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OZ: Nar (Punica granatum L.), Tiirkiye de yetistiriciligi ve ihracati ile 6n plana ¢ikan bir meyve tiiriidiir. Anter kiiltiirii
teknigi ile i1slah calismalarinin desteklenmesi, ozellikle meyve tiirlerinde zor olan haploidizasyonun saglanmasi agisindan
onemlidir. Narda in Vitro androgenesis yontemi ile haploid bitki elde edilmesi konusunda yayina rastlanilmamistir. Bu
calismada, Izmir 1513 nar cesidinde farkll tomurcuk alum donemleri, karanlik rejimleri ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin anter
kiiltiiriine olan etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Materyal olarak 1. donem (25 Mayis-tam ¢igeklenme) ve 2. donemdeki (10
Haziran-giceklenme sonu) A tipi ¢icek tomurcuklar: kullamimigtir. Kiiltiire alinan anterlere 4 ve 6 hafta karanlik rejimi
uygulanmustir.  Kiiltiir ortami olarak MS besi ortammna eklenen BAP, 2,4-D ve NAA'min farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarimdan olusan 5 farkli ortam denenmistir. Denemelerin sonucunda uygulamalarin hem ana etkisi hem de
interaksiyonu istatistiksel acidan onemli bulunmustur. En yiiksek kallus gelisimi (% 23,33), 2. donemde alinan c¢igek
tomurcuklarindan elde edilen anterlerin, 4,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP ortaminda kiiltiire alinmast ve 6 hafta siireyle karanlik
uygulamasindan elde edilmistir. Ayni uygulamada siirgiin olusumu da gerceklesmistir. Diger taraftan, oksin igeren ortamlarda
kok olusumlart gozlemlenmistir. Pembe, yesil, sar1 ve beyaz renklerde kalluslar olusmustur. Pembe ve yesil renkli kalluslar
kompakt ve sert, sari ve beyaz renkli kalluslar ise kirillgan ve yumusak yapili olarak tespit edilmistir. Kallus renkleri, bitki
biiyiime diizenleyicileri konsantrasyonlart ve kombinasyonlart uygulamalara gore farkiilik gdstermemis, olusan kalluslarin
tamamunda farkli embriyojenik donemler gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nar, Punica granatum L., anter kiiltiirii, haploidi, karanlik rejimi, tomurcuk alim dénemi, bitki biiyiime
diizenleyicileri.

Effects of Taken Time of Flower Buds, Dark Regime and
Plant Growth Regulators on Anther Culture of Pomegranate

ABSTRACT: Pomegranate (Punica granatum L.) is a fruit species that comes to the forefront with its high amount of
cultivation and exportation in Turkey. Supporting the breeding studies with anther culture technique, which is one of the
biotechnological methods, is important especially in terms of ensuring the haploidization that is difficult in fruit species.
According to the literature research, there has been no publication of haploid plant production on pomegranate by using in vitro
androgenesis method in the world. The aim of this study is to determine the effects of taken time of flowers buds, dark regime and
plant growth regulators on anther culture of Izmir 1513 pomegranate variety. In this context, type A flower buds in 1% period (25
May-full flowering) and 2™ period (10 June-end of flowering) were used. Four and 6 weeks dark regime was implemented on
cultivated anthers. MS medium were used with 5 different concentrations and combinations of BAP, 2,4-D and NAA. At the end
of the experiments, both the main effect and the interaction of the applications were statistically significant. The highest callus
growth (23.33%) was obtained on 4.0 mg/l NAA + 0.4 mg/l BAP culture medium with the taken time of flower buds on 2™ period
and dark application for 6 weeks. In this application, which has the highest callus development, shoot formation has also
occurred. Root formations were observed in all auxin-containing mediums. Calluses were colored in 4 different colors; pink,
green, yellow and white. However, the pink and green calluses are compact and rigid, while the yellow and white colored
calluses are fragile and soft structure. The callus colors did not differ according to the plant growth regulator concentrations
and applications, in addition different embryogenic periods were observed in all calluses.

Keywords: Pomegranate, Punica granatum L., anther culture, haploidy, dark regime, taken time of flowers buds, plant growth
regulators.
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Bitki 1slahi, bitkinin genetik yapisinin istenilen
ozellikler dogrultusunda iyilestirilmesini igeren,
insanoglunun olusturdugu evrimsel bir siirectir.
Temeli, iyi olan bitkilerin secildigi seleksiyon
islahma  dayanmaktadir.  Dogada  spontan
varyasyonun degerlendirilmesi ile baslayan islah
caligmalart suni melezleme ve mutasyon gibi
yontemlerle olusturulan varyasyonlardan, istenilen
Ozellikteki bitkilerin secilmesi ile devam etmistir.
Gilinimiizde  ise, molekiiler  yontemlerden
yararlanilmasi 1slah ¢alismalarina biyoteknolojik
bir boyut kazandirmistir.

Son yillarda biyoteknolojik yontemlerden biri olan
ve hibrit tohum 1slahinda nemli yer tutan haploidi
teknigi, meyve tirleri de dahil olmak tizere birgok
bitki tlirlinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bugiine kadar 200 bitki tiirlinde farkli yontemlerle
haploid bitkiler elde edilmis ve bu bitkiler
katlanarak double haploid bitkiler meydana
getirilmistir (Forster ve ark., 2007). Bilindigi gibi,
cok yillik ve yiiksek heterozigotiye sahip olan
meyve tilirlerinin klasik yontemler ile 1slahi
(seleksiyon, melezleme, mutasyon vb.) uzun
soluklu caligmalar1 kapsamaktadir. Bu tiirlerde,
yiiksek oranda heterozigosite, uzun gengclik
kisirhgr  periyodu ve kendine uyusmazlik
nedeniyle, konvansiyonel metotlarla haploidizasyon
saglanmasi oldukc¢a zordur (Germana, 2005). Anter
kiltiirii yontemi sayesinde tam homozigoti ¢ok
kisa siirelerde elde edilmekte (Jain ve ark., 1997)
ve bu sayede 1slah siiresi kisaltilabilmektedir.

