:
anda apospori ise daha sonra olusur ve
(2n) bu

gelir.

embriyo mayoz gecirmemis

megagametofitlerden meydana
Diplosporide apomayotik hiicre diploit (2n)
bir megaspor ana hiicresinden koken alir ve
bu hiicre ya mayoza baslar fakat mayoz cok
erken sathada durur (mayotik diplospori) ya
da direk mitotik siireclerle (mitotik
diplospori) kromozom sayisi indirgenmemis
embriyo kesesini (2n) olusturur. Diplospori
Taraxacum officinale, Boechera tiirleri,
Erigeron annuus ve Tripsacum dactyloides
tlirlerinde goriiliir. Aposporide ise embriyo
ovul icerisinde megaspor ana hiicresi disinda
ad1

hiicrelerden gelisir (Grimanelli vd., 2001).

apospor onciilleri verilen somatik
Apospor oOnciilleri ovul gelisimi sirasinda
farkl zamanlarinda meydana gelirler. Ayrica,
Brachiaria tiirlerinde oldugu gibi bir ovul
icerisinde mayotik (n) ve aposporik (2n)
embriyo kesesi bir arada bulunabilecegi gibi,
Hieracium ve Pennisetum tiirlerinde oldugu
gibi aposporik embriyo kesesi gelisimine
devam ederken mayotik embriyo kesesi
genellikle dejenere olur (Naumova vd., 1993;
Lutts vd., 1994; Sherwood vd., 1994; Anton

ve Connor, 1995; Naumova ve Willemse,

1995;
Bonilla ve Quarin, 1997;

Nogler, 1995; Martonfi vd., 1996;
Carman, 1997;
Koltunow

Naumova, 1997; Peel vd., 1997;

vd.,, 1998; Ma vd., 2004). Gametofitik
apomiksi ile iireyen tiirlerin neredeyse
tamami poliploiddir (Carman, 1997). Buna
karsin, ayni tiiriin egeyli bireyleri ya da yakin
akrabalar1 genellikle diploittir. Poliploidi ile
gametofitik apomiksi arasindaki iligki tam

olarak aciklanamamistir. Fakat, apomiksi
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genlerinin  diploit  kiiltiir ~ bitkilerine Apomiksi ic¢in 6nerilen basit kalitm modeli
aktarilmasinda  poliploidi  seviyelerine yiizyihn geri kalan kisminda konu ile ilgili

mutlaka dikkat etmek gerekir.

1.5. Apomiksinin Orijini ve Genetik
Kontrolii

Apomiksinin genetik diizenlenmesi ve evrimi
gecen yiizylldan bu yana bilim adamlari i¢in
yiizyilin
baslarinda bir¢ok biyolog apomiksiye tiirler

merak  konusudur. Yirminci

araslt melezlemenin (interspesifik

hibridizasyon) sebep oldugunu, genlerin ise
Cogu
olmasi

ise karismadigim
bitkinin

diisiinmekteydi.
apomiktik poliploid
apomiksinin genom katlanmalar1 ya da
hibridizasyon olaylarinin sonucunda ortaya
ciktigim1  diisiindiirmiis olsa da apomiksi
sadece poliploidi ile aciklanamamaktadir
1997).
apomiktikler poliploid degildir. Fakat 2o0.
yiizyilin
genlerin varhigini isaret ederek bu hipotezi

(Carman, Her seyden oOnce tim

ortalarina dogru arastirmalar

cliriitmiistiir (Marshall ve Brown, 1981;
Mogie, 1988; Rieseberg ve Noyes, 1998).
Bunu takip eden donemlerde arastirmacilar
apomiksiye bir¢cok genin sebep oldugunu
diisiiniirken, kanitlar yine tam tersini isaret
etmistir. Apomiktik bireylerin polenleri ile
eseyli bireylerin melezlemelerden elde edilen
genetik acilm kamitlara gore, apomiksi
sadece dominant 1 veya bazen de 2 gen
basit bir
edilmekteydi (Nogler, 1995;

aracithgr ile kahitimla idare
Barcaccia vd.,
1998; Bicknell vd., 2000). Bircok cigekli bitki
ailesinde farkli apomiksi mekanizmalarinin
gozleniyor olmas1 apomiksinin bu tiirlerde

bagimsiz olarak ortaya ciktigini isaret eder.

kabul

sebep olan genler

genetikciler  arasinda gormiis,
apomiktik iiremeye
“apomiksi genleri” olarak adlandirilmistir. Bu
genlerin dogal mutasyonlar sonucunda
olustugu diisiiniilmiistiir. Bu giin ortaya ¢ikan
bu goriintiiye gore apomiksi elemanlar:
(apomayoz,  partenogenez, endosperm
olusumu) birbirinden bagimsiz bir veya daha
fazla sayida gen seti tarafindan idare
edilmektedir (Grimanelli vd., 1998a; Noyes
ve Rieseberg, 2000; Grimanelli vd., 2003;
Noyes, 2005). Buna karsin apomiksi
genlerinin basit kalitim gosterdigini agiklayan
onceki arastirmalar tekrar ele alinmistir.
Molekiiler  diizeyde

yiriitilen  bircok

arastirma ile apomiksi elemanlarindan
sorumlu genlerin ¢cogunun rekombinasyona

ugramayan kromozom bolgelerinde siiper

gen kompleksleri halinde bulundugu
ispatlanmistir (Koltunow ve Grossniklaus,
2003; Spielman vd., 2003; Pupilli vd.,

2004). Genetik analizler bu tiirlerin apomiksi
lokusunda rekombinasyonun baskilandigini
gostermistir. Mutasyon analizleri ise bir¢ok
tiirde apomayoz, partenogenez  ve
pseudogami gibi apomiksi elemanlarmin
tarafindan  kontrol

bagimsiz  lokuslar

edildigini ortaya cikarmustir. Ornegin,
Taraxacum ve Erigeron tiirlerinde diplospori
ile  partenogenezin, Hypericum, Poa,
Hieracium ve Cenchrus tirlerinde ise
apospori ile partenogenezin bagimsiz iki
edildigi

bulunmustur (Noyes ve Rieseberg, 2000;

lokus tarafindan kontrol

Albertini vd., 2001a; Catanach vd., 2006;
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Schallau vd., 2010; Conner vd., 2013).

Hieracium tiirlerinde ayrica otonom
endosperm gelisimin de diger iki apomiksi
elemanlarindan bagimsiz acihm gosterdigi

bulunmustur (Ogawa vd., 2013).

