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ÖZET 

AYÇĠÇEĞĠNDE (Helianthus annuus L.) MĠKROSPOR ĠZOLASYONU VE IN 

VITRO KÜLTÜR KOġULLARININ OPTĠMĠZASYONU 

Ġzole mikrospor kültürü, bitki ıslah programlarında yararlanılan embriyogenesis ve 

dihaploid bitki eldesi için önemli bir kaynak oluĢturur.  

Bu tez çalıĢmasında ayçiçeğinde mikrospor kültürü için uygun koĢulların belirlenmesi 

farklı protokoller uygulandı. Bu amaçla, kapitulum yüzey sterilizasyon prosedürü, 

kapitulumlar için en uygun yaĢ ve büyüklük, anterden mikrospor izolasyonu ve farklı 

ayçiçeği genotiplerinin farklı konsantrasyon ve kombinasyonlardaki besin 

ortamlarındaki yanıtları denenen dört protokol için değerlendirildi. 

Protokol 1 ve Protokol 2‟de NLN besin ortamı, Protokol 3‟de sukroz (30 g/l) ve jelrit (7 

g/l) eklenmiĢ MS besin ortamı, Protokol 4‟de ise 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l kinetin 

hormonlarını içeren B5 besin ortamı kullanılmıĢtır. Protokol 4‟de diğer protokollerden 

farklı olarak çiçekçiklerden izole edilen anterlere ilk 7 gün boyunca 32 
0
C sıcaklık ve 

0,3 M mannitol içeren ortamda ön uygulama yapılmıĢtır. 

Orta-geç safhada tek nukleuslu mikrospor içeren anterler ezme preparat yöntemiyle 

seçilerek mikrospor izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Tüm protokollerdeki örnekler 

kültüre alındıktan sonra inkübatörde kültüre alınmıĢ ve düzenli aralıklarla 

incelenmiĢlerdir. Protokol 1‟de inkübatöre alınan kültür örnekleri bir gün sonra ek 

santrijüjleme iĢleminden geçirilerek tekrar inkübasyona bırakılmıĢlardır. Protokol 2 ile 

yapılan çalıĢmada kallus elde edilmiĢtir. 

Kullanılan ayçiçeği genotiplerinde mikrospor izolasyonu kallus eldesi sağlanmasına 

rağmen, kültürlerde görülen kontaminasyon probleminin, kallus geliĢimini engellediği 

görülmüĢtür ve bitki rejenerasyonu elde edilememiĢtir, planlanan çalıĢmalarla sözü 

edilen problemlerin çözülmesi hedeflenmektedir. 
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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/l kinetin and 0.1 mg/l 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.  

 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

SEMBOLLER 

 

% : Yüzde 

0
C : Santigrat derece 

cm : Santimetre 

g : Gram 

L : Litre 

Mg : Miligram 

n : Haploid kromozom sayısı 

2n : Diploid kromozom sayısı 

CO2 : Karbondioksit 

mm
3  

: Milimetre küp 

g/l : Gram/litre 

mg/l : Miligram/litre      

M : Molar  

Mm : Milimetre 
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KISALTMALAR 

2,4-D : 2,4 Diklorofenoksi Asetik Asit 

B5 : Gamborg besi ortamı  

BA :  Benzil Adenin 

DAPI : 4‟, 6-diaminido-2-phenylindole 

IAA : Ġndol-3 Asetik Asit 

MS : Murashige ve Skoog besin ortamı  

NAA : Naftalen Asetik Asit 

NLN : Litcher besin ortamı  

CMS : Sitoplazmik erkek kısırlık 

MAS : Marker assisted selection 

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

EMS : Etil metanosülfat 

DH : Dihaploid 

DNA : Deoksiribo nükleik asit 

HCl : Hidroklorik asit 

NaOH : Sodyum hidroksit 

pH : Power of hydrogen 
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1. GĠRĠġ 

1.1 Ayçiçeğinin (Helianthus annuus L.) Genel Özellikleri ve Tarımı 

Ayçiçeği bitkisi hem ülkemizde hem de dünyada yağ ve süs bitkisi ile sanayi gibi 

alanlarda kullanımı oldukça yaygın olan bir bitkidir (Ġlisulu, 1973). Helianthus cinsine 

ait 67 tür bulunmaktadır. Bunlardan; Helianthus annuus ve Helianthus tuberosus 

beslenme ve sanayi amaçlı olarak kültüre alınan iki önemli türdür. Diğer türler ise 

genellikle süs bitkisi olarak kullanılmaktadır. Helianthus cinsine ait türlerde temel 

kromozom sayısı (n) 17 olup, tetraploid ve heksaploid türleri de bulunmaktadır (Heiser, 

1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              ġekil 1. 1 Ayçiçeği bitkisi (Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü). 

Ayçiçeğinin sistematikteki yeri aĢağıdaki gibidir (Heiser, 1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alem  : Plantea  

Bölüm  : Magnoliophyta 

Sınıf   : Magnoliopsida 

Takım  : Asterales  

Familya : Asteracea 

Alt familya : Asteroideae 

Cins  : Helianthus 

Tür  : Helianthus annuus L. 
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Ayçiçeği bitkisi adını yunanca “helios” güneĢ ve “anthus” çiçek anlamlarına gelen 

kelimelerden almıĢtır (Heiser ve ark., 1969). Anavatanı Peru ve Meksika olarak 

bilinmektedir (Ġlisulu, 1973). Ayçiçeği bitkisi, Hindistan‟dan Fransa‟ya, Çin‟den 

Ukrayna ve Tanzanya‟ya, tropikal ve ılıman iklimlerde yetiĢen bir bitkidir (Winter ve 

Ravi, 2003). Ayçiçeği bitkisi ilk defa Kuzey Amerika Kızılderilileri tarafından yiyecek 

ve ilaç amacıyla kullanılarak evcilleĢtirilmiĢ ve boya hammaddesi olarak da 

kullanılmıĢtır. Arkeolojik kanıtlar ayçiçeği bitkisinin kültüre alınmasının mısır, fasulye 

ve kabaktan önce olduğunu göstermektedir. Ayçiçeği bitkisi, Ġspanyol kâĢifler 

tarafından Avrupa‟ya götürülmüĢ ve yaygın olarak süs bitkisi olarak ve tıbbi amaçlar 

için kullanılmıĢtır. Yirminci yüzyılın ortalarında Rusya‟da, yağ içeriğini arttırmak için 

yapılan çalıĢmalar sonucunda ayçiçeği, ilk kez bir yağ bitkisi olarak kullanılmıĢtır 

(Heiser ve ark., 1969). Ülkemizdeki ayçiçeği tarımı ise 1945-1950‟li yıllarda 

Bulgaristan‟dan ülkemize göç eden insanların getirdiği tohumlarla baĢlamıĢtır. Esas 

üretimi ise, 1980‟lerden sonra hibritlerin ülkemize girmesi ile olmuĢtur (Kaya, 2014). 

Helianthus annuus L. kazık köklü bir bitkidir. Yan köklerinin üzerinde demet halinde 

ince kökler oluĢur (Duke, 1983). Gövdesi çok kuvvetli olan bitkinin yaprakları iri ve 

gösteriĢlidir. Helianthus annuus L.‟de çiçek durumu kapitulum olarak tanımlanır. Yani 

çiçekler bir tabla içerisinde oluĢurlar. Bu çiçek durumu ayçiçeğinin ait olduğu 

Compositae (Asteraceae) familyasının karakteristik çiçek durumudur. Tablalar, gövde 

tepesinin ucunda, çiçek sapının ucunda veya yan dalların ucunda oluĢurlar (Heiser, 

1978; Seiler, 1997). BaĢ kısmındaki büyük diski kapsayan çiçeklere disk çiçekleri 

denir. Disk üzerindeki her disk çiçeğine çiçekçik denir (Hu ve ark., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 ġekil 1. 2  Ayçiçeğinin çiçek yapısını gösteren anatomik çizim. (a) ayçiçeği kapitulum yapısı, (b) 

ayçiçeğinin erkek ve diĢi organları (https://pbiosunflowers.wordpress.com/). 

(a) (b) 
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Ayçiçeği normalde uzun bir bitkidir. Bazı yabani tipleri 4- 5 metreye ulaĢabilirken, 

kültüre alınan türleri 150-200 cm uzunluğundadır. Bitkilerin boyu iklim ve toprak 

koĢullarına oldukça bağlıdır ve kuraklık veya kötü toprak koĢulları bitki boyunu 

olumsuz etkilerken, sulama ve daha az su stresi bitki boyunu olumlu yönde etkiler. 

Standart boy (150- 180 cm) hibritlerine ek olarak, yarı cüce (100-150 cm) ve cüce (50-

100 cm) boyları da dünyada üretilmektedir. Kısa bitkilerin bazı hastalıklara dirençli 

olma gibi avantajları olmasına rağmen, yüksek boyun verimi pozitif olarak etkilemesi 

birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir (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 yarıçapları, bitki boyunda olduğu gibi çevresel durumlardan oldukça 

etkilenirler. Kafa boyutu 5-50 cm (en büyüğü 82 cm) arasında değiĢebilir ve normal 

kafa boyutu 18-25 cm arasındadır. Ġdeal tipteki ayçiçeği kafası orta büyüklükte (20-25 

cm) olarak tarif edilebilir (Miller ve Fick, 1997). Kafa büyüklüğü, Ģekli ve eğimi 

kantitatif niteliklerdir. Ayçiçeği verimini arttırmak için optimum bitki yoğunluğu, kafa 

büyüklüğü ve baĢ biçimi dikkate alınan özelliklerdir (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 yağlar, insanların yaĢamsal faaliyetlerini devam 

ettirebilmesi için gerekli ve oldukça önemlidir (Gürbüz ve ark., 2003). Dünyada birçok 

ülkede tarımı yapılan ayçiçeği bitkisel yağ sanayisinin baĢlıca hammaddesi olup, 

ekonomik değeri oldukça yüksek bir yağ bitkisidir (Anonim, 2007). Dünyada yağlı 

tohumlu bitkiler denildiğinde akla soya fasulyesi, yerfıstığı, ayçiçeği, kanola (kolza), 

mısır, zeytin, susam, palmiye tohumu, yağ keteni, aspir, hindistan cevizi ve hintyağı 

bitkileri gelmektedir. Dünya genelindeki üretim miktarlarına bakıldığında en yoğun 

üretilen yağlı tohumların soya fasulyesi, kanola, pamuk tohumu, yer fıstığı, ayçiçeği ve 

palm çekirdeği olduğu görülmektedir. Bugün bitkisel yağ ve mamulleri sektörü 

incelendiğinde sorunların küresel, bölgesel, ulusal ve yerel olarak farklılık gösterdiği 

ancak bütünde birbirleri ile etkileĢim içerisinde oldukları görülmektedir (Tüik, 2015). 

Ülkeler bazında 2010-2014 yılları ortalama ayçiçeği üretim miktarı ġekil 1. 3‟de 

gösterilmiĢtir. 
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 ġekil 1. 3  Ülkeler bazında 2010-2014 yılları ortalama ayçiçeği üretim miktarı (www.fao.org). 

 

Ülkemizde tarımı yapılan yağlı tohumlar grubuna giren ürünler, ayçiçeği, çiğit, soya, 

yerfıstığı, haĢhaĢ, susam, kolza ve aspir olarak sıralanabilir (Tüik, 2015). Dünyadaki 

yağlı tohumlara ait veriler Tablo 1.1‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2010- 2014 yılları arasında dünya ayçiçeği üretiminde Ukrayna birinci sırada, Rusya 

Federasyonu ikinci sıradadır. Türkiye ise bu yıllar arasında ayçiçeği üretiminde 

sekizinci sırada yer almaktadır (ġekil 1.4). 

→Yıllar 

↓Yağlı tohumlar 

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 

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 

Ayçiçek tohumu 32 34 39 35 42 40 39 

Diğer tohumlar 54 58 57 61 62 61 62 

Toplam 447 461 447 475 505 536 527 

     Tablo 1. 1 Dünya yağlı tohumlar üretimi (milyon ton) (USDA *Tahmin). 
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ġekil 1. 4  2010-2014 yılları arasında dünyada ayçiçeği üretiminde (ton) ilk on sırada yer alan ülkeler 

(www.faostad.org). 

Ülkeler itibariyle ayçiçek yağı üretimi Tablo 1.2‟de verilmiĢtir. 

 

ÜLKELER 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 

Arjantin 1.156 1.414 1.578 1.181 898 1.116 1.115 

Türkiye 596 680 705 691 792 650 596 

Güney 

Afrika 

330 243 311 236 318 345 290 

Hindistan 330 209 195 192 185 123 110 

ABD 320 216 147 194 195 146 220 

Çin 180 183 171 180 254 245 237 

Diğer 

ülkeler 

1.498 1.219 1.301 1.308 1.323 1.214 1.154 

DÜNYA 12.543 12.418 15.161 13.554 16.097 15.078 15.428 

Ayçiçeği, ekim alanı ve üretim kriterleri açısından ülkemizde ekimi en çok tercih edilen 

yağlı tohum bitkisidir. Ülkemizde üretilen bitkisel yağların yaklaĢık % 50‟si de 

ayçiçeğinden sağlanmaktadır (2015 Yılı Ayçiçeği Raporu, 2015). TÜĠK verilerine göre 

Tablo 1. 2 Ülkeler itibariyle ayçiçek yağı üretimi (bin ton) (Oil World Monthly, 29 Ocak 2016. (*) Tahmini). 
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2016 yılında ülkemizde 6.167.800 dekarlık alana yağlık ayçiçeği ekimi yapılmıĢtır 

(TÜĠK, 2016). Ülkemizde ayçiçeği tarımı en çok Trakya-Marmara Bölgesinde 

yapılmakta olup Tekirdağ (% 17,8), Edirne (% 14,9), Kırklareli (% 11,4) illerinde 

üretilmektedir. Bu illeri sırasıyla Adana (% 6,6), Çorum (% 3,9), Tokat (% 3,4), 

Aksaray (% 2,9), Amasya (% 2,3) ve EskiĢehir (% 2,1) illeri takip etmektedir. Marmara-

Trakya Bölgesini, % 29,2 ile Orta Anadolu Bölgesi takip etmektedir. Geriye kalan 

ülkemiz ayçiçeği üretiminin % 12‟si Karadeniz, % 8,7 si Akdeniz ve % 2,8‟i Doğu ve 

Güneydoğu Anadolu Bölgelerinde gerçekleĢtirilmektedir (2015 Yılı Ayçiçeği Raporu). 

Ülkemizde 2013 yılında 609,622 hektarlık alana ayçiçeği tarımı yapılmıĢtır. 1,523,000 

ton ayçiçeği üretilmiĢtir. 2014 yılında ise; 653,323 hektarlık alana ekim yapılarak, 

1,637,900 tonluk ayçiçeği üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir (www.fao.org).  

ġekil 1. 5 2010-2014 yılları arasında Türkiye‟deki ortalama ayçiçeği üretim miktarları ve ayçiçeği ekim 

alanları (www.faostad.org). 