Anter kiiltlirinde bir¢ok faktor etkili olup, her tiir
icin bu faktorlerin belirlenmesi gerektigine dikkat
cekilmektedir (Radojevic ve Koovor, 1986). Bu
faktorler genotip, aga¢c yasi, tomurcuk alim
zamani, ¢icek tozu gelisim agamasi, diisiik&yliksek
sicaklik, 1sik&karanlik uygulamalari, besi ortamu,
aktif karbon ve bitki ekstraktlari gibi besi ortamina
cklenen bilesenler, sakkaroz kaynaklari, bitki
biiyiime diizenleyicileri ve konsantrasyonlari, agar
kaynaklar1 ve kallus yasi olarak siralanmaktadir
(Stiles ve ark., 1980; Hidano, 1982; Chen, 1985;
Hassawai ve Liong, 1990; Hoefer ve Hanke, 1990;
Pescitelli ve ark., 1990; Jaramillo ve Summers,
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1991; Arrillaga ve ark., 1995; Mici¢ ve ark., 1996;
Ochatt ve Zhang, 1996; Kadota ve ark., 2002;
Assani ve ark., 2003; Kadota ve Niimi, 2004;
Peixe ve ark., 2004; Germana, 2005; Perera ve
ark., 2009; Smykalova ve ark., 2009; Nguyen ve
ark., 2012).

Meyve agaclarinda haploid bitki eldesi ile ilgili
yapilan caligmalar, sert ve yumusak cekirdekli
meyve tirlerinde in vitro androgenesis yontemi
iizerine yogunlasarak 1970’li yillarda baglamistir
(Zhang ve ark., 1989).

Yumusak c¢ekirdekli meyve tiirlerinde, farkli agar,
soguk, 1s1k, karanlik ve sitokinin uygulamalarinin
anter kiiltlirine olan etkilerinin  incelendigi
caligmada, kallus olusumunu bazi gesitlerde soguk,
bazi ¢esitlerde ise 1s1k uygulamasinin arttirdigt
belirlenmistir. Karanlik uygulamasi ise sadece bir
gesitte kallus olusumunu arttirmistir. Farkli sitokinin
kaynaklarinin  kullanimi ise istatistiksel olarak
onemsiz c¢ikmistir (Kadota ve ark., 2002). Elma
cesitlerinde, farkli dozlarda indol-3-asetik asit
(IAA), a-naftalen asetik asit (NAA) ve kinetin ilave
edilen MS (Murashige&Skoog) ortamlarinda kallus
ve embriyo olusumu incelenmis, ¢esitler arasinda
kallus olusumunun Onemli oranda varyasyon
gosterdigi tespit edilmistir. Hormon icermeyen MS
ortami ve 0,1 mg/l kinetin igeren ortamda kallus
olusumunun arttig1 ifade edilmistir. Ortama [AA ve
NAA’nin  kallus olusumuna olumlu etkide
bulunurken, NAA’nin anter duvar dokularindan
kallus olusumunu arttirdigi belirlenmistir. Shinko
armut ¢esidinde ise 11k, aktif komiir ve soguk 6n
uygulamalarinin  anter kiiltiirine olan etkileri
incelenmistir (Hidano, 1982). Hormonsuz MS
ortaminda kiiltiire alinan 24.625 armut anterinden
8.888’inde kallus olustugu, bunlardan da yalnizca 6
tanesinin  embriyojenik  kallus oldugu tespit
edilmistir.  Yapilan flow sitometri analizleri
sonucunda, rejenerasyon ortamina aktarilan bu
kalluslardan elde edilen iki bitkinin triploid oldugu
belirlenmistir (Kadota ve Nimii, 2004). Alkmene ve
Clivia elma c¢esitleri ile 2 1slah hattinda, anter
kiiltiiriinlin 3 ve 6 ay araliginda direk organogenesis
aracihgiyla embriyo olusturdugu gozlenmistir
(Hoefer ve Hanke, 1990).
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Sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde; 0, 5, 14 ve 25
giin +4 °C soguk uygulamasi, NN, Gamborgs’ B5
ve ¢ift bazli MS  ortamlarma  farkh
konsantrasyonlarda glisin, sistein, indol biitirik asit
(IBA), BAP, GA; ilavesinin anter kiiltliriine olan
etkileri incelenmistir. Soguk uygulamasi ile kallus
olusumu artmis, beyaz-kirilgan ve yesil-kompakt
olmak tizere 2 farkli tipte kallus gelisimi
gbzlenmistir. incelenen genotiplerde soguk ve bitki
biiyiime diizenleyici uygulamasinin haploid kallus
ve bitkicik olusumu iizerine etkisi goriilmemis
ancak bazi anterlerde i¢ anter dokularindan kallus
olusumlart gbzlemlenmistir. Sitogenik olarak
incelenen kalluslarin diploid oldugu, haploid kallus
olusmadig1 belirlenmigtir (Mi¢i¢ ve ark., 1996).
Harcot  kayist  c¢esidinde, MS ve NN
(Nitsch&Nitsch) ortamlari ile farkli dozlarda NAA,
thidiazuron (TDZ), IAA, zeatin ve GA;
(gibberellik asit) hormonlar1 kullanilmigtir. En iyi
androjenik gelisim 4,52 uM 2,4D+4,52 uM
zeatint2,85 uM TAA+40 g/l sakkaroz ilave edilen
NN ortamindan elde edilmistir. Androjenik
gelisimin tomurcuk biiyiikliigii ve mikrosporlarin
fenolojik evresi ile korelasyon gosterdigi, en uygun
anterlerin ise tetrad asamasinda mikrosporlari
iceren anterler oldugu belirlenmistir (Peixe ve ark.,
2004).  Seftalide, spor gelisiminin erken
donemlerinde kiiltiire alinan anterlerde, 2,0 ppm
NAA, 0,45 ppm BA, 10 ppm amonyum nitrat ve
%1 sakkaroz iceren ortamlarda en yiiksek kallus
olusumu elde edilmistir. Bu kalluslarda haploid,
diploid,  poliploid ve andploid hiicreler
gozlenmistir (Stiles ve ark., 1980). Kirazda ise BA
(benzil adenin), NAA, 2,4-D (2-4 diklorofenoksi
asetik asit) hormonlar1 ile MS ve NN ortamlari
kullanilmis  ve  anterlere  yapilan  soguk
uygulamalarindan en iyi sonuglar elde edilmistir
(Hoefer ve Hanke, 1990).

