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Ozet

Haploid bitkilerin elde edilmesi, bitki islahinda, islah siirecini kisaltan énemli
yontemlerden bir tanesidir. Haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan yéntemlerden
biri olan anter kltiiri calismalari birgok bitki tirlinde yuritilmektedir. Bu calismada
anterlerden haploid bitki elde etmek amaciyla W. Murcott mandarin cesidinde,
ciceklenme doénemlerinde farkli boyutlardaki gigekler toplanmis ve asetokarmin
yontemine gore anterler igerisindeki tek gekirdekli mikrospor asamasi belirlenmistir.
Calisma sonucunda tek gekirdekli mikrospor asamasinin oldugu dénem cigeklerin 4-5
mm capinda olduklari ddnem olarak belirlenmis ve bu boyuttaki cicekler temin edilerek
anter kultirii denemesi kurulmustur. Calismada cigeklere 25°C ve 4°C'de iki giin
bekletilmesi seklinde 6n uygulama gergeklestiriimis ve ardindan cigeklerde ylizey
sterilizasyonu uygulanarak anterler N6 besin ortami igerisinde kiiltiire alinmiglardir.
Anter kiiltiirii denemelerinde 0 mg I TDZ (Thidiazuron), 0.1 mg I'* TDZ ve 0.5 mg I'*
TDZ olmak Uzere TDZ'nin g farkll konsantrasyonu denenmis ve anterlerin yarisi
karanlkta, dider yarisi ise 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik iklim odasi kosullarinda
kiltire alinmistir. W. Murcott gesidinde tek gekirdekli mikrospor asamasinda olan
anterlerin kiiltiire alinmasi sonucunda yapilan incelemelerde anter eksplantlarinda
meydana gelen degisimler gézlemlenerek makalede tartisiimistir.
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Anther culture studies in W. Murcott mandarin genotype
Abstract

Obtaining haploid plants is one of the important tool that shorten the plant
breeding process. Anther culture is one of the method used for obtaining haploid
plants. Anther culture studies are carried out for several plant species. In the
present study, flowers at different sizes of W. Murcott mandarin were collected at the
blooming period. Stage of mononuclear microspore of anthers was determined
according to method of acetocarmine. Mononuclear microspore stage of anthers was
observed in flowers 4-5 mm in diameter. Anther culture experiments were carried out
with 4-5 mm in diameter anthers. In this study, temperature pre-treatment was
performed at 4°C and 25°C for two days. Surface sterilization was performed in
flowers and anthers were cultured in nutrient medium N6. Anther culture assays
were performed with the three different concentrations of TDZ (0 mg I TDZ,
0.1 mg I't TDZ, 0.5 mg I"! TDZ). Half of anthers were cultured in dark condition while
the other half in 16 hours light, 8 hours dark climate room conditions. Anthers
containing mononuclear microspore stage were cultured and, changes occurring in
the anther explants were discussed in the article.

Keywords: Acetocarmine, Haploid, TDZ, Pollen, Mandarin

1. Giris

insan beslenmesinde ve sanayide turuncgiller ®nemli bir yer
tutmaktadir. Yeni turuncgil cgesit ve anaglarinin islahi calismalar tim
Dinya’da hizh bir sekilde devam etmektedir. Meyve islahinda melezleme,
seleksiyon, mutasyon gibi klasik islah ydntemlerinin yani sira protoplast
kdlttr, somatik hibridizasyon, in vitro seleksiyon, genetik transformasyon,
haploidi teknigi gibi biyoteknolojik ydntemler de kullaniimaktadir. Klasik ve
biyoteknolojik yéntemlerin birlikte kullanilmasiyla hedeflenen amaca daha
kisa stirede ulagmak olasidir (Germana, 2006).