1.1.1 Ayçiçeği ıslahı 

Tarım yapılabilecek alanların hem Türkiye‟de hem de dünyada üst sınırlara ulaĢmıĢ 

olması sebebiyle birim alandan elde edilen ürün veriminin en yüksek düzeye çıkarılmak 

istenmesi üreticilerin ilk hedefi olmuĢtur. Artan nüfusla birlikte bu nüfusun beslenme 

ihtiyaçlarını karĢılayabilmek amacıyla verimin daha da yükseltilmesi gerekmektedir 

(Ahmet ve Adak, 2007). Ülkemizde kullanımı oldukça yaygın olan ayçiçeğinde yüksek 

olan talep ancak üretim artıĢı ile karĢılanabilir. Kültürel tekniklerin iyileĢtirilmesiyle 
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oluĢacak üretim artıĢının yanı sıra ıslah çalıĢmalarının yapılmasıyla da yüksek verimli 

çeĢitlerin geliĢtirilmesi baĢarılabilir (Alvarez ve ark., 1992; Marinkoviç, 1992; 

Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel, 1998). BaĢarılı bir 

üretimin ön Ģartı, birim alanda istenen bitki sıklığının elde edilmesidir. Bunun için de 

ekilen tohumun çimlenerek çıkması gerekmektedir (Munsuz ve ark., 2001). Islah 

çalıĢmalarında baĢarıya ulaĢabilmek için, önce ıslah amacının iyi belirlenmesi ve ıslah 

edilecek karakter ya da karakterlerin özelliklerinin iyi bilinmesi gerekir. Tohum 

verimini artırmak için gerçekleĢtirilen ıslah programlarında, farklı agronomik 

karakterlerin verimle olan iliĢkilerinin bilinmesiyle ıslah program ve seleksiyonun 

doğru bir Ģekilde ilerlemesi sağlanır (Alvarez ve ark., 1992; Marinkoviç, 1992; 

Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel, 1998). Islah 

edilmiĢ kültür bitkilerinin yabani formlarıyla karĢılaĢtırıldıklarında birçok mantar, 

bakteri ve virüs hastalıkları ile zararlılara karĢı daha duyarlı olduğu ve bu durumun 

genelde uygulanan ıslah yöntemlerinin eksikliğinden kaynaklandığı görülmüĢtür. Islah 

programlarında, seleksiyon çalıĢmalarında ürün kalitesi ve miktarı gibi özellikler ön 

planda tutulmaktadır (Özcan ve Özgen, 1996). Ayçiçeği ıslahına ilk olarak MÖ 3000 

yılında ayçiçeğinin Amerika‟da üretilmesiyle baĢlanmıĢtır (Meriç, 2002). Ayçiçeği 

bitkisinde, tohum verimi ile bitki boyu, tabla çapı, tablada tane sayısı, 1000 tane ağırlığı 

ve tabla baĢına tohum ağırlığı gibi verim komponenetleri arasında pozitif ve önemli 

iliĢkilerin var olduğu bir çok araĢtırıcı tarafından vurgulanmıĢtır (Alvarez ve ark., 1992; 

Marinkoviç, 1992; Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel, 

1998). Ayçiçeğinde verim ve kalite açısından melez çeĢitlerin daha üstün özelliklere 

sahip oldukları ve iki kat daha fazla verim verdikleri bildirilmiĢtir (Fick, 1978; Kaya, 

2003). Bundan dolayı Türkiye‟de halen ayçiçeği ekim alanlarında üretilen çeĢitlerin 

tamamına yakınının hibrit çeĢitler olduğu bilinmektedir (Kaya, 2003). Bu nedenle 

ülkemizde ve dünyada ayçiçeğinde ıslah programları genelde, hibrit ıslahına yöneliktir 

(Kaya ve ark., 2009). Yabancı döllenme özelliğinden dolayı hibrit çeĢitlerin 

tohumluklarının her yıl yenilenmesi gerekmektedir. Bunun yanında, ayçiçeği tarımında 

baĢarı aynı zamanda uygun ekim zamanının belirlenmesiyle birlikte her yıl sertifikalı 

tohumluğun kullanılmasını da gerektirmektedir (Kaya, 2003). Ayçiçeği tarımında 

genelde hibrit çeĢitler üretimde kullanılmasına rağmen, aynı CMS (sitoplazmik erkek 

kısırlık) gen kaynakları kullanılması nedeniyle, geleneksel ıslah metotları kullanılarak 
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elde edilen çeĢitlerde, genetik verimlilik kapasitesinin üst sınırına yaklaĢılmıĢtır. Gerek 

ayçiçeğinde, gerekse hibrit ıslahının uygulandığı diğer türlerdeki yüksek verimin elde 

edildiği hibritlerde, kullanılan ebeveynler arasındaki akrabalık derecesi ne kadar düĢük, 

yani birbirleri arasında genetik uzaklık ne kadar fazla ise, özellikle tane veriminde 

heterosis olarak adlandırdığımız melez azmanlığı o kadar yüksek olmaktadır (Miller ve 

Fick, 1997). Bu nedenle ayçiçeğinde yüksek verim için mutlaka farklı genetik 

kaynaklara sahip kendilenmiĢ ebeveyn hatlara ihtiyaç vardır. Bu farklı genler, 

ayçiçeğinde çok sayıdaki tek veya çok yıllık yabani ayçiçeği türlerinde mevcut olup, bu 

yeni genotip kaynakların kültürü yapılan tek yıllık Helianthus annuus L. türüne bir an 

önce aktarılması gerekmektedir. Ancak bu gen kaynaklarının kullanılması, türler arası 

melezlemeler ile mümkün olup, bunların klasik ıslah metotlarını kullanarak elde 

edilmesine olanak yoktur (Bidney ve Scelonge, 1997). Bu genlerin, yabani türlerden 

tarımı yapılan kültür bitkilerine aktarılması, ancak biyoteknolojik metotların 

kullanılmasıyla mümkündür (Kaya, 2004). 

Biyoteknoloji; doku kültürü teknikleri (somatik embriyogenesis, mikroçoğaltım, anter 

kültürü, protoplast kültürü) ile çoğaltım, DNA parmak izi çalıĢmaları, markör 

yardımıyla seleksiyon, gen seçimine dayalı seleksiyon, gen anlatımı, genetik 

modifikasyonlar, rekombinant DNA teknolojisi ve bunlarla bağlantılı genetik 

mühendisliği uygulamalarını kapsamaktadır (Wheeler, 2004). Klasik ıslah ve 

biyoteknolojide ortak amaç, aynı uygulama ve prensiplere sahip olabilmekle birlikte, 

klasik ıslahta çaprazlamalar fenotipik gözlemlere dayanmaktadır. Biyoteknolojik 

çalıĢmalarda ise laboratuvar ve sera çalıĢmaları daha çok kullanılmaktadır. Klasik ıslah 

çalıĢmalarında genetik markörler seleksiyon süresini oldukça hızlandırmaktadır. Markör 

yardımıyla genetik ıslah (MAS: Marker Assisted Selection) yaklaĢımının genetik 

çalıĢmaların ilerlemesinde katkısı bulunmaktadır (Merkle ve Dean, 2000). Islah 

çalıĢmalarında agronomik özelliklerin fenotipik seleksiyonu zaman alan bir yöntemdir. 

Markörlerin azlığı, pleiotropik ve epistatik etkilerin bulunması ve çevresel etmenlerin 

sabit olmaması gibi olumsuz durumlarla, morfolojik markörler yardımıyla seleksiyon 

gibi geleneksel metodlarda karĢılaĢılmaktadır. Bu sorunlarla karĢılaĢmamak için 

moleküler markörler yardımıyla seleksiyon bir alternatif olmaktadır (Melchinger, 1990). 

Ġstenilen genlerle bağlantılı markörleri belirleyerek ıslah çalıĢmalarında erken 

seleksiyon kıstası olarak kullanmak ya da bu markörlerden hareketle bağlantılı genlerin 
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çoğaltılmasını sağlamak, iki ebeveynin çaprazlanmasıyla meydana gelen bitki 

populasyonlarından yararlanarak gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda kullanılmaktadır (Knapp, 

1994). Moleküler iĢaretleyici sistemler, ekonomik olarak önemli tarımsal türler için 

yüksek yoğunluklu DNA markör haritalarının oluĢturulmasını ve böylelikle MAS'ın 

nihai uygulamaları için gerekli olan çerçeveyi sağlar (Kumar ve Shekhawat, 2009). 

Ayrıca MAS ile kantitatif özelliklerin seleksiyonu ve kalıtım mekanizmasının 

araĢtırılmasında, moleküler bağlantı haritalarının oluĢturulmasında ve tamamlanmasında 

da seçenek olarak karĢılaĢılmaktadır (Knapp, 1994). 

Geleneksel ıslah yöntemi için olumsuz durum oluĢturan bir faktör, bitkilerin uzun 

jenerasyon süresidir. Kontrollü çaprazlama yöntemiyle uygun ebeveynlerin kolayca 

bulunamaması ıslah yöntemlerinin önünde büyük bir engel oluĢturmaktadır. Genetik 

olarak aynı özellikleri barındıran üstün genotiplerin üretimi ile genetik kaynaklar 

korunabilmektedir (Bonga ve Von Aderkas, 1993; ÇavuĢoğlu, 2001). Aseptik koĢullar 

altında gerçekleĢtirilen doku kültürü yöntemi, araĢtırma ve iyileĢtirilmiĢ ürünlerin 

geliĢtirilmesinde oldukça önemlidir (Maliro ve Lemeck, 2004). Doku kültürü tekniği, 

bitkilere istenilen özellikleri kazandırarak, vejetatif çoğaltım metodlarına karĢı bir 

seçenek olarak kullanılmaktadır (Kim ve ark., 1985). Doku kültüründe baĢarı öncelikle 

genotipe bağlıdır. Kullanılan besiyeri, eksplant tipi ve diğer kültür koĢulları bu 

yöntemde baĢarılı olmak için önemli olan diğer parametrelerdir (Merkle ve Trigiano, 

1992). Doku kültürü çalıĢmalarının ana hedeflerinden biri, aynı zamanda verimli bir 

transformasyon sistemi için bir ön Ģart olan yüksek frekanslı sürgün yenilenmesini elde 

etmektir (Jordan ve McHughen, 1988; Dong ve McHughen, 1993). Bitkilerdeki doku 

kültürü çalıĢmalarının temeli, ilk olarak Schwann ve Schleiden‟in 1838 yılında 

totipotensi teorisini öne sürmeleri ile atılmıĢtır (Pierik, 1987). 

Sonuç itibariyle, klasik ıslah yöntemlerinde ortaya çıkan olumsuzluklar haploid bitki 

üretimi ile aĢılarak dihaploidizasyon çalıĢmasıyla dihaploid verimli hatlar elde edilebilir 

(Priya ve ark., 2003). Bu tez çalıĢmasında, in vitro mikrospor kültürü ile haploid 

ayçiçeği eldesine yönelik protokollerin optimizasyonu yönünde çalıĢmalar 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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1.2 Haploid Bitki Üretimi 

Somatik hücrelerindeki kromozom sayısı, ait oldukları bitki türünün gamet hücrelerinde 

bulunan kromozom sayısı kadar olan bitkilere haploid bitkiler adı verilmektedir. 

Haploid bitki elde etme iĢlemine haploidizasyon adı verilmektedir. (n) kromozom 

sayısındaki haploid bir bitkinin kimyasal madde aracılığıyla türün normal kromozom 

sayısına (2n) ulaĢtırılıp mutlak homozigot hatların elde edilmesine dihaploidizasyon adı 

verilmektedir (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). In vitro androgenesis esnasında veya rejenere 

haploidlerde genom diploidizasyonuyla elde edilen çift haploidler (DH) ıslah 

programlarında kullanılmaktadır (Ślusarkiewicz-Jarzina ve ark., 2017). Diploid 

bitkilerle aynı organlara sahip olan haploid bitkiler, morfolojik olarak zayıf, güçsüz, 

bodur ve daha küçük yapılı olup geliĢimleri daha yavaĢtır. Yaprakları dar ve küçük, 

gövde ve dallarda boğum araları kısa iken, çiçeklenme süresi daha uzundur. Küçük 

çiçek açarlar ancak sterildirler ve tohum bağlamazlar. Polenleri küçük, anormal Ģekilli 

ve içleri boĢ olup, bu polenlere sahip anterler çatlamaz. Plastid sayıları azdır. Ayrıca 

stomaları daha küçüktür ve birim alanda daha fazla stoma taĢırlar (Emiroğlu, 1982; Er, 

1992; Ellialtıoğlu ve ark., 2001). Bu özelliklerinden dolayı normalde hiç bir tarımsal 

değer taĢımayan haploid bitkiler; bitki ıslahı genetik, sitolojik, fizyolojik, biyolojik ve 

biyokimyasal çalıĢmalar için son derece önemli ve değerli materyallerdir (Abak, 1986; 

Wenzel ve Foroughi - Wehr, 1994; Ferrie ve Keller, 1997; Hatipoğlu, 1999; Ellialtıoğlu 

ve ark., 2001). Haploid bitkiler, verimli diploid bitkilere dönüĢtürülerek ıslah 

programında kullanılabilirler. Haploid bitkiler, her bir lokustaki allelerin yalnızca bir 

serisini içerirler ve bu özelliklerinden dolayı ıslah çalıĢmalarında büyük önem 

taĢımaktadırlar. Haploid bitkiler homolog kromozomların sadece bir takımını içerdiği 

için resesif mutasyonlar açığa çıkabilmektedir. Ayrıca haploid bitkilerin kromozom 

sayılarının katlanması sayesinde %100 homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Bu 

sayede uzun yıllar alan saflaĢtırma iĢlemi, birkaç ay gibi kısa bir sürede 

yapılabilmektedir. Böylece kombinasyon ıslahı ve F1 hibrit çeĢit ıslahı programlarında 

zaman yönünden oldukça kazanç sağlanabilmektedir. 1922 yılında Blakeslee tarafından 

Datura stramonium bitkisi ile çalıĢma yapılmıĢ ve kendiliğinden meydana gelen ilk 

haploid bitki tanımı yapılmıĢtır. Ġkinci olarak, 1929 yılında Kostoff tarafından yapılan 

çalıĢmada iki farklı türe ait tütün bitkisinin çaprazlanmasıyla (Nicotiana tabacum x 

Nicotiana langsdorfii) doğal yollarla ortaya çıkan haploid bitki oluĢturulduğu rapor 
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edilmiĢtir. Türden türe ve tür içerisindeki genotiplere göre değiĢkenlik göstermekle 

birlikte, doğada kendiliğinden haploid bitki oluĢma olasılığı % 0.1- 0.001 gibi oldukça 

düĢük seviyede kalmaktadır (Pocard ve Dumas de Vaulx, 1971). 

Haploidlerin oluĢum yolları beĢ ana grupta toplanabilir: 

Bunlardan ilki olan ginogenesis yönteminde, yumurta hücresi döllenme gerçekleĢmeden 

zigot gibi bölünme iĢlemini baĢlatır. Bunun sonucunda haploid yapıda bir embriyo 

oluĢturur. DiĢi eĢey hücresi ile erkek eĢey hücresi birleĢmediği halde; embriyo kesesi 

sekonder çekirdekleri ile polen generatif çekirdeği birleĢir. Bu birleĢme sonrasında 

embriyonun çimlenebilmesi için gerekli olan endospermi meydana getirirler (Sauton, 

1987). 
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Homozigoti oldukça kısa sürede elde edilerek genetik ve ıslah çalıĢmalarını yapmak 

kolay hale gelmekte ve birkaç jenerasyon beklemek yerine homozigot hatlara bir 

jenerasyonda ulaĢılabilmektedir; 

Klasik yöntemlerle homozigot hatlara ulaĢmanın kolay olmadığı bitkilerde, 

dihaploidizasyon yöntemiyle bir jenerasyonda bu hatlara ulaĢılabilir; 

Çok yıllık meyve ve bitkilerde, homozigot hatların elde edilmesi uzun bir süreç 

almaktadır. Bundan dolayı bu türlerde haploidizasyon büyük önem taĢımaktadır; 

ġekil 1. 6 Bitkilerde kendiliğinden ve uyartı yoluyla haploid oluĢum yolları (Ellialtıoğlu ve ark.,2001). 
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Haploidinin hibrit çeĢidi ıslahında, F1 hibrit çeĢitlerin geliĢtirilmesinde homozigot hatlar 

arasında üstün kombinasyon yeteneği verenlerinin belirlenmesinde öneme sahip olması; 

Haploidi sayesinde F1 aĢamasındaki melez bitkilerden haploid olanlar seçilerek farklı 

genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte birleĢmesi istenen özelliklere sahip bitkiler 

elde etmek mümkün olabilmektedir; 

Resesif mutasyonların ortaya çıkmasında haploidizasyon uygulanabilecek en etkili 

yöntemdir. Haploid bitkilerde dominant genler resesif genleri baskılayamadığı için 

diploid hatlarda genetik açılımı izlemek mümkün olabilmektedir; 

Protoplast kültürü ile yapılan somatik hibridizasyon tekniğinin var olan dezavantajları, 

haploid bitkiler ile ortadan kaybolmaktadır; 

Haploid ve dihaploidler, sitolojik, fizyolojik ve genetik alanlarında kullanılan oldukça 

değerli materyallerdir; 

Haploidizasyon ile ıslah etkinliği artmaktadır (Gallais, 1978; Demarly ve Sibi, 1989). 

