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TESEKKUR
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OZET

AYCICEGINDE (Helianthus annuus L.) MIKROSPOR iZOLASYONU VE IN
VITRO KULTUR KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

izole mikrospor kiiltiirii, bitki 1slah programlarinda yararlamlan embriyogenesis ve

dihaploid bitki eldesi i¢in 6nemli bir kaynak olusturur.

Bu tez ¢alismasinda ay¢iceginde mikrospor kiiltiirii i¢in uygun kosullarin belirlenmesi
farkli protokoller uygulandi. Bu amagla, kapitulum yiizey sterilizasyon prosediirii,
kapitulumlar i¢in en uygun yas ve biiyiikliik, anterden mikrospor izolasyonu ve farkl
aycicegi genotiplerinin  farkli  konsantrasyon ve kombinasyonlardaki besin

ortamlarindaki yanitlar1 denenen dort protokol icin degerlendirildi.

Protokol 1 ve Protokol 2’de NLN besin ortami1, Protokol 3’de sukroz (30 g/l) ve jelrit (7
g/l) eklenmis MS besin ortami, Protokol 4°de ise 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l Kinetin
hormonlarini igeren B5 besin ortami kullanilmistir. Protokol 4’de diger protokollerden
farkli olarak ¢igekgiklerden izole edilen anterlere ilk 7 giin boyunca 32 OC sicaklik ve

0,3 M mannitol iceren ortamda 6n uygulama yapilmistir.

Orta-gec¢ sathada tek nukleuslu mikrospor iceren anterler ezme preparat yontemiyle
secilerek mikrospor izolasyonu gerceklestirilmistir. Tiim protokollerdeki Ornekler
kiltire alindiktan sonra inkiibatorde kiiltire alinmig ve diizenli araliklarla
incelenmislerdir. Protokol 1’de inkiibatére alinan kiiltiir 6rnekleri bir giin sonra ek
santrijlijleme isleminden gegirilerek tekrar inkiibasyona birakilmiglardir. Protokol 2 ile

yapilan ¢alismada kallus elde edilmistir.

Kullanilan aygigegi genotiplerinde mikrospor izolasyonu kallus eldesi saglanmasina
ragmen, kiiltiirlerde goriilen kontaminasyon probleminin, Kallus gelisimini engelledigi
goriilmiistiir ve bitki rejenerasyonu elde edilememistir, planlanan calismalarla sozii

edilen problemlerin ¢6ziilmesi hedeflenmektedir.



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF MICROSPORE ISOLATION AND IN VITRO CULTURE
CONDITIONS IN SUNFLOWER (Helianthus annuus L.)

An isolated microspore culture provides an excellent system for the study of microspore
induction and embryogenesis, and can produce doubled haploid plants, which are used

to accelerate plant-breeding programs.

The present study has been an attempt to develop a suitable protocol for microspor
culture of sunflower. For this purpose, capitulum sterilization procedure, the most
suitable capitula along with their suitable age and size, microspore isolation from anther
tissues and the callus induction and regeneration responses different genotypes were
investigated under different concentrations and combinations of phytohormones in four

protocol of the attempted.

NLN nutrient medium in Protocol 1 and Protocol 2, MS medium supplemented with
sucrose (30 g/l) and gelrite (7 g/l) in Protocol 3, B5 nutrient medium containing 0.2
mg/I kinetin and 0.1 mg/I 2,4-D hormones in Protocol 4 was used. In protocol 4, anthers
isolated from florets, unlike other protocols, were pretreated for the first 7 days in

medium containing 32 °C temperature and 0.3 M mannitol.

In the mid-late phase, anthers containing single nucleus microspores were selected by
crushing preparation method and microspor isolation was performed. The samples in all
protocols were incubated after culturing and were examined at regular intervals. In
protocol 1, culture samples taken from the incubator were subjected to additional
centrifugation one day later and then allowed to incubate again. Callus was obtained in
study with protocol 2.

Although microspore isolation and callus from microspores were induced, the presence
of contamination in cultures usually results in reduced callus proliferation and could not

be achieved plant regeneration.
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SEMBOLLER
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KISALTMALAR

2,4-D
B5
BA
DAPI
IAA
MS
NAA
NLN
CMS
MAS

: 2,4 Diklorofenoksi Asetik Asit

: Gamborg besi ortami

: Benzil Adenin

: 4, 6-diaminido-2-phenylindole

: Indol-3 Asetik Asit

: Murashige ve Skoog besin ortami
: Naftalen Asetik Asit

: Litcher besin ortami

: Sitoplazmik erkek kisirlik

: Marker assisted selection

N6-MS: Chu besin ortami- Murashige ve Skoog besin ortami

EMS
DH
DNA
HCI

: Etil metanosiilfat
: Dihaploid
: Deoksiribo nukleik asit

: Hidroklorik asit

NaOH : Sodyum hidroksit

pH

: Power of hydrogen
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1. GIRIS

1.1 Ayciceginin (Helianthus annuus L.) Genel Ozellikleri ve Tarim

Aycigegi bitkisi hem {ilkemizde hem de diinyada yag ve siis bitkisi ile sanayi gibi
alanlarda kullanimi1 oldukca yaygin olan bir bitkidir (Ilisulu, 1973). Helianthus cinsine
ait 67 tir bulunmaktadir. Bunlardan; Helianthus annuus ve Helianthus tuberosus
beslenme ve sanayi amacgl olarak kiiltiire alinan iki 6nemli tiirdiir. Diger tiirler ise
genellikle siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Helianthus cinsine ait tiirlerde temel

kromozom sayisi (n) 17 olup, tetraploid ve heksaploid tiirleri de bulunmaktadir (Heiser,

1978).

Sekil 1. 1 Aycigegi bitkisi (Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiist).

Aycigeginin sistematikteki yeri asagidaki gibidir (Heiser, 1978).

Alem
Bolim
Smif
Takim
Familya
Alt familya
Cins

Tiir

: Plantea

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Asterales

: Asteracea

: Asteroideae

: Helianthus

: Helianthus annuus L.



Aygigegi bitkisi adin1 yunanca “helios” gilines ve “anthus” cicek anlamlarina gelen
kelimelerden almistir (Heiser ve ark., 1969). Anavatant Peru ve Meksika olarak
bilinmektedir (ilisulu, 1973). Aycigegi bitkisi, Hindistan’dan Fransa’ya, Cin’den
Ukrayna ve Tanzanya’ya, tropikal ve iliman iklimlerde yetisen bir bitkidir (Winter ve
Ravi, 2003). Aycicegi bitkisi ilk defa Kuzey Amerika Kizilderilileri tarafindan yiyecek
ve ilag amaciyla kullanilarak evcillestirilmis ve boya hammaddesi olarak da
kullanilmistir. Arkeolojik kanitlar aygicegi bitkisinin kiiltiire alinmasinin misir, fasulye
ve kabaktan once oldugunu gostermektedir. Aycicegi bitkisi, Ispanyol kasifler
tarafindan Avrupa’ya gotiiriilmiis ve yaygin olarak siis bitkisi olarak ve tibbi amaglar
icin kullanilmistir. Yirminci ylizyilin ortalarinda Rusya’da, yag icerigini arttirmak icin
yapilan ¢alismalar sonucunda aygcicegi, ilk kez bir yag bitkisi olarak kullanilmistir
(Heiser ve ark., 1969). Ulkemizdeki aygigegi tarrmi ise 1945-1950°li yillarda
Bulgaristan’dan iilkemize go¢ eden insanlarin getirdigi tohumlarla baglamistir. Esas

tiretimi ise, 1980’lerden sonra hibritlerin ilkemize girmesi ile olmustur (Kaya, 2014).

Helianthus annuus L. kazik koklii bir bitkidir. Yan koklerinin iizerinde demet halinde
ince kokler olusur (Duke, 1983). Govdesi ¢ok kuvvetli olan bitkinin yapraklari iri ve
gosteriglidir. Helianthus annuus L.’de ¢igek durumu kapitulum olarak tanimlanir. Yani
cicekler bir tabla icerisinde olusurlar. Bu ¢icek durumu aygigeginin ait oldugu
Compositae (Asteraceae) familyasinin karakteristik ¢icek durumudur. Tablalar, govde
tepesinin ucunda, ¢igek sapinin ucunda veya yan dallarin ucunda olusurlar (Heiser,
1978; Seiler, 1997). Bas kismindaki biiyiik diski kapsayan giceklere disk cicekleri
denir. Disk tizerindeki her disk ¢igegine ¢igek¢ik denir (Hu ve ark., 2010).

Disk cicek

Disk cicegi tohumu /
\\w ) //
>

Isin cicek

Brakte

Reseptakulum Disk cicek  Isin cicek

(@) (b)

Sekil 1. 2 Aygigeginin ¢igek yapisini gosteren anatomik ¢izim. (2) aycigegi kapitulum yapisi, (b)
aycigeginin erkek ve disi organlar (https://pbiosunflowers.wordpress.com/).
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Aygigegi normalde uzun bir bitkidir. Baz1 yabani tipleri 4- 5 metreye ulasabilirken,
kiiltiire alinan tiirleri 150-200 cm uzunlugundadir. Bitkilerin boyu iklim ve toprak
kosullarina olduk¢a baglidir ve kuraklik veya kotii toprak kosullart bitki boyunu
olumsuz etkilerken, sulama ve daha az su stresi bitki boyunu olumlu yonde etkiler.
Standart boy (150- 180 cm) hibritlerine ek olarak, yari ciice (100-150 cm) ve ciice (50-
100 cm) boylar1 da diinyada iiretilmektedir. Kisa bitkilerin bazi hastaliklara direngli
olma gibi avantajlar1 olmasina ragmen, yiiksek boyun verimi pozitif olarak etkilemesi
bircok ¢alismada gosterilmistir (Dagustu, 2002; Kaya ve Atakisi, 2003; Kaya ve ark.,
2003, 2005; Hladni ve ark., 2004; Dusanic ve ark., 2004). Ana verim karakterlerinden
biri olan kafa yaricaplari, bitki boyunda oldugu gibi c¢evresel durumlardan oldukca
etkilenirler. Kafa boyutu 5-50 cm (en biiyiigii 82 c¢cm) arasinda degisebilir ve normal
kafa boyutu 18-25 cm arasindadir. ideal tipteki aycicegi kafas1 orta biiyiikliikte (20-25
cm) olarak tarif edilebilir (Miller ve Fick, 1997). Kafa biiyikligi, sekli ve egimi
kantitatif niteliklerdir. Aygigegi verimini arttirmak i¢in optimum bitki yogunlugu, kafa
biiytikliigii ve bas bi¢imi dikkate alinan 6zelliklerdir (Kaya ve Atakisi 2003; Kaya ve
ark., 2003; Joksimovic ve ark., 2004; Sridhar ve ark., 2005; Goksoy ve Turan, 2007).

Temel besin maddelerinden biri olan yaglar, insanlarin yasamsal faaliyetlerini devam
ettirebilmesi i¢in gerekli ve olduk¢a énemlidir (Giirbiiz ve ark., 2003). Diinyada bir¢cok
iilkede tarimi yapilan aygicegi bitkisel yag sanayisinin baslica hammaddesi olup,
ekonomik degeri oldukca yiiksek bir yag bitkisidir (Anonim, 2007). Diinyada yagh
tohumlu bitkiler denildiginde akla soya fasulyesi, yerfistig1, aycicegi, kanola (kolza),
misir, zeytin, susam, palmiye tohumu, yag keteni, aspir, hindistan cevizi ve hintyagi
bitkileri gelmektedir. Diinya genelindeki iiretim miktarlarina bakildiginda en yogun
tiretilen yagl tohumlarin soya fasulyesi, kanola, pamuk tohumu, yer fistig1, aycicegi ve
palm c¢ekirdegi oldugu goriilmektedir. Bugiin bitkisel yag ve mamulleri sektorii
incelendiginde sorunlarin kiiresel, bolgesel, ulusal ve yerel olarak farklilik gosterdigi
ancak biitiinde birbirleri ile etkilesim igerisinde olduklar1 goriilmektedir (Tiiik, 2015).
Ulkeler bazinda 2010-2014 yillar1 ortalama aygigegi iiretim miktar1 Sekil 1. 3’de

gosterilmistir.
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Sekil 1. 3 Ulkeler bazinda 2010-2014 yillar1 ortalama aygigegi iiretim miktar1 (www.fao.org).

Ulkemizde tarim1 yapilan yagh tohumlar grubuna giren iiriinler, aygicegi, ¢igit, soya,
yerfistig1, hashas, susam, kolza ve aspir olarak siralanabilir (Tiiik, 2015). Diinyadaki

yagli tohumlara ait veriler Tablo 1.1’de verilmistir.

Tablo 1. 1 Diinya yagli tohumlar iiretimi (milyon ton) (USDA *Tahmin).

—Yillar 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015
lYagh tohumlar

Soya tohumu 260 | 264 | 240 | 268 | 282 | 318 | 319
Kolza tohumu 61 61 61 63 71 72 67

Pamuk tohumu 40 44 48 46 45 44 38

Aycicek tohumu | 32 34 39 35 42 40 39

Diger tohumlar 54 58 57 61 62 61 62

Toplam 447 | 461 | 447 | 475 | 505 | 536 | 527

2010- 2014 yillan arasinda diinya aygigegi iiretiminde Ukrayna birinci sirada, Rusya
Federasyonu ikinci siradadir. Tiirkiye ise bu yillar arasinda aygicegi iiretiminde

sekizinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1. 4 2010-2014 yillar1 arasinda diinyada aygigegi tiretiminde (ton) ilk on sirada yer alan tilkeler

(www.faostad.org).
Ulkeler itibariyle aycicek yag: iiretimi Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1. 2 Ulkeler itibariyle aygicek yagi iiretimi (bin ton) (Oil World Monthly, 29 Ocak 2016. (*) Tahmini).

ULKELER | 2009/10 | 2010/11 | 2011/12 | 2012/13 | 2013/14 | 2014/15 | 2015/16*
Ukrayna 3.022 3.209 3.935 3.597 4,717 4,157 4,701
Rusya 2.692 2.280 3.741 3.265 4,057 3.672 3.953
AB-28 2.419 2.570 2.284 2.555 3.181 3.210 2.872
Avrjantin 1.156 1.414 1.578 1.181 898 1.116 1.115
Tiirkiye 596 680 705 691 792 650 596
Gliney 330 243 311 236 318 345 290
Afrika

Hindistan 330 209 195 192 185 123 110
ABD 320 216 147 194 195 146 220
Cin 180 183 171 180 254 245 237
Diger 1.498 1.219 1.301 1.308 1.323 1.214 1.154
ulkeler

DUNYA 12.543 12.418 15.161 13.554 16.097 15.078 15.428

Aycigegi, ekim alani ve iiretim kriterleri acisindan iilkemizde ekimi en ¢ok tercih edilen

yaglh tohum bitkisidir. Ulkemizde iiretilen bitkisel yaglarm yaklastk % 50°si de

ayciceginden saglanmaktadir (2015 Yili Aygigegi Raporu, 2015). TUIK verilerine gére



2016 yilinda iilkemizde 6.167.800 dekarlik alana yaglik aycicegi ekimi yapilmistir
(TUIK, 2016). Ulkemizde aygicegi tarrmi en ¢ok Trakya-Marmara Bolgesinde
yapilmakta olup Tekirdag (% 17,8), Edirne (% 14,9), Kirklareli (% 11.,4) illerinde
tiretilmektedir. Bu illeri sirasiyla Adana (% 6,6), Corum (% 3.,9), Tokat (% 3,4),
Aksaray (% 2,9), Amasya (% 2,3) ve Eskisehir (% 2,1) illeri takip etmektedir. Marmara-
Trakya Bolgesini, % 29,2 ile Orta Anadolu Bolgesi takip etmektedir. Geriye kalan
iilkemiz ayc¢icegi liretiminin % 12’si Karadeniz, % 8,7 si Akdeniz ve % 2.,8’1 Dogu ve

Giineydogu Anadolu Boélgelerinde gergeklestirilmektedir (2015 Y1l Aygicegi Raporu).

Ulkemizde 2013 yilinda 609,622 hektarlik alana aygigegi tarimi yapilmustir. 1,523,000
ton aycicegi uretilmistir. 2014 yilinda ise; 653,323 hektarlik alana ekim yapilarak,
1,637,900 tonluk aygigegi tiretimi gergeklestirilmistir (www.fao.org).
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Sekil 1. 5 2010-2014 yillar1 arasinda Tirkiye’deki ortalama aygigegi tiretim miktarlar1 ve aygicegi ekim
alanlar1 (www.faostad.org).

