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OZET
TESCILLI HASHAS CESITLERINDE (Papaver somniferum L.) ANDROGENESIS
YOLUYLA HAPLOID BITKi ELDESI

Kaymak Ustiin, Elif
Doktora, Biyoloji Ana Bilim Dali

Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Emel Canpolat
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Khalid Mahmood Khawar
Eyliil 2022, xi + 78 sayfa

Hashas (Papaver somniferum L., 2n=22) tarim, ilag, sanayi ve ticaret sektorlerinde
kullanilan 6nemli bir bitkidir. Hashas kapsiillerinde, 6zellikle narkotik morfin, antitussif
kodein ve kas gevsetici papaverin olmak iizere bircok benzilizokinolin tipi alkaloid
bulunmaktadir. Anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen en 6nemli faktérlerden birinin genotip
oldugu diisiiniilmektedir. Bu g¢aligmada hashasin 18 c¢esidinden dihaploid bitki elde
edilmesi amaglanmistir. Dihaploidizasyon ig¢in toplamda 8100 anter eksplant olarak
kullanilmistir.  Yalnizca Ofis-95 c¢esidine ait 16 saatlik 151k fotoperiyodundaki
eksplantlardan %0.03 oraninda spontan dihaploid bitkiler elde edilmistir. Diger eksplantlar
lizerinde yaygin olarak kararma izlenmistir. Ploidi analizinden elde edilen sonuglar
dogrultusunda dihaploid bitkilerde kromozom sayis1 2n=22 olarak dogrulanmistir. Yapilan
caligmalar ile hashasta dihaploid bitki {iretiminin genotipe 6zgii oldugu ortaya konmustur.
Bu calisma gelecekte bu alanda yapilacak calismalar i¢in 6nemli bir temel teskil

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Androgenez, yerel hashas cesitleri, tibbi bitki, ploidi, spontan

dihaploid, kromozom katlamasi



ABSTRACT

HAPLOID PLANT OBTAINING THROUGH ANDROGENESIS IN REGISTERED
POPPY VARIETIES (Papaver somniferum L.)

Kaymak Ustiin, Elif
Doctorate Thesis, Biology Department
Advisor: Asst. Prof. Emel CANPOLAT
Second Advisor: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

September 2022, xi + 78 pages

Poppy (Papaver somniferum L., 2n=22) is an important plant species used in agriculture,
medicine, industry and commerce. There are many benzylisoquinoline-type alkaloids
found in poppy capsules, particularly the narcotic morphine, the antitussive codeine, and
the muscle relaxant papaverine. It is thought that one of the most important factors affecting
success in anther culture is genotype. The aim of this study was to obtain dihaploid plants
from 18 local poppy varieties. A total of 8100 anthers were cultured for dihaploidization.
However, %0.03 anthers belonging to Office-95 variety induced spontaneous dihaploid
plants under 16-hour light photoperiod. Rest of the plants showed necrosis. The results
obtained from the ploidy analyzer confirmed the chromosome number of 2n = 22 in
dihaploid plants. Our reserch has shown that dihaploid plant production in poppy is
genotype specific. This study constitutes an important basis for future studies in this field.

Keywords: Androgenesis, native poppy varieties, medicinal plant, ploidy, spontaneous

dihaploid, chromosome doubling
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1.GIRiS

Papaver somniferum (2n=22) Papaver cinsinin bir {liyesi olup, tek yillik bir bitkidir
(Hammer ve Fritsch, 1977, VasSek ve ark., 2019). Genel olarak bitkinin yetistirilmesi
Kuzey yarim kiirede Hindistan Mumbai'den Rusya Moskova'ya ve Giiney yarim kiirede
Avustralya’dan Tazmanya'ya kadar genis bir cografi alan1 kapsamaktadir (Krikorian ve
Ledbetter, 1975, Muhammad ve ark., 2021). Tiirkiye ve yakin cevredeki Iran,
Azerbaycan, Ermenistan, Afganistan ve Pakistan gibi iilkelerde dogal olarak

yetistirilmektedir (Davis ve ark., 1988, Muhammad ve ark., 2021).

Papaveraceae familyast 28 cins ve teshisi yapilmis yaklasik 250 tiir bitkiyi
kapsamaktadir. Bu familyaya mensup bitkiler diinyada kuzey yarim kiirenin 1liman ve
subtropik bolgelerinde yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de ise bu familyaya ait 5 cins
bulunmaktadir (Segmen ve ark., 1995, Muhammad ve ark., 2021). Bu cinslerden birisi
olan Papaver cinsinin diinya iizerinde 110 kadar tiirii oldugu bildirilmektedir (Kapoor
1995, Hosokawa ve ark., 2003). Bu tiirler igerisinde en ¢ok arastirilan Papaver
somniferum, P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-oriantale'dir. Yabani hashas
tirlerinden P. bracteatum, P. orientale ve P. pseudo-oriantale, Kafkasya (Glircistan,
Azerbeycan, Ermenistan), Iran ve Tiirkiye'de bulunmaktadir (Parmaksiz 2004, Butnariu
ve ark., 2022). Bu tiirler bir, iki veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir (Sekil 1). Tek yillik tiirler
zay1f bir kok sistemine sahipken, iki ve ¢ok yillik olan tiirlerin kdk sistemi daha giicliidiir.
Papaver cinsinin ¢igekleri tek, salkim veya bilesik salkim seklindedir. Cogunlukla
gosterigli cigeklere sahip olup, ¢igek renkleri beyaz, eflatun, pembe veya kirmizi
olabilmektedir. Bitkilerin meyvesi bir kapsiil olup, kapsiil cap1 5-7 cm olan tiirler
mevcuttur (Smith ve Fletcher, 1949, Davis, 1982,). Tiirkiye’de bulunan 10’u endemik
olmak iizere 36 yabani Papaver tiirii, 20 kadar da alt tiirli ve varyetesinin de bulundugu
g0z Oniine alinirsa, hashasin orijin merkezi oldugu kolayca anlasilmaktadir. Bu, ayni
zamanda Tiirkiye’nin Papaver tiirleri bakimindan ne kadar zengin oldugunu da
gostermektedir (Arslan ve ark., 2011). Papaver L. cinsi 9 seksiyon altinda
gruplandirilmaktadir. Kiiltiirii yapilan ve hashas olarak bilinen P. somniferum bitkisi
Papaver seksiyonu igerisinde yer almaktadir (Sariyar, 2002). P. somniferum’ un iki alt

tiirli vardir: P. somniferum ssp. spontaneum ve P. somniferum ssp.anatolicum. Bu alt

1



tiirlerden birincisinin kapsiilleri olgunlasinca tiistten delikler agilmakta ve tohumlari
dokiilmektedir. Bu alt tiire Tiirkiye’de “acik hashas” adi verilmektedir. Ikinci alt tiiriin
kapstilleri olgunlasinca agilmaz; bu alt tiir de Tirkiye’de “kor haghas” olarak
bilinmektedir. Tiirkiye’de agirlikli olarak P. somniferum ssp. anatolicum alt tiirliniin
beyaz ve mor ¢igekli varyeteleri tarimsal amagh olarak kullanilmaktadir (Tanker, 2003).

Sistematikteki yeri su sekildedir (Se¢gmen ve ark., 1995):

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Smif : Magnoliopsida

Alt Sinif : Magnoliidae

Takim : Papaverales
Familya : Papaveraceae

Cins : Papaver

Tur : Papaver somniferum

Sekil 1. Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tasligiftlik Kampiisii deneme alanlarinda
yetistirilen kislik Papaver somniferum bitkilerinin genel goriintimii (20 Mayis 2015)



Hashag bitkisinde riizgar araciligiyla gergeklesen bir ¢icekten digerine polen aktarimi da
miimkiindiir (Patra ve ark., 1992). Afyon hashasinda cevresel faktorlere bagli olarak
cesitli oranlarda yabani dollenme olsa da agirlikli olarak %70-72'lik oraninda kendi

kendini tozlayan bir tiir oldugu bilinmektedir (Campbell ve ark., 2019).

Afyon, hashasin kesiksiz olgunlagsmamis kapsiiliiniin hava ile kurutulmus o6zidiir.
Gilinlimiizde hala kullanilan geleneksel afyon iiretimi, hashas tohumu kapsiiliiniin
ekilmesi ve ekstriide edilmis (¢ikarilmis) meyve suyunun toplanmasi ve kurutulmasindan

ibarettir (Azcan ve ark.,2004).

Haghag bitkisindan alinan 6zler, insanlar tarafindan en az 3500 yil boyunca agriyi
azaltmak i¢in kullanilmistir. Morfin ve diger énemli alkaloidlerin iiretimi uzun yillar
afyondan yapilmigtir. Afyon herhangi bir kimyasal doniisiim olmadan kendi basina
bagimlilik iiretebilir. Morfin, agirlikli olarak her tiirlii siddetli agriy1 hafifletmek i¢in
kullanilan maddedir ve bitkide ¢esitlere bagl olarak %7-17 araligindaki baslica alkaloid
madde olarak bulunmaktadir (Yadav, 2008). Morfin, kodein, tebain, narkotin ve
papaverin bitki tarafindan tiretilen en 6nemli alkaloidlerdir ve ilag endiistrisi tarafindan
analjezik (agn kesici), antitussif (Oksiiriikk dindirici), anti-spazmodik (spazm ¢oziicii),
hipnotik ve sakinlestirici olarak kullanilmaktadir. Afyon tohumlari narkotik 6zelliklerden
yoksundur, yag asitleri ve protein bakimindan zengindir. Afyonun tibbi veya siis amacli
kullaniminin yan1 sira, tohum ile tohum yagi i¢in bir kaynak oldugu da diisiiniilmektedir.
Afyon tohumlari, yiiksek oranda oleik ve linoleik asitler igeren %50 kadar yenilebilir yag
icermektedir. Yag, yemek amach ve salata sosunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sert
ve parlak bir film olusturan sararmaz kurutma yagidir ve bu nedenle endiistriyel boyalar,
vernik ve sabun imalatinda da kullanilmaktadir. Tohumlar iyi bir enerji kaynagi olup,

yagl kekler ise sigirlar i¢in iyi bir yem olarak kullanilmaktadir (Arslan, 2009).

Tiirkiye’de 5 bin yildan beri iiretilen ve tibbi ve endiistriyel bitki olan hashas diinyada
140 bin hektar alanda ve Tiirkiye’de ise 70 bin hektar {iretim alaninda yasal olarak
uiretilmektedir. Dolayisiyla, Tiirkiye hashas iiretim alaninin biiytkligi ve islendigi
fabrika kapasitesi bakimindan diinyada ilk sirada yer almakta ve Birlesmis Milletler (BM)
tarafindan Avustralya, Hindistan ve Macaristan’la birlikte Oncii {lilke olarak kabul
edilmektedir. Diger yandan afyon, yiiksek morfin igerigine sahip tehlikeli bir narkotik

ilagtir. Macar eczac1 Janos Kabay hashas samanindan direkt olarak gelen morfin

3



alkaloidlerin ticari iiretimi i¢in 1920'lerde bir yontem tasarlamis ve 1927'de ‘Alkaloida’

adiyla kiiciik bir kimya sirketi kurmustur (Anonim, 2006).

Tiirkiye’de 1933 yilina kadar hashas iiretimi serbest iken, bu tarihte uyusturucu
maddelerin iiretimini diizenleyen 6zel bir birimin kurulmasiyla kontrollii {iretime
gecilmistir. 1938 yilindan beri hashas iiretimi, satig1 ve ticareti Toprak Mahsulleri Ofisi
(TMO)’nin denetiminde devam etmektedir. Tiirkiye’de hashas tarimi Corum,
Afyonkarahisar, Burdur, Amasya, Balikesir, Eskisehir, Denizli, Konya, Isparta, Manisa,
Kiitahya, Usak ve Tokat olmak {izere toplam 13 ilde yillik ortalama 70-71 bin iireticiyle
yapilmaktadir (Hashas Raporu-2017, TMO). Ekim alan1t ve iiretim miktar1 her yil
farklilagsmasina karsin Tirkiye bu geleneksel iiriinde diinya liderligini korumaktadir.
Ancak 2017 yili haghas iiretim miktarinin 6nceki yila gore %38.7 kadar diistiigii
izlenmistir. Uretilen hashas1 degerlendirmek ve piyasanin yasal alkaloid gereksinimini
karsilamak amaciyla 1981 yilinda Afyon Alkaloidleri Fabrikasi Bolvadin ilgesinde
liretime ge¢cmistir. Diinyanin en biiyiik haghas isletmesi olan bu fabrika bugiin ortalama
yillik 25 bin ton kuru hashas isleyip 100 ton morfin iiretme kapasitesine sahiptir (Hashas
Raporu-2017, TMO).

Haghag, halihazirda yenilebilir ve yag iireten tohum i¢in Tirkiye ve Macaristan'da
yetistirildigi i¢in morfin ekstraksiyonu bir “yan {iriin endiistrisi” haline gelmistir. Yasal
hashas iiretim bakimindan Avustralya, Fransa, Hindistan, Ispanya, Macaristan
Tiirkiye’nin rakip tlkeleri sayilmaktadir ve bu tilkelerde hem ekim alani hemde iiretim
artist izlenmektedir. Hashas Tiirkiye ekonomisine 100-120 milyon dolar katki
saglamaktadir ve diinya morfin ihtiyacinin %25’ini karsilamaktadir. Ayrica, haghas
kapsiiliinden elde edilen tohumlar ve iiretilen narkotikler iilke ihtiyaci karsiladiktan sonra
ihrag¢ edilmektedir. Fabrikada iiretilen morfin ve tlirevlerinin ekonomiye y1llik katkisi 55-
60 milyon dolar civarinda olup, doviz bazindaki katkis1 yilda yaklagik 100-120 milyon
Amerikan dolar1 olarak bilinmektedir (Haghas Raporu -2017, TMO).

Genetik olarak (n) kromozom sayisini tagiyan bitki haploid bitki, haploid bitki elde etme
islemi de haploidizasyon olarak tanimlanmaktadir. Haploid bir bitkinin kromozom
sayisinin (n) baz1 kimyasal maddelerle katlanmasi yoluyla, tiirlin normal kromozom
sayisina (2n) yeniden kavusturulmasi ve mutlak homozigot bitkilerin elde edilmesi

islemine ise dihaploidizasyon adi verilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2002). Haploid
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bitkiler, diploid bir bitkideki tiim organlara sahiptirler ancak hiicreleri daha kiiciik
oldugundan morfolojik olarak zayif, gii¢siiz, bodur ve daha kiigiik yapili bitkiler olup
gelisimleri daha yavastir. Yapraklari dar ve kiigiik, govde ve dallarda bogum aralar1 kisa
iken, ¢igeklenme siiresi daha uzundur. Kiiciik ¢igek agarlar ancak sterildirler ve tohum
baglamazlar. Polenleri kiiciik, anormal sekilli ve icleri bos olup, bu polenlere sahip
anterler catlamaz. Plastid sayilar1 azdir. Ayrica stomalar1 daha kiigtiktiir ve birim alanda
daha fazla stoma tasirlar (Emiroglu, 1982, Er, 1992, Ellialtioglu ve ark., 2002). Bu
Ozelliklerinden dolay1r normalde higbir tarimsal deger tagimayan haploid bitkiler; bitki
1slahi, genetik, sitolojik, fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar i¢in son derece
onemli ve degerli materyallerdir. Haploidi teknikleri 6zellikle 1slah caligsmalarinda,
yabanci dollenen tiirlerdeki 10-12, kendine dollenen tiirlerdeki 5-7 jenerasyonluk
kendileme siiresini tek jenerasyona indirerek mutlak homozigotlugu saglamaktadir. Dioik
tirlerde veya kendileme depresyonu nedeniyle klasik yontemlerle homozigotluga
ulagmanin zor oldugu lahana, ¢ilek, anemon gibi tiirlerde bu sorun tek bir jenerasyonda
coziilebilirken, uzun genglik kisirhigia sahip ¢ok yillik meyve agaclar1t ve orman
bitkilerinde homozigotluk elde etmede ¢ok biiylik avantajdir. F1 hibrit ¢esit 1slahinda,
dihaploid bitkilerden elde edilen saf hatlar ebeveyn olarak kullanilabilir. Mikrosporlardan
olusan embriyolar yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olduklari i¢in direkt DNA
transferi ve gen transferi ¢alismalarinda etkin sekilde faydalanilabilmektedir. Ayrica,
haploid hiicre veya protoplastlar sayesinde farkli patojenler ve bunlarin fizyolojik
wrklarina, antibiyotiklere, toksinlere, herbisitlere, tuza, soguga veya sicaga dayanikli
mutantlar in vitro seleksiyon imkani ile kiigiik bir alanda ¢ok kisa siirede, ekonomik
sekilde segilebilmektedir. Bunlarin disinda, 1slah etkinliginin arttirilmasinda, saf siiper
erkek  bireyler elde edilmesinde, mutasyon 1slahinda, silis bitkilerinin
bodurlastirilmasinda, genom haritalarinin ¢ikartilmasinda, polijenik karakterlerin
haritalanmasinda haploid bitkiler 6zellikle 1slah¢1 ve genetikgiler i¢in sonsuz avantajlar
sunmaktadir (Abak, 1986, Wenzel ve Foroughi -Wehr, 1994, Ferrie ve Keller, 1997,
Hatipoglu, 1999, Ellialtioglu ve ark., 2002).



Cogu bitki tiiriniin anter kiiltiirlerinde en iyi sonuglar, tek c¢ekirdekli mikrospor
doneminin erken veya ge¢ asamasindaki mikrosporlar1 igeren anterlerden alinmaktadir.
Kendine dollenen tiirlerde bile ayn1 amagla 5-7 jenerasyon ve yabanci déllenen tiirlerde
heterozigoti orani ¢ok yliksek oldugundan bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi igin
10-12 jenerasyon kendilemeler yapmak gerekmektedir. Hashasta hem morfin verimini
artirmak hem de diisiirmek icin gelenek 1slah yontemlerin yetersiz olmasindan dolay1
alternatif 1slah yontemlerinin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Bugiine kadar hashas

bitkisinde haploid/dihaploid bitki {iretim konusunda oldukc¢a az ¢alisma bulunmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda giliniimiizde kullanilan alternatif 1slah yontemlerinden biri olan
haploid bitki iiretimi yontemi ile genetik ve 1slah alanindaki ¢aligmalara bir temel

olusturacak sekilde hashas bitkisinden dihaploid bitki elde edilmesi amaglanmustir.