Dogada cesitli sekillerde kendiliginden ortaya cikan haploidi uzun
yillardan beri bilinmekle birlikte, spontan haploidlerin ortaya cikis orani ve
sikidr gok azdir. Bu nedenle islah programlarinda kullanim sanslar gok
sinirhdir. In vitro teknikler kullanarak haploid bitkilerin elde edilmesi ve
bunlarin  kromozom sayilarinin kimyasal maddeler yardimiyla iki katina
gikartiimasi olarak 6zetlenebilecek dihaploidizasyon teknidi, haploid bitkilerin
islahgilara sundugu kolayliklardan yararlanabilmeyi saglamaktadir (Ellialtioglu
ve Tipirdamaz, 2002). Turunggillerde de haploid bitkiler, triploid gekirdeksiz
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gesit gelistirmede ¢ok biiylik 6nem tasimakta ve bu konuda gok sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Triploid cesit i1slahinda haploid ve diploid bitkilerin
protoplastlari somatik hibridizasyon yoluyla birlestirilerek cekirdeksiz bireyler
elde edilmektedir (Froelicher vd., 2007).

Haploid bitki elde etme ydntemlerinden biri olan anter kiiltlriinin bitki
islahi programlarinda sadladigi en biyiik avantajlardan birisi, geleneksel
yontemler kullanildiginda uzun vyillar igerisinde elde edilebilen homozigot saf
hatlarin, bir generasyonluk kisa bir sirede elde edilmesine olanak
tanimasidir. Anter kiltiiriinden basari elde etmek, donér bitkiden veya kdilttir
sirasindaki uygulamalardan kaynaklanan bircok faktoriin etkisi altindadir. In
vitro androgenezisin basariyla uyartiimasinda en 6nemli faktorlerden birisi,
mikrosporlarin gelisme asamasina bagli olarak anterlerin alinma zamanidir.
Anter kiltirinin temel prensibi; normal yapida olgun bir polen olusturma
yoniindeki gametofitik gelismeyi, embriyo olusumu ile sona erecek olan
sporofitik gelisme ydnline cevirmektir. Bu noktada, kiiltiire alinan
anterlerdeki mikrosporlarin hangi gelisme déneminde bulundudu kritik bir
O6nem tasimaktadir. Mikrosporlar icerisinde nisasta depolanmaya basladiktan
sonra, gelismeyi sporofitik yone kaydirmak ve haploid embriyo elde etmek
icin gesitli uyarilar yapmak etkili olamamaktadir. Bitki tlirlerinin bliylik bir
cogunlugunda androgenesis icin en elverisli mikrospor gelisim asamasi, tek
gekirdekli (uninucleate) mikrospor veya 1. polen mitozundan hemen sonraki
donemlerdir (Sarikamis vd., 2000; Ellialtioglu vd., 2000).

Turunggillerde haploidi konusundaki ilk calisma, limonlarda (Gitrus
limon) anter kiltlr( aracihd ile olmus ve bu galisma sonucunda yalnizca
kallus elde edilebilmistir (Drira ve Benbadis, 1975). Daha sonra turunggil
turlerine ait haploid embriyolar ve/veya haploid bitkiler Poncirus (Hidaka vd.,
1979), C. microcarpa (Chen vd., 1980), C. sinensis cv. Trovita (Hidaka ve
Kajiura, 1989), C. dlemantina (Germana vd., 1994), C. /imon (Germana,
1992), Mapo (C. deliciosa X C. paradisi) tanjelo (Germana vd., 1997) ve
C. madurensis Lour (Germena ve Chiancona, 2003) tirlerinde rapor edilmistir.

Bu calismada W. Murcott mandarin gesidinde anter kiiltirl calismalari
icin uygun cicek déneminin belirlenmesi ve bu ciceklere ait anterlerin kallus
ve embriyoid gelistirme kapasitelerinin arastirlmasi amaglanmigtir.

