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Ispanakta monoik, dioik ve erselik gibi farkli ¢icek yapilarinin bulunmasi
1slah caligmalarini zorlastirmakta ve bu durum bu tlr ¢alismalarin yayginlasmasina
engel olmaktadir. Doku kdltiirt teknikleri icerisinde yer alan haploid bitki tretimi
tekniklerinin 1spanakta kullanilabilir hale getirilmesiyle, bu turde cesit gelistirme
calismalar artacaktir. Bu nedenle, sunulan bu ¢alismada, erkek gametten haploid
uyartimi (androgenesis) yontemlerinden anter kiltlrli ve disi gametten haploid
uyartimi yontemlerinden (ginogenesis) isinlanmis polenle tozlama yéntemlerinin
1spanakta  kullanilabilirligi - arastirilmistir.  Bitkisel materyal olarak Koto Fy,
Greenstar F; ve Favorit F; cesitleri kullanilmistir. Anter kiltir( calismalarinda,
farkli oksin ve sitokinin icerigine sahip 4 farkl ortam denenmistir. Isinlanmis polen
ile tozlama ydnteminde ise yine aym 3 cesit ile 100, 150, 200, 300, 400 ve 500
Gray olmak Uzere 6 farkli 1s1n dozu denenmis ve her (¢ cesitde de farkli tohum
yapilarina (ici kati, ici hafif kati, i¢i sivi, ici bosa yakin ve i¢i bos) sahip bitkiler
meydana gelmistir. Elde edilen bitkilerde kromozom sayimi i¢in flow sitometri
kullanilmis ve ayrica SSR analizi yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ispanak (Spinacia oleracea L.), anter kilttrd, 1sinlanmis
polenle tozlama, haploid bitki tretimi
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HAPLOIDIZATION USING ANTHER CULTURE METHOD AND
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Monoic, dioic and hermaphrodite flower types complicate spinach breeding
studies and this situation prevents the spread of such studies. By availability of
haploid plant production techniques known as one of the tissue culture in spinach,
the studies aimed obtaining new varieties in this species will be increased.
Therefore, in this presented study, the availability of anther culture method using
male gametes (androgenesis) and pollination with irradiated pollen technique using
female gametes (gynogenesis) in spinach was investigated. Koto F;, Greenstar F,
and Favorit F; varieties were used as plant material. Four different media contained
different auxin and cytokinin content were tested in the anther culture experiments.
Six different irradiation doses: 100, 150, 200, 300, 400 and 500 Gray were tested in
the same three varieties in the studies of pollination with irradiated pollen and the
plants regenerated from different seed types such as solid inside, slightly solid
inside, liquid inside, almost empty inside and empty inside were obtained. The flow
cytometer was used for the ploidy level of plants obtained and also they were tested
using SSR markers.

Key Words:Spinach (Spinacia oleracea L.), anther culture, pollination with
irradiated pollen, haploid plant production



GENISLETILMIS OZET

Ispanak monoik, dioik ve hermafrodit ¢icek yapisina sahip olmasi
nedeniyle klasik islah yontemleri ile homozigot saf hatlarin elde edilmesi zor
olmaktadir. Bu yizden birgok 6zel tohum firmas: 1spanak islahi alaninda calisma
yapmaktan kaginmaktadir. Bu c¢alismada 1spanakta 1slah  calismalarini
yayginlastirmak amaciyla, Koto F;, Greenstar F; ve Favorit F; cesitlerinde erkek
gametten haploid uyartimi (androgenesis) yontemlerinden anter kultlrl ve disi
gametten haploid uyartimi yontemlerinden 1sinlanmis polenle tozlama yéntemi ile
haploid bitki tretiminde uygun ve etkili yontemin belirlenmesi amaclanmistir.

Calismanin ilk yilinda, farkli oksin ve sitokinin icerigine sahip 4 farkli MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda anter kiltlrli yontemi uygulanmastir. Anter
kultlrlne cevap verme oraninin belirlenmesinde kiiltiire alinan anter sayisi, anter
basina embriyo sayisi ve embriyolardan olusan bitki sayisi dikkate alinmistir. Koto
F; cesidinde 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren ortamda anterlerden kallus elde
edilmis, diger cesitlerde kallus ya da embriyo gelisimi g6zlemlenmemistir.
Kalluslarin renginin beyaz, agik sar1 ve agik yesil oldugu gorulmis ve kalluslardan
bitkiye déniisim gerceklesmemistir.