Sert ve yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinin yani
sira iilkelere gore ekonomik onemi yiiksek olan
tirlerde de yapilan c¢aligmalar bulunmaktadir.
Uvezde (Sorbus domestica L.) kallus olusumu igin
bliylime diizenleyicilerin  ortamda bulunmasi
gerektigi ve en iyi sonuglarin oksin-BA
kombinasyonlarindan (Arrillaga ve ark., 1995),
nim agacinda (Azadirachta indica) ise androjenik

haploidlerin  anterlerin  erken-ge¢  uninucleat
asamasina kadar olan donemde yapilan denemeler
sonucunda indirekt organogenesis yoluyla elde
edildigi belirtilmektedir (Chaturvedi ve ark., 2003).

Muzda, MS makro ve mikro elementleri, Morel
vitaminleri ve 500 mg/1 casein hidrolizat (CH), 73
mM sakkaroz, 4,4 uM BAP (benzil amino piirin)
ve 2,3 uM IAA igeren tek bir ortamda anterler
kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon asamasinda ise
yukaridaki temel besi ortami ve vitaminlere ilave
olarak 88 mM sakkaroz, 2,2 uM BAP, 2,3 uM
TAA kullanilmistir. Anterlerin % 8’inin androjenik
embriyo olusturdugu ve elde edilen 147 bitkicikten
18’inin haploid yapida oldugu tespit edilmistir
(Assani ve ark., 2003). Cilekte, tek c¢ekirdekli
donemdeki mikrosporlart igeren anterlerin, 0,4
mg/l BA + 0,1 mg/l IAA + 2,0 mg/l 2,4-D doz ve
kombinasyonlarini igeren Dumas De Vaulx besi
ortammda en yiliksek oranda (% 70) kallus
olusturdugu belirlenmistir (Nguyen ve ark., 2012).

Punica granatum ile yapilan anter kultiiri
caligmasinda, tek g¢ekirdekli donemden iki
gekirdekli doneme kadar farkli asamalardaki

sporlara sahip nar anterleri 3 farkli besi ortami
(MS, Miller, NN) ve farkli dozlarda NAA ve BAP
iceren besi ortamlarinda, 28 °C’de karanlk
kosullarda bir ay siireyle kiiltire alinmuslardir.
Kiiltiire alinan anterlerin % 20’si canli olarak tespit
edilmis, MS ve Miller ortamlarinda 5,0 uM BAP
ve NAA diizeylerinde yesil-beyaz renkli kallus
olusumlart gozlemlenmistir (Moriguchi ve ark.,
1987). Ganesh ve Muskat nar ¢esitlerinde yapilan
anter kdltiirii c¢alismalar1 sonucunda, 0,5 mg/l
Kinetin + 0,5 mg/l IAA + 0,2 mg/l BAP igeren NN
ortaminda yesil ve kompakt yapili kalluslar ile
embriyoid benzeri yapilar goriilmiistir. NN
ortamina 0,5-1,0 mg/l TAA eklenmesi ile kok
olusumu, besi ortami igerisine eklenen 0,1-4,3 mg/I
BAP ile de yaprak olusumu gerceklestigi
belirtilmistir (Mascarenhas ve ark., 1988).

Yukarida bahsedildigi gibi, diinya genelinde narda
anter kiiltiirii ile ilgili yapilan iki ¢alisma
bulunmaktadir. Moriguchi ve ark. (1987), elde
ettikleri bitkicigin, anter duvarlarinda bulunan
somatik hiicrelerden gelistigini ve bunun diploid
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yapida oldugunu tespit etmislerdir. Diger taraftan,
Mascarenhas ve ark. (1988) ise anterlerden kok ve
yaprak gelistigi ancak bitkicik elde edilemedigini
bildirmektedir. Bu baglamda, s6z konusu tiirde, in
vitro androgenesis yontemi ile haploid bitki eldesi
konusunda yayina rastlanilmamustir.