1.1.1 Aygicegi 1slal

Tarim yapilabilecek alanlarin hem Tirkiye’de hem de diinyada {ist sinirlara ulagmig
olmasi1 sebebiyle birim alandan elde edilen iiriin veriminin en yiiksek diizeye ¢ikarilmak
istenmesi ireticilerin ilk hedefi olmustur. Artan niifusla birlikte bu niifusun beslenme
ithtiyaglarimi karsilayabilmek amaciyla verimin daha da yiikseltilmesi gerekmektedir
(Ahmet ve Adak, 2007). Ulkemizde kullanim1 olduk¢a yaygin olan aygiceginde yiiksek

olan talep ancak iiretim artigi ile karsilanabilir. Kiiltiirel tekniklerin iyilestirilmesiyle



olusacak tiretim artiginin yani sira 1slah ¢aligmalarinin yapilmasiyla da yiiksek verimli
cesitlerin gelistirilmesi basarilabilir (Alvarez ve ark., 1992; Marinkovig, 1992;
Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel, 1998). Basaril1 bir
liretimin On sart1, birim alanda istenen bitki sikliginin elde edilmesidir. Bunun i¢in de
ekilen tohumun g¢imlenerek ¢ikmasi gerekmektedir (Munsuz ve ark., 2001). Islah
calismalarinda basariya ulasabilmek icin, 6nce 1slah amacinin iyi belirlenmesi ve 1slah
edilecek karakter ya da karakterlerin Ozelliklerinin iyi bilinmesi gerekir. Tohum
verimini artirmak igin gergeklestirilen 1slah programlarinda, farkli agronomik
karakterlerin verimle olan iliskilerinin bilinmesiyle islah program ve seleksiyonun
dogru bir sekilde ilerlemesi saglanir (Alvarez ve ark., 1992; Marinkovig, 1992;
Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel, 1998). Islah
edilmis kiiltiir bitkilerinin yabani formlariyla karsilagtirildiklarinda bircok mantar,
bakteri ve viriis hastaliklar1 ile zararlilara karsi daha duyarli oldugu ve bu durumun
genelde uygulanan 1slah yontemlerinin eksikliginden kaynaklandigi goriilmiistiir. Islah
programlarinda, seleksiyon ¢aligmalarinda iriin kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler 6n
planda tutulmaktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Aycicegi 1slahina ilk olarak MO 3000
yilinda ayciceginin Amerika’da iretilmesiyle baslanmistir (Meri¢, 2002). Aygicegi
bitkisinde, tohum verimi ile bitki boyu, tabla ¢api, tablada tane sayisi, 1000 tane agirhig
ve tabla bagina tohum agirligr gibi verim komponenetleri arasinda pozitif ve 6nemli
iligkilerin var oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmistir (Alvarez ve ark., 1992;
Marinkovig, 1992; Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel,
1998). Ayciceginde verim ve kalite agisindan melez ¢esitlerin daha iistiin 6zelliklere
sahip olduklar1 ve iki kat daha fazla verim verdikleri bildirilmistir (Fick, 1978; Kaya,
2003). Bundan dolayr Tirkiye’de halen aygicegi ekim alanlarinda {iretilen gesitlerin
tamamina yakininin hibrit g¢esitler oldugu bilinmektedir (Kaya, 2003). Bu nedenle
iilkemizde ve diinyada ay¢iceginde 1slah programlari genelde, hibrit 1slahina yoneliktir
(Kaya ve ark., 2009). Yabanci dollenme 06zelliginden dolayr hibrit gesitlerin
tohumluklarinin her yil yenilenmesi gerekmektedir. Bunun yaninda, aygicegi tariminda
basar1 aynt zamanda uygun ekim zamaninin belirlenmesiyle birlikte her yil sertifikali
tohumlugun kullanilmasimni da gerektirmektedir (Kaya, 2003). Aygigegi tariminda
genelde hibrit gesitler tiretimde kullanilmasina ragmen, aynit CMS (sitoplazmik erkek

kisirlik) gen kaynaklari kullanilmasi nedeniyle, geleneksel 1slah metotlar1 kullanilarak



elde edilen ¢esitlerde, genetik verimlilik kapasitesinin iist sinirina yaklasilmistir. Gerek
ayciceginde, gerekse hibrit 1slahinin uygulandigi diger tiirlerdeki yiiksek verimin elde
edildigi hibritlerde, kullanilan ebeveynler arasindaki akrabalik derecesi ne kadar diistik,
yani birbirleri arasinda genetik uzaklik ne kadar fazla ise, 6zellikle tane veriminde
heterosis olarak adlandirdigimiz melez azmanlig1 o kadar yiiksek olmaktadir (Miller ve
Fick, 1997). Bu nedenle ayciceginde yiiksek verim icin mutlaka farkli genetik
kaynaklara sahip kendilenmis ebeveyn hatlara ihtiya¢ vardir. Bu farkli genler,
ayciceginde ¢ok sayidaki tek veya cok yillik yabani ay¢icegi tiirlerinde mevcut olup, bu
yeni genotip kaynaklarin kiiltiirii yapilan tek yillik Helianthus annuus L. tiiriine bir an
once aktarilmasi gerekmektedir. Ancak bu gen kaynaklarinin kullanilmasi, tiirler arasi
melezlemeler ile miimkiin olup, bunlarin klasik 1slah metotlarim1 kullanarak elde
edilmesine olanak yoktur (Bidney ve Scelonge, 1997). Bu genlerin, yabani tiirlerden
tarim1 yapilan kiiltiir bitkilerine aktarilmasi, ancak biyoteknolojik metotlarin

kullanilmasiyla miimkiindiir (Kaya, 2004).

Biyoteknoloji; doku kiiltiirii teknikleri (somatik embriyogenesis, mikrogogaltim, anter
kiiltiirli, protoplast kiiltiirii) ile c¢ogaltim, DNA parmak izi calismalari, markor
yardimiyla seleksiyon, gen secimine dayali seleksiyon, gen anlatimi, genetik
modifikasyonlar, rekombinant DNA teknolojisi ve bunlarla baglantili genetik
miithendisligi uygulamalarin1  kapsamaktadir (Wheeler, 2004). Klasik 1slah ve
biyoteknolojide ortak amag, ayn1 uygulama ve prensiplere sahip olabilmekle birlikte,
klasik 1slahta caprazlamalar fenotipik gozlemlere dayanmaktadir. Biyoteknolojik
calismalarda ise laboratuvar ve sera ¢alismalar1 daha ¢ok kullanilmaktadir. Klasik 1slah
caligmalarinda genetik markdrler seleksiyon siiresini oldukca hizlandirmaktadir. Markor
yardimiyla genetik 1slah (MAS: Marker Assisted Selection) yaklagiminin genetik
caligmalarin ilerlemesinde katkisi bulunmaktadir (Merkle ve Dean, 2000). Islah
caligmalarinda agronomik 6zelliklerin fenotipik seleksiyonu zaman alan bir yontemdir.
Markorlerin azligi, pleiotropik ve epistatik etkilerin bulunmasi ve ¢evresel etmenlerin
sabit olmamas1 gibi olumsuz durumlarla, morfolojik markoérler yardimiyla seleksiyon
gibi geleneksel metodlarda karsilasilmaktadir. Bu sorunlarla karsilasmamak igin
molekiiler markorler yardimiyla seleksiyon bir alternatif olmaktadir (Melchinger, 1990).
Istenilen genlerle baglantili markérleri belirleyerek 1slah  ¢alismalarinda  erken

seleksiyon kistasi olarak kullanmak ya da bu markorlerden hareketle baglantili genlerin



cogaltilmasini saglamak, iki ebeveynin ¢aprazlanmasiyla meydana gelen bitki
populasyonlarindan yararlanarak gerceklestirilen ¢alismalarda kullanilmaktadir (Knapp,
1994). Molekiiler isaretleyici sistemler, ekonomik olarak O6nemli tarimsal tiirler i¢in
yiiksek yogunluklu DNA markor haritalarinin olusturulmasini ve boylelikle MAS'1n
nihai uygulamalar i¢in gerekli olan ¢ergeveyi saglar (Kumar ve Shekhawat, 2009).
Ayrica MAS ile kantitatif Ozelliklerin seleksiyonu ve kalitim mekanizmasinin
arastirilmasinda, molekiiler baglanti haritalarinin olusturulmasinda ve tamamlanmasinda

da secenek olarak karsilasilmaktadir (Knapp, 1994).

Geleneksel 1slah yontemi i¢in olumsuz durum olusturan bir faktdr, bitkilerin uzun
jenerasyon siiresidir. Kontrollii ¢aprazlama yontemiyle uygun ebeveynlerin kolayca
bulunamamasi 1slah yontemlerinin 6niinde biiyiik bir engel olusturmaktadir. Genetik
olarak ayni oOzellikleri barindiran istiin genotiplerin tiretimi ile genetik kaynaklar
korunabilmektedir (Bonga ve Von Aderkas, 1993; Cavusoglu, 2001). Aseptik kosullar
altinda gerceklestirilen doku kiiltiirii yontemi, arastirma ve iyilestirilmis Uriinlerin
gelistirilmesinde olduk¢a 6nemlidir (Maliro ve Lemeck, 2004). Doku kiiltiirii teknigi,
bitkilere istenilen Ozellikleri kazandirarak, vejetatif ¢ogaltim metodlarina karsi bir
secenek olarak kullanilmaktadir (Kim ve ark., 1985). Doku kiiltiiriinde basar1 6ncelikle
genotipe baghdir. Kullanilan besiyeri, eksplant tipi ve diger kiiltiir kosullar1 bu
yontemde basarili olmak i¢in dnemli olan diger parametrelerdir (Merkle ve Trigiano,
1992). Doku kiiltiiri ¢alismalarinin ana hedeflerinden biri, ayn1 zamanda verimli bir
transformasyon sistemi i¢in bir 6n sart olan yiiksek frekansl siirgiin yenilenmesini elde
etmektir (Jordan ve McHughen, 1988; Dong ve McHughen, 1993). Bitkilerdeki doku
kiltirii calismalarinin temeli, ilk olarak Schwann ve Schleiden’in 1838 yilinda

totipotensi teorisini One siirmeleri ile atilmistir (Pierik, 1987).

Sonug itibariyle, klasik 1slah yontemlerinde ortaya ¢ikan olumsuzluklar haploid bitki
tiretimi ile asilarak dihaploidizasyon ¢alismasiyla dihaploid verimli hatlar elde edilebilir
(Priya ve ark., 2003). Bu tez ¢alismasinda, in vitro mikrospor kiiltiirii ile haploid
aycicegi eldesine yonelik protokollerin  optimizasyonu yoniinde calismalar

gerceklestirilmistir.



1.2 Haploid Bitki Uretimi

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklar: bitki tiiriiniin gamet hiicrelerinde
bulunan kromozom sayisi kadar olan bitkilere haploid bitkiler adi verilmektedir.
Haploid bitki elde etme islemine haploidizasyon adi verilmektedir. (n) kromozom
sayisindaki haploid bir bitkinin kimyasal madde araciligryla tiirlin normal kromozom
sayisina (2n) ulastirilip mutlak homozigot hatlarin elde edilmesine dihaploidizasyon adi
verilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2001). In vitro androgenesis esnasinda veya rejenere
haploidlerde genom diploidizasyonuyla elde edilen ¢ift haploidler (DH) 1slah
programlarinda  kullanilmaktadir (Slusarkiewicz-Jarzina ve ark., 2017). Diploid
bitkilerle ayni1 organlara sahip olan haploid bitkiler, morfolojik olarak zayif, gligsiiz,
bodur ve daha kiiciik yapili olup gelisimleri daha yavastir. Yapraklar1 dar ve kiigiik,
govde ve dallarda bogum aralar1 kisa iken, ¢igeklenme siiresi daha uzundur. Kiiciik
cicek acarlar ancak sterildirler ve tohum baglamazlar. Polenleri kiigiik, anormal sekilli
ve igleri bos olup, bu polenlere sahip anterler ¢atlamaz. Plastid sayilari azdir. Ayrica
stomalar1 daha kiicliktiir ve birim alanda daha fazla stoma tasirlar (Emiroglu, 1982; Er,
1992; Ellialtioglu ve ark., 2001). Bu 6zelliklerinden dolayr normalde hi¢ bir tarimsal
deger tasimayan haploid bitkiler; bitki 1slah1 genetik, sitolojik, fizyolojik, biyolojik ve
biyokimyasal ¢aligsmalar i¢in son derece 6nemli ve degerli materyallerdir (Abak, 1986;
Wenzel ve Foroughi - Wehr, 1994; Ferrie ve Keller, 1997; Hatipoglu, 1999; Ellialtioglu
ve ark., 2001). Haploid bitkiler, verimli diploid bitkilere donistiiriilerek 1slah
programinda kullanilabilirler. Haploid bitkiler, her bir lokustaki allelerin yalnizca bir
serisini igerirler ve bu oOzelliklerinden dolayr 1slah caligmalarinda biliylik 6nem
tagimaktadirlar. Haploid bitkiler homolog kromozomlarin sadece bir takimini igerdigi
icin resesif mutasyonlar agiga ¢ikabilmektedir. Ayrica haploid bitkilerin kromozom
sayilarinin katlanmasi sayesinde %100 homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Bu
sayede uzun yillar alan saflastirma islemi, birka¢ ay gibi kisa bir siirede
yapilabilmektedir. Boylece kombinasyon 1slah1 ve F; hibrit ¢esit 1slah1 programlarinda
zaman yoOniinden oldukc¢a kazang saglanabilmektedir. 1922 yilinda Blakeslee tarafindan
Datura stramonium bitkisi ile ¢alisma yapilmis ve kendiliginden meydana gelen ilk
haploid bitki tanim1 yapilmustir. Ikinci olarak, 1929 yilinda Kostoff tarafindan yapilan
calismada iki farkl tiire ait tiitiin bitkisinin c¢aprazlanmasiyla (Nicotiana tabacum Xx

Nicotiana langsdorfii) dogal yollarla ortaya ¢ikan haploid bitki olusturuldugu rapor
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edilmistir. Tirden tiire ve tiir icerisindeki genotiplere gore degiskenlik gostermekle
birlikte, dogada kendiliginden haploid bitki olugma olasilig1 % 0.1- 0.001 gibi oldukca
diisiik seviyede kalmaktadir (Pocard ve Dumas de Vaulx, 1971).

Haploidlerin olusum yollar1 bes ana grupta toplanabilir:

Bunlardan ilki olan ginogenesis yonteminde, yumurta hiicresi dollenme gergeklesmeden
zigot gibi boliinme islemini baslatir. Bunun sonucunda haploid yapida bir embriyo
olusturur. Disi esey hiicresi ile erkek esey hiicresi birlesmedigi halde; embriyo kesesi
sekonder ¢ekirdekleri ile polen generatif ¢ekirdegi birlesir. Bu birlesme sonrasinda
embriyonun ¢imlenebilmesi i¢in gerekli olan endospermi meydana getirirler (Sauton,
1987).

11
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Sekil 1. 6 Bitkilerde kendiliginden ve uyart1 yoluyla haploid olugum yollar: (Ellialtioglu ve ark.,2001).

