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OZET

FASULYEDE (Phaseolus vulgaris L.) IN VITRO KOSULLARDA HAPLOID BiTKi ELDE
ETME OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Fasulyede doku Kkiiltiirii ile haplod bitki {retiminin uygulanabilir protokollerinin
gelistirilmesi 6zellikle cesit gelistirme ¢calismalarini hizlaniracaktir. Bu amagla, bu tez kapsaminda
fasulyede erkek gametten haploid bitki eldesi (androgenesis) yonteminin uygulanabilirligi
arastirilmis ve anter kiiltiiriinde genotip, besi ortami ve bitki biiylime diizenleyicilerinin farklh
konsantrasyonlarinin haploid bitki rejenerasyonuna etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Bitkisel materyal olarak Akman, Bitlis-76, Bitlis-117, Goksun, Goyntik, Hakkari-12, Karacasehir,
Onceler, Tunceli-1, Van-59, Barbunya ve Leklek fasulye genotipleri kullamlmistir. Anter kiiltiiri
calismalarinda farkli oksin ve sitokinin icerigine sahip, 24 adet B5 ve 24 adet MS besi ortami
olmak iizere toplamda 48 adet besi ortam1 denenmistir. Kiiltliir ortaminda oksin kaynagi olarak
2,4-D, sitokinin kaynagi olarak ise kinetin kullanilmis ve ilave olarak antioksidan 6zelliginin
etkisini arastirmak amaciyla aktif komiir ilave edilen besi ortamlari da test edilmistir. Calismanin
tarla denemeleri Mersin Universitesi Peyzaj Planlama Sube Miidiirliigii'ne ait sera alaninda, doku
kiltirii calismalar ise Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoteknoloji Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari’'nda, 2019-2021 yillar1 arasinda ytriitiilmiistiir. Anter kiltiir denemeleri 6ncesi her
genotip icin sitolojik ve histolojik analizler yapilarak uygun tomurcuk biiytikligii ve tek cekirdekli
mikrospor evresi tespit edilmistir. Sera kosullarinda yetisen 12 fasulye genotipine ait uygun
buytikliikteki tomurcuklara, +4°C de 2 giin siire ile 6n soguk uygulama yapilmis ve bu
tomurcuklardan izole edilen anterler, oksin (2,4-D; 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 mg L-1), sitokinin (kinetin; O,
0.5, 1, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 mg L1) ve aktif karbonun (0, 0.5, 1 mg L) farklh kombinasyon ve
konsantrasyonlari ile modifiye edilen MS ve B5 kiiltiir ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kallus elde
edilen genotipler ve besi ortamlar1 kaydedilerek, genotiplerin androgenez yetenekleri ile besi
ortamlarinin secilen genotiplerde kallus olusumunu tesvik etme oranlari karsilastirilmis ve kallus
indiiksiyon orani hesaplanmistir. Calisma sonucunda segilen tiim genotiplerde basar1 ile
embriyogenik kallus elde edilmistir. En yliksek kallus indtliksiyonu 2.5 mg L-! Kinetin ve 0.5 mg L-
1 2,4-D iceren B5 besi ortamindan elde edilmistir. Embriyogenik kallus olusumu bakimindan
genotipler arasinda istatistiki olarak onemli farkliliklar saptanirken, “Goyniik” ¢cesidinin yiliksek
kallus indiiksiyon orani ile test edilen diger genotipler arasinda 6ne ¢iktig1 gériilmiistir. Calisma
sonucunda anterlerden gelisen embriyogenik kalluslardan sadece barbunya genotiptinden 1 adet
stirglin rejenerasyonu elde edilmis, elde edilen siirglin ve kalluslarin ploidi diizeyleri flow
sitometri analizi ile belirlenmistir. Kiiltiirde gelisen oOrneklerde spontan katlanma oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Phaseolus vulgaris, anter, haploid, oksin, sitokinin.

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi, Dilek Tekdal, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

THE RESEARCH ON THE POSSIBILITIES OF OBTAINING HAPLOID PLANT IN COMMON
BEAN (Phaseolus vulgaris L.) UNDER IN VITRO CONDITIONS

Developing applicable protocol of haploid plant production through tissue culture will
accelerate the cultivar development in common bean. For this purpose, In this research the
applicability of anther culture in beans, one of the methods of obtaining haploid plants from male
gametes (androgenesis) in beans, was investigated. In the study, effects of geneotype, basic
nutrient medium and its plant growth regulator content on the haploid plant regeneratsion from
anthers of common bean were studied. Akman, Bitlis-76, Bitlis-117, Goksun, Goyniik, Hakkari-12,
Karacasehir, Onceler, Tunceli-1, Van-59, Barbunya and Leklek varieties were used as plant
material. In anther culture study, a total of 48 nutrient media combinations with different auxin
and cytokinin contents of B5 and MS media were tested. In the culture medium, 2,4-D as auxin
source and kinetin was used as a cytokinin source, and in order to investigate the effect of its
antioxidant properties, nutrient media with activated charcoal were also tested. Donor plants for
the anther culture were grown in the greenhouse of Mersin University Landscape Planning
Branch Directorate, and tissue culture studies were carried out in the Faculty of Science and
Letters, Biotechnology Department, Plant Biotechnology Laboratory between 2019-2021. The
buds of 12 bean genotypes grown in greenhouse conditions were treated with 4 °C-cold for four
days. Cytological and histological analyzes were performed for each genotype, and appropriate
bud size and microspore stage were determined. After the determination of the appropriate
microspore stage, the anthers isolated from the buds of the donor plants were culture on the
media combinations of Ms and B5 with auxin (2,4-D; 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 mg L-1), cytokinin (kinetin; O,
0.5, 1, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 mg L-1) and activated carbon (0, 0.5, 1 mg L-1). As a result of the study,
embryogenic callus was successfully obtained in all selected genotypes. Anther samples cultured
in MS and B5 nutrient media were comparatively analyzed for each genotype and tested nutrient
medium. According to the analysis results, the best callus induction was obtained from the B5
nutrient medium containing 2.5 mg L1 kinetin and 0.5 mg L' 2,4-D in the anther culture
experiment. While significant differences were detected between genotypes in terms of
embryonic callus formation, it was observed that the "Goyniik" variety stood out among the other
tested genotypes with its high callus induction rate. As a result of the study, shoot regeneration
was obtained from embryonic calli developed from anthers, and ploidy levels of shoots and calli
were determined.

Keywords: Phaseolus vulgaris, anther, haploid, auxin, cytokinin.

Advisor: Asst. Prof,, Dilek Tekdal, Department of Biotechnology, University of Mersin, Mersin.
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TESEKKUR

Tez calismam ve lisansilistii egitim-68retimim siliresince degerli bilgilerini benimle
paylasan, kendisine ne zaman danissam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve ilgiyle bana
faydali olabilmek icin elinden geleni sunan, her sorun yasadigimda yanina cekinmeden
gidebildigim, giiler yiiziini ve samimiyetini benden esirgemeyen, gelecekteki mesleki hayatimda
da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi bildigim kiymetli Danisman Hocam Sayin Dr.
Dilek TEKDAL’a

Calismam boyunca elde ettigim bulgular1 kiymetli zamanim1 ayirarak degerlendiren,
kiymetli bilgileri ile beni her konuda aydinlatan ve istatistik analizlerimi gerceklestiren kiymettar
hocam Prof. Dr. Riistii HATIPOGLU’na

Tez komitemde yer alarak ayirdigi zaman ve katkilarindan dolay1 degerli hocam Prof. Dr.
Yiiksel KELES’e

Laboratuvarda birlikte calismaktan her zaman keyif aldigim, samimiyetleri ile iyi kotii her
anima ylrekten ortak olan ve dostluklariyla bana her zaman gii¢ veren degerli arkadaslarim
[lknur AKCA ve Siikran YILDIZ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

[saaac Newton'un da dedigi gibi biz bilim insanlar1 kumsalda ¢akil taslar1 arayan ¢ocuklar
gibiyizdir. Eger ben, arkadaslarimdan biraz daha fazla, biraz daha renkli ¢akil taslari
toplayabildiysem bunun nedeni dizlerime kadar suya girmeye cesaret edebilmis olmamdir. Bana
dogdugum giinden bu yana her zaman suya girme cesaretini veren, her kosulda elimden tutan ve
varligini her zaman hissettigim canim babam Murat KILIC’a tesekkiir ederim.

Bilim evrene durmaksizin sorular sorup o sorularin potansiyel cevaplarini deney ve
gozlem yolu ile alma prensibine dayalidir. Biliyorum ki hata yapmiyorsan, bilim yapmiyorsun
demektir. Eger yaptigin hatalar1 diizeltmiyorsan, kesinlikle bilim yapmiyorsun demektir. Var
oldugum andan bugiine kadar sordugum her soruya sabirla cevap veren, yaptigim her hatayi
telafi etmem igin elimden tutarak yanimda olan canim annem Pakize CINARLI'ya tesekkiir
ederim.

Carl Sagan: “Johannes Kepler, kendisinin yaptig1 son derece hassas gozlemlerin, uzun
yillardir besledigi inanglari ile uyusmadigini gordiigiinde, rahatsiz edici olan gergekleri kabul etti.
Zorlu gercegi, en kiymetli hayallerine tercih etti. Bilimin kalbinde yatan budur. “Diyerek bilimin
0zlni tarif etmistir. Kendimde memnun olmadigim her seyi tipki Johannes Kepler gibi kabul
etmemi saglayarak, bunlari degistirmem i¢in bana gii¢ veren hayattaki en biiyiik sansim esim Anil
KUCUKRECEP ve degerli KUCUKRECEP ailesine minnettarim.

Sigmund Freud: “Bir kedi ile gecirilmis vakit asla zaman kaybi1 degildir” demistir.
Hayatimdaki her an1 miikemmele doniistiirerek bana sevginin ne demek oldugunu 6greten canim
kedim SAMIL’e ve sadece tez yazim asamasinda degil, hayatimin her aninda kosulsuz yanimda
olan ve destegini benden esirgemeyen tiim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Brian Greene: "Cocuklar, biiylik miuzisyenlere ve aktdrlere hayranlik duyduklari gibi
biiylik bilim insanlarina da hayranlik duyduklarinda medeniyet bir sonraki seviyeye sicramis
olacaktir!" demistir. Bilgisine ve azmine hayranlik duydugum, bana bilinmezligin korkusuyla
savasma cesareti veren, degerli destegi ile tez calismam esnasinda, bana aktardig1 akademik
tecriibeleri sayesinde, bilim insani olmaya karar vermemde oldugu gibi bu siireci yonetmem
konusunda da bana yardimci olan degerli bilim insan1 evrimsel biyolog ve evrim miihendisi
CAGRI MERT BAKIRCI'ya tesekkiir ederim.

Bu tez caligmasi Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)

tarafindan finanse edilen 3501 Projesi (Proje No: 1190003) ve Mersin Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi (Proje No: 2021-2-TP2-4473) tarafindan desteklenmisgtir.
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1. GIRiS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Leguminosae takiminda yer alan Fabaceae familyasinin,
Papilionoideae alt familyasinda bulunan, Phaseolus cinsine aittir [1]. Diinya genelinde yaklasik
230 adet fasulye tiirti bulunmakta, bunlardan 20 adet fasulye tiirii insan beslenmesinde etkin
olarak kullanilmaktadir. Yetistiriciligi en fazla yapilan tiirtinlin ise Phaseolus vulgaris oldugu
bilinmektedir [2,3]. Latin Amerika orijinli en eski bitki olan Phaseolus vulgaris L., , 2n=2x=22
kromozoma sahip, kendine déllenen, kiiciik genom yapili ve 587 Mbp biiytikliigiinde genoma
sahip bir bitkidir [4,5]. Fasulye, hem rehidrasyon sonrasi olgun ve kuru tohumlar1 hem de
kabuklari olgunlasmamis taze formu ile taze ve kuru olarak tiiketilebilmektedir [6]. Fasulye, insan
beslenmesinin yani sira, hayvan yemi, boya ve kozmetik sanayi gibi endiistriyel alanlarda da
efektif olarak kullanilmaktadir [7]

Fasulye, bol nemli, iyi drene edilen, kumlu-tinli yapidaki organik madde bakimindan
zengin topraklar1 sevmektedir [8-10]. Agir, asitli ve 1slak topraklardan olumsuz etkilenmekte, 5.5
ila 6.5 pH araligindaki topraklar1 tercih etmektedir [8,9,11]. Cimlenme ve c¢iceklenme
donemlerinde farkli iklimsel hassasiyetler gosterirken, ¢imlenme donemlerinde sicakliga,
ciceklenme doénemlerinde ise diisiik nispi nem ve kuraklia karsi toleransinin az oldugu
bilinmektedir [12].

Bir¢ok farkli biyotik ve abiyotik stres faktorii diger bitkilerde oldugu gibi fasulye
bitkisinde de hem verimi hem de ekimi sinirlamaktadir. Yetistirilen iilkelerin iklim yapisina bagh
olmakla birlikte, tropik ve subtropik iklime sahip tilkeler basta olmakla iizere, tiim diinyada ¢ok
sik rastlanan ve triinde %40 ile %80 arasinda kayip yasanmasina sebep olan “fasulye koseli
yaprak lekesi hastalig1 (Pseudocercospora griseola)” en 6nemli fasulye hastaliklarindan biridir
[13-18]. Tohum kaynakli fungal patojenlerin sebep oldugu “¢okerten, beyaz ciiriikliik, komiir
curukligi, gliney yanikhig1” gibi hastaliklar ise iilkemizde ve diinyada fasulye tlretimindeki
sorunlar arasindadir [19,20].

Kolombiya devri dncesinde Arjantin, Meksika, Gliney Amerika ve And bdélgesinde, ilk
olarak Amerikan yerlileri tarafindan kiiltiire alindig1 arkeolojik ¢alismalar ile tespit edilen
fasulyenin gen havuzu Giiney ve Orta Amerika’dir [20-23]. Giliney Amerika gen havuzundaki
tiplerin yapraklar1 biiyiik, brakteleri mizrak ve liggen seklinde, tohumlari iri ve ¢icekleri beyaz
renkteyken, Orta Amerika gen havuzunda bulunan tiplerin brakteleri oval ve kalp seklinde
cicekleri ise renklidir [24]. Ulkemizin bircok bélgesinde yetisebilecek kadar iyi adapte olan
fasulye, 17. yy’da Tiirkiye'ye gelmis ve uzun yillar yetistiriciliginin yapilmasi sonucu ortaya ¢ikan
varyasyonlar ile cesitli yoresel fasulye cesitleri meydana gelmistir [25][26].

Arastirmacilarin gelismekte olan {lilkeler icin 6nemli protein kaynaklarindan biri

oldugunu belirttikleri yemeklik tane baklagillerden biri olan fasulye, Tirkiye’de de insan
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beslenmesinde protein ve karbonhidrat kaynagi olarak onemli bir yer tutmaktadir [27,28].
Icerdigi, kalsiyum, demir, fosfor, kiikiirt, ¢esitli vitaminler (A, D, E, K) ile yiiksek bir besin degerine
sahiptir [29]. Fasulyenin olgun taneleri kuru maddede %23 ile %24 protein icerigine sahipken,
olgunlasmamis bakla ve tanelerde bu oran %10’dur [30].

Fasulyenin insan beslenmesindeki oneminin yani sira, havanin serbest azotunu
koklerinde bulunan Rhizobium phaseoli bakterisinin olusturdugu nodiiller ile topraga baglayarak,
azot (N) ihtiyacini bu simbiyotik azot fiksasyonu ile sagladig1 bilinmektedir [31]. Bu 6zelligi ile
kendinden sonra ekimi yapilacak bitkinin azot ihtiyacini karsilayacak azot bakimindan zengin bir
toprak birakmaktadir [32].

Tim diinyada iklim kosullarinda meydana gelen degisimler, insanlar icin gida
giivenliginin 6nem kazanmasi ve bununla birlikte dengeli beslenme aliskanliklarinin degismesi,
global olarak gerceklesen sosyal ve ekonomik gelismeler ve krizler diger sektorler gibi tarim
sektoriiniin de degisim ve doniisiimiine neden olmaktadir. Giderek artan niifusa bagh olarak
tarimsal iiriin talebi de giin gectikce artmaktadir. Tarimsal tirtinlerin esit dagilimini engelleyen
kosullarin sebep oldugu sorunlar diinyada birgok iilkede dengesiz beslenme ve agliga neden
olmaktadir. Dolayis1 ile bu sorunlar ile bas edebilmek amaci ile tarimda bitkisel iiretimin
miktarinin arttirilmasi bir zorunluluk haline gelmektedir [33]

Uretimin arttirilabilmesi amaci ile verimin arttirilabilmesi ve bunun i¢in de Kkaliteli,
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli cesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Islah
programlarinin gelisimi iyi diizeyde olmasina ragmen, geleneksel 1slah yontemlerdeki yiiksek
zaman, is giicii ve finansal gereksinimi, , verim gibi baz1 6nemli 6zelliklerin diisiik kalitsallikta
olmasy, tiirler aras1 melezlemelerdeki diisiik basari sansi gibi etmenler sinirlandirici faktorler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [34].

Fasulye yetistiricilerinin kullandig1 yerel cesitler fiziksel ve genetiksel acidan saf
olmamalar1 nedeniyle, popitlasyondaki bireylerin tek tip bir biiylime ve gelisme
gostermemesinden kaynakli makinali tarim uygulamalarinda c¢esitli zorluklar yasanmakta,
depolamada ve pisirme asamasinda, uniform olmayan {rlnler dolayis1 ile sikintilar
yasanmaktadir[35]. Fasulye bitkisinde kendilemeler miimkiin olmakla beraber homozigotiye
ulasmak uzun zaman almaktadir. Cigcek yapisi nedeniyle melezlemeler zor olabilmektedir. Klasik
melezleme calismalarinin ytksek is giicti gerektirdigi, saf hat eldesi i¢in yapilan kendilemenin 7-
9 yil gibi uzun zaman aldig1 bilinmektedir [36].

Bazi bitki tiirlerine ait 1slah c¢alismalarinda doku kiiltiirii tekniklerinden
yararlanilabilmektedir. Ozellikle anter kiiltiirii teknigi haploid bitki liretiminde yaygin olarak
kullanilmakta ve bu sayede kisa siirede homozigotlasma saglanarak daha kisa siirede yeni

cesitler gelistirmek miimkiin olabilmektedir [37]
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Haploidizasyon yontemi ile tamamen homozigot saf hatlarin elde edilmesi miimkiindiir.
Haploid bitkilerin kromozom sayilar1 spontan olarak veya kromozom katlamasi ile tekrar diploid
hale getirildiginde saf hat eldesi gerceklestirilmis olmaktadir. Kendileme depresyonu ve genglik
kisirligi gibi sebepler ile klasik yontemler ile homozigot bireylere ulasmanin zor oldugu bitkilerde
tek generasyonda homozigot birey elde edilebilmektedir. Haploid bitki elde etme teknikleri ile
genomik calismalarda kullanilacak materyal elde edilebilmekte bunun yami sira resesif
mutasyonlarin ortaya ¢ikarilmasi saglanabilmektedir. Ayrica birden ¢ok gen tarafindan etkilenen
karakteristik 6zelliklerin molekiler diizeyde tanimlanabilmesinde bir¢ok kolaylik saglamaktadir
[38].

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait oldugu bitki tliriiniin gamet hiicrelerinde
bulunan kromozom sayisi (n) kadar olan bitkilere haploid bitki ad1 verilmektedir. Generatif organ
ve hiicreleri olusturmaya baslamadan 6nce, belirli ¢ozeltiler ile belirli konsantrasyonda muamele
edilen bu bitkilerin kromozom sayisi iki katina ¢ikartildiktan sonra gamet ve tohum iretimi
gerceklestirilebilmektedir [39]

Bu tez ¢alismasi ile, iilkemizdeki 6nemli besin kaynaklarindan bir olan fasulyeye ait 12
farkli genotipte anter kiiltiir teknigi ile haploidizasyon olanaklarinin arastirilmasi ve gerekli
protokollerin olusturulmasi hedeflenmis olup, ilk kez bu genotipler lizerinde denemeler
gerceklestirilmistir. Calismanin ayn1 zamanda, daha sonra bu alanda yapilacak ¢alismalar icin

model olusturacag da 6ngoriilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Baklagiller

Baklagiller (Leguminosae), dikotiledonlarin ti¢iincii biiylik ailesidir. Hem ekonomik
olarak hem de insan ve hayvan beslenmesinde i¢erdikleri yiiksek protein miktari ile 6nemli bir
yer tutmaktadirlar. Ayni zamanda sanayide hammadde olarak kullanilmalar1 nedeniyle de ¢ok
onemli bitkilerdir [40-42].