2. LITERATUR OZETLERI / KURAMSAL TEMELLER

2.1. Bitki Islahi ve Islah Yontemleri

Bitki 1slahi, istenen 6zelliklere sahip tarim ya da siis bitkileri elde etmek amaciyla insan
eliyle uygulanan eslestirme ve se¢me yontemlerine verilen genel isimdir. Doga
kosullarinin canli tiirlerini se¢ilime tabi tutmasina benzer sekilde, insanlar da istedikleri
Ozelliklere gore bazi bitkileri secip digerlerini eleyerek bitki tiirlerini bir se¢ilime tabi
tutarlar. Islahin amaci, verimi artirmak, kaliteyi artirmak, tiretim alanlarini genisletmek,
makinali tarimi gelistirmek, hastaliklara/zararlilara dayaniklilik, bir o6rnek iiriin
yetistirmek, olumsuz ¢evre kosullarina dayanmiklilik (soguga, yliksek sicaklia, kuraga,

tuza, kirece, vb.) olarak bilinmektedir.

Islahta klasik yoOntemler; seleksiyon 1slahi, melezleme 1slahi, mutasyon islahi ve

poliploidi 1slahidir.

Biyoteknolojik 1slah yontemleri ise doku kiiltiirleri, marker destekli 1slah ve gen
aktarimindan olusmaktadir. Doku kiiltiirii teknikleri; embriyo kurtarma, in vitro
seleksiyon, somaklonal varyasyon, protoplast kiiltiirii, dihaploidizasyon, embriyogenesis

ve rejenerasyon olarak bilinmektedir (Ellialtioglu, 2002).



Biyoteknolojik 1slah metodlar1 arasinda olan in vitro katlanmis haploid teknigi, %100

homozigot hatlar ve kisa siirede homozigotiyi yalnizca bir jenerasyonda istenilen

ozellikte saglamaktadir (Ar1 ve ark., 2016). Haploid bitkiler in vitro kiiltiirde anter ya da

izole edilen mikrosporla (androgenezis), oviil (ginogenezis) veya isinlanmis polenle

(partenogenezis) in situ tozlamayla olusan partenogenetik embriyolarin in vitro da

kurtarilmasiyla elde edilmektedir (Gonzalo ve ark., 2011). Ginogenezis, déllenmemis

ovaryum, ovill veya disi gametofitlerin kiiltiire alinmas1 islemidir (Zhao ve ark., 2014).

2.2. Haploid Bitki Ede Etme Yontemleri

Haploid bitkiler 3 yolla elde edilmektedir (Sekil 2.1):

il

il

Spontan yolla: Ilk dogal haploid, Blakesleeve ekibi (1922, Ari, 2006)
tarafindan Datura stramonium’da kesfedilmistir. Dogada androgenesis,
ginogenesis, semigami, poliembriyoni veya kromozom eliminasyonu
yollarindan birisi ile olusan spontan haploidlerin olugum frekansi % 0.001—
0.01 gibi ¢ok diisiik diizeydedir ve bugiine kadar ancak 100 kadar tiirde
rastlanmistir.

In situ uyartimla: Uzak akrabalar arasi melezlemeler, tozlamanm
geciktirilmesi, abortif veya 1sinlanmis polenlerle tozlama, sicaklik soklari,
degisik kimyasallar, hormon uygulamalari, “X” veya “UV” ismlan ile
haploid bitki elde edilebilmektedir (Ar1, 2006).

In vitro uyartimla: Androgenesis (anter veya mikrospor kiiltiirii) veya
ginogenesis (oviil kiiltlirii, ovaryum kiiltiirii veya embriyo kurtarma)
yontemleri ile laboratuar kosullarinda da haploid bitki elde edilebilmektedir
(Ar1, 2006). Androgenesis haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan en

yaygin yontem olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Haploid bitki iiretim yontemleri (Forster ve ark., 2007’den uyarlanmistir)

In vitro teknikler, 6zellikle de anter kiiltiirii ¢aligmalar1 gibi yontemler, bitki 1slahi
programlari i¢in saf hat iiretimini énemli 6l¢iide hizlandirmak amaciyla giderek daha
etkin hale gelmistir. Anter kiiltiirli, bir bitkiden izole edilen anterlerin uygun bir ortama
alimarak yeni bitkilerin yetistirilmesi amaciyla kullanilan bir tekniktir ve asagidaki

uygulama basamaklarindan olugmaktadir (Sekil 2.2):

- Dondr bitkilerin sera veya tarla kosullarinda yetistirilmesi
- Besin ortamlar1 ve bitki hormon ¢ozeltilerinin hazirlanmast
- Tek ¢ekirdekli mikrospor evresinin belirlenmesi

- On uygulamalar (stres vb.)



- Tomurcuklarin ylizey sterilizasyonu

- Ortam ve ekipman sterilizasyonu

- Anterlerin ¢ikarilmasi ve kiiltiire alinmasi

- Inkiibasyon

- Haploid bitkilerin dig ortama alistirilmasi

- Ploidi analizleri

- Kromozom katlama (kolsisin uygulamalari)

- Dihaploid hatlarin eldesi ve tohum alinmasi

—A Haploid bitkicik

. ¥
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Sekil 2.2. Anter kiiltiiriiniin yapilisi. (a) Direkt in vitro androgenesis, (b) Dolayli in vitro
androgenesis (Dayan, 2011°den uyarlanmistir)

Son yillarda tibbi sorunlarin 6nlenmesi ve tedavisi amaciyla otlar, baharatlar ve tibbi
bitkilerin kullaniminda yeniden canlanma olmustur. T1bbi bitki tiirleri tizerine ¢ok az bitki
1slah1  veya genetik aragtirmalar bulunmaktadir. Bitki yetistirme sistemlerinin
gelistirilmesi ve iki kat haploid (dihaploid) bitki iiretimi i¢in gelistirilecek protokoller bu
bitki gruplar1 agisindan son derece faydali olacaktir. Bitki 1slah ¢aligmalarinda 6zellikle
haploid ve dihaploid bitki iiretimi ¢ok onemlidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla
genetik ve 1slah calismalarin1 yapmak kolaylasmakta ve sonuca daha c¢abuk
ulasilabilmektedir. Resesif genler dominant genler tarafindan maskelenemeyeceginden,

homozigot bireylerde genetik ac¢ilimi izlemek daha basit bir islem haline gelmektedir.
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Haploidleri kullanmanin baglica avantaji, tam bir homozigot bitkiyi ¢ok kisa bir siirede

elde etme olanagi sunmasidir (Ellialtioglu ve ark., 2002).

Haploid bitkiler gametofitik kromozom sayisma sahiptir. Ozellikle mutasyonlarin
indiiklenmesi (uyarilmasi) ve ayni zamanda homozigot bitkilerin {iretimi i¢in yapilan
caligmalarda biiylik 6nem tasimaktadirlar. Bitki yetistiricileri tarafindan iiretimleri igin
kullanilan geleneksel yontemler zaman alici, zahmetli, az verimli ya da verimsizdir.
Bazen saf bir hat tiretmek yillarca siirebilir. Dihaploid cesitlerin hibrit ¢esit 1slahinda 6zel
bir 6nemi bulunmaktadir ve ¢ok kisa siirede sonuca ulasmay1 saglayan homozigotluk
sayesinde, farkli genotiplerde bulunan arzu edilen O&zelliklerin tek bir genotipte
toplanmast miimkiin olmaktadir. Anter kiiltiirlinlin tim bitkilere genellenemeyecek,
tirlere Ozgii bazi avantajlari da bulunmaktadir. Oregin Asparagus officinalis
(kuskonmaz) bitkisinde XY kromozom yapisina sahip erkek bitkilerden anter kiiltiirii
yoluyla dihaploid hatlar elde edildiginde XX ve YY kromozom yapisinda bireyler
olugsmaktadir. Boylece dogada olusma olasilig1 olan hatlar elde edildiginde XX ve YY
kromozom yapisina sahip bitkilerin (siiper erkek veya siiper disi) elde edilebilmesi
miimkiindiir. Ayrica haploidi, resesif mutasyonlarin agiga cikartilmasi ve bunlardan
homozigot bireylerin elde edilmesini de saglayabildigi gibi; somatik hibridizasyon
isleminin diploid protoplastlara gére daha kolay yapilabilmesine olanak saglamaktadir.

(Ozkum ve ark., 2000).

Patlican, biber, bugday, asma, nane, kabak ¢ekirdegi, seker pancari, ¢ilek, kivi, havug,
lahana gibi bitkilerde anter kiiltiirii caligmalar1 yapilmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Tirkiye’de biber, arpa, bugday gibi tahillar {izerinde dihaploid iiretim

calismalar1 yapilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir. (Ozcan ve ark., 2001).

Dihaploid hatlarin giincel uygulamalarindan biri de gen haritalarinin ¢ikartilmasinda
kullanilmasidir. DH hatlardan olusan bir populasyonda; heterozigoti nedeniyle ortaya
cikan intermediyet ekspresyonlar1 rastlanmaz. Bu nedenle de fenotipik isaretleyicilerin
(marker) tanimlanmasi ¢ok daha etkin olabilmektedir. DH hatlarda se¢ildigi bitkilerde
hangi gen olursa olsun (genellikle RFLP ile belirlenmektedir). 1:1 oraninda agilmakta ve
bu durum poligenik olarak kontrol edilen karakter/lerin haritas1 ¢ikartilmak icin kolaylik

saglamaktadir (Ozcan ve ark., 2001).
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Pratik ve temel arastirmalarda kullanilabilecek etkin bir protokol gelistirmek adina
optimizasyon gereklidir. Embriyogenezi etkileyen faktorlerin, genotip, dondr bitkinin
yas1 ve yetisme kosullari, anter igindeki mikrospor durumu, besin ortami ve ortam
bilesenleri, bitki biiyiime diizenleyicileri, organik ve inorganik katki maddeleri, ¢igek
tomurcuklarina veya anterlere uygulanan 6n uygulamalar oldugu yapilan caligmalarla

ortaya konmustur.

Verimli bir protokol gelistirildikten sonra, yetistiriciler, 1slah, mutagenez ve
transformasyon i¢in metodolojiyi ve sonugta ortaya c¢ikan dihaploid hatlarmni
kullanabilirler. Dihaploid bitkiler, ayn1 zamanda, bitkilerin biyokimyasi ve fizyolojisini

ve onemli biyokimyasal yollar1 incelemek i¢in de yararli olacaktir.

Haghag bitkisinde bulunan alkaloidlerin iiretimi ve alkaloid igeriginin yiikseltilmesi
amaciyla saf hatlarin iiretilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada, farkli ortam ve hormon
konsantrasyonlart ile fitohormonlar ve sicakliktan etkilenen Papaver somniferum
bitkisinde haploid kiiltiirliniin optimizasyonu i¢in etkili bir protokoliin gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu konu ile ilgili olarak yapilan benzer caligmalara ait literatiir 6zetleri

asagida sunulmustur.

Dieu ve ark., (1988), hashas (P. somniferum) ile yaptiklar1 ¢alismada 43 farkli genotip
kullanmislardir. Soguk stresinin anter kiiltiirii izerindeki etkilerini arastirmak amaciyla 7
°C’de 2 giin ve 7 °C’ de 7 giinliik soguk soku uygulamasi yapilmistir. 0.1 mgL™! BAP ve
0.5 mgL" K iceren MS ortaminda kiiltiire alinan, 367 androgenetik kallustan 63 bitki
gelisimi gézlenmistir. Bunlardan 60 tanesi diploid, 2 tanesi kimerik (haplo-diploid) ve 1

tanesi de haploid olarak tanimlanmustir.

Engin (1991), Triticum aestivum n (bugday) 6 kiiltiir ¢esidi ilizerinde yapilan arastirma
sonucunda embryoid olusumunun genotipin yetenegine bagli oldugunu tespit etmistir.
Bw.5 ¢esidinde en fazla embryoid olusumu, Bw.8 ¢esidinde ise en az sayida embryoid
olusumu gozlemlenmistir. Anter kiiltiirii denemelerinde bazi ¢esitlere ait anterlerde albino
bitkilerin olusumu izlenmistir. Bw.2 ile Bw.5 ¢esitleri 18 °C’de albino bitkiler
olusturmadigi halde, +23 °C ‘de albino bitkiler gozlemlenmistir. Bw.9 ¢esidinde 18 °C’de
anormal albino bitkiler elde edildigi halde, 23 °C’de albino bitkilerin olusmadig:
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gbzlenmistir. Her iki ¢esidin somatik embriyo verimi kati ortam {izerinde fazla olmustur.
Albino bitkilerin olusum orani artis géstermistir. Gerek albino gerekse albino olmayan

bitkilerin olugsmasinin genotip ve ¢evre kosullarina bagli oldugu belirtilmistir.

Baba’nin (1992) calismasinda arpanin (Hordeum vulgare L.) 2 ve 6 sirali gesitleri
arasinda haploid bitki iiretimi acisindan kiyaslama yapilmistir. Tarla ve seralarda
yetistirilen bitkilerden elde edilen bagaklar 15 ve 30 giin +4 °C'de soguk 6n uygulamasina
birakilmistir. Kiiltlir ortamina aktarilan, 15 giin soguk 6n uygulamali anterlerin 15 giin
sonra 2 sirali Gem ve Tokak, Yercil cesitlerinde kallus olusumu ve Gem ¢esidinde

embriyoid olusumu gézlenmistir.

Sakin (1994), Nicotiana tabacum L. (tiitiin) bitkisinin anter kiiltiiriinde genotip ve ortamin
haploid bitkiler olusumuna etkisini aragtirmigtir. 20 adet tiitiin genotipinden elde edilen
anterler MS ve Ng ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglara gore siirgiin
rejenerasyonunun hem genotip hem de kullanilan ortamlardan etkilendigi tespit

edilmistir. MS ortaminin N ortamina gore daha etkin oldugu tespit edilmistir.

Tiirke¢ (1994), tarafindan yapilan ¢alismada, farkli genetik materyalden kaynaklanan
onbir farkli genotip, li¢ dondr bitki biliylime kosulu (sera, ova ve yayla) ile IAA ve 2,4-D
bitki biiylime diizenleyicilerini igeren iki ortam kullanilmistir. Kallus farklilasmasi onbir
genotipin dordiinde gézlenmis ve Resy c¢esidinden 41 bitki elde edilmistir. Bu bitkiler
farkl ploidi diizeyi gostermislerdir. %12.1 dihaploid, %22.0 triploid ve %65.9 tetraploid
bitki elde edilmistir. Bu calismada, kallus rejenerasyonu iizerine ortamlarin farkl etkileri
oldugu belirlenmistir. Yayla kosullarinda en yiiksek kallus olusumu oram %12.3 olarak

tespit edilmistir. Ova ¢esidinde %6.1 ve sera ¢esidinde ise % 1.0 olarak belirtilmistir.

Savaskan (1994), Tirkiye’de tarim1 yapilan dort arpa ¢esidinin anter kiiltiiriine cevabini,
farkli kiiltiir ve fiziksel ortamlarda arastirmistir. Tiim ¢esitler BAC3 kiiltiir ortaminda 21
giin soguk On iglemden sonra rejenerasyon gostermislerdir. Cumhuriyet-50 ve Tokak
157/37 gesitleri sirastyla %329.7 ve %53 1.6 kallus tiretimi, %8.9 ve %3.9 yesil rejenerant
bitki olusum degerleri gostermislerdir. BAC3 kiiltiir ortaminda soguk o6n islem

uygulanmadigi takdirde Cumhuriyet-50 ve Tokak 157/37 ¢esitleri yine Anadolu ve Obruk
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cesitlerinden daha iyi sonuglar vermistir. FHG kiiltiir ortaminda ise anter rejenerasyonu
ve kallus tretimine ait degerler karsilastirildiginda tiim ¢esitlerde diisiik oldugu
belirtilmistir. Diisiik ve zayif kalitede kallus olusumundan dolayr FHG kiiltiir ortamindan
hi¢ rejenerant bitki alinamamistir. Cesitlerde BAC3 ve FHG Kkiiltiir ortamlarindan elde
edilen sonuclar arasinda 6nemli (p<0.01) farkliliklar izlenmistir. BAC3 kiiltiir ortaminda
soguk On islem yapilmadan ve 21 giin soguk 6n islemden sonra alinan sonuglar
karsilastirildiginda kallus iireten anter orani ve kallus iiretimi bakimindan (p<0.01)
onemli farklilik gdzlenmistir. Ayrica, alt1 Tiirk arpa genotipinde (Anadolu, Cumhuriyet-
50, Obruk-86, Tokak157/37, Biilbiil, Yildirim) ileride alinacak olan DH hatlarda

gametoklonal varyasyonun dogru teshisi yapilmistir.

Dogramaci (1995), ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) bitkisinin anter kiiltiiriinde
genotipler, besi ortamlar1 ve jellestirici maddelerin haploid bitkilerin iiretiminde etkili
oldugunu géstermistir. Calismada, Cukurova Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii 1slah
programlarinda yer alan 10 adet ekmeklik bugday cesidi ve hattindan alinan anterler 2
adet farklit 85D12 ve P2 besin ortamina ve agar, bugday ile misir nigastasinda kiiltiire
alimmistir. Aragtirma sonuglarina gore, anter ve rejenerasyon oraninin biiylik Olcilide
genotip, ortam ve ortamu jellestirici maddelerin etkisi altinda oldugu, rejenerasyon orani
bakimindan kiyaslandiginda P2 ortaminin 85D 12 ortamina gore daha etkin oldugu, agar

ile bugday nisastasinda esit, misir nisastasinda ise artis gézlemlendigi belirtilmistir.