Apomiksinin, evrimsel gelisim siireclerinde
eseyli iireme siireclerinden farklilastigina

1993;
VielleCalzada vd., 1996; Leblanc vd., 1997;

dair kamitlar vardir (Koltunow,

Grimanelli vd., 2001; Grossniklaus vd.,
2001a; Koltunow ve Grossniklaus, 2003;
Tucker vd., 2003; Sharbel vd., 2010a).
Ornegin, apomiktik Hieracium praealtum
tliriinde calismalari

yapilan  delesyon

sayesinde apomayoz ve partenogenez
lokuslar1 olmayan iki farklh mutant elde
edilmistir. Bu lokuslara fenotipleri nedeniyle
LOSS OF APOMEIOSIS (LOA) ve LOSS OF
PARTHENOGENESIS (LOP)

verilmistir. Bu mutantlarda

adlar
apomayoz
lokusun kaybi nedeniyle diploid embriyo
kesesi ve apospori onciil hiicreleri olugsmamus,
bunun yerine megaspor ana hiicresi mayoz
boliinmeye baslamis ve Dbitkiler eseyli

iiremeye yonelmislerdir (Koltunow vd., 2011).

Baz1  tiirlerde apomiksi  lokusunun

heterokromatin ve tekrar dizileri ile iligkili

oldugu bulunmustur. Ornegin apomiktik

Pennisetum squamulatum tlirtinde
aposporiye 0zgli genom bolgesi  bir
kromozomun  heterokromatik  telomer

kismindadir (Akiyama vd., 2004). Benzer
sekilde, Hieracium tiirtindeki LOA lokusu ¢cok
sayida tekrar dizileri ve transpozon
bakimindan zengin bir genom bolgesindedir
(Okada vd., 2011). Bu ornekler tekrar eden
apomiksinin

kromozom yapilariin

anlagsilmasinda onemli olabilecegini isaret
etmistir. Fakat, Hieracium tiirleri arasindaki
melezleme calismalarindan LOA lokusu ile
iligkili tekrar dizilerinin apospori i¢in gerekli
olmadigini, bunun yerine genomdaki bu
elementlerin apomiksiden sorumlu genlerin
fonksiyonlar1  icin  6nemli olabilecegi
anlagilmistir (Kotani vd., 2014). Baz tiirlerde
apomiksi ile genetik olarak birlikte acilim
gosteren lokuslar incelenmis ve bu bolgelerde
onemli olabilecek baz genler belirlenmistir.
Bunlar arasinda Pennisetum ve Cenchrus
tlirlerinde celtik BABY BOOM (BBM) geni ve
Hypericum tiiriinde E3 ligaz ile benzer
protein kodlayan bolgeler sayilabilir (Conner
vd., 2008). BBM geni Arabidopsis tiiriinde
asir1 ifade ettirildiginde vejetatif dokulardan
embriyo gelisimine neden olmustur (Boutilier
vd., 2002; Schallau vd., 2010). E3 ligazin ise
embryo kesesi gelisimi ile ilgili oldugu
bilinmektedir (Juranic vd., 2012). Bunlara ek
olarak, giiniimiizde dogal apomiktik ve
bunlarin eseyli siirecler ile tohum olusturan
yakin akrabalarina ait lireme hiicrelerinde
farkli anlatima ugrayan genler yeni nesil DNA
dizi analiz ve cDNA-AFLP gibi yontemler ile
karsilastirilabilmektedir (Sharbel vd., 2010b;
Okada vd., 2013). Bu
calismalarda apomiksi siireclerinde gorev
alabilecek

calhisilmaktadir. Bununla birlikte belirlenen

Silveira vd., 2012;

genler belirlenmeye

aday genler icin fonksiyon analizleri

yapilmasi gerekmektedir.

Bir baska yaklasimda ise eseyli siirecler
araciligl ile tohum iireten Arabidopsis gibi
model bitki tiirlerinde mutasyon ile apomiksi

siirecleri ile benzer fenotipe sahip hatlar
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edilmektedir. Bu c¢alismalardaki temel

varsayim, eseyli siireclerde gorev alan
genlerin anlatimlarimin zamana ve dokuya
bagl olarak degismesi sonucunda apomiksiye
yol actigidir. Mutasyon sonrasinda apomiksi
siirecleri ile benzer fenotip sergileyen cok
sayida aday gen belirlenmistir (Hand ve
Koltunow, 2014). Bunlar arasinda en dikkat
cekici olan, Arabidopsis dyad mutantlaridir.
dyad mutantlarinda apomayoza cok benzer
bir sekilde mayoz aksadig: i¢in 2n kromoza
sahip gametler tiretilir (Ravi vd., 2008). Buna
karsin, bu genin diplosporik Boechera
tlirlerindeki homologuna ait genom dizileri
incelendiginde benzer bir mutasyonun dogal
apomiktik tiirlerde olmadigr anlasilmistir
(Sezer vd., 2016). Bunlara ek olarak, 3 farkl
gen (SPO11-1, REC8 ve OSD1) i¢in mutasyon
tasiyan ve Arabidopsis MiMe (Mitosis
instead of Meiosis) olarak bilinen genotipe
sahip hatlarda apomayoza ¢cok benzer sekilde
mayoz yerini mitoza birakmistir. MiMe
genotipine sahip bitkiler daha sonra CENH3
gen anlatimi modifiye edilmis diger
Arabidopsis bitkileri ile melezlenmistir. Bu
melezleme sonrasinda CENH3 genindeki
modifikasyondan dolay1 ebeveyn bitki
genomlarindan biri elenmis ve ana bitki ile
genetik 6zdes doller elde edilmistir (Ravi ve
Chan, 2010; Marimuthu vd., 2011). Daha
sonra, MiMe genotipinin sadece SPO11-1 geni
ile degil ayni zamanda rekombinasyon
baslatilmasindan sorumlu PRD1, PRD2 veya
PRD3/PAIR1 gibi diger genler kullanilarak da
elde edilebilecegi bulunmustur (Mieulet vd.,
2016). Bir model organizma olan Arabidopsis

tiiriinde geistirilen MiMe teknolojisi, ilk kez

celtik gibi tarimi yapilan ve ekonomik 6neme
sahip bir kiiltiir bitkisine de aktarilmistir.
Celtikte oncelikle rekombinasyona engel olan
(pairi), kardes komatidlerin ayrilmasina izin
veren (Osrec8) ve mayoz 2 agamasini ortadan
kaldiran (Ososd1) 3 farkli mutant elde edilmis
ve melezleme yolu ile bu mutasyonlar1 bir
arada tasiyan iicli mutantlar elde edilmistir.
Bu mutantlarda MiMe genotipi saglanmis ve
basarih bir sekilde apomayoz benzeri bir
mekanizma ile diploit gametler iiretilmistir.
Buna karsin heniiz, Arabidopsis tiirlinde