2. Materyal ve Yontem
Bu calisma, Gukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri

Bolumii Bitki Biyoteknoloji Laboratuvarinda yarittlmastiir.
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2.1. Bitkisel materyal

Calismada vyurtici ve yurtdisi pazarlarinda énemli yeri olan W. Murcott
mandarin gesidi kullanilmistir. W. Murcott mandarini geggi bir gesit olmasi ve
kendine has bir aramoya sahip olmasi sebebiyle 6zellikle son yillarda 6n
plana cikmis bir mandarin cesididir. Calismada kullanilan bitkisel materyal
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Turuncgil
Genetik Koleksiyonundan temin edilmistir. Kullanilan bitkisel materyaller
yurtdisindan temin edilmis ve Turuncggil Genetik Kaynaklar bilinyesinde
serada saksilar icinde muhafaza edilen turung Gzerine asili 7 yash adaclardan
elde edilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Polenlerin gelisme asamasinin belirlenmesi

Polenlerin gelisme asamasinin belirlenmesinde aseto-karmin boyama
yontemine ait protokol takip edilmistir. Kullanilan aseto-karmin g¢ozeltisi 55
ml saf su ve 45 ml glasial asetik asit karistirilip kaynatilarak hazirlanmistir.
Karisim icine 0.5 g karmin ilave edilmistir. Karisim 4-5 dakikada sogutulup
suzilmastir. Polenlerin gelisme asamasinin belirlenmesi icin anterlerde
aseto-karmin yontemi ile boyama gergeklestirilmistir. Farkli gelisim
asamalarinda alinan anterler 1 N HCl igerisinde 60°C'de 12 dakika bekletilmis
ve ardindan destile su ile ylkanmis, suyun fazlasi filtre kadidi ile alinmstir.
Anterler birkag damla aseto-karmin igerisinde 20 dakika bekletilmistir. Bir
damla karmin icerisinde anterler lam lamel arasinda ezilmistir. Bir yiiziine
materyal yapisik olan lamel sirasiyla 1 glasial asetik asit (1N): 1 alkol (%60),
1 glasial asetik asit (1N): 3 alkol (%70), 1 glasial asetik asit (1N): 9 alkol (%
80), 1 glasial asetik asit (1N): 1 ksilol (%90) ve 1 ksilol (%100) serilerinden
gecirilmis ve her seride 1-2 dakika bekletilmistir (Topaktas ve Renciizogullari,
2010).

2.2.2. Mikroskobik incelemeler
Aseto-Karmin boyama yontemi kullanilarak hazirlanan ezme

preperatlar 1sikk mikroskobu (Nikon, Eclipse, E200) altinda incelenmis ve
fotograflamalar gergeklestirilmistir.
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2.2.3. Anterlerin 6n uygulamadan gegirilmesi

W. Murcott gesidine ait yaklasik 4-5 mm capindaki anterlere sahip olan
cicek tomurcuklan toplanip laboratuvara getirilmis ve uygulama gruplarina
ayrilmistir.  Toplanan tomurcuklar soguk soku uygulamasi ve kontrol
ortamlarinda tutulmak Uzere ikiye ayriimistir. Soduk uygulamasi yapilan
tomurcuklar +4°C'deki buzdolabinda 48 saat karanlikta bekletilmistir. Kontrol
uygulamasinda ise tomurcuklar 48 saat 25°C'de tutulmustur.

2.2.4. Bitkisel materyalin yiizey sterilizasyonu

Kontrol grubuna ait cicek tomurcuklarn ile soduk uygulamasindan
gecirilmis cicek tomurcuklan steril kabin igerisinde 3 dk %70’lik etil alkol
gozeltisinde bekletildikten sonra 15 dk %?2’lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisinde
bekletilmis ve daha sonra 3 kez steril saf su ile galkalanarak sterilant
maddelerin uzaklastirilmasi saglanmistir.