Homozigoti oldukca kisa siirede elde edilerek genetik ve 1slah ¢aligmalarini yapmak
kolay hale gelmekte ve birka¢ jenerasyon beklemek yerine homozigot hatlara bir
jenerasyonda ulasilabilmektedir;

Klasik yontemlerle homozigot hatlara ulagmanin kolay olmadig1 bitkilerde,
dihaploidizasyon yontemiyle bir jenerasyonda bu hatlara ulasilabilir;

Cok yillik meyve ve bitkilerde, homozigot hatlarin elde edilmesi uzun bir siireg¢

almaktadir. Bundan dolayi bu tiirlerde haploidizasyon biiyiik dnem tasimaktadir;
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Haploidinin hibrit ¢esidi 1slahinda, F; hibrit ¢esitlerin gelistirilmesinde homozigot hatlar
arasinda iistiin kombinasyon yetenegi verenlerinin belirlenmesinde 6neme sahip olmast;
Haploidi sayesinde F; asamasindaki melez bitkilerden haploid olanlar segilerek farkli
genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte birlesmesi istenen o6zelliklere sahip bitkiler
elde etmek miimkiin olabilmektedir;

Resesif mutasyonlarin ortaya ¢ikmasinda haploidizasyon uygulanabilecek en etkili
yontemdir. Haploid bitkilerde dominant genler resesif genleri baskilayamadigi igin
diploid hatlarda genetik agilimi izlemek miimkiin olabilmektedir;

Protoplast kiiltiirli ile yapilan somatik hibridizasyon tekniginin var olan dezavantajlart,
haploid bitkiler ile ortadan kaybolmaktadir;

Haploid ve dihaploidler, sitolojik, fizyolojik ve genetik alanlarinda kullanilan oldukga
degerli materyallerdir;

Haploidizasyon ile 1slah etkinligi artmaktadir (Gallais, 1978; Demarly ve Sibi, 1989).
Bu 1slah etkinliginin artmasi, dihaploid bitkilerin déllerinde bir agilim bulunmadigindan
genotipler arasinda etkili eliminasyon yapilarak ve dominansi etkisinin kalkarak
eklemeli gen etkisinin ikiye katlanmasiyla gergeklesmektedir;

Diploid  bitkilerin  {iretilmesi i¢in  tetraploid bitkilerin haplodizasyonundan
yararlanilmasi;

Haploid uyartimi ve sonrasinda kromozom katlamasiyla, kendilemenin miimkiin
olmadig1 dioik tiirlerde saf erkek bitkiler elde etmek miimkiin olmaktadir;

Haploid bitkiler, ¢esitli patojenlere ve bunlarin irklara karst in vitro seviyede tercih
olanagi saglamaktadirlar;

Dihaploid hatlar gen haritalarinin ¢ikartilmasinda kullanilabilmektedir. Dihaploid
hatlarm  markér  ¢aligmalarinda,  heterozigotiden  kaynaklanan, intermediyer
ekspresyonlar olmayacagi i¢in ¢alisilmak istenen gen orani 1:1 olacaktir (Ellialtioglu ve

ark., 2001).
1.2.1 Androgenesis (erkek gamet) yoluyla haploid bitki eldesi

Androgenesis, haploid hiicre kaynagi olan mikrospor varligina dayanmaktadir.
Androgenesis ile normal sartlar altinda erkek gameti olusturacak olan mikrospor
hiicresinin gametofitik gelisimi durdurularak, cesitli uyartilar vasitasiyla embriyojenik

olusuma zorlanir. Polen gelisimi mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis olmak
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tizere iki evrelidir. Mikrospor ana hiicresinin olusumu ve bunu izleyen mayoz boliinme
sonucunda haploid mikrosporlarin olugmasina mikrosporogenesis, mikrospordan
cekirdek ve hiicre bdliinmeleri ile sperm hiicrelerinin  olusumuna da
mikrogametogenesis adi1 verilmektedir (Emiroglu, 1982). ilk kez 1953 yilinda Tulecke
tarafindan Ginkgo biloba bitkisiyle yapilan ¢alismada, bu bitkiye ait polenlerin kiiltiir
ortaminda haploid kallus meydana getirmek i¢in uyarilabilecegi sonucuna varilmistir
(Guha ve Maheshwari, 1966). 1964 yilinda Datura stramonium bitkisi ile yapilan
calismada, bu bitkiye ait anterler in vitro ortamda kiiltiire alinarak ilk haploid bitki Guha
ve Maheshwari tarafindan elde edilmistir. Bunun ardindan tiitiin bitkisinde aym
yontemle haploid embriyolar elde edilmistir (Bourgin ve ark. 1967). Basariyla
sonuclanan bu calismalardan sonra bir¢ok farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda
haploid bitki eldesi saglanmistir (Bajaj, 1983; George ve Sherrington, 1984; Pierik,
1989). Haploid bitki eldesi i¢in Helianthus cinsinde mikrospor kiiltiirii ile yapilan
calismalarda, bu teknik gelistirilmis ancak haploid bitki eldesinin gii¢ oldugu
saptanmistir (Giirel ve ark., 1991; Todorova ve ark., 1993).

Yin Lu ve arkadaslarinin 2016 yilinda bes farkli Cin lahanasi (Brassica rapa)
genotipleri ile yaptiklar1 c¢alismada, farkli siirelerde ve konsantrasyonlarda etil
metanosiilfat (EMS)’e batirilmis 6rneklerin mikrospor gelisimi ve embriyo iiretim hizini
gozlemlemis ve EMS ile muamele edilmis tomurcuklardan elde edilen mikrosporlardan
elde edilen dihaploidlerin hizli bir sekilde homozigot Cin lahanasi mutantlarinin

olusumunda etkin bir yaklagim oldugu belirlenmistir.

Androgenesis yoluyla haploid bitki eldesinde anter ve mikrospor kiiltiiri 6nemli iki
yoldur. Bu tez calismasinda, ay¢iceginde mikrospor kiiltiirii optimizasyonu ¢alismasi

yapilarak haploid bitki eldesine yonelik uygulamalar gerceklestirilmistir.
1.2.1.1 Androgenesisi etkileyen faktorler

Androgenik anter sayist ve her bir anterden saglanan embriyo sayisi gesitli faktorlerden
etkilenerek degisebilir. Anter kiiltiiriinlin basariya ulasmasi, anterlerin elde edildigi
donor bitkiden ve anter Kkiiltlirii isleminin uygulanmasi sirasindaki kosullardan
etkilenerek degisebilir. Anter kiiltlirlinden elde edilen haploid bitki sayisini etkileyen
faktorler su sekilde siralanabilir;
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Anter verici (donor) bitkiden kaynaklanan faktiorler
Genotip

Anter kiiltiirliyle haploid bitki elde etme basaris1 yliksek oranda anterlerin alindigi
bitkilerin genotiplerine baghdir. Su ana kadar yapilan ¢alismalarda; genotiplerin, ayni
kiiltiir kosullarinda islem gormesine ragmen anter yanitlarinin genotipler arasinda
farklilik gosterdigi bilgisine ulagilmistir (Ellialtioglu ve ark., 2001). Nitsch (1969), 12
tiitlin tiiriinden 5 tanesinin; Gresshof ve Doy (1972), 18 farkli Arabidopsis hattindan 3
tanesinin, Irikura (1975), 118 farkli Solanum genotipi icerisinden sadece 19 tanesinin
polen embriyogenesisi olusturdugunu belirtmektedir. Haploid bitki elde edilmek istenen
genotipten yiiksek oranda androgenetik cevap alabilmek igin, her genotipin kiiltiir
kosullar1 optimize edilmelidir (Dunwell, 1981). Bir diger yol olarak ise; embriyo
olusturma ihtimali fazla olan genotiplerle, embriyo olusturma basarisi yiiksek olmayan
genotiplerin ¢aprazlanarak melez dollerden az veya ¢ok embriyo elde edilmesi

onerilmistir (Jacobsen ve Sopory, 1978).
Donor Bitkinin Yetisme Kosullar:

Mikrosporlardan in vitro kosullarda haploid embriyo uyartimindan olumlu sonug
alabilmek icin, bitkilerin genotipleri kadar yetistirilme kosullar1 da son derece dnem
tasimaktadir. Bitkilerden elde edilen anterlerde basarili olmak igin sicaklik, 151k
yogunlugu, ginliik 1siklanma stiresi, havadaki CO, konsantrasyonu ve bitkinin
beslenme sartlar1 gibi ¢gevresel faktorler olduk¢a 6nemlidir. Bu kosullarin énemi ilk defa
Dunwell ve Perry (1973) tarafindan yapilan c¢aligmada ortaya konulmustur. Bu
calismada, bitkilerin yetistikleri ortamin 1siklanma siiresinin; tiitiindeki anter kiiltiirtinde
haploid embriyo olusumundaki etkisi gozlemlenmistir. Bitkideki haploid embriyo
olusumunu etkileyen diger degisken ise anterlerdeki mikrosporlarin yapilari ve
kaliteleridir. Sunderland (1971), gergeklestirdigi calismada, kiiltiirdeki tiitiin anterlerinin
farkli biiytiklikklere sahip ve boyandiklarinda daha agik renkte goriinen polenler
igerdiginden s6z etmistir. Sonrasinda ¢avdar (Wenzel ve Thomas, 1974) ve arpada
(Dale, 1975), tim polenlere ait morfolojilerin benzer olmadigini, aralarinda degisik
morfolojik yap1 gosterenlerin oldugu sonucuna varilmistir. Bu duruma polen dimorfizmi

ad1 verilmektedir. Bu durumda bulunan polenlerin bir kismi gametofitik yondeki
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gelismesini devam ettirerek normal polenleri olustururlar. Geride kalanlar ise sporofitik
gelisme yoniinde ilerleyerek embriyo olusturma yetenegi kazanirlar. Anterlerin
igerisinde olusan embriyojenik polenlerin oranina bagli olarak donér bitkilerin
yetistirilme kosullarinin anter kiltiirii tizerindeki etkisi hakkinda yorum yapilabilir

(Ellialtioglu ve ark., 2001).
Anter kiiltiirii tekniginden kaynaklanan faktorler
Anterlerin gelisim donemleri

Anter kiiltiirii tekniginin basarili olmasi i¢in dikkat edilemesi gereken bir nokta da,
anterlerin donor bitkiden izole edildigi anda igerisindeki mikrosporlarin hangi gelisme
doneminde olduklaridir. Anter kiiltiirlerinde en etkili sonuglar, tek ¢ekirdekli mikrospor
evresinin erken veya ge¢ asamasindaki mikrosporlarin bulundugu anterlerden elde
edilmektedir. Anterlerde bulunan polenlerin gelisme evrelerini belirlemek icin sitolojik
gozlemler yapmak gereklidir. Bu evre asetokarmin ile hizli boyama yapilarak
belirlenebilecegi gibi, DAPI boyast kullanilarak florasan mikroskopu altinda da
mikrosporlarin ~ gelisme  evreleri  saptanabilir.  Mikrosporogenesis  asamalarini
izleyebilmek igin uygulanabilecek bir baska yol ise; parafine gomerek kesit almaktir. Bu
islem sonrasinda preparatlar metilen mavisi ya da hematoksilin gibi boyalarla boyanarak
net goriintiiler elde edilir. Fakat bu yontem uzun zaman almaktadir. Bundan dolay: anter
kiiltliri yapilmasina karar verildiginde ilk olarak parafin yontemi kullanilarak
mikrosporogenesis asamalar1 belirlenir. Daha sonra laboratuvar ¢alismasi esnasinda taze
anter materyalinin incelenmesi igin anterleri asetokarmin ile boyayip ezme preparat

hazirlamak oldukga hizli ve kolay bir yoldur.
Anterlere yapilan 6n uygulamalar

Cigekgiklere gergeklestirilen 6n uygulamalar, kiiltiirdeki mikrosporlarin gelismelerine
olumlu yonde katkida bulunur. Bu uygulamalardan en etkili olam1 da soguk
uygulamasidir. 4-10 °C arasinda 72 saat ile 4 hafta arasi 6n uygulama yapilan
cicekgikler rejenerasyon acisindan pozitif cevaplar vermistir. Soguk uygulamasinin
anter kiiltlirlerinde kallus ve bitkiye doniislim asamasinda yaptigi olumlu katkinin

nedeni heniiz tam olarak agikliga kavusmamistir. Bu olumlu etkinin nedenleri {izerine
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birkag¢ goriis bulunmaktadir. Bu goriislere gore; sogukta bekletme esnasinda giigsiiz ve
hayatta kalma sansi diisikk olan anter ve mikrosporlar hemen kahverengiye donerek
olmektedirler. Boylelikle geride kalan gii¢lii anterler kiiltiire alinarak in vitro kosullarda

yiiksek oranda rejenere olabilmektedirler (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Sunderland ve Roberts (1979)’un ¢alismasinda, sicaklik siiresinin ve derecesinin, soguk
sok on uygulamasinda Onemli oldugu ortaya konmustur. Cok soguk olmayan
sicakliklarda uzun siire yapilan soguk uygulamanin, daha diisiik derecede, daha kisa

siirede yapilan uygulamadan daha etkili oldugu sonucunu bulmuslardir.

Anter kiiltiirii icin olduk¢a 6nemli bir diger nokta da; mikrospor tanelerindeki nisasta
birikimidir. Birinci polen mitozundan sonra mikrosporlarda nisasta birikimi artmakta ve
mikrosporlarin embriyo olusturmak icin sporofitik gelismeye yonlenme sanslar1 yok
olmaktadir. Nisasta igerigi az olan tek c¢ekirdekli mikrosporlarin embriyo olusturmasi
kiiltir sartlarinda ¢ok daha kolay bir sekilde gerceklesmektedir (Foroughi-Wehr ve
Wenzel, 1993).

Cicekciklere uygulanan soguk sokunun anter duvarinda da etkisi gozlenmistir. Anter
duvari, inkiibasyon siiresi boyunca kahverengiye doniiserek yaslanip kiiltiir ortamina
toksik madde salgilayabilirler. Kiiltiire alinmadan 6nce uygulanan soguk soku sayesinde
anter duvar1 daha ge¢ yaslanarak olumsuz etkileri 6nemli oranda engellenmektedir
(Ellialtioglu ve ark., 2001).

Nitsch (1974)lin  yaptig1 c¢alismada, ethrel wuygulamasi ile santrifiij islemi
gerceklestirme On uygulamalarinin da anterlerden embriyo olugmasina olumlu katkida

bulundugu sonucuna varilmistir.
Besin ortaminin bilesimi ve yapisi

Biitlin bitki tiirlerinin olumlu yanit verecegi bir anter kiiltiir ortam1 bulmak oldukca
zordur. Anter kiiltiiri yaniti, gesitli tiirlerde ve hatta ayni tiiriin genotipleri arasinda bile
farklilik gostermektedir. Anter kiiltiiriinde ilk olarak gametofitik dokular1 sporofitik
gelismeye doniistiirme asamasinda uyaracak oksin gereklidir. Bitkicige doniisiim
evresinde sitokininlere ihtiyag vardir. Anter kiiltiirlerinde oksin kaynagi olarak 2,4-D,
NAA ve IAA kullanilmakta olup sitokinin kaynagi olarak ise, ¢cogunlukla Kinetin,

sonrasinda ise BA ve zeatin yaygin olarak kullanilmaktadir (Ellialtioglu ve ark., 2001).
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Murashige ve Skoog, White ve Nitsch besin ortamlar1 anter kiiltiirlerinde en sik
kullanilan besin ortamlaridir (Sink ve Padmanabhan, 1977). Baz tiirlerde ise B5 besin

ortaminin daha olumlu sonuglar verdigi ortaya konmustur (Keller ve Armstrong, 1979).

Anter kiiltiirlerinde karbon kaynagi olarak genellikle sakkaroz kullanilmakla birlikte,
glukoz ile glukoz ve sakkaroz karisimlari da kullanilmaktadir. Agar ilave edilerek
olusturulan yari-kat1 haldeki ortam anter kiiltiirlerinde siklikla kullanilmaktadir
(Ellialtioglu ve ark., 2001).

Inkiibasyon kosullar:

Inkiibasyon sirasinda kullanilan 1s131n nitelik ve niceligi ile sicaklik gibi cevresel
etmenler anter kiiltlirliniin bagarili olmasinda etkili olan faktorlerdendir. Baslangig
asamasinda anterler 20 ile 30 9C’ler arasinda kiiltiire alinirlar ve sonra anterlerde disiik
sicaklik ve farkli 151k zamanlarinda bekletilen anterlerden embriyo olusur. Sonrasinda
rejenere olan bitkicikler daha yiiksek 151k yogunluguna aktarilmaktadirlar. Inkiibasyon
esnasinda uygulanan sicaklik ile 1s1k yogunlugu arasinda siki bir baglant1 bulunmaktadir
(Ellialtioglu ve ark., 2001).

1.2.1.2 Anter kiiltiirii

Olgunlasmamis polenleri i¢eren anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda
yapay besin ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid
embriyolar elde edilmesi olaymna ‘anter kiiltiirii’ ad1 verilmektedir. Anter kiiltiiri
yapilarak, normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya doniisecek olan polen tanesinin
gametik gelisme yoOnii; heniiz tek cekirdekli donemdeyken somatik gelisme yOniine
dogru cevrilmekte ve bdylece ‘mikrospor androgenesisi’ veya sadece ‘androgenesis’

olarak adlandirilan olusum ger¢eklesmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Anterlerden haploid bitki olusumu baslica iki yolla olmaktadir (Bajaj, 1990a).