uygulanan genom elenmesi celtik gibi

monokotiledon bir bitkiye heniiz
aktarilmamistir (Mieulet vd., 2016).
Bu calismalardan farkli olarak eseyli

siireclerde gorev alan genleri kontrol eden
epigenetik diizenlemelerin apomiksiye yol
bilgiler de
mevcuttur. Epigenetik yolaklarda gorev alan
ARGONAUTE 9, RNA POLYMERASE 6 ve
SUPPRESSOR OF GENE SILENCINGS3 gibi
Arabidopsis genleri ile misir bitkisi DNA
METHYLTRANSFERASES (DMTi02 ve
DMTi03) ve AGOi104  genlerindeki

mutasyonlar apomiksi benzeri fenotiplere yol

acabilecegini isaret eden

acmistir (Garcia-Aguilar vd., 2010; Olmedo-
Monfil vd., 2010). Misir dmt102 ve dmti103
mutant hatlarinda diploid kromoza sahip
gametler ile ¢oklu embriyo kesesi gelisimi
DNA

Methyltransferaz kodlayan genlerin apomiksi

gozlenmis olup bu sonuglar

icin Onemli olabilecegini isaret etmistir
(Garcia-Aguilar vd., 2010). Buna ek olarak,
diploid

tirlerinde yapilan bir

Boechera
DNA

Metiltransferaz gen anlatimlarinin iireme

apomiktik ve eseyli

calismada
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sekline bagh olarak farkhlik gosterdigi ve bu
durumun o6zellikle endosperm gelisimde
epigenetik diizenlemelere yol acabilecegi

onerilmistir (Taskin vd., 2017).

Ozetle, genetikgiler basit kalitim modelinden
elde ettikleri bulgularla
apomiktik kiiltiir bitkileri

aragtirmalarin
elde etmeye
yonlendirecek mali destek bulmuslar ve
belirtilen

asagida arastirmalar:

baslatmiglardir;

1) Kiiltiir bitkilerine yakin akraba dogal
apomiktik tiirlerden apomiksi genlerinin
klasik 1slah yontemlerinden tiirler arasi

melezleme (intogression) ile aktarilmasi.

2) Dogal apomiktik tiirlerden apomiksi
genlerinin molekiiler klonlanmasi ve daha
sonra uzun vadede bu genlerin kiiltiir
bitkilerine

genetik  transformasyonlarla

aktarilmasi.

3) Eseyli bir tiirde mutasyon veya genetik
mithendisligi araciign ile yeni apomiksi
genlerinin olusturulmasi ve uzun vadede bu
kiiltir ~ bitkilerine

genlerin genetik

transformasyonlarla aktarilmasi.

Buna karsin, bu programlarin higbiri heniiz
apomiksi genlerinin herhangi bir kiiltir
bitkisine veya model tiire aktarilmasinda
basarili olamamigtir. Temel hedefin heniiz
basariya ulasmamis olmasina ragmen son
yillar  icerisinde apomiksinin  genetik
diizenlenmesi ile ilgili ¢cok daha net bir

gorlintii ortaya ¢itkmgtir.

1.6. Apomiksi ve Genetik Etiketleme
(Imprinting)

Cicekli bitkilerde tohum cifte dollenme ile
meydana gelir. Embriyo tozlasmadan hemen
sonra bir sperm niikleusunun yumurta
hiicresini, endosperm ise ikinci bir sperm
niikleusunun merkezi hiicreyi dollemesi ile
olusur. Tiirlerin cogunda yumurta hiicresi ve
merkezi hiicreler disi lireme organlarinda
ayn1 kokenden geldikleri icin genetik olarak
estir. Aynm sey her iki polen niikleusu i¢in de
gecerlidir. Bu durumda embriyo ve
endosperm dokular1 da genetik olarak estir.
Fakat aralarindaki tek fark, genomlarindaki
kromozom set sayilarimin farkli olmasidir.
Embriyo biri anasal (maternal:1m) digeri
babasal (paternal:1p) iki set kromozomdan
diploit  bir (1m:1p),

endosperm ise ikisi anasal (2m) ve digeri

olusan genoma
babasal (1p) triploit bir genoma (2m:1p)
Cogu bitkide

dokusundaki maternal:parental

2m:1p’den farklh olmasi tohum kaybia yol

sahiptir. endosperm

oraninin

acar. Clinkii bu orandan sapmalar endosperm
gelisimini engeller. Embriyo ise endosperm
tarafindan beslenemedigi
sebebi,

kokeni’ne (parent-of-origin) gore gelisim

icin gelismez.
Bunun endospermin  ebeveyn-
gostermesidir (Vinkenoog vd., 2000). Bir
baska deyisle, endosperm gelisimi ebeveynce
etiketlenmis genler (parentally imprinting
genes) tarafindan kontrol edilir (Haig ve
Westoby, 1991; Chaudhury vd.,

Grossniklaus vd., 2001b; Vinkenoog vd.,

2001;

2003). Bu durum ozellikle farkh ploidi
seviyelerine (kromozom set sayisina) sahip

bireyler melezlendiklerinde ortaya cikar.
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Ornegin, ana ebeveyin diploid (2x) bir bitki,
baba ebeveynin ise tetraploid (4x) oldugu
melezlemelerde  endosperm  dokusunda
mitotik aktiviteler artar, mikropilar ve kalazal
bolgede hiicre yigilmalari meydana gelir.
Oysaki bunun tam tersi melezlemede (4x X
2x) mitotik aktivite ve hiicre yigilmalar1 ¢ok
azdir. Bunun sonucunda da bircok bitki
tiriinde 2x X 4x ve 4x X 2x melezleri tohum
baglayamazlar. Fakat bu tiir melezlemelerde
endospermin belirli bir asamaya kadar
biiyiimesi endosperm gelisiminde ebeveyn-
kokeninin onemli oldugunu ortaya koyar.
Cicekli bitkilerde bu durum

zitlasma (parental conflict) teorisi ad1 altinda

ebeveyn-

aciklanmigtir (Haig ve Westoby, 1991). Bu
modele gore endosperm gelisimi iizerine
anasal ve babasal kokenli aleller zit etkiye
sahiptir. Fazladan babasal genom, tohumda
aym1 zamanda polen ebeveyn kokenli alel
ifadesinde artisa neden olacag1 icin tohum
biiytikliigii de artar. Fazladan anasal
genomsa, tohumda sadece ana ebeveyn
kokenli allel ifadesi artisina sebep olacag i¢in
tohum biiyiikligii smirlamir. Arabidopsis
thaliana ile yapilan arastirmalar bu teoriyi
dogrulamistir. Ciinkii A. thaliana gibi bazi
bitkilerde 2x X 4x ve 4x X 2x melezlemeleri
boyutlar1 birbirinden farkli da olsa canh
tohum olugmaktadir. Fazladan iki kat babasal
genom iceren Arabidopsis tohumlar1 biiyiik
endosperm  ve

embriyo  olustururken,

fazladan iki kat anasal genom
bir etki

2001).