2.2.5. Anterferin kdltire alinmasi

Sterilizasyonlari tamamlanan c¢icek tomurcuklarindan anterler steril
pens ve bistilri yardimiyla izole edilmis ve Nitsch ve Nitsch vitaminleri (1969),
18 g I'! laktoz, 9 g I'"* galakatoz, %5 hindistan cevizi siitii, 500 mg I cazein,
200 mg I"* glutamine, 0.5 mg I'* biotin, 500 mg I"* ascorbic acid, 0.02 mg I'*
NAA, 0.02 mg I"* 2,4-D; 1.0 mg I'* kinetin, 0.5 mg I"* 6-BA, 0.5 mg I zeatin
ve 0.5 mg I"* GA3 igeren N6 besin ortaminda kiiltiire alinmistir (Germana ve
Chiancona, 2003). Anter kiiltiirii denemelerinde 0 mg I'* TDZ, 0.1 mg I'* TDZ
ve 0.5 mg I TDZ olmak iizere TDZ'nin {ig farkli konsantrasyonu denenmis ve
anterlerin bir kismi karanlikta, bir kismi ise 16 saat aydinlik, 8 saat karanlk
iklim odasi kosullarinda klttire alinmistir.

2.2.6. Istatistik analizler

Deneme 3 tekerriirlli, her tekerriirde 3 petri ve her petride 20 adet
anter olacak sekilde faktoriyel diizende tesadiif parselleri deneme desenine
gore kurulmustur. Anterlerin kiltire alinmasina ait deneme plani Cizelge
1'de sunulmustur. Deneme sonucunda elde edilen veriler ile her tekerriir igin
anter gelisim ylizde dederleri hesaplanmistir. Yiizde dederlerinde varyans
analizi 6ncesi agl transformasyonu yapilmis ve varyans analizleri JMP
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Cizelge 1. Anterlerin kiiltiire alinmasina ait deneme plani

Cicek tomurcuklan

Soguk uygulamasi (4°C) 48 s 25°C48s

Karanlik Aydinlik Karanlk Aydinlik

TDZz TDZ TDZ TDZ TDZ TDZ TDZ TDZ TDZ  TDZ TDZ TDZ
00 01 05 00 0.1 0.5 0.0 01 05 0.0 01 0.5

9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9

petri petri petri petri petri petri petri petri petri petri petri petri
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
anter anter anter anter anter anter anter anter anter anter anter anter
180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180

540 anter 540 anter 540 anter 540 anter

1080 anter 1080 anter

2160 anter (toplam kiiltlre alinan)

istatistik paket programi ile gerceklestirilmistir. Onemli cikan ortalamalar
arasindaki farklar LSD testi ile karsilagtinlmigtir.

3. Bulgular ve Tartisma

Anter kltiri calismalar incelendiginde kullanilan hemen hemen her
bitki tiirinde en vyiiksek embriyo olusumu tek cekirdekli mikrospor
asamasinda gergeklesmektedir. Bu calismanin ilk asamasinda W. Murcott
mandarin gesidinin farkli buyuklikteki gicek tomurcuklarindan izole edilen
anterlerde tek cekirdekli mikrospor asamasi belirlenmeye calisiimistir. Farkl
boyutta alinan cicek tomurcuklarinin anterlerinde yapilan histolojik analizler
sonucunda 4-5 mm capinda alinan gigek tomurcuklarinin anterleri anter
kdltlri icin en iyi boyut olarak saptanmistir. Calismada tek cekirdekli
asamalarin belirlendigi mikroskobik goriintii ve polen mitozunun daha ileri
asamadaki gorintusi Sekil 1'de sunulmustur.