Kalyon (1995) calismasinda, Kalecik karasi, Hasandede 99R ve RupestrisdulLot asma
cesitlerinden anter kiiltiirii caligmalar1 yapmustir. Arastirmacilar ¢igek tomurcuklarina
120, 96 ve 72 saat 4 °C'lik 1s1 soku vermisler ve 2,4-D/BAP ve NAA/kinetinin farkl
kombinasyonlarinda anter kiiltiirii ile embriyo olusumunu izlemislerdir. Modifiye edilmis
Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami1 olarak kullanilmistir. Erkek ¢igekli Rup.du Lot ve
99R genotiplerinin Hasandede ve Kalecik karasi iiziim ¢esitlerine gore rejenerasyona
daha uyumlu olduklar1 izlenmistir. Soguk soku, genotip ve hormon kombinasyonlar1
arasinda etkilesim oldugu, 2,4-D/BAP kombinasyonuna gore daha etkili oldugu
gozlemlenmistir. Yalniz 99R ve Rup.du Lot asmalarina ait anterlerde kallus olustugu

belirtilmistir.
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Celiktas (1995), arpa (Hordeum vulgare L.) anter kiiltiirii calismasinda genotip, soguk 6n
muamele siireleri ve 2,4-D konsantrasyonlarinin anter kiiltiirii rejenerasyonunda etkili
oldugunu saptamistir. Arastirmada arpa genotipleri farkl: siirelerde soguk muamelelerine
tabi tutulmus ve farkli oranda 2,4-D i¢eren Nq ortami kullanilmistir. Elde edilen sonuglara
gore toplam 14,400 anterden %0.3 oranda rejenerasyon izlenmistir. Dobla genotipinde %
1.3 rejenerasyon orani ile en yliksek anter rejenerasyonuna ulagilmistir. Aurupa ¢esidinde
%0.4 ve 82-CZT06 genotipinde ise % 0.3 oraninda rejenerasyon izlenmistir.
Barberousse/Rhodes genotiplerinde rejenerasyon izlenmemistir. Sogukla muamele
isleminin anter rejenerasyonuna énemli diizeyde etkisinin oldugu belirlenmistir. Her ¢esit
icin 14 giinliik soguk muamele ile %0.7'lik anter reaksiyonu en ideal olarak saptanmuistir.
21 giinliik soguk muamelede %0.4'liik rejenerasyon orani izlenmistir. Ayrica, aragtirmada
genotip X soguk 6n muamele siireleri arasindaki etkilesim dikkate alindiginda, Kaya,
SSCB, 82-CZTO06, Streangstranken X ACV-77/2, 82-CZT12, gem ve Barberousse
/Rhodes cesitlerine ait anterlerin, farkli soguk uygulamalarinda meydana getirdikleri
kallus indiiksiyon oranlar1 arasinda farklilik bulunmadigi tespit edilmistir. Dobla genotipi
14 giinliik soguk muamelesi sonunda %3.8 oraninda rejenerasyon gosterirken, bu oran 21
giinliik soguk muamele siirede %2.5 oranina diigmiistiir. Arastirmada kullanilan degisik
2,4-D dozlarindan elde edilen %0.1-% 0.4 arasindaki rejenerasyon oranlari arasinda
istatistiki olarak benzerlik izlenmistir. Dobla genotipinde 14 giinliikk soguk muamelesi
sonunda en fazla anter rejenerasyonu 8§ mgL™ 2,4-D dozunda izlenirken, 21 giinliik soguk

muamelesi ile en yiiksek rejenerasyona 2 mgL™ 2,4-D dozu ile ulasilmistir.

Biner (1998) calismasinda, biber (Capsicum annuum L.) bitkisinin anter kiiltiiri
caligmalarinda soguk ve sicak muamelelerin etkilerini izlemistir. Bu arastirmada
Amazon ve Sirena biber ¢esitleri kullanilmistir. Tomurcuklarin bir kismi +4 °C'de 24 saat,
diger kismi ise 48 saat bekletilmistir. Elde edilen anterler, 5 mg/1 kinetin ve 2,4-D iceren,
30 gl siikroz ve %1 aktif kdmiir iceren MS ortaminda kiiltiire alinarak, farkli sicaklik ile
aydinlik uygulamasi gibi 6n uygulamalarda yapilmistir. Ardindan, anterler 25 °C sicaklik
ile 16 saat aydinlik icerisinde kiiltiire alinmistir. Aragtirma sonuglarina gore Sirena
cesidinde en yiiksek % embriyo olusum orani (%6.18) elde edilmistir. Amazon ¢esidi igin

ise en yliksek % embriyo olusum orani %3.03 olarak belirtilmistir.
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Dogramaci-Altuntepe (2000), caligmalarinda 10 adet tetraploid makarnalik bugday
(Triticum turgidum L., 2n=4x=28, AABB) ¢esidinden anter kiiltiirii ile rejenerasyon
oranini izlemek amaciyla, 3 adet farkli rejenerasyon kosulu ve 4 adet farkli besin
ortaminda toplam 86.400 anteri kiiltiire alarak 324 adet bitki elde etmislerdir. Elde edilen
bitkilerden 248 adet yesil ve 76 adet albino bitki elde edilmistir.

Tuvesson ve ark., (2000), tarafindan anter kiiltiirii i¢in Almanya, Fransa, Isve¢ veya
Birlesik Kralligina ait toplam 257 ebeveyn bugday ve 38 tritikale hatt1 kullanilmistir.
Ortalama olarak, basak basina 2.1 yesil bugday haploidi elde edilmistir. Tritikalede basak
basina 5.3 yesil haploid bitkisi elde edilmistir. Tarama deneyinde bir ebeveyn hattin basak
basina en az bir yesil haploid vermesi gerektigi kriteri kullanilarak, 91 F1 bugday
yetistirme kombinasyonunun 88' inden ve 21 F1 ve F2 tritikale hattinin her birinden yesil
haploidler tiretilmistir. Bugday iiretim programinda basak basina ortalama 4.7 yesil bitki
elde edilirken, tritikale programinda basak basina ortalama 6.2 yesil bitki elde edilmistir.

Comlekgioglu (2001), biberde (Capsicum annuum L.) anter kiiltiirii yoluyla farkli sicaklik
ve 151k uygulamalarmin etkilerini arastirmis, ¢calismada Sirena ve Amazon biber ¢esitleri
kullanilmistir. Tek ¢ekirdekli mikrospor doneminde tomurcuklar toplanmistir. Bunlarin
bir kismi +4 °C'de 24 saat, diger kismi ise +4 °C'de 48 saat bekletilmistir. Elde edilen
anterler, 5 mgl~ kinetin ve 2,4-D igeren, 30 gl siikroz ve % 1 aktif kémiir igeren MS
ortaminda kiiltiire almmistir. Ardindan anterler farkli sicaklik ve aydinlik
uygulamalariyla muamele edilerek 25 °C sicaklik ve 16 saat aydinlikta kiiltiire alinmistir.
Arastirma sonuglarina gore Sirena ¢esidinde en yliksek embriyo olusum orani (%6.18) +4
°C'de 24 saat 6n uygulamasi ile 25 °C'de 1 hafta siireyle 24 saat karanlikta bekletilen
anterlerden elde edilmistir. Amazon ¢esidi icin ise en yiiksek % embriyo olusum orani
(3.03) +4°C'de 48 saat 6n uygulamasi yapildiktan sonra 25 °C'de 1 hafta siireyle 24 saat

karanlikta bekletilen anterlerde izlenmistir.

Cetin (2002), arastirmasinda Hafizali, Ata sans1 ve 99r Asma c¢esitlerinde anter kiiltiirii
icin en uygun rejenerasyon sistemini belirlemeye calismistir. Elde edilen sonuglara gore,
soguk uygulamasi, besin ortami, besin ortamlarina eklenen fitohormonlarin ve

fitohormon konsantrasyonlarinin etkileri belirlenmistir. Calismada beyaz-sari, renkli sert-
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kirilgan yapili ve sarimsi-kahverengi ya da kahverenginin degisik tonlarinda, sulu,
yumusak, kolay dagilabilen kallus olusumu saglanmasina ragmen iizerinde herhangi bir
rejenerasyon izlenmemistir. Elde edilen bu kalluslar renklerine, yapilarina ve
goriinlimlerine gore iki farkli tipte siniflandirilmislardir. Kalluslar elde etmek i¢in Ata
saris1 ¢esidinde soguk uygulamasi yapilmadan 0.5 mgL™' NAA, 1.0 mgL™* kinetin, 20 gL°
! sakkaroz ve 6 gL' gelrite agar katkili NN ortami, Hafizali ¢esidinde 4 °C’ de 48 saat
soguk uygulamasi yapilmis 0.5 mgL™" NAA, 1.0 mgL™ kinetin, 20 gL.™* sakkaroz ve 6 gL°
! gelrite agar iceren NN ortami, 99R ¢esidinde ise 4 °C’ de 48 saat soguk uygulamasi
yapip, 1.0 mgL™" NAA, 1.0 mgL™" kinetin, 0.5 g/I aktif komiir, 20 gL' sakkaroz ve 6 mgL~
Yagar, 1 mgL" 2,4-D, 0.25 mgL™"' BAP, 1000 mgL™ kazein hidrolizat, 20 g/l sakkaroz ve
6 gL gelrite agar iceren 1/2 x MS ortami kullanilmistir. Genotiplerin anter kiiltiiriine

gostermis olduklar tepkilerin olduk¢a degisken oldugu belirlenmistir.

Tipirdamaz ve ark., (2002), arastirmasinda 11 B 14 ve Demre sivrisi biber ¢esitlerinin
cicek tomurcuklarinda soguk muamelesi ile ve %1 aktif komiirli iceren ortamda farkl
oranda absizik asit konsantrasyonlarinin etkilerini incelemislerdir. Eksplantlar1 80, 90 ve
100 saat 4 °C soguk muamelesi veya 9 °C’de 5 ve 9 giin siire bekletmislerdir. Soguk
muameleleri ve aktif komiir igeren ortamda anterlerin ABA miktarinda azalma
izlenmigtir. 9 °C’de 9 giin bekletilen ve aktif komiir i¢eren ortamlarda kiiltiire alinan
anterlerde gozlemlenmistir. Denemelerde uygulanan soguk soklar1t ve aktif komiir
iceriginin, anter eksplantlarindaki ABA miktarini azaltarak embriyo olugturmasinda etkili

olmadig1 gozlemlenmistir.

Ayar (2003), calismasinda, 2000-2002 yillar1 arasinda Kekova ve Sera-Demre 8 biber
cesitlerinde yaz ve kis olmak tizere haploid bitki iiretiminde iklim ve bitki yasinin etkisini
arastirmistir. Elde edilen sonuglara gore, gesitler ve eksplant aldigi aylar dikkate
alindiginda rejenerasyon iizerinde farkliliklar oldugu belirtilmistir. Yaz aylarinda Kekova
cesidinde %4.97 ve Sera-Demre 8 ¢esidinde ise %1.49 rejenerasyon izlenmistir. Kis
doneminde ise Sera-Demre 8 ¢esidinde %4.26, Kekova cesidinde %2.69 oraninda
embriyo rejenerasyonu saptanmistir. Kekova ¢esidinde Haziran ayinda %7.3, Sera-

Demre 8 cesidinde ise Agustos aymda %3.96 oranda embriyo olusumu saptanmuistir.
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Kislik olarak Subat ayinda Kekova cesinde %7.70 ve Sera-Demre 8 ¢esidinde %8.75

oraninda embriyo olusumu tespit edilmistir.

Kagar ve ark., (2004), W. Murcott mandarin ¢esidinde, ¢iceklenme doneminde farkl
boyutlardaki ¢icek tomurcuklarini toplamislar ve elde edilen anterleri asetokarmin
boyasiyla tek ¢ekirdekli mikrosporlar elde etmek amaciyla ¢alismislardir. Elde edilen
bulgulara gore, ciceklerin 4-5 mm oldugu donem uygun donem olarak tespit edilmistir.
Bu donemdeki ¢icek tomurcuklarinin 4 ve 25°C’de 48 saat inkiibe edilmesi ve ardindan
0 mgL™ TDZ (Thidiazuron), 0.1 mgL™ TDZ ve 0.5 mgL" TDZ igeren anterlerin N6
ortami i¢eren kiiltiire alinmas1 sonucunda 16 saat aydinlik (anterlerin yarisi) veya karanlik

(diger yaris1) ortamda anterler lizerinde embriyoid olusmadigini gdzlemlemislerdir.

Caglar ve ark., (2004), Kahramanmaras kirmizi biberi (Capsicum annuum L.) ile
yirittiikleri ¢calismalarinda tag yapraklar1 agmamis biber ¢i¢ek anterleri kullanarak in
vitro ortamda haploid embriyo eldesi i¢in ¢alismislardir. MS ortamlarinda 2.0, 4.0, 6.0
mgL' NAA ve 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mgL™" 2,4-D ile sitokininlerden 0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mgL™!
BAP ve 0.1, 1.0, 5.0 mgL™" kinetin kullanilmistir. Ayrica besin ortamlarina %0.25 aktif
komiir ve 10 mgL™ AgNO, da eklenmistir. Anterler yedi giin siire ile 4°C (karanlikta),
29°C (karanlikta) ve 35°C (karanlikta) bekletilmistir. Arastirma siiresince toplam 9750
anter kullanilmigtir. Yalniz 0.1mgL™" BAP + 4 mgL?! NAA + %0.25 aktif komiir + 10
mgL'AgNO; iceren MS besin ortaminda anterlerden %2.8 oraninda direkt haploid

embriyo olusumu saglanmistir.

Taskin (2005), tarafindan yapilan ¢alismada, li¢ defa kendilenmis A71, A269, A313, A74
ve A109 no’lu biber hatlar1 kullanilarak anterler farkli zamanlarda kiiltiire alinmistir.
Gelismelerini tamamlayamayan embriyolar 10 giin siiresince 0.5 mgL™ absisik asit iceren
besin ortamina alinarak absisik asitin etkisi belirlenmistir. Denemenin sonucunda gerek
embriyo olusumu gerekse olusan embriyolarin bitkiye doniisiim siirecinin genotiplere,
anter alma donemine ve besin ortamina gore degistigi tespit edilmistir. Genotipler
arasinda en yiiksek embriyo verimi soguga tolerant olarak belirlenmis olan Nisan ve
Maysis aylarindan 269 no’lu hattan 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komiir + 15 mgL™" glimiis

nitrat + 4 mgL™ naftalen asetik asit + 1 mgL™ benzil amino piirin iceren MS ortamindan
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ve IV no’lu besin ortamindan ve + 30 g/l sakkaroz + 9%0.25 aktif komiir + 15 mgL" glimiis
nitrat + 4 mgL 'naftalen asetik asit + 0.ImgL™ benzil amino piirin igeren modifiye edilmis

MS ortamindan elde edilmistir.

Altindal (2005), cavdarda anter kiiltiiriinde diploid ve tetraploid kiiltiir cavdarina ait
anterlerlerden kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu eldesi i¢in ¢alismistir. Calismada
modifiye edilmis N6 ortami1 degerlendirilmistir. Arastirma tesadiif parsellerinde 20
tekerriirlii faktdriyel deneme desenine gére kurulmustur. On islem [soguk uygulanmis (7
giin +4°C'de karanlik muamelesi) ve uygulanmayan], ploidi [diploid ve tetraploid (Secale
cereale L.)], karbon kaynakli (120 g/l maltoz ve 90 g/l sakkaroz) ve bitki biiylime
diizenleyiciler (2 mgL™? 2,4-D, 0.5 mgL™" kinetin ve 1 mgL™" [AA) ile uygulamalar
yapilmistir. Tarla sartlarinda yetistirilen cavdar basaklarina ait anterler bayrak yapraktan
kilgiklarin goriindiigii donemde alinmis ve besin ortamlarma ekilmistir. Ornekler 16 saat
aydmlik altinda 2000-2200 lux 151k kosullarinda 22 °C'de kiiltiire alinmistir. Arastirma
sonucunda 6n islem uygulamasinin anter tepki orani, kallus olusumu ve kallus biiyiikligii
lizerine Onemli etkileri belirlenmistir. Soguk uygulamasi kallus olusum oranini
arttirmigtir. Seker, yerine maltoz kullanildiginda fazla miktarda kallus rejenerasyonu ve
kallus biiyiikliigii artmistir. Incelenen tiim faktorlerin (6n islem x ploidi x karbon
kaynaklar1 x hormon) birbirleriyle olan interaksiyonunun istatistiksel olarak onemli
oldugu belirlenmistir. Rejenerasyon gosteren anter oraninin %27.00-97.50, kallus

PR

olusturan oranin ise %13.00-28.00 arasinda degistigi ortaya konmustur.

Duran (2007), ¢alismasinda Triticum durum Desf. makarnalik bugdayin, Berkmen 469,
Kunduru 1149 ve DH-Berkmen c¢esitleri i¢in anter kiiltiirli ortamini tespit etmistir.
Berkmen 469 genotipi %0.62 kallus iiretimi ile anter kiiltlirii i¢in en iyi g¢esit olarak
belirlenmistir. Her genotip i¢in soguk 6n islem stiresi 15 giin olarak uygulanmistir ve tuza

tolerans seviyesi belirlenmistir.
Sahin (2009), ¢calismasinda yirmi alt1 adet ¢eltik hatt1 kullanmis ve numuneler 5 adet farkli

besin ortaminda kiiltiire edilmistir. Anter kiiltiirii sonuglarina gore, kullanilan Indika tipi

celtik genotiplerinin Japonika tipinden daha iyi oldugu tespit edilmistir. Celtik
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genotiplerinin anter kiiltlirline en iyi yanit verdikleri besin ortamlarinin “B5- NAA+2,4

D s1v1” ve “N6 - NAA+2,4 D s1vi” ortamlari oldugu belirtilmistir.

Salantur ve ark., (2011), arastirmalarinda 21 adet ekmeklik bugday cesidini F2
popiilasyonlarmin anter kiiltiirlinde bitki rejenerasyonunu incelemek amaciyla 100’er
adet anteri eksplant olarak kullanmiglardir. Kallus + embriyoid sayisi, albino bitki sayisi,
yesil bitki sayisi, steril bitki sayisi, katlanma indeksi ve basar1 indeksi incelenmistir.
Arastirma sonuglarina gore kullanilan 15 popiilasyondan katlanmis haploid bitki elde
edilmis, 4 popiilasyonda sadece kallus olusumu gdzlenmistir. 2 adet popiilasyonda
herhangi rejenerasyon izlenmemistir. Islah materyalinde her bir F2 popiilasyonlarinin
bugday anter kiiltiirlinde haploid bitki rejenerasyonuna cevabi birbirlerinden oldukca
farkli bulunmustur. F2-804, F2-1025, F2-1037 ve F2-863 popiilasyonlarinda daha 1yi

rejenerasyon tespit edilmistir.