iceren

tohumlarda ise tam tersi SOz

konusudur (Vinkenoog ve Scott,
Clinkii etiketleme (imprinting) endosperm
anasal ve babasal

yapisina  katilan

genomlardaki baz alelleri susturur (silence).

Sonu¢ olarak, ebevenyler endosperm
genomuna farkh sayida aktif alelle katilirlar.
Bu giin, babasal kokenli alellerin etiketleme
nedeniyle dollerde biiyiimeyi tesvik ettigi,
anasal kokenli allenlerin ise tam tersi bir
etkiye yol actigina dair molekiiler ve fenotipik
kanitlar mevcuttur (Haig ve Westoby, 1991;
Alleman ve Doctor, 2000). Etiketleme ¢icekli
bitkiler

goriilmektedir.

disinda memelilerde de

Gametofitik apomiksi ile ireyen bitkilerde ise
disi gametler apomayoz sonrasi olustugu icin
kromozom sayilar1 ana bitki (2m) ile estir.
Buna karsin, ¢ogu gametofitik tiir mayoz
gecirmis polen (1p)’de iiretebilir. Dolayisiyla,
bu  bitkilerin  bazilarinda  tohumlar
pseudogamik endosperme (4m:1p) sahiptir.
Pseudogamik endosperm, anasal kokenli iki
merkezi hiicrenin (4m) babasal kokenli bir
sperm niikleusu (1p) tarafindan dollenmesi
sonucu olusur. Eseyli bitkilerin aksine
endosperm genomunda 2m:1p oranindaki
sapmay1 tolere edebilen apomiktik tiirler
fertil tohum olusturabilmektedir. Biiyiik bir
ihtimalle bu tiirlerin evrimsel gelisimleri
sirasinda genetik etiketleme sistemlerinde
degisiklikler meydana gelmistir (Spielman
vd., 2003). Yine de baz1 apomiktik tiirlerde
endosperm genomundaki 2m:1p orani
alternatif gamet olusum ve dollenme siirecleri
sayesinde korunmustur. Fakat bazilarinda ise
ebeveyn genomlar: arasindaki hassas dengeye
gereksinim tamamen ortadan kalkmigtir.
Otonom apomiktik olarak bilinen bu tiirlerde
(4m:op)  babasal

olmaksizin gelismektedir. Daha oOnce de

endosperm katilim
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belirtildigi gibi, eseyli tiirlerde, endosperm
gelisimi sadece babasal kokenli genlerin ifade
edilmesi ile tesvik edilmektedir. Bu durumda,
otonom endospermde aymi gorevi anasal
genom Kkokenli genler iistlenmelidir. Bir
bagka deyisle, biiylik bir ihtimalle otonom
apomiktiklerde anasal etiketlenme ortadan

kalkmistir (Vinkenoog ve Scott, 2001; Taskin

vd., 2009).

1.7. Kiiltiir Bitkilerine Apomiksinin
Aktarilmasti

Apomiksi genlerinin  kiiltiir  bitkilerine

aktarilmas1 i¢in giiniimiizde arastirmalar
hem dogal apomiktik tiirler hem de model
eseyli bitki tiirleri iizerinde yogunlasmistir.
Bunlar arasinda en cok c¢alisilan tek cenekli
(monokotiledon) dogal apomiktik bitki tiirleri
pseudogamik apospori ile lireyen su siniflara

girerler;

Panicum (Chen vd., 1999), Pennisetum ve
Cenchrus (Roche vd.,
(Pessino vd., 1997;

1999), Brachiaria
Pessino vd., 1998),
Paspalum (Martinez vd., 2001; Martinez vd.,
2003) ve Poa (Naumova vd., 1999; Albertini
vd., 2001b).

Pseudogamik diplospori ile lireyen tek ¢cenekli
bitki tiirleri ise Tripsacum sinifina girerler
(Leblanc vd., 1995b; Grimanelli vd., 1997;
Grimanelli vd., 1998b; Sokolov vd., 1998;
Grimanelli vd., 2003).Uzerinde en cok
bitki simiflar1 ise

calhigilan iki cenekli

sunlardir;

Otonom diplosporik Taraxacum ve Erigeron
(Tas ve Van Dijk, 1999; Van Dijk vd., 1999;
van Baarlen vd., 2000; van Dijk ve Bakx-

Schotman, 2004; Noyes ve Allison, 2005).

Otonom apospori ile iireyen Hieracium
(Koltunow vd., 1998, 2000). Pseudogamik
apospori ile lireyen Hypericum perforatum
(Matzk vd., Matzk vd.,
Pseudogamik diplospori ile lireyen Boechera
1989; 1995;
Sharbel ve Mitchell-
Olds, 2001; Taskin vd., 2004, 2009).

2001; 2003).

(Roy ve Rieseberg, Roy,

Naumova vd., 2001;

Bunun karsihiginda, Arabidopsis ve misir gibi
birgok
kolaylikla uygulandig: bitki tiirleri ise eseyli

molekiiler  biyoloji  tekniginin

iireme icin model organizma olarak

kullanilmaktadir.