Polen gelisim asamasi anter kiiltlrd basarisini etkileyen kompleks bir
faktordiir. Anterlerin embriyojenik yetkinligi kullanilan tire gore farkhilik
gosterir, ancak genel olarak bu yetkinligin birinci polen mitozu sirasinda
kazanildigi diisiinlilmektedir (Touraev vd., 2001; Malik vd., 2007). Polenler
depolama rezervleri biriktirmeye bagladiktan sonra genellikle embriyojenik
kapasitelerini kaybederler ve gametofitik gelisme yolunu izlerler (Heberle-
Bors, 1989; Raghavan, 1990). Germana vd. (2005), yapmis olduklari
calismada, C clementina Nules, SRA 63 ve Monreal genotiplerini
kullanmislardir. Calismada kullandiklari genotiplerde anter kiiltiird igin uygun
polen gelisim asamasini aseto-karmin boyama metodu ile 151k mikroskobu
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Sekil 1. @) W. Murcott’a ait tek ¢ekirdekli mikrospor. Boyutlar: Balon ¢api: 4.65 mm
Boy: 7.80 mm. b) W. Murcott mandarin cesidinde mikrospor mitozunun
daha ileri asamasi. Boyutlar: Balon gapi: 5.12 mm Boy: 8.00 mm
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altinda belirlemislerdir. Calisma sonucunda 3.5-4.0 mm biiy{ikliglindeki cicek
tomurcuklarinin anter kaltiri icin en uygun biyiklik oldugunu tespit
etmislerdir. Hideka vd. (1979) Poncirus trifoliatdda embriyoidler,
pseudobulbiller ve kalluslarin olusumu lizerine polen tanelerinin farkli gelisim
asamalarinin etkilerini aragtirdiklari galigmada, embriyoid olusumu igin erken
tek cekirdekli asamadaki polen tanelerinin en uygun asama oldugunu
gostermislerdir. Farkli gelisimsel asamada olan anterlerden (ana hiicre
poleninden-biselliiler asamaya kadar) yalnizca kalluslarin meydana geldigi
bildirilmistir. Pseodubulbiller polen ana hiicrelerinden tetrat ya da biselliiler
asamadaki polen tanelerinden elde edilmistir. Bitkilerde anter kiltlri
calismalari icin 6énemli bir bélim olan tek g¢ekirdekli mikrospor asamasinin
belirlenmesi icin bu calismada kullanilan asetokarmin boyama yontemi
disinda farkli boyama ve gorintileme teknikleri de kullanilabilmektedir.
Sarikamig vd. (2000) lahanada tek cekirdekli mikrosporlara sahip olan
anterlerin hangi biiylklige sahip tomurcuklarda bulundudunu belirlemek
amaciyla sitolojik incelemeler yapmislardir. Calismalarinda parafin yéntemi ve
ezme yontemini kullanmiglardir. Parafin yonteminde orneklerin boyanmasini
Heidenhain demir hematoksilin ile gergeklestirirken ezme yonteminde ise
bizim  calismamizda kullandigimiz  gibi  asetokarmin boyamayi
gerceklestirmiglerdir. Calisma sonucunda parafin yontemiyle hazirlanan
preparatlarin bazilarinda mikrospor tanelerinin biizlistigini belirlemislerdir.
Asetokarmin ile hazirlanan ezme preparatlardaki goriintilerin ise ¢ok net ve
aciklayicl nitelikte bulundugunu bildirmislerdir. Ancak bu tip arastirmalarda
her iki yontemden de daha pratik, hizl ve givenilir bir yontem olarak
merkirik asit veya DAPI (4,6 diamidino 2-phenylindol dichloride) ile boyama
sonrasinda flouresans mikroskobunda yapilacak gézlemlerin ayni amacla
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Germana (2006), yapmis oldugu calismada,
polenlerin gelisme asamasini DAPI boyama metodu ile arastirmiglar ve
ornekleri floresan mikroskobu altinda incelemistir. Tek gekirdekli mikrospor
asamasl igin en uygun cigek tomurcuklarinin 3.5-4.0 mm biyikligindeki
gicek tomurcuklar oldugunu belirtmistir. Ancak her laboratuvar kosulunda
floresan mikroskobun bulunmamasi ve asetokarmin ydnteminin hizli sonug
vermesi g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu yontemin turuncgiller ve diger
bircok tiirde rahatlikla kullanilabilecedi ortaya gikmaktadir. Yiritiilen bu
galismada ise W. Murcott mandarin gesidinde tek cekirdekli asamanin 4-5
mm gapindaki cigeklerde oldugu tespit edilmistir. Daha ileri boyutlarda
yapilan incelemelerde mitoz bdliinmenin devam ettigi ve uygun asamanin
kayboldugu tespit edilmistir.
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Cizelge. 2. Anterlerden elde edilen gelisim yizdeleri