Khan ve ark., (2017), Zea mays ve Imperata cylindrica’da farkli biiylime ortamlarinin
bugday F1 hatlarinda haploid bitki iiretimi iizerine etkisini arastirmiglardir. Dort F1
melezi, LWH x VL616, HPW266 x Yrl5 (CN25087), HS490 x HI1563 ve Local Red x
WHD938, sera kosullarinda yetistirilmis ve musir ile tozlastirilmistir. DH iiretiminin
verimliligi tarlada yetistirilen F1'lerle kiyaslandiginda serada yetistirilen F1'lerde oldukca
ylksek bulunmustur. Ayrica ekmeklik bugdayda da DH iiretimi i¢in verimli bir protokol

elde edilmistir.

Hooghvorst ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, piringte double haploid (DH)
bitkiler gelistirmek i¢in iki adet japonika pirinci NRVC980385 ve H28 hattindan anter
mikrosporlar1 indiiksiyon ortaminda {i¢ biiylime diizenleyici kombinasyonuna ve dort
kolsisin islemine tabi tutulmustur. Ek olarak, haploid bitkiciklerden double haploid
bitkicikleri olusturmak i¢in kolsisin kullanilan bir protokol test edilmistir. Mikrosporlarin
9 giin boyunca 10 °C'de soguk 6n muamelesi, NRCV980385 genotipinde kallus
indiiksiyonunu 50 kat arttirmistir. Her iki genotip i¢in, kolsisin icermeyen indiiksiyon
ortaminda 2 mg L' 2,4-D ve 1 mg L' kinetin kullanilarak en iyi sonucu elde edilmistir.
Her iki genotipin kiiltiirlenebilirligi kolsisin destekli indiiksiyon ortaminda degismistir.

Kallus indiiksiyonu ve double haploid bitkiciklerin rejenerasyonu icin yliksek bir genotip
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bagimlhilig1 kaydedilmistir. 300 mg L' de kolsisin iceren ortamda 48 saat muamele
sonucunda H28' hattinda 100 kat daha fazla kallus indiiksiyonu izlenmistir. Haploid
bitkiciklerin 500 mg L' kolsisin ile muamelesinin verimli double haploid bitkiciklerin
iretilmesine neden oldugu belirtilmistir. Son olarak, anter ve post anter kiiltiiriinden tiim
bitkicikleri analiz etmek i¢in flow sitometri protokolii ile bitkilerin kromozomlari teyit

ettirilmistir.

Yorgancilar ve ark., (2016)’nin yapmis oldugu calismada, 61 adet F2 bugday melezi
kullanilmistir. Basaklar 4 °C’de 12- 15 giin bekletilmistir. Rejenerasyon i¢in MN6 besin
ortam1 kullanilmistir ve 28 °C’de karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Ardindan, elde
edilen kalluslar 190 II kati ortamina aktarilarak, petri kaplar1 25 °C’de 16 saat 151k
kosullarinda rejenerasyon icin bekletilmistir. Gelisen bitkiler 190 II kat1 besin ortamina
aktarilmistir. Elde edilen sonuglarina gore, F2 bitkilerden 107.984 anterden, 22.979 kallus
ve 1160 adet bitki eldesi miimkiin olmustur. Elde edilen bitkiler 4 °C’de vernalizasyona

tutularak spontan diploid bitkilerin ploidi diizeyleri kontrol edilmistir.

Korkung (2016), calisgmasinda 3 adet pamuk c¢esidini: Askabat-100 (Gossypium
barbadense L.), Coker-312 ve Stoneville-468 (G. hirsutum L.) kullanmig, Askabat-100
cesidinin kallus olusumu ve rejenerasyon i¢in uygun oldugunu belirtmistir. Daha sonra
en fazla embriyo ile siirgiin olusumu (66.47 adet) 0.5 mg L kinetin igeren ortamda

gbzlemlenmistir. Elde edilen siirgiinlerden bitkicige doniisiim izlenmemistir.

Gebologlu ve ark., (2017), anter kiiltiiri calismalarinda patlican anter kiiltiiriinde bal
kullanarak, farkli sakkaroz ve bal dozlar1 arasinda kiyaslama yapmislardir. 2,4-D ve 1, 3
ve 5 mg L Kin kullanilmisgtir. En yiiksek embriyoid olusumu 1.0 mg L™ kinetin + 3.0
mg L™ 2,4 D uygulamasindan elde edilmistir. Sakkaroz yerine bal kullaniminin patlican

anter kiiltiiriinde embriyoid olusumunu pozitif yonde uyardigini belirtmislerdir.

Ozcan (2017), calismasinda erkek gametten haploid uyartimi (androgenesis)
yontemlerinden anter kiltliri ve disi gametten haploid uyartimi ydntemlerinden
(ginogenesis) 1sinlanmis polenle tozlama yontemlerinin 1spanakta kullanilabilirligini

Koto F1, Greeenstar F1 ve Favorit F1 c¢esitleri iizerinde arastirmistir. Farkli oksin ve
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sitokinin igerigine sahip 4 farkli ortam test edilmistir. Isinlanmis polen ile tozlama
yonteminde ise yine ayni 3 ¢esit ile 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 Gray olmak iizere 6
farkli 1511 dozunu denenmis ve her ii¢ ¢esitte de farkli tohum yapilarina (i¢i kati, ici hafif
kati, i¢i s1v1, i¢i bosa yakin ve i¢i bos) sahip bitkiler meydana gelmistir. Kromozom sayimi
icin flow sitometri kullanilmig ve SSR analizi yapilmistir. Arastirmada kullanilan 1spanak

aksesyonlarinin ortalama DNA igerigi 2.225 pg/2C ile 2.059 pg/2C arasinda degismistir.

Kara ve ark., (2018), ‘Eksi Kara’ ve ‘Narince’ iiziim ¢esitlerinde anter kiiltiirii i¢in 0.3—
1.0 mm uzunlukta anterleri kullanmistir. Kallus olusum ve rejenerasyonu i¢in N&N besin
ortami kullanilmistir. Eksplantlar 25 °C sicaklikta kiiltiire alinmistir. Korolla rengi koyu
yesilden hafif sariya doniis gosteren ¢igek tomurcuklarinin anterleri kiiltlir i¢in uygun
bulunmustur. ‘Eksi Kara’ iiziim ¢esidinde %22.86 ve ‘Narince’ liziim ¢esidinde %35.17

kallus olusumu tespit edilmistir.

Cift haploidler, kendiliginden veya bir haploid bitkinin kromozom duplikasyonu ile
indiiklenen bitkilerdir (Karjee ve ark., 2020). Tiim lokuslarda homozigotturlar, bu da
onlar1 genom bileseni acgisindan ebeveynden benzersiz bir ¢izgi haline getirir. Cift
haploidlerin ¢apraz tozlagsmali iirlinler i¢in homozigot hatlarin iiretimi ve mutasyon 1slahi
gibi 1slah programlarinda 6nemli kullanimi vardir. Kromozomlarin haploidizasyonu ve
tekrar ikiye katlanmasi nedeniyle mevcut diploid kosul altinda ifade edilemeyen bazi yeni
ozellikler iiretilebilir. Bu teknik, krizantem, karanfil, petunya, giil, siisen, zambak, phlox
vb. gibi cicekeilik bitkilerinin iyilestirme programi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Haploidler kendiliginden daha diisiik bir siklikta meydana gelirler ancak modifiye
tozlasma yontemleri gibi ¢esitli yontemlerle indiiklenebilirler. n vivo (genis
hibridizasyon, kromozom eliminasyonu, isinlanmis polen ile tozlasma, vb.) ve
olgunlasmamis gametofitlerin in vitro kiiltiirii ile 6zellik ifadesinde stabilite elde etmek
icin kromozomlari ikiye katlarlar. Cift haploidlerin {iretimi i¢in yeni gelismis teknikler
sadece iireme siirecini hizlandirmakla kalmamais, ayn1 zamanda mahsul iyilestirmede yeni

bir boyut agmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Cihazlar

Bu tez calismas: siiresince kullanilan cihazlar ve cihazlara ait markalar Cizelge 3.1°de
verilmigtir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Marka
Stereo Mikroskop Nikon Eclipse E600
Laminar Flow (Hava Akim) Kabini TelstarBio IT A
Iklim Dolab1 (Growth Chamber) Niive 600 L
Inkiibator Memmert [PP 400
Otoklav Alp
Isiticili Mantetik Karistirict Lab
pH metre Hanna
Otomatik pipetler Ependorf

3.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Bu tez ¢alismasi siiresince kullanilan baslica kimyasallar ve markalar1 Cizelge 3.2°de
verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan baslica kimyasallar ve markalar1

Kullanilan Kimyasal Maddeler Marka
Murashige-Skoog Temel Besiyeri Sigma
Siikroz Fluka
Maltoz Fluka
Agar Duchefa
Tween 20 Sigma
Sodyum hipoklorit Tekkim
6-Benzylaminopiirin Sigma
2,4-D (2,4-D diklorofenoksi asetik asit Caisson
Giberellik asit Caisson
Kinetin Caisson
NAA (1-Naftalen asetik asit) Caisson
KNA (Potasyum naftalen asetat) Caisson
Vitamin B12 Caisson
Asetik asit Chembio
Karmin boya Sigma
Etanol Tekkim
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3.1.3. Calismada kullamilan hashas cesitleri

Bu tezin ilk asamasinda kullanilan hashas cesitleri ve tedarik bilgileri Cizelge 3.3’te
verilmistir.

Cizelge 3.3. Cesitlere ait tedarik bilgileri

Cesit Tedarik Bilgisi

1 Ankara 94

2 Afyon kalesi

3 Anayurt 95

4 Afyon 95

5 Camc1 95

6 Ofis 3

7 Ofis 4

8 Ofis 8 )

Prof. Dr. Neset ARSLAN, Ankara Universitesi, Ziraat

? Ofis 95 Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii

10 Ofis 96

11 T™™O 1

12 T™O 2

13 T™™O 3

14 Karahisar 96

15 | Kemerkaya 95

16 Kocatepe 96
17 Suhut 94
18 Celikoglu Prof. Dr. Giingdr YILMAZ Yozgat Bozok Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii
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3.2. Yontem

3.2.1. Toprak analizi

Calismanin yiiriitiildiigii Gaziosmanpasa Universitesi Tashciftlik Kampiisii deneme
alanlarindan rastgele se¢ilmis 3 farkli yer 30 cm derinlikten toprak ornekleri alinarak
analiz edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Deneme alanlarinin toprak analiz sonuglari

Faktorler Ozellikler

Tekstiir Killi tin

pH 8.1-Kuvvetli alkali
Organik madde %1,00-Fakir

Kireg (%)20.6-Cok kirecli
P20s 5.68 kg/da-az

K0 157.7 kg/da —fazla
EC 0.22 mS/cm

3.2.2. Donor bitkilerin yazhk ve kishk ekimi

Bitkilerin yetistirilmesi Gaziosmanpasa Universitesi Tasliciftlik Kampiisii deneme
alanlarinda gerceklestirilmistir. Araziye rotatil ¢ekilerek toprak ekime hazir hale
getirilmigtir. Ekim i¢in 5 m % 40 m parseller hazirlanmas, sira arasi 1 metre olacak sekilde
diizenlenmistir (Sekil 3.1). Tohum ekiminin birincisi kiglik olarak 22.11.2014 ve ikincisi
baharlik olarak 21.02.2015 tarihinde yapilmistir. 2016 yil1 sonrasindaki ¢alismalar i¢in
bitkilerin yetistirilmesi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri A.B.D.

deneme alanlarinda gergeklestirilmigtir.
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Sekil 3.1.Tarlanin ekime hazirlanmasi

Bitkilere herhangi bir sulama ve giibreleme islemi yapilmamustir. Bitkilere zarar
verebilecegi ihtimali gdz Oniline alinarak herhangi bir pestisit uygulamasina yer
verilmemigtir. Her iki ekimde de yabanci ot miicadelesi elle ¢apalama yontemi ile
yapilmistir. Haghas bitkisi fotoperiyoda hassas oldugu icin kislik ve yazlik olarak ekilen

cesitlerde tomurcuk ve ¢igek olusumu 1 Mayis-21 Haziran arasinda senkronize olmustur.

Calisma kapsamina alian P. somniferum’a ait 18 adet (Ofis 95, Kocatepe 96, TMO-1,
Anayurt 95, Afyon 95, Ofis-8, Suhut 94, Karahisar 96, Ofis 3, Afyon Kalesi, Ofis 96,
Ankara 94, TMO-3, Ofis-4, TMO-2, Camc1 95, ciftciden alinan tohum (Ofis 8),
Kemerkaya 95) haghas ¢esidinin hem kislik hem de yazlik olarak tarla kosullarinda ekimi
yapilmistir. Alt1 ay sonra dihaploid bitki ¢alismalarinin ilerlemesiyle 18 adet Papaver
¢esidinin yogun olarak yapilan ¢aligma ve kiiltiire alinan anter eksplantlarindaki [3 adet
soguk muamele x 18 adet cesit x iki adet (kislik ve yazlik ekim) ekim =108 adet
denemedeki] gelismeler takip edilmistir. Elde edilen sonuglara gére yeni denemelerin
yapilmasina ve denemede kullanilacak cesit sayilarina tez izleme komitesi tarafindan
karar verilmistir. Bitki topraktan ¢ikigindan itibaren takip edilerek sapa kalkma donemine
girdikten sonra periyodik olarak ¢apalama ve gerek goriilen alanlarda tekleme islemi
yapilmistir. Kok sistemi iyi gelisene kadar bitkiyi riizgdr ve yagmurlarin etkisinden

korumak amaciyla bogaz doldurma islemleri yapilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2.Hashas Ofis 95 ¢esidine ait bitkilerin ekiminden sonra tohumlarin ¢imlenmesi
(a), bitki ¢ikist (b, ¢, d, e), bitki biiyiimesi (f) tomurcugun olusumu ile igili asamalar1

3.2.3. Tomurcuk alim asamasinin tespiti

Mayis ayinin basindan itibaren 20 Haziran’a kadar bitkilerden anter kiiltiirii i¢in 1. mitoz
boéliinmenin basladigi, yani mikrosporlarin tek c¢ekirdekli asamanin sonunda veya iki
cekirdekli asamanin basinda oldugu uygun sathadaki ¢igek tomurcuklar1 her giin sabah
saat 07:00-09:00 saatleri arasinda toplanmistir. Her yarim saat sonra bir kez tomurcuklar
cicek sapiyla yaklasik -90°, -75°, -60, -45°, -30°, 0°, 30°, 45°, 60°,75°, 90° derecelik
acilar [11 adet ¢icek ag1 x 18 adet g¢esit x iki adet ekim zamam x 5 farkli saat (07:00,
07:30, 08:00, 08:30, 09:00) =1980 adet ornek] yaptiginda (tek c¢ekirdekli mikrospor
asamast i¢in en uygun zamani belirlemek amaciyla) toplanarak laboratuvara getirilmistir.
Bu calismalar Mayis ayinin ilk haftasi baslayarak Haziran ayimnin ii¢lincii haftasina kadar

devam etmistir.
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3.2.4.Tek cekirdekli mikrospor asamasinin tespiti

Anterlerde mikrospor gelisim asamalarinin tespit edilmesi i¢in ezme preparat hazirlanmis
ve asetokarmin boyama yontemi Elgi (1982)’ye gbre yapilmistir. 55 ml saf su igerisine
45 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek kaynatilmis, sonra bu karigima 1g karmin
eklenmis ve filtre edilerek boya hazirlanmigtir. Anterler bir lam iizerinde pens yardimiyla
ezilerek mikrosporlar serbest hale getirilmis ve %]1’lik asetokarminden 500-1000 pl
damlatilarak boyanin mikrosporlara etki etmesi saglanmistir. Lam lamelle kapatildiktan
sonra preparatin kenarindan fazla boya kurutma kagidi ile alinarak 3-4 kez kaynatilmadan
ateste 1sitilmistir. Nikon Eclipse E600 40x100 biiyiitmeli mikroskop kullanilarak tek

cekirdekli mikrospor evresi tespit edilmis ve mikroskop goriintiileri alinmustir.

3.2.5. Anter Kkiiltiirii uygulamalari

Calismalar Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi-Biyoloji Boliimii
ve Ziraat Fakiiltesi-Bahce Bitkileri Boliimii ile Ankara Universitesi, Tarla Bitkileri

Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda yliriitiilmiistiir.

Steril ortam g¢aligmalart icin Telstar Bio II A marka vertikal flow kabin kullanilmistir.
Anterlerin inkiibasyon evrelerini tamamlamalarindan dis kosullara alistirilincaya kadar ki
donemi gecirmeleri i¢in sicaklik, 151k ve nem kontrollii biiylitme odas1 kullanilmistir.

Biiyiitme odasinda raflarin aydinlatilmasi led lambalarla yapilmaistir.

Ayrica, biiylitme/iklim dolab1 (growth chamber), anterleri 9°C’de bekletmek i¢in sicaklik,
nem ve 151k kontroliinii saglayan 600 litre hacimli Niive Test Kabini kullanilmistir.
Anterleri 35°C’de karanlik kosullarda bekletmek i¢cin Memmert 'TPP 400" inkiibator
kullanilmistir. Anter boyama islemi i¢in mikroskop, besin ortamlar1 hazirlarken gerekli
kimyasal maddelerin belirli bir sicaklik ve devirde manyetik alan etkisiyle karistirilmasini

saglayan karistirici cihaz ve ortamlarin pH’sin1 ayarlamak i¢in pH metre kullanilmistir.
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3.2.6. Biiyiime ortamlar ve Kkiiltiir kosullar:

Denemelerde MS (Murashige ve Skoog) mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog
1962, Cizelge 3.6) ile %3 siikroz iceren ve %0.8°lik agar (Duchefa) ile katilagtirilan temel
besin ortam1 (MS) kullanilmistir. Ortam hazirhiginda ¢ift distile saf su kullanilmis olup,
gerektiginde besin ortamina farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri ilave
edilmistir. Besin ortamimnin pH’st IN NaOH ya da 1IN HCI kullanilarak 5.8’
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak
sterilizasyon saglanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saat

karanlik fotoperiyodunda 24°C sicaklikta tutulmuglardir.