Besin degerinin yiiksek olmasinin yani sira baklagiller, Rhizobium ad1 verilen bakteriler
ile kurduklar1 simbiyotik iliski sayesinde havanin serbest azotunu topraga baglayarak, ekildikleri
topraklarin azot iceriginin zenginlesmesini saglarlar. Yilda yaklasik 5 ila 20 kg/da azotu topraga
baglama kapasitesine sahiptirler. Bu miktar bitkinin tiiriine, genotipine ve ¢evre kosullarina gore
degisiklik gostermektedir [12]

Baklagiller ilk caglardan beri kiiltiirii yapilan ve insan beslenmesinde ¢ok uzun zamandir
onemli bir yere sahip olan besin grubudur. Baklagillerin bilinen en eski tiirii olan mercimegin
glnimiizden 8000 yil, nohutun ise 7000 yil 6ncesinde Orta Dogu’da tariminin yapildigl
bilinmekle birlikte, nohudun Anadolu’da M.0 5000’de besin olarak kullamlmaya basladig
bildirilmektedir [43,44].

2.1.1. Diinyada Baklagillerin Durumu

2017 yilinda 80,6 trilyon dolar olarak belirlenen Diinya Gayri Safi Milli Hasila degerinin,
3,22 trilyon dolarlik kismini tarim sektorii olusturmakta, nohut, mercimek ve kuru fasulye ise
toplam tarimsal iiretim degerinin 24,6 milyar dolarini (%0,76) olusturmaktadir [45].

Boriilce, fasulye, nohut, mercimek, bakla gibi ¢esitli tlirlerin yetistiriciligi yapilmakta olup
baklagiller icerisinde diinyada agirlikli olarak yetistirilen tiirler nohut mercimek ve kuru
fasulyedir.

2000 yilinda tiim diinyada baklagil tiretimi, 55,8 milyon ton iken, 2019 yilinda bu miktar
yillar icerisinde artarak 88,3 milyon tona ulasmistir. Her ne kadar bu siire¢ icerisinde iliretim
miktarinda artis yasansa da 2017 yilinda 95,6 milyon ton olan iiretim miktar1 azalarak 2019

yilinda 88,3 milyon tona gerilemistir (Sekil.2.1.)[46].
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Sekil 2.1. Diinyadaki baklagil tiretim miktarinin yillara goére degisimi (2000 - 2019) [46].

Diinya baklagil ihracati 2019 yili itibariyle miktar olarak 6,1 milyon ton kuru bezelye, 4,5
milyon ton kuru fasulye ve 3,8 milyon ton kuru mercimek olarak gerceklesmis, deger olarak ise
3,7 milyar dolar kuru fasulye, 1,8 milyar dolar kuru bezelye ve 1,7 milyar dolar mercimek ihracati

gerceklesmistir (Sekil 2.2.).

M ihracat Miktar (Milyon ton) Thracat Degeri (1 Milyar USD)
7
525
3,5 3,7
1,75 18 T
12
. 0’4
Bezelye (kuru) Fasulye (kuru) Mercimek Nohut Bakla (kuru)

Sekil 2.2. 2019 y1li Baklagil diinya ihracat miktari ve ihracat degeri [46].

Diinya baklagil ithalatinda 2019 yili itibariyle 7,7 milyon ton nohut, 6,3 milyon ton kuru
bezelye ve 3,7 milyon ton mercimek ithalati1 gerceklesmistir. 2000 yili ile karsilastirildiginda
diinya bezelye ithalatinin miktar olarak 2.3 kat, mercimek ithalatinin 3,7 kat, kuru fasulye

ithalatinin ise yaklasik 2 kat arttig1 goriilmektedir [46].
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2.1.2. Tiirkiye’de Baklagillerin Durumu

Baklagil liretiminin iilke geneline yayillmis durumda oldugu Tiirkiye’de, nohut, kuru
fasulye ve mercimek en fazla tiretilen baklagiller olup, Giineydogu Anadolu, Orta Anadolu ve
Marmara Bélgesi liretimin en yogun oldugu bolgelerdir [47].

Yemeklik tane baklagillere ait tarim alanlarinin pay1 1980 yilinda %3 iken 1990 yilinda
%11,2’e yiikselmistir. 1980’li yillarda iilkemizde yiiriitillen “Nadas Alanlarinin Daraltilmasi
(NAD)” projesi ile tarim alanlarinda baklagillerin ekimi tesvik edilmis ve yayginlastirilmistir.
Fakat, artan baklagil ekim alanlar1 1990 yilindan sonra tekrar azalmaya baslamis bunun
sonucunda ise 1995 yilinda %8,8’e, 2005 yilinda %6,4’e ve 2012 yilinda %5’ kadar gerilemistir
[47,48].

Tiirkiye'nin 2020 y1li itibari ile, toplam baklagil (kuru fasulye, nohut ve mercimek) ekim
alan1 824 bin hektar, tiretimi ise 1,23 milyon ton civarindadir. Ulkemizde yetisen yemeklik
baklagiller icerisinde nohut ve mercimek tiretim miktar1 agisindan en 6énemli yeri tutmaktadir

[49] (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Tiirkiye’'de en ¢ok yetistirilen baklagiller ve ekim alanlarinin yillar igerisindeki

degisimi (2000 - 2020) [49].

2020 yilinda, 824 bin hektar ekim alaninda gergeklesen iiretim ile; 630 bin ton nohut, 328
bin ton kirmizi mercimek, 279 bin ton kuru fasulye elde edilmistir [49]. (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. Tiirkiye'de en ¢ok yetistirilen baklagiller iiretim miktarlarinin yillar
icerisindeki degisimi (2000 - 2020) [49].

Son yillarda ithalatta goriilen artis icerisinde 6zellikle mercimek tliretimi, Giineydogu
Anadolu Bolgesinde GAP projesi ile sulanan alanlardaki artis ve bunun sonucu kuru tarim bitkisi
olan mercimegin ekim alaninin azalmasi yaninda yasanan kurakligin etkisi ile de liretimde ciddi
oranda diisiis olmus ve buna bagli olarak ithalat 2008 yilinda ciddi oranda artmistir [50].

Onemli bir baklagil ithalatgis1 olan Tiirkiye baklagil iiretiminde kendine yeterlilik
acisindan 2020 yilinda nohutta %127,5, kirmiz1 mercimekte %71,7, ve kuru fasulyede ise %76
oranlara sahip iken, 2000 yilindaki veriler ile karsilastirildiginda nohutta kendine yeterlilik
seviyesi artarken, kuru fasulye ve mercimekte ise diisiis oldugu goriilmektedir (Sekil 2.5) [49].

Uretim girdilerinin yiiksek maliyeti, kalite standartlarina uygun biiyiikliikte iiriin
yetistirilememesi, yaygin olmayan makinali tarim, zararhlar ve hastaliklar ile miicadelenin ve
sertifikali tohum kullaniminin yetersiz olmasi, ekim alanlarinin azalmasina buna bagh olarak da

yemeklik tane baklagil iiretiminde diisiise neden olmaktadir [51].
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Sekil 2.5. Tiirkiye'nin nohut, kuru fasulye ve mercimek iiretiminde kendine yeterlilik
seviyesinin yillar icerisindeki degisimi (2000 - 2020) [49]

2.2, Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

2.2.1 Siniflandirma ve isimlendirme

Fasulyenin bilimsel ad1 Phaseolus vulgaris L.'dir [52]

Fasulye, baklagiller ailesinin bir iiyesidir ve taksonomik hiyerarsisi su sekildedir:

Boliim: Phanerogameae (Tohumlu bitkiler)

Alt Boliim: Angiospermae (Kapali tohumlular)

Sinif: Dicotyledoneae (Cift genekliler)

Takim: Leguminosae (Baklagiller)

Familya: Papilionoideae (Kelebek cicekliler)

Cins: Phaseolus

Tir: vulgaris

Cogu tiir, kelebek benzeri bir sekle sahip bes ta¢ yaprakh cicekler tasir. Fabaceae
tiirlerinin meyvesi, cesitli sekil ve boyutlarda, birden ¢ok tohum tasiyan tek karpelli bir bakla
olmakla birlikte, bircok tiirde meyve, tohumlar1 serbest birakmak icin bir ya da her iki kenar
boyunca uzanan ve merkezi siitun olarak da bilinen yapilara sahiptir [53].

Phaseolus vulgaris ait oldugu familyay1 karakterize eden bir¢ok karakteristik 6zelligi
tasisa da ¢cicek omurgasinin bir veya iki doniisli bir tiip igcerisinde son bulmasi ve hem iireme hem
de vejetatif yapilarinda barindirdiklar1 kanca seklindeki kil yapilari ile familyanin geri kalan

liyelerinden ayrilirlar [54-56].
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Diinya capinda en ¢ok tiiketilen baklagil olan fasulye, diger tiim baklagil mahsullerinin
toplamini agan ticari degeri ile kritik bir 6neme sahiptir [57-59]. Ozellikle tropik bolgelerdeki
milyonlarca insan i¢in misir, piring ve diger gidalara dayal diyetlerde eksik olan amino asitleri
tamamlayan temel bir protein kaynagidir [57]. icerdigi lisin ve triptofan aminoasitleri; demir,
bakir ve ¢inko mineralleri; faydali fitokimyasallar, antioksidanlar ve flavonoidler ile insan saghgi

icin de degerli bir besin kaynagi durumundadir [60].

2.2.2. Morfolojik Ozellikler ve Bilyiime Habitiisleri

Fasulye, kapsamli olarak yiiriitiilen yetistirme ¢alismalari neticesinde tohum biiyiikligi,
rengi, farkli biiytime habitiisleri gibi ¢esitli morfolojik ve agronomik 6zelliklerde bir¢ok ceside
sahiptir. P. vulgaris'in sarilic1 ve tirmanici gesitlerinin yani sira daha az siklikta da olsa kismen
dik yapiya sahip bircok cesidi bulunmaktadir [56,61]. Yar1 tirmanici ¢esitler kisa glin uzunluguna
sahip serin ve daglik bolgelerde tercih edilir [62].

Govde basina bogum ve tohum sayisi bitkinin ana gévdesinin uzunlugu ile pozitif olarak
iliskilidir [63]. Artan bakla sayisi, boyut, etlilik, daha biiyiik tohumlar ve tohumlarin suya
erisimini kolaylastiran artan gecirgenlik gibi secilen o6zellikler evcillestirilerek fasulyeye
kazandirilan 6zelliklerdendir [55,61].

Fasulye temelde yan koklere sahip bir kazik kék sistemine sahip olmakla birlikte, bu
kokler Rhizobium bakterileri tarafindan kolonize edilerek diizensiz kok nodiillerinin olusumu ile
sonuglanir [56].

Kokler giinde yaklasik 3-3,5 cm hizh bir sekilde uzama gostererek, herhangi bir sekilde,
toprak icerisinde bir engel ile karsilasirsa, bliyiimesini durdurarak yan kék olusumuna yonelir
[12].

Fasulye tek yillik, otsu bir govdeye sahip olup, govde tipik olarak tiiyliidiir ve tiiylerin
uzunlugu ve yogunlugu cesitlilik gostermekte, kisa ve ¢engelli killar (unsinat olmayan killar) her
zaman govdenin geng kisimlari tizerinde bulunmaktadir [54,61,64,65]. Tiiylerin hem zararlilara
hem de hastaliklara karsi bir savunma olusturdugu, aynm1 zamanda mantar sporlarin
engelledigine dair calismalar bulunmaktadir [66,67]. Bogum (node) ve bogum aralarindan
(internode) meydana gelen govde, sirik ya da sarilici olarak adlandirilan gesitlerde {ic metreye
kadar uzayabilmekte ve ortalama 11-35 bogum tasimaktadir [68].

Fasulyede asil yapraklar, ti¢c adet yapragin bir yaprak sapina baglandigy, ti¢ yaprakeikli (trifoliat)
ve alternat dizilime sahip, yaprakeiklar tiiyli, kiiciik kulakeigi birlesik yapidadir [66]. Cesitler

arasinda sekiller farklilik gosterse de yaprakeiklar genelde genis tabanli ve sivri ucludur [61].
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2.2.3. Cicek Meyve ve Tohum Yapisi

Fasulyede cicekler aksillar ya da terminal tomurcuklardan meydana gelip, ¢ceside gore,
pembe, beyaz ya da menekse rengine sahiptirler [56]. Koltuksal (axillary) c¢icek durumu adi
verilen, yaprak koltugundan ¢ikan salkim seklindeki ¢icek, salkim sapinin ucuna c¢igek sapi
(pedicel) ile baglanmaktadir [68]. Ciceklenme i¢in optimum sicaklik 21°C olarak belirlenmistir
[69].

Polen taneleri yaklasik 30 mikrometre ¢apa sahip, ags1 bir eksin tabakasi ile cevrili,
kiiresel, licgen ya da trikolpat yapidadir [70]. Anter ve stigmanin birbirine yakin sekilde
konumlanmis durumda oldugu cigek yapisi, anter duvarinin agilmasiyla stigma aliciliginin da ayni
anda, ¢icek acilmadan 6nce meydana gelmesi fasulyenin ytliksek oranda kendine déllenmesi ile
sonuglanir [71]. Fasulyenin bakla (legume) ad1 verilen meyvesi, déllenmeyi takiben yumurtaligin
gelismesi ile meydana gelir ve cevre sartlariile ceside bagli olarak bitkide 4 ila 29 adet bulunabilir
[72]. Yine ceside ve cevresel kosullara bagli olmakla birlikte tohumun olgunlasmasi i¢in gereken

stire 50 ila 250 giine kadar genis bir aralikta degismektedir [61].

2.2.4. Genetik Yapisi

2n=2x=22 kromozoma sahip diploid yapidaki fasulyenin genomu, 521 Mbc¢ ve %41
tekrarli DNA'lardan olusmaktadir [5]. Bakla (Vicia faba L.) genomundan yaklasik 21 kat daha
kiiclik olan fasulye genomu, boriilce (Vigna unguiculata L. Walp.) genomuna yakin ve soya

fasulyesi (Glycine max L. Merrill) genomunun yarisi kadardir [73]

2.3. Haploid Bitkiler ve Olusum Sekilleri

Bitkisel liretimin arttirilabilmesi i¢in verimin arttirilmasi ve bunun i¢in de kaliteli, biyotik
ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli cesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Islah
programlarinin gelisimi iyi diizeyde olmasina ragmen, geleneksel 1slah yontemlerindehomozigot
hatlarin elde edilmesinin uzun zaman, yogun is giicii ve masrafi gerektirmesi, verim gibi bazi
onemli ozelliklerin diisiik kalitsallikta olmasi, tiirler aras1 melezlemelerdeki diisiik basar1 sansi
gibi etmenler sinirlandirici bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir [34].

Klasik 1slah metotlar1 kullanilarak yeni bir cesidin gelistirilmesi 10-14 y1l kadar uzun bir
sure¢c gerektirmektedir. Biyoteknolojik gelismelerin hiz kazanmasi ile doku kiltiiri
calismalarindaki gelismeler, 6zellikle anter kiiltiri tekniginin kullanilmasi homozigot hatlarin
elde edilme siiresini kisaltarak yeni c¢esit gelistirilmesi icin gerekli siireyi énemli Olgiide

azaltmistir [12,37].
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Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisy, ait oldugu bitki tiiriiniin gamet hiicrelerindeki
kromozom sayisi (n) kadar olan bitkilere haploid bitki ad1 verilmektedir. Normal gelisim gosteren
bitkilere kiyasla haploid bitkiler, daha kiiciik yapida olup ait olduklar1 bitkinin gamet
hiicrelerinde kromozom sayisi kadar kromozom tasidiklar1 i¢cin gamet meydana getiremez ve
tohum baglayamazlar [74].

Haploid bitki elde etmek amaciyla uygulanan cesitli teknikler olmakla birlikte dogal
olarak meydana gelen spontan haploid bitki olusumu da gozlenmektedir. Haploid bitkilerin
olusumu 5 farkli sekilde meydana gelmektedir:

+ Androgenez: Erkek gamet hiicrelerinin gelisim gostermesi ile haploid yapida bitkiler
olusabilmektedir [75].

+ Ginogenez: Ovaryum icerisine sperm girisi olmasina ragmen dollenmenin
gerceklesmemesi sonucunda, oviil hiicreleri boliinmeye baslayarak haploid bitki olusumu
gozlenebilmektedir [76,77].

+ Kromozom eliminasyonu: déllenme gerceklesse de olusan embriyoda ebeveynlere ait

kromozomlarin kaybolmasi sonucunda haploid yapida bitkilerin meydana geldigi

bilinmektedir. Genel olarak erkek esey hiicresine ait kromozomlar elimine olmaktadir
[78].

+ Semigami: Embriyo olusumu, disi ve erkek bitkiye ait esey hiicrelerinin katilimi ile
gerceklesse dahi cekirdeksel erimenin gerceklesmediginden dolay1 ana ve babaya ait
kimerali haploid bitkiler olusmaktadir [79-82].

« Apogami: Embriyo kesesi icerisinde var olan sinerjit hiicrelerden birinin béliinerek

haploid yapida bitkiyi olusturmasidir [79-82].

Doku kiiltiirti calismalarinda kendiliginden katlanarak 2n kromozom sayisina sahip bitkiler elde
edilebilmekte, ayn1 zamanda generatif organ ve hiicreleri olusturmaya baslamadan 6nce, haploid
bitkiler belirli ¢c6zeltilerin belirli konsantrasyonlari ile muamele edilerek kromozom sayis1 iki
katina ¢ikartilarak bu bitkilerin gamet ve tohum tiretimi gerceklestirilebilmektedir [39,79].

Doku kiiltiirii ile, kendileme depresyonu ve genclik kisirligi gibi sebepler ile klasik
yontemler ile homozigot bireylere ulasmanin zor oldugu bitkilerde tek generasyonda homozigot
birey elde edilebilmektedir. Haploid bitkiler, genomik ¢alismalarda kullanilabildigi gibi, resesif
mutasyonlarin ortaya c¢ikarilmasinda da kolaylik saglamkatdirlar. Ayrica birden ¢ok gen
tarafindan etkilenen karakteristik 6zelliklerin molekiiler diizeyde tanimlanabilmesinde bircok
kolaylik saglamaktadir [83].

Dihaploidizasyon yonteminde, dncelikle somatik hiicrelerinde ait olduklari o tiirtin gamet
hiicrelerindeki kromozom sayisi kadar kromozom tasiyan farkl bir ifade ile tek set kromozom

bulunduran haploid bitkiler elde edilir. Elde edilen haploid bireyler cesitli kimyasallar
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kullanilarak kromozom katlanmasi sonucu katlanmig haploid hale getirilirler. Elde edilen bu
%100 homozigot hatlara saf hat adi1 verilir ve kendine dollenen bitkilerde bu hatlarin her birisi

birer c¢esit adayidir [36].

2.4, Bitki Doku Kiiltiirii

Organizmalardaki her hiicrenin uygun cevre kosullar1 saglandiginda bagimsiz olarak
gelisebilmesi 6zelligi 1839 yilinda Schwan’in ¢alismalart ile ortaya konmus ve totipotensi 6zelligi
olarak adlandirilmistir  [84,85]. Bitkilerin totipotensi 0zelliginden faydalanilarak,
laboratuvarlarda ve steril kosullarda, gerekli bilesenleri iceren belirli besi ortamlarinda,
bitkilerin doku veya organlar1 kullanilarak, yeni bitkilerin veya bitkisel iiriinlerin iretimi
gerceklestirilebilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda Gottlieb Haberlandt 1902 yilinda bitkilerin
totipotensi dzelliginden faydalanarak ilk bitki doku kiiltlirii galismasini yiiriitmis ve Kolte ve
Robbins’in 1922 yilinda yapmis olduklart bitki doku e kiiltiirti calismasi basari ile sonu¢lanmistir
[86].

In vitro doku kiiltirii ¢alismalari ile bitki elde edilmesi amaci ile eksplant kaynagi olarak
bitkilerin farkli doku ve organlar1 kullanilmakta, kallus, organ, embriyo, hiicre ve protoplast

kiiltiirii tekniklerinden faydalanilmaktadir [87,88].

2.4.1. Anter Kiiltiira

Anter kultiirt teknigi temelde in vitro kosullarda ve yapay besi ortamlar: kullanilarak,
tomurcuklarindan ayrilan ve icinde olgunlasmamis polenleri barindiran anterlerin yapay besi
ortamlarina yerlestirilmesi prensibine dayanir.

Normal kosullarda polen taneleri iki ¢ekirdekli yapiya doniiserek gametik gelisim
gostermekte iken anter kiiltiirii sayesinde heniiz tek cekirdekli evrede olan polen taneleri
somatik gelisme gosterecek sekilde uyarilmaktadir. Bu olaya “androgenez” adi verilmektedir
[89].

Tulecke (1953), Ginkgo biloba L. bitkisi iizerinde yaptig1 ¢alismalarda, ilk defa haploid bitki
olusturmak amaci ile olgun polenlerin kiiltiir kosullarinda uyarilabilecegini bildirmistir [89,90].
Guha ve Maheswari (1964), tarafindan ilk defa, Datura stramonium bitkisine ait geng¢ anterler
kultiire alinarak haploid embriyolar elde edilmistir [91].