1. Direkt androgenesis: Polen tanesinden yani mikrospordan bir embriyo farklilagmasi
olusmaktadir (embriyogenesis).

2. Indirekt androgenesis: Once polen tanesinden bir kallus gelisimi olmakta ve daha

sonra embriyo ya da siirgiin rejenerasyonu gergeklesmektedir (organogenesis).
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Sekil 1. 7 Anterlerden haploid bitki olusum yollari. (a) dogrudan in vitro androgenesis, (b) dolayli in
vitro androgenesis (https://www.slideshare.net).

Anter kiiltiirii ile ilgili iilkemizde ve baska lilkelerde bir¢cok calisma gerceklestirilmistir.
1921 yilinda ilk dogal haploid bitki, Datura stramonium L. bitkisi ile kesfedilmistir.

Bohorova’nin (1985)’de iki farkli ay¢icegi genotipi ile yaptigi ¢alismada direkt govde

gelisimi elde etmislerdir.

Mix’in (1985)’de yaptig1 ¢alismada 6 adet androgenik aycicegi bitkisi elde edilmis ve

bunlarin 2 tanesinin haploid olduklar1 saptanmustir.

Sakin (1994) yaptig1 ¢alismada 20 farkli genotip ve farkli besin ortamlart (N6-MS)
kullanilmistir. Genotipin haploid bitki iiretiminde 6nemli bir etken oldugunu ortaya

koymustur.

Irikova ve Rodeva (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada, farkli besin ortamlarinda kiiltiire
alinan Bulgar biberlerine ait 4 hat, 5 varyete ve 2 F1 hibritin anter kiiltiirlerinin in vitro
tepkilerini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda in vitro biber anter kiiltiiriniin
tepkisinin biiyiik oranda dondr bitki genotipi, ortam kompozisyonu ile eklenenler ve

biiyiime diizenleyicilere dayandigini bildirmislerdir.

Koleva Gudeva ve Trajkova (2012), biber bitkisinin in vitro anter kiiltiiriinde
androgenesis etkinliliginin arttirilmasini  amaglamis ve buna bagl olarak da
embriyogenesisin basarilmasi, olusan embriyolarin bitkiciklere doniismesi, bitkiciklerin
steril kosullardan sera kosullarina basarili adaptasyonu ve dis ortama alistirilmast ve
plastik tiinel kosullarinda elde edilen androgenetik biber hatlarinin 1slah siireglerinde

kullanilmast bu ¢alismanin hedefleri arasinda olmustur. Sonugta anter Kkiiltiiriiniin
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devam ettigi siirecte androgenesis etkinlili§inin genotipe ve yetistirme kosullarina bagl

oldugunu gozlemlemislerdir.

Luitel ve Kang (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, haploid iiretiminde androgenesisin
etkinliligini belirlemek i¢in Dumas de Vaulx (CP) ve Murashige ve Skoog (MS) kiiltiir
ortamlarimi kullanarak mini paprika F1 hibridinin Vine sweet ¢esidinin (kirmizi, sar1 ve
turuncu tipleri) in vitro androgenik tepkisini arastirmislardir. Bulduklari sonuglara gore
kullandiklar1 her iki ortamda da tiim mini paprika tiplerinin anter kiiltiiriinde kallus ve
embriyo olusum sikliklar1 degisiklik gostermistir. Her iki kiiltiir ortamindaki anterler

tiim paprika tiplerinde rejenerasyon olmaksizin kallus olusturarak tepki vermistir.
1.2.1.3 Mikrospor kiiltiirii

Mikrospor Kkiiltiirii, anter kultiirii ile birlikte androgenesis yoluyla haploid bitki
eldesinde kullanilan Onemli bir yontemdir. Olgunlasmamis mikrosporlarin, anter
igerisinden izole edilerek in vitro kosullarda besin ortamlarinda gelistirilmesi ve
bunlardan haploid embriyolarin elde edilmesi islemi ‘mikrospor kiiltiirii® olarak

adlandirilmaktadir.

§ TT —f

Mikrospor
ana hiicresi Mikrospor

n /
Vejetatif
gekirdek Generatif
n cekirdek
n

Polen POLEN
keseleri

Sekil 1. 8 Anter icerisindeki mikrosporlar ve olusum agamalar1 (http://www.biyolojiterimleri.com).

Mikrosporlar kiiltiire alinmadan o6nce anterlerden izole edilirler ve tek c¢ekirdekli
donemde olduklarina karar verilen mikrosporlar, anterlerden mekanik olarak ayrilirlar.

Mikrospor kiiltiirii asamalar1 Sekil 1.9’da gosterilmistir.
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Sekil 1. 9 Mikrospor kiiltiiriiniin uygulamsi. (A) tomurcuktan (B) ¢ikartilan olgunlasmams anterlerin (C) mekanik olarak
homojenize edilmesi (D) polen siispansiyonunun (E) filtreden gecirilmesi (F) Siispansiyon, siizme isleminden
sonra santriftij edilmesi (G) mikrosporlardan olusan ¢okelti elde edilerek iizerindeki sivinin bosaltilmasi (H,J)
mikrosporlarin besin ortamiyla yeniden siispansiyon haline getirilerek pipet yardimiyla (K) petri kutularindaki
kiiltiir ortaminin iizerine inokiile edilmesi (Pierik, 1989).

Mikrospor kiltiirti, anter kiiltiirlinde var olan olumsuz durumlari ortadan kaldirarak

haploid embriyo sayisin1 cogaltmak i¢in gelistirilmis bir metotttur.

Mikrospor kiiltiirliniin avantajlar1 su sekildedir (Pierik, 1989; Hess, 1992; Foroughi-
Wehr ve Wenzel, 1993);

Anter kiltiirlinde mikrosporlara ek olarak diploid yapiya sahip olan anter duvari,
tapetum ya da septum gibi anter dokulardan da embriyo olusabilir. Olusan diploidlerin
yasama ihtimali haploidlere gore her zaman daha fazladir. Mikrospor kiiltiirii ile bu
durum ortadan kalkmaktadir;

Anter kiiltiirinde mikrosporlar anter duvarimi astiktan sonra besin maddelerini
alabilirken mikrospor kiiltiirlinde polenler besin ortami ile direk olarak temas
kurabilirler;

Anter kiiltiirinde ABA ya da toksik maddeler gibi engelleyici maddeler s6z konusu iken

mikrospor kiiltiiriinde bu maddeler anterle birlikte ortamdan uzaklastirilmaktadir;
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Bir polen tanesinden direk olarak embriyoya dontisiimii miimkiin oldugundan gen
transferi galigmalart i¢in bu yontem olduk¢a uygundur ve Agrobacterium vasitasiyla
genetik transformasyon ile ilgili gergeklestirilen ¢alismalarda biiyiikk avantaj
saglamaktadir;

Abiyotik veya biyotik stres durumlarina dayaniklilik hedeflendiginde in vitro seleksiyon
icin elverigli yontemdir;

Kiiltiire alindiktan sonra embriyo olusumunu takip etmek, anter kiiltliriine gore daha
kolaydir;

Mutasyon ve genetik calismalarinda baglangic materyali olarak polen taneleri anterlere

gore daha ¢ok tercih edilmektedir.

Homojen materyal ile calisma imkani ve haploid embriyo evrimi anter kiiltiirii

yontemine gore daha fazladir (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Mikrospor kiiltiirii ¢aligmasi, Guha ve Maheshwari (1964)’nin Datura innoxia bitkisiyle
yaptiklar1 ¢alisma ile gelismistir. Bu ¢alismada, Datura innoxia bitkisinin gelismemis
polenlerini iceren anterlerinden, spesifik ¢evresel faktorleri fark edip, haploid bitkilerin

kolayca tiretilmesi islemi gergeklestirilmistir.

Nitsch  (1974), mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitki eldesini basariyla
gerceklestirmistir.

Bu gelismeden sonra Lichter (1982) Brassica sp. bitkisinde mikrospor izolasyonunu
gerceklestirerek haploid bitki eldesi amaciyla besi ortamina almistir. Bu adim, dihaploid

bitki tiretimi i¢in 6nemli bir noktadir.

Miyoshi (1996)’nin Solanum melongena L. ile yaptigi ¢alismada kallus elde edilmis,
elde edilen rejenerantlardan rastgele secilen 12 tanesinin birinin haploid, yedi tanesinin

diploid, ti¢iiniin triploid ve bir tanesinin tetraploid oldugu sonucu rapor edilmistir.

Bal ve arkadaslar1 (2009), tiitiin bitkisinde mikrospor embriyogenesi baslatmak icin
kullanilan protokoliin bir modifikasyonunu patlicanda g¢alismislardir. Bu c¢alismada,
simetrik bolinme ve ¢ok ¢ekirdekli yapilarin iretiminde tiitlin i¢in uygulanan
protokoliin patlican i¢in de wuygulanarak tepki alinabildigi sonucunu ortaya

koymuslardir.
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Yin ve arkadaslar1 (2010), biberden izole edilen mikrosporlarin embriyoid baslatimini
ilerletebilmek igin bir aragtirma yapmis ve diisiik sicaklik 6n uygulamasi, biiylime
diizenleyicilerinin kombinasyonlar1 ve aktif karbon konsantrasyonlarinin in vitro'da
izole edilen biber mikrosporlarmin embriyoid olusumunu etkileyen kritik faktorler
oldugunu belirlemislerdir. Bu protokoliin biber 1slahi agisindan dihaploid bitkileri

tiretmek i¢in potansiyel bir arag olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Aycigeginde mikrospor kiiltiirii ile ilgili ilk calisma Giirel tarafindan 1991 yilinda
gerceklestirilmistir. Bu calismada 3 hibrit ve 1 inbred hat kullanilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan ¢igekgikler ezilerek mikrosporlar elde edilmistir. Elde edilen bu
mikrosporlar NLN besiyerine alinmiglardir. Bir hibrit ve bir inbred hattan embriyolar

elde edilmis ancak MS besin ortamina alindiktan sonra bu embriyolar kaybedilmistir.

Todorova (1993)’nin yaptig1 calismada, canli ve saf mikrosporlar elde edebilmek icin
yeni bir sistem gelistirilerek 8 tiirler arasi hibrit ve 3 aygigegi hibriti kullanilmustir.

Farkl1 besin ortamlarina alinan miksporlarin gelisimleri takip edilmistir.
1.2.2 Ginogenesis (disi gamet) yoluyla haploid bitki eldesi

Disi gametofit haploid hiicrelerinin partogenesise benzer sekilde embriyo olusturmalari
icin yonlendirilmeleri ginogenesis yoluyla haploid bitki eldesinde izlenen yoldur. Sogan
(Allium cepa L.), seker kamisi (Beta vulgaris L.) ve bazi agaglarda ginogenesis
kullanilmistir (Michalik ve ark., 2000).

1.2.2.1 Ovul ve ovaryum Kkiiltiirleri

Doéllenmemis yumurtalifin veya yumurta hiicrelerinin kiiltiire alinmasiyla haploid
embriyo ve bitki olusumuna ‘ovaryum’ veya ‘oviil kiltiirleri’ adi verilmektedir
(Aalders, 1958). Oviil veya ovaryum Kkiiltiirlerinden basarili olabilmek igin Onem
verilmesi gereken onemli noktalardan birisi, yumurtaligin fizyolojik olarak iginde
bulundugu gelisme dénemidir. Bunu Kkesin olarak belirlemek igin ayni gigek igerisinde

bulunan anterlerdeki uygun gelisme evresini bulmak gerekir (San Noeum, 1976).
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1.2.2.2 Eksik veya yetersiz polenlerle tozlama

Bircok bitki tiiriinde disi gametlerin in vitro kiiltiire alinmasiyla yalnizca disiik
frekansta haploid embriyolarin olusabilecegi sonucuna varilmistir. Bu sebeple,
haploidlerin elde edilme oranini yiikseltecek c¢alismalar giindeme gelmistir. Bu
gelismeye bagl olarak, 1965 yilindan sonra eksik ya da yetersiz polenler kullanilarak

embriyo olusturma ve bu embriyolar1 bitkiye doniistiirme ¢alismalar1 baslamistir.

Partenogenetik embriyo olusumunu uyarmak tizere kullanilacak eksik veya yetersiz
polenleri elde etmek ic¢in, degisik kimyasal maddeler ile radyoaktif 1s1n
uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Ayrica, uzak akrabalar arasi melezlemeler,
tozlamalarin geciktirilmesi, sicaklik soklar1 da uygulanan diger tekniklerdir. Polenlere
yapilan bu uygulamalar sayesinde polen generatif ¢ekirdegi inaktif hale getirilmekte,
bununla birlikte ¢imlenme yetenegini koruyan polenler disicik tepesi iizerinde
cimlendiklerinde olusturduklar1 uyartim sonucunda, partenogenetik olarak haploid

embriyolar meydana gelmektedir.

Tozlamada kullanilacak aktif olmayan polenler, farkli kimyasallar araciligiyla da elde
edilebilmektedir. Bu amag i¢in kolsisin ve tolidin mavisi en fazla kullanilan maddelerdir
(Sar1 ve ark., 1995; Kurtar, 1999).

1980’11 yillarda polen 1sinlamast ve 1smlanmis polenlerle disi ¢igeklerin tozlanmasi
yontemleriyle haploid embriyolarin meydana getirilmesi ¢aligsmalar1 baslamis ve bu
yontemle birgok bitki tlirlinde basarili olunmustur. Isinlanmis polenlerle yapilan
tozlama yoluyla partenogenetik embriyo uyartimi, basta Cucurbitaceae familyasina ait
tirler olmak {izere, seker pancari, ¢ilek, kivi, petunya, havu¢ ve lahana gibi bitki
tiirlerinde basarili sonuglar vermistir. Polen 1sinlamasi sonucu embriyo elde ettikten
sonra bu embriyolarin bitkiye doniistiiriilmesi gerekmektedir (Sar1 ve ark., 1992b).
Normal bir ddllenme sonucunda olusmayan embriyo endospermden yoksundur, bu
nedenle embriyonun kurtarilmasini saglamak amaciyla haploid embriyolarin embriyo
kiiltiirtine alinmas1 gerekmektedir. Embriyo kiiltiiriine alinan embriyolarin gelisimi
birka¢ giinde tamamlanmaktadir. Ancak bu yontem diisiik oranda haploid bitki eldesi

sagladigi i¢in 1slahgilar tarafindan tercih edilmemektedir (Ferrie ve ark., 2011).
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GAMA ISINLARIYLA ISINLAMA

Erkek cicekler
anthesisten 1 giin
once alinirlar

Polen ceperi
Por

Vegetatif cekirdek

Generatif cekirdek

TOZLAMA

lsinlanmis polen

Digicik tepesi
Cim borusu

Tohum taslaklari

Tohum taslaklar:

HAPLOID EMBRIYO
UYARTIMI

Polen ¢im burusunun,embriyo kesesine
ulasmasi tozlamadan 24 saat sonra
gerceklesir

pisi CICEK

MEYVE BAGLAMA

HAPLOID EMBRIYOLARIN
€& KURTARILMASI

Tozlamadan 3 hafta sonra iki tip
elde edilir

YUREK SEKLINDEKI GLOBULER ASAMADA
EMBRIYO KALMIS EMBRIYO

Sekil 1. 10 Kabakta 1gmlanmis polen ile haploid embriyo uyartiminin gergeklesmesi (Cuny, 1992).

1.2.3 Kromozom eliminasyonu

Disi gametten haploid bitki elde etme yollarindan bir digeri de kromozom eliminasyonu
ad1 verilen yontemdir. Bu yontemin diger ad1 Bulbosum teknigidir. Hordeum cinsi ile
gerceklestirilen tiirler arasi caprazlamalar sonucunda meydana gelen embriyoda,
ebeveynlerden birine ait kromozomlarin kaybolmasi prensibine dayanmaktadir (Kasha

ve Kao, 1970). Bulbosum teknigi ana ebeveyn olan Horduem vulgare (2n=14) ile baba
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ebeveyn olan Horduem bulbosum’un (2n=14) melezlenmesi olmak iizere iki asamalidir.
[k asamada zigot olusur fakat embriyodaki bulbosum kromozomlari1 yok olmaya baslar
ve sonrasinda sadece Horduem vulgare’nin kromozomlarina sahip olan haploid embriyo
bulunur. Sonrasinda ikinci evre baslar ve normal sartlarda gelisimi duracak olan haploid
embriyo, kiiltiire alinarak kurtarilir. Sonrasinda tam arpa bitkisi elde edilir. Bu sekilde
elde edilen arpa bitkisinin tamamina yakimi haploid (n=7) kromozom sayisindadir
(Bajaj, 1990; Hess, 1992).