Bu ıslah etkinliğinin artması, dihaploid bitkilerin döllerinde bir açılım bulunmadığından 

genotipler arasında etkili eliminasyon yapılarak ve dominansi etkisinin kalkarak 

eklemeli gen etkisinin ikiye katlanmasıyla gerçekleĢmektedir; 

Diploid bitkilerin üretilmesi için tetraploid bitkilerin haplodizasyonundan 

yararlanılması; 

Haploid uyartımı ve sonrasında kromozom katlamasıyla, kendilemenin mümkün 

olmadığı dioik türlerde saf erkek bitkiler elde etmek mümkün olmaktadır; 

Haploid bitkiler, çeĢitli patojenlere ve bunların ırklarına karĢı in vitro seviyede tercih 

olanağı sağlamaktadırlar; 

Dihaploid hatlar gen haritalarının çıkartılmasında kullanılabilmektedir. Dihaploid 

hatların markör çalıĢmalarında, heterozigotiden kaynaklanan, intermediyer 

ekspresyonlar olmayacağı için çalıĢılmak istenen gen oranı 1:1 olacaktır (Ellialtıoğlu ve 

ark., 2001). 

1.2.1 Androgenesis (erkek gamet) yoluyla haploid bitki eldesi 

Androgenesis, haploid hücre kaynağı olan mikrospor varlığına dayanmaktadır. 

Androgenesis ile normal Ģartlar altında erkek gameti oluĢturacak olan mikrospor 

hücresinin gametofitik geliĢimi durdurularak, çeĢitli uyartılar vasıtasıyla embriyojenik 

oluĢuma zorlanır. Polen geliĢimi mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis olmak 
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üzere iki evrelidir. Mikrospor ana hücresinin oluĢumu ve bunu izleyen mayoz bölünme 

sonucunda haploid mikrosporların oluĢmasına mikrosporogenesis, mikrospordan 

çekirdek ve hücre bölünmeleri ile sperm hücrelerinin oluĢumuna da 

mikrogametogenesis adı verilmektedir (Emiroğlu, 1982). Ġlk kez 1953 yılında Tulecke 

tarafından Ginkgo biloba bitkisiyle yapılan çalıĢmada, bu bitkiye ait polenlerin kültür 

ortamında haploid kallus meydana getirmek için uyarılabileceği sonucuna varılmıĢtır 

(Guha ve Maheshwari, 1966). 1964 yılında Datura stramonium bitkisi ile yapılan 

çalıĢmada, bu bitkiye ait anterler in vitro ortamda kültüre alınarak ilk haploid bitki Guha 

ve Maheshwari tarafından elde edilmiĢtir. Bunun ardından tütün bitkisinde aynı 

yöntemle haploid embriyolar elde edilmiĢtir (Bourgin ve ark. 1967). BaĢarıyla 

sonuçlanan bu çalıĢmalardan sonra birçok farklı bitki türlerinde yapılan çalıĢmalarda 

haploid bitki eldesi sağlanmıĢtır (Bajaj, 1983; George ve Sherrington, 1984; Pierik, 

1989). Haploid bitki eldesi için Helianthus cinsinde mikrospor kültürü ile yapılan 

çalıĢmalarda, bu teknik geliĢtirilmiĢ ancak haploid bitki eldesinin güç olduğu 

saptanmıĢtır (Gürel ve ark., 1991; Todorova ve ark., 1993). 

Yin Lu ve arkadaĢlarının 2016 yılında beĢ farklı Çin lahanası (Brassica rapa) 

genotipleri ile yaptıkları çalıĢmada, farklı sürelerde ve konsantrasyonlarda etil 

metanosülfat (EMS)‟e batırılmıĢ örneklerin mikrospor geliĢimi ve embriyo üretim hızını 

gözlemlemiĢ ve EMS ile muamele edilmiĢ tomurcuklardan elde edilen mikrosporlardan 

elde edilen dihaploidlerin hızlı bir Ģekilde homozigot Çin lahanası mutantlarının 

oluĢumunda etkin bir yaklaĢım olduğu belirlenmiĢtir. 

Androgenesis yoluyla haploid bitki eldesinde anter ve mikrospor kültürü önemli iki 

yoldur. Bu tez çalıĢmasında, ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu çalıĢması 

yapılarak haploid bitki eldesine yönelik uygulamalar gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1.2.1.1 Androgenesisi etkileyen faktörler 

Androgenik anter sayısı ve her bir anterden sağlanan embriyo sayısı çeĢitli faktörlerden 

etkilenerek değiĢebilir. Anter kültürünün baĢarıya ulaĢması, anterlerin elde edildiği 

donör bitkiden ve anter kültürü iĢleminin uygulanması sırasındaki koĢullardan 

etkilenerek değiĢebilir. Anter kültüründen elde edilen haploid bitki sayısını etkileyen 

faktörler Ģu Ģekilde sıralanabilir; 
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Anter verici (donör) bitkiden kaynaklanan faktörler 

Genotip 

Anter kültürüyle haploid bitki elde etme baĢarısı yüksek oranda anterlerin alındığı 

bitkilerin genotiplerine bağlıdır. ġu ana kadar yapılan çalıĢmalarda; genotiplerin, aynı 

kültür koĢullarında iĢlem görmesine rağmen anter yanıtlarının genotipler arasında 

farklılık gösterdiği bilgisine ulaĢılmıĢtır (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). Nitsch (1969), 12 

tütün türünden 5 tanesinin; Gresshof ve Doy (1972), 18 farklı Arabidopsis hattından 3 

tanesinin, Irikura (1975), 118 farklı Solanum genotipi içerisinden sadece 19 tanesinin 

polen embriyogenesisi oluĢturduğunu belirtmektedir. Haploid bitki elde edilmek istenen 

genotipten yüksek oranda androgenetik cevap alabilmek için, her genotipin kültür 

koĢulları optimize edilmelidir (Dunwell, 1981). Bir diğer yol olarak ise; embriyo 

oluĢturma ihtimali fazla olan genotiplerle, embriyo oluĢturma baĢarısı yüksek olmayan 

genotiplerin çaprazlanarak melez döllerden az veya çok embriyo elde edilmesi 

önerilmiĢtir (Jacobsen ve Sopory, 1978). 

Donör Bitkinin Yetişme Koşulları 

Mikrosporlardan in vitro koĢullarda haploid embriyo uyartımından olumlu sonuç 

alabilmek için, bitkilerin genotipleri kadar yetiĢtirilme koĢulları da son derece önem 

taĢımaktadır. Bitkilerden elde edilen anterlerde baĢarılı olmak için sıcaklık, ıĢık 

yoğunluğu, günlük ıĢıklanma süresi, havadaki CO2 konsantrasyonu ve bitkinin 

beslenme Ģartları gibi çevresel faktörler oldukça önemlidir. Bu koĢulların önemi ilk defa 

Dunwell ve Perry (1973) tarafından yapılan çalıĢmada ortaya konulmuĢtur. Bu 

çalıĢmada, bitkilerin yetiĢtikleri ortamın ıĢıklanma süresinin; tütündeki anter kültüründe 

haploid embriyo oluĢumundaki etkisi gözlemlenmiĢtir. Bitkideki haploid embriyo 

oluĢumunu etkileyen diğer değiĢken ise anterlerdeki mikrosporların yapıları ve 

kaliteleridir. Sunderland (1971), gerçekleĢtirdiği çalıĢmada, kültürdeki tütün anterlerinin 

farklı büyüklüklere sahip ve boyandıklarında daha açık renkte görünen polenler 

içerdiğinden söz etmiĢtir. Sonrasında çavdar (Wenzel ve Thomas, 1974) ve arpada 

(Dale, 1975), tüm polenlere ait morfolojilerin benzer olmadığını, aralarında değiĢik 

morfolojik yapı gösterenlerin olduğu sonucuna varılmıĢtır. Bu duruma polen dimorfizmi 

adı verilmektedir. Bu durumda bulunan polenlerin bir kısmı gametofitik yöndeki 
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geliĢmesini devam ettirerek normal polenleri oluĢtururlar. Geride kalanlar ise sporofitik 

geliĢme yönünde ilerleyerek embriyo oluĢturma yeteneği kazanırlar. Anterlerin 

içerisinde oluĢan embriyojenik polenlerin oranına bağlı olarak donör bitkilerin 

yetiĢtirilme koĢullarının anter kültürü üzerindeki etkisi hakkında yorum yapılabilir 

(Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Anter kültürü tekniğinden kaynaklanan faktörler 

Anterlerin gelişim dönemleri 

Anter kültürü tekniğinin baĢarılı olması için dikkat edilemesi gereken bir nokta da, 

anterlerin donör bitkiden izole edildiği anda içerisindeki mikrosporların hangi geliĢme 

döneminde olduklarıdır. Anter kültürlerinde en etkili sonuçlar, tek çekirdekli mikrospor 

evresinin erken veya geç aĢamasındaki mikrosporların bulunduğu anterlerden elde 

edilmektedir. Anterlerde bulunan polenlerin geliĢme evrelerini belirlemek için sitolojik 

gözlemler yapmak gereklidir. Bu evre asetokarmin ile hızlı boyama yapılarak 

belirlenebileceği gibi, DAPI boyası kullanılarak florasan mikroskopu altında da 

mikrosporların geliĢme evreleri saptanabilir. Mikrosporogenesis aĢamalarını 

izleyebilmek için uygulanabilecek bir baĢka yol ise; parafine gömerek kesit almaktır. Bu 

iĢlem sonrasında preparatlar metilen mavisi ya da hematoksilin gibi boyalarla boyanarak 

net görüntüler elde edilir. Fakat bu yöntem uzun zaman almaktadır. Bundan dolayı anter 

kültürü yapılmasına karar verildiğinde ilk olarak parafin yöntemi kullanılarak 

mikrosporogenesis aĢamaları belirlenir. Daha sonra laboratuvar çalıĢması esnasında taze 

anter materyalinin incelenmesi için anterleri asetokarmin ile boyayıp ezme preparat 

hazırlamak oldukça hızlı ve kolay bir yoldur. 

Anterlere yapılan ön uygulamalar 

Çiçekçiklere gerçekleĢtirilen ön uygulamalar, kültürdeki mikrosporların geliĢmelerine 

olumlu yönde katkıda bulunur. Bu uygulamalardan en etkili olanı da soğuk 

uygulamasıdır. 4-10 
0
C arasında 72 saat ile 4 hafta arası ön uygulama yapılan 

çiçekçikler rejenerasyon açısından pozitif cevaplar vermiĢtir. Soğuk uygulamasının 

anter kültürlerinde kallus ve bitkiye dönüĢüm aĢamasında yaptığı olumlu katkının 

nedeni henüz tam olarak açıklığa kavuĢmamıĢtır. Bu olumlu etkinin nedenleri üzerine 
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birkaç görüĢ bulunmaktadır. Bu görüĢlere göre; soğukta bekletme esnasında güçsüz ve 

hayatta kalma Ģansı düĢük olan anter ve mikrosporlar hemen kahverengiye dönerek 

ölmektedirler. Böylelikle geride kalan güçlü anterler kültüre alınarak in vitro koĢullarda 

yüksek oranda rejenere olabilmektedirler (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Sunderland ve Roberts (1979)‟un çalıĢmasında, sıcaklık süresinin ve derecesinin, soğuk 

Ģok ön uygulamasında önemli olduğu ortaya konmuĢtur. Çok soğuk olmayan 

sıcaklıklarda uzun süre yapılan soğuk uygulamanın, daha düĢük derecede, daha kısa 

sürede yapılan uygulamadan daha etkili olduğu sonucunu bulmuĢlardır. 

Anter kültürü için oldukça önemli bir diğer nokta da; mikrospor tanelerindeki niĢasta 

birikimidir. Birinci polen mitozundan sonra mikrosporlarda niĢasta birikimi artmakta ve 

mikrosporların embriyo oluĢturmak için sporofitik geliĢmeye yönlenme Ģansları yok 

olmaktadır. NiĢasta içeriği az olan tek çekirdekli mikrosporların embriyo oluĢturması 

kültür Ģartlarında çok daha kolay bir Ģekilde gerçekleĢmektedir (Foroughi-Wehr ve 

Wenzel, 1993). 

Çiçekçiklere uygulanan soğuk Ģokunun anter duvarında da etkisi gözlenmiĢtir. Anter 

duvarı, inkübasyon süresi boyunca kahverengiye dönüĢerek yaĢlanıp kültür ortamına 

toksik madde salgılayabilirler. Kültüre alınmadan önce uygulanan soğuk Ģoku sayesinde 

anter duvarı daha geç yaĢlanarak olumsuz etkileri önemli oranda engellenmektedir 

(Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Nitsch (1974)‟ün yaptığı çalıĢmada, ethrel uygulaması ile santrifüj iĢlemi 

gerçekleĢtirme ön uygulamalarının da anterlerden embriyo oluĢmasına olumlu katkıda 

bulunduğu sonucuna varılmıĢtır. 

Besin ortamının bileşimi ve yapısı 

Bütün bitki türlerinin olumlu yanıt vereceği bir anter kültür ortamı bulmak oldukça 

zordur. Anter kültürü yanıtı, çeĢitli türlerde ve hatta aynı türün genotipleri arasında bile 

farklılık göstermektedir. Anter kültüründe ilk olarak gametofitik dokuları sporofitik 

geliĢmeye dönüĢtürme aĢamasında uyaracak oksin gereklidir. Bitkiciğe dönüĢüm 

evresinde sitokininlere ihtiyaç vardır. Anter kültürlerinde oksin kaynağı olarak 2,4-D, 

NAA ve IAA kullanılmakta olup sitokinin kaynağı olarak ise, çoğunlukla kinetin, 

sonrasında ise BA ve zeatin yaygın olarak kullanılmaktadır (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 
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Murashige ve Skoog, White ve Nitsch besin ortamları anter kültürlerinde en sık 

kullanılan besin ortamlarıdır (Sink ve Padmanabhan, 1977). Bazı türlerde ise B5 besin 

ortamının daha olumlu sonuçlar verdiği ortaya konmuĢtur (Keller ve Armstrong, 1979). 

Anter kültürlerinde karbon kaynağı olarak genellikle sakkaroz kullanılmakla birlikte, 

glukoz ile glukoz ve sakkaroz karıĢımları da kullanılmaktadır. Agar ilave edilerek 

oluĢturulan yarı-katı haldeki ortam anter kültürlerinde sıklıkla kullanılmaktadır 

(Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

İnkübasyon koşulları 

Ġnkübasyon sırasında kullanılan ıĢığın nitelik ve niceliği ile sıcaklık gibi çevresel 

etmenler anter kültürünün baĢarılı olmasında etkili olan faktörlerdendir. BaĢlangıç 

aĢamasında anterler 20 ile 30 
0
C‟ler arasında kültüre alınırlar ve sonra anterlerde düĢük 

sıcaklık ve farklı ıĢık zamanlarında bekletilen anterlerden embriyo oluĢur. Sonrasında 

rejenere olan bitkicikler daha yüksek ıĢık yoğunluğuna aktarılmaktadırlar. Ġnkübasyon 

esnasında uygulanan sıcaklık ile ıĢık yoğunluğu arasında sıkı bir bağlantı bulunmaktadır 

(Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

1.2.1.2 Anter kültürü 

OlgunlaĢmamıĢ polenleri içeren anterlerin, tomurcuklardan ayrılarak in vitro koĢullarda 

yapay besin ortamlarına yerleĢtirilmesi ve burada olgunlaĢmamıĢ polenlerden haploid 

embriyolar elde edilmesi olayına ‘anter kültürü’ adı verilmektedir. Anter kültürü 

yapılarak, normal koĢullarda iki çekirdekli yapıya dönüĢecek olan polen tanesinin 

gametik geliĢme yönü; henüz tek çekirdekli dönemdeyken somatik geliĢme yönüne 

doğru çevrilmekte ve böylece ‘mikrospor androgenesisi’ veya sadece ‘androgenesis’ 

olarak adlandırılan oluĢum gerçekleĢmektedir (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Anterlerden haploid bitki oluĢumu baĢlıca iki yolla olmaktadır (Bajaj, 1990a). 

1. Direkt androgenesis: Polen tanesinden yani mikrospordan bir embriyo farklılaĢması 

oluĢmaktadır (embriyogenesis). 

2. Ġndirekt androgenesis: Önce polen tanesinden bir kallus geliĢimi olmakta ve daha 

sonra embriyo ya da sürgün rejenerasyonu gerçekleĢmektedir (organogenesis). 
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ġekil 1. 7  Anterlerden haploid bitki oluĢum yolları. (a) doğrudan in vitro androgenesis, (b) dolaylı in 

vitro androgenesis (https://www.slideshare.net). 

 

Anter kültürü ile ilgili ülkemizde ve baĢka ülkelerde birçok çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1921 yılında ilk doğal haploid bitki, Datura stramonium L. bitkisi ile keĢfedilmiĢtir. 