Burgin ve Nitsch (1967), tiitiin bitkisinde yaptiklar1 anter kiiltiirii ¢alismalari ile haploid bitki
elde etmeyi basarmislardir. Bu ¢alismalar: takiben ekonomik degeri yiliksek ¢cok sayida bitkide
ayni yontem kullanilarak haploid bitkiler elde etmek amaci ile ¢ok sayida calisma yapilmistir

[79].[92].
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Keller (1987), haploid bitki elde etmek amaci ile izole edilen mikrosporlar1 kiltiire alarak
basariya ulasmislardir [93] .

Haploid embriyolar, anter kiiltliriinde mikrosporlarin béliinmesiyle olusan hiicrelerin
sporofitik gelisim gostermesi ile meydana gelsede, misir, bugday ve arpa gibi bitkilerde dogal
yollar ile boliinen tek cekirdekli mikrosporlar daha sonra vejetatif béliinme ile sporofitleri
olusturabilmektedir [94][95].

Tiitiin (Nicotiana tabacum L.), bugday (Triticum aestivum L.), arpa (Hordeum vulgare L.),
kanola (Brassica napus L.), piring (Oryza sativa L.), yer fistig1 (Arachis hypogaea) ve misir (Zea
mays L.) gibi bircok bitkide, bitki 1slah programlarinda kullanilmak iizere katlanmis haploid
bitkiler basari ile elde edilebilmistir [96-101]

2.4.1.1. Androjenik Basariy1 Etkileyen Faktorler

Anter kiiltliriinde basari, kalluslarin eldesi ve rejenerasyon orant ile elde edilen katlanmis
bitki orani gibi Olglitler ile degerlendirilmekte ve tiire ve genotipe gore degiskenlik
gostermektedir [102].

Bajaj, (1990), anter kiiltliriinde genotip, verici bitkinin yetistirildigi kosullar, mikrospor
gelisme evresi ve inkiibasyon kosullari ile anter ve tomurcuga yapilan 6n uygulamalarin basariy:
etkiledigini bildirmistir [103].

Cho ve Zapata (1990), besi ortamina yogun sekilde yerlestirilen anterlerin ortama
salgilanan toksik maddelerin yogunlugunu arttiracagi, bu sebeple de mikrosporlarin gelisimleri
lizerine olumsuz etki yapabilecegini belirtmislerdir [104].

Kristiansen ve Andersen (1993), sicaklik ve donor bitkinin yasinin embriyo gelisimini
etkiledigini, fotoperiyodun ise etkisiz oldugunu bildirmislerdir [105].

Mityko ve ark. (1995), genotipe bagh olarak androjenik bitki olusum frekansinin %0.5 -
75 arasinda degisim gosterdigini bildirmislerdir [106].

Genotipe bagh faktorlerin elimine edilmesinde izlenecek yollardan bir tanesi farklh
kosullarin, farkli genotipler icin optimum olabilecegi gz 6niinde bulundurularak, her genotip i¢in
kosullarin optimize edilmesidir. Diger bir yol ise embriyo olusturma yetenegi yiiksek genotipler
ile embriyo olusturma yetenegi diisiik genotiplerin melezlenerek, az ya da ¢ok embriyo elde
etmeyi saglamaktir [107].

Mikrospor gelisim evresi, anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen en 6nemli asamalardan
biridir [108,109]. Bir¢ok bitki tiirlinde mikrospor evresinin tomurcuk biiyiikligi ile yakindan
iliskili oldugu bilinmektedir [110-113].

Her ne kadar morfolojik niteliklerin anterin alinmasi i¢in dogru zaman belirlemede

kullanilabilecegini belirten arastirmacilar olsa da tomurcuk biiyiikligii gibi kriterlerin cesitlere
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ve ekolojik kosullara goére degisebilecegi dolayisi ile yaniltici olabilecegi de bildirilmistir
[114,115].

Sicaklik, 151k siddeti, glinliik 1s1klanma siiresi, gibi ¢evresel faktorlerin, basariy1 etkiledigi
bilinmektedir [116]. Donor bitkilerin uygun kosullarda yetistirilmesi basariy1 etkilemekte olup,
dogal 151k altinda gelisen bitkilere ait anterlerin daha saglikli polenler icerdigi bildirilmistir [117].

Anter kiiltliriinde embriyogenezi uyarmada disardan uygulanan stres etkenlerinin etkili
oldugu, yiiksek ya da diisiik sicaklik soklarinin farkl siirelerde uygulanmasinin basariy etkiledigi
bildirilmistir [118,119]. Diisiik sicaklik uygulamasinin ise en etkili yontem oldugu tespit
edilmistir [120-123].

Bitki biiylime hormonlari bitkide sentezlenen ve diisiik konsantrasyonlarda dahi 6nemli
etkileri olan organik maddelerdir. Dogal olarak sentezlenen bitki biiyiime hormonlarinin yani sira
benzer fizyolojik aktiviteleri gosterebilen sentetik yapidaki bilesikler de iiretilerek kullanima
sunulmaktadir. Dogal olarak sentezlenebilenlerin yani sira sentetik olarak da sentezlenebilen bu
maddeler bitki biiyiime diizenleyicileri olarak isimlendirilmektedir [124]

Oksin grubu, bitki biiylime diizenleyici hormonlar arasinda ilk kesfedilen hormon grubu
olup 1928 yilinda tespit edilmis ilk oksin indol asetik asit (IAA) olarak tanimlanmistir [125,126].
Sitokininler ise 1955 yilinda Miller ve arkadaslari tarafindan oksin lizerine devam eden
calismalar esnasinda tespit edilmis ve oksin duyarliigini dengeledigi ve oksin ile hiicre
boliinmesini tesvik ederek hiicrelerin farklilasmasinda ve koordinasyonunu saglamada etkili
oldugu belirlenmistir [127-130].

Cesitli calismalarda sitokininin siirgiin olusumunu tesvik ederek disi gametofit gelisimini
arttirdig1 fakat yanal koklerin olusumunu engelleyerek kok biiytimesini baskiladigi, oksinin ise
tam tersi etkiye sahip oldugu bildirilmistir [128,130,131]. Kinetin (N - (furan-2-ilmetil) -7 H -
pirin-6-amin), yapilan in vitro c¢alismalar ile kalsiyum akisinin uyarilmasinda, gen
ekspresyonunda ve hiicre dongiisiinde etkili oldugu belirlenen ve sitokininlerden elde edilen ilk
sentetik hormon olup, hiicre béliinmesini tesvik ettigi icin bu sekilde adlandirilmistir [127,132-
136].

Rejenerasyonu istenilen sekilde yonlendirebilmek amaci ile cesitli bitki biiyiime
diizenleyicileri kullanilir. Bunlardan bazilar1 biiyiime ve gelismeyi tesvik ederken bazilari ise
engellemektedir. Bitkilerin hangi amagcla kiiltiire alindiklar1 6nemli olup tiirlerine gore besi
ortamina eklenecek bitki biiylime diizenleyicilerinin oranlar1 degisiklik gdéstermektedir [137].

Bitki doku kiiltiirii ¢calismalarinda bitki biiyiime diizenleyicileri kok-siirgiin ve yumru
olusumunu uyarmak amaci ile kullanilmaktadir. Kiltiir calismalarinin degisik asamalarinda dahi
anterlerin ihtiyaclar1 farklihk gostermektedir. Ornegin gametofitik dokular1 sporofitik
gelistirmeye yonlendirmede besi ortami igerisinde oksinlere ihtiya¢c duyulurken, bitkicik

olusumu icin ise sitokininlerin varhg gerekmektedir. Aktif komiir gibi besi ortami icerisine
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eklenebilen katki maddeler ile ¢esitli amino asitler de basari sansimi arttirmak amaciyla
kullanilmaktadir [107].

Doku kiiltiirii islemlerinde 6ncelikle uygun besi ortaminin belirlenmesi gerekmektedir.
Bitki doku kiiltiirti calismalarinda birgok besi ortami kullanilmakla beraber en sik kullanilan besi
ortami yliksek tuz konsantrasyonuna sahip “MS” olarak adlandirilan, Toshio Murashige ve Folke
K. Skoog adli bitki bilimciler tarafindan 1962 yilinda gelistirilen besi ortamidir. Gambork ve
arkadaglari tarafindan gelistirilen “B5” ad1 verilen ve yliksek nitrat azotu igeren besi ortami ile
“NN (Nitsch ve Nitsch) ”, “LS (Linsmaier ve Skoog)” gibi cesitli besi ortamlar1 da
kullanilabilmektedir [138,139].

2.5. Baklagillerde Doku Kiiltiirii Calismalar:

Gamborg ve ark. (1974), bezelye (Pisum sativum L.) ile yaptiklari calismada 2-5.0 uM BAP
(6-Benzylaminopurine) ve 1.0 mM NAA (1-Naphthylacetic acid) iceren agarli besi ortaminda
bitkiye ait apikal hiicreleri kiiltiire alarak kallus ve siirgiin elde etmeyi basarmis fakat etkin bir
koklenme saglayamamislardir [138].

Mroginski ve Kartha (1981), calismalarinda eksplant kaynagi olarak in vitro elde edilen
bezelye yapraklarim1 kullanmislardir. 0.1, 1 ve 10 uM BAP ve NAA iceren B5 besi ortamlarina
aktarilan ornekler, tiim ortamlarda kallustan siirgiin olustursa da en iyi sonucu 10 puM NAA ve
BAP ilave edilen besi ortaminda elde etmislerdir [140].

Hussey ve Gunn (1984), bezelye (Pisum sativum L.) ile yaptiklar1 calismada 1 mg L-1 BAP
ile 4 ve 8 mg L-1IBA (4-(3-Indolyl) butanoic acid) iceren MS ortamlarina aldiklar1 eksplantlardan
kallus ve siirglin olusumu gézlemlemislerdir. Ayni ortamlara 2-4 hafta sonrasinda 0.25 mg L-1 IBA
eklenmesi ile siirgiinlerin rejenere oldugunu ve, 1/2 MS mineralleri, %15 sukroz ve 2 mg L-1 [AA
iceren ortamda ise koklenmenin gergeklestigini bildirmislerdir [141].

Rubluo ve ark. (1984), calismalarinda olgun ve olgunlasmamis bezelye yaprakg¢iklarini
kullanarak MS besi ortamina farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA, IBA ve IAA ilave ederek bu
oksin ve sitokininlerin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinin etkisini arastirmislardir.
Siirglin ve tam bitkilerin elde edildigi calismada %26 ile %38 arasinda degisen siirglin yuizdesi
BAP ve NAA iceren besi ortamlarinda %7’ye kadar diiserken, arastirmacilar stlirgiin
rejenerasyonunun genotip ve sicakliktan da etkilendigini bildirmislerdir. [142].

Kysely ve ark. (1987), bezelye (Pisum sativum L.) ile yaptiklar1 calismada 6nce sitokinin
daha sonra oksinin dozlarinmi azaltarak olgunlasmamis embriyo ve siirgiin u¢larindan adventif
slirglin rejenerasyonunu basarmislardir. [143].

Polanco ve ark. (1988), mercimekte kallus ve stirgiin olusumu iizerine eksplant kaynagi

ve besi ortaminin etkisini belirlemek amaci ile birinci bogum, ilk yaprak cifti ve siirgiin ucunu
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farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA, IAA, IBA ve 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) iceren
B5 ve MSO (Hormonsuz Murashige ve Skook basal besi ortami) besi ortamlarinda kiiltiire
almislardir. Calisma bulgularinda, stirgiin olusumu icin en iyi eksplant tipinin bogum oldugunu,
BAP'1n siirgiin olusumunu tesvik eden en etkili hormon olsada kék olusumunu baskiladigini ve
en fazla siirgiin eldesinin ise 2.25 mg L1 BAP, 0.186 mg L-1 NAA ve 2.25 mg L1 IBA iceren MS
ortaminda gergeklestigini bildirmisleridir. [144].

Jackson ve Hobbs (1990), bezelyede (Pisum sativum L.) yaptiklar1 ¢alismalarinda
kotileden bogumlarini kiiltiire almislar ve siirglin ucu sayisinin artan sitokinin konsantrasyonu
ile arttigini bildirmislerdir. [145].

Ozcan ve ark. (1992), 0.5 mg L1 BAP, 4 mg L1 NAA ilave edilen MS besi ortaminda
bezelyenin olgunlasmamis kotiledonlarindan siirgiin elde etmislerdir. [146].

Polanco ve Ruiz (1997), BAP, Kinetin, GA3 (Gibberellin A3), IAA ve NAA konsantrasyonlari
iceren MS besi ortaminda ¢imlendirdikleri mercimek tohumlarindan 2.25 mg L-! BAP ortaminda
kallus elde ederek 0.25 ve 2.25 mg L1 BAP iceren besi ortaminda yiiksek oranda siirgiin ucu elde
etmeyi basarmis ve 2 mg L1 IAA iceren MS ortaminda siirgiinlerin koklendirilmesini

gerceklestirmislerdir. [147].

2.5.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris)’de Doku Kiiltiirii Calismalari

Mehta (1965), ilk kez fasulyede yapilan doku kiiltiirii calismasi ile kallus olusumunu
bildirmistir [148].

Haddon ve ark. (1976), tek g¢ekirdekli polen kullanarak kallus olusumunu bildiren ilk
calismayr yapmislardir. Fakat farkli bitki biliylime diizenleyicileri ile takviye edilmis
besiyerlerinde kiiltiire alinan anter kalluslarindan rejenerasyon elde edememislerdir. Ayrica
fasulyelerin, doku kiiltiirtinde ploidi diizeyi ve morfogenetik potansiyeli lizerine biliyiime
kosullarinin ve dokularin kékeninin etkilerini arastirmislardir [149].

Crocomo, Peters ve ark. (1976), eksplant olarak fasulye yapraklarinin kesitlerini, Malik &
Saxena, (1991) ise yaprak sap1 ve geng yapraklari kullanarak siirgiin organogenezi yoluyla bitki
rejenerasyonunu gerceklestirmislerdir [150,151].

Mok ve ark. (1978), yiiksek sitokinin konsantrasyonunda biiyiiyen bir genotipin, optimal
diizeyde kallus olusturabilmesi icin benzer ya da daha yiliksek oksin konsantrasyonunun gerekli
olacagini varsaymis fakat, optimal kosullar ile kallusun rejenerasyon yetenegi arasinda bir iliski
olduguna dair hicbir kanit saglayamamiglardir [152].

Peralte ve ark., (1978)’de bitki biiylime diizenleyicileri olmadan hindistan cevizi siitii ile
takviye edilen besi ortaminda apikal meristem kiiltiirleri ile bitkileri rejenere ettigini

bildirmislerdir. [153].
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Crocomo ve ark., (1979)’da ¢calismalarinda farkli oksin ve sitokinin konsantarsyonlarinin
embriyo eksenlerinin in vitro gelisimini kontrol edebilecegini bildirmislerdir. [154].

Malmberg (1979), P. vulgaris'te rejenerasyon icin bir sistem gelistirmeye yonelik ilk adim
olarak bir¢ok genetik hattin taranmasini 6nermistir. [155].

Kartha ve ark., (1982)’de kriyoprezervasyon calismalarinda in vitro kiiltiire alinan
meristemlerden bitki rejenerasyonunun arastirilmasi amaci ile farkli konsantrasyonlarda BAP
ilave edilen besi ortamlarinda, bitkilerin basarili sekilde rejenere edildigini bildirmislerdir. [156].

Rubluo ve Kartha (1985), gesitli sicaklik rejimleri ile bitki biiylime diizenleyicilerinin
farkli kombinasyonlarinin bitkide olusturdugu morfogenetik yaniti degerlendirerek kiiltiir
ortamina BAP ilavesi yapildiginda apikal meristemden bitki rejenerasyonunun gergeklestigini
belirtmislerdir. [157].

Benedicic ve ark, (19991)’de tomurcuk indiksiyonunun BAP veya 2iP (N6-(2-
Isopentenyl)adenine) ve giberellik asit (GA3) konsantrasyonlarina, slrgiin olusumu ve
uzamasinin ise sitokin varligina bagh oldugunu ortaya koymuslardir. [158].

Benedicic ve ark. (1991), jasmonik asidin P. vulgaris'in siirgiin olusturma yetenegi
tizerinde uyarici bir etkisi oldugunu bildirmislerdir [158].

Farklilasmamis kallus hiicrelerinden siirgiin organogenezi icin ilk protokol Mohamed ve
ark. (1993) tarafindan gelistirilmistir [159]

de Oliveira ve ark. (1994), bazi oksinlerin ve sitokininlerin fasulyesinin olgun anterlerinin
in vitro tepkisi tlizerindeki etkisini arastirmislar ve oksinler (2,4-D veya NAA) diisiik
konsantrasyonlarda kullanildiginda daha yiiksek bir kallus olusum oraninin goriildiigiini, yiiksek
sitokinin konsantrasyonlarinda ise daha ¢ok kok olusumununun gozlendigini bildirmislerdir
[160].

Fernandez-Caso ve ark., (1996), BAP ve GA3 iceren ortamlarda yaptig1 calismalar ile
slrgiin rejenerasyonu i¢in besi ortamini optimize etmistir [161].

Klu ve ark. (1997), eksplant olarak kullandiklar kotiledon bogum dokularindan dogrudan
organogenez yoluyla fasulye bitkilerini rejenere ederek histolojik calismalar ile siirgiinlerin
kotiledon bogumunun sub-epidermal hiicrelerinden gelistigini dogrulamislardir. [162].

Zhang ve ark. (1997), dondr bitkinin fizyolojik durumunu degistirmenin, in vitro
rejeneratif kapasiteyi degistirebilecek yaklasimlardan biri oldugunu belirtmislerdir [163]

Santalla ve ark. (1998), P. coccineus'un P. vulgaris'ten daha yiiksek bir rejenerasyon
potansiyeli oldugunu bildirmislerdir. [164].

Cruz de Caravalho ve ark. (2000), dogrudan organogenez yoluyla fasulye rejenerasyonu

icin tekrarlanabilir bir ince hiicre tabaka yontemini tanimlamislardir [165].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Tez kapsaminda 12 fasulye genotipi/cesidi kullanilmis olup, kullanilan genotiplerin 5’i

yerel cesit ve 5'i ticari cesitlerden secilmistir. 12 fasulye cesidine ait bilgiler Tablo 3.1. 'de

verilmigtir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan fasulye cesitlerine /genotiplere ait 6zellik bilgileri

Numara

1

BSwWw N

)}

9
10
11

12

Fasulye
Ismi
Akman

Bitlis- 76
Bitlis-117
Goksun

Goyniik

Hakkari-12
Karacasehir

Onceler

Tunceli-1
Van-59
Barbunya

Leklek

Ozellik

Gecit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
1998 yilinda tescil ettirilmis bir ¢esittir Yari-sarilici
gelisim gostermektedir. 60-70 cm bitki boyuna sahiptir.
Hasat olum siiresi 115-125 giin olan bir cesittir.

Yerel popiilasyondur.

Yerel popiilasyondur.

Dogu Akdeniz Gegcit Kusag1 Tarimsal Arastirma
Enstitiisii tarafindan 2012 yilinda tescil ettirilmis bir
cesittir. Yar sarilic1 gelisim gostermektedir. 90-100 cm
bitki boyuna sahiptir. Hasat olum stiresi 104-124 giin
olan bir gesittir

Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
1998 yilinda tescil ettirilmis bir ¢esittir. Bodur-dik
gelisim gostermektedir. 45-55 cm bitki boyuna sahiptir.
Hasat olum siiresi 110-120 giin olan bir cesittir.

Yerel popiilasyondur.

Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
1990 yilinda tescil ettirilmis bir cesittir. Yari-sarilici
gelisim gostermektedir. 50-55 cm bitki boyuna sahiptir.
Hasat olum siiresi 110-115 giin olan bir cesittir.

Gegit Kusag1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
1990 yilinda tescil ettirilmis bir ¢esittir. Bodur-dik
gelisim gostermektedir. 40-50 cm bitki boyuna sahiptir.
Hasat olum siiresi 105-110 giin olan bir cesittir.

Yerel popiilasyondur.

Yerel popiilasyondur

Nigde ilinin Elmali kasabasinda yetistiricilerden temin
edilmistir. Yari-sarilici gelisim gostermektedir.

Mersin ilinin Giilnar ilgesinde yetistiricilerden temin
edilmistir. Yari-sarilici gelisim gostermektedir.
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3.2. Tohum Canlilik Tespiti

Calismada kullanilan fasulye cesitlerine/genotiplere ait tohumlar Sekil 3.1.’de verilmistir

i

i

!