Deneme Faktorleri Ortalamalar (%)
(nrgDﬁl) Sicaklik Kilttir Kosulu TDZ*SCK*KK TDZ*SCK TDZ
3.89 de
4o Aydinlik (10.97) 4.16 b
Karanlik 4.44 cde (11.54)
TDZ 0 (12.11) 8.19a
Aydinlik 2.77e (14.99)
250C (9.48) 12.22 a
Karanhk 21.66 a (18.44)
(27.41)
0.00 f
4o Aydintik (0.00) 0.00 d
Karanlhk 0.00 f (0.00)
TDZ 0.1 (0.00) 0.00b
Aydinlik 0.00 f (0.00)
250C (0.00) 0.00d
Karanhk 0.00 f (0.00)
(0.00)
8.33 bc
aoc Aydinlik (16.60) 11.11a
Karanhk 13.89b (19.05)
TDZ 0.5 (21.50) 7.22 a
Aydinlik 0.00 f (13.24)
250C (0.00) 3.33c
Karanhk 6.66 cd (7.44)
(14.89)
LSDTDZ= 2.51%*% LSDSCK= OD LSDKK= 2.05%**
LSDTDZ*SCK= 3.55%** LSDTDZ*KK= 3.78%** LSDSCK*KK= 2.90%**

LSDTDZ*SCK*KK= 5. 03* *

Parantez icinde verilmis dederler agi transformasyonu sonrasi elde edilmis dederlerdir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayri harflerle gosterilmistir.
P<0.05%, P<0.01**, P<0.001***

W. Murcott mandarin gesidinde tek cekirdekli mikrospor asamasinda
olan anterlerin kdltiire alinmasi sonucunda vyapilan incelemelerde anter
eksplantlarinda gelismeler gézlendigi fakat bu gelisimlerin herhangi bir kallus
ve/veya embriyoid yapisina doniisemedigi belirlenmistir.  W. Murcott
mandarin gesidinde  yapilan istatistiksel analizler  sonucunda
TDZ*sicaklik*kiltiir kosulu interaksiyonlari ortalamalari arasindaki fark
onemli bulunmustur. Yapilan gézlemler sonucunda en iyi gelisimin 25°C 6n
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uygulamasi ile TDZ igermeyen ortamlarda ve karanlik kosullarda kiiltire
alinmis anterlerde oldugu tespit edilmistir. TDZ uygulamalari ayri ayri
degerlendirildiginde TDZ ortalamalari arasindaki fark istatistiki olarak onemli
bulunmustur. En fazla geligsimin %8.19 ile TDZ icermeyen ve %?7.22 ile 0.5
mg I TDZ iceren ortamlarda oldugu tespit edilmistir. 0.1 mg I"* TDZ iceren
ortamlarda ise herhangi bir gelisimin gbzlenmedigi tespit edilmistir.
Anterlerin aydinlik ve karanlik ortamlardaki gelisim ylizdeleri arasindaki fark
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Karanlikta kiltiire alinan anterlerin
%7.77'si, aydinlkta kiltire alinan anterlerin  %2.50’sinde  gelisim
g6zlenmistir. Anterler kilttire alinmadan 6nce 4°C ve 25°C olmak Uzere iki
farkli grupta 6n uygulamaya tabi tutulmustur. Bu iki grup ortalamalari
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. Elde edilen veriler ile
yapilan istatistik analiz sonugclari Cizelge 2'de sunulmustur.