Bohorova‟nın (1985)‟de iki farklı ayçiçeği genotipi ile yaptığı çalıĢmada direkt gövde 

geliĢimi elde etmiĢlerdir. 

Mix‟in (1985)‟de yaptığı çalıĢmada 6 adet androgenik ayçiçeği bitkisi elde edilmiĢ ve 

bunların 2 tanesinin haploid oldukları saptanmıĢtır. 

Sakin (1994) yaptığı çalıĢmada 20 farklı genotip ve farklı besin ortamları (N6-MS) 

kullanılmıĢtır. Genotipin haploid bitki üretiminde önemli bir etken olduğunu ortaya 

koymuĢtur. 

Irikova ve Rodeva (2004) yapmıĢ oldukları çalıĢmada, farklı besin ortamlarında kültüre 

alınan Bulgar biberlerine ait 4 hat, 5 varyete ve 2 F1 hibritin anter kültürlerinin in vitro 

tepkilerini araĢtırmıĢlardır. AraĢtırma sonucunda in vitro biber anter kültürünün 

tepkisinin büyük oranda donör bitki genotipi, ortam kompozisyonu ile eklenenler ve 

büyüme düzenleyicilere dayandığını bildirmiĢlerdir. 

Koleva Gudeva ve Trajkova (2012), biber bitkisinin in vitro anter kültüründe 

androgenesis etkinliliğinin arttırılmasını amaçlamıĢ ve buna bağlı olarak da 

embriyogenesisin baĢarılması, oluĢan embriyoların bitkiciklere dönüĢmesi, bitkiciklerin 

steril koĢullardan sera koĢullarına baĢarılı adaptasyonu ve dıĢ ortama alıĢtırılması ve 

plastik tünel koĢullarında elde edilen androgenetik biber hatlarının ıslah süreçlerinde 

kullanılması bu çalıĢmanın hedefleri arasında olmuĢtur. Sonuçta anter kültürünün 
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devam ettiği süreçte androgenesis etkinliliğinin genotipe ve yetiĢtirme koĢullarına bağlı 

olduğunu gözlemlemiĢlerdir. 

Luitel ve Kang (2013) yapmıĢ oldukları çalıĢmada, haploid üretiminde androgenesisin 

etkinliliğini belirlemek için Dumas de Vaulx (CP) ve Murashige ve Skoog (MS) kültür 

ortamlarını kullanarak mini paprika F1 hibridinin Vine sweet çeĢidinin (kırmızı, sarı ve 

turuncu tipleri) in vitro androgenik tepkisini araĢtırmıĢlardır. Buldukları sonuçlara göre 

kullandıkları her iki ortamda da tüm mini paprika tiplerinin anter kültüründe kallus ve 

embriyo oluĢum sıklıkları değiĢiklik göstermiĢtir. Her iki kültür ortamındaki anterler 

tüm paprika tiplerinde rejenerasyon olmaksızın kallus oluĢturarak tepki vermiĢtir. 

1.2.1.3 Mikrospor kültürü 

Mikrospor kültürü, anter kültürü ile birlikte androgenesis yoluyla haploid bitki 

eldesinde kullanılan önemli bir yöntemdir. OlgunlaĢmamıĢ mikrosporların, anter 

içerisinden izole edilerek in vitro koĢullarda besin ortamlarında geliĢtirilmesi ve 

bunlardan haploid embriyoların elde edilmesi iĢlemi „mikrospor kültürü‟ olarak 

adlandırılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

                  

 

 

         ġekil 1. 8  Anter içerisindeki mikrosporlar ve oluĢum aĢamaları (http://www.biyolojiterimleri.com). 

 

 

Mikrosporlar kültüre alınmadan önce anterlerden izole edilirler ve tek çekirdekli 

dönemde olduklarına karar verilen mikrosporlar, anterlerden mekanik olarak ayrılırlar. 

Mikrospor kültürü aĢamaları ġekil 1.9‟da gösterilmiĢtir. 
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Mikrospor kültürü, anter kültüründe var olan olumsuz durumları ortadan kaldırarak 

haploid embriyo sayısını çoğaltmak için geliĢtirilmiĢ bir metotttur. 

Mikrospor kültürünün avantajları Ģu Ģekildedir (Pierik, 1989; Hess, 1992; Foroughi-

Wehr ve Wenzel, 1993); 

Anter kültüründe mikrosporlara ek olarak diploid yapıya sahip olan anter duvarı, 

tapetum ya da septum gibi anter dokulardan da embriyo oluĢabilir. OluĢan diploidlerin 

yaĢama ihtimali haploidlere göre her zaman daha fazladır. Mikrospor kültürü ile bu 

durum ortadan kalkmaktadır; 

Anter kültüründe mikrosporlar anter duvarını aĢtıktan sonra besin maddelerini 

alabilirken mikrospor kültüründe polenler besin ortamı ile direk olarak temas 

kurabilirler; 

Anter kültüründe ABA ya da toksik maddeler gibi engelleyici maddeler söz konusu iken 

mikrospor kültüründe bu maddeler anterle birlikte ortamdan uzaklaĢtırılmaktadır; 

ġekil 1. 9 Mikrospor kültürünün uygulanıĢı. (A) tomurcuktan (B) çıkartılan olgunlaĢmamıĢ anterlerin (C) mekanik olarak 

homojenize edilmesi (D) polen süspansiyonunun (E) filtreden geçirilmesi (F) süspansiyon, süzme iĢleminden 

sonra santrifüj edilmesi (G) mikrosporlardan oluĢan çökelti elde edilerek üzerindeki sıvının boĢaltılması (H,J) 

mikrosporların besin ortamıyla yeniden süspansiyon haline getirilerek pipet yardımıyla (K) petri kutularındaki 

kültür ortamının üzerine inoküle edilmesi (Pierik, 1989). 
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Bir polen tanesinden direk olarak embriyoya dönüĢümü mümkün olduğundan gen 

transferi çalıĢmaları için bu yöntem oldukça uygundur ve Agrobacterium vasıtasıyla 

genetik transformasyon ile ilgili gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda büyük avantaj 

sağlamaktadır; 

Abiyotik veya biyotik stres durumlarına dayanıklılık hedeflendiğinde in vitro seleksiyon 

için elveriĢli yöntemdir; 

Kültüre alındıktan sonra embriyo oluĢumunu takip etmek, anter kültürüne göre daha 

kolaydır; 

Mutasyon ve genetik çalıĢmalarında baĢlangıç materyali olarak polen taneleri anterlere 

göre daha çok tercih edilmektedir. 

Homojen materyal ile çalıĢma imkanı ve haploid embriyo evrimi anter kültürü 

yöntemine göre daha fazladır (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Mikrospor kültürü çalıĢması, Guha ve Maheshwari (1964)‟nin Datura innoxia bitkisiyle 

yaptıkları çalıĢma ile geliĢmiĢtir. Bu çalıĢmada, Datura innoxia bitkisinin geliĢmemiĢ 

polenlerini içeren anterlerinden, spesifik çevresel faktörleri fark edip, haploid bitkilerin 

kolayca üretilmesi iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Nitsch (1974), mikrospor kültürü yoluyla haploid bitki eldesini baĢarıyla 

gerçekleĢtirmiĢtir. 

Bu geliĢmeden sonra Lichter (1982) Brassica sp. bitkisinde mikrospor izolasyonunu 

gerçekleĢtirerek haploid bitki eldesi amacıyla besi ortamına almıĢtır. Bu adım, dihaploid 

bitki üretimi için önemli bir noktadır. 

Miyoshi (1996)‟nin Solanum melongena L. ile yaptığı çalıĢmada kallus elde edilmiĢ, 

elde edilen rejenerantlardan rastgele seçilen 12 tanesinin birinin haploid, yedi tanesinin 

diploid, üçünün triploid ve bir tanesinin tetraploid olduğu sonucu rapor edilmiĢtir. 

Bal ve arkadaĢları (2009), tütün bitkisinde mikrospor embriyogenesi baĢlatmak için 

kullanılan protokolün bir modifikasyonunu patlıcanda çalıĢmıĢlardır. Bu çalıĢmada, 

simetrik bölünme ve çok çekirdekli yapıların üretiminde tütün için uygulanan 

protokolün patlıcan için de uygulanarak tepki alınabildiği sonucunu ortaya 

koymuĢlardır.  
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Yin ve arkadaĢları (2010), biberden izole edilen mikrosporların embriyoid baĢlatımını 

ilerletebilmek için bir araĢtırma yapmıĢ ve düĢük sıcaklık ön uygulaması, büyüme 

düzenleyicilerinin kombinasyonları ve aktif karbon konsantrasyonlarının in vitro'da 

izole edilen biber mikrosporlarının embriyoid oluĢumunu etkileyen kritik faktörler 

olduğunu belirlemiĢlerdir. Bu protokolün biber ıslahı açısından dihaploid bitkileri 

üretmek için potansiyel bir araç olarak kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir. 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü ile ilgili ilk çalıĢma Gürel tarafından 1991 yılında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada 3 hibrit ve 1 inbred hat kullanılmıĢtır. Yüzey 

sterilizasyonu yapılan çiçekçikler ezilerek mikrosporlar elde edilmiĢtir. Elde edilen bu 

mikrosporlar NLN besiyerine alınmıĢlardır. Bir hibrit ve bir inbred hattan embriyolar 

elde edilmiĢ ancak MS besin ortamına alındıktan sonra bu embriyolar kaybedilmiĢtir. 

Todorova (1993)‟nın yaptığı çalıĢmada, canlı ve saf mikrosporlar elde edebilmek için 

yeni bir sistem geliĢtirilerek 8 türler arası hibrit ve 3 ayçiçeği hibriti kullanılmıĢtır. 

Farklı besin ortamlarına alınan miksporların geliĢimleri takip edilmiĢtir. 

1.2.2 Ginogenesis (diĢi gamet) yoluyla haploid bitki eldesi 

DiĢi gametofit haploid hücrelerinin partogenesise benzer Ģekilde embriyo oluĢturmaları 

için yönlendirilmeleri ginogenesis yoluyla haploid bitki eldesinde izlenen yoldur. Soğan 

(Allium cepa L.), Ģeker kamıĢı (Beta vulgaris L.) ve bazı ağaçlarda ginogenesis 

kullanılmıĢtır (Michalik ve ark., 2000).  

1.2.2.1 Ovul ve ovaryum kültürleri 

DöllenmemiĢ yumurtalığın veya yumurta hücrelerinin kültüre alınmasıyla haploid 

embriyo ve bitki oluĢumuna „ovaryum‟ veya „ovül kültürleri‟ adı verilmektedir 

(Aalders, 1958). Ovül veya ovaryum kültürlerinden baĢarılı olabilmek için önem 

verilmesi gereken önemli noktalardan birisi, yumurtalığın fizyolojik olarak içinde 

bulunduğu geliĢme dönemidir. Bunu kesin olarak belirlemek için aynı çiçek içerisinde 

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

Birçok bitki türünde diĢi gametlerin in vitro kültüre alınmasıyla yalnızca düĢük 

frekansta haploid embriyoların oluĢabileceği sonucuna varılmıĢtır. Bu sebeple, 

haploidlerin elde edilme oranını yükseltecek çalıĢmalar gündeme gelmiĢtir. Bu 

geliĢmeye bağlı olarak, 1965 yılından sonra eksik ya da yetersiz polenler kullanılarak 

embriyo oluĢturma ve bu embriyoları bitkiye dönüĢtürme çalıĢmaları baĢlamıĢtır. 

Partenogenetik embriyo oluĢumunu uyarmak üzere kullanılacak eksik veya yetersiz 

polenleri elde etmek için, değiĢik kimyasal maddeler ile radyoaktif ıĢın 

uygulamalarından yararlanılmaktadır. Ayrıca, uzak akrabalar arası melezlemeler, 

tozlamaların geciktirilmesi, sıcaklık Ģokları da uygulanan diğer tekniklerdir. Polenlere 

yapılan bu uygulamalar sayesinde polen generatif çekirdeği inaktif hale getirilmekte, 

bununla birlikte çimlenme yeteneğini koruyan polenler diĢicik tepesi üzerinde 

çimlendiklerinde oluĢturdukları uyartım sonucunda, partenogenetik olarak haploid 

embriyolar meydana gelmektedir.  

Tozlamada kullanılacak aktif olmayan polenler, farklı kimyasallar aracılığıyla da elde 

edilebilmektedir. Bu amaç için kolĢisin ve tolidin mavisi en fazla kullanılan maddelerdir 

(Sarı ve ark., 1995; Kurtar, 1999). 

1980‟li yıllarda polen ıĢınlaması ve ıĢınlanmıĢ polenlerle diĢi çiçeklerin tozlanması 

yöntemleriyle haploid embriyoların meydana getirilmesi çalıĢmaları baĢlamıĢ ve bu 

yöntemle birçok bitki türünde baĢarılı olunmuĢtur. IĢınlanmıĢ polenlerle yapılan 

tozlama yoluyla partenogenetik embriyo uyartımı, baĢta Cucurbitaceae familyasına ait 

türler olmak üzere, Ģeker pancarı, çilek, kivi, petunya, havuç ve lahana gibi bitki 

türlerinde baĢarılı sonuçlar vermiĢtir. Polen ıĢınlaması sonucu embriyo elde ettikten 

sonra bu embriyoların bitkiye dönüĢtürülmesi gerekmektedir (Sarı ve ark., 1992b). 

Normal bir döllenme sonucunda oluĢmayan embriyo endospermden yoksundur, bu 

nedenle embriyonun kurtarılmasını sağlamak amacıyla haploid embriyoların embriyo 

kültürüne alınması gerekmektedir. Embriyo kültürüne alınan embriyoların geliĢimi 

birkaç günde tamamlanmaktadır. Ancak bu yöntem düĢük oranda haploid bitki eldesi 

sağladığı için ıslahçılar tarafından tercih edilmemektedir (Ferrie ve ark., 2011). 
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 ġekil 1. 10 Kabakta ıĢınlanmıĢ polen ile haploid embriyo uyartımının gerçekleĢmesi (Cuny, 1992). 

1.2.3 Kromozom eliminasyonu 

DiĢi gametten haploid bitki elde etme yollarından bir diğeri de kromozom eliminasyonu 

adı verilen yöntemdir. Bu yöntemin diğer adı Bulbosum tekniğidir. Hordeum cinsi ile 

gerçekleĢtirilen türler arası çaprazlamalar sonucunda meydana gelen embriyoda, 

ebeveynlerden birine ait kromozomların kaybolması prensibine dayanmaktadır (Kasha 

ve Kao, 1970). Bulbosum tekniği ana ebeveyn olan Horduem vulgare (2n=14) ile baba 
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ebeveyn olan Horduem bulbosum‟un (2n=14) melezlenmesi olmak üzere iki aĢamalıdır. 

Ġlk aĢamada zigot oluĢur fakat embriyodaki bulbosum kromozomları yok olmaya baĢlar 

ve sonrasında sadece Horduem vulgare‟nin kromozomlarına sahip olan haploid embriyo 

bulunur. Sonrasında ikinci evre baĢlar ve normal Ģartlarda geliĢimi duracak olan haploid 

embriyo, kültüre alınarak kurtarılır. Sonrasında tam arpa bitkisi elde edilir. Bu Ģekilde 

elde edilen arpa bitkisinin tamamına yakını haploid (n=7) kromozom sayısındadır 

(Bajaj, 1990; Hess, 1992). 

1.3 Ploidi Belirleme 

Bitkilerde ploidi düzeyini belirlemek amacıyla farklı yöntemlerden yararlanılmaktadır. 

Kök uçları baĢta olmak üzere, hızlı büyüyen doku ve organlarda kromozom sayımı 

yapılması, ploidi belirlemede kullanılan en eski ve güvenilir yöntemdir. Son yıllarda 

kromozom sayımına ek olarak farklı yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Stoma hücreleri ve flow 

sitometride yapılan incelemelere göre geliĢtirilen yöntemler, günümüzde ploidi 

seviyesinin belirlenmesinde kullanılmaktadır (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Fenotipik gözlemler 

Bitkilerde kromozom sayısı çoğaldıkça bitkinin tüm organlarında bir irileĢme meydana 

gelmektedir. Haploid bitkiler, tüm organları tam olmasına rağmen diploidlere göre daha 

küçük olmaktadırlar. Haploid bitkilerin belirlenmesinde fenotipik gözlem hızlı ve 

masrafsızdır ancak güvenilir olması için diğer yöntemlerden biri ile bu gözlemi 

doğrulamak gereklidir (Ellialtıoğlu ve ark., 2001). 