8 (Onceler)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-59) 11 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil 3.1. Calismada kullanilan fasulye cesitlerine/genotiplerine ait tohumlarin genel
gorintiileri (Cesitlere ait numaralandirmalar Tablo 3.1.’de verilmistir)

Tohumlarin canlhliklarinin tespiti amaci ile ISTA (1996)nin o6nerdigi 2,3,5
trifeniltetrazolium klorit yontemi kullanilmistir [166]. Fasulye cesitlerine/genotiplere ait
tohumlar 24 saat boyunca su igerisinde bekletilmis ve bu siirenin sonunda tohumlarin kabuklari
soyulmustur. Ardindan 1 g L1 2,3,5 trifeniltetrazolium klorit (TTC) soliisyonu icerisine alinarak

24 saat bekletilen tohumlarin canlilik kontrolleri yapilmistir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3.).
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3 (Bitlis-117)

4 (Goksun)

8 (Onceler)

o (Tunceli-1)

10 (Van-50)

n(

12 (Leklek)

Sekil 3.2. Tohum canlilik tespiti i¢in 2,3,5 trifeniltetrazolium klorit soliisyonu igerisinde
bekletilen fasulye cesitlerine/genotiplerine ait tohumlarin kapali iken goriintiileri
(Cesitlerin/genotiplerin numaralandirilmalar: Tablo 3.1.'de belirtildigi sekildedir)

3 (Bitlis-117)

5 (Goyniik)

9 (Tunceli-1)

10 (Van-59)

12 (Leklek)

Sekil 3.3. Tohum canlilik tespiti i¢in 2,3,5 trifeniltetrazolium klorit soliisyonu igerisinde
bekletilen fasulye cesitlerine/genotiplere ait tohumlarin acik iken goriintiileri
(Cesitlerin/genotiplerin numaralandirilmalar: Tablo 3.1.'de belirtildigi sekildedir)

3.3. Tohumlarin Ekilmesi ve Bitkilerin Biiyiitiillmesi

Tablo 3.1’de belirtilen fasulye tohumlari tarla kosullarinda ortaya cikabilecek yabanci ot

sorunu goz oniine alinarak ve kolay cimlenebilmelerini saglamak amaci ile Mersin Universitesi
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serasinda oOncelikle torf ve perlit (1:1) iceren viyoller icerisine ekilmis ve ¢imlenmeye

birakilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Mersin Universitesi sera alaninda tohumlarin ekiminin gerceklestirildigi viyollere ait
goruntu

Viyollerde ekimi gercgeklestirilen tohumlarin 4. giinden itibaren ¢imlenmeye basladigl
gbzlenmis olup, ortalama 10-15 giinliik siire icerisinde sasirtilarak saksilara dikilmislerdir (Sekil

3.5)

Sekil 3.5. Viyollerde gelisen fasulye bitkilerine ait goriinttler

Sasirtma isleminden 6nce budanan bitkiler kizil toprak: torf: perlit (1:1:1:) igeren,
Serinova No:3 marka bahge saksilarina aktarilmis olup, ilk stresi ortadan kaldirmak ve kok
olusumunu tesvik etmek amaci ile can suyu ve humik fulvik asit uygulamasi yapilmistir. Kizil
toprak olarak; elenmis bahge topragy, torf olarak; Sphagnum yosunundan elde edilen ithal torf
(Ispanya-Barcelona) ve perlit olarak; 0.4 mm tarim perliti, giibre olarak ise basacote
kullanilmistir. Her saksida 10 adet bitki ve her bitkinin arasinda 20 cm bosluk olacak sekilde

bitkiler dikilmistir. Saksilara alinan bitkiler zararlilarin olumsuz etkilerinden korunmalari
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amaciyla fungusit (Captan) ve insektisit uygulanmis ve kiiltiirel bakim islemleri

gerceklestirilmistir (Sekil 3.6.).

Sekil.3.6 Saksilara aktarilarak kiiltiirel bakim islemleri yapilan bitkilerin genel goriintisii

Saksilara alindiktan 15 giin sonra gelisen ve sarilici olan bitkiler golgelik borularina ip

gerilerek baglanmistir (Sekil 3.7.).

5 (Goyniik)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-39) 1 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil 3.7. Kiltiirel bakim islemleri yapilarak iplere gerilen fasulye ¢esitlerinin saksidaki
goruntiileri (¢esitlere ait numaralandirilmalar Tablo 3.1.'de verilmistir)

22



Ash Kiigiikrecep, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

iklim kosullar1 ya da zararhlarin hasarlar1 dolayisiyla bitki materyallerinin kaybedilme
riskine kars1 Mersin il sinirlar: icerisinde 20 cm?lik bir arazi lzerinde her gesitten 10 adet
tohumun ekimi yapilmis ve ekimi takip eden 4. giinden itibaren cimlenmeye basladigi

gozlenmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Arazide tohum ekimini takip eden 4. glinden itibaren ¢cimlenmeye baslayan fasulye
fidelerinden 6rnek goriintii

Arazide gelisen bitkilerin diizenli araliklarla budamalar1 ve kargilamalar1 yapilarak
gelisimleri gozlemlenmistir. 12 fasulye cesidine ait tohumlarin hepsinin ¢imlenmesi

gerceklesmistir ve bitkisel gelisimlerini stirdiirmiislerdir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Arazide ekimi yapilan fasulye cesitlerine ait goriintiiler
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3.4. Anter Kiiltiirii Denemeleri

3.4.1.Tek Cekirdekli Mikrospor Evresinin Tespiti

Mikrospor hiicrelerinin gelisim asamalar1 anter Kkiiltiirii calismalarinda basariyi
etkilemektedir. Kiiltiir i¢in en uygun evre mikrospor hiicrelerinin tek ¢cekirdekli oldugu evredir.
Androgenezin uyartilmasinda, anterlerin verici bitkiden izole edildikleri anda mikrosporlarin
icinde bulundugu gelisme asamasinin, tek cekirdekli donemin, orta-gec safthasi olmasi basari
sansinl 6nemli 6lciide etkileyen faktorlerden birisidir [167,168]. Kiiltiire alinacak mikrospor
hiicrelerinin tek cekirdekli oldugu evrenin ve orneklerin ekstrakte edilecegi uygun cicek
tomurcuklarinin gelisim evreleri belirlenerek, kiiltiir icin uygun evre tespit edildikten sonra
uygun gelisim evresindeki cicek tomurcuklarindan mikrosporlar izole edilerek Kkiiltiirleri
yapilmistir.

Tek ¢ekirdekli mikrospor evresinin belirlenmesi i¢in farkli gelisim evresinde ve farkl
biiyiikliikteki tomurcuklarin ¢anak ve ta¢ yapraklar1 diseksiyon mikroskop (Olympus) altinda
cikarilarak anterler izole edilmis ve ezme preparatlar1 hazirlanmistir. Lam tizerine alinan ve
ezilerek lam yiizeyine yayilan 6érneklerin iizerine 4', 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI) soliisyonu damlatilarak lamel kapatilmis ve hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda
(Olympus) incelenmistir (Sekil 3.10.). Daha sonra 6rnekler ayni islem basamaklari takip edilerek
DAPI boyasi yerine asetokarmin boyasi damlatilarak floresan mikroskobunda incelenmistir

(Sekil 3.11.)
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1 (Akman) 2 (Bitlis-76) 3 (Bitlis-117) 4 (Goksun)

5 (Goyniik) 6 (Hakkari-12) 8 (Onceler)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-39) 11 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil 3.10. Fasulye cesitlerine/genotiplerine ait mikrosporlarda tek cekirdekli evrenin DAPI
boyama yodntemi ile belirlenmesi (6rneklerin numaralandirilmalari Tablo 3.1'de belirtildigi
sekildedir; biiytitme 100x, filtre: UMVIBA3)

1(Akman) 2 (Bitlis-76) 3 (Bitlis-117) 4 (Goksun)

5 (Goyniik) 6 (Hakkari-12) 7 (Karacagehir) 8 (Onceler)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-39) 1 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil 3.11. Fasulye cesitlerine/genotiplere ait mikrosporlarda tek ¢ekirdekli evrenin
asetokarmen boyama yontemi ile belirlenmesi (6rneklerin numaralandirilmalari Tablo 3.1°de
belirtildigi sekildedir; biiyiitme 100x, filtre: UMVIBA3)
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DAPI boyas1 61.5 ml 0.1 M Sitrik asit ile 38.5 ml 0.2 M di-sodyum hidrojen fosfat
(NazHPO4) karistirilarak hazirlanmis daha sonra ise karisima %1 oraninda Triton 100, ilave
edilerek 1 ml'lik hacimler halinde +4°C’de saklanmistir. Asetokarmin boyasi (Norateks)
kullanima hazir halde ticari olarak satin alinmistir.

Test edilen 12 fasulye ¢esidi/genotipi icin de tek ¢ekirdeklilik evrelerine ait tomurcuk
biiytikliik ve goriintiileri tespit edilmis olup, yaklasik 8 -9 mm boyuta sahip olan tomurcuklardan

alinan anterlerin mikrospor hiicrelerinin tek ¢cekirdekli evrede oldugu belirlenmistir (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. Tek ¢ekirdekli mikrosporlarin gézlendigi ¢cicek tomurcuklarinin gériintiisii
(6rneklerin numaralandirilmalar: Tablo 1'de belirtildigi sekildedir)

3.4.2. Fasulye Cicek Tomurcuklarinin Yiizey Sterilizasyonu

Anter kiiltiirii icin uygun gelisim evresi ve biiyiikliigii belirlenen cicek tomurcuklari petri
kaplari igerisinde +4°C’de 2 glin boyunca bekletilerek (Sekil 3.13a) 2 giin sonunda tomurcuklarin
ylzey strelizasyonu steril kabinde (Sekil 3.13b) icerisinde gergeklestirilmistir. Anter kiiltiir
denemesi icin tespit edilen uygun biiytlikliikteki cicek tomurcuklari, toprak ve/veya toz
kalintilarinin uzaklastirilmasi icin musluk suyu altinda 30 dk. bekletildikten sonra steril saf su ile

birka¢ kez yikanmistir. Steril kabin icerisine alinan eksplantlar %70’ lik EtOH'da 3 dk.
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bekletildikten sonra saf su ile yikanmis daha sonra %25’lik NaOCI (Sodyum hipoklorid)’de 15 dk.
calkalanmistir (Sekil 3.13c). Steril saf su ile 4-5 kez yikanarak orneklerin yiizey sterilizasyon
islemi tamamlanmistir (Sekil 3.13d). Steril edilen cicek tomurcugundaki anterler stereo

mikroskop altinda (Olympus SZ61, Japonya) izole edilerek doku kiiltiiri calismasinda materyal

olarak kullanilmistir.

Sekil 3.13. Yiizey sterilizasyonu islem basamaklari: a: 2 giin soguk 6n uygulamasi yapilan
tomurcuklar; b: calismanin yuriitiildigi steril kabin; c: %25’1il NaOCl icerisinde bekletilen
tomurcuklar; d: durulanarak steril hale getirilen tomurcuklar

3.4.3. Anter Kiiltiir Denemesinin Kurulmasi

Besi ortami ve aktif karbon uygulamalarinin degerlendirilmesi amaciyla Munoz vd.,
(1993), Oliveire vd., (1994) ve Munoz ve Baudoin (2002)'in onerdigi MS (Ek 2.) ile
[139,160,169,170] ayrica literatiirden bazi Fabaceae tiirlerinin anter kiiltiirlinde MS besi
ortamina gore daha etkili oldugu bildirilen [97,170,171] B5 (Ek 3.) [172] besi ortam ile
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calisilmistir. Besi ortami bilesenleri olarak uygun sekilde stok ¢ozeltileri hazirlanan (Ek 1.) bitki

biiylime diienleyicileri (Kinetin ve 2,4-D) ve aktif karbon kullanilmis olup, kullanilan besi ortami

bilgileri Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te belirtilmistir.

Tablo 3.2. Anter kiiltiirii denemelerinde test edilen besi ortami kombinasyonlari

Anter Kiiltiirii Deneme Plan1 Bitki Tiirti
Uygulama | Kin (mgL1) | 2,4-D (mg L1) P. vulgaris (her bir ¢esit icin
Kodu uygulanilacak deneme plani)
MS
1 0 0
2 0.5 0.5
3 0.5 1
4 0.5 2
5 1 0.5
6 1 1
7 1 2
8 2 0.5
9 2 1
10 2 2
11 2.5 0.5 i .
12 25 1 5 petri (her petride 20 anter eksplant1)
13 2.5 2
14 3 0.5
15 3 1
16 3 2
17 3 3
18 3.5 0.5
19 3.5 1
20 3.5 2
21 4 0.5
22 4 1
23 4 2
24 4 4
Bs
25 0 0
26 0.5 0.5
27 0.5 1
28 0.5 2
29 1 0.5
30 1 1
31 1 2
32 2 0.5
33 2 1 5 petri (her petride 20 anter eksplant1)
34 2 2
35 2.5 0.5
36 2.5 1
37 2.5 2
38 3 0.5
39 3 1
40 3 2
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Tablo 3.2.(devami) Anter kiiltiirii denemelerinde test edilen besi ortami kombinasyonlari

40 3 2

41 3 3

42 3.5 0.5

43 3.5 1

44 3.5 2 5 petri (her petride 20 anter eksplant1)
45 4 0.5

46 4 1

47 4 2

48 4 4

Tablo 3.3. Anter kiiltiirii denemeleri kapsaminda test edilen aktif karbon kombinasyonlari

Anter Kiiltiirii (Aktif Karbon Uygulamasi) Bitki tiirii
Deneme Plani
Uygulama | Kin (mg AKtif 2,4-D P. vulgaris (her bir ¢esit icin
Kodu L-1) Karbon | (mgL1) uygulanilacak deneme plani)
(gL?)
acl 0 0 0
ac2 0.5 0.5 0
ac3 0.5 0.5 0.5
ac4 0.5 0.5 1
ach 0.5 0.5 2
acé6 0.5 1 0
ac7 0.5 1 0.5
ac8 0.5 1 2
ac9 1 0.5 0
acl0 1 0.5 0.5
acll 1 0.5 1
acll 1 0.5 1
ZEE i 82 ; 5 petri (her petride 20 anter eksplanti)
acl3 1 1 0
acl4 1 1 0.5
acl5 1 1 2
aclé 2 0.5 0
acl7 2 0.5 0.5
acl8 2 0.5 1
acl9 2 0.5 2
ac20 2 1 0
ac21 2 1 0.5
ac2?2 2 1 2
ac23 0 0.5 0.5
ac24 0 1 0.5

MS besi ortaminin hazirlanmasi:

MS besi ortami, 4.33 g L-1 MS [139] (Caissonlabs msp09, vitamin igeren), 30 g L siikroz
(Caissonlabs s011), ve 7.5 g L1 agarin (Caissonlabs a038) hassas terazi ile tartilmasi (Sekil 3.14a)

ve arastirmada planlanan biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlarinin ortama eklenmesi ile
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hazirlanmistir. Hazirlanan ortamlarin pH'1t pH metre ile 6l¢iilerek 5.7-5.8’e ayarlanmistir (Sekil
3.14b). Besi ortamlarinin pH1 ayarlandiktiktan sonra agar ilave edilmistir. Hazirlanilan besi
ortamlari otoklavda 121°C ‘de 1 atmosfer basing altinda 15 dk. sterilize edilmistir (Sekil 3.14c).
Sterilizasyon sonrasi besi ortamlar1 60 x 15 mm c¢apindaki steril petri kaplarina (Isolab)

bosaltilmistir (Sekil 3.14d).

B5 besi ortaminin hazirlanmasi:

B5 besi ortamyi, 3.21 g L1 B5 (Gamborg, 1976) (Caissonlabs gbp05, vitamin iceren), 30 g
L-1 stikroz (Caissonlabs s011), ve 7.5 g L1 agarin (Caissonlabs a038) hassas terazi ile tartilmasi
(Sekil 3.14a) ve arastirmada planlanan biiylime diizenleyicisi kombinasyonlarinin ortama
eklenmesi ile hazirlanmistir. Hazirlanan ortamlarin pH1 pH metre ile odlgiilerek 5.7-5.8’e
ayarlanmistir (Sekil 3.14b). Besi ortamlarinin pH’1 ayarlandiktiktan sonra agar ilave edilmistir.
Hazirlanilan besi ortamlar1 otoklavda 121°C ‘de 1 atmosfer basin¢ altinda 15 dk. sterilize
edilmistir (Sekil 3.14c). Sterilizasyon sonrasi besi ortamlar1 60 x 15 mm ¢apindaki steril petri

kaplaria (Isolab) bosaltilmistir (Sekil 3.14d).

Sekil 3.14. Besi ortamlarinin hazirlanmasina ait islem basamaklari: a: tartimlarin yapildigi
hassas terazi; b: pH’'in 5.7’ye sabitlenmesini gosteren gorse; c: otoklavda sterilize edilerek hazir
hale getirilen besi ortamlarinin siselerdeki gortintiisii; d: besi yerlerinin steril kabin igerisinde
petri kaplarina dokiilerek ve donmaya birakilmasini gosteren gorsel

Ylizey sterilizasyonu tamamlanmis olan ¢icek tomurcuklarinin (Sekil 3.15a) ¢anak ve tac
yapraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir (Sekil 3.15b). Anterlerin filamentleri anterlere zarar
vermeden g¢ikarildiktan sonra besi ortamina yerlestirilmistir (Sekil 3.15c). Petrilerin etrafi
parafilm ile sarilmistir. Karanlik kosullarin saglanmasi amaciyla anterleri iceren petriler kallus
olusumu gozleninceye kadar strafor kopiikler icerisine alinmis ve 26+12C’de iklim odasinda

muhafaza edilmistir (Sekil 3.15d).
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Sekil 3.15. Anterlerin besi ortamlarina aktarilmasi: a: yiizey sterilizasyonu tamamlanarak steril
filtre kagidi lizerine alinan tomurcuklar; b: ¢anak ve ta¢ yapraklari ¢ikarilarak tomurcuktan
izole edilen anterler; c: anterlerin besi ortami lizerine yerlestirilmesi; d: iklim dolabinin genel
goruntusu

Kallus olusumu gozlenen petriler strafor kopiikten alinarak 26+12C’de, 3000-4000 liiks

151k yogunlugunda, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik 1siklanma siiresine sahip iklim dolabinda

kiltiire alinmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Orneklerin kiiltiire alindig1 iklimlendirme kabini ve iklim kosullarinin gériintiisii

Her bir cesit icin kallus olusumunu hangi besi ortaminin tesvik ettiginin belirlenmesine
yonelik PHP 7.4 lizerinde Laravel Framework 6 ve Vue.js 2 kullanilarak ‘Medium Organizer’ isimli
web uygulamasi gelistirilmistir. Veritabani olarak MariaDB 10.4 kullanilmistir. Uygulamanin
gelistirilmesinde, besi ortamlar1 ve bu ortamlara ekimi gerceklestirilen anterlerin ait oldugu
fasulye cesitlerinin kayitlarinin diizenli bir sekilde kaydedilmesi, saklanmasi ve gerekli
istatistiklerin olusturulmasi amag¢lanmistur.

Uygulamanin planlanmasinda izlenen basamaklar su sekildedir;
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a. Diizenleme sayfasi lizerinde denemesi gerceklestirilen 48 adet besi ortami belirlenen
uygulama kodlart ile liste seklinde adlandirilmistir. Ayni sekilde ¢alisilan fasulye cesitleri
ise ayr bir liste olarak 1'den 12’ye kadar numaralandirilmistir. Calisilan besi ortaminin
liste lizerinden se¢ilmesinden sonra, bu ortamda ekimi gerceklestirilen fasulye cesidi de

listeden secilerek eslestirilmistir (Sekil 3.17.)

Medium Organiser  Liste Istatistikler test ¥

Besin Ortamlan
KN(0.5) AK(0.5)

Fasulye Cesitleri

s |

6 2-Secilen ortamda calisilan fasulye cesidi ile uygun eslesme yapildi.

——— 1-Besin ortamlarinin secimi yapildi.

Sekil 3.17. Medium Organizer isimli web uygulamasi tizerinde uygun besi ortami ile
fasulye cesidinin eslestirilmesi

b. Uygun sec¢im yapildiktan sonra agilan panelde ¢alisilan 6rnegin tipi (anter) secilerek her
petri icin bir kart eklenmistir. Kart tizerine kallus olusumu gozlenen anter sayisi

kaydedilmistir (Sekil 3.18.)

Medium Organiser Liste Istatistikler test v

Besin Ortamlan

_ Fasulye Gesitleri
3
1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

4

. - 1-Calisilan petriye gére uygun secim yapildi.

Kallus sayst

KN(0.5) AK(0.5)

Kallus sayisi

4 Kaydet 5 Kaydet |

2-Acilan kartlar iizerinde kallus olusumu
gerceklesen ornek sayisi kaydedildi.

Sekil 3.18. Medium Organizer isimli web uygulamasi lizerinde gelisen kallus sayilarinin
kaydedilmesi
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c¢. Kaydedilen veriler istatistik hesaplamalarin yapilmasi amaci ile depolanmustir.

3.5. Kiiltiirdeki Anter Orneklerinde Cekirdek ve Hiicre Béliinmelerinin Mikroskobik

Olarak Gozlenmesi

Kiltiire alinan anter oOrneklerinde cekirdek ve hiicre boéliinmelerinin gergeklesip
gerceklesmediginin incelenmesi icin mikroskobik goézlemler yapilmistir. Kiiltiire alinan anter
orneklerinin kiiltiirdeki 14., 21. ve 28. glinlinde drnekler steril kabin icerisinde lam tzerine
alinarak DAPI ve asetokarmin boyasi ile boyanmis, olusturulan preparatlar floresan

mikroskobunda (Olympus BX51, Japonya) incelenmistir.