3.2.7. Stok soliisyonlarmin hazirlanmasi

Hormonlar (bitki biiyiime diizenleyicileri) uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra standart
sekilde istenilen miktarda ve oranda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Kinetin, KNA, BAP
(6-benzilaminopiirin) ve 2,4 D hormon stoklar1 10 mgL" olarak hazirlanmistir. %3 siikroz
iceren temel besin ortamina 0.03 mgL™" olacak sekilde B12 vitamini eklenmistir. Stok

cozeltiler asagida belirtilen sekile hazirlanmistir.

1 mg/ml stok soliisyonu hazirlamak i¢in 10 ml'lik volumetrik siselere 10 mg bitki biiylime
diizenleyicisi konulmustur. Suda ¢oziinmeyen bitki biliylime diizenleyicilerini ¢6zmek
icin baglangicta 2-5 ml ¢dziicii eklenmistir (¢coziiciiler kinetin icin 1N NaOH, 2,4-D i¢in
ddH>O0, giberellin i¢in EtOH’dur) ve tamamen ¢oziindiikten sonra ddH>O ile son hacme
getirilmistir. Bitki biiylitme diizenleyicileri olarak Kinetin (0.01,0.1ve 1.00 mgL™),
Giberellin (GA3-Giberellic acid 50 mgL™), 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit (0.01,0.1ve
1.00 mgL") ve KNA (0.5 mgL™) kullanilmigtir. Hormon stoklari, ortamlar otoklavda
steril edilmeden Once ilave edilmistir. Hazirlanan hormon stok soliisyonlar1 +4°C’de

saklanmustir.
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3.2.8. Sterilizasyon

1 Mayis-20 Haziran 2015 tarihleri arasinda toplanarak laboratuvara getirilen tomurcuklar
20 dk akan musluk suyu altinda temizlenmistir. Daha sonra steril kabin igerisinde
tomurcuk sterilizasyonu yapilmistir. %20°lik ticari camasir suyu (%1 NaOCI -Sodyum
hipoklorit) ¢ozeltisine 1000-2500 pul Tween 20 damlatilmis olan ¢ozeltide tomurcuklar

15 dk sterilizasyona tabi tutulmustur. Sonrasinda 5 dk x 3 kez steril saf sudan gecirilerek

durulama islemi yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Haghas tomurcuklarin (a) sabun ile temizlenmesi, (b, ¢) sodyum hipoklorit ile
ylizey sterilizasyonu ve (d) anterlerin tomurcuklarindan ¢ikartilmasi
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3.2.9. Soguk stresi uygulamalari

Tarladan getirilen 18 adet hashas cesidine ait tomurcuklar nem kaybini dnlemek igin
seffaf kutularla ve nemli kurutma kagitlarina konularak laboratuvara taginmustir.
Tomurcuklar tice ayrilarak birinci gruba hi¢bir 6n muamele ve stres uygulanmamaistir.
Ikinci gruba +4 °C’de 24 saat soguk stresi, iigiincii gruba ise +4 °C’de 48 saat soguk stresi

uygulanmistir.

3.2.10. Anterlerin kiiltiire alinmasi

Tomurcuklar anterlere zarar vermeden pens ve bisturi yardimiyla nazikc¢e agilmaistir.
Anterler steril kabinde MS (Murashige ve Skoog) iceren besin ortamina sahip petri
kutularinda kiiltiire edilmistir (Cizelge 3.5). Baslangi¢ kiiltiirii olarak Cizelge 3.6’da

belirtilen besin ortamlar1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Murashige ve Skoog (1962), ortaminda bulunan maddeler ve konstrasyonlari

______Ortamda bulunan maddeler | Konsantrasvonu (mel.) |
Makro Elementler
NH/NO, 1650.000
KNO» 1900.000
CaCl, 2H-»O 440.000
MgSO, 7H,O 370.000
KH,PO, 170.000
Mikro Elementler
KI 0.830
2BO» 6.200
MnSO, 4H,O 22.300
nSO, 7H,O 8.600
Na,MoO, 2H-,0 0.250
CuSO, 5H,O 0.025
CoCl, 6H,O 0.025
FeSO,.7H,O 27.850
Na,EDTA.2H,O 37.250
Vitaminler
Myo-Inositol 100.000
Nikotinik asit 0.500
Pvrotinik Asit 0.500
Tiamin-HCI 0.100
Glisin 2.000
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Cizelge 3.6. Anter kiiltiirlinde baslangi¢ besin ortamlar1 ve igerikleri

No. Kinetin (mgL™) 2,4-D (mgL™) Vitamin B12 (mgL™)
1 0.01 0.01 0.03
2 0,01 0.1 0.03
3 0,01 1 0.03
4 0.1 0.01 0.03
5 0.1 0.1 0.03
6 0.1 1 0.03
7 0.01 0.03
8 0.1 0.03
9 1 0.03

3.2.11. Inkiibasyon

Kalluslarm aktarildig1 petri kaplar1 25 °C’de 16 saat 151k (50 umol s-1 m-2) ve 8 saat
karanlik iklim odalarinda bitkiler rejenere oluncaya kadar birakilmis, anterler kiiltiire
alindiktan sonra petri kaplar1 9 °C ve 35 °C olmak iizere 2 ayr inkiibasyon kosulunda
karanlikta 8 giin inkiibe edilmistir. Inkiibatdrde 8 giinii gegiren anterler, 25 °C de 16 saat
151k (50 pmol s™! m™) ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda iklim odalarinda bitkiler rejenere

oluncaya kadar birakilmis ve bu petri kaplarindaki kalluslarin gelisimi takip edilmistir.

3.2.12. Kallus olusumu ve adventif siirgiin gosteren eksplantlarin rejenerasyon
ortamina aktarilmasi

Kiiltiire alinan anterlerden kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu gelisimi beklenmistir
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Mikrospor ve polen gelisiminin sematik gosterimi (Watkins, 2017)

Rejenerasyon veya kallus olusumu gosteren ¢esitlere ait 1000°er adet anter Cizelge 3.6’da

belirtilen besin ortamlarinda rejenerasyon saglamak igin kiiltiire alinmistir.

Ayrica, Kasim 2019 tarihinde rejenerasyon veya kallus olusumu gosteren cesitlere ait
1000’er adet anter 2, 4 ve 8 giin 8 °C de bekletilen, 20 g/l siikroz, 0.1 mgl/ BAP ve 0.5

mg/1 KNA (potasyum igeren naftalenasetik asit) iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir.

Her iki calismada anterler kiiltiire alindiktan sonra 9 °C ve 25 °C olmak {izere 2 ayri
inkiibasyon kosulunda 8 giin karanlikta bekletilmistir. Ardindan, eksplantlar 25 °C

sicaklik ve 16 saat 151kl bitki biiylitme odasina alinmaistir.

Olusan siirglinlerden elde edilen bitkicikler yiiksek nem (%80) iceren mikro seralarda pet
bardaklara transfer edilmistir. On bes giiniin ardindan alistirilmisg bitkiler 3 litrelik plastik
saksilarda biiyiitiilmiis ve tohum alana kadar yetistirilmistir. Yetistirilen spontan

dihaploid bitkilerden kuru kapsiiller hasat edilerek oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Daha sonra tohumlar 16 saat 151k altinda tohum ¢imlendirme sepetlerine aktarilmaistir.
Filizlenmis tohumlarin bu noktada gelismesi i¢in 151k ve hava sirkiilasyonu gerektigi i¢in
havalandirma deliklerini tamamen agmak ve ardindan giinde birkag saat ¢ikarmak bu

stirece yardime1 olmustur.

Elde edilen spontan dihaploid bitkilere ait tohumlar tarladan alinan nemli toprak igeren 8
ocakli (viyollu) sepetlerde, nem kontrol amaciyla kullanilan iki adet delikli kubbe
(mikrosera) ile kapatilarak oda sicakliginda c¢imlendirilmistir. Ardindan, bitkicikler
saksilara alinarak 20-25 cm boylandiklarinda analiz amaciyla Ankara Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitiisii Yenimahalle, Biyoteknoloji Merkezine taginmistir ve hizmet
almi ile ploidi analizor (Symex ploidi analyser) cihazinda ploidi seviyeleri tespit
edilmistir (Karaoglu ve Salantur 2016). Calismada 0.5 cm?’lik yaprak 6rnegi polistiren
petri kutular1 igerisine konularak {izerine 400 mikrolitre nuclei extraction buffer
solisyonu ilave edilmistir. Yaprak 6rnegi bistiiri ile 2 dakika stireyle kiiciik parcalara
ayrilarak ¢ekirdegin ortaya ¢ikmasi saglanmistir. Soliisyon 30 mikron ¢apindaki filtreden
gecirilerek deney tiipiine alinmus, iizerine 1.6 mililitre DAPI boyasi ilave edilmistir. Iki
dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra Ploidi analizator cihazinda oOl¢timleri
yapilmistir (Sysmex Partec GmbH, Gorlitz, Almanya). Ploidi seviyesi bilinen Tosunbey
ve Ceyhan-99 bugday ¢esitlerine ait bitkiler kontrol olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. iklim ve Meteoroloji Verileri

T.C. Meteoroloji Genel Miidiirliigii Ankara’dan alinan veriler Cizelge 4.1°de verilmistir.
Bu verilere gore giinlilk maksimum 10 cm toprak sicakligi 4.07 °C (Ocak 2015) ve 19.92
°C arasinda degismistir. Ekimin yapildigi Kasim 2014’te toprak sicakligi 10.07 °C
olmustur. Bitkilerin sapa kalkma donemi olan Aralik 2014’te toprak sicaklig1 8.04 °C

olarak not edilmistir.

Meteoroloji verilerine gore giinliik ortalama aktiiel basing (hPA) 942.64 hPA (Mayis
2015) ve 948.88 (hPA) (Kasim 2014) arasinda degismistir. Maksimum giinliik ortalama
aktiiel basing (hPA) ekimin yapildigi Kasim 2014’te izlenmistir. Daha sonraki aylarda

giinliik ortalama gergek basingta (hPA) ciddi bir azalma gozlemlenmistir.

Ginliik Ortalama Nispi Nem %57.12 (Mayis 2015) ve %75.56 (Aralik 2014) arasinda
degismistir. Maksimum giinliik ortalama nispi nem sapa kalkma donemi olan Kasim
2014’te izlenmistir. Daha sonraki aylarda giinliik ortalama nispi nemde bir azalma

gozlemlenmistir.

Glnliik toplam gilines radyasyonu 1.35 kwsaat=m? (Aralik 2015) ve 5.53 kwsaat+m?
(Mayis 2015) arasinda degismistir. Minimum giinliik toplam gilines radyasyonu sapa
kalkma donemi olan Kasim 2014’te izlenmistir. Daha sonraki aylarda giinliik toplam

giines radyasyonunda bir yiikselme izlenmistir.

Glnliik ortalama sicaklik 2.41 °C (Ocak 2015) ve 16.88 °C (Mayis 2015) arasinda
degismistir.

Glnliik toplam ortalama yagis 1.72 (Subat 2015) ve 4.50 mm=kg/m? (Kasim 2014)
arasinda degigmistir. Ekimin yapildigi1 Kasim ayinda fazla miktarda yagis topraktaki
nemi artirarak tohumlarin ¢imlenmesine yardimeci olmustur. Daha sonraki aylardaki
yagislar bitkilerin vejetatif ve generatif donemdeki gelismelerini saglanmasinda efektif

rol oynamustir.
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Aralik 2014 ve Ocak 2015’te hava bulutlu olup giinliik giineslenme izlenmemistir. Diger
aylarda giinliikk glineslenme 1.55 (Subat 2014) ve 6.87 saat arasinda degismistir.
Tohumlarin ekiminin yapildig1 Kasim ayinda 3.28 saat giineslenme izlenmistir. Mayis
ayindaki en fazla gilineslenme siiresi generatif/ciceklenme donemindeki gelismenin

saglanmasinda efektif rol oynamistir.

Cizelge 4.1. Ekim yapilan 2014-2015 vejetasyon ve generatif donemine ve uzun yillar
ortalamalarina ait iklim verileri*

iklim Verileri Kasim | Aralik | Ocak | Subat | Mart | Nisan | Mayis
(2014) | (2014) | (2015) | (2015) | (2015) | (2015) | (2015)

Giinlik Maksimum 10 10.07 8.04 4.07 5.59 8.83 11.63 | 19.92
cm Toprak Sicakligi (°C)
Giinliik Ortalama Aktiiel | 948.88 | 948.49 | 947.39 | 942.90 | 946.01 | 943.66 | 942.64
Basing (hPA)
Giinliik OrtalamaNispi 73.13 | 75.56 | 68.98 | 62.51 | 65.59 | 58.31 | 57.12
Nem (%)

Giinliik Toplam Giines 1.98 1.35 1.76 2.35 3.05 4.4 5.53
Radyasyonu (kwsaat=m?)
Ginliik Ortalama Sicaklik | 7.15 6.96 2.41 5.21 8.09 9.95 16.88
)

Giinliik Toplam Ortalama | 4.50 2.46 3.49 1.72 2.71 2.15 2.32
Yagis (mm=kg/m?)
Giinliik Giineslenme 3.28 0 0 1.55 3.38 4.95 6.87
Siiresi (saat)

*T.C. Meteoroloji Genel Mudiirliigli, Ankara

4.2. Toprak Analizi

Calismanin yiiriitiildiigii Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tashgiftlik Kampiisii
deneme alanina ait toprak orneklerinin analiz sonuglar1 Cizelge 3.5’de gosterilmistir.
Arastirma yapilan tarlanin toprak 6zelliklerini saptamak amaciyla, ekim yapilacak alani
temsil edecek 3 farkli noktadan 0-30 cm derinliginde profiller agilarak alinan toprak
orneklerinin (Karaman ve ark., 2004) analiz edilmesi sonucunda arastirmanin
yuritiildigi topragin killi tinli, kuvvetli alkali pH 8.1, organik maddece fakir (%1), cok
kiregli (%20.6), fosfor igerigi az (5.68 kg/da), potasyum (157.7 kg/da) bakimindan fazla
ve E:C. deger 0.22 ms/cm oldugu belirlenmistir.

Materyal ve yontem kisminda da belirtildigi gibi denemede kullanilan 18 farkli hashas
cesidine ait tohumlar 22.11.2014 ve 21.02.2015 tarihinde tarlaya ekilmistir.
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4.3. Donor Bitkilerin Yetistirilmesi

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tasliciftlik Kampiisii deneme alanlarinda uygun iklim
ve toprak kosullariin saglanmasi ile 18 adet haghas ¢esidine ait bitki tohumlarinin ekimi
ve yetistirilmesinde, ayrica vejetatif ve generatif donemdeki gelismelerinde herhangi bir

sorun yasanmamistir.

4.3.1. Tohum c¢ikis siireleri

Kasim ayinda giinliik maksimum ortalama 10 cm toprak sicakligi 10.07 °C, giinliik
ortalama aktiiel basing 948.88 hPA, giinliik ortalama nisbi nem %73.13, giinliik giines
radyasyonu 1.98 kwsaat+=m?, giinliik ortalama sicaklik 7.15 °C, toplam ortalama yagis
4.50 mm ve giineslenme siiresi 3.28 saat olarak izlenmistir (Cizelge 4.3). 22 Kasim’da
ekilen 18 adet hashas ¢esidine ait tohumlar 8 ile 13 giin arasinda ¢imlenerek topraktan
cikis gostermislerdir (Cizelge 4.2). 22 Kasim’da giin uzunlugu 9 saat:44dk:48sn olup, 8
giin sonra giin uzunlugu 9 saat:33dk:59sn ve 13. giinde ise giin uzunlugu 9 saat:26dk:41sn
olmustur (Ek 1,2). Elde edilen sonuglara gére tohum ekimi ve 8. ile 13. giin ¢ikis1 arasinda

giin uzunlugunda sirasiyla 10 dk: 89 sn ve 18 dk: 7 sn azalma izlenmektedir.

21 Subat 2015’ te giinliik maksimum ortalama 10 cm toprak sicakligi 5.59 °C, giinliik
ortalama aktiiel basing 942.90 hPA, giinliik ortalama nisbi nem %62.51, giinliik giines
radyasyonu 2.35 kwsaat m™, gilinliik ortalama sicaklik 5.21 °C, toplam ortalama yagis
1.72 mm ve giineslenme siiresi 1.55 saat olarak izlenmistir (Cizelge 4.4). 21 Subat’ta
ekilen 18 adet ¢eside ait tohumlar 20 ile 26 giin arasinda ¢imlenmis olup gec ¢ikis
goriilmiistiir (Cizelge 4.2). 21 Subat 2015 giin uzunlugu 10 saat:33dk:48 sn olup, 20 giin
sonra giin uzunlugu 11 saat:45 dk:41sn ve 26. giin uzunlugu 12 saat:01dk:45sn olmustur.
(Ek 3, 4). Elde edilen sonuglara gére tohum ekimi ve 20. ile 26. giin sonra topraktan ¢ikisi
arasinda giin uzunlugunda sirastyla 1 saat: 12dk: 08sn ve 2 saat: 32 dk: S5sn artig
izlenmektedir.

Kis ekiminin yapildigi Kasim 2014 ten sonra giin uzunlugunda azalma ve yazlik ekimin

yapildigr Subat 2015’ten sonra da giin uzunlugunda belirgin artis izlenmistir. Ayrica,
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meteoroloji verileri karsilastirildiginda gilineslenme siiresi hari¢ tiim meteorolojik
parametrelerde diisiis izlenmistir. Parametrelerdeki diisiis tohum ¢imlenmelerini olumsuz
sekilde etkilemistir, ancak giin uzunlugunun tohum ¢imlenmesi iizerinde bir etkisinin
olmadig goriilmiistiir. Dolayisiyla Kasim ekimine gore tohumun ¢imlenmesi ve ¢ikisinda

gecikme (20-26 giin) izlenmistir.