Kromozom analizleri 

Bitkilerin kök uçlarından alınan örneklerle yapılan kromozom analizleri preparat 

hazırlarken iĢlemin uzun sürmesi ve deneyimli kiĢilerin yapmasının daha iyi sonuç 

vereceğinin belirtilmesi sebebiyle zaman alan ancak en güvenilir olan yöntemdir. 

Bölünmenin en hızlı olduğu sabah saatlerinde kök uçlarından örnek alınır. Örnekleri 3-4 

saat boyunca monobromonaftalin veya kolĢisin gibi amitotik bir ajanla muamele ederek 

hücrelerin metafaz safhasında iğ iplikçiklerin oluĢumunu engelleyip kromozomları 

ekvatoral tabakada tutarak kromozomların dağılması engellenir. Daha sonra bitkiler 

çözeltiden arındırılır. Glasial asetik asit içerisinde tespit iĢlemi yapılarak fiksasyon 



27 

 

sağlanır. Hücrelerin birbirinden ayrılması için, doku 60 
0
C‟de 10-20 dakika 1 N HCl 

içerisinde hidroliz edilir, bu sayede hücreler daha net bir Ģekilde görülebilir.  Metafaz 

evresindeki bölünmenin yoğun olduğu kök ya da yaprak uçları, Feulgen boyası ile 

boyanır, doku lam üzerine yerleĢtirildikten sonra %1‟lik asetokarmin uygulanır ve 

kromozomların net görülmesi sağlanıp kromozom sayımları gerçekleĢtirilir (Ashok ve 

ark., 2003). 

Flow Sitometri 

Hücrelerdeki kromozom sayılarının belirlendiği ploidi ölçümleri, bazı bitki bilimciler 

tarafından ‘flow sitometri‘ olarak adlandırılmaktadır  (Galbraith ve ark., 1983; Ulrich ve 

Ulrich, 1986). 

Diğer ploidi belirleme yöntemlerinin uygun olmadığı durumlarda flow sitometri 

güvenilir yöntem olarak kullanılabilir. Flow sitometri, hücrelerin tek tek floresans 

dedektörden geçerken emdikleri ıĢının analizine dayanan bir yöntemdir. Serbest 

bırakılan hücre çekirdekleri, H 33258 veya DAPI gibi floresans boyalarla boyanır ve 

çekirdekteki DNA miktarı saptanır. Bu yöntem her bitki için optimize edilmelidir. 

Ancak hızlı, kolay ve güvenilir bir yöntemdir (Arı, 2006). 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1 Bitki Materyali 

Bu tez çalıĢmasında Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne ait araziye ekilen 

örneklerden 6 farklı ayçiçeği (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 kullanıldı. Bu 

bitki materyallerine ek olarak Marmara Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Biyoloji 

Bölümü‟nde Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarında mevcut bitki yetiĢtirme odasında 

aynı genotiplere ait tohumlar çimlendirilerek elde edilen kapitulumlar kullanıldı(ġekil 

2. 1). 

 

(a)                           (b) 

         ġekil  2. 1 ÇalıĢmada kullanılan genotiplerin (a) tarla ve (b) bitki yetiĢtirme odasındaki görüntüleri. 

 

Elde edilen bu bitki materyalleriyle farklı protokoller uygulanarak gerçekleĢtirilen 

mikrospor kültürü çalıĢmalarında izlenen adımlar ġekil 2. 2‟de verilmiĢtir. 
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                                             Bitki materyali temini 

   

 

                       Ploidi seviyesinin kontrolü 

 

 

                                              Kapitulumların eldesi 

  

   

 

                   Tarla koĢulları                                 Bitki yetiĢtirme odası koĢulları  

                         (~ 2 ay)                                                         (~ 3 ay) 

 

 

Uygun tek nukleuslu evrede mikrosporları içeren kapitulum boyutlarının belirlenmesi 

  

 

 

 

 

  

                           Kapitulumların yüzey sterilizasyonu 

 

                                             Mikrospor izolasyonu 

 

                                          Kallus eldesi 

 

 

                                              Rejenerasyon eldesi 

 

                                ġekil 2. 2 Mikrospor kültürü çalıĢmasında izlenen adımlar. 
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2.2 Bitki Materyalinin Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi 

Bitki materyali olarak kullanılan genotiplerin mikrospor izolasyonu için kullanılmaya 

baĢlanmasından önce ploidi seviyelerinin kontrolü yapıldı. Tablo 2.1‟de içerik ve 

hazırlanıĢları verilen çözeltiler kullanıldı. 

 

 

Çözeltinin adı                Ġçeriği HazırlanıĢı 

Fiksatif  
Absolü etil alkol 

Glasiyal asetik asit 

3 Absolü etil alkol : 1 glasiyal asetik asit oranında 

olacak Ģekilde taze olarak hazırlandı. 

 

Petri kaplarında 3 gün çimlendirilen ayçiçeği tohumlarına ait kök ucu dokuları 90 

dakika %0.04‟lük kolĢisin çözeltisi ile ön muamele edildiler. Daha sonra dokular asetik 

alkolde 24 saat fikse edildiler. Fiksatiften alınan dokular 2 kez %96, 1 kez de %70‟lik 

etil alkol ile çalkalanarak yıkandılar. Fikse olan kökler %70‟lik etil alkolde +4ºC‟de 

saklandılar (ġekil 2. 3) (Cuellar ve ark., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         FĠKSASYON 

 

 Tohumların karanlıkta 3 gün çimlendirilmesi 

 

Kök ucu örneklerinin 90 dakika % 0.04‟lük kolĢisin solusyonuyla 

muamele edilmesi 

 

Örneklerin 24 saat süreyle fikse edilmesi 

 

                      %96‟lık etil alkolle yıkanması (2 kez) 

 

                      %70‟lik etil alkolle yıkanması (1 kez) 

 

              %70‟lik etil alkolde çalıĢılıncaya kadar saklanması 

Tablo 2. 1 Kromozom analizinde kullanılan çözeltiler, hazırlanıĢları ve içerikleri (Cuellar ve ark.,1996). 

   ġekil 2. 3 Fiksasyon aĢamaları (Cuellar ve ark., 1996). 
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Fikse edilen kökler daha kolay ezilebilmesi için % 0.5  pektinaz  solusyonunda (pH: 4.2 

olan sitrat tamponuyla hazırlanan) 30 dakika süreyle 37 
0
C‟de tutuldular. Süre sonunda 

kökler 60 ºC‟de 1N HCl ile hidroliz edildiler. Hidroliz sonrasında farklı kromozom 

boyar maddelerinin kullanıldığı Feulgen reaksiyonunda  kökler bazik fuksin ile boyandı 

ancak arka planda kalan boya artığı ve kromozomların iyi boyanmaması sebebiyle 

Schiff reaktifi tercih edildi (Tablo 2. 2). 30 dakika karanlıkta oda sıcaklığında kökler 

Schiff reaktifinde bekletildi. Daha sonra % 0.5 sodyum metabisülfit çözeltisinde 

çalkalanan kökler filtre edilmiĢ % 2‟lik asetoorsein‟de ezildiler. Ezilen kök ucu 

hücreleri Olympus BX-51 mikroskobunda incelendi. Kameram dijital fotoğraf makinesi 

ile fotoğraflanıp, Kameram yazılım programında analiz edildi (ġekil 2. 4). 

 

 

Boyar madde Uygulama koĢulları 

Schiff reaktifi 

30 dakika karanlıkta oda sıcaklığında tutulan kökler Schiff 

reaktifinde bekletildi. Daha sonra % 0.5 sodyum metabisülfit 

çözeltisinde çalkalanan kökler % 2‟lik asetoorsein‟de ezildiler. 

 

 

 

 

FĠKSATĠFTEN ALINAN DOKULARIN ĠNCELENMESĠ 

 

Kök ucu dokuları, % 0.5  pektinaz  solusyonunda (pH: 4.2 olan sitrat tamponuyla hazırlanan) 30 

dakika süreyle 37 
0
C‟de tutulması 

 

Dokuların 1 N HCl‟de 10 dakika 60 
0
C‟de inkübe edilmesi  

 

Dokuların karnoy çözeltisine alınarak 2 saat süreyle karanlıkta inkübe edilmesi 

 

Apikal uçları lama aktarılan örnekler üzerine aseto orsein damlatılarak lamelle kapatılması 

 

Dokuların nazikçe ezilmesi 

      

                                          IĢık mikroskobu altında görüntüleme yapılması 

       Tablo 2. 2  Farklı boyar maddelerin kullanıldığı Feulgen reaksiyonunun uygulanıĢı (Cuellar ve ark.,1996). 

  ġekil 2. 4 Fiksatiften alınan kök ucu dokularında ezme preparat yapımı (Cuellar ve ark.,1996). 
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2.3 Kapitulum Eldesi 

2.3.1 Bitki yetiĢtirme odasından kapitulum eldesi 

Ayçiçeği tohumları her bir genotip için her bir saksıda 5‟er tane tohum olacak Ģekilde 

toprak içeren saksılara ekilerek bitki yetiĢtirme odasında çimlendirildi (ġekil 2. 5).     

     (a)      (b)                                          (c)                                          (d) 

ġekil 2. 5 Tohumların ekimi ve yetiĢtirilmesi. (a-b) ayçiçeği tohumlarının distile su ile yıkanıp saksıya 

ekilmesi, (c-d) ortalama 60 gün, kapitulum oluĢuncaya kadar ayçiçeği tohumlarının 

yetiĢtirilmesi.  

Ortam ıĢıklandırması 6000 lux ve ortam sıcaklığı 25 
0
C olacak Ģekilde kontrol paneli 

aracılığıyla ayarlandı (ġekil 2. 6). Ortalama 2,5 - 3 ayda istenilen büyüklüğe gelen 

kapitulumlara mevcut bitki yetiĢtirme odasında 16 saat aydınlık, 8 saat karanlık 

fotoperiyod uygulandı (ġekil 2. 7). 

 

 

 

RH 

Lux 

0

C  

ġekil 2. 6 Bitki yetiĢtirme odasına ait otomasyon programı ekran görüntüsü ve kültür koĢullarına ait 

değerler. 
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        ġekil 2. 7 Bitki yetiĢtirme odasında yetiĢtirilmiĢ uygun evrede mikrospor içeren kapitulum.  

 

2.3.2 Tarladan kapitulum eldesi 

Tarlada yetiĢen ayçiçekleri kapitulumları belli zaman aralıklarında incelendi ve yaklaĢık 

iki ayda uygun büyüklüğe gelen kapitulumlar alınarak laboratuvara çalıĢmak üzere 

getirildi. Tarladan alındıktan sonra laboratuvara getirme süresine kadar içerisinde buz 

bulunan saklama kutularında muhafaza edildi. ÇalıĢmada kullanılacak kapitulumların 

içerisindeki çiçekçiklerin mikrospor izolasyonu için uygun evreyi geçmemiĢ olmasına 

dikkat edilerek ayçiçek kapitulumları seçildi (ġekil 2. 8). 

 

 

 

 

 

 

   (a)                                         (b)                                      (c)                                          (d) 

ġekil 2. 8 Kapitulumların eldesi. (a-b) uygun büyüklükte olduğuna karar verilen kapitulum ve alınması, 

(c-d) kapitulumun önceden ıslatılan kurutma kağıdına yerleĢtirilip saklanması. 

2.4 Kapitulum Boyutlarının Belirlenmesi 

Mikrospor izolasyonunda anterlerin hangi geliĢme evresinde olduğunun incelenmesi 

büyük önem taĢır. Bu evrenin belirlenmesi için sitolojik çalıĢmalar yapılır. Bundan 

dolayı morfolojik olarak uygun büyüklüğe geldiğine karar verilen  kapitulumlar 

toplanarak bunlardan elde edilen çiçekçikler incelenir. Bu tez çalıĢmasında da tarla ve 

bitki yetiĢtirme odasından elde edilen kapitulumlarda farklı boyuttaki çiçekçikler, ezme 

preparat yöntemiyle incelenerek orta-geç tek nukleuslu safhadaki mikrosporları içeren 

uygun anter boyu saptandı. 
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Bitki yetiĢtirme odasında yaklaĢık 2,5- 3 ayda yetiĢtirilerek elde edilen kapitulumlarda 

1-2 cm çapındaki örneklerde uygun safhada mikrospor içeren çiçekçikler bulundu. 

Tarladan temin edilen ve ortalama 2 aylık yetiĢtirme süresinden sonra elde edilen 

kapitulumlarda 3-4 cm çapındaki örneklerde uygun safhada mikrospor içeren 

çiçekçikler bulundu. 

2.4.1 Ezme preparat yöntemi 

Binoküler mikroskop altında incelenen kapitulumlardan farklı boyutlardaki çiçekçikler 

izole edilerek lam üzerine alındı. Üzerlerine birer damla %2‟lik aseto orsein çözeltisi 

damlatılarak lamelle kapatılarak ezildi. Aseto orsein çözeltisinin hazırlanıĢı Tablo 2. 

3‟de verilmiĢtir.  

 

                                          Tablo 2. 3 Aseto-orsein solüsyonunun hazırlanması. 

Boyar madde Hazırlanma koĢulları 

Aseto-orsein  

2 gr orsein tartılarak üzerine kaynatılan 45 ml asetik asit döküldü, çözelti 

distile su ile 100 ml‟ye tamamlandı. Tamamen çözülene kadar çözelti 

manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırılıp, karanlık ortamda oda sıcaklığında 

saklandı. 

 

 

Çiçekçikler ıĢık mikroskobu (Olympus BX 51) altında incelenerek uygun safhada 

mikrospor içeren anter boyutu belirlendi (ġekil 2. 9). 

 

  

 

 

 

               (a)                                     (b)                                     (c)                                          (d) 

ġekil 2. 9 Ezme preparat yöntemi. (a) farklı boyutlardaki çiçekçiklerin lam üzerine alınarak üzerlerine 

aseto orsein damlatılması, (b) çiçekçiklerin lamelle kapatılıp ezilmesi, (c) preparatın ıĢık 

mikroskobunda incelenmesi, (d) ezme preparat hazırlanarak mikrosporların mikroskopta 

gözlenmesi. 
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2.5 Mikrospor Kültürü ÇalıĢmaları 

2.5.1 Mikrospor izolasyonu 

Bu tez çalıĢmasında mikrospor kültürü optimizasyonu çalıĢmaları kapsamında Gürel, 

A. ve ark. (1991), Mohammadi, P. P. ve ark. (2011), Todorova, M. ve ark. (2014),  

ve Özsan, T. (2014)‟nin izlediği protokoller uygulandı. Ġzole edilen mikrosporlar 

kültüre alınmadan önce yoğunluklarının belirlenmesi amacıyla thoma lamı ile sayıldı. 

Mikrospor yoğunluğunun belirlenmesi 

Kültüre alınan mikrosporların belirli yoğunlukta olmaları mikrospor kültürünü etkileyen 

önemli faktörlerden biridir. Bu nedenle son santrifüjleme (yıkama) iĢleminden sonra 

santrifüj tüpünde bulunan mikrospor süspansiyonundan bir damla örnek alınarak thoma 

lamında sayım yapıldı ve mikrospor yoğunluğu belirlendi. Ayçiçeğinde mikrospor 

kültürü yoğunluğu daha önceki kaynaklarda belirtildiği gibi her bir ml için 40.000 

birimdir (Gürel, ve ark., 1991). 