Narda kiiltiir gesitlerinin ¢igekleri er-disidir, A ve
B tipi ¢igek olmak iizere 2 tip ¢igek bulunmaktadir
(Wetzstein ve ark.,, 2011). A tipi ¢icekler
morfolojik er-disi, fizyolojik olarak ise disi organ
dumura ugradigi igin, erkek yapidadir. A tipi
cigekler agildiktan bir siire sonra dokiiliir ve tek
islevleri B tipi ¢igeklerin dollenmesinde goérev
almaktir. B tipi cigekler, hem morfolojik hem de
fizyolojik  yonden er-disi olup, dollenme
sonucunda meyveyi olusturmaktadirlar (Onur,
1988). A tipi ¢icek sayisinin B tipi ciceklerden
fazla olmast ve A tipi ciceklerin ¢igek tozu
canliliklarinin B tipi ¢igeklerinkinden daha yiiksek
olmasi nedeniyle (Shulman ve ark., 1984; El-
Kassas ve ark., 1998; Gozlekci ve Kaynak, 2000)
dollenmede rol oynayan c¢icek tozlarinin genel
olarak A tipi giceklerden geldigi belirtilmektedir
(Aksoy ve Dalkilic, 2019). Ayrica 6 farkli nar
cesidinde yapilan ¢alismada en yiiksek cicek tozu
canlilik oram %73,20 ile izmir 1513 gesidinin A
tipi ¢iceginde belirlenmistir (Kiiciik, 2003).

Nar c¢igek tomurcuklarinda yukarida anlatilan
farkliliklardan dolay1, Izmir 1513 nar cesidinin A
tipi ¢icek tomurcuklar1 kullanilmig ve bitki biiylime
diizenleyicileri, farkli tomurcuk alim doénemleri ile
karanlik rejimlerinin, anter kiiltiirii ile kallus,
embriyo ve haploid bitkicik olusumu tizerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmugtir.

MATERYAL VE YONTEM
Bitkisel Materyal ve Sterilizasyon Asamasi

Calisgmada, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisi
tescilli nar gesitlerinden biri olan Izmir 1513 nar
cesidine ait 1-1,5 cm boyutundaki A tipi ¢igek
tomurcuklart  kullanilmistir.  Tomurcuklar tam
ciceklenme (1. Doénem: 25 Mayis 2013) ve
ciceklenme sonu (2. Donem: 10 Haziran 2013)
olmak tizere iki farkli donemde, enstitii arazisinden
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toplanarak Bitki Doku Kiiltiiri Merkezi’ne

getirilmistir.

Tomurcuklar, akan su altinda yikandiktan sonra 30
dakika boyunca %2°lik sistemik fungusit (Aliette®)
¢Ozeltisinde karistirilmistir. Laminar akimli kabine
alman tomurcuklar %70’lik etil alkolde 1 dakika
bekletilmis ve ardindan steril saf su ile
durulanmigtir. Ardindan igerisinde birka¢ damla
Tween 20 bulunan %20’lik NaOCI soliisyonunda
15 dakika karstirilmis ve 3 defa saf su ile
durulanarak sterilizasyon islemi tamamlanan ¢igek
tomurcuklart  kurutma  k@gitlarnn  {izerinde
kurutulmustur.

Anterlerin Kiiltiire Alinmasi ve Uygulamalar

Calismada, %3 sakkaroz ve %0,7 agar ile
desteklenen MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi
ortami ve bitki biiyiime diizenleyicilerinden,
BAP’in 2,4 D ve NAA ile hazirlanmig farkh
kombinasyonlarini i¢eren 5 farkli besi ortami (0,4
mg/l BAP; 2,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP; 2,0
mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP; 4,0 mg/l 2,4-D + 0,4
mg/l BAP; 4,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP)
kullanilmistir. Kontrol ortamina ise bitki biiylime
diizenleyici (BBD) ilavesi yapilmamistir. Tim
ortamlarin pH’1 5,7 olarak ayarlanmistir. 121 °C
sicaklikta 20 dakika siireyle otoklavlanan besi
ortamlari laminar akimli kabin igerisinde steril
petrilere dokiilmiistiir. Sterilizasyonu tamamlanan
cicek tomurcuklarindan pens ve bistiiri yardimiyla
anterler dikkatli bir sekilde cikarilmis ve petri
kaplar1 (10x100 mm) igerisinde bulunan besi
ortamlarinda kiiltiire alinmistir.

Her iki donemde kiiltiire alinan anterlere 4 ve 6
hafta karanlik rejimi uygulanmistir. Karanlik
uygulamalarmin ardindan petriler, 25+2°C’ de 16
saat aydinlik/8 saat karanlik periyodu ve 3000 lix
151k altinda iklim odasinda kiiltiire alimustir.
Anterlerden  olusan  kalluslar aymt  BBD
konsantrasyonu igeren ortamlarda 6 hafta
araliklarla 2 defa alt kiiltiire alinmustir.

istatistik Analizler

Deneme 3 tekerriirlii, her tekerriirde 1 petri ve her
petride 20 adet anter olacak sekilde Tesadiif
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Parselleri Deneme Desenine gore kurulmustur.
Anterlerin farkli donem ve uygulamalarda kiiltlire
almmasma ait deneme planm1 Cizelge 1’de
gorlilmektedir. Deneme sonucunda elde edilen
veriler ile her tekerriir i¢in anter gelisim oranlarina
(%) logaritmik transformasyon uygulanmis ve bu
verilere varyans analizi, JMP istatistik paket
programi kullanilarak uygulanmistir. Ortalamalar
arasindaki farklar LSD testi ile karsilastirilmigtir
(Steel ve Torrie, 1980; Yurtsever, 1984).