Calismanin ikinci yilinda da anter kilturinde ilk yildaki ile ayni besin
ortamlari kullanilmustir. Kallus gelisimi ve embriyo olusumu her ¢ cesitde de
kaydedilmistir. Koto F; ¢esidinde, diger cesitlere gore daha fazla kallus meydana
gelmis ve sadece Koto F; cesidinde bitkiye donusiim gerceklesmistir. 2 mg/l NAA
ve 0.5 mg/l GA; igeren ortamdan 1 anterden 1 adet embriyo, 4 mg/l NAA ve 0.5
mg/l GA; iceren ortamdan 1 anterden kallus, 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP igeren
ortamdan 11 anterden kallus olusumu, 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren ortamdan
ise 3 anterden kallus elde edilmistir. Favorit F; ¢esidinde 2 mg/l NAA ve 1 mg/l
BAP iceren ortamdan 7 anterden kallus, 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren

ortamdan 2 anterden kallus olusumu meydana gelmistir.



Greenstar F; gesidinde ise 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan 4
anterden kalluslarin meydana geldigi tespit edilmistir.

Calismanin ilk yilinda, 1sinlanmis polen ile tozlama yénteminde salkim
seklindeki erkek bitkiler 100, 150 ve 200 Gray isin dozlari ile isinlanmustir.
Tozlamadan 20 giin sonra disi bitkiler hasat edilmis ve steril kabin igerisinde elde
edilen tohumlar cam kavanozlara yerlestirilmistir. Isin dozlarina ve gesitlere gore
tohum sayilari, embriyo sayilar: ve gelisen bitki sayilar: dikkate alinmustur.

Isinlanmis  polen ile tozlama yoOnteminde endospermli tohumlar
gozlemlendigi icin, caligmanin ikinci yilinda 1sin dozlar: yukseltilerek 200, 300,
400 ve 500 Gray 1s1n dozlar1 uygulanmustir.

Denemeler suresince ayni sekilde 1s1n dozlarina ve gesitlere gore tohum
sayilari, embriyo sayilar: ve gelisen bitki sayilar: belirlenmistir. Koto F;, Favorit F;
ve Greenstar F; cesitlerinde farkli dozlarda farkli tohum yapilari gézlemlenmistir.
Bu yapilar; ici Kkati, i¢i hafif kati, i¢i sivi, ici bosa yakin ve i¢i bos olarak
tanimlanmustir. Her (¢ cesitte de yliksek dozlarda (300, 400 ve 500 Gray) ici bos ve
ici bosa yakin tohum yapilarimin daha fazla oldugu saptanmistir. Ozellikle ici bos
ve ici bosa yakin tohumlarin diger tohum yapilarina gore daha yavas gelisim
gosterdigi belirlenmistir.

Bitkilerin ploidi seviyelerini belirlemek icin Koto F;, Favorit F; ve
Greenstar F1 gesitlerinin embriyolarindan elde edilen bitkilerin yaprak érnekleri
alinarak flow sitometride analizine tabi tutulmus, ancak ploidi seviyeleri diploid
olarak belirlenmistir. Bu nedenle elde edilen bitkiler molekdiler analizlerin
kullanim: ile incelenerek, spontan kromozom katlanmasinin  gergeklesip
gerceklesmedigi belirlenmeye calisilmistir.

Bu amagla; SO1, SO3, SO4, SO5, SO6, SO7, SO9, SO10, SO13, SO14,
S015, SO16, SO17, SO19, SO22, SO28 ve SO29, SO32, SO48, SO51 primerleri
ile SSR analizi yapilmigtir. SO29 primerinde Koto F; cesidinde dondr bitkiler

heterozigot bant verirken, diger Orneklerin 23 tanesi tek bant vermis, yani

v



homozigot yap: goOstermistir. 23 6rnegin tek bant vermesi bu &rneklerin

kendiliginden katlanmis olabilecegini gostermistir.