Thoma lamında 0.1 mm
3
 hacimde sayım yapılır. Süspansiyondan alınan kültür örneği 

thoma lamının ortasında bulunan çukur kısma aktarılır ve üzeri lamel ile kapatılır. Cam 

yüzeydeki çizgilerle belirlenmiĢ alanda sayım yapılır. Thoma lamında 16 büyük kare, 

her bir büyük karede ise 25 adet küçük kare olmak üzere toplam 400 adet küçük kare 

bulunmaktadır. Sayım bu karelerde yapılır (ġekil 2. 11). Bir küçük karenin kenarları 

1/20 mm (0.05 mm) olup derinliği 1/10 mm (0.1 mm)‟dir. Buna göre; bir küçük kare 

olarak belirtilen kare prizmanın hacmi = 0.05 mm × 0.05 mm × 0.1 mm= 0.00025 mm
3
 

= 1/ 4000 mm
3
‟dür. Bir sayım alanında 16 × 25 = 400 küçük kare olduğuna göre toplam 

sayım alanının hacmi = 400 × 0.00025 mm
3
 = 0.1 mm

3
 olmaktadır (Tuncer, 2010). 
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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) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu amacıyla uygulanan bu protokolde NLN 

(Gland ve ark., 1988) temel besin ortamı kullanıldı (Tablo 2. 2). NLN besin ortamına 

sukroz (130 g/l) eklendikten sonra ortamın pH‟si NaOH ve HCl kullanılarak 6.0‟a 

ayarlandı (Mettler Toledo Seven Compact™). Hazırlanan besiyeri steril kabin 

(EscoLabculture Plus Class II Biological Safety Cabinet, Model LP2-4S) içerisinde 

filtreden geçirilip cam ĢiĢelere konularak +4 
0
C‟de muhafaza edildi. Öncelikle bitki 

yetiĢtirme odasından elde edilen kapitulumlarla deney çalıĢması gerçekleĢtirildi. Uygun 

safhada mikrospor içeren çiçekçik boyutu 1,8-2 mm olarak belirlendi. Bu protokolde 30 

adet çiçekçik kullanıldı. Mikrospor kültüründe izlenen adımlar ġekil 2. 11‟de 

verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2. 10 Thoma lamında sayım yapılan kareler. 
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                                            Bitki materyali temini 

  

 

                                       Bitki yetiĢtirme odası koĢulları 

  

                                            Kapitulumların eldesi 

                                                            (~ 3 ay) 

 

                             Sitolojik yöntemler ile mikrospor incelemesi 

 

                                  Kapitulumların yüzey sterilizasyonu 

 

                                           Mikrospor izolasyonu 

 

                                       Thoma lamı ile hücre sayımı 

 

                                                  Kallus eldesi 

 

                                       Emriyo, organ rejenerasyonu 

 

                      ġekil 2. 11  Mikrospor kültürü adımları (Protokol  1) (Gürel, A. ve ark., 1991). 
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Tablo 2. 4 ÇalıĢmada kullanılan NLN besin ortamına ait makro-mikro elementler ve konsantrasyonları. 

Makro element Konsantrasyon (mg/l) 

Ca(NO3)2 x 4 H2O 500 

KH2PO4 125.00 

KNO3 125.00 

MgSO4 61.00 

Mikro element  

CoCl2 x 6 H2O 0.025 

CuSO4 x 5 H2O 0.025 

FeNaEDTA 36.70 

H3BO3 10.00 

MnSO4 x H2O 18.95 

Na2MoO4 x 2 H2O 0.25 

ZnSO4 x 7 H2O 10.00 

 

Mikrospor izolasyonunda gerçekleĢtirilen adımlar ġekil 2. 12‟de verilmiĢtir. 

 

(a) (b)                                                     (c) 

 

 

 

 

 

                                                   (d)                                                             (e)  

 

 

ġekil 2. 12 Mikrospor izolasyon aĢamaları (Protokol 1). (a) kapitulumların yüzey sterilizasyonu, (b) 

uygun boyuttaki çiçekçiklerin belirlenmesi, (c) mikrospor izolasyonu ve çiçekçiklerin 

ezilmesi, (d) filtreden geçirilmesi (e) son santrifüj iĢleminden sonra kültüre alınan 

örneklerin inkübatöre yerleĢtirilmesi (Gürel ve ark., 1991). 
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Bitki yetiĢtirme odasında yetiĢtirilen kapitulumlarla uygulanan protokol 1 sonrasında  

tarladan temin edilen kapitulumlarla da denenmiĢtir. Uygun safhada mikrospor içeren 

çiçekçik 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) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu amacıyla uygulanan bu protokolde 

Litcher (1982) tarafından modifiye edilen filtre ile sterilizasyonu yapılmıĢ ve Protokol 

1‟de kullanılan NLN-13 (%13 sakkaroz, patates özü ve büyümeyi düzenleyici 

içermeyen, PH: 6.0) temel besin ortamı kullanıldı. Bitki yetiĢtirme odasından elde 

edilen kapitulumlarla gerçekleĢtirilen deneyde uygun safhada mikrospor içeren çiçekçik 

boyutu 1,8-2 mm olarak belirlendi. Bu protokolde 40 adet çiçekçik kullanıldı. 

Mikrospor kültüründe izlenen adımlar ġekil 2. 13‟de verilmiĢtir. 
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                                                 Bitki materyali temini 

 

  

                                           Bitki yetiĢtirme odası koĢulları 

 

                                                  Kapitulumların eldesi 

                                                            (~ 3 ay) 

 

Sitolojik yöntemler ile mikrospor incelemesi 

 

                                       Kapitulumların yüzey sterilizasyonu 

 

                                                  Mikrospor izolasyonu 

 

                                             Thoma lamı ile hücre sayımı 

 

                                                         Kallus eldesi 

 

                                            Emriyo, organ rejenerasyonu 

 

 

 

 

 

 

 

      ġekil 2. 13 Mikrospor kültürü adımları (Protokol 2) (Mohammadi, 2011). 
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Mikrospor izolasyonunda gerçekleĢtirilen adımlar ġekil 2. 14‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

(a)                          (b)                              (c)                          (d) 

ġekil 2. 14. Mikrospor izolasyon aĢamaları (Protokol 2). (a) kapitulumların yüzey sterilizasyonu, (b) 

mikrospor izolasyonu ve uygun boyuttaki çiçeklerin ezilmesi, (c) izole edilen 

mikrosporların kültüre alınması, (d) inkübatöre yerleĢtirilmesi (Mohammadi, 2011). 

 

Bitki yetiĢtirme odasında yetiĢtirilen kapitulumlarla uygulanan protokol 2, aynı Ģekilde  

tarladan temin edilen kapitulumlarda da denendi. Uygun safhada mikrospor içeren 

çiçekçik 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.) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu amacıyla uygulanan bu protokolde yarı 

katı MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel besin ortamı kullanıldı (Tablo 2. 3). MS 

besin ortamı çözeltisine sukroz (30 g/l) ve gelrite (7 g/l) ile mikrospor kültüründe pozitif 

etkisi olduğu belirlenmiĢ charcoal (8 g/l) eklenerek farklı besin ortamları hazırlandı 

(Tablo 2. 5). Ortamın pH‟si NaOH ve HCl kullanılarak 5.8‟e ayarlandı ve besin 

ortamları 1 atmosfer basınçta ve 121 
o
C‟de 20 dakika süre ile otoklavlandı (Systec- DB 

45). Tarladan temin edilen kapitulumlarla deney çalıĢması gerçekleĢtirildi. Uygun 

safhada mikrospor içeren çiçekçik boyutu 2 cm olarak belirlendi. Bu protokolde 30 adet 

çiçekçik kullanıldı. Mikrospor kültüründe izlenen adımlar ġekil 2. 15‟te verilmiĢtir. 
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                                                  Bitki materyali temini 

 

 

                                                       Tarla koĢulları 

   

                                                   Kapitulumların eldesi 

                                                            (~ 2 ay) 

 

                                  Sitolojik yöntemler ile mikrospor incelemesi 

 

 Kapitulumların yüzey sterilizasyonu 

 

                                                  Mikrospor izolasyonu 

 

                                             Thoma lamı ile hücre sayımı 

 

                                                      Kallus eldesi 

 

                                           Embriyo, organ rejenerasyonu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2. 15 Mikrospor kültürü adımları (Protokol 3). (Todorova ve ark., 2014). 
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Tablo 2. 5  ÇalıĢmada kullanılan yarı katı MS temel besin ortamına ait makro-mikro elementler ile 

vitamin ve karbonhidrat kaynaklarına ait miktarlar. 

Makro Elementler  

Konsantrasyon 

(mg/l) 

KNO3 1900 

NH4NO3 1650 

CaCl2.2H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4  170 

Mikro Elementler   

Kl  0.83 

H3BO3  6.20 

MnSO4.4H2O 22,3 

ZnSO4.7H2O  8.6 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

CuSO4.5H2O  0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

FeSO4.7H2O 27,08 

Na2EDTA 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 Yarı katı MS temel besin ortamı ile charcoal ve gelrite kullanılarak hazırlanan besiyeri                          

çeĢitleri. 

MS 1 MS 2 MS 3 

Gelrite (7 g/l) Gelrite (7 g/l) Sukroz (30 g/l) 

Charcoal (8 g/l) Sukroz (30 g/l)  

Sukroz (30 g/l)   
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Mikrospor izolasyonunda gerçekleĢtirilen adımlar ġekil 2. 16‟da verilmiĢtir. 

 

 

 

 

               (a) (b)       (c)        (d) 

ġekil 2. 16 Mikrospor izolasyon aĢamaları (Protokol 3). (a) kapitulumların yüzey sterilizasyonu, (b) 

uygun boyuttaki çiçekçiklerin izole edilmesi, (c) mikrospor izolasyonu ve uygun boyutta 

olduğu belirlenen çiçekçiklerin ezilmesi, (d) mikrospor kültürünün charcoal içeren besiyerine 

aktarılması (Todorova ve ark., 2014). 

Protokol 4 (Özsan, T., 2014. Farklı Genetik Ġlerleme Seviyesinde Bitki 

Kullanımının Biber (Capsicum annuum L.) Anter ve Mikrospor Kültüründe 

Haploid Bitki Eldesi Üzerine Etkileri. Yüksek Lisans Tezi, Akdeniz Üniversitesi, 

Fen Bilimleri Enstitüsü Bahçe Bitkileri Anabilim Dalı) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu amacıyla uygulanan bu protokolde 

Lantos ve ark. (2012)‟nin yaptıkları çalıĢmalarda kullandıkları ve 0.1 mg l
-1

 2. 4-D (2,4-

Diklorofenoksiasetik asit ) (Duchefa D0911) ve 0.2 mg l
-1

 kinetin (Duchefa K0905)  

içeren Gamborg ve ark. (1968) tarafından geliĢtirilen B5 ortamı kullanıldı (Tablo 2. 7). 

1 litre steril distile saf suya, 3.2 g/l B5 temel besi ortamı ve 30 g/l sükroz tartılarak 

eklendi ve magnetik karıĢtırıcıda karıĢmaları sağlandı. Besi ortamı steril distile saf su ile 

1litreye tamamlandı ve 1 N HCl ve 1 N NaOH ile pH 5.7-5.8‟e ayarlandıktan sonra 

otoklavlandı. Daha sonra hazırlanan hormon stoklarından 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l 

kinetin hormonları mikropipetler yardımıyla eklendi. Diğer protokollerden farklı olarak 

bu protokolde çiçekçiklerden izole edilen anterlere ilk 7 gün boyunca + 32 
0
C sıcaklık 

ve 0,3 M mannitol (Duchefa M0803) içeren ortamda ön uygulama yapıldı. Tarladan 

temin edilen kapitulumlarla deney çalıĢması gerçekleĢtirildi. Uygun safhada mikrospor 

içeren çiçekçik boyutu 2 cm olarak belirlendi. Bu protokolde 30 adet çiçekçik kullanıldı. 

Mikrospor kültüründe izlenen adımlar ġekil 2. 17‟de verilmiĢtir. 
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                                                  Bitki materyali temini 

 

 

                                                        Tarla koĢulları 

 

                                                   Kapitulumların eldesi 

                                                             (~ 2 ay) 

 

                                 Sitolojik yöntemler ile mikrospor incelemesi 

 

Kapitulumların yüzey sterilizasyonu 

 

                                                  Mikrospor izolasyonu 

 

                                              Thoma lamı ile hücre sayımı 

 

                                                        Kallus eldesi 

 

                                             Emriyo, organ rejenerasyonu 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     ġekil 2. 17  Mikrospor kültürü adımları (Protokol 4) (Özsan, 2014). 
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Tablo 2. 7  B5 temel besi ortamının içeriği (Gamborg ve ark., 1968). 

Makro Elementler Konsantrasyon 

(mg/l) 

NaH2PO4 130.44 

CaCl2 113.23 

(NH4)2SO4 134.00 

MgSO4 121.56 

KNO3 2500.00 

Mikro Elementler  

FeNaEDTA 36.70 

Kl 0.75 

MnSO4.H2O 10.00 

H3BO3 3.00 

ZnSO4.7 H2O 2.00 

Na2MoO4.2 H2O 0.25 

CuSO4.5 H2O 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

Vitaminler  

Nikotinik asit 1.00 

Tiamin hidroklorid 10.00 

Pridoksal hidroklorid 1.00 

Myo-inositol 100.00 

 

Mikrospor izolasyonunda gerçekleĢtirilen adımlar ġekil 2. 18‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(a)                                      (b)                                        (c)                                          (d) 

 
ġekil 2. 18 Mikrospor izolasyon aĢamaları (Protokol 4). (a) kapitulumların yüzey sterilizasyonu, (b) 

uygun evrede mikrospor içeren kapitulum (c) ön uygulama yapılmıĢ anterler, (d) ön 

uygulamadan sonra izolasyonu yapılarak kültüre alınan mikrosporların inkübatöre 

yerleĢtirilmesi (Özsan, T., 2014). 

 

Mikrospor izolasyonu için optimizasyonu gerçekleĢtirilen protokoller ile ana adımları 

Tablo 2. 8‟de verilmiĢtir. 
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                                                                                 Ġzlenen Protokoller 

Deneysel  Adımlar 
Protokol 1 

(Gürel ve ark., 1991) 

Protokol 2 

(Mohammadi, 2011) 
Protokol 3 

(Todorova ve ark., 2014) 

Protokol 4 

(Özsan, 2014) 

Bitki materyalinin temini 
Tarla + Bitki yetiĢtirme odası 

koĢulları 

Tarla + Bitki yetiĢtirme odası 

koĢulları 

Tarla koĢulları Tarla koĢulları 

Kapitulumların yüzey 

sterilizasyonu 

Uygun evredeki kapitulumlar 

sırasıyla % 70’lik etanolde ve 

% 2.5 NaOCl’de 2 dakika 

bekletildiler. Sonrasında iki kez 

distile sudan geçirildiler. 

Uygun evredeki kapitulumlar 

%5.25 sodyum hipokloritte 10 

dakika bekletildi ve iki defa 

beĢer dakika olmak üzere steril 

distile suda bekletilerek 

yıkandılar. 

Uygun evredeki kapitulumlar 

sırasıyla %96’lık etanolde 30 

saniye ve %2.5’luk NaOCl 

(çamaĢır suyu)’de 25 dakika 

tutuldu ve üç defa beĢer dakika 

olmak üzere steril distile su ile 

yıkandılar. 

Uygun evredeki kapitulumlar 

100 ml’sine bir iki damla 

Tween-20 damlatılan % 10 

ticari sodyum hipoklorit 

çözeltisi içinde 15 dakika 

bekletildi ve üç kez her 

seferinde beĢer dakika olmak 

üzere steril distile su ile yıkandı. 

Ön uygulama - - - 
Anterler kültüre alınmadan 

önce ilk 8 gün boyunca + 35
0
C 

sıcaklık ve 0,3 M mannitol 

içeren ortamda bekletildi. 

Mikrospor izolasyonu 

Çiçekçikler 1 ml NLN ile 10 

ml‟lik santrifüj tüplerine alındı 

ve cam bagetle ezildiler. 

Süspansiyon filtreden geçirildi. 

Tüp ve filtre 7 ml NLN besiyeri 

ile yıkandı ve yeni santrifüj 

tüpüne konularak 350 rpm‟de 

santrifüj edildi (Heraeus 

Medifuge).Bu adım modifiye 

edilerek 1000 rpm’de 15 

dakika ve 3000 rpm’de 10 

dakika daha santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra 30 çiçekçiğin 

pelleti 3 ml NLN içinde çözüldü 

ve cam petriye alındı. Üzerine 

miktar besiyeri eklendi ve 

kültür sürekli ıĢık altında 

30ºC’de inkübe edildi. Bir 

günlük kültürden sonra 

Çiçekçikler %13 sukroz içeren 

ve pH‟ı 6 olan soğuk izolasyon 

besiyerinde blenderdan geçirildi 

ve oluĢan süspansiyon filtreden 

geçirildi. Elde edilen 

süspansiyon tüplere dağıtılarak 

1300 rpm‟de 4 dakika santrifüj 

edildi. Bu adım modifiye 

edilerek bir kere daha 

tekrarlandı. OluĢan pellete 25 

ml mikrospor izolasyon sıvısı 

eklendi. Bu adım iki kere 

tekrarlandı. Her bir litreye 

40.000 mikrospor olacak 

Ģekilde yoğunluk kontrol edildi 

ve mikrospor süspansiyonu 

küçük petrilere aktarıldı. 