Apomiksiyi tarimsal agidan kullanilabilir hale

getirmek icin yapilan ilk calismalarda

birbirine yakin tiirler arasinda melezlemeler

yapilmistir.  Tirler arast  melezleme
programlarinin amaci dogal apomiktik
tirlerden  kiiltiir  bitkilerine  apomiksi

genlerini tasiyan miimkiin olan en kiiciik
kromozom parcasim aktarmaktir. Ornegin
apomiktik Tripsacum ile yakin akraba eseyli
bitkileri

yapilmistir.

arasinda melezlemeler
Molekiiler
kullanilarak Tripsacum tiirtinde apomiksiyi

bitkisine

misir
isaretleyiciler
kontrol eden lokusun musir
aktarildig1 gosterilmistir (Leblanc vd., 1996).
bir

Pennisetum squamulatum

Yine benzer calismada, apomiktik
ile eseyli P.
glaucum (pearl millet) arasinda yapilan
melezlemelerden obligat apomiktik bir hat
elde edilmistir. Ayrica, P. squamulatum
genomunda yakin eseyli akrabalarinda
gozlenmeyen apomiksi ile ilgili bir bolge
oldugu gosterilmistir (Ozias-Akins vd., 1998).
Bugday ve apomiktik yakin akrabas1 Elymus

rectisetus arasinda yapilan melezlemeler
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sonucunda ise sadece apomiksi
elementlerinin ifade oldugu gorilmiistiir
(Peel vd., 1997). Buna karsin, bu calismalar
apomiksi oOzelliginin kaybolmas1 ve tohum
baglamada baz1 sorunlar ile kars1 karsiya
Ozellikle

karsilasilan sorunlarin kokeninde endosperm

kalmistir. tohum baglamada
problemi yatmaktadir. Ciinkii bu melezlerin

endospermlerinde = mayoz  gecirmemis
merkezi hiicrelerin (4m) eseyli bir sperm
hiicresi (1p) ile dollenmesi nedeniyle ebeveyn
kromozom setleri arasinda olmasi gereken
denge (2m:1p) ortadan kalkmis, endosperm
yeterince gelisememistir (Morgan vd., 1998;

Grimanelli vd., 2001; Spillane vd., 2001).

Apomiksi genlerinin haritaya-dayali (map-
based) klonlanmasi olduk¢a umut vericidir.
Fakat

getirmektedir.

beraberinde baz1 sorunlar
Molekiiler

ile ilgili bolgenin Pennisetum

isaretleyiciler
apomiksi
squamulatum genomunda rekombinasyona
ugramayan 50 Mbp biiyiikliigiinde bir yer
kapladigim1 gostermistir (Roche vd., 2002).
sekilde

Paspalum, Poa pratensis ve Brachiara

Benzer Tripsacum dactyloides,
tlirlerinde de apomiksiden sorumlu bolgenin
rekombinasyona ugramadigi gosterilmistir
(Grimanelli vd., 1998b; Pessino vd., 1998;
Albertini vd., 2001b; Blakey vd., 2001;
Martinez vd., 2001). Apomiksi genlerinin bu
bitkilerin genomlarinda rekombinasyona
ugramayan bir bolgede bulunmasi haritaya-
klonlama siireclerini

bu Dbitkilerin

dayah
zorlagtirmaktadir.  Ayrica,
poliploid olmalar1 ve genomlarinda c¢ok
sayida tekrarlanan baz dizileri icermeleri de

sorunlara yol agmaktadir.

Apomiksiyi kontrol eden siiregler hakkinda
bilgi edinmenin bir yolu da eseyli siireclerle
ireyen tiirlerde apomiksi elemanlar1 gosteren
mutantlar1 analiz etmektir. Bu amag
dogrultusunda, giiniimiizde en ¢ok calisilan
eseyli model tiir A. thaliana olmustur. Bircok
laboratuvarda, dollenme gerceklesmedigi
halde tohum gelisimine izin veren A. thaliana
mutantlar1 tespit edilmeye calisilmistir. Bu
taramalarda A. thaliana erkek steril mutant
hatlar Erkek

mutantlarda yapilan bu yogun taramalarda

tercih  edilmistir. steril
fenotip olarak pistil boyu kullamlmistir.
Normalde A. thaliana ciceklerinde pistiller
dollenme gerceklesmeden uzamaz. Dollenme
olduktan sonra ise pistiller uzayarak meyva

(bakla) olusturur. Erkek steril mutantlarda

ise normalde pistii boyu dollenme
gerceklesmedigi icin uzamaz. Bu mutantlarda
pistii boyunda uzamaya ancak tohum

gelisimine yol acacak ikinci bir mutasyon
sebep olabilir. Pistil boyu ayrica binlerce
mutant bitki arasinda aranilan ozelliklere
sahip bireyleri kolaylikla tespit etmeyi
maddi
engelleyen bir fenotiptir. Bu arastirmalarda
bir farkli  erkek

kullanilmistir; stamen

saglayarak zaman ve kayiplar1

cok steril mutant
olusturamayan
pistillata (pi) mutantlar1 (Koltunow vd., 1995;
Chaudhury vd., 1997) ve sadece yiiksek nem
iceren ortamlarda fertil erkek steril popi

mutantlar1 (Ohad vd., 1996).

Yukarida aciklanan yontemle binlerce mutant
bitki taranmis, bunlar arasinda 3 farkh
fenotip goriilmiistiir; 1) Polen {ireten

mutantlar 2) Tohum icermeyen

partenokarpik bakla iireten mutantlar 3)
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Tohum benzeri yapilar olusturan apomiksi

elementleri ile ilgili mutantlar.

Bu calismalarin ilkinde, homozigot popi
mutantlar1 6ncelikle EMS (etil metan siilfat)
ile mutasyona ugratilmistir. Ardindan polen
olusumuna izin vermeyen bir ortamda
yetistirilen bitkiler (50 000 M1 bitkisi)
mutant fenotip i¢in taranmis, aralarinda pistil
boyu uzayanlar secilmistir (Ohad vd., 1996).
Bunlar arasinda 12 hat izole edilmis ve sadece
bir tanesinin aranilan ozellikte olduguna
karar verilmistir. Bu mutant onceleri fie
(fertilization independent endosperm
development; dollenme bagimsiz endosperm
gelisimi) olarak adlandirilmis fakat sonradan
bu fis3

development;

(fertilization independent seed
dollenme bagimsiz tohum
gelisimi) olarak degistirilmistir (Ohad vd.,
1996).

Stamen olusturmayan pi mutantlan ise ilk
once yabanil tipler ile melezlenmis, daha
sonra buradan elde edilen heterozigot F1
direk olarak mutasyona
(Chaudhury vd., 1997).