TESEKKUR
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yardimci olan arkadasim Zir. Yik. Mth. Nihal DENLI’ye, doku kiiltiri ve arazi
calismalarimda parlak fikirleri ile bana yardimci olan, arastirmaci ruhu olan Zir.
Yiik. Mih. Atilla ATA’ya, tezimin biyoteknoloji asamasinda bana yardimci olan
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1. GIRIS

Latince adi Spinacia oleracea L. olan 1spanak, Chenopodiaceae
familyasinda yer almaktadir. Yapraklar: tiiketilen ve serin iklim sebzelerinden olan
1spanagin anavatanm giney Turkistan, Kafkasya ve Nepal olarak bilinmektedir.
Ispanak sicak bolgelerde yaz sonlari ve kis aylarinda, soguk bolgelerde ise ilkbahar
doneminde Uretilmekte ve kis mevsimi boyunca butin bdlgelerimizde yogun bir
sekilde tlketilmektedir. Tasima ve ulasim imkanlarinin artmasi ve iyilestirilmesi
sonucu, kig slresince gliney ve bati bolgelerimizde Uretilen 1spanak, i¢ ve dogu
bolgelerimize pazarlanmaktadir. Ispanagin, dogranmis, taze ve dondurulmus olarak
pazarlanabilmesinin yani sira, ¢corba ve ¢cocuk mamas: sanayiinde kullanilmas: da
Uretimi olumlu yonde etkilemistir. Ispanak Uretiminde Cin, ABD ve Japonya’dan
sonra 4. sirada yer alan Turkiye’nin 2014 yil Gretimi 207.676 tondur (FAOSTAT
2014). Bu nedenle 1spanagin Tirkiye ekonomisi agisindan énemi blydiktar.

Ispanak hem antioksidan icermesi hem de vitamin ve mineraller acisindan
zengin olmast nedeni ile ©onemli sebze tdrleri arasinda yer almaktadir.
Vitaminlerden A, C ve K vitaminlerini icermekte ve sadece 180 g ispanak alinarak
bir gunliik gereksinimin lzerinde K vitamini ihtiyaci karsilanabilmektedir. Ayrica
180 g 1spanak tlketildiginde, ginliik A vitamini ihtiyacinin 3 katindan fazlas: elde
edilebilmektedir. Tm bunlara ek olarak, uluslararasi saglik 6rgdtlerine gore, 180 g
1spanak tuketen bir insan, ginluk C vitamini ihtiyacimn  %29,4’(inu
karsilamaktadir. Ayni miktarda tiketimle giinliik potasyum ve kalsiyum ihtiyacinin
yaklasik dortte biri Kkarsilanmaktadir. Ispanak B vitamini ve disuk oranda E
vitamini de icermekte, 180 g ispanak tiketildiginde gunlik B, vitamininin
%24,7’si, Bg’nin %22 si, B;’in %11,3’i ve ayn: zamanda vicudun gunlik Omega-3
ihtiyacinin %7°si karsilanmaktadir (Demir 2007).

Ispanak uzun giin bitkisi olup (Knott 1934; Wagenaar 1954, Demir 2007),
ciceklenme giin uzunlugu 12 saatin tzerine ¢ikinca baslamaktadir. Ayrica kurak ve

sicak havalarda giceklenme hizlanmaktadir. Erkek bitkilerin disi bitkilere gore daha
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erken sapa kalktig1 saptanmistir. Sapa kalkma sonucunda gdévde Uzerinde yaprak ve
cicekler olugmaktadir. Erkek ve disi cicekler ayni1 zamanda cicek acmakla beraber,
erkek bitkiler disi bitkilere gore daha erken 6lmektedirler. Disi bitkiler ise erkek
bitkilere gore daha uzun émirli, daha iri ve kalin yapraklara sahiptirler (Sneep
1958). Ispanak yetistiriciliginde en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi erkenciliktir.
Erkencilikte gln uzunlugu gereksinimi, biylme orani, blyume ve gelisme
arasindaki dengenin 6nemli oldugu anlasilmigtir. Ispanak cesitleri arasinda
erkencilik agisindan varyasyonlar gorilmekte ve bu varyasyonlarin farkli buylime
kosullarinda 1spanagin basarili bir sekilde yetistirilmesi icin gerekli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, 1slahcilar igin erkenciligin 6nemli bir 6zellik oldugu
saptanmustir (Parlevliet 1967).