1.3 Ploidi Belirleme

Bitkilerde ploidi diizeyini belirlemek amaciyla farkli yontemlerden yararlanilmaktadir.
Kok uglar1 basta olmak iizere, hizli biiyliyen doku ve organlarda kromozom sayimi
yapilmasi, ploidi belirlemede kullanilan en eski ve giivenilir yontemdir. Son yillarda
kromozom sayimina ek olarak farkli yontemler gelistirilmistir. Stoma hiicreleri ve flow
sitometride yapilan incelemelere gore gelistirilen yontemler, giiniimiizde ploidi
seviyesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Fenotipik gozlemler

Bitkilerde kromozom sayisi ¢ogaldik¢a bitkinin tiim organlarinda bir irilesme meydana
gelmektedir. Haploid bitkiler, tiim organlar1 tam olmasina ragmen diploidlere gére daha
kiigiik olmaktadirlar. Haploid bitkilerin belirlenmesinde fenotipik gozlem hizli ve
masrafsizdir ancak giivenilir olmasi i¢in diger yontemlerden biri ile bu gdzlemi

dogrulamak gereklidir (Ellialtioglu ve ark., 2001).
Kromozom analizleri

Bitkilerin kok uclarindan alinan oOrneklerle yapilan kromozom analizleri preparat
hazirlarken islemin uzun siirmesi ve deneyimli kisilerin yapmasinin daha iyi sonug
vereceginin belirtilmesi sebebiyle zaman alan ancak en gilivenilir olan yontemdir.
Béliinmenin en hizli oldugu sabah saatlerinde kok uglarmdan 6rnek alinir. Ornekleri 3-4
saat boyunca monobromonaftalin veya kolsisin gibi amitotik bir ajanla muamele ederek
hiicrelerin metafaz sathasinda ig iplikciklerin olusumunu engelleyip kromozomlari
ekvatoral tabakada tutarak kromozomlarin dagilmasi engellenir. Daha sonra bitkiler

cozeltiden armndirilir. Glasial asetik asit icerisinde tespit islemi yapilarak fiksasyon
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saglanir. Hiicrelerin birbirinden ayrilmasi i¢in, doku 60 °C’de 10-20 dakika 1 N HCI
icerisinde hidroliz edilir, bu sayede hiicreler daha net bir sekilde gortilebilir. Metafaz
evresindeki boliinmenin yogun oldugu kok ya da yaprak uglari, Feulgen boyasi ile
boyanir, doku lam iizerine yerlestirildikten sonra %]1’lik asetokarmin uygulanir ve

kromozomlarin net goériilmesi saglanip kromozom sayimlar1 gergeklestirilir (Ashok ve
ark., 2003).

Flow Sitometri

Hiicrelerdeki kromozom sayilarinin belirlendigi ploidi dlgtimleri, bazi bitki bilimciler
tarafindan ‘flow sitometri‘ olarak adlandirilmaktadir (Galbraith ve ark., 1983; Ulrich ve
Ulrich, 1986).

Diger ploidi belirleme yoOntemlerinin uygun olmadigi durumlarda flow sitometri
giivenilir yontem olarak kullanilabilir. Flow sitometri, hiicrelerin tek tek floresans
dedektorden gegerken emdikleri 1sinin analizine dayanan bir yontemdir. Serbest
birakilan hiicre ¢ekirdekleri, H 33258 veya DAPI gibi floresans boyalarla boyanir ve
cekirdekteki DNA miktar1 saptanir. Bu yontem her bitki igin optimize edilmelidir.
Ancak hizli, kolay ve giivenilir bir yontemdir (Ar1, 2006).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Bitki Materyali

Bu tez c¢alismasinda Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisti'ne ait araziye ekilen
orneklerden 6 farkli aygicegi (Helianthus annuus L.) genotipine ( IMI-K2-R-SN-7/15,
IMI-K2-R-SN-22/15, IMI-K2-R-SN-25/15, IMI-K2-AD-SN-2/15, SURES-K2-R-SN-
9/15, SURES-K2-AD-SN-2/15) ait kapitulumlar bitki materyali olarak kullanildi. Bu
bitki materyallerine ek olarak Marmara Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji

Bolimii’'nde Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda mevcut bitki yetistirme odasinda

ayni genotiplere ait tohumlar ¢imlendirilerek elde edilen kapitulumlar kullanildi(Sekil
2.1).

€Y (b)

Sekil 2. 1 Calismada kullanilan genotiplerin (a) tarla ve (b) bitki yetistirme odasindaki goriintiileri.

Elde edilen bu bitki materyalleriyle farkli protokoller uygulanarak gerceklestirilen

mikrospor kiiltlirii ¢alismalarinda izlenen adimlar Sekil 2. 2°de verilmistir.
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Bitki materyali temini

Ploidi seviyesinin kontrolii

Kapitulumlarin eldesi

/ \

Tarla kosullar1 Bitki yetistirme odas1 kosullar

(~2ay) ' (~3ay)

Uygun tek nukleuslu evrede mikrosporlari igeren kapitulum boyutlarinin belirlenmesi
,‘.,“'-“v : nwf .‘?‘.

Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu

Mikrospor izolasyonu

Kallus eldesi

Rejenerasyon eldesi

Sekil 2. 2 Mikrospor kiiltiirii caligmasinda izlenen adimlar.
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2.2 Bitki Materyalinin Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Bitki materyali olarak kullanilan genotiplerin mikrospor izolasyonu i¢in kullanilmaya
baslanmasindan oOnce ploidi seviyelerinin kontrolii yapildi. Tablo 2.1°de igerik ve

hazirlanislar verilen ¢ozeltiler kullanilda.

Tablo 2. 1 Kromozom analizinde kullanilan ¢6zeltiler, hazirlaniglar ve igerikleri (Cuellar ve ark.,1996).

Céozeltinin ad1 icerigi Hazirlanisi
Fiksatif Absolii etil alkol 3 Absolii etil alkol : 1 glasiyal asetik asit oraninda
1ksati
Glasiyal asetik asit olacak sekilde taze olarak hazirlandi.

Petri kaplarinda 3 gilin ¢imlendirilen aygi¢egi tohumlarina ait kok ucu dokulart 90
dakika %0.04’liik kolsisin ¢ozeltisi ile on muamele edildiler. Daha sonra dokular asetik
alkolde 24 saat fikse edildiler. Fiksatiften alinan dokular 2 kez %96, 1 kez de %70’lik
etil alkol ile ¢alkalanarak yikandilar. Fikse olan kokler %70’lik etil alkolde +4°C’de
saklandilar (Sekil 2. 3) (Cuellar ve ark., 1996).

FIKSASYON

Tohumlarm karanlikta 3 giin ¢imlendirilmesi

!

Kok ucu 6rneklerinin 90 dakika % 0.04’liik kolsisin solusyonuyla

muamele edilmesi

!

Orneklerin 24 saat siireyle fikse edilmesi

!

%96°1ik etil alkolle yikanmasi (2 kez)

%70’lik etil alkolle yikanmasi (1 kez)

!

%70’lik etil alkolde caligilincaya kadar saklanmasi

Sekil 2. 3 Fiksasyon agamalar1 (Cuellar ve ark., 1996).
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Fikse edilen kokler daha kolay ezilebilmesi i¢in % 0.5 pektinaz solusyonunda (pH: 4.2
olan sitrat tamponuyla hazirlanan) 30 dakika siireyle 37 °C’de tutuldular. Siire sonunda
kokler 60 °C’de 1IN HCI ile hidroliz edildiler. Hidroliz sonrasinda farkli kromozom
boyar maddelerinin kullanildig1 Feulgen reaksiyonunda kokler bazik fuksin ile boyandi
ancak arka planda kalan boya artigi ve kromozomlarin iyi boyanmamasi sebebiyle
Schiff reaktifi tercih edildi (Tablo 2. 2). 30 dakika karanlikta oda sicakliginda kokler
Schiff reaktifinde bekletildi. Daha sonra % 0.5 sodyum metabisiilfit ¢dzeltisinde
calkalanan kokler filtre edilmis % 2’lik asetoorsein’de ezildiler. Ezilen kdk ucu
hiicreleri Olympus BX-51 mikroskobunda incelendi. Kameram dijital fotograf makinesi

ile fotograflanip, Kameram yazilim programinda analiz edildi (Sekil 2. 4).

Tablo 2. 2 Farkli boyar maddelerin kullanildigi Feulgen reaksiyonunun uygulanigt (Cuellar ve ark.,1996).

Boyar madde Uygulama kosullar:

30 dakika karanlikta oda sicakliginda tutulan kokler Schiff
Schiff reaktifi | reaktifinde bekletildi. Daha sonra % 0.5 sodyum metabisiilfit

cozeltisinde galkalanan kokler % 2’lik asetoorsein’de ezildiler.

FIKSATIFTEN ALINAN DOKULARIN INCELENMESI

Kok ucu dokulari, % 0.5 pektinaz solusyonunda (pH: 4.2 olan sitrat tamponuyla hazirlanan) 30
dakika siireyle 37 °C’de tutulmasi

!

Dokularm 1 N HCI’de 10 dakika 60 °C’de inkiibe edilmesi

!

Dokularin karnoy ¢6zeltisine alinarak 2 saat siireyle karanlikta inkiibe edilmesi

!

Apikal uglar1 lama aktarilan 6rnekler iizerine aseto orsein damlatilarak lamelle kapatilmasi

!

Dokularin nazikge ezilmesi

!

Is1ik mikroskobu altinda goriintiileme yapilmasi

Sekil 2. 4 Fiksatiften alinan kok ucu dokularinda ezme preparat yapimi (Cuellar ve ark.,1996).
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2.3 Kapitulum Eldesi
2.3.1 Bitki yetistirme odasindan kapitulum eldesi

Aycicegi tohumlart her bir genotip i¢in her bir saksida 5’er tane tohum olacak sekilde

toprak igeren saksilara ekilerek bitki yetistirme odasinda ¢imlendirildi (Sekil 2. 5).

U/

(d)
Sekil 2. 5 Tohumlarin ekimi ve yetistirilmesi. (a-b) aygi¢egi tohumlarinin distile su ile yikanip saksiya

ekilmesi, (c-d) ortalama 60 giin, kapitulum olusuncaya kadar aygicegi tohumlarinin
yetistirilmesi.

(b)

Ortam 1siklandirmasi 6000 lux ve ortam sicakligi 25 °C olacak sekilde kontrol paneli
araciligiyla ayarlandi (Sekil 2. 6). Ortalama 2,5 - 3 ayda istenilen biiyiiklige gelen
kapitulumlara mevcut bitki yetistirme odasinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik

fotoperiyod uygulandi (Sekil 2. 7).

BITKI BUYUTME ODASI TAZE HAVA KLIMA SANTRALT DEGERLERI

Sekil 2. 6 Bitki yetistirme odasina ait otomasyon programi ekran goriintiisii ve kiiltiir kosullarina ait
degerler.
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Sekil 2. 7 Bitki yetistirme odasinda yetistirilmis uygun evrede mikrospor iceren kapitulum.

2.3.2 Tarladan kapitulum eldesi

Tarlada yetisen aygigekleri kapitulumlari belli zaman araliklarinda incelendi ve yaklasik
iki ayda uygun biiylikliige gelen kapitulumlar alinarak laboratuvara calismak {iizere
getirildi. Tarladan alindiktan sonra laboratuvara getirme siiresine kadar igerisinde buz
bulunan saklama kutularinda muhafaza edildi. Caligmada kullanilacak kapitulumlarin
icerisindeki cicekgiklerin mikrospor izolasyonu i¢in uygun evreyi gegcmemis olmasina

dikkat edilerek aygigek kapitulumlari segildi (Sekil 2. 8).

(d)

Sekil 2. 8 Kapitulumlarin eldesi. (a-b) uygun biiyiikliikte olduguna karar verilen kapitulum ve alinmasi,
(c-d) kapitulumun 6nceden 1slatilan kurutma kagidina yerlestirilip saklanmasi.

2.4 Kapitulum Boyutlarinin Belirlenmesi

Mikrospor izolasyonunda anterlerin hangi gelisme evresinde oldugunun incelenmesi
biiyiilk dnem tasir. Bu evrenin belirlenmesi i¢in sitolojik ¢aligmalar yapilir. Bundan
dolayr morfolojik olarak uygun biiyiikliige geldigine karar verilen kapitulumlar
toplanarak bunlardan elde edilen ¢igekgikler incelenir. Bu tez ¢alismasinda da tarla ve
bitki yetistirme odasindan elde edilen kapitulumlarda farkli boyuttaki ¢icekgikler, ezme
preparat yontemiyle incelenerek orta-ge¢ tek nukleuslu sathadaki mikrosporlari iceren

uygun anter boyu saptandi.
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Bitki yetistirme odasinda yaklasik 2,5- 3 ayda yetistirilerek elde edilen kapitulumlarda

1-2 cm ¢apindaki 6rneklerde uygun sathada mikrospor igeren ¢igekcikler bulundu.

Tarladan temin edilen ve ortalama 2 aylik yetistirme siiresinden sonra elde edilen
kapitulumlarda 3-4 cm c¢apindaki Orneklerde uygun safhada mikrospor igeren

cigekgikler bulundu.
2.4.1 Ezme preparat yontemi

Binokiiler mikroskop altinda incelenen kapitulumlardan farkli boyutlardaki cicekgikler
izole edilerek lam iizerine alindi. Uzerlerine birer damla %2’lik aseto orsein ¢ozeltisi
damlatilarak lamelle kapatilarak ezildi. Aseto orsein ¢Ozeltisinin hazirlanisi Tablo 2.

3’de verilmistir.

Tablo 2. 3 Aseto-orsein soliisyonunun hazirlanmasi.

Boyar madde Hazirlanma kosullari

2 gr orsein tartilarak iizerine kaynatilan 45 ml asetik asit dokiildii, ¢ozelti
. distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Tamamen ¢oziilene kadar ¢ozelti
Aseto-orsein .
manyetik karigtiricida karigtirilip, karanlik ortamda oda sicakliginda

saklandi.

Cigekgikler 151k mikroskobu (Olympus BX 51) altinda incelenerek uygun sathada
mikrospor i¢eren anter boyutu belirlendi (Sekil 2. 9).

(a) (b) © (d)

Sekil 2. 9 Ezme preparat yontemi. (a) farkli boyutlardaki ¢igekgiklerin lam tizerine alinarak izerlerine
aseto orsein damlatilmasi, (b) ¢icekgiklerin lamelle kapatilip ezilmesi, (C) preparatin 1s1k
mikroskobunda incelenmesi, (d) ezme preparat hazirlanarak mikrosporlarin mikroskopta
gdzlenmesi.
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2.5 Mikrospor Kiiltiirii Calismalar:
2.5.1 Mikrospor izolasyonu

Bu tez ¢alismasinda mikrospor kiiltiirii optimizasyonu ¢alismalar1 kapsaminda Giirel,
A. ve ark. (1991), Mohammadi, P. P. ve ark. (2011), Todorova, M. ve ark. (2014),
ve Ozsan, T. (2014)’nin izledigi protokoller uygulandi. izole edilen mikrosporlar

kiiltiire alinmadan 6nce yogunluklarinin belirlenmesi amaciyla thoma lama ile sayildi.
Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Kiiltiire alinan mikrosporlarin belirli yogunlukta olmalart mikrospor kiiltiiriinii etkileyen
onemli faktorlerden biridir. Bu nedenle son santrifiijleme (yikama) igsleminden sonra
santrifiij tiipiinde bulunan mikrospor stispansiyonundan bir damla 6rnek alinarak thoma
laminda sayim yapildi ve mikrospor yogunlugu belirlendi. Ayciceginde mikrospor
kiiltiiri yogunlugu daha oOnceki kaynaklarda belirtildigi gibi her bir ml i¢in 40.000
birimdir (Giirel, ve ark., 1991).