3.6. Embriyogenik Kallus Eldesine Yonelik Calismalar

Gelisimlerinin 4. haftasindan itibaren gelisen kallus Ornekleri hem bitki biiytime
diizenleyici icermeyen MS besi ortaminda hem de farkli rejenerasyon ortamlarinda (Tablo 3.4)

kiiltiire alinmistir.

Tablo 3.4. Embriyogenik kallus eldesi icin hazilanan besi ortamlari
MS

M; MS (Kontrol)

M, Murashige & Skoog Shoot Multiplication Medium (HiMedia, PT022)
M3 Sukroz (20 g L-1)

M, [AA (2 mg L-1) + NAA (1 mg L1) + 2,4-D (1 mg L-1) + Kinetin (0.2 mg L-1)
Ms | ABA(2mgL?)

M¢ | TDZ (1.0 mgL1)

M BAP (2.0 mg L) + Adenin Siilfat (2 mg L-1)

Ms BAP (2.0 mg L) + Adenin Siilfat (6 mg L-11)

Mo BAP (6.0 mg L) + Adenin Siilfat (2 mg L-1)

Mio | BAP (6.0 mg L) + Adenin Siilfat (6 mg L-1)

Mi: | BAP (4.0 mg L) + NAA (1.0 mg 1)

Mi2 | BAP (5.0 mg L-1) + NAA (1 mg L)

M3 | BAP (10.0 mg L-1) + NAA (0.5 mg L1)

Mis | NAA (1.0 mg L-1) + ABA (1.0 mg L-1) + Glutamine (0.5 mg L-1)

B5

B B5 (Kontrol)

B: Sukroz (20 g L-1)

B3 IAA (2 mg L1) + NAA (1 mg L) + 2,4-D (1 mg L) + Kinetin (0.2 mg L-1)
B4 ABA (2 mgL1)

Bs TDZ (1.0 mg L-1)

Bs BAP (2.0 mg L-1) + Adenin Siilfat (2 mg L-1)

B~ BAP (2.0 mg L-1) + Adenin Siilfat (6 mg L-11)

Bs BAP (6.0 mg L-1) + Adenin Siilfat (2 mg L-1)
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Tablo 3.4. (devami1) Embriyogenik kallus eldesi icin hazilanan besi ortamlari
Bs BAP (6.0 mg L-1) + Adenin Siilfat (2 mg L-1)
By BAP (6.0 mg L-1) + Adenin Siilfat (6 mg L-1)
Bio | BAP (4.0 mgL-1) + NAA (1.0 mg L'1)
Bi1 | BAP (5.0 mg L-1) + NAA (1 mg L'1)
Biz | BAP (10.0 mg L-1) + NAA (0.5 mg L'1)
Biz | NAA (1.0 mg 1) + ABA (1.0 mg L) + Glutamine (0.5 mg L-1)

3.6.1. Elde Edilen Kalluslardan Embriyogenik Hiicre Yapilarinin Mikroskobik Olarak

Gozlenmesi

Anter kiltiir denemesinden elde edilen kalluslarin embriyogenik gelisim gostermeye
yatkinliklarinin belirlenmesi amaci ile asetokarmin boyamasi ile preparatlari hazirlanmis ve

hiicre sekillerinin floresan mikroskop altindaki gériintiileri alinarak kaydedilmistir.

3.7. Histolojik Analizler

Anter denemelerinde gelisim gosteren farkli gelisim evresindeki kallus 6érneklerinin (1.,
2. ve 3. aylar) histolojik gelisimlerinin gézlenmesi amaci ile anter kiiltliriiniin 1., 2. ve 3. ayinda
bulunan kallus 6rnekleri fiksasyon soliisyonu (FPA: formaldehit: propiyonik asit: alkol; 900 ml
%70’lik alkol + 50 ml propiyonik asit +50 ml formaldehit) igerisine alinmistir. Johansen (1940)
ve Eti (1990, 1991)’in 6nerdigi protokole gore parafin blok icerisine hapsedilen kallus 6rnekleri
tahta bloklar tlizerine yerlestirilerek mikrotom cihazi (Leice RM 2125 RT Almanya) ile 10 micron
¢apinda ornekler alinmistir [173-175]. Ik suda ylizdiiriilen 6rnekler lam {izerine alinarak
kurutulduktan sonra hematoksilen boyama yontemi ile boyanarak floresan mikroskop (Olympus
BX51, Japonya) altinda incelenmistir. Parafin blok analizi yapilmis ve gelisim goriintileri
eksplantlar tizerindeki biiyiime noktalari, vakuol biyiikliikleri, kallus dokular1 arasindaki
farkliliklar, epidermis dokulari ve farkli embriyo asamalar1 bakimindan incelenerek kayit altina

alinmistir.

3.8. Aday Haploid Bitkilerin Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi ve Flow Sitometri Analizleri

Steril kabin icerisinde haploid aday bitkilerden ploidi seviyelerini belirlemek amaci ile in
vitro asamada yaprak 6rnekleri alinarak nemli steril filtre kagitlar1 bulunan petri kaplari icerisine
alinm 15 ve flow sitometri analizinin yapilacagi Mersin’de bulunan T. C. Tarim ve Orman Bakanlig1
Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii'ne flow sitometri analizi icin getirilmistir. Flow
sitometri analizinde cihazin optik okuyucusundan gecen DNA miktarlar ile bitkilerin ploidi

diizeyleri karsilastirllarak yorum yapilmaktadir. Flow sitometri analizinde kit (CyStain UV
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Precise P, Sysmex, Amerika) kullanilarak analiz sonucunda, elde edilen pikler ve grafikler Tuna

(2016)’ya gore yorumlanmistir [176].

3.9. istatistiksel Degerlendirme

Anter kiltiir denemesi boyunca; (1) anter canlilifn (%)- anter kiiltiirii boyunca canli kalan
anter sayisinin Kiiltiire alinan toplam anter sayisina oranlanmasi ile saptanmistir (2) embriyoid
ve/veya kallus olusturma orani- reaksiyon gosteren anter sayisinin kiiltlire alinan toplam anter
sayisina oranlanmasi ile saptanmistir. Anter eksplantlarininin kallus/embriyo olusturma
oranlarina (Reakisyon orani), besi ortamlar1 ana parsel, genotipler alt parsel olarak dikkate
alinarak tesadif parsllerinde boliinmiis parseller deneme desenine uygun olarak MSTAT-C
istatistik paket programinda varyans analizi uygulanmistir. Yiizde olarak saptanan anter

reksiyon orani degerlerine varyans analizi uygulanmadan 6nce, verileri normal dagilima uygun

hale getirmek icin ag1 trasnformasyonu (Arcsin Vx + 0.5 ) uygulanmustir. istatistiksel olarak

onemli ¢ikan faktor ortalamalari P< 0.05 olasilik sinirlari icinde Tukey testi ile kargilastirilmistir.

35



Ash Kiigiikrecep, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada materyal olarak kullanilan 12 farkh fasulye cesidine ait anterlerin farkl
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda bitki biliyiime diizenleyicileri icerigine sahip kiiltiir

ortamlarinda rejenerasyon cevaplari arastirilmistir.

4.1. Uygun Tomurcuk Biiyiikliigiiniin Tespiti ve Tomurcuklarin Yiizey Sterilizasyonu

Uygun tomurcuk biyiikligliniin tespiti anter kiiltiiriinde basariy1 ciddi oranda
etkilemektedir [108]. Tek cekirdekli mikrospor evresindeki tomurcuk, sekil ve boyutlari
degerlendirilerek yapilan fenotipik gozlemler ile de tespit edilebilmektedir [177]. DAPI ve
asetokarmin boyama yapilarak hazirlanan farkl gelisim déonemlerindeki ¢cigek romurcuklarindan
izole edilen anterlere ait ezme preparetlarin floresan mikroskop altinda incelenmesi ile
mikrosporlarin tek cekirdekli evrede oldugu uygun tomurcuk biiyiikligi tespit edilmistir. Buna
gore, arastirilan her 12 genotipte de yaklasik 8 ila 9 mm biiytikliikteki tomurcuklarda bulunan
mikrosporlarin tek cekirdekli evrede oldugu belirlenmistir (Sekil 3.12.).

Cesitli calismalar soguk stresine maruz birakilan mikrosporlarin katlanmis haploid bitki
olusturma c¢alismalarinda daha iyi sonug verdigini ortaya koymustur [97,108]. Bu amacla tek
cekirdekli evrede bulunan mikrosporlari iceren uygun biiyiikliilteki tomurcuklar 2 giin stireyle
+4°C’de soguk uygulamasina maruz birakilarak gametofitik gelisimin engellenmesi ve polen
embriyogenezinin tetiklenmesi amaclanmistir.

Doku kiiltiirii calismalarinda, besi ortami ya da deney materyalinde bakteri, mantar maya
vb. mikroorganizmalarin varligi kontaminasyon olarak kabul edilmekte olup, doku kiiltiirii
calismalarinda ciddi kayiplara sebep olmaktadir [178]. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
besi ortamlar1 farkli besi maddeleri, vitamin ve minerallerin yam sira gesitli sekerlerin
kombinasyonlarini da icermekte olup, bu maddelerin varlifi ayni zamanda kontaminasyona
sebep olan bakteri ve mantarlarin da gelisimini hizlandiran etkiye sebep olmaktadir. Bakteri ve
mantarlar bitki doku kiltiirii calismalarinda kontaminasyona sebep olarak saglikli calismalarin
yuriitiilmesine engel olan bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [179]. Hizli biiylime g6steren
bu mikroorganizmalar kiiltiir ortamini istila ederek besi ortamini tiiketmekte, bitki dokusunun
gelisimini engellemenin yani sira gesitli toksik etkilere sebep olabilecek maddeler treterek
dokunun 6liimiine de sebep olabilmektedir.

Olusabilecek olas1 kontaminasyonlarin engellenmesi amaciyla ¢alismalar steril kabin
icerisinde gerceklestirilmis ve Kkiiltiire alinacak olan anterlerin izole edilecegi tomurcuklar,

kullanilacak alet ve ekipmanlar steril edilmigtir.
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Tomurcuklarin ylizey sterilizasyonu asamasinda kullanilacak kimyasalin dozunu ve
sliresini optimize edebilmek, canli dokularin zarar gérmemesi agisindan énem arz etmektedir.
Kullanilan doku ve hiicrelerin canl kalabilecegi bununla beraber kontaminasyon olusumunu da
engelleyecek dozda kimyasallar1 iceren sterilizasyon yontemi ¢calismanin basarisini olumlu yonde
etkileyecektir. Tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu asamasinda oncelikle %20’lik NaOCI
kullanilmis, fakat kiltiire alma sonrasi kontaminasyon olusmasi sebebiyle %25’lik NaOCI
denenmistir ve kontaminasyon durumunun olusmadigl goriilmiis ve yiizey sterilizasyonu

calismada kullanilan tiim genotipler i¢in optimize edilmistir.

4.2. Anter Kiiltiirii Denemeleri

Uygun sekilde strese maruz birakilan tomurcuklar optimize edilen yiizey sterilizasyonu
ile steril hale getirilmistir. Steril kabin icerisinde sterilizasyon islemi tamamlanan tomurcuklarin
ta¢ yapraklari pens ve bistiiri yardimi ile dikkatlice acilarak anterlerizole edilmis ve Tablo 3.2. ve
Tablo 3.3.’te belirtilen besi ortamlarini igeren petri kaplarina dikkatlice yerlestirilmistir. Munoz
vd., (1993) yaptiklar1 haploidizasyon c¢alismasinda Colomba ve Meksika orijinli 3 yabani tip P.
vulgaris ve 1 Rwanda orijinli P. coccineus kiltiir ¢esidi kullanarak, 2,4-D ve Kinetin biiylime
diizenleyicilerinin, mikrospor gelisim asamasinin ve ayrica petri kabi genisliginin (55 mm) anter
kiltiiri basarisinda 6nemli oldugunu belirtmislerdir [169] . Bu nedenle, bu tez kapsaminda anter
kiltirinde 60 mm Petri kaplari kullanilmis ve anterlerden elde edilen kallus orneklerinin

rejenerasyonu calismalarinda ise 90 mm Petri kab1 kullanilmistir.

4.2.1. Aktif Karbon Denemeleri

Farkli konsantrasyonlarda kinetin, 2,4-D ve aktif karbon igeren besi ortamlarinda kiiltiire
alinan anter dokulari kiiltiir ortamlarinda periyodik olarak gozlemlenmistir. Aktif karbon iceren

besi ortamlarinin hi¢cbirinde kallus olusumu ger¢eklesmemistir (Sekil 4.1.).
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3 (Bitlis-117) 4 (Goksiin)

6 (Hakkari-12)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-59) 11 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil.4.1. Aktif karbon iceren besi ortaminda kiiltiire alinan anterlere ait petri goriintiileri

Fasulyeye ait apikal meristemlerin kullanildig1 bir arastirmada antioksidan iceren besi
ortamlarinin antioksidan icermeyenlere kiyasla rejenerasyon siklig1 ve coklu siirgiin gelisimini
onemli dl¢lide arttirdigl rapor edilmistir. Calismada kullanilan farkli antioksidanlar icerisinde en
etkili olanlarin giimiis nitrat ve aktif komiir oldugu bildirilmis olup, rejenerasyon sikliginda aktif
karbonun %16’lik bir artis sagladigi rapor edilmistir [180]. Edinilen bilgiler 1s181nda sunulan bu
tez kapsaminda farkh dozlarda aktif karbon iceren besi ortamlarinda anter kiiltiirii denemeleri
yapilmis olsa da 12 genotipe ait anterler ile yapilan kiltiir denemelerinin hicbirinde gelisim
gozlenmemistir. Aktif karbonun test edilen fasulye genotiplerine ait anterlerde kallus gelisimini
inhibe etmis olabilecegi diistiniilmektedir. Aktif karbon, in vitro kiiltiirde eksplant kaynakl fenol
bilesiklerini adsorbe ederek s6z konusu bilesiklerin bitki hiicrelerine zarar vermesini énlemek
amaciyla kullanilmaktadir. Ancak, aktif karbon ayn1 zamanda besi ortaminda basta biiyiime
diizenleyicileri olmak iizere diger besi ortami komponentlerini de adsorbe edebilmekte ve
eksplanlarin bu besi ortami komponentlerinden yararlanmasini engellemektedir. Bu tez
¢alismasinda da aktif karbonun boyle bir olumsuz etkisi ortaya ¢ikmis olabilir.

Cesitli kiltiir ve yetistirme kosullar, kiiltiire alinan eksplantin fizyolojik durumu ve
genotip, doku kiiltiiriinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu lizerine etkili temel
faktorlerdendir [181]. Genotip tiim baklagillerde oldugu gibi fasulye icin de rutin bir rejenerasyon
protokoliiniin gelistirilmesindeki zorlugun altinda yatan énemli sebeplerden biridir [34]. Doku
kiiltiiriine reaksiyon agsindan fasulyenin son derece yiiksek cesitlilie sahip oldugu

bilinmektedir.
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4.2.2.Secilen Fasulye Genotiplerine Ait Anter Orneklerinin Farkl Konsantrasyonlarda 2,4-

D ve Kinetin iceren B5 ve MS Besi Ortam Kombinasyonlarinda Gelisimi

Wodzici (1978) yilinda yaptigi calismada, fasulye bitkisindeki endojen oksin seviyesinin
mevsimsel olarak degismesinin, kallus indiiksiyonunu etkiledigini belirtmistir [182]. Farkl bilim
insanlar1 da benzer sekilde farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin cesitli eksplantlarda hiicre
poliferasyonunu indiikledigini rapor etmislerdir [152,156,183]. Mok ve ark. (1978), yiliksek
sitokinin konsantrasyonunda biiyiiyen eksplantin, optimal kallus indiiksiyonu i¢in benzer ya da
daha yiiksek oksin konsantrasyonuna gereksinim duyacagl belirtmistir [152]. Biiylime
diizenleyicilerinin ¢esidi, konsantrasyonu, uygulama zamani ve siiresinin hem kiiltiire reaksiyon
ve hem de embriyo morfolojisi agisindan spesifik etkilere sahip oldugu bildirilmistir [184,185].Bu
nedenlerden dolayi, farkli oksin (2,4-D) ve sitokinin (kinetin) konsantrasyonlarini ve
kombinasyonlarini iceren MS ve B5 besi ortamlari fasulye anter kiiltiirii icin denenmistir. Tez
kapsaminda calisilan her 12 genotipe ait anterlerin kiiltiirdeki 4.-6. haftada kallus gelisimi
gozlenmis ve gelisen kallus 6rneklerinin stereo mikroskop (Olympus SZ61, Japonya) altindaki
gorintiileri kaydedilmistir (Sekil 4.2.). Sekil 4.2.’"de MS besi ortaminda kiiltiire alinan anterlerden

gelisen kalluslar gortilmektedir.
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2 (Bitlis-76) "17"

6 (Hakkari-12) "14" 8 (Onceler) "21"

9 (Tunceli-1) "8" 10 (Van-59) "21" 11 (Barbunya) "21" 12 (Leklek) "15"

Sekil 4.2. MS besi ortaminda kiiltiire alinan anterlerden gelisen kalluslarin stereo mikroskop
(Olympus SZ61, Japonya) goriintiileri (siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup
detay Tablo 3.1’de verilmistir; kirmizi rakamlar: kallus gelisiminin gozlendigi besi ortamini
belirtmekte olup detay Tablo 3.2.'de verilmistir; biiylitme: 1.2x; 6lgek cubugu 200 um)

Quintero-Jiménez ve ark. (2010), kiiltiir i¢in kullanilan MS [139] ve B5 [172] besi
ortamlar1 arasinda, rejenerasyon etkinligi acisindan o6nemli Olciide farklilik olabilecegini
bildirmislerdir. Eksplant kaynagi olarak embriyonik eksenleri kullandiklar1 ¢calismalarinda, B5
ortam1 yliksek organogenik siirglin olusumunu %98-100 ve tiim bitki rejenerasyonunu %93
tesvik ederken, MS ortaminda bu oran %15-73 olarak belirlenmistir [186]. Literatiir taramalar1
sonucu B5 besi ortaminin bazi Fabaceae tiirlerinin anter kiiltiiriinde, MS besi ortamina gére daha
etkili oldugu bilgisi kazanilmis olup [97,170,171] anterler, belirlenen konsantrasyonlarda kinetin
ve 2,4-D iceren B5 besi ortamlarinda da kiiltiire alinmislardir. Sekil 4.3.’"de B5 besi ortaminda
kiiltiire alinan anterlerden gelisen kalluslar goriilmektedir. Mikroskop goriintiilerine gore
kalluslarin anterlerin internal kisimlarindan gelistigi gozlenmis olup, gelisimin mikrospor

hiicrelerinden oldugu diistiniilmiistiir.
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1 (Akman) "47" 2 (Bitlis-76) "30" 3 (Bitlis-117) "47" 4 (Goksiin) "29"

5 (Goyniik) "38" 6 (Hakkari-12) "39" 7 (Karacasehir) "47

9 (Tunceli-1) "26" 10 (Van-59) "27" 11 (Barbunya) "34" 12 (Leklek) "27"

Sekil 4.3. B5 besi ortaminda kiiltiire alinan anterlerden gelisen kalluslarin stereo mikroskop
(Olympus SZ61, Japonya) goriintiileri (siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup
detay Tablo 3.1.'de verilmistir; kirmizi rakamlar: kallus gelisiminin gézlendigi besi ortamini

belirtmekte olup detay Tablo 3.2’de verilmistir; biiyiitme: 1.2x; 6lcek cubugu 200 pum)

4.3. Anter Reaksiyon Orani

Toplamda 12 farkl fasulye genotipinin uygun déonemdeki ¢icek tomurcuklarindan izole

edilerek farkli biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlari iceren 48 farkli MS ve B5 besi ortaminda

kiiltiire alinan anter eksplantlarininin kallus/embriyo olusturma oranlarina (reakisyon orani),

besi ortamlar1 ana parsel, genotipler alt parsel olarak dikkate alinarak tesaduf parsellerinde

boliinmiis parseller deneme desenine uygun olarak MSTAT-C istatistik paket programinda

varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi sonuglar1 Tablo 4.1." verilmistir.
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Tablo 4.1. Farkli besi ortamlarinda kiiltiire alinan farkl fasulye genotiplerine ait anterlerin

kallus indiiksiyon orani ile ilgili varyans analizi sonuclari

Varyasyon Serbestlik Kareler F-Degeri
Kaynagi derecesi Ortalamasi
Besi Ortami 47 1196.862 62.6774**
Hatal 96 19.096
Genotip 11 456.211 33.1935**
Besi Ortami x Genotip 517 233.386 16.9809**
Hata2 1056 13.744
Genel 1727

** P< 0.01 Hata Sinirlar Igerisinde Onemli

Tablo 4.1. de izlendigi gibi, besi ortami ve genotipler reaksiyon oranini istatistiksel
olarak onemli derecede etkilemistir. Ayrica, besi ortami x genotip interaskiyonunun da
istatistiksel olarak 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir.