Haploid bitkiler en basit haliyle gametik kromozom sayisini tasiyan bitkiler
olarak tanimlanabilmekte ve haploid bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasiyla
dihaploid bitkilerin olustugu bilinmektedir. Doku kulturt haploidizasyon teknikleri,
guniimizde yaygin olarak islah siresinin kisaltiilmasinda kullaniimaktadir. Islah
stiresinin kisaltilmas: igin haploid bitkilerin bitki islahinda kullanilmas: biyik
Onem tasimaktadir (Hatipoglu 2008). Bdylece tam bir homozigoti ¢ok kisa stirede
elde edilmektedir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla genetik ve islah g¢alismalar
kolaylagsmis ve sonuca ulasma hizlanmigtir. Haploid bitkiler, erkek gametten
(androgenesis) ve disi gametten (ginogenesis) haploid elde edilmesi
yoéntemlerinden meydana gelmektedir. Adrogenesis, anterlerden veya izole edilmis
mikrosporlardan, ginogenesis ise dollenmemis ovul veya ovaryum kiltiiriinden ve
déllenmemis gametten (disi) meydana gelmektedir (Reed 2005). Androgenesis ve
ginogenesis yontemleri ile elde edilen haploid bitkiler, tarimsal Urlinlerde yeni
cesitlerin olusturulmas: surecinin kisaltilmas: ve tamamen saf homozigot hatlarin
elde edilmesi agisindan buylk bir éneme sahiptir. Haploid bitki elde edilmesi ve
bunlarin katlanarak dihaploid hale getirilmesi ile ilgili ginlimize kadar birgok bitki
tiriinde birgok calisma yapilmigtir. Tirler arasi melezleme yoluyla kendiliginden

haploid bitkiler 1960’1 yillardan 6nce elde edilmis, ancak bu c¢alismalar ticari
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boyuta ulasamamustir. Guha ve Maheshwari (1964) tarafindan Datura innoxia
Mill’de yapilan bir calisma ile doku kuilturinde haploid bitki elde etme
yontemlerinin temeli atilmigtir. TUtunde anter kdlturl yonteminin denendigi bir
calismada cok sayida haploid bitki elde edilebilmis ve sonrasinda yontem hizla
yayilmistir (Anagnostakis 1974). Giliniimize kadar 170 adet tiirde anter kultlr(
yontemi ile androgenik haploid bitkiler elde edilebilmistir. Disi organ kultlrleri
(ovul ve ovaryum) ile ise 30 tlrde haploid bitki elde edilmistir (Keller ve Korzun
1996; Lakshmi Sita 1997). Ginogenesis seker pancar1 (Beta vulgaris L.), sogan
(Allium cepa L.) ve Gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus ex Hook) tlrlerinde
basarili bir sekilde uygulanmistir (Hadziabdic ve ark. 2016).

Gunumiizde haploid bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan
yontemlerden birisi anter kiltirt yontemidir. Bu teknigin diger in vitro haploid
bitki elde etme tekniklerine gore avantaji, bir anter igerisinde binlerce mikrosporun
bulunmasi ve uygun bir in vitro kiltlr sistemi ortaya konuldugunda bir anterden
cok sayida haploid bitki elde edilebilmesidir. Anter kultirinin temel prensibi,
normal olarak erkek gamet olusturacak olan polen hicresinin gelismesini
durdurmak ve somatik hiicrelerde oldugu gibi polen hiicresini direkt olarak bir bitki
olusturmaya zorlamaktir. Anter kultir yontemi ile haploid bitkiler, direkt ya da
indirekt olarak meydana gelmektedir. Direkt androgenesis zigotik embriyogenesise
benzemekte, ancak suspensor veya endosperm mevcut degildir. Embriyolar uygun
ortama konulduktan sonra, embriyolar gelismeye devam etmekte, 4-8 hafta sonra
kotiledonlar olusmakta ve anterlerden bitkiler meydana gelmektedir. Indirek
androgenesiste globular safhadan sonra, diizensiz bolinmeler meydana gelmekte ve
haploid kallus olusmaktadir (Reed 2005). Anter kiltlr(i yontemini dondr bitkilerin
biylime, gelisme ve fizyolojik kosullari, polen ya da mikrospor gelisim asamast,
genotip ve ortam bilesimi gibi faktorler etkilemektedir. Kromozom katlanmasi,
anter kdltiri esnasinda kendiliginden meydana gelebilmektedir. Genotip,
mikrosporlarin  gelisim safhasi ve ©6n uygulamalar katlama basarisin

etkilemektedir. Ornegin; arpanin %70-90, beyaz bugdayin %50-60, pirincin %50-
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90, cavdarin %50-90 (Maluszynski ve ark. 2003) ve msirin %20 oraninda
katlandig: tedit edilmistir (Martin ve Widholm 1996). Kolhisin katlama amagli in
vivo ve in vitro’da en fazla kullanilan kimyasal maddedir (Castillo ve ark. 2009).
Ayrica bu amacla oryzalin ve trifluralin gibi kimyasal maddeler de
kullaniimaktadir.