Thoma laminda 0.1 mm® hacimde sayim yapilir. Siispansiyondan alnan kiiltiir rnegi
thoma laminin ortasinda bulunan ¢ukur kisma aktarilir ve lizeri lamel ile kapatilir. Cam
yiizeydeki cizgilerle belirlenmis alanda sayim yapilir. Thoma laminda 16 biiyiik kare,
her bir biiylik karede ise 25 adet kiiclik kare olmak {izere toplam 400 adet kiiciik kare
bulunmaktadir. Sayim bu karelerde yapilir (Sekil 2. 11). Bir kiigiik karenin kenarlari
1/20 mm (0.05 mm) olup derinligi 1/10 mm (0.1 mm)’dir. Buna gore; bir kiigiik kare
olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0.05 mm X 0.05 mm x 0.1 mm= 0.00025 mm?®
= 1/ 4000 mm* diir. Bir sayim alaninda 16 x 25 = 400 kii¢lik kare olduguna gore toplam
sayim alaninin hacmi = 400 x 0.00025 mm® = 0.1 mm?® olmaktadir (Tuncer, 2010).
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Sekil 2. 10 Thoma laminda sayim yapilan kareler.

Protokol 1 (Gurel, A., S. Kontowski, K. Nichterlein, W. Friedt, 1991.
Embryogenesis In Microspore of Sunflower (Helianthus annuus L.). Helia, 14 (14):
123-128)

Ayciceginde mikrospor kiiltiirli optimizasyonu amaciyla uygulanan bu protokolde NLN
(Gland ve ark., 1988) temel besin ortami kullanild1 (Tablo 2. 2). NLN besin ortamina
sukroz (130 g/l) eklendikten sonra ortamin pH’si NaOH ve HCI kullanilarak 6.0’a
ayarlandi (Mettler Toledo Seven Compact™). Hazirlanan besiyeri Steril kabin
(EscoLabculture Plus Class Il Biological Safety Cabinet, Model LP2-4S) igerisinde
filtreden gecirilip cam siselere konularak +4 %C’de muhafaza edildi. Oncelikle bitki
yetistirme odasindan elde edilen kapitulumlarla deney ¢aligmasi gergeklestirildi. Uygun
safhada mikrospor igeren ¢igek¢ik boyutu 1,8-2 mm olarak belirlendi. Bu protokolde 30
adet c¢icekeik kullanildi. Mikrospor kiiltiiriinde izlenen adimlar Sekil 2. 11°de

verilmistir.
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Bitki materyali temini

|

Bitki yetistirme odas1 kosullari

|

Kapitulumlarimn eldesi

(~3ay)
Sitolojik yontemler ile mikrospor incelemesi

Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu

Mikrospor izolasyonu

Thoma lamu ile hiicre sayimi

|

Kallus eldesi

|

Emriyo, organ rejenerasyonu

Sekil 2. 11 Mikrospor kiltiirii adimlari (Protokol 1) (Giirel, A. ve ark., 1991).
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Tablo 2. 4 Caligmada kullanilan NLN besin ortamina ait makro-mikro elementler ve konsantrasyonlari.

Makro element

Konsantrasyon (mg/l)

Ca(NO;)2 x 4 H,0 500
KH,PO, 125.00
KNO; 125.00
MgSO, 61.00
Mikro element

CoCl,x 6 H,0 0.025
CuSO,x 5 H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
H;BO; 10.00
MnSO, x H,O 18.95
Na,MoQO, x 2 H,0 0.25
ZnSO, x 7 H,0 10.00

Mikrospor izolasyonunda gergeklestirilen adimlar Sekil 2. 12°de verilmistir.

Sekil 2. 12 Mikrospor izolasyon asamalar1 (Protokol 1). (a) kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu, (b)
uygun boyuttaki ci¢ekgiklerin belirlenmesi, (€) mikrospor izolasyonu ve ¢igekg¢iklerin
ezilmesi, (d) filtreden gecirilmesi (e) Son santrifiij isleminden sonra kiiltiire alinan
orneklerin inkiibatore yerlestirilmesi (Giirel ve ark., 1991).




Bitki yetistirme odasinda yetistirilen kapitulumlarla uygulanan protokol 1 sonrasinda
tarladan temin edilen kapitulumlarla da denenmistir. Uygun sathada mikrospor i¢eren

cigekcik boyutu 2 mm olarak belirlendi.

Protokol 2 (Mohammadi, P. P., Moieni, A., Ebrahimi, A., Javidpar, F., 2011.
Doubled Haploid Plants Following Colchicine Treatment of Microspore-Derived
Embryos of Oilseed Rape (Brassica napus L.). Plant Cell Tissue Organ Culture)

Aygigeginde mikrospor kiiltiiri optimizasyonu amaciyla uygulanan bu protokolde
Litcher (1982) tarafindan modifiye edilen filtre ile sterilizasyonu yapilmis ve Protokol
1’de kullanilan NLN-13 (%13 sakkaroz, patates 6zii ve bilyiimeyi diizenleyici
icermeyen, PH: 6.0) temel besin ortami kullanildi. Bitki yetistirme odasindan elde
edilen kapitulumlarla gergeklestirilen deneyde uygun sathada mikrospor igeren ¢igekcik
boyutu 1,8-2 mm olarak belirlendi. Bu protokolde 40 adet ¢icek¢ik kullanild.

Mikrospor kiiltiiriinde izlenen adimlar Sekil 2. 13’de verilmistir.
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Bitki materyali temini

Bitki yetistirme odas1 kosullari

Kapitulumlarin eldesi

(~3ay)

Sitolojik yontemler ile mikrospor incelemesi

Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu

Mikrospor izolasyonu

Thoma lamu ile hiicre sayimi

Kallus eldesi

Emriyo, organ rejenerasyonu

Sekil 2. 13 Mikrospor kiltiirii adimlar1 (Protokol 2) (Mohammadi, 2011).
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Mikrospor izolasyonunda gergeklestirilen adimlar Sekil 2. 14’de verilmistir.

W
e A .
O

Sekil 2. 14. Mikrospor izolasyon asamalar1 (Protokol 2). (a) kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu, (b)
mikrospor izolasyonu ve uygun boyuttaki c¢igeklerin ezilmesi, (c) izole edilen
mikrosporlarn kiiltiire alinmast, (d) inkiibatore yerlestirilmesi (Mohammadi, 2011).

Bitki yetistirme odasinda yetistirilen kapitulumlarla uygulanan protokol 2, ayni sekilde
tarladan temin edilen kapitulumlarda da denendi. Uygun sathada mikrospor iceren

cicekeik boyutu 2 mm olarak belirlendi.

Protokol 3 (Todorova, M., Dahlhoff, M., Friedt, W. (1993) Microspore culture in

sunflower (Helianthus annuus L.). Biotechnol. Biotechnol. Eq. 7: 83-90.)

Ayciceginde mikrospor kiiltiirii optimizasyonu amaciyla uygulanan bu protokolde yari
katt MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel besin ortami kullanildi (Tablo 2. 3). MS
besin ortami ¢6zeltisine sukroz (30 g/1) ve gelrite (7 g/1) ile mikrospor kiiltiiriinde pozitif
etkisi oldugu belirlenmis charcoal (8 g/l) eklenerek farkli besin ortamlar1 hazirlandi
(Tablo 2. 5). Ortamin pH’si NaOH ve HCI kullanilarak 5.8’¢ ayarlandi ve besin
ortamlar1 1 atmosfer basingta ve 121 °C’de 20 dakika siire ile otoklavland1 (Systec- DB
45). Tarladan temin edilen kapitulumlarla deney caligmasi gerceklestirildi. Uygun
sathada mikrospor iceren ¢igekgik boyutu 2 cm olarak belirlendi. Bu protokolde 30 adet
cigekeik kullanildi. Mikrospor kiiltliriinde izlenen adimlar Sekil 2. 15°te verilmistir.
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Bitki materyali temini

|

Tarla kosullart

|

Kapitulumlarin eldesi

(~2ay)
Sitolojik yontemler ile mikrospor incelemesi

Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu

Mikrospor izolasyonu

Thoma lamu ile hiicre sayimi1

Kallus eldesi

Embriyo, organ rejenerasyonu

Sekil 2. 15 Mikrospor kiiltiirii adimlar1 (Protokol 3). (Todorova ve ark., 2014).
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Tablo 2. 5 Calisgmada kullamilan yar1 kati MS temel besin ortamina ait makro-mikro elementler ile
vitamin ve karbonhidrat kaynaklarina ait miktarlar.

Konsantrasyon
Makro Elementler (mg/)
KNO; 1900
NH;NO; 1650
CaCl,.2H,0 440
MgSQ,.7H,0 370
KH,PO, 170
Mikro Elementler
Kl 0.83
H3BO; 6.20
MnSQ,.4H,0 22,3
ZnS0,.7H,0 8.6
Na,M00,.2H,0 0.25
CuSQ,4.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0 27,08
Na,EDTA 37.3
Vitaminler
Pridoksin hidroklorid 0.5
Glisin 2.0
Nikotinik asit 0.5
Tiamin hidroklorid 0.1
Myo-inositol 100
Karbonhidratlar
Sukroz 30.000

Tablo 2. 6 Yari kat1 MS temel besin ortamu ile charcoal ve gelrite kullanilarak hazirlanan besiyeri

gesitleri.
MS 1 MS 2 MS 3
Gelrite (7 g/l) Gelrite (7 g/l) Sukroz (30 g/l)
Charcoal (8 g/) Sukroz (30 g/l)
Sukroz (30 g/l)
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Mikrospor izolasyonunda gergeklestirilen adimlar Sekil 2. 16’da verilmistir.

(@) (b) © (d)

Sekil 2. 16 Mikrospor izolasyon asamalari (Protokol 3). (a) Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu, (b)
uygun boyuttaki ¢icekgiklerin izole edilmesi, (¢) mikrospor izolasyonu ve uygun boyutta
oldugu belirlenen gigekgiklerin ezilmesi, (d) mikrospor kiiltiiriiniin charcoal igeren besiyerine
aktarilmasi (Todorova ve ark., 2014).

Protokol 4 (Ozsan, T., 2014. Farkh Genetik Ilerleme Seviyesinde Bitki
Kullanommnin Biber (Capsicum annuum L.) Anter ve Mikrospor Kiiltiiriinde
Haploid Bitki Eldesi Uzerine Etkileri. Yiiksek Lisans Tezi, Akdeniz Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii Bahce Bitkileri Anabilim Dali)

Aycigeginde mikrospor kiiltiirii optimizasyonu amaciyla uygulanan bu protokolde
Lantos ve ark. (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismalarda kullandiklar1 ve 0.1 mg 1™ 2. 4-D (2,4-
Diklorofenoksiasetik asit ) (Duchefa D0911) ve 0.2 mg I kinetin (Duchefa K0905)
iceren Gamborg ve ark. (1968) tarafindan gelistirilen B5 ortami kullanildi (Tablo 2. 7).
1 litre steril distile saf suya, 3.2 g/l B5 temel besi ortami1 ve 30 g/l siikroz tartilarak
eklendi ve magnetik karigtiricida karigmalari saglandi. Besi ortamu steril distile saf su ile
1litreye tamamlandi ve 1 N HCIl ve 1 N NaOH ile pH 5.7-5.8’e ayarlandiktan sonra
otoklavlandi. Daha sonra hazirlanan hormon stoklarindan 0.1 mg/1 2,4-D ve 0.2 mg/l
kinetin hormonlar1 mikropipetler yardimiyla eklendi. Diger protokollerden farkli olarak
bu protokolde c¢icekgiklerden izole edilen anterlere ilk 7 giin boyunca + 32 OC sicaklik
ve 0,3 M mannitol (Duchefa M0803) igeren ortamda 6n uygulama yapildi. Tarladan
temin edilen kapitulumlarla deney caligmasi gerceklestirildi. Uygun sathada mikrospor
iceren ¢icekeik boyutu 2 cm olarak belirlendi. Bu protokolde 30 adet ¢i¢ek¢ik kullanildi.

Mikrospor kiiltiiriinde izlenen adimlar Sekil 2. 17°de verilmistir.
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Bitki materyali temini

|

Tarla kosullari

|

Kapitulumlarin eldesi

(~2ay)

Sitolojik yontemler ile mikrospor incelemesi

Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu

Mikrospor izolasyonu

Thoma lamu ile hiicre sayimi

Kallus eldesi

Emriyo, organ rejenerasyonu

Sekil 2. 17 Mikrospor kiiltiirii adimlar1 (Protokol 4) (Ozsan, 2014).
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Tablo 2. 7 B5 temel besi ortaminin igerigi (Gamborg ve ark., 1968).

Makro Elementler Konsantrasyon
(mg/l)
NaH,PO, 130.44
CaCl, 113.23
(NH4),SO4 134.00
MgSO, 121.56
KNO; 2500.00
Mikro Elementler
FeNaEDTA 36.70
Kl 0.75
MnSQO,.H,0 10.00
H3;BO; 3.00
ZnS0,.7 H,O 2.00
Na,Mo00,.2 H,0O 0.25
CuS0,.5 H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Vitaminler
Nikotinik asit 1.00
Tiamin hidroklorid 10.00
Pridoksal hidroklorid 1.00
Myo-inositol 100.00

Mikrospor izolasyonunda gergeklestirilen adimlar Sekil 2. 18’de verilmistir.

(b) (©)

Sekil 2. 18 Mikrospor izolasyon asamalar1 (Protokol 4). (a) Kapitulumlarin yiizey sterilizasyonu, (b)
uygun evrede mikrospor igeren kapitulum (C) 6n uygulama yapilmis anterler, (d) on
uygulamadan sonra izolasyonu yapilarak kiiltiire alman mikrosporlarin inkiibatore
yerlestirilmesi (Ozsan, T., 2014).

Mikrospor izolasyonu i¢in optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ile ana adimlari

Tablo 2. 8’de verilmistir.
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Tablo 2. 8 Bu tez ¢aligmasinda optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ve ana adimlari.

izlenen Protokoller

Deneysel Adimlar

Protokol 1
(Giirel ve ark., 1991)

Protokol 2
(Mohammadi, 2011)

Protokol 3
(Todorova ve ark., 2014)

Protokol 4
(Ozsan, 2014)

Bitki materyalinin temini

Tarla + Bitki yetistirme odas1
kosullar1

Tarla + Bitki yetigtirme odast
kosullar1

Tarla kosullar1

Tarla kosullar1

Kapitulumlarm yiizey
sterilizasyonu

Uygun evredeki kapitulumlar
sirastyla % 70’lik etanolde ve
% 2.5 NaOCl’de 2 dakika
bekletildiler. Sonrasinda iki kez
distile sudan gegirildiler.

Uygun evredeki kapitulumlar
%05.25 sodyum hipokloritte 10
dakika bekletildi ve iki defa
beser dakika olmak iizere steril
distile suda bekletilerek
yikandilar.

Uygun evredeki kapitulumlar
sirastyla  %96’hk etanolde 30
saniye ve %2.5’luk NaOCl

(camasir suyu)’de 25 dakika
tutuldu ve U¢ defa beser dakika
olmak iizere steril distile su ile
yikandilar.

Uygun evredeki kapitulumlar
100 ml’sine bir iki damla
Tween-20 damlatilan % 10

ticari  sodyum  hipoklorit
cozeltisi icinde 15 dakika
bekletildi ve ¢ kez her

seferinde beser dakika olmak
iizere steril distile su ile yikandi.

On uygulama

Anterler kiiltiire alinmadan
once ilk 8 giin boyunca + 35°C
sicakhk ve 0,3 M mannitol
iceren ortamda bekletildi.