Ardindan, mutant fenotip gosteren bitkileri

populasyonu

ugratilmistir

secmek icin M2 populasyonunda stamen
olusturmayan 50 000 birey taranmigtir.
Bunlar arasinda istenilen 0zellikte 3 mutant
ile kargilagilmistir. Bu mutantlara da fis1, fis2
seed

ve fis3 (fertilization independent

development; dollenme bagimsiz tohum
gelisimi) adi verilmistir (Chaudhury vd.,
1997). Benzer sekilde izole edilen medea
mutantlarinin  ise fis1 ile ayni oldugu
bulunmustur (Grossniklaus vd., 1998b). Bu
kendiliginden

mutantlarda  endosperm

gelistigi i¢in tohum olusumu ve dollenme

birbirinden bagimsizdir. fis mutantlarina ait
tohumlarda cok hiicreli diploid endosperm
bulunur. Buna karsin, embriyo sadece fis1 ve
fis2 mutantlarinda globiiler sathaya kadar

gelisir.

FIS1/ MEDEA, FIS2 ve FIS3/ FIE genlerinin

fonksiyonu dollenme bagimsiz tohum
gelisimini  engellemektir. Bu  genler,
hayvanlarda evrimsel silire¢  boyunca

korunmus ve transkripsiyonel represor olarak
tanimlanmis Droshophila Polycomb grubu
(PcG) ile benzer proteinleri kodlarlar (Ng vd.,
2000; Grossniklaus vd., 2001b). Eger FIS
genlerinde bir mutasyon meydana gelirse
otonom apomikside oldugu gibi dollenme
olmasa bile endosperm gelisimi baslar.
Bundan dolay1, otonom apomiktik bitkilerde
endosperm gelisimi icin PcG’nin baskilayici
ozelliginin ortadan kaldirilmis olmasi gerekir.
Ayrica, FIS genleri genomik etiketleme ile
kontrol edilir; tohum gelisimde anadan gelen
FIS gen alelleri ¢cok onemli iken babadan
gelen alelleri ya hi¢c yada c¢ok az Oneme

sahiptir (Vinkenoog ve Scott, 2001).

Bu caligmalar disinda, apomiksi icin aday
olabilecek baska genler de izole edilmistir.
Dollenme olmaksizin embriyo gelisimine izin
veren bu genlerden ilki AtSERK1 genidir.
AtSERK1 normalde Arabidopsis ovul ve
embriyolarinda ifade olur. Fakat AtSERK1
gen ifadesi artirlldig1 zaman doku kiiltiiriinde
embriyogenik kallus olusumuna yol acar
(Hecht vd.,
embriyo gelisimine izin veren ikinci gen ise
BABY BOOM’dur. BABY BOOM ise tohum

gelisimi sirasinda ifade olur ve gen ifadesi

2001). Dollenme olmaksizin

artirddiginda  cesitli  vejetatif dokularda
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embriyo gelisimine sebep olur (Boutilier vd.,
Fakat bu
partenogenik

2002). genlerin  tohumda

embriyo olusturup

olusturmayacagi heniiz bilenmemektedir.

Apomiksinin kiiltiir bitkilerine hem klasik

1slah  yontemleriyle hem de genetik

miihendisligi aracihigl ile aktarilmasinda

kullanilmak  iizere = baglatilan  diger

yaklasimlar ise sunlardir;

1) Polen tiipii gelisimini veya sperm salinima
engel olacak genler izole edilmektedir. Bu
sayede fakiiltatif apomiktik bitkilerde

dollenme engellenecektir.

2) Apomiksi elementlerini uyarmak igin

embriyo  kesesine  0zgli  vektorlerin
gelistirilmektedir.

3) Tohuma 0zgiin promotorlar izole
edilmektedir.

4) Eseyli tohum olusumuna engel olmak i¢in

mayoza promotorlar izole

edilmektedir.

ozglin

5) Embriyo ve endosperm gelisimi kontrol
eden yeni genler ve bunlarin promotorlarini

izole edilmektedir .

1.8.

Embriyo Kesesi Gelisimi

Diplosporik  Apomiktiklerde

Kapali tohumlu (angiosperm) bitkilerde ovul
gelisimi bircok yontemle incelenmektedir.
Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan sitolojik
teknikler ovul-temizleme (ovul-clearing) ve
kesit almadir (Young vd., 1979; Crane ve
Carman, 1987; Naumova, 1997). Ozellikle
ovul-temizleme son zamanlarda apomiktik

bitkilerde embriyo kesesi gelisimini ortaya

cikarmada son derece basarili olmustur.
Clinkii bu teknik

boliinmeleri rahathikla izlenebilmektedir. Bu

sayesinde nukleus
tekniklere ek olarak, flow sitometri ise
embriyo ve endosperm hiicrelerinin niikleus
icerikleri (ploidi seviyeleri) hakkinda bilgi
verir (Matzk vd., 2000; Matzk vd., 2001).
Boylelikle, tohum gelisim siirecleri (apomiksi

veya eseyli lireme) ortaya cikarilabilir.
1.9. Ovul-temizleme

Bu kisimda, diplospori ile iireyen Boechera

gunnisoniana  tiriinde  ovul-temizleme

teknigi  kullamlarak  embriyo  kesesi
gelisiminin nasil incelendigi aciklanmaktir
(Taskin vd., 2004). A. thaliana ile yakin
akraba olan Boechera tiirleri apomiksi
aragtirmalar1 icin ¢ok ©nemli model bir
Cilinkii

(Brassicaceae) cinsinde cok cesitli {ireme

organizmadir. Boechera
mekanizmalari vardir. Bu cins icerisinde baz
tirler tamamen eseyli iirerken, bazilan

apomiktik olarak iirerler (Roy, 1995).

Embriyo kesesi gelisimini incelemek icin sera
kosullarinda yetistirilmis 4-5 aylik bitkilerden
aliman cicek tomurcuklar1 FAA ( Formaldehit
%40 : Etanol %70 : Asetik ast %98 ) icerisinde
48 saat boyunca karanlikta fikse edilmis,
ardindan %70’lik Etanol icerisinde 4 °C
sicaklikta Fikse

ciceklerden pistiller stereo mikroskop altinda

saklanmigtir. edilmis

ince wuclu pens ve bistrii yardimiyla
cikarilmigtir. Ardindan pistil dokular1 artan
konsantrasyonlarda Etanol serisi (%70, 80,
90 ve 100) ile 20’ser dakika boyunca
Pistiller

dehidrate edilmistir. igerisinde,

sirasiyla 1:2, 1:1 ve 2:1 oranlarinda metil

52



Erzincan Univ J Sci Tech 10(1), 2017, 38-67
Taskin

salisilat ve etanol olan karisimlarda, 1’er saat
siire ve son olarak da saf metil salisilat
icerisinde 12 saat boyunca temizlenmis ve
oviiller tek tek cikarilarak embriyo kesesi
gelisimi  incelenmistir  (ovtile-temizleme)
(Naumova vd., 1999). Temizlenmis oviiller
Nomarsky optikleri kullanilarak
incelenmigtir. Pistil boyu (ovaryumun dip
kismindan stigmanin ucuna kadar) bir cetvel
yardimu ile Olciilerek pistiller boyutlarina gore
siiflandirlmigtir.  Aynm1  bitkiye ait farkh
ciceklerden alinan pistiller boylarina (0.5-1, 1-