Farkli besi ortamlarinda saptanan anter reaksiyon orani ortalamalar1 Tablo 4.2’de

verilmistir.

Tablo 4.2. Farkli besi ortamlarinda anter reaksiyon orani ortalamalari (%)

Besi Ortam Besi
Uygulama | Reaksiyon | Ortami | Reaksiyon
Kodu Oram Uygulama Oram
Kodu
1 0.6 j-11 25 0.7 kl
2 0.01 26 3.7ck
3 0.01 27 1.7 e-]
4 0.6 j-1 28 0.01
5 0.6 j-1 29 6.7 b-d
6 0.01 30 3.7 ck
7 0.01 31 1.3 h-l
8 4.4 cj 32 8.7b
9 1.7 f-1 33 4.4 cj
10 0.01 34 4.6 c-i
11 0.0j 35 40.5a
12 2.2 g 36 0.6 j-1
13 0.01 37 2.4d-1
14 6.5 c-e 38 5.6 c-h
15 5.2 c-h 39 5.0 c-k
16 0.7 j-1 40 5.2 c-k
17 2.6 e-l 41 4.8cg
18 0.01 42 3.1ck
19 1.7g-1 43 2.4d-1
20 0.01 44 1.5 h-1
21 4.8 c-f 45 4.1 cj
22 0.01 46 0.01
22 0.01 46 0.01
23 3.9j-k 47 8.1 bc
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Tablo 4.2. (devami) Farkli besi ortamlarinda reaksiyon orani ortalamalari (%)

23 39j-k 47 8.1 bc
24 1.9i-1 48 2.4d-1

Ortalama: 3.3
1) Aym siitun icerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Tukey testine gére P<0.05 hata siirlar igerisinde
istatistiksel birbirinden farksizdur.

Tablo 4.2.de izlendigi gibi, kallus olusturan anterlerin orani (reaksiyon orani) besi
ortamlarina bagh olarak %0 ile %40.5 arasinda degismistir. 35 numaral besi ortam1 %40.5
reaksiyon orani ortalamasi ile incelenen diger tiim ortamlara gére 6nemli derecede daha ytliksek
reaksiyon orani saglarken, 32 numarali ortam 35 ve 47 nolu ortamlar disindaki ortamlara (Tablo
3.2) gore onemli derecede daha yiiksek reaksiyon orani saglamistir. Test edilen ortamlardan
12’sinde anterler hi¢ reaksiyon gdstermemistir: Anterlerin reaksiyon gostermedigi 12 besi
ortamindan 10 tanesi (Tablo 3.2) MS besi ortamidir. Tablo 3.2.’de uygulama kodu verilen besi
ortamlarindan MS besi ortami ile hazirlanan, 2, 3, 6, 7, 10, 11, 13, 18, 20 ve 22 numarali
ortamlarda B5 ile hazirlanan ortamlardan 28 ve 46 numarali ortamlarda reaksiyon
gerceklesmemistir. Ayni biiyiime diizenleyicisi kombinasyon ve konsantrasyon icerigine sahip
farkli basal besi ortamlar1 anter reaksiyon oranini 6nemli sekilde etkilemistir. MS kullanilarak
hazirlanan ve reaksiyon goriilmeyen besi ortamlar1 ayni igerikle B5 kullanilarak hazirlandiginda

kallus indiiksiyonunu tesvik edilmistir.

Elde edilen bulgular literatiirdeki bazi Fabaceae tiirlerinin anter kiltiiriinde MS besi
ortamina kiyasla B5 ortaminin daha etkili oldugu [97,170,171] bulgusuyla tutarlilk
gostermektedir.

Test edilen fasulye genotiplerde reaksiyon oran1 % 1.3 ile % 6.3 arasinda degismis olup

tiim genotipler reaksiyon gostermistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Farklifasulye genotiplerinde saptanan anter reaksiyon orani ortalamalar1 (%)

Genotip | Reaksiyon | Genotip Reaksiyon

Oranm Oram

1 2.8 bc 7 1.3 e

2 5.0a 8 3.0c

3 53a 9 44a

4 1.3 de 10 3.9 ab

5 6.3a 11 1.8 c-e

6 2.3 cd 12 2.3 c-e

Ortalama: 3.3

1) Ayn siitun icerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Tukey testine goére P<0.05 hata sinirlarn
icerisinde istatistiksel birbirinden farksizdir.

Tablo 4.3’te izlendigi gibi tiim genotipler reaksiyon gdstermis olup, 5 numarali genotip

(Tablo 3.1) %6.3’liikk reaksiyon orani ile en ylksek anter reaskiyon orani gosteren genotip
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olmustur. S6z konusu genotip, 2, 3, 9 ve 10 nolu genotipler disindaki diger genotiplere gore
istatistiksel olarak dnemli derecede daha yliksek reaksiyon orani gostermistir Elde edilen bu
sonug literatiir bilgileri ile tutarlilik gdstermektedir [181]. Hammat ve ark. (1986), tiim biiyiik
tohumlu baklagillerin in vitro rejenerasyona karsi gosterdigi direncin, yiiksek performansh
genotipler elde etmek icin uzun siiren akrabali yetistirme ve seleksiyon ge¢mislerinden
kaynaklanabilecegini ve bunun modern cesitlerde genetik degiskenligin azalmasina yol

acabilecegini 6ne siirmiuslerdir [187].

100,0
95’
90,0
25/
%0,0
78:8 I NNEY FNNY| FEANNENY] '} l' .l' r l}
65,0 FEEEEE I E N R NENEN , NN [ N TR } r g]_]_
gcs)r8 TN NN Ex lllllllil 'y - [ ) ’ N
9}0, 5’19:8 l.'.l.l. l'..l'. 'l'l.l. .l'l'l'l.l.l. .l'l"l.l .l l' : .'.ll'" i "' 89 _g'
c %(5),8 sessnsnnlons 1 T NN Ty ITI ] ssnnslsaluo g7 o
, N NN NN sxaflesfl s s s s PYueV » = Yy s c
S 3918 -llr"ll | llt TN LN ' LN TN} .r llr"’ - gS v
o %200 seennsonalWlallans .}. ] x r TN T-. O
c 150 /s ssnsumusn - M .'. salls ..l " .r}. rrr.. g3
g 10,0 ’llll...ll. PR N N l'l’llt ' .l'.".l -
o— 5,0 r N NN NN NN r NN NN NN NNNN] ...l'.l'.' "llllll.rl 1
< 0,0 g
© = M N NN DA MmO N ™SO0 A N NN O I M n S O domnown S
(O] O O O O O d o o o A N N N N N N O n o N & < & <
— O O OO O 0O OO0 Ob oo oo oo o o o
@
I
g Besi ortami

Sekil 4.4. Genotiplere ait reaksiyon oranlarini gésteren grafik.

Diger taraftan, varyans analizi sonuclari besi ortami x genotip interaskiyonun istatistiksel
olarak onemli oldugunu gostermistir (Tablo 4.1). Bu sonug, besi ortamlarinin anter reaksiyon
oranina etksinin genotiplere bagli olarak 6nemli derede farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Nitekim, 1 nolu genotip en iyi reaksiyon oranini 47 nolu ortamda géstermesine karsilik, 2, 3, 5, 6,
7,8,10 ve 11 nolu genotipler 35 nolu ortamda, 4 nolu genotip 29 nolu ortamda, 9 nolu gentip 41

nolu ortamda, 12 nolu genotip ise 15 nolu ortamda gostermistir (Sekil 4.4).
4.3. Embriyogenik Kallus Eldesine Yénelik Calismalar
Kalluslar elde edildikten yaklasik 6 hafta sonra embriyo gelisimini tetiklemek amaciyla

bitki diizenleyicisi icermeyen MS ve B5 ortaminda kiiltiire alinmistir. Bitki bliyiime diizenleyicisi

icermeyen MS besi yerinde kiiltiire alinan kalluslardan embriyo olusumu gézlenmemistir. (Sekil
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4.5 ve 4.6) ve kiiltliriin devaminda kallus 6rneklerinin bazilarinda kahverengilesme goriilmts ve

bazi kallus 6rnekleri de kararmistir.

1 (Akman)

3 (Bitlis-117) 4 (Goksiin)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-59) 11 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil 4.5. Bitki biiytime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortaminda kiiltiire alinan anterlerin 8
haftalik stereo mikroskop goriintiisii

2 (Bitlis-76)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-39) 11 (Barbunya) 12 (Leklek)

Sekil 4.6. Bitki biliyiime diizenleyici icermeyen B5 besi ortaminda kiltiire alinan anterlerin 8
haftalik stereo mikroskop goriintiisii
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Cesitli calismalara gore, yara dokusundan salgilanan fenolik bilesikler ve bunlarin
peroksidazlar, pelifenoloksidazlar ve hava ile oksidasyonlari sonucu, kiiltiir ortamindaki
eksplantlar ve bu eksplanti cevreleyen besi ortami karakteristik bir kahverengilesmeye sebep
olmaktadir [188]. Benzer bir ¢ok c¢alismada kahverengi kallus olusumunun strgin

rejenerasyonunu engelledigi bildirilmistir [180,189,190].

4.3.1. Farkli Konsantrasyonlarda ve Kombinasyonlarda Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Iceren Besi Ortamlarinda Rejenerasyon Denemeleri

Kallus 6rneklerinin gelisim gdsterdigi ayni besi ortamida kiiltiirlerinin alt kiltiire alma
seklinde devam etmesi sonucu kalluslarin kararmaya basladigi ve gelisimlerinin durdugu
gozlemlenmistir. Bu nedenle, kallus ornekleri kiiltiirdeki 8. haftadan itibaren Tablo 3.4’te
belirtilen farkli rejenerasyon ortamlarinda kiiltire alinmistir. Yiritilen rejenerasyon
denemelerinde kallus dérneklerinde agirlikli olarak kok olusumlari (rizogenez) gozlenmistir (Sekil

4.7 ve Sekil 4.8).
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6 (Hakkari-12) "M:" 6 (Hakkari-12) "M1" 6 (Hakkari-12) "M4" 6 (Hakkari-12) "M4"

6 (Hakkari-12) "Mzo" 8 (Onceler) "Mz" 8 (Onceler) "M2" 8 (Onceler) "M2"

10 (Van-59) "B1" 10 (Van-59) "M3" 10 (Van-59) "M3" 10 (Van-59) "M3"

Sekil 4.7. Gelisen kalluslarin Tablo 3.4’te belirtilen besi ortaminda kiiltiirlerinde gozlenen kok

olusumlarinin mikroskop (Olympus SZ61, Japonya) goriintiileri; (siyah rakamlar: genotip

numaralarini belirtmekte olup detay Tablo 3.1."de verilmistir; kirmizi rakamlar: kék gelisiminin
gozlendigi besi ortamini belirtmekte olup detay Tablo 3.4’te verilmistir; biiylitme: 1.2x; 6lgek

cubugu 200 pum)
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10 (Van-59) "But" 10 (Van-59) "B12"

Sekil 4.8. Anter kiiltiir denemesinde rejenerasyon ortaminda (Tablo 3.4.) kiiltiire alinan 10
numarali genotipe ait (Tablo 3.1.) anterlerden gelisen kalluslarda kék olusumunun mikroskop
(Olympus SZ61, Japonya) goriintiileri; (siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup

detay Tablo 3.1’de verilmistir; kirmizi rakamlar: kok gelisiminin gozlendigi besi ortamini
belirtmekte olup detay Tablo 3.4’te verilmistir; biiyiitme: 1.2x; 6lcek cubugu 200 pm)

Baklagiller ile yiiriitillen in vitro kiiltiir ¢alismalarinin ¢ogunda gentotipin etkisinin
yliksek oldugu ve baklagil tiirlerinin in vitro kiiltiirde siirgiin olusumundan ¢ok kok olusumuna
egilimli oldugu bu nedenle de, diger bitki familyalarina kiyasla baklagillerin strgiin
rejenerasyonu icin daha yiikksek konsantrasyonlarda sitokininlere ihtiyac duydugu
bildirilmektedir [34].

Tez ¢alisma bulgulari incelendiginde, bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen kontrol MS
ortami ile yiiksek oksin ve diisiik oranda sitokinin iceren ortamlarda koklenme meydana gelirken,
B5 besi ortamlarinda sitokinin oraninin arttirilmasinin kalluslarda kok gelisimini tesvik ettigi

gozlenmistir.

48



Ash Kiigiikrecep, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Rejenerasyon denemesinde bazi kiiltlirlerde yesermelerin oldugu ve kalluslarin hacimsel

olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. (Sekil 4.9.).

7 (Karacasehir) "M13" 8 (Onceler) "M13"

9 (Tunceli-1) "M13" 10 (Van-59) "B12" 11 (Barbunya) "B12" 12 (Leklek) "Bi2"

Sekil 4.9. Anter kiiltiirtinde yesermelerin ve embriyoid benzeri yapilarin gozlendigi 6rnekler
(siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup detay Tablo 3.1’de verilmistir; kirmizi
rakamlar: kok gelisiminin gézlendigi besi ortamini belirtmekte olup detay Tablo 3.4’de
verilmistir; biiylitme: 1.2x; 6lgek cubugu 200 um)

Saam ve ark. (1987), bazi sitokininlerin ve oksinlerin fasulyenin in vitro rejenerasyonu
tizerindeki etkisini arastirmislar ve ¢esitli BAP konsantrasyonlari iceren besi ortaminda siirglin
organogenezini indiikleyebilmislerdir [183]. Farkli calismalarda rejenerasyon Kkapasitesi,
yetistirme siiresi ve BAP konsantrasyonu arasinda bir korelasyon bildirilmistir [191]. Barbunya
ile gerceklestirilen bir calismada, ¢oklu siirgiin olusumu i¢in {i¢ farkli yontem gelistirilmis ve bu
yontemler rejenerasyon verimliligi acisindan karsilastirilmis olup BAP ve NAA 'in rejenerasyon
lizerinde uyarici etkisi oldugu belirlenmistir [192]. Ruiz ve ark. (2019), alt1 farkl P. vulgaris

¢esidinin farkli biiyliime diizenleyicisi (2,4-D, NAA, kinetin ve BAP) iceren besi ortamlari lizerinde

49



Ash Kiigiikrecep, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

rejenerasyon yetenegini arastirdiklari calismalarinda BAP iceren besi ortamlarinda strgiin
rejenerasyonunun oldugunu bildirmislerdir [193].

Kallus rejenerasyon denemelerindeyapilan gozlemlerde kiltiirlerin 3. haftasindan
itibaren kallus dokularinin esmerlesmeye basladig ve kiiltiiriin devaminda dokularin canliligini
kaybettigi gozlenmistir. Ancak, daha kirilgan ve agik renkte olan kallus dokularit canliligini
korumus olup periyodik olarak kontrol edilerek mikroskop goriintiileri kaydedilmistir (Sekil

4.10)).

2 (Bitlis-76) "M¢"

3 (Bitlis-117) "M14" 3 (Bitlis-117) "M14" 3 (Bitlis-117) "M14" 3 (Bitlis-117) "M14" 10 (Van-59) "M14"

Sekil 4.10. Anter kiiltiir denemesinde rejenerasyon ortaminda (Tablo 3.4) kiiltiire alinan
anterlerden gelisen kalluslardaki embriyogenik olusumlarinin mikroskop (Olympus SZ61,
Japonya) goriintiileri; (siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup Tablo 3 1’de

verilmistir; kirmizi rakamlar: embriyogenik olusumlarin gozlendigi besi ortamini belirtmekte
olup detay Tablo 3.'de verilmistir; biiyiitme: 1.2x; 6lcek cubugu 200 pm, siyah renkli oklar
embriyogenik olusumlari gostermektedir.

Elde edilen mikroskop gortintiileri degerlendirildiginde 6zellikle NAA (1.0 mg L-1) + ABA
(1.0 mg L) + Glutamin (0.5 mg L) iceren besi ortaminda embriyogenik yapilarin gelistigi
gozlenmistir. Bixa arellana bitkisi ile yapilan in vitro kultiir ¢alismalarinda, NAA + BAP
kombinasyonunun, beyaz ve kirilgan yapida kallus olusumuna neden oldugunu, daha sonra ise
yesil ve emriyogenik kiiresel yapilarin olusumunu tesvik ettigi bildirilmistir [194]. Bu tez

kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda, her ne kadar emriyogenik yapilar NAA, ABA ve
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Glutamin iceren besi ortamlarinda gézlemlense de TDZ, BAP ve Adenin Siilfat (AS) iceren besi
ortamlarinda gelisim gosteren emriyogenik yapilarin nispeten daha saglikli gelisim gosterdigi
kaydedilmistir.

BAP ve AS kombinasyonunun degerlendirildigi bir calismada bu kombinasyonun
organogenez siirecini iyilestirdigi bildirilmistir [188]. Adenin, adenosin ve adelinik asidin,
sitokinin aktivitesine sahip oldugu ve biiyiimeyi iyilestirmek veya sitokinin yanitini giiclendirmek
icin kiiltlir ortamina ilave edildikleri belirtilmistir [188]. Adenin, kalluslardan dolayli olarak ya
da dogrudan eksplanttan siirgiin olusumunu tesvik etmektedir [195]. Adeninin olumlu etkileri
genellikle ortamda sadece amonyum nitrat, BAP veya kinetin gibi sitokininlerin varliginda fark
edilmektedir [195]. Tez ¢alisma sonuclari, AS ile BAP'in embriyogenik gelisimi tesvik ettigini
gostermektedir. Calismadan elde edilen bulgular literatiir bilgileri ile tutarh olup adeninin dogal
sitokinin sentezi i¢cin bir 6ncii gorevi gérdiigli ya da dogal sitokinin biyosentezini tesvik ettigi
seklinde yorumlanmistir. Adenin onciiligiinde tesvik edilen sitokinin biyosentezi ile liretilen
bilesiklerin kiiltiir ortamina disardan eklenen sitokininlere kiyasla fizyolojik tepki olusturmada

daha etkili olabilecegini ileri siiren ¢alismalar mevcuttur [195].

4.3.2. Elde Edilen Kalluslardan Embriyogenik Hiicre Yapilarinin Gézlenmesi

Hacimsel olarak artis gosteren kalluslarda 4.haftada karmen kirmizis1 boyamasi yapilmis
ve yapilan gozlemlerde yuvarlak-oval sekilli embriyogenik hiicre yapilar1 gézlenmistir (Sekil
4.11.). Kallus hiicrelerinin yuvarlak-oval yapida olmalar1 onlarin embriyogenik gelisme
gostermeye yatkin olduklari seklinde ifade edilmektedir [196]. Calisma bulgulari incelendiginde
kallus hiicrelerinin oval ve yuvarlak yapida oldugu gozlenmis ve literatiire gére embriyogenik
gelisim gostermeye yatkin olduklari sonucuna varilmistir. Bununla beraber, kiiltiirdeki

orneklerden siirgiin olusumu kaydedilmemistir.

20.0 pm

Sekil 4.11. Anter kiiltlir denemesinden elde edilen 4 haftalik kalluslarin karmen kirmizisi
boyamasi ile hiicre sekillerinin floresan mikroskop altindaki gériintiileri; A: 10 numaral
genotipe (Tablo 3.1.) ait anterlerden elde edilen kallus; B: 2 numarali genotipe (Tablo 3.1a) ait
anterlerden elde edilen kallus; biiytitme: 100x
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4.4. Elde Edilen Kalluslarin Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

Anter kiiltiirlerinden elde edilen kalluslardan kok rejenerasyonu gerceklestiginden
bitkicikler elde edilememis bu nedenle, anter kiiltiir denemelerinden elde edilen kallus
orneklerinin ploidi seviyelerini belirlemek amaciyla kallus 6rnekleri, Mersin Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoteknoloji Bolimii Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda hazirlanip T. C.
Tarim ve Orman Bakanlig1 Alata Bahge Kiiltiirler Arastirma Enstitiisii (Mersin) laboratuvarina

gotliriilmiis ve analiz edilmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Kallus 6rneklerinin ploidi seviyelerinin belirlenmesine dair asamalardan birinin ve
bu analiz icin kullanilan flow sitomeri cihazinin gériintiisii

Kiiltiire alinan anter drneklerinden gelisen kallus drneklerinin gelisimlerinin erken safthasinda
ploidi seviyelerine bakilmis ve miksoploidi (diploidi ve tetraploidinin birlikte goriildiigii) tespit
edilmistir (Sekil 4.13)

Kontrol Kallus

Diploid Miksoploid

L WJ ltk,.mu%*

Sekil 4.13. 3 numarali fasulye genotipinde (Tablo 3.1) anter eksplantlarindan elde edilen
kalluslarin flow sitometri analiz sonucu; elde edilen kalluslarin miksoploid
oldugunu belirten grafik.
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Munoz ve Baudoin (2001), P. vulgaris L. ve P. cocineus L. ile yaptiklar1 androgenez
calismalarindan elde ettikleri kalluslarin ilk gelisim evrelerinde haploid iken ilerleyen gelisim
donemlerinde spontane katlanma gosterip diploid hale gectigini belirtmislerdir [170]. Ayrica,
benzer goriise Lulsdorf ve ark. (2011)’in baklagillerde androgenez ve double-haploid iiretimi
bashikli kaleme aldiklar1 kitap béliimiinde de yer verilmistir [171]. Flow sitometri analiz
sonugclarinin miksoploid ¢ikmasi kalluslarin ileri gelisim evrelerinde olup spontane katlanma
gostermesi ile aciklanabilir. Ayrica, Chen ve ark. (1984), polen gelisim esnasinda ¢ekirdek
flizyonu ve endomitoz nedeniyle androgenez ile elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerinin farklilik
gosterebildigini; diploid, poliploid ve miksoploid olabildiklerini belirtmistir. Flow sitometri
analizi sonucu elde edilen bulgular literatiirde yer alan bilgiler ile tutarlilik géstermektedir [197].