Ginogenik haploid bitkiler, in vitro kiltir kosullarinda yumurtalik veya
ovul gibi déllenmemis gametten (disi) direkt veya indirekt kallustan regenerasyon
yolu ile meydana gelmektedir. Ginogenesisin ilk hicre boélinmesinin zigotik
embriyogenesise benzer oldugu belirlenmistir. Direkt ginogenesisin, yumurta
hlcresi, sinerjit ve antipodlart icerdigi, proembriyolarin olusumundan sonra
farklilasmis embriyolarin meydana geldigi bildirilmistir. Indirekt ginogenesisde,
kallusun yumurta hdcresi, sinerjit, polar c¢ekirdek, antipodlardan veya
proembiyolardan olustugu saptanmistir. Kallustan meydana gelen bitkilerin tirlere
gore haploid, diploid veya mixoploid olabilecegi belirlenmistir (Hadziabdic ve ark.
2016).

Kobalt 60 1sin kaynag: kullanilarak isinlanmis polenle tozlama ydntemi,
ginogenesisi tesvik etmek igin kullanilmaya baslanmistir. Polen 1sinlanmas: ve
1sinlanmis polenlerle disi ciceklerin tozlanmas: yoluyla haploid embriyolarin elde
edilmesi teknigi bircok bitki turiinde oldukga basarili sonuglar vermistir. Polen
1isinlanmasinda esas olarak kullanilan 1sin tiirii Co® kaynagindan elde edilen gama
1s1imdir. Isin gormas polenler ile tozlama yapildiginda, stigma tzerinde ¢imlenmeye
baslayan polenin cekirdekleri (genellikle vegetatif cekirdek) bolinmeye
baslamaktadir. Polenin bu aktivitesi, embriyo kesesi icerisinde bir uyartima neden
olmakta, ya yumurta hiicresi ya da sinerjit veya antipot hicrelerinden biri
bélinmeye baslamaktadir. Bu bélinmelerin sonucu olarak diizensiz hiicre yiginlart
(kallus) veya dogrudan embriyolar olusmaktadir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Tum dunyada sevilerek tuketilen, saghk agisindan 6nem arz eden ve
sanayide de yogun kullanim alani bulan ispanakta monoik, dioik ve erselik cicek

yapilariyla karsilagilmas: i1slah calismalarini zorlagtirmakta ve bu durum cesit
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islahina yonelik caligmalari sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, 1spanakta uygun in
vitro haploidizasyon yontemlerinin ortaya konulmasi 1slah caligmalarin
yayginlastiracak, farkli Ozellikleriyle 6n plana ¢ikan 1spanak gesitlerinin
gelistirilmesine olanak saglayacak ve bu yolla hastalik ve zararlilara dayanikl,
besin igerigi artirilmis, daha Kkaliteli ve verimi yiiksek ispanak 1slahi ¢alismalarinin
yolunu agacaktir. Tim bu bilgiler 1s1g1nda, sunulan bu ¢alismada 1spanakta haploid
bitki Uretiminde uygun ve etkili doku kiltirt yontemlerinin belirlenmesi
amaclanmigtir. Bu amaca ulasmak igin, erkek gametten haploid uyartim
(androgenesis) yontemlerinden anter koltlrli ve disi gametten haploid uyartim
yontemlerinden 1sinlanmis polenle tozlama teknigi kullanilmigtir. Yontemlerin
1spanakta haploid bitki elde etme (izerine etkileri denenirken, ayn1 zamanda anter
kilturinde genotip ve besin ortami, isinlanmis polenle tozlama ydnteminde ise
genotip, 1s1n dozu ve besin ortami denemeleri yapilmus, her iki yontem icinde etkili
protokoller gelistirilmesi planlanmistir. Calisma ile 1spanakta islah alt yapinin
olusturulmasi, modern 1slah yontemleri ile daha ekonomik ve daha kisa surede
homozigot saf hatlarin gelistirilmesi, kalite ve kantite yonlnden daha etkili
cesitlerin gelistirilmesi icin yar1 yol materyallerinin olusturulmas: hedeflenmistir.
Sunulan tez ¢alismas: sadece tlkemiz igin degil, diinya iginde yeni bir calisma
olmus, degerli bilimsel ¢iktilarin yan: sira énemli pratige aktarilabilir sonuglarda

icermistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ispanakta doku Kkaltird yontemleri ile haploid bitki elde edilmesi
konusunda herhangi bir caligma yapilmamas: nedeni ile bu kisimda diger sebze
tirlerinde anter kiiltlri metodu ve isinlanmis polenle tozlama yontemi ile ilgili

glinimuze kadar yapilmis olan ¢alismalar 6zetlenmistir.