1.5, 1.5-2 ve 2-5 mm) gore tek tek

incelenmigtir. Toplamda ii¢ farkl bitkiden
bitki basimma en az 300 temizlenmis oviil
Nomarski optik kullanilarak incelenmistir.
Embriyo kesesi icerigi (embriyo kesesi
icerisindeki nukleus sayisi, tetrad ya da
dyadlarin veya endosperm ve embriyo

keselerinin varhigr) kayit edilmistir.

Farkl bitkilerden alinan uzunlugu 0.5-1 mm
boyundaki pistillerde oviillerin plasentadan
heniiz farklilastig1 ve megaspor ana hiicresi, i¢
ve dis integlimentler ve nusellusdan meydana

geldigi gozlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1: B. gunnisoniana oviillerinde embriyo kesesi gelisimi

Pistil Uzunlugu (mm)

Oviil Gelisim Evresi (Incelenen Oviil Sayis1)

0.5-1
1-1.5 Apomayoz (300)

1.5-2

Megaspor Hiicresi Farklilagmasi (340)

Megasporlarindan biri dejenere olan Dyad (600)

Denemede toplam 3 farkli bitkiden alinan

oviiller analiz edilmistir.

Bu erken evrede dahi oviilun bir polaritesi
vardir. Buna gore oviiliin plasenta ile
birlestigi yere kalazal (ya da proksimal) ug,
diger tarafda kalan kismina ise mikropilar (ya
da distal) ug denir. Nusellus bu tanimlamaya
gore distal ucta yer alir ve megaspor ana
hiicresine koken olacak hiicreleri igerir.
Megaspor ana hiicresi nusellusun epidermal
tabakas1 altinda bulunur ve diger hiicrelere
gore daha biiyiik bir niikleusa (2n) sahip,
genig bir hiicre olmasi ile kolaylikla ayirt

edilebilir. Diger ugda yer alan kalaza ise

heniiz farkhilagsmakta olan integiimentlere ev

sahipligi yapar (Sekil 1).

Sekil 1. B. gunnisoniana ortalama boyu 0.5-
1 mm olan pistillerde erken oviil gelisimi. DI:
Dis Integument; II: I¢ integument; MAH:
Megaspor Ana Hiicresi
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Ortalama uzunlugu 1.5 mm'ye ulasan
pistillerin 2. gelisme evresinde olduklar:
gozlenmistir (Tablo 1). Bu evrede i¢ ve dig
integiimentler nusellusu tamamen sarmis,
megaspor ana hiicresi ise apomayotik
boliinmeye ugramistir. Megaspor ana hiicresi
apomayoz sonrasl eseyli lreyen bitkilerin

aksine tetrad (n) yerine diplosporik diad (2n)

olusturmustur (Sekil 2).

Sekil 2. B. gunnisoniana ortalama boyu 1.5
mm olan pistillerde mayoz béliinme sonrasi
diad olusumu. DI: Dis Integument; II: ic

integument

Uzunlugu 1.5-2 mm’ye ulasan pistillerde ise
mikropilar ucta yer alan dyadin dejenere

oldugu gozlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3. B. gunnisoniana ortalama boyu 1.5-
2 mm’ye ulagsan pistillerde Dejenere olan
Mikropilar Megaspor: DM ile genisleyen
Kalazal Megaspor: KM.

Kalazal ucta olani ise hacimce genisleyip,
mitoz boliinmeler gecirerek, 6nce 2 (Sekil 4),
4 (Sekil 5) ve son olarak da 8 hiicreli embriyo
kesesi olusturmustur (Sekil 6).

kalazal

Sekil

megasporun mitoz boliinme gecirmesi ile

4. B. gunnisoniana

meydana gelmis, biiyiik bir vakoul (V) iceren

iki nukleuslu embriyo kesesi
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Sekil 5. B. gunnisonidna dort nukleuslu

embriyo kesesi

Sekil 6. B. gunnisoniana sekiz nukleuslu
tam olarak gelismis embriyo kesesi. PN: Polar
Sin: YH: Yumurta

nukleus, Sinerjitler;

hiicresi

Embriyo kesesi gelisimi uzunlugu 5 mm’ye
ulagan pistillerde sonlanmigtir. Bu evrede
embriyo ve endosperm belirginlesmistir
(Sekil 7).

Sekil 7. B. gunnisoniana ortalama boyu 5
mm’ye ulasan pistiller, Embriyo (Emb) ve

Endosperm (En) gelisimi

Boechera holboellii oviillerinde yapilan

incelemeler sonucunda Taraxacum tipi
diplospori gozlendigi bildirilmistir (Bocher,
1951; Naumova vd., 2001). Taraxacum tipi
diplosporide megaspor ana hiicresi mayoz
boliinmeye girer fakat, normalde olusan
kromozom eslesmesi meydana gelmez. Ilk
boliinme tamamlandiginda bir restitutasyon
nukleusu olusurken, ikinci boliinme normal
bir sekilde ilerler. Dolayisiyla mayoz sonrasi,
kromozom sayis1 indirgenmemis iki tane
hiicre (dyad) meydana gelir. Bu hiicrelerden
biri dejenere olurken digeri mitozla 8
nukleuslu embriyo kesesini meydana getirir.
Buna karsiik eseyli iireyen bitkilerde ise
mayoz 4 tane hiicre (tetrad) ile sonlanir ve bu
hiicrelerden sadece biri embriyo kesesini
gelistirir (Schneitz vd., 1995). Bu nedenle
eseyli ve apomiktik iireme arasindaki en
biiytik sitolojik fark tetradlarin yerine dyad’in
olusmasi, dyad’lardan birininin dejenere

olurken  digerinin  embriyo  kesesini
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olusturmak {izere mitoz boliinmelere devam

etmesidir (Bocher, 1951).