BULGULAR ve TARTISMA

In vitro ¢alismalarda sterilizasyon yontemlerinin
basarisi tiim c¢alismanin basarisini etkilemektedir.
Bu nedenle baslangic asamasinda eksplanta
uygulanan sterilizasyon yontemlerinin dikkatli bir
sekilde yapilmasi gerekmektedir. Bu calismada,
Mayis ve Haziran donemlerinde araziden toplanan
cicek tomurcuklarina uygulanan sterilizasyon
islemleri sonrasinda herhangi bir kontaminasyon
ile karsilagilmamustir.

Bitkilerin savunma, korunma, hayatta kalma,
nesillerini siirdiirme gibi ¢evresel kosullara uyum
faaliyetleri esnasinda firetilmekte olan sekonder
metabolitlerden biri de, 6zellikle meyve ve sebze
tirlerinde salgilanan fenolik bilesiklerdir. Bu
bilesikler, bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda
bitkinin gelisimini engelleyici etki gostermektedir
(Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Fougat ve ark.
(1997), Punica granatum’a ait kotiledon ve yaprak
parcalarin1 kullanarak yapmis olduklari in vitro

Cizelge 1. Deneme plani.
Table 1. Trial plan.

mikrogogaltim c¢alismasinda, baglangigta fenolik
bilesik  salgilarindan  kaynaklanan bir dizi
problemle karsilastiklarini belirtmislerdir.
Caligmamizda da fenolik bilesenlerin  yiiksek
olmasi nedeniyle anterlerin 6nemli bir kisminda
kararma meydana gelmistir. Kararma olusan
anterlerin gelisimleri engellenmis ve canliliginm
kaybettigi i¢in de bu anterlerde kallus olusumu
gergeklesmemistir.

BBD Konsantrasyonlarimin Kallus Olusumuna
Etkisi

Anter kiiltiirii calismalarinda ¢i¢ek tomurcuklarinin
allmma zamanmin yaninda, bitki genotipi ve
kullanilan ~ bitki ~ bilylime  diizenleyicilerin
kombinasyon ve konsantrasyonlarmim da bitki
eldesi icin olduk¢a 6nemli oldugu belirtilmektedir
(Hoefer ve Hanke, 1990; Germana ve ark., 2011;
Nguyen ve ark., 2012). In vitro ¢alismalarda, bitki
bliyime diizenleyicilerden oksin ve sitokinin
kombinasyonlar1 siklikla kullanmilmakla birlikte,
dogrudan bitkicik rejenerasyonu igin en ¢ok
kullanilan sitokinin olan BAP konsantrasyonlarinin
iyi degerlendirilmesi gerekmektedir. Diger yandan
indirekt  organogenesis yontemi ile kallus
eldesinden haploid bitkilerin elde edilmesi gibi
ozel amaglar dogrultusundaki biyoteknolojik
caligmalar uygulanacak ise yiiksek oranlarda
belirlenen oksin grubu bitki bilylime diizenleyiciler
devreye girmektedir.

Uygulamalar
Treatments

Bitki biiylime diizenleyicileri
Plant growth regulators

1. donem (25 Mayis 2013)
1% period (25 May 2013)

2. dénem (10 Haziran 2013)
2" period (10 June 2013)

4 hafta karanlik
4 weeks dark

0,4 mg/l BAP

2,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP
2,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP
4,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP
4,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP
Kontrol (Control)

3 petri*20 anter
3 petri*20 anter

3 petri*20 anter
3 petri*20 anter
3 petri*20 anter
3 petri*20 anter

6 hafta karanlik 4 hafta karanlik 6 hafta karanlilk ~ Toplam
6 weeks dark 4 weeks dark 6 weeks dark Total
3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 240
3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 240
3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 240
3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 240
3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 240
3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 3 petri*20 anter 240

Toplam kiiltiire alinan anter sayisi

Total number of anthers taken in culture

1440
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Yapilan calismada kullanilan bitki biiylime
diizenleyicilerden, sitokinin ve oksin-sitokinin
kombinasyonlarinin tamaminda kallus olusumlari
gbzlemlenmis ve kallus olusumuna olan ana etkisi
istatistiksel olarak (P<0,01) 6nemli bulunmustur

(Cizelge 2).

Cizelge 2. Bitki biiylime diizenleyicilerinin kallus olusumuna
etkileri (%).

Table 2. Effects of plant growth regulators on callus formation
(%).

Bitki bilyiime diizenleyicileri
Plant growth regulators

Kallus olusumu (%)
Callus formation (%)

0,4 mg/l BAP 1,67 d*
2,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP 750 b
2,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP 458 ¢
4,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/| BAP 500 bc
4,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP 1333 a
Kontrol 0,00 d

CV (%): 26,99
LSD (0,01): 1,26

*Farkli harflerle goOsterilen ortalamalar arasindaki fark 0,01
seviyesinde 6nemlidir (‘Means followed by different letters are
significantly different at 0.01 level of significance).

“Log transforme verilere ait CV ve LSD degerler verilmistir. Daha
anlasilir olmas agisindan tabloda % degerler yer almistir ("CV and
LSD values of log transformed data are given. For clarity, only %
values are included in the table).