Mikrospor izolasyonu

Cigekgikler 1 ml NLN ile 10
ml’lik santrifiij tliplerine alindi
ve cam Dbagetle ezildiler.
Stispansiyon filtreden gegcirildi.
Tiip ve filtre 7 ml NLN besiyeri
ile yikandi ve yeni santrifiij
tipiine konularak 350 rpm’de

santrifiij edildi (Heraeus
Medifuge).Bu adim modifiye
edilerek 1000 rpm’de 15

dakika ve 3000 rpm’de 10
dakika daha santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra 30 ¢icek¢igin
pelleti 3 ml NLN i¢inde ¢oziildi
ve cam petriye alindi. Uzerine

Cigekeikler %13 sukroz igeren
ve pH’1 6 olan soguk izolasyon
besiyerinde blenderdan gecirildi
ve olusan siispansiyon filtreden
gegirildi. Elde edilen
siispansiyon tiiplere dagitilarak
1300 rpm’de 4 dakika santrifiij
edildi. Bu adim modifiye
edilerek  bir kere daha
tekrarlandi. Olusan pellete 25
ml mikrospor izolasyon sivist
eklendi. Bu adim iki kere
tekrarlandi. Her bir litreye
40.000  mikrospor  olacak
sekilde yogunluk kontrol edildi

Binokiiler mikroskopta mikrospor
gozlenen  boyutta cicekgcikler
behere almp 5 ml %12’lik
sukroz ve 1.9 g/l askorbik asit
¢ozeltisinde cam baget ile ezildi.
Sonrasinda 20 mm’lik filtreden
gecirilerek  Ornekler 18 ml’lik
tiplere alindi. Tiplere alan
orneklere 3 ml %12’lik sukroz ve
1.9 g/l askorbik asit c¢ozeltisi
eklenerek 750 rpm’de 10
dakika, bu adim modifiye
edilerek sonrasinda 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Supernatant dokildi ve

On uygulama gormiis anterler 10
ml besiyerinde ezilerek filtreden
gecirildi.  Sispansiyon 900
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Bu adim modifiye edilerek
3500 rpm’de 15 dakika
santrifiij yapildi. Olusan pellet
bir miktar besiyerinde ¢oziillip
cam petriye aktarildi ve {izerine
besiyeri eklenerek 5 ml’ye
tamamland1. Petriler 25 °C’de
karanhk kosulda calkalayici

miktar besiyeri eklendi ve | ve mikrospor siispansiyonu | pellet 6 ml Kkiiltiir besiyerinde | iizerinde bekletildiler.
kiiltiir siirekli 151k altinda | kiiciik petrilere aktarildi. | ¢oziilerek 3000 rpm’de 10 dakika
30°C’de inkiibe edildi. Bir | Sonrasinda Kiiltiirler 30 °C°de | tekrar santriifiij edildi. Daha
giinliik kiiltiirden sonra | 14 giin siire ile inkiibasyona | sonra Charcoal iceren Kkati
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birakildi. Bu 14 giinden sonra
calkalayici acik halde 25°C’ye
transfer edildi.

besiyerine ekildi ve petriler
aliiminyum folyoya sarihp 30 °C
‘deki etiivde 3 giin boyunca
bekletildi. Bu 3 giinden sonra 2
giinde bir besiyerlerine 2 ml
kiiltiir besiyeri eklendi.

Kolsigin uygulamasi

% 0.1 ve kolsigin igeren NLN
besiyeri hazirlanir ve kotiledon
evresindeki haploid embriyolar
dort kolsisin konsantrasyonu
(125, 250, 500 ve 1000 mg/l),
tic zaman uygulamasi (12, 24,
36 saat) ve iki sicaklik (8 ve 25
°C) uygulamalarindan gegirilir.
Sonrasinda embriyolar kolsigin
icermeyen NLN besiyerlerine
transfer edildi.

Kallus rejenerasyonu

NLN besiyeri

MS + Gelrite + Charcoal + Sukroz
MS + Gelrite + Sukroz
MS + Sukroz

B5+0.1mg/l 2,4 D + 0,2 mg/l
kinetin

Organ rejenerasyonu

yukarida tarif edilen ek
santrifiijlemeyle besiyeri
degistirildi.

NLN besiyeri

MS besiyeri

Sivi MS (% 2 sukroz, yart MS
ve 0.1 mg/l giberellik asit, %
0.7 agar-agar, pH: 5.8)

MS + Glutamine + Serine

B5 + % 0.8 agar + % 3 sukroz
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasinda kullanilan bitki materyalleri Marmara Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakdiltesi, Biyoloji Bolimii’'nde bulunan Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarindaki bitki
yetistirme odasinda yetistirilen tohumlardan ve Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ne

ait araziye ekilen aycicegi tohumlarindan elde edilmistir.
3.2 Bitki Materyalinin Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Bitki materyali olarak kullanilacak genotiplerin tohumlart ¢imlendirilerek sitolojik

olarak incelenmis ve caligilacak tiim genotiplerin 2n=34 kromozomlu yani diploid

olduklar belirlenmistir (Sekil 3. 1).

IMI-K2-R-SN-7/15 IMI-K2-R-SN-22/15 IMI-K2-R-SN-25/15 IMI-K2-AD-SN-2/15

fanet A i
SURES-K2-R-SN-9/15 SURES-K2-AD-SN-2/15

Sekil 3. 1 Calismada kullanilan alt1 genotipe ait metafaz kromozomlari (100X).
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3.3 Kapitulum Eldesi
3.3.1 Bitki yetistirme odasindan kapitulum eldesi

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden elde edilen tohumlar saksilara ekilerek bitki
yetistirme odasi kosullarinda yetistirilmislerdir. Tohumlar ortalama 1 hafta igerisinde
¢imlenmis ve yaklagik 2,5-3 ay igerisinde ¢i¢eklenmeye baslamiglardir (Sekil 3. 2).
Ciceklenmeye basladiktan sonra uygun biiyiikliige gelen kapitulumlar belirlenmis ve bu
kapitulumlardan elde edilen ¢i¢ekgiklerde uygun boyut saptamasi yapilmistir.

(b)

Sekil 3. 2 Bitki yetistirme odast kosullarinda bitkilerin ¢imlenme ve ¢igeklenme asamalari. (a) bir
haftalik ¢imlenmis bitki, (b) uygun ciceke¢ik boyutuna sahip bitki.

3.3.2 Tarladan kapitulum eldesi

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ne ait araziye ekilen ay¢icegi genotipleri yaklasik

2 ay sonunda uygun boyutta kapitulumlar vermistir (Sekil 3. 3).

(@)

Sekil 3. 3 Tarladan elde edilen kapitulumlarin gérintiisti. (&) uygun biiyiikliikte kapitulum iceren yaklagik
2 aylik bitkilerin tarla goriintiisii, (b) uygun boyutta ¢igekeik iceren kapitulum.
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3.4 Kapitulumlarin Boyutlarimin Belirlenmesi

Orta-ge¢ tek nukleuslu sathadaki mikrosporlart igeren anterlerin hangi c¢igekgik
boyutunda oldugunun saptanmasi i¢in ezme preparat yontemi kullanildi. Farkl

boyutlardaki ¢icekgikler alinarak bu yontemle incelendi ve uygun anter boyu saptanda.

3.4.1 Bitki yetistirme odasinda yetistirilen kapitulumlarin boyutlarimin

belirlenmesi

Bitki yetistirme odasindan elde edilen kapitulumlarin farkli boyutlar1 incelenerek uygun
sathada mikrospor iceren ¢igekcik boyutu belirlendi. Bu cicekgiklerin 1-2 cm
araligindaki kapitulumlarda bulundugu saptandi (Sekil 3. 4).

Sekil 3. 4 Farkli boyut ve sathalardaki aygicegi kapitulumlari.
Kapitulumlar incelendiginde 1,8-2 mm boyutundaki ¢i¢ek¢iklerde uygun sathada
mikrospor bulundugu belirlendi. 1.8 mm’den daha kiigiik boyuttaki ¢icekgiklerde tetrat,
2 mm’den daha biiyiik ¢igekgiklerde ise polen oldugu saptandi (Sekil 3. 5).

(@) (b) ©

Sekil 3. 5 Farkli boyutlardaki ¢icekgikler, mikrospor safhalari ve polen. (a) 1.8 mm’den kiiciik ¢icekeik
ve tetrat goriintiisii, (b) 2 mm biiyiikliigiindeki ¢icekgik ve mikrospor gériintiisii, (€) 2 mm’den
biiyiik ¢icekeik ve polen goriintiisii.
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Uygun sathada mikrospor igeren ¢i¢ekcik boyutu her genotipte ve her genotipin farkl
kapitulumlarinda degiskenlik gdstermektedir. Bundan dolay1 uygun sathada mikrospor
iceren ¢icekeik boyutu bu calisma i¢in ortalama deger araliginda verilmistir. Bitki
yetistirme odasindan yetistirilen kapitulumlar, tarladan temin edilen kapitulumlara gore
daha uzun siirede yetigirler. Bitki yetistirme odasinda yetistirilerek elde edilen
kapitulumlarda c¢igek¢ik sayist azdir. Bundan dolayr mikrospor izolasyonu istenilen
diizeyde yapilamaz ve gerekli mikrospor yogunluguna ulasilamaz. Bu durumlar
mikrospor kiltiirii acisindan olumsuzluk olustururlar. Bundan dolayr mikrospor
kiiltiirlerinde basarili olabilmek i¢in tarladan temin edilen kapitulumlarin kullanilmasi

Onerilmektedir.
3.4.2 Tarladan temin edilen kapitulumlarin boyutlarmin belirlenmesi

Tarladan temin edilen kapitulumlarin farkli boyutlari incelenerek uygun sathada
mikrospor iceren cicek¢ik boyutu belirlendi. Bu c¢igekeiklerin 2-5 cm arasindaki
kapitulumlarda oldugu saptandi (Sekil 3. 6).

Sekil 3. 6 Tarladan temin edilen ve uygun boyutta ¢igekgik igeren kapitulum.

Kapitulumlar incelendiginde 2 mm boyutundaki ¢igekciklerde uygun sathada mikrospor
bulundugu belirlendi. Uygun sathada mikrospor igeren ¢igek¢ik boyutu her genotipte ve
her genotipin farkli kapitulumlarinda degiskenlik gostermektedir. Bundan dolay1 uygun
safhada mikrospor iceren ¢icek¢ik boyutu bu calisma icin ortalama deger araliginda

verilmistir.
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3.5 Mikrospor Kiiltiirii Calismalar
3.5.1 Mikrospor izolasyonu

Bu tez calismasinda Giirel, A. ve ark. (1991), Mohammadi, P. P. ve ark. (2011),
Todorova, M. ve ark. (2014) ve Ozsan, T. (2014)’nin izledigi protokoller uyguland1 ve

izole edilen mikrosporlar kiiltiire alinmadan 6nce thoma laminda sayimlart yapildi.
Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Mikrosporlar kiiltiire alinmadan Once yogunluklarini belirlemek amaciyla thoma
laminda sayildi. Bitki yetistirme odasindan elde edilen kapitulumlarla uygulanan doért

protokol sonucunda yeterli sayida mikrospor yogunluguna ulasilamadigr gorildii.

Uygun sathada mikrospor igeren gigekcik sayisinin az olmasi, mikrosporlarin yeterli
yogunluga ulasamamasinin sebebi olarak belirlendi. Tarladan elde edilen kapitulumlarla
uygulanan dort protokol sonucunda ise gerekli mikrospor yogunluguna yine ¢igekgik
sayisinin az olmasi sebebiyle ulasilamadigi sonucuna varildi. Ancak bazi orneklerde
literatlirde belirtilen c¢igcek¢ik sayisina ulasilarak gerekli mikrospor yogunlugu elde
edilip izolasyon gergeklestirildi (Sekil 3. 7).
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Sekil 3. 7 SURES-K2-R-SN-9/15 genotipinde protokol 1 uygulamasi sonucu izole edilen yeterli
yogunluktaki mikrosporlarin Thoma lamindaki goriintiisii.
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Protokol 1 (Gurel, A., S. Kontowski, K. Nichterlein, W. Friedt, 1991.
Embryogenesis In Microspore of Sunflower (Helianthus annuus L.). Helia, 14 (14):
123-128)

Ayciceginde mikrospor kiiltiirli optimizasyonu i¢in uygulanan ve hem bitki yetistirme
odasindan elde edilen kapitulumlarla hem de Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ne
ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen kapitulumlarla bu protokol
gerceklestirilmistir. Ancak her iki durumda da bazi1 6rnekler ilk birkac gilinden sonra
kontaminasyondan dolay1 kaybedilmistir. Bitki yetistirme odasinda biiyiitiilen bitkilerde
gelisen kapitulumlardan elde edilen uygun evredeki ¢igekgeiklerin sayisinin az olmasi ve
bu c¢igekgiklerden izole edilen mikrosporlarda gerekli yogunluga ulasilamamasi
hedeflenen sonuglara ulagmada kontaminasyon etkeniyle birlikte olumsuz katkida
bulunmustur. Yiiksek miktarda sukroz igeren NLN besiyerinin sekonder metabolit
olugmasina sebep olabilecegi ve bundan dolay1 besiyerinde kontaminasyon gorildigi
distintilmiustiir (Sekil 3. 8). Tarladan elde edilen kapitulumlarla g¢alisilarak elde edilen
kiiltiir Ornekleri diizenli araliklarla kontrol edilmis ve kontaminasyon goriilmeyen
kiiltiirlerden Ornek alinarak mikroskopta incelenmistir. Ancak bu oOrneklerde kallus
yapist gozlenememis ve deney sonlandirilmigtir. Giirel tarafindan 1991 yilinda
gerceklestirilen mikrospor kiiltiiri ¢alismasinda ise, bir hibrit ve bir inbred hattan

embriyolar elde edilmis ancak MS besin ortamina alindiktan sonra dlmiislerdir.

Sekil 3. 8 Kontaminasyondan dolay1 kaybedilen IMI-K2-R-SN-7/15 genotipine ait 6rnek.
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Protokol 2 (Mohammadi, P. P., Moieni, A., Ebrahimi, A., Javidpar, F., 2011.
Doubled Haploid Plants Following Colchicine Treatment of Microspore-Derived
Embryos of Oilseed Rape (Brassica napus L.). Plant Cell Tissue Organ Culture)

Ayciceginde mikrospor kiiltiirli optimizasyonu i¢in uygulanan ve hem bitki yetistirme
odasindan elde edilen kapitulumlarla hem de Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ne
ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen kapitulumlarla bu protokol
gerceklestirilmistir. Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii'ne ait araziye -ekilen
tohumlardan elde edilen kapitulumlarla yapilan ¢alismada yeterli sayida ¢icekeik elde
edilmesine ragmen ornekler kontaminasyondan dolayr kaybedilmistir. Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitiisii’ne ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen IMI-K2-R-SN-7/15
genotipine ait kapitulumla yapilan mikrospor kiiltiirii diizenli araliklarla incelenmis, ilk
aylarda hicbir yapr gozlenmemistir. Ancak bir siire sonra kiiltiirden 6rnek alinarak
mikroskopta incelenmis ve kallus yapisina rastlanmistir. Ancak bu 6rnek birkac giin
sonra kontaminasyondan dolay1 kaybedilmistir (Sekil 3. 9). Mohammadi tarafindan
2011 yilinda gergeklestirilen ¢calismada, kotiledon evresindeki haploid embriyolar, dort
farkli kolsisin uygulamasia (125, 250, 500 ve 1000 mg/1), ti¢ farkli uygulama zamanina
(12, 24 ve 36 saat) ve sicakligina (8 ve 25 °C) tabi tutularak kontrol grubu (kolsisin
uygulanmamig) ile karsilastirilmiglardir. Kontrol grubundan haploid bitki elde
edilmemis ancak kolsisin uygulamasi yapilmis embriyolardan dihaploid bitkiler elde
edilmistir. Bu c¢alisma, mikrosporlardan elde edilen embriyolarda kolsisin
uygulamasinin, dihaploid bitkilerin olusumu i¢in etkili bir uygulama oldugunu

gostermektedir.

Sekil 3.9 IMI-K2-R-SN-7/15 genotipine ait kallus yapisi.
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Protokol 3 (Todorova, M., Dahlhoff, M., Friedt, W. (1993) Microspore culture in

sunflower (Helianthus annuus L.). Biotechnol. Biotechnol. Eq. 7: 83-90.)

Ayciceginde mikrospor kiiltiiri optimizasyonu i¢in uygulanan bu protokolde Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ne ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen
kapitulumlarla ¢alisgilmistir. MS besin ortamina, sukroz ve gelrite ile birlikte, mikrospor
kiiltiriinde pozitif etkisi oldugu daha Onceki ¢alismalarda belirlenmis charcoal
eklenerek hazirlanan besin ortamlar1  kullanilmistir. Ancak bu besin ortamlari
kullanilarak yapilan kiiltiir 6rnekleri birka¢ glinden sonra kontaminasyondan dolayi
kaybedilmistir (Sekil 3. 10). Todorova’nin 1993 yilinda yaptig1 calismada, saf ve canli
mikrosporlar elde etme amaciyla yeni yontemler denenmistir. 8 tiirler arast hibrit ve 3
aycicegi hibriti kullanilmig ve farkli besin ortamlarina alinan mikrosporlarin gelisimleri
takip edilmistir. pH’1 6,2, sukroz oran1 %12 olan ve 800 mg/l glutamin, 100 mg/l serin
eklenen modifiye edilmis MS besin ortaminin, mikrosporlarin 6nemli oranda artmasina

yol acarak androjenik gelisim gosterdigi sonucu elde edilmistir.