Hartmann ve ark., (1990), Mahdavi-Damghani ve ark., (2010), Bidgoly ve ark.,
(2018)’nin de belirttigi gibi tohum ¢imlenmesi ve ¢ikisinin meteoroloji parametrelerine
ve genotipe bagl olarak farkli tepki gosterdikleri goriilmiistiir. Ozellikle topragm nem
seviyesi ve sicakligin ¢imlenme siiresini diizenleyen en Onemli faktdrler oldugunu

belirtmislerdir.

Cizelge 4.2. 18 adet hashas cesidine ait tohumlarin kislik (Kasim) ve yazlik (Subat)
ekimlerine ait ¢gimlenmeleri sonucu elde edilen ¢ikis giin sayilar

Ekim tarihleri
Say1 Cesitler 22 Kasim 2014 (giin) | 21 Subat 2015 (giin)
1 | Ankara 94 8 20
2 | Afyon kalesi 8 21
3 | Anayurt 95 8 21
4 | Afyon 95 9 26
5 | Camc1 95 8 25
6 | Celikoglu 11 23
7 | Ofis 3 11 20
8 | Ofis4 10 21
9 | Ofis 8 12 21
10 | Ofis 95 13 21
11 | Ofis 96 13 23
12 | TMO 1 13 23
13 | TMO 2 8 23
14 | TMO 3 13 24
15 | Karahisar 96 10 24
16 | Kemerkaya 95 8 26
17 | Kocatepe 96 9 26
18 | Suhut 94 13 20
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4.3.2. Kishk ekim

Vejetatif gelisim siireleri (kishk ekim)

Kasim 2014’te yapilan kishk ekim ve Subat 2015°te yapilan yazlik ekimde hashas
cesitlerine ait vejetatif gelisim siireleri sirasiyla 161-164 giin ve 69-71 giin olarak
hesaplanmistir. Bu veriler, yazlik ekim ile kiglik ekim karsilastiriliginda kislik donemde
hashas cesitlerinin vejetatif donemde kalma siiresinin kisaldigini gostermektedir. Ayrica,
yazlik ekim dénemine ait ortalama giin uzunlugu siireleri sirasiyla 9:44:48-13:54:33 ve

9:44:48-14:01:20 saat arasinda degismistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Generatif gelisim siireleri

Zaman bakimindan Kasim’da ekilen haghas ¢esitlerinin generatif donemi (¢igeklenme
donemi) 206-208 giin arasinda degismistir. Generatif doneme ait ortalama giin uzunlugu
stireleri 13:54:33-15:01:45 ve 14:01:20-15:01:45 saat olarak not edilmistir (Cizelge 4.3).
Bu sonuglar incelendiginde, glin uzunlugu siiresi ve diger iklim faktorlerine bagli olarak
hashas c¢esitlerinin generatif siiresinin dnemli oranda artig gosterdigi belirlenmistir. Bu
durum, bitkinin dogal gelisimini tamamlamadan kurumasina dolayisiyla polen olusum

parametrelerinin diigmesine neden olmustur.

4.3.3. Yazhik ekim

Vejetatif gelisim siireleri (vazlik ekim)

Subat 2015°te yapilan yazlik ekimde hashas ¢esitlerine ait vejetatif gelisim stireleri 69-71
giin olarak hesaplanmigtir. Yazlik ekim donemine ait ortalama giin uzunlugu siireleri

9:44:48-14:01:20 saat arasinda degismistir (Cizelge 4.4).

Generatif gelisim siireleri

Cizelge 4.4°te gosterildigi gibi zaman bakimindan Subat’ta ekilen haghas ¢esitlerinin hem
vejetatif hem de generatif donemine (¢iceklenme donemi) ait giin sayisinda onemli
derecede azalma izlenmistir. Generatif doneme ait ortalama giin uzunlugu siireleri

10:55:48-14:03:33 ve 10:55:48-14:05:44 saat olarak not edilmistir. Bu sonuglar
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incelendiginde, giin uzunlugu siiresi ve diger iklim faktorlerine bagl olarak hashas

cesitlerinin generatif siiresinin 6nemli oranda azalma gosterdigi belirlenmistir.

Bu veriler, yazlik ekim ile kislhik ekim karsilagtirildiginda kislik donemde hashas
cesitlerinin vejetatif donemde kalma siiresinin kisaldiginit gostermektedir. Bu degerler
ortalama giin uzunlugu stiresi uzadik¢a bitkinin vejetatif donemde kalma siiresinin
kisaldigini da ortaya koymaktadir. Sonug olarak, hashasta giin uzunlugu genotiplere baglh

olarak farklilik gostermektedir.
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Cizelge 4.3. Hashasin (P. somniferum) 18 adet ¢esidine ait giin siireleri ile ilgili verileri (kiglik ekim)

Generatif .
. N . Generatif
. . . Generatif siiresine ait . . .
Ik Vejetatif .. ,, I .. siirenin 1k
. Tohum . N Giin uzunlugu | siirenin bitisi giin e . Tohum .
Cesit . .. ciceklenme siirenin - . - bitisi . .. | ¢iceklenme
ekim tarihi . . o SN arahg (saat) (tarih uzunlugu .. ekim tarihi . .
tarihleri bitisi (giin) - (giin tarihleri
olarak) arahg (saat
olarak) olarak)

Ankara 94 22 Kasim 1 Mayis 161 9:44:48 - 15 Haziran 13:54:33- 206 21 Subat 5 Mayis
13:54:33 15:01:45

Afyon kalesi 22 Kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 16 Haziran 13:56:50- 207 21 Subat 6 Mayis
13:56:50 15:02:06

Anayurt 95 22 Kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 16 Haziran 13:56:50 207 21 Subat 5 Mayis
13:56:50 15:02:06

Afyon 95 22 Kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 Haziran 13:56:50- 206 21 Subat 5 Mayis
13:56:50 15:01:45

Camc1 95 22 Kasim 2 May1s 162 9:44:48- 17 Haziran 13:56:50- 208 21 Subat 5 Mayis
13:56:50 15:02:24

Celikoglu 22 Kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 Haziran 13:56:50- 206 21 Subat 6 Mayis
13:56:50 15:01:45

Ofis 3 22 Kasim 3 Mayis 163 9:44:48- 15 Haziran 13:59:06- 206 21 Subat 6 Mayis
13:59:06 15:01:45

Ofis 4 22 Kasim 4 May1s 164 9:44:48- 15 Haziran 14:01:20- 206 21 Subat 6 Mayis
14:01:20 15:01:45

Ofis 8 22 Kasim 1 Mayis 161 9:44:48- 15 Haziran 13:54:33- 206 21 Subat 4 May1s
13:54:33 15:01:45

Ofis 95 22 Kasim 1 Mayis 161 9:44:48— 15 Haziran 13:54:33- 206 21 Subat 4 May1s
13:54:33 15:01:45

Ofis 96 22 Kasim 1 Mayis 161 9:44:48- 15 Haziran 13:54:33- 206 21 Subat 4 May1s
13:54:33 15:01:45

T™O 1 22 Kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 Haziran 13:56:50- 206 21 Subat 4 Mayis
13:56:50 15:01:45
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Cizelge 4.3. Hashasin (P. somniferum) 18 adet ¢esidine ait giin siireleri ile ilgili verileri (kiglik ekim) (devami)

TMO 1 22 kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 haz. 13:56:50- 206 21 Subat 4 Mayi1s
13:56:50 15:01:45

TMO 2 22 kasim 3 May1s 163 9:44:48- 15 haz. 13:59:06- 206 21 Subat 4 Mayis
13:59:06 15:01:45

TMO 3 22 kasim 4 Mayi1s 164 9:44:48- 15 haz. 14:01:20- 206 21 Subat 5 Mayis
14:01:20 15:01:45

Karahisar 96 22 kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 haz. 13:56:50- 206 21 Subat 5 May1s
13:56:50 15:01:45

Kemerkaya 95 | 22 kasim 2 Mayi1s 162 9:44:48- 15 haz. 13:56:50- 206 21 Subat 6 Mayis
13:56:50 15:01:45

Kocatepe 96 22 kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 haz. 13:56:50- 206 21 Subat 6 Mayis
13:56:50 15:01:45

Suhut 94 22 kasim 2 Mayis 162 9:44:48- 15 haz. 13:56:50- 206 21 Subat 6 Mayis
13:56:50 15:01:45

41



Cizelge 4.4. Hashas (P. somniferum)’in 18 adet ¢esidine ait giin siireleri ile ilgili verileri

(yazlik ekim)
o | ]G] S| G| o
i chim | siseldenme | pitisi aralig DIist | pitisi (giin | arabg
tarihi tarihleri (giin) (saat) (tarih olarak) (saaf)

olarak)

2 |t Stzlllat 6 May1s 71 liooaq | 11Haz 7| s
Lo | 2, [ s | 0 | B e | w0
s |ty | o | |WEE T | s |55
Jemars | o | | | U5
lomt | b, | o | o | WSS Lo | w0
w Jomn | g | o | o | 9SS o | w0
W [om | g | e | o | e o | w |
a oo | | e | o | Bt e | v |y
om0z | | | o | Bed e | v | e
wmor | B [ | | | w0
i [ | o e | o [0S e | |0
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4.4. En Uygun Ac¢1 ve Zamanin Belirlenmesi

Hashas bitkisi fotoperiyoda hassas oldugu icin kislik olarak ve baharlik olarak olarak
ekilen cesitlerde tomurcuk ve ¢icek olusumu Mayis aymin ilk haftasi baslayip Haziran
aymnin ikinci haftasina kadar devam etmistir. Tek cekirdekli polen mikrosporlarinin
saglanmasi acisindan tomurcuklarin hasadi icin ¢icek sapiyla yaklasik -90° -75°, -60, -
45°,-30°,0°30°,45°,60°,75°, 90° derecelik agilar yaptig1 donemlerde toplanmistir (Sekil
4.1 ve Sekil 4.2). Laboratuvarda tomurcuklar1 nazik¢e bisturi ve pens ile acilmistir (Sekil
3.8) ve yapilan asetokarmin boyamasi ile mikroskop altinda incelenmistir. Tek ¢ekirdekli

mikrospor asamasini yakalamak i¢in en uygun derecenin 45 °C ve en uygun toplanma

saatinin ise 07:00-07:30 aras1 oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Tomurcuklarin yaklagik (a) -90°, (b) -30°, (c) 0°, (d) 30° (e) 45°, (f) 60°, (g)
90°derecelik agilarda goriiniimii
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Sekil 4.2. Tek c¢ekirdekli mikrosporlarin tespiti amaciyla 18 hashas cesidine ait

tomurcuklarin yaklagik ~ (<) 90° — (+) 90° agilarinin sematik goriiniimleri

Sekil 4.3. Anterlerin stereo mikroskopta goriiniisii
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4.5. Tek Cekirdekli Polenlerin Belirlenmesi

Tarladan getirilen 18 adet hashas ¢esidine ait 11 farkli agidan toplanan tomurcuklara ait
anterlerde mikrospor gelisim asamalarinin tespit edilmesi amaciyla asetokarmin boyama
yontemi kullanilarak ezme preparat hazirlanmis ve polen incelemeleri yapilmistir (Sekil
4.3 ve Sekil 4.4). Elde edilen sonuclara gore, her 18 ¢eside ait 07:00 — 07:30 saatleri
arasinda veya daha erken saatlerde toplanan tomurcuklarda yogun bir sekilde tek
cekirdekli polen izlenmistir. Daha sonra toplanan tomurcuklarda ise tek cekirdekle

beraber 2 ve 4 ¢ekirdekli polenler de tespit edilmistir.

Sekil 4.4. Cigek sapiyla yaklasik 45 derecelik ac1 yapan P. somniferum Ofis 95 ¢esidinde
tek ¢ekirdekli mikrospor evresinin tespiti

4.6. Sterilizasyon

Materyal yontemde ayrintili olarak anlatilmis oldugu gibi, toplanarak laboratuvara
getirilen tomurcuklar 20 dk akan musluk suyu altinda temizlenmistir. Daha sonra %20°lik
ticari ¢amasir suyu c¢ozeltisine (%1 NaOCI -Sodyum hipoklorit) 250-1000 pl Tween- 20
damlatilarak 15 dk sterilizasyona tabi tutulmus tomurcuklardan elde edilen anterlerin
kiiltlire alinmas1 sonucu herhangi bir kontaminasyon izlenmemistir. Tomurcuklarin

sterilizasyonu i¢in ¢alisma boyunca bu yontem tercih edilmistir.
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4.7. Anterlerin Kiiltiire AliInmasi

Calisma 18 haghag cesidinin (Ankara 94, Afyon kalesi, Anayurt 95, Afyon 95, Camc1 95,
Celikoglu Ofis 3, Ofis 4, Ofis 8, Ofis 95, Ofis 96, TMO 1, TMO 2, TMO 3, Karahisar 96,
Kemerkaya 95, Kocatepe 96, Suhut 94) kislik ve yazlik ekimi ile baglatilmistir. Her ¢eside
ait kiglik ve yazlik olarak toplanan tomurcuklar anterlere zarar vermeden pens ve bisturi
yardimiyla nazik¢e agilmistir. Ardindan her iki ekimden elde edilen 18 adet hashas
cesidinden 100’er adet anter (toplam 1800 + 1800=3600 adet) anter steril kabinde MS
iceren besin ortamina sahip petri kutularinda kiiltiire edilmistir. Caligmalar Tokat

Gaziosmanpasa Universitesi laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

Tarladan toplanan ve 3 gruba ayrilan tomurcuklarin 1. grubunda (kontrol grubu) yani
soguk muamelesi yapilmayan anter ve mikrosporlarda ne sisme ne de kallus olusumu

goriilmemis, kararma/canlilik kaybi izlenmistir (Cizelge 4.5).

2. grupta bulunan 4 °C’de 24 saat bekletilerek soguk stresi uygulanmis 4 hashas ¢esidine
(Ofis 96, Ofis 8, Ofis 95, Kemerkaya 95) ait eksplantlarda 0.1 mgL™ kinetin, 1 mgL™" 2,4-
D, ile 0.03 mgL ! vitamin B12 iceren MS ortaminda hafif sisme goriilmiis olup daha sonra

nekroz/kararma izlenmistir (Cizelge 4.5).

3. grupta bulunan 4 °C’de 48 saat bekletilerek soguk stresi uygulanmis eksplantlarda
8 haftalik inkiibasyon sonrasinda 4 adet hashas cesidine ait (Ofis 96, Ofis 8, Ofis 95,
Kemerkaya 95) anterlerde kinetin, 2,4-D, ile vitamin B12 i¢eren 7.ve 8. MS ortamlarinda
sisme izlenmistir. Diger bir uygulamada, 5 adet hashas ¢esidine ait (Ofis 96, Celikoglu,
Ofis 8, Ofis 95, Kemerkaya 95) anterlerde kinetin, 2,4-D, vitamin B12 igeren 7, 8, ve 9

numarali MS ortamlarinda anterlerde sisme olusumu izlenmistir (Cizelge 4.5).

Benzer sekilde Kagar ve ark., (2004), mandarinle yapmis olduklar1 ¢alismada anterlerin
gelisim gosterdigini fakat embriyoid olusturmadigini belirtmistir. Yine Dayan (2011)’1n
caligmasinda aygigeginde, Cetin (2002) asma bitkisinde, Boyaci (2009) biberde
{Capsicum annuum L.), Celiktas (1995) arpada (Hordeum vulgare L.), Kalyon (1995)
liztimle yapmis olduklari ¢aligmalarda kallus olusumu gézlemisler, ancak haploid bitkileri

elde edememislerdir.
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Nekroz programlanmamig bir hiicre 6liimiidiir ve istenmeyen bir durumdur (Moujalled
ve ark., 2021). Nekroz, bitki fizyolojisinin degismesinde énemli bir rol oynamaktadir.
Bitki veya bitki hiicre kiiltiirleri abiyotik strese maruz kaldiklarinda hiicrelerde nekroz
zincir sekilde hizli hiicre 6liimiinii baslatmaktadir. Molekiiler ve biyokimyasal ¢aligmalar
Os'lin bitkilerde fenilpropanoid metabolizmasini uyardigini gostermektedir (Schraudners
ve ark., 1998; Wohlgemuth ve ark., 2002; Pasqualini ve ark., 2003). Orta diizeyde O3
konsantrasyonlarina uzun siire maruz kalmanin bitkinin fenolik profilinde Onemli
degisikliklere neden olabilecegi, bitkinin eksplantlar {izerindeki abiyotik strese tepkisini
degistirebilecegi ve eksplant hiicrelerinin Sliimiine neden olabilecegi belirtilmistir

(Jansen ve ark., 2008, Yadav ve ark., 2010, Feher, 2015).

Yukarida belirtildigi gibi, anterlerin 24 saat soguk strese maruz birakilmasi ile
karsilastirildiginda, 48 saat soguk muamelesinin kallus olusumuna olumlu etkisinin

oldugu tespit edilmistir.

Anterler oksidatif stres durumunda olmasi nedeniyle 7-10 giinliigiine 50 mgL"' GA3
(giberellik asit) igeren ortama alinmistir. Besin ortamlarma 30 mgL™ siikroz sekere
ilaveten 90 mgL 'maltoz eklenmistir. Giberellik asit igeren ortama alinan anterler 18
°C’de, 3000 lux 1s1k yogunlugunda inkiibe edilmistir. Ancak oksidatif stresten olusan
hasarin fazla olmasi nedeniyle eksplantlardaki nekroz olusumu tiim eksplantlar
kaplayarak canlilik kaybina sebep olmustur. Calismalarin ilk kisminda haploid bitki
eldesi lizerine yapilan denemelerden sonug¢ alimamamistir. Daha sonraki caligmalara
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri boliimiinde devam edilmis, ekimler

tarla ve sera kosullarinda gergeklestirilmistir.