Calismada kullanilan 5 farkli besi ortaminda,
kallus olusturma oranlari, ayni1 oranda kullanilan
oksinlerden 2,4-D’ye nazaran NAA’da daha
yiiksek oranda gozlenmistir. Narda yiiriitiilen bu
calismada, en yiiksek kallus olusumu 4,0 mg/l
NAA ve 0,4 mg/l BAP igeren MS ortamlarindan
elde edilmistir (%13,33). Bununla birlikte, azalan
NAA ile BAP kombinasyonlarinin bulundugu besi
ortamlarinda kiiltire alinan anter eksplantlarinda
kallus olusumunun azaldigi gézlenmistir. 2,0 mg/I
NAA ve 0,4 mg/l BAP iceren MS ortaminda kallus
eldesi % 4,58 oraninda belirlenmistir (Cizelge 2).
Kallus kiiltiirii i¢in, en uygun besi ortaminin MS ve
en 1iyi bitki bilyiime diizenleyici kombinasyonlarmin
da NAA+BAP ve NAA+Kinetin’in farkl
konsantrasyonlar1 oldugu belirtilmektedir (Naik ve
Chand, 2011). Moriguchi ve ark. (1987), nar
anterlerini BA ve NAA igeren besi ortamlarinda
kiiltiire aldiktan 30 glin sonra anter duvarlarinda
kallus olustugunu belirtmislerdir. Hoefer ve Hanke
(1990), kallus olusumunun elmada % 2-48, kirazda
% 0,1-7 araliginda degisim gosterdigini ve en
yiiksek oranlarin 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP igeren
ortamlardan elde edildigini, ayn1 zamanda 0,5 mg/1

108

2,4-D + 0,5 mg/l BAP igeren ortamlarin ise bu
bakimdan ikinci en iyi ortam oldugunu
belirlemistir. Nim agacinda, 1 uM 2,4-D + 1 uM
NAA + 5 uM ilave edilmig MS ortamlarinda kallus
olusumu en iyi oranda gergeklesirken, en iyi kallus
gelisiminin ise 1 uM 2,4-D + 10 uM kinetin igeren
ortamda oldugu belirtilmistir (Chaturvedi ve ark.,
2003).

Calismada, 2,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP besi
ortami %7,5 oramiyla, en iyi kallus gelisiminin
goriildiigi ikinci ortam olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte 4,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP
ortaminda kallus oram disiik (%5) olup, bu iki
ortam arasindaki fark istatistik ag¢idan Onemli
bulunmamustir. 2,4-D konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte kallus olusumu bakimindan
belirli bir artigin ortaya ¢ikmamasinin, kullanilan
dozun  yiiksek  oldugundan  kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Elmada, tim genotipler ve tiim
sitokinin konsantrasyonlari i¢in 2,4-D’nin 0,4 mg/1
gibi diisik dozdaki varliginin kallus olusumunu
onemli olgtide arttirdigi belirtilmistir (Hoefer ve
Hanke, 1990). Sadece 0,4 mg/l BAP igeren besin
ortaminda ise kallus olusumu (%1,67) diisiik
oranda olup, bu ortama ek olarak kontrol grubu

eksplantlarinda  sadece  anterlerde  sismeler
meydana gelmistir.
BBD igermeyen kontrol grubunda ise kallus

olusmamistir. Arrillaga ve ark. (1995), kallus
olusumu i¢in biiyiime diizenleyicilerin ortamda

bulunmasi  gerektigine, oksin ve  sitokinin
kombinasyonlarinda en yiiksek kallus olusumunun
meydana  gelebilecegine  dikkat  ¢ekmistir.

Cresthaven ve Vesna seftali ¢esitlerinde 2,4-D +
Zeatin, IAA + Zeatin ile NAA + Zeatin
kombinasyonlarinda kiiltiire alinan anterlerde kallus
olusum oraninin artigini tespit edilmistir (Todorovic
ve ark., 1990). Bu bulgularin aksine, elmada yapilan
bir ¢aligmada hormonsuz MS ortami ve buna ilave
edilen 0,1 mg/l kinetin iceren ortamlarda kiiltiire
alman  explantlarda meydana gelen kallus
olusumunun, kullanilan diger ortamlara gore artig
gosterdigi belirtilmistir (Hidano, 1982).

Tomurcuk Alm Doénemi ve Karanhk
Uygulamalarinin Kallus Olusumuna Etkisi

Uygulamalarin kallus olusumuna etkisi istatistiksel
olarak onemli (P<0,01) bulunmustur (Cizelge 3).
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Buna gore, kiiltiire alinan ve 4-6 hafta siire ile
karanlik sartlara maruz birakilan anterlerden,
tomurcuklarin her iki alim doneminde de, 6 hafta
karanlik  uygulamasinda  kallus  olusumu
bakimindan daha etkili sonuglar elde edilmistir. Bu
uygulamada kallus olusum oram sirasiyla %4,44
ve %10,56 olarak tespit edilmistir. Birinci
donemde (25 Mayis) alinan ve 4 hafta in vitro
karanlik uygulamasina maruz kalan anterlerde ise
kallus olusumu en disiik oranda (%1,39)
gOrilmistir.

Cizelge 3. Uygulamalarin kallus olugsumuna (%) etkileri.

Table 3. Effects of treatments on callus formation (%).
Uygulamalar
Treatments

Kallus olusumu (%)
Callus formation (%)

1. donem + 4 hafta karanlik 1,39 c*
1. donem + 6 hafta karanlik 444 b
2. dénem + 4 hafta karanlik 500 ¢
2. donem + 6 hafta karanlik 1056 a
CV (%): 26,99™
LSD (0,01): 1,02
“Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0,01

seviyesinde onemlidir (‘Means followed by different letters are
significantly different at 0.01 level of significance).