Sonrasında kültürler 30 ºC’de 

14 gün süre ile inkübasyona 

Binoküler mikroskopta mikrospor 

gözlenen boyutta çiçekçikler 

behere alınıp 5 ml %12’lik 

sukroz ve 1.9 g/l askorbik asit 

çözeltisinde cam baget ile ezildi. 

Sonrasında 20 mm‟lik filtreden 

geçirilerek örnekler 18 ml‟lik 

tüplere alındı. Tüplere alınan 

örneklere 3 ml %12’lik sukroz ve 

1.9 g/l askorbik asit çözeltisi 

eklenerek 750 rpm’de 10 

dakika, bu adım modifiye 

edilerek sonrasında 3000 

rpm’de 15 dakika santrifüj 

edildi. Supernatant döküldü ve 

pellet 6 ml kültür besiyerinde 

çözülerek 3000 rpm‟de 10 dakika 

tekrar santrüfüj edildi. Daha 

sonra Charcoal içeren katı 

Ön uygulama görmüĢ anterler 10 

ml besiyerinde ezilerek filtreden 

geçirildi. Süspansiyon 900 

rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi. 

Bu adım modifiye edilerek 

3500 rpm’de 15 dakika 

santrifüj yapıldı. OluĢan pellet 

bir miktar besiyerinde çözülüp 

cam petriye aktarıldı ve üzerine 

besiyeri eklenerek 5 ml‟ye 

tamamlandı. Petriler 25 
0
C’de 

karanlık koĢulda çalkalayıcı 

üzerinde bekletildiler.  

Tablo 2. 8 Bu tez çalıĢmasında optimizasyonu gerçekleĢtirilen protokoller ve ana adımları. 



48 

 

yukarıda tarif edilen ek 

santrifüjlemeyle besiyeri 

değiĢtirildi. 

bırakıldı. Bu 14 günden sonra 

çalkalayıcı açık halde 25ºC’ye 

transfer edildi. 

besiyerine ekildi ve petriler 

alüminyum folyoya sarılıp 30 
0
C 

‘deki etüvde 3 gün boyunca 

bekletildi. Bu 3 günden sonra 2 

günde bir besiyerlerine 2 ml 

kültür besiyeri eklendi. 

 

 

 

KolsiĢin uygulaması - 

% 0.1 ve kolsiĢin içeren NLN 

besiyeri hazırlanır ve kotiledon 

evresindeki haploid embriyolar 

dört kolsiĢin konsantrasyonu 

(125, 250, 500 ve 1000 mg/l), 

üç zaman uygulaması (12, 24, 

36 saat) ve iki sıcaklık (8 ve 25 

ºC) uygulamalarından geçirilir. 

Sonrasında embriyolar kolsiĢin 

içermeyen NLN besiyerlerine 

transfer edildi. 

- - 

Kallus rejenerasyonu 
NLN besiyeri 

 

NLN besiyeri 

 

MS + Gelrite + Charcoal + Sukroz 

MS + Gelrite + Sukroz 

MS + Sukroz 

 

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

kinetin 

Organ rejenerasyonu 
MS besiyeri 

 

Sıvı MS (% 2 sukroz, yarı 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 TARTIġMA 

3.1 Bitki Materyali 

Bu tez çalıĢmasında kullanılan bitki materyalleri Marmara Üniversitesi, Fen-Edebiyat 

Fakültesi, Biyoloji Bölümü‟nde bulunan Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarındaki bitki 

yetiĢtirme odasında yetiĢtirilen tohumlardan ve Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne 

ait araziye ekilen ayçiçeği tohumlarından elde edilmiĢtir. 

3.2 Bitki Materyalinin Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi 

Bitki materyali olarak kullanılacak genotiplerin tohumları çimlendirilerek sitolojik 

olarak incelenmiĢ ve çalıĢılacak tüm genotiplerin 2n=34 kromozomlu yani diploid 

oldukları belirlenmiĢtir (ġekil 3. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

                       ġekil 3. 1 ÇalıĢmada kullanılan altı genotipe ait metafaz kromozomları (100X). 

 

 

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 
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3.3 Kapitulum Eldesi 

3.3.1 Bitki yetiĢtirme odasından kapitulum eldesi 

Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟nden elde edilen tohumlar saksılara ekilerek bitki 

yetiĢtirme odası koĢullarında yetiĢtirilmiĢlerdir. Tohumlar ortalama 1 hafta içerisinde 

çimlenmiĢ ve yaklaĢık 2,5-3 ay içerisinde çiçeklenmeye baĢlamıĢlardır (ġekil 3. 2).  

Çiçeklenmeye baĢladıktan sonra uygun büyüklüğe gelen kapitulumlar belirlenmiĢ ve bu 

kapitulumlardan elde edilen çiçekçiklerde uygun boyut saptaması yapılmıĢtır.  

 

 

 

 

 

 

          (a)                                                               (b) 

ġekil 3. 2  Bitki yetiĢtirme odası koĢullarında bitkilerin çimlenme ve çiçeklenme aĢamaları. (a) bir 

haftalık çimlenmiĢ bitki, (b) uygun çiçekçik boyutuna sahip bitki. 

3.3.2 Tarladan kapitulum eldesi 

Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne ait araziye ekilen ayçiçeği genotipleri yaklaĢık 

2 ay sonunda uygun boyutta kapitulumlar vermiĢtir (ġekil 3. 3). 

 

 

 

 

 

   

 

 
  

 
                                         (a)                                                                                  (b) 

 
ġekil 3. 3 Tarladan elde edilen kapitulumların görüntüsü. (a) uygun büyüklükte kapitulum içeren yaklaĢık 

2 aylık bitkilerin tarla görüntüsü, (b) uygun boyutta çiçekçik içeren kapitulum. 

 



51 

 

3.4 Kapitulumların Boyutlarının Belirlenmesi 

Orta-geç tek nukleuslu safhadaki mikrosporları içeren anterlerin hangi çiçekçik 

boyutunda olduğunun saptanması için ezme preparat yöntemi kullanıldı. Farklı 

boyutlardaki çiçekçikler alınarak bu yöntemle incelendi ve uygun anter boyu saptandı. 

3.4.1 Bitki yetiĢtirme odasında yetiĢtirilen kapitulumların boyutlarının 

belirlenmesi 

Bitki yetiĢtirme odasından elde edilen kapitulumların farklı boyutları incelenerek uygun 

safhada mikrospor içeren çiçekçik boyutu belirlendi. Bu çiçekçiklerin 1-2 cm 

aralığındaki kapitulumlarda bulunduğu saptandı (ġekil 3. 4).  

 

 

 

  

 

 

 

Kapitulumlar incelendiğinde 1,8-2 mm boyutundaki çiçekçiklerde uygun safhada 

mikrospor bulunduğu belirlendi. 1.8 mm‟den daha küçük boyuttaki çiçekçiklerde tetrat, 

2 mm‟den daha büyük çiçekçiklerde ise polen olduğu saptandı (ġekil 3. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ġekil 3. 4  Farklı boyut ve safhalardaki ayçiçeği kapitulumları. 

 

 

1 cm 

   (a)                                               (b)                                                  (c) 

ġekil 3. 5 Farklı boyutlardaki çiçekçikler, mikrospor safhaları ve polen. (a) 1.8 mm‟den küçük çiçekçik 

ve tetrat görüntüsü, (b) 2 mm büyüklüğündeki çiçekçik ve mikrospor görüntüsü, (c) 2 mm‟den 

büyük çiçekçik ve polen görüntüsü.  
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Uygun safhada mikrospor içeren çiçekçik boyutu her genotipte ve her genotipin farklı 

kapitulumlarında değiĢkenlik göstermektedir. Bundan dolayı uygun safhada mikrospor 

içeren çiçekçik boyutu bu çalıĢma için ortalama değer aralığında verilmiĢtir. Bitki 

yetiĢtirme odasından yetiĢtirilen kapitulumlar, tarladan temin edilen kapitulumlara göre 

daha uzun sürede yetiĢirler. Bitki yetiĢtirme odasında yetiĢtirilerek elde edilen 

kapitulumlarda çiçekçik sayısı azdır. Bundan dolayı mikrospor izolasyonu istenilen 

düzeyde yapılamaz ve gerekli mikrospor yoğunluğuna ulaĢılamaz. Bu durumlar 

mikrospor kültürü açısından olumsuzluk oluĢtururlar. Bundan dolayı mikrospor 

kültürlerinde baĢarılı olabilmek için tarladan temin edilen kapitulumların kullanılması 

önerilmektedir. 

3.4.2 Tarladan temin edilen kapitulumların boyutlarının belirlenmesi 

Tarladan temin edilen kapitulumların farklı boyutları incelenerek uygun safhada 

mikrospor içeren çiçekçik boyutu belirlendi. Bu çiçekçiklerin 2-5 cm arasındaki 

kapitulumlarda olduğu saptandı (ġekil 3. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

                     ġekil 3. 6  Tarladan temin edilen ve uygun boyutta çiçekçik içeren kapitulum. 

Kapitulumlar incelendiğinde 2 mm boyutundaki çiçekçiklerde uygun safhada mikrospor 

bulunduğu belirlendi. Uygun safhada mikrospor içeren çiçekçik boyutu her genotipte ve 

her genotipin farklı kapitulumlarında değiĢkenlik göstermektedir. Bundan dolayı uygun 

safhada mikrospor içeren çiçekçik boyutu bu çalıĢma için ortalama değer aralığında 

verilmiĢtir. 
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3.5 Mikrospor Kültürü ÇalıĢmaları 

3.5.1 Mikrospor izolasyonu 

Bu tez çalıĢmasında Gürel, A. ve ark. (1991), Mohammadi, P. P. ve ark. (2011), 

Todorova, M. ve ark. (2014) ve Özsan, T. (2014)‟nin izlediği protokoller uygulandı ve 

izole edilen mikrosporlar kültüre alınmadan önce thoma lamında sayımları yapıldı.  

Mikrospor yoğunluğunun belirlenmesi 

Mikrosporlar kültüre alınmadan önce yoğunluklarını belirlemek amacıyla thoma 

lamında sayıldı. Bitki yetiĢtirme odasından elde edilen kapitulumlarla uygulanan dört 

protokol sonucunda yeterli sayıda mikrospor yoğunluğuna ulaĢılamadığı görüldü. 

Uygun safhada mikrospor içeren çiçekçik sayısının az olması, mikrosporların yeterli 

yoğunluğa ulaĢamamasının sebebi olarak belirlendi. Tarladan elde edilen kapitulumlarla 

uygulanan dört protokol sonucunda ise gerekli mikrospor yoğunluğuna yine çiçekçik 

sayısının az olması sebebiyle ulaĢılamadığı sonucuna varıldı. Ancak bazı örneklerde 

literatürde belirtilen çiçekçik sayısına ulaĢılarak gerekli mikrospor yoğunluğu elde 

edilip izolasyon gerçekleĢtirildi (ġekil 3. 7). 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3. 7 SURES-K2-R-SN-9/15 genotipinde protokol 1 uygulaması sonucu izole edilen yeterli 

yoğunluktaki mikrosporların Thoma lamındaki görüntüsü. 
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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) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu için uygulanan ve hem bitki yetiĢtirme 

odasından elde edilen kapitulumlarla hem de Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne 

ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen kapitulumlarla bu protokol 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ancak her iki durumda da bazı örnekler ilk birkaç günden sonra 

kontaminasyondan dolayı kaybedilmiĢtir. Bitki yetiĢtirme odasında büyütülen bitkilerde 

geliĢen kapitulumlardan elde edilen uygun evredeki çiçekçiklerin sayısının az olması ve 

bu çiçekçiklerden izole edilen mikrosporlarda gerekli yoğunluğa ulaĢılamaması 

hedeflenen sonuçlara ulaĢmada kontaminasyon etkeniyle birlikte olumsuz katkıda 

bulunmuĢtur. Yüksek miktarda sukroz içeren NLN besiyerinin sekonder metabolit 

oluĢmasına sebep olabileceği ve bundan dolayı besiyerinde kontaminasyon görüldüğü 

düĢünülmüĢtür (ġekil 3. 8). Tarladan elde edilen kapitulumlarla çalıĢılarak elde edilen 

kültür örnekleri düzenli aralıklarla kontrol edilmiĢ ve kontaminasyon görülmeyen 

kültürlerden örnek alınarak mikroskopta incelenmiĢtir. Ancak bu örneklerde kallus 

yapısı gözlenememiĢ ve deney sonlandırılmıĢtır. Gürel tarafından 1991 yılında 

gerçekleĢtirilen mikrospor kültürü çalıĢmasında ise, bir hibrit ve bir inbred hattan 

embriyolar elde edilmiĢ ancak MS besin ortamına alındıktan sonra ölmüĢlerdir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ġekil 3. 8 Kontaminasyondan dolayı kaybedilen IMI-K2-R-SN-7/15 genotipine ait örnek. 
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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) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu için uygulanan ve hem bitki yetiĢtirme 

odasından elde edilen kapitulumlarla hem de Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne 

ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen kapitulumlarla bu protokol 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Trakya Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne ait araziye ekilen 

tohumlardan elde edilen kapitulumlarla yapılan çalıĢmada yeterli sayıda çiçekçik elde 

edilmesine rağmen örnekler kontaminasyondan dolayı kaybedilmiĢtir. Trakya Tarımsal 

AraĢtırma Enstitüsü‟ne ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen IMI-K2-R-SN-7/15 

genotipine ait kapitulumla yapılan mikrospor kültürü düzenli aralıklarla incelenmiĢ, ilk 

aylarda hiçbir yapı gözlenmemiĢtir. Ancak bir süre sonra kültürden örnek alınarak 

mikroskopta incelenmiĢ ve kallus yapısına rastlanmıĢtır. Ancak bu örnek birkaç gün 

sonra kontaminasyondan dolayı kaybedilmiĢtir (ġekil 3. 9). Mohammadi tarafından 

2011 yılında gerçekleĢtirilen çalıĢmada, kotiledon evresindeki haploid embriyolar, dört 

farklı kolsiĢin uygulamasına (125, 250, 500 ve 1000 mg/l), üç farklı uygulama zamanına 

(12, 24 ve 36 saat) ve sıcaklığına (8 ve 25 
0
C) tabi tutularak kontrol grubu (kolsiĢin 

uygulanmamıĢ) ile karĢılaĢtırılmıĢlardır. Kontrol grubundan haploid bitki elde 

edilmemiĢ ancak kolsiĢin uygulaması yapılmıĢ embriyolardan dihaploid bitkiler elde 

edilmiĢtir. Bu çalıĢma, mikrosporlardan elde edilen embriyolarda kolsiĢin 

uygulamasının, dihaploid bitkilerin oluĢumu için etkili bir uygulama olduğunu 

göstermektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil  3. 9 IMI-K2-R-SN-7/15 genotipine ait kallus yapısı. 
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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.) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu için uygulanan bu protokolde Trakya 

Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen 

kapitulumlarla çalıĢılmıĢtır. MS besin ortamına, sukroz ve gelrite ile birlikte, mikrospor 

kültüründe pozitif etkisi olduğu daha önceki çalıĢmalarda belirlenmiĢ charcoal 

eklenerek hazırlanan besin ortamları kullanılmıĢtır. Ancak bu besin ortamları 

kullanılarak yapılan kültür örnekleri birkaç günden sonra kontaminasyondan dolayı 

kaybedilmiĢtir (ġekil 3. 10). Todorova‟nın 1993 yılında yaptığı çalıĢmada, saf ve canlı 

mikrosporlar elde etme amacıyla yeni yöntemler denenmiĢtir. 8 türler arası hibrit ve 3 

ayçiçeği hibriti kullanılmıĢ ve farklı besin ortamlarına alınan mikrosporların geliĢimleri 

takip edilmiĢtir. pH‟ı 6,2, sukroz oranı %12 olan ve 800 mg/l glutamin, 100 mg/l serin 

eklenen modifiye edilmiĢ MS besin ortamının, mikrosporların önemli oranda artmasına 

yol açarak androjenik geliĢim gösterdiği sonucu elde edilmiĢtir. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3. 10 Charcoal içeren besiyerinde bulunan farklı genotiplerdeki kültürlerin alüminyum folyoya sarılı 

halde inkübatördeki görüntüleri. 
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Protokol 4 (Özsan, T., 2014. Farklı Genetik Ġlerleme Seviyesinde Bitki 

Kullanımının Biber (Capsicum annuum L.) Anter ve Mikrospor Kültüründe 

Haploid Bitki Eldesi Üzerine Etkileri. Yüksek Lisans Tezi, Akdeniz Üniversitesi, 

Fen Bilimleri Enstitüsü Bahçe Bitkileri Anabilim Dalı) 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu için uygulanan bu protokolde Trakya 

Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟ne ait araziye ekilen tohumlardan elde edilen 

kapitulumlarla çalıĢılmıĢtır. Diğer üç protokolden farklı olarak bu protokolde, uygun 

büyüklüğe gelen kapitulumlardan elde edilen uygun boyuttaki çiçekçikler belirlenerek 

bu çiçekçiklerden anterler izole edilmiĢ ve kültüre alınmadan önce bu anterlere ön 

uygulama uygulanmıĢtır. Bu ön uygulamada kültüre alınan mikrosporlar, embriyo 

oluĢumunu arttırmak amacıyla mannitol içeren ortama alınarak sıcaklık uygulanmıĢtır. 