1.10. Tohumlarda flow sitometri

analizleri

Flow sitometri, hiicre ve mikropartikiilleri
saymak ve ayirmak icin kullanilan bir
yontemdir. Stispansiyon halindeki hiicreler
ince bir akim halinde bir kiivetten gecirilir. Bu
esnada bir 151tk (laser) kaynagl ya da
elektriksel alan kullanilarak her partikiil i¢in
bir sinyal tespit edilir. Flow sitometri son 15
yil igerisinde bitki hiicrelerinde niikleer DNA
belirlemek
Niikleer

miktarini icin  kullanilmaya
DNA bitki

hiicrelerinden ya dokularin mekanik olarak

baslanmistir.

parcalanmasi ya da protoplastlarin lizizi ile
elde edilir. Bitki nuklear DNA’s1 floresan
boyalar (DAPI gibi) kullanilarak analiz
edilmektedir. temel

Flow  sitometri,

aragtirmalardaki kullanimina ek olarak,
giinimiizde ozellikle bitki 1slahinda cesitli
alanlarda cok yararli hale gelmistir; Ploidi

seviyesini belirlemede, aneuploid bitkilerin

ac

Endosperm |18

()
Dallenme

SN

Emdospermin DNA

igerigi
Embryonun DMNA
igerigi

Déllenme

seciminde ve anter, mikrospor veya ovaryum
kiiltiirlerinden elde
dihaploid Dbitkilerin
kullanilmaktadir (Pfosser vd., 1995). Ayrica,

edilen haploid ve
tespit edilmesinde
DNA miktarlarina gore tiirler aras1 hibritleri

ve genom biiytkligii belirlemede

kullanilmaktadir. Buna ek olarak, apomiktik

bitkilerin analiz edilmesinde oldukca
faydalidir. Olgunlasmis kuru tohumlar
kullanmilarak  endosperm ve  embriyo

dokularimin ploidi seviyelerini belirlemek

miimkiindiir. Bu  sayede, incelenen
tohumlarin iireme sekilleri anlasilabilir. Bu
calismalarda ornekler cogunlukla su sekilde
hazirlanir; 1-50 tane tohum oOrnegi DNA
boyayan bir boya olan DAPI (4,6-diamidino-
2-phenylindole) ile hazirlanmis tampon

icerisinde mekanik olarak parcalanir,
ardindan da filtrelerden (30 pm) gegirilip buz
tizerinde depolanir. Hiicreler igerisindeki
DNA miktarlar1 (C degerleri) PLOIDY
ANALYZER Partecile analiz edilir (Matzk vd.,
2000; Matzk vd., 2001; Naumova vd., 2001;

Taskin vd., 2004).

Embriyo Hesesi

Mayoz Gegirmemis
(Hieracium tipi)

1sd Endosperm

Sekil 8. Eseyli veya Apomiktik iireyen bitkilerde erkek veya disi gametlerin mayoz gecirmelerine bagh

olarak meydana gelen embriyo ve endosperm hiicreleri nukleus igerigi (Matzk vd., 2000).
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Embriyo ya da endospermin ploidi seviyesi
embriyo kesesinin mayoz boliinme gecirip
gecirmemesine bagli olarak degisir. Diploit
(20) bir bitki diploit 2C (1

maternal:1paternal) embriyo ve triploit 3C

eseyli

(2m:1p) endosperm olusturur. Triploit (3C)
embriyolar kromozom sayis1 indirgenmemis
erkek (2p) ya da disi gametlerden (2m),
tetraploid 4C (2m:2p) ya da pentaploid 5C
(4m:1p) endospermle birlikte olusur (Sekil 8).
Bu nedenle, embriyo ve endosperm nukleus
DNA miktarlar arasindaki iliski goz oniine
alimarak tireme gsekilleri belirlenebilir.
Apomiktik bitkilerde apomayoz nedeniyle
embriyo kesesinde diploit (2C) yumurta ve
tetraploit (4C) polar hiicreler vardir. Embriyo
ve endosperm gelisimi icin dollenmeye
ihtiyac duymayan otonom apomiktiklerde
embriyo diploit 2C (2m:0p) endosperm ise
tetraploid 4C  (2m:2p)  seviyededir.
Endosperm olusumu i¢in dollenmeye ihtiyac
duyan pseudogamik apomiktiklerde ise
embriyo yine diploid 2C (2m:op) iken
endosperm sperm hiicresinin mayoz gegirip
gecirmemesine bagh olarak pentaploit 5C
(4m:1p, sperm hiicresi mayoz gecirmis) veya
hexaploit (4m:2p, sperm hiicresi mayoz

gecirmemis) seviyededir (Sekil 8).
2. Sonuc¢

Apomiksi yakin bir gelecekte tiim kapah
tohumlu kiiltiir bitkilerine uygulanacak bir
teknoloji olarak karsimiza cikacaktir. Bu
sayede ekonomik oOneme sahip tahillar,
endiistri bitkileri, meyve ve sebzelerde hatta
orman alanlarinda kullamilan bir¢ok bitki

tiriinde tarimsal iiretim %10-50 arasinda

artacak, hibrit tohum {iretiminde ise
masraflar1 %50 oraminda azalacaktir. Bu
etkiler ciftcilerden tohum fiireticilerine kadar
bircok tabakada tarimsal tiretim icin bir
devrim yaratacak, yeni ve giiclii pazarlama ve

endiistri stratejilerinin dogmasina sebep

1999’da
klonlamak amaci ile ii¢ ¢cok uluslu sirket ve

olacaktir. apomiksi  genlerini
Fransiz IRD (Institut de Recherche pour le
Meksika’'da ~ CIMMYT

Maize Wheat

Développement)
(International and
Improvement Center) ile 5 yillik bir ortak
calisma  baglatmistir. Pioneer Hi-Bred
(Dupont’un bir kolu), Groupe Limagrain ve
Novartis (su anda Syngenta) isimli bu
sirketler ve ayrica CGIAR (Consultative
Group on International  Agricultural
Research) destekli cok sayida uluslararasi
tarim merkezi bu projeden elde edilecek
sonuclar1 kullanmakta 6zgiir birakilmistir. Bu
projede apomiksi genleri heniiz
klonlanmamis olmasia karsin gerek cok
uluslu biiyiik sirketlerin gerekse tarim
merkezlerin ortak bir amac icin bir araya

gelmesini saglamigstir.

Apomiksi teknolojisi haksiz rekabete neden
olmayacak bir diizende, toplumlar arasinda
esit ve Ozgiirce paylasildigi takdirde diinya
katkilar:

ekonomisine beklenilen

saglayacaktir.
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