“Log. transformasyon uygulanan verilere ait CV ve LSD degerler
verilmistir ("CV and LSD values of log transformed data are given).

Karanlik uygulama siiresinin artmasina paralel
olarak kallus olusumu ve kallus c¢apmin arttigi
bildirilmektedir (Hoefer ve Hanke, 1990; Jaramillo
ve Summers, 1991; Kadota ve Niimi, 2004; (Peixe
ve ark., 2004). Buna karsilik, armut ve elma
cesitlerinin anter kiiltlirlinde 151k uygulamasinin
kallus olusumunu arttirdifi, ancak bir cesitte
karanlik uygulamasinin etkin oldugu belirlenmistir

(Kadota ve ark., 2002). Soguk ve karanlik Oon
uygulamast yapilan anterlerin, aktif komiir
eklenmemis ortamlarda kiiltiire alinmasi ile kallus
olusumunun yiiksek oranda (%85,8) gorildigi
belirtilmistir (Kadota ve Nimii, 2004).

Tomurcuk  alim  donemleri gbz  Oniinde
bulunduruldugunda 2. donemde alinan ¢icek
tomurcuguna ait anterlerin, 1. doneme goére daha
iyi kallus ve siirgiin olusturma potansiyelinin
oldugu gozlenmistir.

Uygulama X BBD interaksiyonunun Kallus
Olusumuna Etkisi

Uygulama X  bitki  biylime diizenleyici
interaksiyonunun  kallus  olusumuna  etkisi
istatistiksel olarak (P<0,01) 6nemli bulunmustur
(Cizelge 4). En iyi kallus olusumu %23,33 orani ile
2. donemde alinan ve 6 hafta karanlik uygulamasi
yapilan anterlerin, 4,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP
iceren MS ortaminda kiiltlire alinmasiyla elde
edilmistir. Bunu %20,00 orani ile 2. donemde
alman ve 6 hafta karanlik uygulamasi yapilan
anterlerin, 2,0 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l BAP igeren
ortamlarda kiiltlire alinmasiyla meydana gelen
kalluslar takip etmistir. Kontrol ortamlarinin yant
sira, 2. donemde alman ve 4 hafta karanlik
uygulamasi yapilan anterler, 0,4 mg/l BAP igeren
ortamlarda ve 1. donemde alinip 4 hafta karanlik
uygulamasi yapilan anterlerin, 2,0 mg/l 2,4-D + 0,4
mg/l BAP ve 4,0 mg/l 24-D + 0,4 mg/l BAP
iceren ortamlardaki kiiltlirlerinde kallus gelisimi
gozlenmemistir.

Cizelge 4. Uygulama x bitki biiyiime diizenleyici interaksiyonunun kallus olusumuna (%) etkileri.
Table 4. Effects of treatments x plant growth regulators interaction on callus formation (%).

Bitki biiyiime diizenleyicileri
Plant growth regulators

%%‘t‘rﬁmlar 04 mgl 20mgll 20mg/INAA 40mg/ll24-D  4,0mgll
]BAP 24-D+0/4 +0,4 mg/l + 0,4 mg/l NAA +0,4 Kontrol
mg/| BAP BAP BAP mg/l BAP
1. donem, 4 hafta karanhk 333 0,00 T 333 000 167 & 0
1. dénem, 6 hafta karanlik 167 °f 500 ¢ 1,67 °f 6,67 11,67 0o f
2. dénem, 4 hafta karanlik 0,00 f 500 © 167 © 6,67 16,67 ™ 0o f
2. dénem, 6 hafta karanlik 167 20,00 ® 11,67 6,67 23,33 *® 0o f

CV (%): 26,99
LSD (0,01): 2,53™

“Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0,01 seviyesinde Gnemlidir ("Means followed by different letters are significantly different

at 0.01 level of significance).

“Log. transformasyon uygulanan verilere ait CV ve LSD degerler verilmistir. (CV and LSD values of log transformed data are given).
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Farkli uygulama, ¢esit ve ortam interaksiyonlarinin
anter kiiltiiriine olan etkilerinin incelendigi
caligmalar bulunmaktadir (Arrillaga ve ark., 1995;
Hoekstra ve ark., 1996; Mic¢i¢ ve ark., 1996;
Kadota ve Niimi, 2004; Germana ve ark., 2011;
Nguyen ve ark., 2012). Genel olarak meyve
tiirlerinde; 6n uygulamasiz tek bir baslangi¢ ortami
ve/veya buna ilave tek bir regenerasyon ortami
(Assani ve ark., 2003; Germana ve ark., 2011), 6n
uygulamasiz farkli hormon dozlar1 (Peixe ve ark.,
2004) ile on uygulama ve hormonsuz MS
baslangic ortamiyla (Kadota ve Nimii, 2004)
yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak tomurcuk
alim donemi ve karanlik rejimlerinin, bitki bliyiime

diizenleyicileri  ile  olan  interaksiyonunun
degerlendirildigi benzer bir caligmaya
rastlanilmamustir.