Örneklere 7 gün, 8 gün ve 12 gün olmak üzere üç farklı gün süresince ön uygulama 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ön uygulama muamele edilmiĢ anterlerle yapılan mikrospor kültür 

ortamında, 12 günlük uygulama haricinde, kahverengi renk değiĢimi gözlenmiĢtir. Gün 

geçtikçe kültür ortamının renginde koyulaĢma görülmüĢtür (ġekil 3. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          (a)                                                        (b)                                                           (c) 

 

 

 

 

 

ġekil 3. 11 IMI-K2-R-SN-22/15 genotipine ait mikrospor kültürü örnekleri (a) 7 günlük + 32 
0
C sıcaklık 

ve 0,3 M mannitol ile ön uygulama yapılmıĢ mikrospor kültürü örneği, (b) 8 günlük + 32 
0
C 

sıcaklık ve 0,3 M mannitol ön uygulama yapılmıĢ mikrospor kültürü örneği, (c) 12 günlük + 

32 
0
C sıcaklık ve 0,3 M mannitol ön uygulaması ile muamele edilmiĢ mikrospor kültürü 

örneği. 
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Bu örnekler düzenli aralıklarla incelenmiĢ fakat kontaminasyondan dolayı 

kaybedilmiĢlerdir. Özsan‟ın 2014 yılında yaptığı çalıĢmada, dört farklı biber genotipi 

kullanılarak, bu genotiplerin genetik ilerleme seviyelerinin birbirlerinden farklı 

olmasının anter ve mikrospor kültürlerinde haploid embriyo eldesi üzerine etkileri 

araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmada sıcaklık ön uygulamalarının ve açlık ön uygulamasının 

herhangi bir etkisi gözlemlenmemiĢ olup, elde edilen sonuçlarda kallus, embriyo 

benzeri yapılar ve embriyoların oluĢtuğu saptanmıĢtır. ÇalıĢılan genotipler arasında 

anter ve mikrospor kültürüne gösterdikleri tepki bakımından farklılıklar gözlenmiĢ ve 

çalıĢmada rapor edilmiĢtir. 

 
Mikrospor izolasyonu için optimizasyonu gerçekleĢtirilen protokoller ve ana adımları ile 

bu protokollere ait sonuçlar Tablo 2. 9‟da verilmiĢtir. 
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                                                                            Ġzlenen Protokoller 

Deneysel  Adımlar 
Protokol 1 

(Gürel ve ark., 1991) 

Protokol 2 

(Mohammadi, 2011) 
Protokol 3 

(Todorova ve ark., 2014) 

Protokol 4 

(Özsan, 2014) 

Bitki materyalinin temini 
Tarla + Bitki yetiĢtirme odası 

koĢulları 

Tarla + Bitki yetiĢtirme odası 

koĢulları 

Tarla koĢulları Tarla koĢulları 

Kapitulumların yüzey 

sterilizasyonu 

Uygun evredeki 

kapitulumların etanol ve 

NaOCl (çamaĢır suyu) ile 

distile suda  sterilizasyon 

iĢlemleri gerçekleĢtirildi. 

Uygun evredeki 

kapitulumların sodyum 

hipoklorit ve steril distile 

suda sterilizasyon iĢlemleri 

gerçekleĢtirildi. 

Uygun evredeki 

kapitulumların etanol ve 

NaOCl ile steril distile suda 

sterilizasyon iĢlemleri 

gerçekleĢtirildi. 

Uygun evredeki 

kapitulumların Tween-20 

içeren sodyum hipoklorit 

çözeltisi ve steril distile su ile 

sterilizasyon iĢlemleri 

gerçekleĢtirildi. 

Ön uygulama 
- - - 

Anterler kültüre alınmadan 

önce ilk 8 gün boyunca + 35 
0
C sıcaklık ve 0,3 M 

mannitol içeren ortamda 

bekletildi. 

Mikrospor izolasyonu 

Çiçekçikler NLN ile ezilerek 

filtreden geçirildi. Örnekler 

santrifüj edildi. Pellet NLN 

içinde çözüldü ve cam petriye 

alınarak inkübasyona 

bırakıldı. 

Çiçekçikler izolasyon 

besiyerinde blenderdan 

geçirildi ve süspansiyon 

filtreden geçirildi. Elde edilen 

süspansiyon santrifüj edildi. 

OluĢan pellete mikrospor 

izolasyon sıvısı eklendi. Her 

bir litreye 40.000 mikrospor 

olacak Ģekilde yoğunluk 

kontrol edildi ve mikrospor 

süspansiyonu küçük petrilere 

aktarıldı. Sonrasında kültürler 

inkübasyona bırakıldı.  

Çiçekçikler behere alınıp 5 

ml %12’lik sukroz ve 1.9 g/l 

askorbik asit çözeltisinde 

cam baget ile ezildi. Örnekler 

tüplere alındı ve 3 ml %12’lik 

sukroz ve 1.9 g/l askorbik 

asit çözeltisi eklenerek 

santrifüj edildi. Daha sonra 

Charcoal içeren katı 

besiyerine ekildi ve 

inkübasyona bırakıldı. 

 

 

Ön uygulama görmüĢ anterler 

besiyerinde ezilerek filtreden 

geçirildi. Süspansiyon 

santrifüj edildi. OluĢan pellet 

bir miktar besiyerinde çözülüp 

cam petriye aktarıldı ve 

inkübasyona bırakıldı.  

Tablo 2. 9 Bu tez çalıĢmasında optimizasyonu gerçekleĢtirilen protokollerin ana adımları ile sonuçları. 
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Sonuçlar 

Örnekler kontaminasyondan 

dolayı kaybedilmiĢtir. 

Örnekler kontaminasyondan 

dolayı kaybedilmiĢtir. 

Örnekler kontaminasyondan 

dolayı kaybedilmiĢtir. 

Ornekler kontaminasyondan 

dolayı kaybedilmiĢtir. 

KolsiĢin uygulaması - 

% 0.1 ve kolsiĢin içeren NLN 

besiyeri hazırlanır ve 

kotiledon evresindeki haploid 

embriyolar dört kolsiĢin 

konsantrasyonu (125, 250, 500 

ve 1000 mg/l), üç zaman 

uygulaması (12, 24, 36 saat) 

ve iki sıcaklık (8 ve 25 ºC) 

uygulamalarından geçirilir. 

Sonrasında embriyolar 

kolsiĢin içermeyen NLN 

besiyerlerine transfer edilir. 

- - 

Kallus rejenerasyonu 
NLN besiyeri 

 

NLN besiyeri 

 

MS + Gelrite + Charcoal + 

Sukroz 

MS + Gelrite + Sukroz 

MS + Sukroz 

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

mg/l kinetin 

Organ rejenerasyonu 
MS besiyeri 

 

Sıvı MS (% 2 sukroz, yarı 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. SONUÇLAR 

Ayçiçeğinde mikrospor kültürü optimizasyonu için yapılan bu tez çalıĢmasında; 

ayçiçeği ve diğer bitkilerde daha önce uygulanmıĢ dört farklı mikrospor kültürü 

protokolü uygulanarak optimizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu dört farklı protokolden 

yalnızca Protokol 4 (Özsan, 2014)‟de diğer protokollerden farklı olarak anterlere ön 

uygulama yapılmıĢtır. ÇalıĢılan bu protokollerde mikrospor izolasyonu için yeterli 

sayıda çiçekçiklerin izole edilebilmesi, kapitulum büyüklükleri, besiyeri içerikleri, 

uygun mikrospor safhası, genotip, embriyo oluĢumunu uyarıcı sıcaklık ve mannitol ön 

uygulamaları gibi farklı parametreler optimize edilmeye çalıĢılmıĢ ve bunların 

mikrospor kültürü sonuçlarına etkileri incelenmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda sadece Protokol 2 (Mohammadi, 2011) ile yapılan 

çalıĢmada kallus elde edilmiĢtir. Ancak bu kallusun bulunduğu kültür ortamı 

kontaminasyondan dolayı daha sonra kaybedilmiĢtir. Uygulanan diğer üç protokolde ise 

kallus yapısı gözlenememiĢtir. Kallus yapısı gözlenen Protokol 2 (Mohammadi, P. P., 

2011)‟nin uygulandığı kültür örneği dahil olmak üzere tüm örnekler kontaminasyondan 

dolayı kaybedilmiĢtir. Protokol 1 (Gürel ve ark., 1991) ve Protokol 2 (Mohammadi, 

2011) uygulanarak yapılan kültürlerde kontaminasyon görülen örneklerde pembe renk 

değiĢimi gözlenmiĢtir. Bu protokollerde kullanılan NLN besiyerinde bulunan yüksek 

oranda sukrozun sekonder metabolitlerin oluĢumuna sebep olarak kültürlerde 

kontaminasyona sebep olabileceği düĢünülmüĢtür. Diğer protokollerde kullanılan 

besiyerlerindeki sukroz oranının da yüksek olmasının aynı Ģekilde kontaminasyona 

sebep olduğu düĢünülmektedir. 

Mikrospor kültürü çalıĢmalarında genotipin kritik bir değiĢken olduğu yapılan 

çalıĢmalar sonucu söylenebilir. Aynı protokollerin uygulandığı ve baĢka hiçbir 

değiĢkenin bulunmadığı çalıĢmalarda her genotipin farklı sonuç verdiği daha önceki 

çalıĢmalarda da belirtilmiĢtir. Cistue ve arkadaĢları (2006), makarnalık buğday 

genotipleri ile gerçekleĢtirdikleri mikrospor kültürü çalıĢmasında, 5 çeĢit, 1 seçilmiĢ hat 

ve 20 F1 melezinden elde ettikleri embriyo ve yeĢil bitki oranları arasında önemli 

farklılıklar elde ederek, bu farklılıkların genotipe bağlı olduğunu belirtmiĢlerdir. Bu tez 

çalıĢmasında da genotipin kültür çalıĢmasını etkileyen en önemli faktör olduğu 

söylenebilir. 
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Tarladan ve bitki yetiĢtirme odasından elde edilen kapitulumlarla yapılan kültür 

çalıĢmaları da optimizasyon çalıĢmasında farklılık gösteren önemli faktörlerden biri 

olmuĢtur. Hem kapitulumların büyüklüğü hem de bu kapitulumlardan elde edilen 

çiçekçik sayısının farklı olması ve hem de tarladan elde edilen kapitulumların daha hızlı 

geliĢmesi bu iki kapitulum çeĢidi arasında önemli farklılıklar ortaya koymuĢtur. 

Tarladan elde edilen kapitulumların boyutları bitki yetiĢtirme odasından elde edilen 

kapitulum boyutlarına göre daha büyüktür. Dolayısıyla tarladan elde edilen 

kapitulumlardan elde edilen çiçekçik sayısı daha fazla olmaktadır. Uygulanan 

protokollerde mikrospor izolasyonu için istenilen ortalama 30-40 çiçekçik tarladan elde 

edilen kapitulumlarda sağlanmıĢtır. Ancak bitki yetiĢtirme odasında elde edilen 

kapitulumlarda çiçekçik sayısı, genotipe göre değiĢkenlik göstermekle birlikte, ortalama 

10 çiçekçik kadardır. Bu sonuçlar doğrultusunda daha hızlı geliĢen, daha çok çiçekçik 

elde edilen ve daha büyük boyuta sahip kapitulumlar elde edilen tarlada yetiĢtirilmiĢ 

ayçiçeği bitkilerinden bundan sonraki çalıĢmalarda yararlanılabileceği sonucuna 

ulaĢılmıĢtır. 

Uygun mikrospor safhasının belirlenmesi mikrospor kültüründe baĢarıyı sağlayan 

önemli faktörlerden biridir. Bir çok araĢtırmacı, mikrospor kökenli embriyo elde 

edebilmek için en uygun mikrospor safhasının, geç tek nukleuslu safha ile %10-30 çift 

çekirdekli polen yani birinci polen mitozunu geçirmiĢ dönem olarak bildirmiĢlerdir 

(Duijs ve ark., 1992; Carlos ve Dias, 1999; Carlos ve Dias 2001; Dias ve Correia, 

2002). Bunun yanısıra, SarıkamıĢ ve arkadaĢları (2000) ile Ellialtıoğlu ve arkadaĢları 

(2001) ise birinci polen mitozundan hemen önceki dönemdeki tek çekirdekli 

mikrosporların kültür koĢullarında embriyo oluĢturmak üzere sporofitik geliĢmeye 

doğru daha kolay yönlendiğini belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmada, orta-geç tek nukleuslu 

safhadaki mikrosporlar kültür çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. Bu evreden daha erken veya 

daha geç evredeki mikrosporların kullanılmasının kültür sonucunu olumsuz etkilediği 

belirlenmiĢtir. 

Sıcaklık ve mannitol uygulanarak gerçekleĢtirilen ön uygulamalı mikrospor 

çalıĢmasında diğer protokollerden farklı bir sonuç elde edilememiĢtir. Mikrosporlardan 

embriyo oluĢumunun uyarılmasında kültürlerin 1-3 gün süre ile kültürde tutulmaları 

gereklidir. Optimum inkübasyon sıcaklığı ve süresi türlere göre değiĢim göstermekle 

birlikte 30 - 33°C birçok araĢtırıcı tarafından önerilmektedir. (Takahata ve Keller 1991; 
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Duijs ve ark., 1992; Barro ve Martin 1999; Carlos ve Dias 2001; Sato ve ark., 2005; 

Wei ve ark., 2008). Bu çalıĢmada, 7, 8 ve 12 gün olmak üzere + 32 
0
C  sıcaklık ön 

uygulaması yapılmıĢtır. Mannitol uygulamasının hücre duvarı oluĢumunu durdurarak 

normal mikrospor geliĢimini engellediği görülmüĢtür (Kasha ve ark, 2001; Shim ve 

ark., 2006). Kasha ve arkadaĢları (2003), petri kaplarına aldığı baĢaklara 0.4 M mannitol 

ve 4ºC‟de buzdolabında muhafaza ederek mikrospor kültüründen iyi sonuçlar almıĢtır. 

Mejza ve arkadaĢları (1993), 0.3 M mannitol ile soğuk ön iĢlem uygulamalarını 

karĢılaĢtırdıklarında mannitolün embriyo oluĢumunu daha fazla artırdığını tespit 

etmiĢlerdir. Bu tez çalıĢmasındaki sıcaklık ve mannitol ön uygulamaları 

değerlendirildiğinde herhangi bir embriyo oluĢumuna olumlu etki etmediği 

belirlenmiĢtir. Ġleriki çalıĢmalarda sıcaklık ve uygulanan mannitol oranı değiĢtirilerek 

optimizasyon çalıĢmalarının yapılabileceği öngörülmektedir. 

Sonuç olarak; bitki yetiĢtirme odasında yetiĢtirilen ayçiçeği kapitulumları yerine, daha 

büyük kapitulum boyutlarına sahip, daha çabuk geliĢen ve daha fazla çiçekçik sayısına 

sahip tarladan elde edilen ayçiçeği kapitulumları ile çalıĢılabilir. Bahsedilen koĢul ve 

ortamlar ise daha sonra yapılacak çalıĢmalarda kallus oluĢumu için optimize edilerek bu 

yapının devamlılığı sağlanabilir. Böylece bitki ıslahı çalıĢmalarında kullanımı 

yaygınlaĢabilir. 
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