Sekil 3. 10 Charcoal iceren besiyerinde bulunan farkli genotiplerdeki kiiltiirlerin aliiminyum folyoya sar1lt
halde inkiibatérdeki goriintiileri.
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Protokol 4 (Ozsan, T., 2014. Farkli Genetik Tlerleme Seviyesinde Bitki
Kullanimmnin Biber (Capsicum annuum L.) Anter ve Mikrospor Kiiltiiriinde
Haploid Bitki Eldesi Uzerine Etkileri. Yiiksek Lisans Tezi, Akdeniz Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii Bahce Bitkileri Anabilim Dali)

Aygigeginde mikrospor kiiltiirii optimizasyonu i¢in uygulanan bu protokolde Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ne ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen
kapitulumlarla c¢alisilmistir. Diger ii¢ protokolden farkli olarak bu protokolde, uygun
biiyiikliige gelen kapitulumlardan elde edilen uygun boyuttaki cicekgikler belirlenerek
bu ¢igekciklerden anterler izole edilmis ve kiiltiire alinmadan 6nce bu anterlere 6n
uygulama uygulanmistir. Bu 6n uygulamada kiiltiire alinan mikrosporlar, embriyo
olusumunu arttirmak amaciyla mannitol iceren ortama aliarak sicaklik uygulanmigstir.
Orneklere 7 giin, 8 giin ve 12 giin olmak iizere ii¢ farkli giin siiresince &n uygulama
gergeklestirilmistir. On uygulama muamele edilmis anterlerle yapilan mikrospor kiiltiir
ortaminda, 12 giinliik uygulama haricinde, kahverengi renk degisimi gozlenmistir. Giin

gectikge kiiltlir ortaminin renginde koyulasma goriilmiistiir (Sekil 3. 11).

(@) (b) ©

Sekil 3. 11 IMI-K2-R-SN-22/15 genotipine ait mikrospor kiiltiirii érnekleri (a) 7 giinlik + 32 °C sicaklik
ve 0,3 M mannitol ile 6n uygulama yapilms mikrospor kiiltiirii 6rnegi, (b) 8 giinliik + 32 °C
sicaklik ve 0,3 M mannitol 6n uygulama yapilmis mikrospor kiiltiirii 6rnegi, (C) 12 gilinlikk +
32 °C sicaklik ve 0,3 M mannitol 6n uygulamas: ile muamele edilmis mikrospor kiiltiirii
Ornegi.
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Bu oOrnekler diizenli araliklarla incelenmis fakat kontaminasyondan dolay1
kaybedilmislerdir. Ozsan’in 2014 yilinda yaptig1 calismada, dort farkli biber genotipi
kullanilarak, bu genotiplerin genetik ilerleme seviyelerinin birbirlerinden farkl
olmasmin anter ve mikrospor Kkiiltiirlerinde haploid embriyo eldesi iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Calismada sicaklik 6n uygulamalarinin ve aclik 6n uygulamasinin
herhangi bir etkisi gozlemlenmemis olup, elde edilen sonuglarda kallus, embriyo
benzeri yapilar ve embriyolarin olustugu saptanmistir. Calisilan genotipler arasinda
anter ve mikrospor Kkiiltiirtine gosterdikleri tepki bakimindan farkliliklar gozlenmis ve

calismada rapor edilmistir.

Mikrospor izolasyonu i¢in optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ve ana adimlart ile

bu protokollere ait sonuglar Tablo 2. 9°da verilmistir.
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Tablo 2. 9 Bu tez ¢aligmasinda optimizasyonu ger¢eklestirilen protokollerin ana adimlari ile sonuglari.

izlenen Protokoller

Deneysel Adimlar

Protokol 1
(Girel ve ark., 1991)

Protokol 2
(Mohammadi, 2011)

Protokol 3
(Todorova ve ark., 2014)

Protokol 4
(Ozsan, 2014)

Bitki materyalinin temini

Tarla + Bitki yetigtirme odast

Tarla + Bitki yetigtirme odast

Tarla kosullar1

Tarla kosullar

kosullari kosullar1

Uygun evredeki | Uygun evredeki | Uygun evredeki | Uygun evredeki
kapitulumlarin  etanol  ve | kapitulumlarin sodyum | kapitulumlarin  etanol ve | kapitulumlarin Tween-20
NaOCl (¢amasir suyu) ile | hipoklorit ve steril distile | NaOCI ile steril distile suda | iceren sodyum hipoklorit
Kapitulumlarim yiizey distile suda sterilizasyon | suda sterilizasyon islemleri | sterilizasyon islemleri | cozeltisi ve steril distile su ile
sterilizasyonu islemleri gerceklestirildi. gerceklestirildi. gerceklestirildi. sterilizasyon islemleri

gerceklestirildi.
Anterler Kiiltiire alinmadan
= = = once ilk 8 giin boyunca + 35
On uygulama °C sicakhk ve 0,3 M
mannitol iceren ortamda

bekletildi.

Cicekcikler NLN ile ezilerek | Cigekgikler izolasyon | Cicekeikler behere ahmp 5 | On uygulama gdrmiis anterler
filtreden gegirildi. Ornekler | besiyerinde blenderdan | ml %12°lik sukroz ve 1.9 g/l | besiyerinde ezilerek filtreden
santrifiij edildi. Pellet NLN | gecirildi ~ve  siispansiyon | askorbik asit c¢ozeltisinde | gegirildi. Siispansiyon

Mikrospor izolasyonu

icinde ¢0ziildii ve cam petriye
almarak inkiibasyona
birakildi.

filtreden gecirildi. Elde edilen
siispansiyon santrifiij edildi.
Olusan  pellete  mikrospor
izolasyon sivis1 eklendi. Her
bir litreye 40.000 mikrospor
olacak  sekilde  yogunluk
kontrol edildi ve mikrospor
siispansiyonu kiiglik petrilere
aktarildi. Sonrasinda kiiltiirler
inkiibasyona birakildi.

cam baget ile ezildi. Ornekler
tiiplere alind1 ve 3 ml %12’lik
sukroz ve 1.9 g/l askorbik
asit  c¢ozeltisi  eklenerek
santrifiij edildi. Daha sonra

Charcoal iceren kati
besiyerine ekildi ve
inkiibasyona birakildi.

santrifiij edildi. Olusan pellet
bir miktar besiyerinde ¢oziiliip
cam petriye aktarildi ve
inkiibasyona birakildi.
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Sonuglar

Ornekler  kontaminasyondan
dolay1 kaybedilmistir.

Ornekler
dolay1 kaybedilmistir.

kontaminasyondan

: b
Ornekler  kontaminasyondan
dolay1 kaybedilmistir.

Ornekler
dolay1 kaybedilmistir.

kontaminasyondan

Kolsisin uygulamasi

% 0.1 ve kolsisin igeren NLN
besiyeri hazirlanir ve
kotiledon evresindeki haploid
embriyolar  dort  kolsisin
konsantrasyonu (125, 250, 500
ve 1000 mg/l), {i¢ zaman
uygulamast (12, 24, 36 saat)
ve iki sicaklik (8 ve 25 °C)
uygulamalarindan  gegirilir.
Sonrasinda embriyolar
kolsisin  igermeyen  NLN
besiyerlerine transfer edilir.

Kallus rejenerasyonu

NLN besiyeri

NLN besiyeri

MS + Gelrite + Charcoal +
Sukroz

MS + Gelrite + Sukroz

MS + Sukroz

B5 + 0.1 mg/l 24 D + 0,2
mg/I kinetin

Organ rejenerasyonu

MS besiyeri

Sivi MS (% 2 sukroz, yar1 MS
ve 0.1 mg/l giberellik asit, %
0.7 agar-agar, pH: 5.8)

MS + Glutamine + Serine

B5 + % 0.8 agar + % 3 sukroz
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4. SONUCLAR

Aygigeginde mikrospor Kkiiltlirli optimizasyonu i¢in yapilan bu tez c¢aligmasinda;
aycicegi ve diger bitkilerde daha Once uygulanmis dort farkli mikrospor kiiltiiri
protokolii uygulanarak optimizasyon g¢alismalar1 yapilmistir. Bu dort farkli protokolden
yalnizca Protokol 4 (Ozsan, 2014)’de diger protokollerden farkli olarak anterlere 6n
uygulama yapilmistir. Calisilan bu protokollerde mikrospor izolasyonu igin yeterli
sayida cicekgiklerin izole edilebilmesi, kapitulum biiyiikliikleri, besiyeri igerikleri,
uygun mikrospor safhasi, genotip, embriyo olusumunu uyarici sicaklik ve mannitol 6n
uygulamalar1 gibi farkli parametreler optimize edilmeye c¢alisilmis ve bunlarin

mikrospor kiiltliri sonuglarina etkileri incelenmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda sadece Protokol 2 (Mohammadi, 2011) ile yapilan
calismada kallus elde edilmistir. Ancak bu kallusun bulundugu kiiltiir ortami
kontaminasyondan dolay1 daha sonra kaybedilmistir. Uygulanan diger ii¢ protokolde ise
kallus yapisi gozlenememistir. Kallus yapist gézlenen Protokol 2 (Mohammadi, P. P.,
2011)’nin uygulandig: kiiltiir 6rnegi dahil olmak tizere tiim 6rnekler kontaminasyondan
dolay1 kaybedilmistir. Protokol 1 (Giirel ve ark., 1991) ve Protokol 2 (Mohammadi,
2011) uygulanarak yapilan kiiltiirlerde kontaminasyon goriilen 6rneklerde pembe renk
degisimi gozlenmistir. Bu protokollerde kullanilan NLN besiyerinde bulunan yiiksek
oranda sukrozun sekonder metabolitlerin olusumuna sebep olarak Kkiiltiirlerde
kontaminasyona sebep olabilecegi disiiniilmiistiir. Diger protokollerde kullanilan
besiyerlerindeki sukroz oranmnin da yiiksek olmasinin ayni sekilde kontaminasyona

sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Mikrospor kiiltiirii  ¢alismalarinda genotipin kritik bir degisken oldugu yapilan
caligmalar sonucu sOylenebilir. Ayni protokollerin uygulandigi ve bagka higbir
degiskenin bulunmadigi caligmalarda her genotipin farkli sonu¢ verdigi daha onceki
calismalarda da belirtilmistir. Cistue ve arkadaslar1 (2006), makarnalik bugday
genotipleri ile gergeklestirdikleri mikrospor kiiltiirii calismasinda, 5 ¢esit, 1 se¢ilmis hat
ve 20 F1 melezinden elde ettikleri embriyo ve yesil bitki oranlar1 arasinda dnemli
farkliliklar elde ederek, bu farkliliklarin genotipe bagli oldugunu belirtmiglerdir. Bu tez
caligmasinda da genotipin kiiltiir caligmasini etkileyen en Onemli faktor oldugu

sOylenebilir.

61



Tarladan ve bitki yetistirme odasindan elde edilen kapitulumlarla yapilan kiiltiir
calismalar1 da optimizasyon calismasinda farklilik gosteren Onemli faktorlerden biri
olmustur. Hem kapitulumlarin biiylikliigi hem de bu kapitulumlardan elde edilen
cicekcik sayisinin farkli olmasi ve hem de tarladan elde edilen kapitulumlarin daha hizli
gelismesi bu iki kapitulum ¢esidi arasinda onemli farkliliklar ortaya koymustur.
Tarladan elde edilen kapitulumlarin boyutlart bitki yetistirme odasindan elde edilen
kapitulum boyutlarina gore daha biiyiiktiir. Dolayisiyla tarladan elde edilen
kapitulumlardan elde edilen cicekcik sayis1 daha fazla olmaktadir. Uygulanan
protokollerde mikrospor izolasyonu i¢in istenilen ortalama 30-40 ¢igek¢ik tarladan elde
edilen kapitulumlarda saglanmigtir. Ancak bitki yetistirme odasinda elde edilen
kapitulumlarda ¢igekcik sayisi, genotipe gore degiskenlik gostermekle birlikte, ortalama
10 cicekeik kadardir. Bu sonuglar dogrultusunda daha hizli gelisen, daha ¢ok ¢igekcik
elde edilen ve daha biiyiik boyuta sahip kapitulumlar elde edilen tarlada yetistirilmis
aycicegi bitkilerinden bundan sonraki calismalarda yararlanilabilecegi sonucuna

ulasilmstir.

Uygun mikrospor sathasinin belirlenmesi mikrospor kiiltiiriinde basariyr saglayan
onemli faktorlerden biridir. Bir ¢ok arastirmaci, mikrospor kokenli embriyo elde
edebilmek i¢in en uygun mikrospor sathasinin, ge¢ tek nukleuslu safha ile %10-30 cift
cekirdekli polen yani birinci polen mitozunu geg¢irmis donem olarak bildirmislerdir
(Duijs ve ark., 1992; Carlos ve Dias, 1999; Carlos ve Dias 2001; Dias ve Correia,
2002). Bunun yanisira, Sarikamis ve arkadaslari (2000) ile Ellialtioglu ve arkadaslari
(2001) ise birinci polen mitozundan hemen Onceki donemdeki tek cekirdekli
mikrosporlarin kiltiir kosullarinda embriyo olusturmak {tizere sporofitik gelismeye
dogru daha kolay yonlendigini belirtmislerdir. Bu calismada, orta-ge¢ tek nukleuslu
safhadaki mikrosporlar kiiltiir ¢alismalarinda kullanilmistir. Bu evreden daha erken veya
daha ge¢ evredeki mikrosporlarin kullanilmasinin kiiltiir sonucunu olumsuz etkiledigi

belirlenmistir.

Sicaklik ve mannitol wuygulanarak gergeklestirilen 6n uygulamali mikrospor
calismasinda diger protokollerden farkli bir sonug elde edilememistir. Mikrosporlardan
embriyo olusumunun uyarilmasinda kiiltiirlerin 1-3 giin siire ile kiiltiirde tutulmalar
gereklidir. Optimum inkiibasyon sicakligi ve siiresi tiirlere gore degisim gostermekle

birlikte 30 - 33°C bir¢ok arastirici tarafindan onerilmektedir. (Takahata ve Keller 1991;

62



Duijs ve ark., 1992; Barro ve Martin 1999; Carlos ve Dias 2001; Sato ve ark., 2005;
Wei ve ark., 2008). Bu ¢alismada, 7, 8 ve 12 giin olmak {izere + 32 °C sicaklik 6n
uygulamasi yapilmistir. Mannitol uygulamasinin hiicre duvart olusumunu durdurarak
normal mikrospor gelisimini engelledigi gorilmiistir (Kasha ve ark, 2001; Shim ve
ark., 2006). Kasha ve arkadaslar1 (2003), petri kaplarina aldig1 basaklara 0.4 M mannitol
ve 4°C’de buzdolabinda muhafaza ederek mikrospor kiiltiiriinden iyi sonuglar almistir.
Mejza ve arkadaslar1 (1993), 0.3 M mannitol ile soguk 6n islem uygulamalarini
karsilastirdiklarinda mannitoliin embriyo olusumunu daha fazla artirdigini tespit
etmislerdir. Bu tez c¢alismasindaki sicakllk ve mannitol ©On uygulamalari
degerlendirildiginde herhangi bir embriyo olusumuna olumlu etki etmedigi
belirlenmistir. Ileriki caligmalarda sicaklik ve uygulanan mannitol oran1 degistirilerek

optimizasyon ¢alismalarinin yapilabilecegi dngoriilmektedir.

Sonug olarak; bitki yetistirme odasinda yetistirilen aycicegi kapitulumlart yerine, daha
biiyiik kapitulum boyutlarina sahip, daha ¢abuk gelisen ve daha fazla ¢igek¢ik sayisina
sahip tarladan elde edilen aygicegi kapitulumlar ile ¢aligilabilir. Bahsedilen kosul ve
ortamlar ise daha sonra yapilacak ¢aligmalarda kallus olusumu igin optimize edilerek bu
yapmin devamliligi saglanabilir. Boylece bitki 1slah1 ¢alismalarinda kullanimi

yayginlagabilir.
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