Sekil 4.13'te gorildigi tzere, kallus oOrneklerinde diploid ve tetraploidi durumu
gozlenmistir. Bu durumun sebebi yukarida da bahsedilen literatiir bilgileri 1s18inda
degerlendirildiginde, kiiltiirde denenilen Kinetin ve 2,4-D’nin katlanmay1 tesvik edici etkileri
olabilecegi iizerinde durulmaktadir. Ayrica, 6rnek materyalin analiz icin yeterli miktarda elde
edilmesi icin beklenilen siire zarfinda kallus gelisim evrelerinde ilerleme olacag ve literatiirde

bahsedildigi iizere spontan katlanmalarin gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.5. Belirlenen Optimal Besi Ortami ile Anter Kiiltiir Denemelerinin Kurulmasi

Anter kiiltiirii denemeleri, rejenerasyonu saglayabilmek amaci ile en yiiksek reaksiyon
orani saglanan besi ortami ile kurulmustur. Detayli olarak Tablo 3.2’de verilen MS ve B5 besi
ortamlarinda kiiltiire alinan anter eksplantlarindan en yiiksek kallus eldesinin karsilastirmali
istatistik analiz sonucunda, B5 besi ortaminin daha etkili oldugunun belirlenmesi tizerine MS besi
ortami yerine B5 (35 numarali besi ortami; Tablo 3.2) besi ortami ile galismalar yapilmistir. Tablo
3.1'de belirtilen 12 fasulye genotipinin anter kiiltiirii denemeleri i¢in belirlenen uygun boyuttaki
cicek tomurcuklarindan izole edilen anterler eksplant kaynagi olarak kullanilmis olup, énceki yila
ait calismalar sonucu belirlenen protokole goére 35 numarali besi ortaminda (Tablo 3.2.)
denemeler tekrar edilmistir. Kiiltiire alinan anterlerin 1 hafta sonra alinan mikroskop
goriintiilerinde kalluslarin siserek irilesmeye basladig, 1, 2 ve 3 numaral genotiplerde (Tablo

3.1) ise kallus dokularinin olusmaya basladig1 gézlenmistir.
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1 (Akman) 2 (Bitlis-76) 3 (Bitlis-117)

5 (Goyniik) 6 (Hakkari-12) 7 (Karacasehir)

9 (Tunceli-1) 10 (Van-59) 11 (Barbunya)

Sekil 4.14. 2.5 mg L1 kinetin ve 0.5 mg L1 2,4-D iceren B5 besi ortaminda (35 numarali besi
ortami, Tablo 3.2.) kiiltiire alinan anterlerin 1 hafta sonraki stereo mikroskop (Olympus SZ61,

Japonya) goriintiileri rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup detay Tablo 3.1’de
verilmistir; biiylitme: 1.2x; 6lcek cubugu 200 pm

4.5.1. Kiiltiirdeki Anter Orneklerindeki Cekirdek ve Hiicre Béliinmelerinin Mikroskobik

Olarak Gozlenmesi

Kiiltire alinan anter orneklerinde c¢ekirdek ve hiicre boélinmelerinin gerceklesip

gerceklesmediginin incelenmesi icin mikroskobik goézlemler yapilmistir. Kiiltiire alinan anter

orneklerinin 7. ve 14. giinde Floresan mikroskobunda (Olympus BX51, Japonya) DAPI ve

asetokarmin boyasi kullanilarak olusturulan preparatlan incelenmistir. inceleme sonucunda,

cekirdek (Sekil 4.15) ve hiicre (Sekil 4.16) bdliinmelerinin ve ayrica ekzin dokusunun

yirtilmasinin (Sekil 4.17) basart ile gerceklestigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.15. Kiilttire alinan 1 no’lu (Tablo 3.1.) genotipe ait anter 6rneklerinde 7. glindeki
cekirdek boliinmelerinin DAPI boyama sonrasi floresan mikroskop (Olympus BX51, Japonya)
goriintlisl; Beyaz oklar 3’ten fazla olan ¢ekirdekleri gostermektedir; 6lgek cubugu 200 pm

Sekil 4.16. Kiiltlire alinan 1 no’lu (Tablo 3.1.) genotipe ait anter 6rneklerinde 14. giindeki
cekirdek boliinmelerinin asetokarmin boyama sonrasi floresan mikroskop (Olympus BX51,
Japonya) goriintiisii; 6lcek cubugu 200 um

18.Giin 21.Giin 24.Giin

Sekil 4.17. Kiiltiire alinan 1 no’lu (Tablo 3.1.) genotipe ait anter 6rneklerinin kiiltiirdeki 18., 21.
ve 24. glindeki gelisimlerinin (ekzin dokusunun yirtilmasinin (beyaz ok ekzin dokusunu
gostermektedir) asetokarmin boyama sonrasi floresan mikroskop (Olympus BX51, Japonya)
goruntusu
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Cesitli genotiplere ait mikrosporlar, ekzin tabakasi igerisinde bir miktar sisme ve boliinme
tepkisi gostermistir (Sekil 4.17). Sismis durumdaki mikrosporlar genellikle 2 ya da daha fazla
cekirdek icermektedir. Ancak kalin yapidaki ekzin tabakasinin bazi ¢ekirdekleri 6rtmesi sebebi
ile tamaminin gézlenmesi miimkiin olmamistir. Croser ve ark. (2006), baklagiller icin islevsel bir
dihaplodizasyon protokolii gelistirebilmek icin genotip, indiiksiyon, tetikleyiciler ve kiltir
kosullarinin tiimtint ele alarak inceledigi calismasinda genotipler arasinda belirgin farkliliklar
rapor etmislerdir [97]. Bezelye ve nohut ile yapilan g¢alismalarda, mikrospor kiiltiirlerinde
genotipler arasinda bir varyasyonun mevcut oldugu bildirilmistir [198,199]. Tez ¢calismasindan
elde edilen bulgular bu literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir. Literatiirden edinilen
bilgiye gére, mikrosporlar tomurcuklarin toplanmasi esnasinda meydana gelen yaralanmaya
bagl olarak savunma tepkisi gostermekte ve bu durum oksitleyici bilesiklerin bitki biinyesinde
birikmesine neden olmaktadir. Bakla (Vicia faba L.) ile yapilan bir c¢alismada, bitkinin,
yaralanmaya karsi bir yanit olarak jasmonik asit ve trihidroksi oksilipin diizeylerini hizla
arttirdig1 gosterilmistir [200].

Literatiir bilgisi ile karsilastirildiginda, bu tez ¢alismasinda mikrospor tepkisinin farkli
genotiplerde cesitlilik gostermesi, tomurcuk toplanmasinin neden oldugu yaralanmaya karsi
savunma tepkisi olarak oksitleyici bilesiklerin birikmesine bagli olabilecegi diisliniilmstiir.

Tez kapsaminda calisilan ve Tablo 3.1’de detaylh olarak bilgileri verilen genotilere ait
polenlerin yapilari incelendiginde, generatif cekirdegin uzun, ig seklinde ve sinirlari belirgin
yapida, vejetatif ¢ekirdegin ise yuvarlak sekilde oldugu g6zlenmistir (Sekil 4.18). Polen tipinin
trikolporatae, apertiirlerde porslar belirgin yuvarlak ve yuvarlaga yakin sekilde oldugu
belirlenmistir. Ayrica, ekzin siislerinin striiktiiriiniin retikulat oldugu ortaya konmustur (Sekil
4.19) Polenlerin hem biiytikliiklerinde hem de boyanma derecelerinde varyasyon gézlenmistir.

Normal ¢cimlenme gosteren polen taneleri monosifonik yapida olup (Sekil 4.20.) belirli
polenlerde ise 3 apertiirden de sitoplazma ¢ikintilarinin varligi tespit edilmistir (4.19d.). Ayrica
bazi polen tanelerinin intin yapisi ile birbirine baglandig1 goriilmektedir (4.19f.). Graybosch ve
Palmer (1988), Glysine max L. ile yaptiklar1 calismalarinda polen tanelerinin intin ile

baglanmasini sterilite nedeni olarak a¢iklamiglardir [201].
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Sekil 4.18. Kiiltlire alinan 2 no’lu (Tablo 3.1.) genotipe ait anter 6rneklerinin kultiirdeki
gelisimlerinin (a: mikrospor hiicrelerine ait genel goriintii; b: mikrospor hiicresi; vc: vejetatif
cekirdek, gc: generatif cekirdek) DAPI boyama sonrasi floresan mikroskop (Olympus BX51,
Japonya) goriintisii

Sekil 4.19. Kiiltiire alinan 2 no’lu (Tablo 3.1.) genotipe ait anter 6rneklerinin kiiltiirdeki
gelisimlerinin (a: trikolporat polen; b: apertur (ekzo agiklik); c: ekzini agilmis olan polen tanesi;
d: 3 apertiide gozlenen sitoplazma ¢ikintilar; e: tetrat yapilar; f: intin ile birbirine baglanan
polen hiicreleri) asetokarmin boyama ile floresan mikroskop (Olympus BX51, Japonya)
incelemesi; a: apertiir, dp: dorsal por

Elde edilen bulgular arasinda bazi mikrosporlar arasinda kanal olusumu (Sekil 4.20) ve
hiicre duvarinin ¢6ziinmesine bagh olarak tetratlarin dogrudan fiizyona ugradig: gézlenmektedir
(Sekil 4.20). Bu sekilde bir kanal olusumu kromatinin mikrosporal transferi sonucu ¢ekirdeklerin
flizyona ugramasina sebep olmaktadir [202]. Bu durum, flow sitometri analizi sonucu elde edilen

mixploid olusumu agiklamaktadir.
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Sekil 4.20. Kiiltiire alinan 2 no’lu (Tablo 3.1.) genotipe ait farkli anter 6rneklerinin kiiltiirdeki
gelisimlerinin (a: tek apertiirden gelisen monosifonik polen tiipii; b: normal gelisim gdsteren
monosigonik polen tiipii; c: mikrosporlar arasinda tiip olusumu; d: hiicre duvarinin
¢Ozlinmesiyle dogrudan flizyon olusumu) asetokarmin boyama ile floresan mikroskop
(Olympus BX51, Japonya) inelemesi; pt: polen tiipii

Paratasilpin (1978), bakla ile yaptig1 anter kiiltiirii calismalarinda MS ortaminda béliinen
cekirdeklere sahip mikrosporlar bildirmistir. Tez calismasindan elde edilen bulgular bu ¢alisma
ile paralellik gostermektedir. Tez ¢alismasinda, kiiltiiriin yaklasik 2. haftasinda bdliinenen
mikrospor hiicreleri gézlenmis olup, bu mikrospor hiirelerinin Paratasilpin (1978) tarafindan
tanimlanan sekilde sismis durumda olduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.17). [203]. Paratasilpin
(1978), mikrosporlarin sismis olmasini haploid embriyogenezin bir isareti olarak tanimlamistir.
Bayliss ve ark. (2004)'nin ac1 bakla, Croser ve ark (2011)’in ise nohut ile yaptiklari ¢alismalarda,
elde ettikleri pro-embriyo yapilar incelendiginde tez ¢alismasindan elde edilen gorsel bulgular
ile tutarhlik gostermektedir [198,204]. Her iki ¢alismada da arastirmacilar mikrosporlarin bu
sekilde sisme tepkisi gostermesinin pro-embriyo olusturma tepkisi oldugunu belirtmislerdir ve
Bayliss ve ark. (2004) bu yapiya pro-embriyo adini vermislerdir. Bahsedilen bu literatiir bilgileri
15181nda, tez kapsaminda gergeklestirilen anter kiiltiir denemelerinden elde edilen yapilar pro-
embriyo olarak nitelendirilebilir. Bu tez bulgulari, denenilen 12 fasulye genotipi i¢cin pro-embriyo
olusumunu bildiren ilk rapordur.

Kolza ve soya fasulyesi ile yapilan anter ve mikrospor kiiltiirii calismalarinda polene ait

ekzin tabakasinin yirtilmasi ile boliinen hiicrelerin serbest kalmasininin embriyo gelisiminin
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o6nemli bir asamasi oldugu bildirilmistir [205,206]. Embriyonun gelisiminin serbest kalmasi i¢in
ekzin tabakasinin yirtilmasi ve bolinmiis hiicrelerin serbest kalmasi gerekliligi elde edilen
embriyogenik kallus miktarini arttirmak icin 6énemli bir adim olarak tespit edilmis olup
mikroskop goriintiileri degerlendirildiginde elde edilen kalluslarin embriyogenik oldugu

sonucuna varilmaktadir.

4.5.2. Kallus Dokularindan Embriyoid Gelisimlerinin G6zlenmesi

Devam eden kiiltiir ¢alismalarinin 3. haftasinda anter dokusuna ait kalluslarda embriyoid
yapilarin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.21). Embriyoid gelisimi gézlenen 6rneklerin ayni besi
ortaminda alt kiiltiire alinmalar1 neticesinde kallus dokularinda embriyoid gelisiminin devam

ettigi ve kallus dokusunun hacimsel olarak arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.22).

i 2 3

9 10 n 12

Sekil 4.21. 2.5 mg L-! Kinetin ve 0.5 mg L1 2,4-Diceren B5 besi ortaminda kiiltiire alinan
anterlerden gelisen kalluslarin 3. haftadaki stereo mikroskop (Olympus SZ61, Japonya)
goriintiileri (siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup detay Tablo 3.1.’de

verilmistir)
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Sekil 4.22. 2.5 mg L1 Kinetin ve 0.5 mg L1 2,4-D iceren B5 besi ortaminda kiiltiire alinan
anterlerden gelisen kalluslarin 2.aydaki stereo mikroskop (Olympus SZ61, Japonya) goriintiileri
(siyah rakamlar: genotip numaralarini belirtmekte olup detay Tablo 3.1.’de verilmistir)

Fasulyenin rejenerasyonunun yiiksek oranda genotipe bagl oldugu bildirilmistir [207].
Tez calismasinin amacini fasulyede anterlerde haploid birki rejenerasyonunda genotipten
bagimsiz bir protokol gelistirme olusturmustur. Kiiltiiriin 2. ayinda bulunan anterlerden elde
edilen kalluslarin mikroskop goriintiillerindeki yesil noktalar embriyo olusumunu
gostermektedir. Bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ve B5 ortamlarinda kiiltiire alinan ve
emriyogenik olmayan kallus 6rnekleri kirillgan ve yumusak bir yap1 gosterirken (Sekil 4.9), 35
numarali besi ortaminda (Tablo 3.2) stirekli alt kiiltiire alinan kallus 6rnekleri yesil, piirtizsiiz ve
kompakt yap1 gostermistir (Sekil 4.22). Embriyogenik kallus érnekleri ayni1 besi ortaminda (B5 +
kinetin (2.5 ml L-1) + 2,4-D (0.5 ml L-1)) kiiltiire alindiginda dahi organize bir yap1 ve morfoloji
sergilemistir. Emriyogenik olusumlarin kolaylikla ayirt edilebilen ve bir hiicre tabakasiyla
sinirlanan yuvarlak yapida oldugu gérilmiistiir. Buna karsilik, emriyogenik olmayan ve bir siire
sonra dokunun 6liimiiyle sonug¢lanan kalluslarin yumusak, gevrek ve yari saydam oldugu tespit
edilmistir. Embriyogenik kallusun elde edilmesi, somatik embriyo gelisimi ve bitki rejenerasyonu
icin 6nemli bir adimdir. Bu siireg, ancak kullanilan eksplantin rejenerasyon yetenegi ve ve bu
eksplantin uygun tesvik edicilerle uyarilmasi ile miimkiindiir.

Ikeuchi ve ark. (2013)’n1in siniflandirmasina gore, goriiniir organ rejenerasyonu olmayan
kallus, kirilgan veya kompakt kallus olarak, ve belirli bir dereceye kadar organ rejenerasyonu
sergileyen kallus gelisen organlarin tipine bagh olarak kokli, siirgiinlii veya embriyonik kallus

olarak adlandirilmistir [208]. Rejenerasyona direngli oldugu kabul edilen fasulye icin
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embriyogenik kallusun elde edilmesi etkin bir bitki rejenerasyon sistemi i¢in dnemli bir ilk
adimdir. Skoog ve Miller'in (1957) o6ncii ¢alismasindan bu yana, oksinler ve sitokininler
arasindaki dengenin hiicre farklilasmasini etkiledigi bilinmektedi [209]. Yiiksek bir
oksin/sitokinin orani kok rejenerasyonunu indtiklerken, diistik bir oran siirgiin indiiksiyonunu
tesvik etmektedir. Yiiksek nitrat azotu igerigine sahip oldugu bilinen B5 besi ortami
embriyogenik kallus olusumunu arttirmistir. Tez calismasinda kullanilan genotiplerin B5 besi
ortaminda MS besi ortamina kiyasla daha saglikli yapida ve embriyogenik kallus eldesinde daha
yliksek basari gostermesinin nedeninin B5 besi ortaminin yiiksek nitrat azotu icerigine sahip
olmasindan kaynakli olacagi diisiiniilmektedir. Hi¢ kallus gelisimi elde edilemeyen besi
ortamlarinin ¢ogu ytiksek sitokinin ve diisiik oksin igerigine sahip MS besi ortami ile hazirlanmis
besi ortamlaridir. B5 besi ortami icerisinde en yiiksek kallus indiiksiyonunun elde edildigi besi
ortamina ait oksin ve sitokinin oranlari (2.5 ml L-1kinetin, 0.5 ml L-1 2,4-D) ayn1 sekilde MS besi
ortami ile hazirlandiginda kalluslar reaksiyon géstermemistir. Bu durum, B5 icerisindeki ytliksek
nitrat azot oranmnin bitki biiylime diizenleyicilerin dogru kombinasyonlar1 ile Kkallus

indiiksiyonunu tesvik ettigini diistindiirmektedir.

4.6. Histolojik Analizler

Kiltir baslangicindan yaklasik 3 hafta sonra yapilan histolojik analizler sonucu elde
edilen mikroskop gortintiileri incelendiginde, kallus yiizeyinde kalin duvarli ve nisasta igceren
hiicrelerin varligl gézlenmistir (Sekil 4.23). Benzer 6zellikteki hiicreler daha 6nce Karlsson ve

Vasil (1986) tarafindan embriyogenik 6zellikteki hiicreler olarak rapor edilmistir [210].

Sekil 4.23 Anter kiiltiiriinden elde edilen kallusun parafin blok analizinden elde edilen
preparatlarin floresan mikroskop (Olympus BX51, Japonya) altinda gézlenmesi. ok, kallusun
nisasta taneleri iceren hiicrelerden olusan kismi belirtmektedir
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Her 12 genotip icin de anter kiiltiiriinden elde edilen kalluslar, denemenin 1., 2. ve 3.
aylarinda periyodik olarak histolojik analizlere tabi tutularak goriintiileri kaydedilmistir (Sekil

4.24- 4.26)

L.ay 2.2y 3.ay

Sekil 4.24. Anter kiiltiiriinden elde edilen 1-4 numarali genotiplerin (Tablo 3.1) kiilttirdeki 1., 2.
ve 3. aydaki kallus 6rneklerinin parafin blok analizinden elde edilen preparatlarin floresan
mikroskop (Olympus BX51, Japonya) altinda gézlenmesi. Solda yukarindan asagiya belirtilen
rakamlar genotip numaralarini (Tablo 3.1) vermektedir. em: embriyogenik, nem: embriyogenik
olmayan, e: embriyo
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1Lay 2.ay 3.ay

Sekil 4.25. Anter kiiltiiriinden elde edilen 5-8 numarali genotiplerin (Tablo 3.1) kiilttrdeki 1., 2.
ve 3. aydaki kallus 6rneklerinin parafin blok analizinden elde edilen preparatlarin floresan
mikroskop (Olympus BX51, Japonya) altinda gézlenmesi. Solda yukarindan asagiya belirtilen
rakamlar genotip numaralarini (Tablo 3.1) vermektedir. em: embriyogenik, nem: embriyogenik
olmayan, e: embriyo
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1Lay 2.ay 3.ay

Sekil 4.26. Anter kiiltiiriinden elde edilen 9-12 numarali genotiplerin (Tablo 3.1) kiilttirdeki 1.,
2.ve 3. aydaki kallus érneklerinin parafin blok analizinden elde edilen preparatlarin floresan
mikroskop (Olympus BX51, Japonya) altinda gézlenmesi. Solda yukarindan asagiya belirtilen

rakamlar genotip numaralarini (Tablo 3.1) vermektedir. em: embriyogenik, nem: embriyogenik

olmayan, e: embriyo

Literatiir bilgisi ile tutarh sekilde kiiltlirtin 1., 2. ve 3. aylarinda yapilan periyodik
gozlemler ile kallus hiicrelerinin embriyogenik 6zellik kazandig1 ve proembriyolarin olustugu
tespit edilmistir (Sekil 4.27.a). Globiiler yapidaki embriyogenik olusumlarin tanimlanabilir bir
sinira sahip olmasi (Sekil 4.27.b) ve ayr1 bir damar sisteminin bulunmasi (4.27.c), somatik
embriyoidleri slirgiin tomurcuklarindan ayiran énemli bir 6zellik olarak goriilmekte olup benzer
bilgilere literatiirde de rastlanmaktadir [211]. Tez kapsaminda gerceklestirilen histolojik

analizler sonucunda, hizla béliinerek cogalan embriyogenik hiicrelerin farklilagsarak globiiler
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embriyolarin gelismesi ile sonuclandigi belirlenmistir. Birincil embriyogenezi takip eden siirecte,
histolojik analizler ile Liu ve ark. (2009) ile Shi ve ark. (2009)'nin bildikleri ile tutarli sekilde
sekonder somatik embriyogenezin gerceklestigi tespit edilmis ve sekonder globtiler embriyolarin

olustugu belirlenmistir (4.27.d) [212,213].