Kallus Morfolojisi ve Bitkicik Olusumu

Nar bitkisine ait olan anter eksplantlar1 besi
ortamlarinda kiiltire alindiktan 2 hafta sonra
anterlerde sismeler, 8 hafta sonra ise Kkallus
olusumlart meydana gelmistir. Elma ve kirazda
anterler kiiltire alindiktan 4-6 hafta (Hoefer ve
Hanke. 1990), muzda 16 hafta sonra kallus
olusumunun bagladig1 belirtilmistir (Assani ve ark.,
2003). Kalluslar pembe, yesil, sar1 ve beyaz renkli
olmak {iizere 4 farkli renkte gelisim gostermistir.
Pembe ve yesil kalluslar kompakt ve sert yapida,
sar1 ve beyaz renkli kalluslar ise kirillgan ve
yumusak yapida gézlemlenmistir (Sekil 1a). Ancak
kallus renkleri, bitki Dbiiylime diizenleyici
konsantrasyonlar1 ve uygulamalara gore farklilik
gostermemistir. Farkli meyve tiirlerinde yapilan
anter kiiltlirii ¢aligmalarinda beyaz-kirilgan, yesil-
kompakt, sarimsi beyaz ve sari sert yapida kallus
olusumlart gorildiigi belirtilmistir (Hoefer ve
Hanke, 1990; Mici¢ ve ark., 1996; Germana,
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2005). Bununla birlikte, 4 muz genotipinde yapilan
in vitro ¢alismada, eksplantlarda meydana gelen
kalluslarin kirillgan ya da kompakt yapili olmasi ile
genotipler arasinda herhangi bir korelasyon
bulunmamustir (Assani ve ark., 2003). Bes kayist
cesidinde ise gelisim goOstermeyen ve sisme
meydana gelen anterler bakimindan cesitler
arasindaki farklilik istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (Germana ve ark., 2011).

Kalluslarda  farkli  embriyojenik ~ donemler
goriilmiistiir (Sekil 1a). Benzer sekilde Ganesh ve
Muskat nar gesitlerine ait anterlerden elde edilen,
yesil ve kompakt yapili kalluslarin da embriyo
benzeri yapilar icerdigi bildirilmektedir
(Mascarenhas ve ark., 1988). Armutta yapilan
calismada embriyojenik kallus olusumu 90,02
oraninda meydana gelmistir (Kadota ve Nimii,
2004).

Oksin  igeren kok  olusumlart
gozlenirken (Sekil 1b), 2. dénemde alinan ve 6
hafta karanlik uygulanan anterlerin, 4,0 mg/l NAA
+ 0,4 mg/l BAP ilave edilmis MS besi ortaminda
kiiltiire alinmas1 sonucunda, indirek organogenesis
yoluyla 1 adet siirglin elde edilmistir (Sekil 1c).
Zayif gelisim gosteren, yapraklar kiigiikk ve dar
yapida olan bu siirgiiniin morfolojik olarak haploid
olabilecegi  diisiiniilmekte olup, alt kiltiire
alindiktan sonra gelisim gdstermeyen ve canliligini
yitiren bu siirgiinde kromozom sayisini belirlemek
amactyla kromozom sayimi, flow sitometri analizi,
stoma incelenmesi gibi islemler yapilamamustir.
Benzer sekilde, armut ve elmada yapilan anter
kiiltirii ¢alismasinda 6 ay sonunda armut ve
elmada anterden elde edilen bitkiciklerden, sadece
bir ¢esit disinda tekrardan kallusa doniis meydana
gelmedigi ve tamamen bitkilerin  6ldigi
bildirilmektedir (Kadota ve ark., 2002).

ortamlarda
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Sekil 1. Kallus renkleri ve embriyo benzeri yapilar (a), kok olusumlar (b) ve nar siirgiinii (c).
Figure 1. Callus colors and embryo-like structures (a), root formation (b) and pomegranate shoot (c).

SONUC

Bu c¢alismada, karanlik rejimi, bitki biiylime
diizenleyicileri ve farkli tomurcuk alim donemlerinin,
narda anter kiiltiiri yoluyla haploid bitki eldesi
iizerine olan etkileri arastirilmistir. En iyi kallus
orani ve siirgiin olusumu, ¢i¢ceklenme doneminin
sonuna dogru aliman ve 6 hafta karanlik uygulanan
anterlerin, 4,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP ilave
edilmis MS besi ortaminda kiiltiire alinmasindan
elde edilmigtir. Zayif gelisim gosteren, yapraklar
kiiciik ve dar yapida olan siirgiiniin morfolojik
olarak haploid oldugu diisliniilmekte olup, gelisim

asamasinda kaybedildigi i¢in kesin taniya yonelik
analizler yapilamamigtir.

Doku Kkiiltiirii ¢aligmalarinda oldugu gibi anter
kultirinde de, narda bulunan fenolik maddelerden
dolay1 Kkiiltiire alinan eksplantlarda ve besi
ortamlarinda  kararmalar meydana  gelmistir.
Fenolik bilesiklerin sebep oldugu kararmalari
engellemek amaciyla yapilacak uygulamalarin
(ortama aktif karbon vb. maddelerin eklenmesi)
basariy1 arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Narda
androgenesis ile haploid bitki eldesine yonelik
olarak yapilacak olan ¢aligmalarda; dollenmede rol
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oynayan ve ¢igek tozu canlilik orani yiiksek olan A
tipi ¢igek tomurcuklarinin kullanilmasi ve bu
tomurcuklarin ¢iceklenme doneminin sonlarina
dogru alinmasi, karanlik rejiminin uzun tutulmasi
ve in vitro calismalarda kullanilacak olan besi
ortamlarinda dengeli bir oksin-sitokinin oraninin
kullanilmas1  Onerilmektedir. Tomurcuk alim
donemi ve karanlik rejimlerinin, bitki biiyiime
diizenleyicileri  ile  olan  interaksiyonunun
degerlendirildigi ¢alisma olmadigindan, yapilacak
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