Bir sonraki denemede (Kasim/2019) soguk stresinin anter kiiltiirii izerindeki etkilerini
aragtirmak amaciyla 45 derecelik ac1 gosteren tomurcuklar 8 °C’de 2, 4 ve 8 giin
bekletilerek nazikce bisturi ve pens ile agilarak anterleri (1000°er adet) elde edilmistir.
Cizelge 4.5’te belirtilmis 5 adet hashas ¢esidinde sisme gosteren ortamlar ile 20 g/l siikroz
ve 0.1 mgl/ BAP ve 0.5 mg/1 KNA (potasyum iceren naftalen asetik asit) iceren ortamda
4 giin soguk muamele goren 1000°er adet anterlerden yalniz kallus olusumu elde

edilmistir. Dolayisiyla bu ¢alisma kosullar1 ile ¢alisma devam ettirilmemistir.
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Buna ilaveten, 8 giin 8 °C’de bekletilen 1000 adet anterden %0.08 (8 adet anter)
androgenetik kallus ve daha sonra yalmiz 9%0.03 kallustan somatik embriyogenesis
yoluyla spontan double haploid bitki elde edilmistir (Sekil 4.5). Diger kalluslarda

zamanla nekroz olusumu izlenmistir.

Cizelge 4.5. Anterlerin kiiltiire alindig1 ilk besin ortamlar1 ve 6n uygulamalarina ait
sonuglar

Besin Ortam Icerigi Soguk ) 4 °C’ de 24 saat 4°C° de 48 saat bekletme
muamelesiz bekletme
Kallus
Ortam | Kinetin | >4P | Vitamin | Siskinligi  Siskinligi o isi gosteren | OlUSUM
No.’lar | (mgL™) (mlgL B12 ) glosteren gosteren cesitleri cesitleri (%) gos?erel.l
) (mgL™) cesitleri (%) (%) cesitleri
(%)
1 0.01 0.01 0.03 0.00
2 0.01 0.1 0.03 0.00
3 0.01 l 0.03 0.00 Eksplantlarda | 1. larda Sisme
4 0.1 0.01 0,03 0.00 izlegg:‘;is . izlenmemistir
5 0.1 0.1 0.03 0.00
6 0.1 1 0.03 0.00
Ofis 96, Ofis 8,
Ofis 95, Ofis 96, Ofis 8, Ofis
Kemerkaya 95 95, Kemerkaya 95,
7 ) AU 0.03 0.9 gesitlerine ait Ofis 95 gesitlerine
anterlerde %100 ait anterlerde %100
sisme ve kararma | sisme ve daha sonra
izlenmistir. kararma izlenmistir.
8 1 0.1 0.03 0.00
9 1 1 0.03 0.00 0.00
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Sekil 4.5. (a) Kallus ve somatik embriyo olusumu (b) Somatik embriyolarin olgunlagmasi
(c) Elde edilen bitkilerin saksilara aktarilarak alistirilmasi (d) Alistirilmis bitkilerin
ciceklendirmek amaciyla biiyiik saksilara aktarilarak agik havada biiyiitiilmesi

Duran (2007), Triticum durum’da, Hakan (2013), susam bitkisi anter kiltiiri
calismalarinda farkli soguk muamelelerin 6nemini vurgulamaktadir. Dieu ve Dunwel
(1988)’in sonuglart bu calismadan elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir.
Aragtiricilar sirastyla 3160’er adet soguk muamele gérmemis, 2 ve 7 giin soguk muamele

gbérmiis anterden %2.4, %2.4 ve %6 androgenetik kallus elde etmislerdir.

Comlekgioglu (2001), biber (Capsicum annuum) bitkisinde anter kiiltiiri yoluyla elde

edilen bitkilerin haploid kromozom sayisina sahip olabilecegi gibi, bazilarinin kiiltiir
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kosullarinda kendiliginden (spontan) katlandig1 ve spontan dihaploid bireylerin de elde
edildigini bildirmektedir. Sarier (2016) ¢aligsmasinda, seraya aktarilan yesil bitkiciklerin
%49.35’inden haploid bitki ve %11.55’inden spontan doubled-haploid bitki elde etmistir.
Bu calismalarin sonuglari, spontan haploid bitkilerin elde edilmesi noktasinda bizim

calismamizla da uyumluluk gostermektedir.

Haploid bitkiler fertil olmadig1 i¢in uygun zamanda kromozom sayisinin katlanarak fertil
doubled-haploid bitkilerin elde edilmesi gerekmektedir. Kromozom katlamada en yaygin
olarak kullanilan kolsisin mutajen etkiye sahip oldugu i¢in pratikte uygulanan haploid
bitki sayisinin az olmasi buna karsilik spontan doubled-haploid bitki sayisinin yiiksek
olmasi tercih edilmekte ve kolsisin uygulamasindan kagmilmaktadir. Bu agidan spontan
doubled-haploidler 1slah ¢alismalarinda kullanimi agisindan giivenilirdir. Sarier (2016)
caligmasinda, 2 farkli ekmeklik bugday ileri hattin1 materyal olarak kullanmistir. Bizim
calismamizda ise baslangicta 5 farkl: tescilli hashas ¢esidi kullanilmis, sonraki yillarda

ise Ofis 95 cesidi ile devam edilerek sonuglar elde edilmistir.

Dieu ve ark., (1988), hashas (Papaver somniferum L.) ile yapilan arastirmada 43 farkh
genotip kullanmiglardir. Soguk stresinin anter kiiltiirii {izerindeki etkilerini aragtirmak
amaciyla 7 °C’de 2 giin ve 7 °C’de 7 giinliik soguk soku uygulamasi yapilmistir. 367
androgenetik kallustan 63 bitki gelisimi gozlenmistir. Bunlardan 60 tanesi diploid, 2
tanesi kimerik (haplo-diploid) ve 1 tanesi de haploiddir. Calismamizla besin ortaminda K
ve BAP kullanim1 ve soguk stresi uygulamalar1 agisindan benzerlik gostermektedir.
Soguk stresinde ise calismamizda 4 °C sicaklik kullanilmigken, diger ¢alismada 7 °C’lik
soguk stresi uygulanmistir. Yine ¢calismamizda siire bakimindan 24 saat ve 48 saat olarak
iki farkli zaman diliminde tomurcuklar soguk stresine maruz birakilirken, Dieu’nun

caligmasinda bu siire 2 giin ve 7 giin olarak daha uzun tutulmustur.
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4.8. Ploidi Analizi Sonuclar:

Saksilarda yetistirilen Ofis 95 ¢esidine ait 4’er adet diploid bitkiler (kontrol) ve double
haploid bitkilerden yaprak 6rnekleri alinarak ploidi analizi cihazi ile ploidi seviyelerinin
belirlenmesi sonucunda, double haploid bitkilerde spontan kromozom katlanmasi tespit

edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6° da gosterilmektedir.

03.06.2021

T

. GIDA, TARIM ve HAYVANCILIK BAKANLIGI

TARLA BIiTKILERI MERKEZ ARASTIRMA ENSTITU MUDURLUOG
BiYOTEKNOLOJI ARASTIRMA MERKEZ i

|hashas kontrol 2.fc:s.

ey |

26735

S

0 100 =00 300 abo 500 500

G1 Mean G1CV %G1 G2 Mean GZCW %GZ2Z WS GZG1 %WTotal
11816,73 (1663 (90,495 |25358682 |2367 (951 (0,00 |215 100,00

:ismgrﬂm Filename Median 522 :mtric cv
1 hashas kontrol 2.fcs 12024,00 |12320,01 (4512
3 -hashas kontrol Z2.fcs - Cell Cycle fit -12022,53 -12455,6? 36 36
2 'hashas kontrol 2 fos - Cell Cycle fit |11770,58 |11601,53 | 16,63
5 hashas kontrol 2.fce - Cell Cycle fit |§5220,00 |nfa :n.-'a
6 hashas kontrol 2. fcs - Cell Cycle fit (25259 82 (2448933 (23,68

Sekil 4.6. Ploidi analizine ait sonug grafigi
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SONUC ve ONERILER

Haploid bitki tiretimi son yillarda bitki 1slah1 alaninda yaygin olarak kullanilan araglardan
biri haline gelmistir. Haploid iiretim uygulamalar1 {izerine arastirmalar, Datura
stramonium'daki kesiflerden (Blakeslee ve ark., 1922) bu yana hizla gelisip devam
etmektedir. Bitki tiirlerinde spontan dihaploid goriilme siklig1 ¢cok disiiktiir. Ancak, in
vitro kiiltiir teknikleriyle haploid ve dihaploid bitkilerin yiiksek oranda elde edilebilmesi
ve zaman tasarrufu nedeniyle bu yontemler gittikce 6nem kazanmaktadir. 1964'te Guha
ve Maheshwari, Kkiiltiirlenmis polenin haploid bitkilerin iiretimine yol agtigini
kesfetmistir. O zamandan beri, anter ve/veya polen kiiltiiriiniin haploid iiretimi igin
kullanim1 hem dikot hem de monokot olmak {izere bir dizi bitki tiirlinde rapor edilmistir
(Maheshwari ve ark., 1964; Narayanaswamy ve George, 1982; ve Rao, 1996; Dunwell,
1985; Bajaj, 1990; Huang, 1992; Wenzel ve ark., 1992). Her bir lokustaki allelerden
sadece bir seriyi igeren yani bir kromozom setine sahip haploidler genetik mekanizmalar1
incelemek i¢in kullanilmaktadir. Arastirmalarda dihaploidlerin basarili bir sekilde elde
edilmesi homozigotluga ve genetik stabiliteye ulasmak i¢in 6nemlidir. Genel olarak
kromozom katlama teknikleri, (a) rejenerasyonun ardindan kallus indiiksiyonu ve (b)
hiicre boliinmesi sirasinda fiziksel veya kimyasal (kolsisin vd.) muamele ile elde
edilmektedir. Haploid dokular1 veya haploid bitkileri diploidize ederek ylizde yiiz
homozigotlar1 iiretmenin etkili yollarim1 optimize etmek icin ¢aba gosterilmesi

gerekmektedir.

Dieu ve Dunwel (1988) tarafindan yapilan bir ¢calismada, hashas bitkisinde ¢ok diisiik
oranda double haploid iiretimi gerceklesmistir. Benzer sekilde bu c¢alismada da
Tiirkiye’de yetistirilen ve Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tashgiftlik Kampiisii
deneme alanlarinda hem kislik hem de yazlik olarak ekimi yapilan 18 farkli haghas cesidi
(Ankara 94, Afyon kalesi, Anayurt 95, Afyon 95, Camc1 95, Celikoglu Ofis 3, Ofis 4 Ofis
8, Ofis 95, Ofis 96, TMO 1, TMO 2, TMO 3, Karahisar 96, Kemerkaya 95. Kocatepe 96,
Suhut 94) kullanilarak dihaploid bitki elde edilmesi amaglanmistir. Calismanin ilk
kisminda genel olarak anterlerde sisme ve sonrasinda kararma ile canlilik kaybi
gbzlenmistir. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri boliimiinde yiiriitiilen
sonraki ¢alismalar neticesinde, yalnizca Ofis-95 ¢esidine (morfin oran1 %0.660, kapstil

verimi 93 kg/da ve tohum verimi 118 kg/da) ait 16 saatlik 151k fotoperiyodundaki
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eksplantlardan 9%0.03 oraninda spontan dihaploid bitkiler elde edilmistir. Ploidi
analizinden elde edilen sonuglar dogrultusunda dihaploid bitkilerdeki kromozom sayisi
da 2n=22 olarak dogrulanmistir. Diger eksplantlar iizerinde ise yaygin olarak kararma

izlenmisgtir.

Literatiir 0zeti kisminda da detayli bir sekilde agiklandigi lizere, genotiplerin anter
kiiltiirtine gostermis olduklart tepkilerin oldukc¢a degisken oldugu belirtilmistir. Anter
kiiltiirinde basariy1 etkileyen en O©nemli faktorlerden birinin genotip oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan diger caligmalarla uyumlu olarak, bu calismada da hashas

bitkisinde dihaploid bitki {iretiminin genotipe 6zgl oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, yapilan bu tez ¢alismasi sonucunda 18 adet hashas ¢esitlerinden sadece
Ofis 95 cesidinde diisilk oranda dihaploid bitki elde edilmistir. Diger cesitlere ait
anterlerden bitki rejenerasyonunda kararsizlik izlenmistir. Bundan sonraki siiregte, farkli
hormon konsantrasyonlar1 ve soguk stres muameleleri ile daha yiiksek ve kararli
rejenerasyon i¢in yeni caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calisma
gelecekte bu alanda yapilacak ¢alismalar i¢in 5nemli bir temel teskil etmektedir. Ozellikle
tibbi, ticari ve ekonomik degeri olan hashas bitkisinde bulunan alkaloidlerin iiretimi ve
alkaloid igeriginin yiikseltilmesi amaciyla saf hatlarin tiretilmesi ve haghasta haploid bitki

iiretim teknolojisinin gelistirilmesi bitki 1slah ¢alismalar1 agisindan 6nem arz etmektedir.
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EKLER

Ek 1: Kasim 2014 Giin Dogumu, Giin Batimi ve Giin Uzunlugu Bilgileri

2014 Giin dogumu/ giin batimi Giin uzunlugu
Kasim Giin dogumu Giin batim1 Uzunluk Fark
1 06:03 1 (108°) 16:31 1 (252°) 10:28:08 | —2:21
2 06:04 1 (109°) 16:30 1 (251°) 10:25:48 | —2:19
3 06:05 1 (109°) 16:28 1 (251°) 10:23:30 | —2:18
4 06:06 1 (110°) 16:27 1 (250°) 10:21:12 | —2:17
5 06:07 1 (110°) 16:26 1 (250°) 10:18:56 | —2:16
6 06:08 1 (110°) 16:25 1 (249°) 10:16:41 | —2:14
7 06:09 1 (111°) 16:24 1 (249°) 10:14:28 | —2:13
8 06:11 1 (111°) 16:23 1 (249°) 10:12:17 | —2:11
9 06:12 1 (112°) 16:22 1 (248°) 10:10:06 | —2:10
10 | 06:13 1 (112°) 16:21 1 (248°) 10:07:58 | —2:08
11 | 06:14 1 (112°) 16:20 1 (248°) 10:05:51 | —2:06
12 | 06:15 1 (113°) 16:19 1 (247°) 10:03:46 | —2:05
13 | 06:16 1 (113°) 16:18 1 (247°) 10:01:43 | —2:03
14 | 06:18 1 (113°) 16:17 1 (246°) 9:59:42 —2:01
15 | 06:19 1 (114°) 16:16 1 (246°) 9:57:42 —1:59
16 | 06:20 1 (114°) 16:16 1 (246°) 9:55:45 —1:57
17 | 06:21 1 (114°) 16:15 1 (245°) 9:53:50 —1:55
18 | 06:22 1 (115°) 16:14 1 (245°) 9:51:57 —1:52
19 | 06:23 7 (115°) 16:13 1 (245°) 9:50:06 —1:50
20 | 06:25 1 (115°) 16:13 1 (244°) 9:48:18 —1:48
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Ek 1: Kasim 2014 Giin Dogumu, Giin Batimi ve Giin Uzunlugu Bilgileri (devami)

21 [06:26 1 (116°) 16:12 1 (244°) 9:46:32 | —1:46
22 [06:27 1 (116°) 16:12 1 (244°) 9:44:48 | -1:43
23 [ 06:28 1 (116°) 16:11 1 (244°) 9:43:07 | —1:40
24 [06:291 (117°) 16:10 1 (243°) 9:41:29 | -1:38
25 [ 06:301 (117°) 16:10 1 (243°) 9:39:53 | -1:35
26 | 06:311(117°) 16:10 1 (243°) 9:38:20 | —1:32
27 [ 06:321(117°) 16:09 1 (243°) 9:36:50 | —1:30
28 [ 06:33 1 (118°) 16:09 1 (242°) 9:35:23 | —1:27
29 [ 06:34 1 (118°) 16:08 1 (242°) 9:33:59 | —1:24
30 | 06:351 (118°) 16:08 1 (242°) 9:32:38 | —1:21
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Ek 2 : Aralik 2014 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2014 Giin dogumu/ giin batimi Giin uzunlugu
Aralk Giin dogumu Giin batim Uzunluk | Fark
1 06:36 1 (118°) 16:08 1 (242°) 9:31:20 | —1:17
2 06:37 1 (119°) 16:08 1 (241°) 9:30:05 | —1:14
3 06:38 1 (119°) 16:07 1 (241°) 9:28:54 | —1:11
4 06:39 1 (119°) 16:07 1 (241°) 9:27:46 | —1:08
5 06:40 1 (119°) 16:07 1 (241°) 9:26:41 | —1:04
6 06:41 1 (119°) 16:07 1 (241°) 9:25:40 | —1:01
7 06:42 1 (119°) 16:07 1 (241°) 9:24:42 | —0:57
8 06:43 1 (120°) 16:07 1 (240°) 9:23:48 | —0:54
9 06:44 1 (120°) 16:07 1 (240°) 9:22:57 | —0:50
10 | 06:45 1 (120°) 16:07 1 (240°) 9:22:10 | —0:46
11 | 06:46 1 (120°) 16:07 1 (240°) 9:21:27 | —0:43
12 | 06:46 1 (120°) 16:07 1 (240°) 9:20:47 | —0:39
13 | 06:47 1 (120°) 16:07 1 (240°) 9:20:12 | —0:35
14 | 06:48 1 (120°) 16:08 1 (240°) 9:19:40 | —0:31
15 | 06:49 1 (120°) 16:08 1 (240°) 9:19:12 | —0:27
16 | 06:49 1 (120°) 16:08 1 (240°) 9:18:48 | —0:24
17 | 06:50 1 (120°) 16:08 1 (239°) 9:18:28 | —0:20
18 | 06:51 1 (121°) 16:09 1 (239°) 9:18:12 | -0:16
19 | 06:51 1 (121°) 16:09 1 (239°) 9:18:00 | —-0:12
20 | 06:52 1 (121°) 16:10 1 (239°) 9:17:51 | —0:08
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Ek 2 : Aralik 2014 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

21 [ 06:52 1 (121°) 16:10 1 (239°) 9:17:47 | —0:04
22 [ 06:53 1 (121°) 16:11 1 (239°) 9:17:47 | <ls