Sekil 4.27. Anter kiiltiiriinden (4 numarali genotip (Tablo 3.1.) elde edilen kalluslarin parafin
blok analizinden elde edilen preparatlarin floresan mikroskop (Olympus BX51, Japonya) altinda
gozlenmesi a: Kallus dokusunda olusan pro-embriyogenik yapilar b: kallus dokusu icinde
gelisen proembriyolar; c: merkezde kendi damar kaynagi ile kallus dokusunun ytizeyinde olusan
globuler embriyoid; d: sekonder globuler embriyoid gelisimi

4.7. Haploid Bitki Eldesi

Ayni besi ortaminda stirekli alt kiiltiirlemenin yapildig: kallus dokularinda hacimsel artis

gozlenmekle beraber ileri gelisim asamalarina gecilmedigi tespit edildiginden literatiirde basarili

oldugu belirtilen [108] ve yliksek seker icerigine sahip (45 g L siikroz ve 45 g L" maltoz) bulunan

MS besi ortamina kallus dokulari transfer edilmistir. 2. numarali genotipe ait anterlerden elde

edilen kalluslarin 2.5 mg L' Kinetin ve 0.5 mg L™ 2,4-D, 45 g L™ siikroz ve 45 g L' maltoz iceren
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MS besi ortaminda kiiltiiriinde 2. aydan itibaren siirgiin gelisiminin basladig1 gézlenmistir (Sekil

4.28).

Sekil 4.28. 2.5 mg L-1 Kinetin ve 0.5 mg L' 2,4-D, 45 g L siikroz ve 45 g L™ maltoz iceren MS
besi ortaminda kiiltiire alinan 2 numarali genotipe (Tablo 3.1) ait anterden gelisen kallusun
farkl gelisim donemlerindeki goriintiisii a: globular asamadaki embriyo, b: embriyoid, c: kalp
asamasinda embriyo, d: siirglin (a, b, c ve d ayn1 6rnege ait ve 4 hafta ara ile alinan gelisim
goruntiileri)

Bitki doku kiiltiirii ortami, karbon ve enerji kaynagi olarak genellikle siikroz veya glikoz
olarak adlandirilan karbonhidratlari igerir ve siikroz baskin olarak floemde bulunur [214].
Yapilan ¢alismalar seker konsantrasyonunun kiiltiir ortaminda somatik embriyolarin olusumunu
etkiledigini bildirmektedir [215-218]. Ayrica, salatalik [219], iris [220] ve kavun [218] kiltiir
ortamina yiiksek konsantrasyonda siikroz ilave edilerek somatik embriyolarin uyartimi
gerceklestirilmistir. Cesitli calismalar siikroz ve glikoz disindaki karbonhidratlarin da kiiltiirlerin

bilyiimesini benzer sekilde destekledigini gostermistir [221]. Ornegin Vuke ve Mott (1987), bazi
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alternatif karbonhidratlarin, loblolly cami (Pinus taeda) Xkallus Kiiltlirlerinin biiylimesini
desteklemede stikroz ile karsilastirilabilir oldugunu bildirmistir [222].

Tez calisma bulgular: incelendiginde, yiiksek seker konsantrasyonunun embriyolarin
gelisimini destekleyerek siirgiin olusumunu indiikledigi tespit edilmistir. Besi ortaminda artan
seker konsantrasyonunun ozmotik stres yaratarak, siirgiin olusumunu tesvik etmis olabilecegi
diistintilmektedir. Dolayisi ile, yiiksek seker konsantrasyonunun ozmotik etkisinin siirgiin
gelisimini tesvik ettigi ileri striilebilir. Yiiksek ozmolaritenin olumlu etkisi, dogada embriyoyu
cevreleyen ozmolarite degisikliklerini taklit edebilecegi bildirilmistir [223].

Bazi arastirmacilarin siikrozun, somatik embriyogenez sirasinda bir karbon kaynagi
olarak hizmet ettigini belirtmesinin yani sira [217], baz1 arastirmacilar da bu kadar yiiksek
karbonhidrat konsantrasyonuna duyulan ihtiyacin sadece stikrozun beslenme fonksiyonu ile ilgili
degil, ayn1 zamanda ozmotik diizenleyici olarak islev gérmesi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir
[224,225]. Bununla birlikte, somatik embriyogenezde yliksek seker konsantrasyonunun roliiniin
hiicre ozmolaritesini etkileyebilecegi yaygin bir bilgidir. Yiiksek konsantrasyonda siikrozun
somatik embriyogenez sirasinda hiicrelerin ozmotik potansiyeli Ulzerindeki etkisi bazi
arastirmacilar tarafindan gosterilmistir [225]. Bu nedenle, bu tez calismasinda, yliksek seker
konsantrasyonunun strgin gelisimini tesvik etmesi, karbonhidratin hem besleyici hem de
ozmotik diizenleyici islevlerinin rolii olarak yorumlanabilir. Her ne kadar yiliksek seker
konsantrasyonunun cesitli bitkilerde somatik embriyogenez Ttzerindeki olumlu etkileri
kaydedilse de tez ¢alismasinda diisiik frekansta siirgiin elde edilmesi, siirgiin olusumu {izerine

diger faktorlerin etkisinin elimine edilmesinde yeterli olmamistir.

4.8. Anter Kiiltiiriinden Elde Edilen Orneklerin Ploidi Diizeylerinin Tespiti

Denemenin ilk asamasinda elde edilen kalluslarin flow sitometri analizinde, 6rneklerin
miksploidi oldugu belirlenmistir. Kalluslardan, embriyolar ve siirgiiniin basarili bir sekilde elde
edilmesinin ardindan érnekler mikroskop altinda incelenmis ve 6zellikle embriyoid iceren kallus
dokusunun (Sekil 4.28b) bir kismi flow sitometri analizine gotiiriilmiis ve diger kisimlari kiiltiirde
gelisimleri i¢in birakilmistir. Embriyoid iceren kallus 6rneginin (Sekil 4.28b) flow sitometri
analizi sonucunda 6rneklerin haploid olduklari belirlenmistir (Sekil 4.29). Flow sitometri analizi
Mersin’de bulunan T. C. Tarim ve Orman Bakanligi Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma

Enstitiisii'nde gerceklestirilmistir.
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Kontrol

Embrioid iceren 6rnek (Sekil 23b)
i — e =
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Sekil 4.29. Sekil 4.28b’de belirtilen 2 numarali genotipe (Tablo 3.1.) ait anterlerden gelisen ve
embriyoid iceren kallus dokusunda yapilan flow sitometri analiz sonucunda haploidi tespit
edilmistir.

Sekil 4.28d’de belirtilen ve bitkiye donlisen 6rnekten alinan yaprak materyali ile yapilan flow

sitometri analizi sonrasinda ise 6rnegin katlanmis haploid oldugu belirlenmistir (Sekil 4.30.).

Kontrol

Ornek (Sekil 23d)
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Sekil 4.30. Sekil 4.28d’de belirtilen 2 numarali genotipe (Tablo 3.1.) ait anterlerden gelisen
stirgline ait doku 6rnegi ile yapilan flow sitometri analiz sonucunda 6rnegin katlanmis haploid
oldugu tespit edilmistir.

68



Ash Kiigiikrecep, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

5.SONUCLAR ve ONERILER

Fasulye anter kiiltiiriinde besi ortam1 (MS ve B5), oksin (2,4-D), sitokinin (kinetin), aktif
karbon ve genotiplerin haploid bitki olusumuna etkisini saptamak amaciyla yiiriitiilen bu
arastirmada, toplam 12 adet genotip test edilmistir. S6z konusu genotiplerin sera ve arazi
kosullarinda yetistirilen bitkilerinden alinan anterler farkli konsantrasyonlarda, aktif karbon,
Kinetin ve 2,4-D iceren MS ve B5 besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Elde edilen kalluslar daha
sonra farkli siirgiin tesvik ortamlarinda kiiltiire alinarak yiiksek frekansta haploid bitkicikler elde

edilmeye calisilmistir.

Arastirmada, kallus olusturan anterlerin reaksiyon orani besi ortamlarina bagh olarak,
%0 ila %40.5 ve genotiplere bagh olarak, %1.3 ile %6.3 arasinda degisiklik gdstermistir. Bu
degisikligin 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir. Tiim faktér kombinasyonlarinin ortalamsi olarak
anter reaksiyon orani %3.3 olarak gerceklesmistir. Test edilen 2,4-D ve kinetin konsantrasyonlari
B5 ortaminda kallus reaksiyon oranini MS ortamina kiyasla pozitif sekilde etkilemistir. MS
ortamina kiyasla etkinligi istatistiksel olarak belirlenen B5 ortaminda ise en yiiksek kallus
indiiksiyon orani 2.,5 mg L-! kinetin ve 0.5 mg L-! 2,4-D igeren kiiltlir ortaminda kaydedilmistir.
Genotipler bazinda degerlendirildiginde ise kallus indiiksiyon orami 5 numarali genotipte
saglanmistir. Aktif karbon ile kombine edilen 2,4-D ve kinetin iceren MS ve B5 besi ortaminin

hi¢birinde kallus olusumu gézlenmemistir.

Literatiir bilgileri 1s181nda, fasulyenin, anter kiiltiirlinde inat¢1 bir tir oldugu ve
rejenerasyon yeteneginin genotipe bagh olarak ¢cok énemli varyasyon gosterdigi bilinmektedir.
Fasulye icin genotipten bagimsiz tekrarlanabilir bir in vitro sistem belirlemek olduk¢a zor
goziikmektedir. Bir¢ok arastirmaci bu kritik soruna ¢6ziim bulmak adina hem bitki biiyiime
diizenleyicilerinin hem de kiiltiirde materyal olarak kullanilacak eksplant kaynaginin
rejenerasyon potansiyeli ilizerine calismalarina devam etmektedir. Tez ¢alismas1 kapsaminda
elde edilen bulgular simdiye kadar 12 fasulye genotipinin anter kiiltiri ile rejenerasyon
potansiyellerinin degerlendirildigi en kapsaml literatiir bilgisi olma 6zelligine sahiptir. Tez
kapsaminda, 12 farkl fasulye genotipine ait anter érnekleri ¢ok sayida besi ortaminda kiiltiire
alinmis ve bu sayede hem genotipin hem de bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi birlikte

arastirilmistir.

Genel olarak bakildiginda, temelde MS ya da B5 besi ortami baklagillerde anter ve
mikrosporlar icin gerekli besi bilesiklerini karsilayabilse de genotipe baglh gelisim g6z 6niine

alindiginda her iki besi ortami iginde maksimum verimi saglayacak optimizasyonlarin yapilmasi
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olas1 goziikmektedir. Androgenez icin kiiltiir ortaminda bulunmasi gereken bitki biiylime
diizenleyicilerinin konsantrasyonu tiirler ve genotipler arasinda gesitlilik gosterse de tiim
arastirmacilar haploid embriyo indiiksiyonu icin bir ¢esit biiyiime diizenleyicisinin ortamda
bulunmasinin gerekli oldugu konusunda goriis birligi icinde olsalar da [97] kiiltlir ortamina
eklenen BAP, kinetin, TDZ veya IAA gibi bazi bitki bliylime diizenleyicilerinin besi ortaminda
eksplantta fenolik bilesiklerin biriktiginin bir gostergesi olan kahverengilesmeyi yogunlastirdig
da bildirilmistir [188]. Sitokininlerin fenolik bilesiklerin sentezlenmesini uyarabilecegi goz
oniinde bulundurularak besi ortamlarina bitki biliyime diizenleyicilerinin yliksek
konsantrasyonlarda ilavesinin tekrar degerlendirilmesinin kritik bir nokta oldugu

diistiniilmektedir.

Gelecekteki calismalarda, orijinal olarak soya fasulyesi kok hiicreleri icin tasarlanmis olan
B5 besi ortami gibi baklagiller icin tasarlanmis ortamlari incelemek faydali olabilir [172]. Bu
deneyde kullanilan ortamlar, karbon kaynagi olarak mikrospor kiiltiiriinde en sik kullanilan
karbon kaynagi olan siikrozun farkli konsantrasyonlarini icermektedir [226]. Tahil bitkileri ile
yapilan anter kiiltiirii calismalarinda stikroz yerine maltoz da tercih edilmektedir (Wedzony ve
ark. 2009), ancak mevcut sonuglar maltozun kullanimi i¢in olumlu veya olumusz bir kanit
sunmamaktadir. Yiikksek seker konsantrasyonlarinda dengeli ozmolariteye bagh olarak
embriyogenezin indiiklendigi bilgisi ile yliksek siikroz ve maltoz (her ikisi icin de 45 mg L-1) ile
hazirlanan, Tablo 3.2.’de detaylar1 verilen 35 numarali (B5 + kinetin 2.5 mg L1 + 2,4-D 0.5 mg L-
1) besi ortaminda silirgiin olusumu goézlenmesi bu konuda o6zellikle fasulyede daha detayh
calismalarin yapilmasi gerektigini gostermektedir. Her ne kadar calismada diistik frekansta bitki
olusumu kaydedilse de mevcut literatiirdeki acik g6z 6niine alindiginda, kullanilan her parametre
ve bu parametrelere iliskin siire¢ ve sonuglarin belirlenmesi ve bildirilmesinin kritik bir 6neme
sahip oldugu goriilmektedir. Elde edilen bulgular, ¢alisilan genotipler icin bildirilen ilk veriler
olma o6zelligine sahiptir.

Kiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak islev gormesinin yani sira siikrozun,
ozmolariteyi belirledigi g6z 6niine alindiginda, ortamdaki siikrozun bir kisminin polietilen glikol
(PEG) ile degistirilmesi de test edilmeye deger olabilir, ¢iinkii bu kombinasyon Brassica napus L.
mikrospor kiiltlirlerinde embriyogenezi tetiklemistir [227]. Alternatif olarak PEG'in denemelerde
stikroz yerine kullanilmasinin mikrosporlar tarafindan alinamayacak kadar btyiik bir molekiil
olan PEG’in ortamin ozmolaritesini belirli bir seviyede tutabilecegi diisiiniilmektedir.

Literattr bilgileri 15181nda, Phaseolus cinsi icinde tiim cesitler icin ortak bir rejenerasyon
protokolii gelistirmekten ziyade ceside 0zgii protokollerin gelistirilmesinin, daha olas1 ve
ulasilabilir olacagi goriilmektedir. Genotipten tamamen bagimsiz, ekonomik olarak uygulanabilir

rejenerasyon protokollerinin olusturulmasinin su an icin daha fazla ve yogun c¢alismalar
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gerektirdigi diisiiniilmektedir. Uygun protokollerin olusturulmasi genis olcekli, yogun ve is
birligine dayali calismalar ile miimkiin gériinmektedir.

Niifusun artmasina bagh olarak, gida ihtiyacinin giderilmesi giin gectikce zorlasmakta,
bununla beraber hem ekim alanlarinin giderek azalmasi hem de dayanikli cesitleri gelistirmede
yasanan sorunlar ilerde yasanilacagi ongoriilen problemlere uygun coziimler iiretilmesini
gerektirmektedir. Tim bu sebepler ile yasanan gida dengesizliginin Ustesinden gelmede,
biyoteknolojik calismalar ile desteklenen tarimsal aktivitelerin varligi da 6nem kazanmaktadir.
Bu a¢idan bakildiginda, sunulan bu tez ¢alismasina ait bulgular ileri fasulye 1slah, ¢esit gelistirme
ve gen transfer ¢calismalari agisindan kaynak teskil edebilecektir.

Her ne kadar tez calismasinda disiik frekansta bitkisi eldesi gerceklesmis olsa da
biyoteknolojik gelismlerin yakindan takip edilmesi, var olan ¢alismlarin dogru analiz edilerek bu
bilgiler 1s1g8inda yiriitillen c¢alismalar ile fasulye icin uygun protokollerin belirlenerek
haploidizasyon ¢alismlarindan olumlu sonuglar elde edilebilecegine dair bilgiler sunmaktadir.

Bilim insanlarinin yogun ¢alismalari sayesinde tipki fasulye gibi 1970 ve 80’li yillarda iin
vitro rejenerasyona direncli oldugu kabul edilen tahillar icin glinlimiizde ¢abalar sonu¢ vermis ve
basari elde edilmis durumdadir. Bu agidan ele alindiginda baklagillere gosterilen yogun ilgi ve
dinamik calismalar ile fasulye icinde tekrar edilebilir ve optimize edilmis protokollerin
gelistirilmesi ¢abalar1 umut vericidir.

Sonraki ¢alismlarda donér bitkiye cesitli bitki bliyiime diizenleyiciler ile anter kiiltiirii
calismalarindan dnce 6n muamelede bulunulmasi, anter kiiltiirtinde besi ortamina alternatif bitki
biiylime diizenleyicileri ile bunlarin farkli konsantrasyonlarinin ile karbon kaynag olarak maltoz
gibi farkl sekerlerin ilavesinin arastirilmasi gerekmektedir. Bunun yani sira donor bitkilerin
arazi kosullarinda yetistirilmesinin serada yetistirilen bitkilere kiyasla avantaj saglayabilme

potansiyeli de degerlendirilmelidir.
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EKLER

Ek 1. Bitki biiytimeyi diizenleyicileriningoziiciileri, saklama kosullar1 ve stok ¢ozelti

konsantrasyonlari
Hormonlar Coziicii Saklama Kosulu | Stok Cézelti Konsantrasyonu mg ml-!

Oksin
2,4-D Su 2-8°C 1
NAA NaOH 2-8°C 1
IBA EtOH / NaOH 2-8°C 1
[AA EtOH / NaOH 0°C 1

Sitokinin

BAP NaOH 2-8°C 1
TDZ DMSO 0°C 1
Kinetin NaOH 0°C 1
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Ek 2. MS Besi Ortami Formiilasyonu

Murashige Skoog Bazal Besi Ortami
Bilesim mg L1
Amonyum nitrat 1650
Borik Asit 6.2
Calcium chloride anhydrous 332.2
Cobalt chloride » 6H,0 0.025
Cupric sulfate « 5H,0 0.025
Naz-EDTA 37.26
Demir stilfat « 7H,0 27.8
Magnezyum siilfat 108,7
Manganez stilfat « H,0 16.9
Molybdic acid (sodium salt) « 2H,0 0.25
Potassium iodide 0.83
Potasyum nitrat 1900
Potasyum fosfat monobazik 170
Cinko siilfat « 7H,0 8.6
Organik mg L-1

Glisin (free base) 2
myo-Inositol 100
Nikotinik asit (free acid) 0.5
Pyridoxin « HCI 0.5
Thiamin ¢ HCI 1
1 L i¢in gerekli miktar (gram) 43
Oda sicakhiginda pH (£ 0.5) 3.9
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Ek 3. Gamborg B5 besi ortami formiilasyonu

Gamborg B5 Bazal Besi Ortami

Bilesim mg L-1
Amonyum siilfat 134
Borik asit 3
Calcium chloride anhydrous 113.24
Cobalt chloride » 6H,0 0.025
Cupric sulfate « 5H,0 0.025
Naz-EDTA 37.3
Demir stilfat « 7H,0 27.8
Manganez siilfat « H,0 10
Molybdic asit (sodium salt) e 2H,0 0.25
Potassium iodide 0.75
Potasyum nitrat 2500
Cinko siilfat « 7H,0 2

Organik mg L-1
myo-Inositol 100
Nikotinik asit (free acid) 1
Pyridoxin « HC] 1
Thiamin ¢ HCI 10
1 Li¢in gerekli miktar (gram) 3.2
Oda sicaklhiginda pH (£ 0.5) 4
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