Anter kultirl calismalarinda bitki bliylime dizenleyicilerden biri olan
TDZ oldukca 6nemli bir rol oynamaktadir. TDZ bitki doku Kkiiltlirlerinde
ozellikle “rekalsitrant” olarak da ifade edilen inatci tiirlerin cogaltiimasinda en
aktif kullanilan sitokininlerden biridir. TDZ anter kiiltiirinde pek gok bitkide
kullaniimistir. Bu ¢alismada, TDZ’nin 0.1 mg I'* ve 0.5 mg I"! olmak iizere iki
farkl konsantrasyonu ve TDZ icermeyen ortamlar denenmistir. Calisma
sonucunda, TDZ igerikleri karsilastirnldiginda anter gelisimlerinin TDZ
icermeyen ve 0.5 mg I'* TDZ iceren ortamlarda oldugu tespit edilmistir.
Bitkilerde anterlerden rejenerasyon ve 6zellikle de haploid bitki eldesi
oldukca zor ve karmasik calismalar arasinda yer almaktadir. Meyvelerde ve
Ozellikle turunggillerde yduriitilen anter kiltiirii galismalari sinirli kalmis ve
turunggillerde basar ile sonuglanmis c¢ok kisith caligma bulunmaktadir.
Kiltire alinan anterlerin  rejenerasyonunu  etkileyen birgok faktor
bulunmaktadir. Bu faktérlerin arasinda en 6nemli fakt6rlerden biri genotip
digeri ise 6n uygulamalardir. Turuncgillerde haploid bitkilerin elde edilmesi
amaciyla yiritilen calismalar incelendiginde anterlerin gelisiminin cok yavas
oldugu ve ilk 6 ayda cok diisiik oranda gelismeler meydana gelebilecegi
belirtilmigtir. Kiltlrin 10. ayina kadar gelisimin sirebilecedi ve kallus
olusumunun gergeklesebilecedi belirtilmistir (Germana, 2007). Calisma
kapsaminda kiiltiire alinan anterlerin gelisimi 12 ay sireyle takip edilmistir.
Bu siire sonucunda bazi anterlerde gelismelerin oldugu fakat istenilen kallus
ve embriyo gelisimi olmadidi tespit edilmistir. Germana vd. (2005), yapmis
olduklar calismada C. clemantine Nules, SRA 63 ve Monreral genotiplerinin
anterlerini Nitsch ve Nitsch vitaminleri ile desteklenmis N6 besin ortaminda
kdlttre almiglardir. Kilttire aldiklar anterlerin yaklasik %4'U genotip, mevsim
ve uygulanan denemelere badl olarak embriyoid veya embriyojenik kallus

46



Derim, 2014, 31 (2):37-50

Uretmistir. Bu calismada kullanilan W. Murcott mandarin gesidine ait anterler
Nitsch ve Nitsch vitaminleri ile desteklenmis N6 besin ortaminda kiiltiire
alinmis fakat bazi gelisimler gozlenmesine ragmen embriyo olusumu tespit
edilememistir. Kullandigimiz genotipin farkli olmasi ve diger kosullar dikkate
alindiginda anter kultlrii galismalarinda farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasi son
derece olagandir.

Anter kultlrl calismalarinda dondr bitkinin fizyolojik durumu /n vitro
kiltirlerde anterlerin verdigi cevabi énemli bir sekilde etkilemesine ragmen,
bu parametre odunsu bitkilerde calismanin zorlugundan dolay! sadece otsu
bitkilerde arastinlmistir. Aslinda, biiyiime kosullari ve donér bitkinin fizyolojik
durumu agik alanda kiltiri yapilan ve iklimsel kosullardan (sicaklik,
fotoperyod ve isik yodunlugu), kiltirel kosullardan (budama, sulama,
glibreleme, vb) ve 6zellikle cgicek indiiksiyon ve farklilasmasi sirasinda toprak
yapisindan etkilenen gok yillik bitkilerin anter kultirl galismalarn standartize
edilememektedir. Bu durum ayni protokoller uygulandifinda bile odunsu
bitkilerin sezona badli olarak anter kiltiirlerinde neden farkli cevap verdigini
aciklamaktadir (Germana, 2009).