23 [ 06:53 1 (121°) 16:11 1 (239°) 9:17:51 | +0:03
24 | 06:54 1 (121°) 16:12 1 (239°) 9:17:59 | +0:07
25 | 06:54 1 (121°) 16:12 1 (239°) 9:18:10 | +0:11
26 | 06:55 1 (121°) 16:13 1 (240°) 9:18:26 | +0:15
27 | 06:55 1 (120°) 16:14 1 (240°) 9:18:46 | +0:19
28 | 06:55 1 (120°) 16:14 1 (240°) 9:19:09 | +0:23
29 [ 06:55 1 (120°) 16:15 1 (240°) 9:19:37 | +0:27
30 | 06:56 1 (120°) 16:16 1 (240°) 9:20:08 | +0:31
31 | 06:56 1 (120°) 16:17 1 (240°) 9:20:44 | +0:35
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Ek 3: Ocak 2015 Kasim 2014 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2015 Giin dogumu/ giin batim Giin uzunlugu
Ocak Giin dogumu Giin batim Giin Giin
dogumu | batim
1 | 06:56 1 (120°) 16:17 1 (240°) 9:21:23 +0:39
2 | 06:56 1 (120°) 16:18 1 (240°) 9:22:x06 | +0:42
3 106:56 1 (120°) 16:19 1 (240°) 9:22:53 +0:46
4 | 06:56 1 (120°) 16:20 1 (240°) 9:23:43 +0:50
5 |06:56 1 (120°) 16:21 1 (241°) 9:24:37 +0:54
6 | 06:561(119°) 16:22 1 (241°) 9:25:35 +0:57
7 106:56 1 (119°) 16:23 1 (241°) 9:26:36 +1:01
8 |06:561(119°) 16:24 1 (241°) 9:27:41 +1:04
9 |06:561(119°) 16:25 1 (241°) 9:28:49 +1:08
10 | 06:56 1 (119°) 16:26 1 (241°) 9:30:01 +1:11
11 | 06:56 1 (118°) 16:27 1 (242°) 9:31:16 +1:14
12 | 06:55 1 (118°) 16:28 1 (242°) 9:32:34 +1:18
13 | 06:55 1 (118°) 16:29 1 (242°) 9:33:55 +1:21
14 | 06:55 1 (118°) 16:30 1 (242°) 9:35:20 +1:24
15 | 06:54 1 (117°) 16:31 1 (243°) 9:36:47 +1:27
16 | 06:54 1 (117°) 16:32 1 (243°) 9:38:18 +1:30
17 | 06:53 1 (117°) 16:33 1 (243°) 9:39:51 +1:33
18 | 06:53 1 (117°) 16:34 1 (243°) 9:41:28 +1:36
19 | 06:52 1 (116°) 16:36 1 (244°) 9:43:07 +1:39
20 | 06:52 1 (116°) 16:37 1 (244°) 9:44:48 +1:41
21 | 06:51 1 (116°) 16:38 1 (244°) 9:46:33 +1:44
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Ek 3: Ocak 2015 Kasim 2014 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

(devami)
22 | 06:51 1 (116°) 16:39 1 (245°) 9:48:20 +1:46
23 | 06:50 1 (115°) 16:40 1 (245°) 9:50:09 +1:49
24 | 06:49 1 (115°) 16:41 1 (245°) 9:52:01 +1:51
25 | 06:49 1 (115°) 16:43 1 (246°) 9:53:55 +1:54
26 | 06:48 1 (114°) 16:44 1 (246°) 9:55:51 +1:56
27 | 06:47 1 (114°) 16:45 1 (246°) 9:57:50 +1:58
28 | 06:46 1 (114°) 16:46 1 (247°) 9:59:50 +2:00
29 | 06:46 1 (113°) 16:47 1 (247°) 10:01:53 +2:02
30 | 06:45 1 (113°) 16:49 1 (247°) 10:03:57 +2:04
31 | 06:44 1 (112°) 16:50 1 (248°) 10:06:04 +2:06
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Ek 4: Subat 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2015 Giin dogumu/ giin batimi Giin uzunlugu
Sub Giin dogumu Giin batimi Giin Giin
dogumu | batim
1 |06:43 1 (112°) 16:51 1 (248°) 10:08:12 | +2:08
2 | 06:42 1 (112°) 16:52 1 (249°) 10:10:22 | +2:10
3 |06:41 1 (111°) 16:54 1 (249°) 10:12:34 | +2:11
4 |06:401 (111°) 16:55 1 (249°) 10:14:47 | +2:13
5 ]06:391(110°) 16:56 1 (250°) 10:17:02 | +2:14
6 |06:381(110°) 16:57 1 (250°) 10:19:19 | +2:16
7 |06:37 1 (110°) 16:58 1 (251°) 10:21:37 | +2:17
8 |06:36 1(109°) 17:00 1 (251°) 10:23:56 | +2:19
9 |06:351(109°) 17:01 1 (251°) 10:26:16 | +2:20
10 | 06:33 1 (108°) 17:02 1 (252°) 10:28:38 | +2:21
11 | 06:32 1 (108°) 17:03 1 (252°) 10:31:01 | +2:23
12 | 06:31 1 (107°) 17:04 1 (253°) 10:33:26 | +2:24
13 | 06:30 1 (107°) 17:06 1 (253°) 10:35:51 | +2:25
14 | 06:29 1 (107°) 17:07 1 (254°) 10:38:18 | +2:26
15 | 06:27 1 (106°) 17:08 1 (254°) 10:40:45 | +2:27
16 | 06:26 1 (106°) 17:09 1 (255°) 10:43:13 | +2:28
17 | 06:25 1 (105°) 17:10 1 (255°) 10:45:43 | +2:29
18 | 06:23 1 (105°) 17:12 1 (255°) 10:48:13 | +2:30
19 | 06:22 1 (104°) 17:13 1 (256°) 10:50:44 | +2:31
20 | 06:21 1 (104°) 17:14 1 (256°) 10:53:16 | +2:31
21 | 06:19 1 (103°) 17:15 1 (257°) 10:55:48 | +2:32
22 | 06:18 1 (103°) 17:16 1 (257°) 10:58:22 | +2:33
23 [ 06:17 1 (102°) 17:17 1 (258°) 11:00:56 | +2:33
24 | 06:15 1 (102°) 17:19 1 (258°) 11:03:30 | +2:34
25 | 06:14 1 (101°) 17:20 1 (259°) 11:06:05 | +2:35
26 |06:121(101°) 17:21 1 (259°) 11:08:41 | +2:35
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Ek 4: Subat 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri (devami)

27 [06:11 1 (100°) 17:22 1 (260°) 11:11:17 | +2:36
28 | 06:09 1 (100°) 17:23 1 (260°) 11:13:54 | +2:36
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Ek 5: Mart 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2015 Giin dogumu/ giin batimi Giin uzunlugu
Mart Giin dogumu Giin batimi Giin Giin
dogumu | batim
1 |06:08 1(99°) 17:24 1 (261°) 11:16:31 | +2:37
2 | 06:06 1 (99°) 17:25 1 (261°) 11:19:08 | +2:37
3 | 06:051(98°) 17:26 1 (262°) 11:21:46 | +2:37
4 | 06:031(98°) 17:28 1 (262°) 11:24:24 | +2:38
5 ]06:021(97°) 17:29 1 (263°) 11:27:03 | +2:38
6 | 06:00 1 (97°) 17:30 1 (263°) 11:29:42 | +2:38
7 | 05:59 1 (96°) 17:31 1 (264°) 11:32:21 | +2:39
8 | 05:571(96°) 17:32 1 (264°) 11:35:01 | +2:39
9 |05:551(95° 17:33 1 (265°) 11:37:40 | +2:39
10 | 05:54 1 (95°) 17:34 1 (265°) 11:40:20 | +2:39
11 | 05:52 1 (94°) 17:35 1 (266°) 11:43:00 | +2:40
12 | 05:51 1 (94°) 17:36 1 (266°) 11:45:41 | +2:40
13 | 05:49 1 (93°) 17:37 1 (267°) 11:48:21 | +2:40
14 | 05:47 1 (93°) 17:38 1 (267°) 11:51:02 | +2:40
15 | 05:46 1 (92°) 17:39 1 (268°) 11:53:42 | +2:40
16 | 05:44 1 (92°) 17:41 1 (268°) 11:56:23 | +2:40
17 | 05:43 1 (91°) 17:42 1 (269°) 11:59:04 | +2:40
18 | 05:41 1 (91°) 17:43 1 (270°) 12:01:45 | +2:40
19 | 05:39 1 (90°) 17:44 1 (270°) 12:04:26 | +2:40
20 | 05:38 1(90°) 17:45 1 (271°) 12:07:06 | +2:40
21 | 05:36 1 (89°) 17:46 1 (271°) 12:09:47 | +2:40
22 | 05:34 1 (89°) 17:47 1 (272°) 12:12:28 | +2:40
23 | 05:33 1 (88°) 17:48 1 (272°) 12:15:09 | +2:40
24 | 05:31 1 (88°) 17:49 1 (273°) 12:17:49 | +2:40
25 ] 05:29 1 (87°) 17:50 1 (273°) 12:20:30 | +2:40
26 | 05:28 1 (87°) 17:51 1 (274°) 12:23:10 | +2:40
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Ek 5: Mart 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri (devami)

27 [05:26 1 (86°) 17:52 1 (274°) 12:25:50 +2:40
28 | 05:25 1 (86°) 17:53 1 (275°) 12:28:31 +2:40
29 | 06:23 1 (85°) 18:54 1 (275°) 12:31:10 +2:39
30 | 06:21 1 (85°) 18:55 1 (276°) 12:33:50 +2:39
31 | 06:20 1 (84°) 18:56 1 (276°) 12:36:29 +2:39
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Ek 6: Nisan 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2015 Giin dogumu/ giin batim Giin uzunlugu
Nisan Giin dogumu Giin batimi Giin Fark
dogumu
1 06:18 1 (84°) 18:57 1 (277°) 12:39:08 | +2:39
2 06:16 1 (83°) 18:58 1 (277°) 12:41:47 | +2:38
3 06:15 1 (83°) 18:59 1 (278°) 12:44:26 | +2:38
4 06:13 1 (82°) 19:00 1 (278°) 12:47:04 | +2:38
5 06:12 1 (82°) 19:01 1 (279°) 12:49:42 | +2:37
6 06:10 1 (81°) 19:02 1 (279°) 12:52:19 | +2:37
7 06:08 1 (81°) 19:03 1 (280°) 12:54:57 | +2:37
8 06:07 1 (80°) 19:04 1 (280°) 12:57:33 | +2:36
9 06:05 1 (80°) 19:05 1 (281°) 13:00:09 | +2:36
10 | 06:04 1 (79°) 19:06 1 (281°) 13:02:45 | +2:35
11 | 06:02 1 (79°) 19:07 1 (282°) 13:05:21 | +2:35
12 | 06:01 1 (78°) 19:08 1 (282°) 13:07:55 | +2:34
13 | 05:59 1 (78°) 19:10 1 (283°) 13:10:30 | +2:34
14 | 05:57 1 (77°) 19:11 1 (283°) 13:13:03 | +2:33
15 | 05:56 1 (77°) 19:12 1 (284°) 13:15:36 | +2:33
16 | 05:54 1 (76°) 19:13 1 (284°) 13:18:09 | +2:32
17 | 05:53 1 (76°) 19:14 1 (285°) 13:20:41 | +2:31
18 | 05:51 1 (75°) 19:15 1 (285°) 13:23:12 | +2:31
19 | 05:50 1 (75°) 19:16 1 (286°) 13:25:42 | +2:30
20 | 05:49 1 (74°) 19:17 1 (286°) 13:28:12 | +2:29
21 | 05:47 1 (74°) 19:18 1 (286°) 13:30:40 | +2:28
22 | 05:46 1 (73°) 19:19 1 (287°) 13:33:08 | +2:27
23 | 05:44 1 (73°) 19:20 1 (287°) 13:35:35 | +2:26
24 | 05:43 1 (72°) 19:21 1 (288°) 13:38:01 | +2:26
25 | 05:41 1 (72°) 19:22 1 (288°) 13:40:26 | +2:25
26 | 05:40 1 (72°) 19:23 1 (289°) 13:42:50 | +2:24
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Ek 6: Nisan 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri (devami)

27 05:39 1 (71°) 19:24 1 (289°) 13:45:13 | +2:22
28 [05:37 1 (71°) 19:25 1 (290°) 13:47:35 | +2:21
29 [05:36 1 (70°) 19:26 1 (290°) 13:49:56 | +2:20
30 | 05:351 (70°) 19:27 1 (290°) 13:52:15 | +2:19
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Ek 7: Mayis 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2015 Giin dogumu/ giin batimi Giin uzunlugu
Mayis Giin dogumu Giin batim1 Giin Fark
dogumu
1 05:33 1 (69°) 19:28 1 (291°) 13:54:33 | +2:18
2 05:32 1 (69°) 19:29 1 (291°) 13:56:50 | +2:16
3 05:31 1 (69°) 19:30 1 (292°) 13:59:06 | +2:15
4 05:30 1 (68°) 19:31 1 (292°) 14:01:20 | +2:14
5 05:29 1 (68°) 19:32 1 (292°) 14:03:33 | +2:12
6 05:27 1 (67°) 19:33 1 (293°) 14:05:44 | +2:11
7 05:26 1 (67°) 19:34 1 (293°) 14:07:54 | +2:09
8 05:25 1 (67°) 19:35 1 (293°) 14:10:02 | +2:08
9 05:24 1 (66°) 19:36 1 (294°) 14:12:08 | +2:06
10 | 05:23 1 (66°) 19:37 1 (294°) 14:14:13 | +2:04
11 | 05:22 1 (66°) 19:38 1 (295°) 14:16:16 | +2:03
12 | 05:21 1 (65°) 19:39 1 (295°) 14:18:17 | +2:01
13 | 05:20 1 (65°) 19:40 1 (295°) 14:20:17 | +1:59
14 | 05:19 1 (65°) 19:41 1 (296°) 14:22:14 | +1:57
15 | 05:18 1 (64°) 19:42 1 (296°) 14:24:09 | +1:55
16 | 05:17 1 (64°) 19:43 1 (296°) 14:26:03 | +1:53
17 | 05:16 1 (64°) 19:44 1 (297°) 14:27:54 | +1:51
18 | 05:15 1 (63°) 19:45 1 (297°) 14:29:43 | +1:48
19 | 05:14 1 (63°) 19:46 1 (297°) 14:31:30 | +1:46
20 | 05:13 1 (63°) 19:47 1 (297°) 14:33:14 | +1:44
21 | 05:13 1 (62°) 19:48 1 (298°) 14:34:56 | +1:42
22 | 05:12 1 (62°) 19:48 1 (298°) 14:36:36 | +1:39
23 | 05:11 1 (62°) 19:49 1 (298°) 14:38:13 | +1:37
24 | 05:10 1 (62°) 19:50 1 (299°) 14:39:47 | +1:34
25 | 05:10 1 (61°) 19:51 1 (299°) 14:41:19 | +1:31
26 | 05:09 1 (61°) 19:52 1 (299°) 14:42:48 | +1:29
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Ek 7: Mayis 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri (devam)

27 [05:08 1 (61°) 19:53 1 (299°) 14:44:15 +1:26
28 | 05:08 1 (61°) 19:54 1 (300°) 14:45:38 +1:23
29 | 05:07 1 (60°) 19:54 1 (300°) 14:46:59 +1:20
30 | 05:07 1 (60°) 19:55 1 (300°) 14:48:17 +1:17
31 | 05:06 1 (60°) 19:56 1 (300°) 14:49:32 +1:14
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Ek 8: Haziran 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri

2015 Giin dogumu/ giin batimi Giin uzunlugu
Haziran Giin dogumu Giin batimi Giin Fark
uzunlugu

1 05:06 1 (60°) 19:57 1 (300°) 14:50:44 | +1:11
2 05:05 1 (60°) 19:57 1 (301°) 14:51:53 | +1:08
3 05:05 1 (59°) 19:58 1 (301°) 14:52:58 | +1:05
4 05:05 1 (59°) 19:59 1 (301°) 14:54:01 | +1:02
5 05:04 1 (59°) 19:59 1 (301°) 14:55:00 | +0:59
6 05:04 1 (59°) 20:00 1 (301°) 14:55:56 | +0:55
7 05:04 1 (59°) 20:01 1 (301°) 14:56:48 | +0:52
8 05:04 1 (59°) 20:01 1 (301°) 14:57:38 | +0:49
9 05:03 1 (59°) 20:02 1 (302°) 14:58:24 | +0:45
10 05:03 1 (58°) 20:02 1 (302°) 14:59:06 | +0:42
11 05:03 1 (58°) 20:03 1 (302°) 14:59:45 | +0:38
12 05:03 1 (58°) 20:03 1 (302°) 15:00:20 | +0:35
13 05:03 1 (58°) 20:04 1 (302°) 15:00:52 | +0:31
14 05:03 1 (58°) 20:04 1 (302°) 15:01:21 | +0:28
15 05:03 1 (58°) 20:05 1 (302°) 15:01:45 | +0:24
16 05:03 1 (58°) 20:05 1 (302°) 15:02:06 | +0:21
17 05:03 1 (58°) 20:05 1 (302°) 15:02:24 | +0:17
18 05:03 1 (58°) 20:06 1 (302°) 15:02:38 | +0:13
19 05:03 1 (58°) 20:06 1 (302°) 15:02:48 | +0:10
20 05:03 1 (58°) 20:06 1 (302°) 15:02:54 | +0:06
21 05:04 1 (58°) 20:06 1 (302°) 15:02:57 | +0:02
22 05:04 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:02:57 | <1s
23 05:04 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:02:52 | —0:04
24 05:04 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:02:44 | —0:08
25 05:05 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:02:32 | —0:11
26 05:05 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:02:17 | —0:15
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Ek 8: Haziran 2015 giin dogumu giin batim ve giin uzunlugu bilgileri (devam)

27 [05:05 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:01:58 —0:18
28 | 05:06 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:01:35 ~0:22
29 | 05:06 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:01:09 ~0:26
30 | 05:06 1 (58°) 20:07 1 (302°) 15:00:39 ~0:29

Kaynak: https://www.timeanddate.com/sun/@738743?month=6&year=2015
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