Haploidler genellikle zaman alici, zahmetli ve bazen oldukga verimsiz
olan geleneksel islah metodlarinin hizini ve etkinligini arttirabilir. Polen
embriyogenesis uygulamalari yaygin olmasina ve bircok tlriin anter
kiltiriine iyi yanit vermesine ragmen, diger ilgi cekici bircok tiir hala
rekalsitranttir ve mikrosporlarin  polen embriyoidlerine dénlstiminin
hiicresel, biyokimyasal ve molekiler mekanizmasi hala ¢ok az bilinmektedir.
Bu nedenlerden dolayl yeni genotipten bagimsiz metotlarin gelistiriimesi
gerekmektedir. Androgenesis olarak ta tanimlanan mikrospor veya polen
embriyogenesisi hiicresel totipotensinin en carpici érneklerinden biri olarak
gorilir (Reynolds 1997; Germana, 2011). Geleneksel islah metotlariyla
karsilastirildiginda, gametik embriyogenesis homozigot hatlarin {retimini
mumkiin hale getirir ve heterozigot ebeveynlerden tamamen homozigot
hatlarin gelistirilmesi icin gerekli olan zamani kisaltir. Son zamanlarda,
mikrospor embriyogenesisin molekiler temeli (zerine yapilan calismalar
genomik,  transkriptomik, proteomik  alanlarindaki  gelismelerden
faydalanmaktadir. Bu mikrospor embriyogenesisin daha iyi anlagsilmasinda ve
daha etkili protokollerin gelistiriimesinde oldukga 6nemli bir paya sahiptir
(Germana, 2011). Anter kiltir( araciidiyla androgenesisin mekanizmasi tire
veya genotipe badhdir. Simdiye kadar C aurantium, C. sinensis, C.
aurantifolia, C. madurensis ve C. reticulata gibi turuncggil tirlerinde anter
kulttrtinden ancak heterozigot rejenerantlar elde edilmistir (Germana, 1997;
Germana vd., 2005).
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4. Sonug

Yapilan bu calisma sonucunda, W. Murcott mandarin cesidinde tek
cekirdekli asamadaki anterler tespit edilmistir. Bu asamadaki anterler ilk
olarak 4°C ve 25°C olmak Uzere iki farkli sicaklikta on uygulamaya tabi
tutulmustur. On uygulamadan sonra anterler Nitsch ve Nitsch vitaminleri ile
desteklenmis N6 besin ortaminda kdiltire alinmistir. Calismada, anterlerin
gelisimini desteklemek amaciyla 0 mg I* TDZ, 0.1 mg I'* TDZ ve 0.5 mg I
TDZ olmak lzere TDZ'nin {ic konsantrasyonu kullanilmistir. Anterlerin yarisi
karanlik diger yarisi 16 saat aydinlk, 8 saat karanlik kosullarda kdltire
alinmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde en iyi gelisimin TDZ icermeyen ve
0.5 mg I'* TDZ iceren ortamlarda oldugu tespit edilmistir. On uygulamalar
(4°C ve 25°C) arasinda 6nemli bir fark bulunmamstir. Kiiltiir kosullari
karsilastirildiinda, karanlk kosullarda kiiltire alinan anterlerin daha iyi
gelisim gosterdigi belirlenmistir. Anter kultiriinde basariyi etkileyen birgok
faktdr bulunmaktadir. Bunlarin arasinda genotip, bitkilerin fizyolojik kosullari
ve 6n uygulamalar en basta gelmektedir. Bu calisma kapsaminda anterlerin
gelisim gosterdigi fakat embriyoid olusturmadigi gozlenmistir. Bu durumun
anter  kdltirind  etkileyen  dedisik  faktorlerden  kaynaklandig
distnllmektedir. Ayrica  turuncgillerde  yiritiilecek anter  kiltird
calismalarinda anterlerin daha uzun sirelerde kiltirde kalmalarinin kallus ve
embriyoid gelisiminde etkili olabilecedi diisinlilmektedir.
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