2.1. Anter Kultird ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Cucurbitaceae familyasinda androgenesis yontemi ile ilk ¢alismalar hiyar,
karpuz, kavun ve yaz kabaginda sinirl: 6lgekte gerceklestirilmistir. Tlk calismalarin
sonuclarinda, daha ¢ok kallus dretimi ve sinirli sayida haploid bitkiler elde
edilmistir (Lazarte ve Sasser 1982; Dryanovski ve Ilieva 1983; Xue ve ark, 1983;
Shail ve Robinson, 1987).

Xue ve ark. (1983) karpuzda (Citrullus lanatus) haploid bitki elde etmek
icin anter kultirini denemisler; ancak olumlu sonuclar elde edememislerdir.
Nitsch (1969), 12 adet tOtin tdrinden 5 tanesinin polen embriyogenesisi
olusturdugunu bildirmisdir.

George ve Narayanaswamy (1973) Hindistan’da C. frutescens biber
tirinde, bir yil sonra ise Novak (1974) Polonya’da anter kiltlrl yontemi
konusunda galigmiglardir. C. annuum gesitlerinde tlrler aras1 melezlemeler ile anter
kultlrtne yanit igin bircok calisma yapilmistir (Sibi ve ark. 1979; Morrison ve ark.
1986; Kristiansen ve Andersen 1993; Mityko ve ark. 1995; Nowaczyk ve Kisiala
2006; Gémesné Juhéasz ve ark. 2000).

Gulshan ve Sharma (1981), domatesde (Lycopersicon esculentum Mill)
farkli genotipler ve besin ortamlarinda anter kiltir yéntemini denemislerdir. 1:
Gresshoff ve Doy's (DGII) (Gresshof ve Doy 1972), 2: Nitsch ve Nitsch (NN)
(Nitsch ve Nitsch 1969), 3: 2 mg 1 NAA, 1 mg 1™ kinetin iceren MS, 4: 2 mgl™
2,4-D, 0.1 mg I'* BAP iceren MS ortamlar: kulanilmistir. Anterden meydana gelen
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kalluslar A: MS ortami + 2 mg 1" BAP + 1.0 mg 1™ 2,4-D, B: MS ortam: + 2 mg 1’
'BAP + 0.1 mg 1" 2,4-D, C: MS ortam1 + 5 mg 1™ NAA + 0.1 mg 1™ kinetin D:
DGII ortami + 2 mg 17 kinetin + 0.1 mg 1" NAA E: DGII ortam: + 8 mg 1™ NAA
+ 0.1 mg 1™ Kinetin iceren ortama aktarilmislardir. Kallus olusumu icin 2 mg 1™
NAA ve 1 mg 1* kinetin ilaveli DGII ortaminin en iyi ortam, kallus gelisimi ve
cogalmast icin ise 2 mg 1™ 2,4-D ve 0.1 mg I'* BAP ilaveli MS ortaminin en iyi
ortam oldugu saptanmistir. Androgenesis olusumunda B ortaminin etkili oldugu
gorulmistiir. Kalluslarda trakeitlerin olusumu, NAA ve kinetin veya 2,4-D ve BAP
iceren ortamda meydana gelmistir.

Kumar (1984) tarafindan lif kabag: ve su kabaginda anter kiltir( yontemi
uygulanmis ve haploid embriyolar elde edilmistir. Metwally ve ark. (1998) C.
pepo’da erkek cicek tomurcuklarint 4°C'de dort glin boyunca soguk uygulamasina
tabi tutmuslar ve uygun anter safhasini belirlemek igin orta ya da ge¢ tek gekirdekli
asamadaki mikrosporlar: kullanmislardir. Anterler, 5 mg 1" 2,4-D ve 150 g I*
sakkaroz iceren MS ortaminda kiltire alindiklarinda anter basina 1.9 adet bitki
elde edilmistir.

1980 yillarinda Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Cucurbita pepo,
Luffa cylindrica Mill ve Trichosanthes dioica Roxb. anterlerinden haploid bitki
elde etme girisiminde bulunulmustur (Kumar 1984; Shail ve Robinson 1987).
Hiyarda anter kulttra ile ilgili yapilan caligmalarda, kallus gelisimi gozlemlemis ve
daha sonra embriyo gelisimi ve organogenesis meydana gelmistir. Ancak haploid
bitki elde edilememistir (Lazarte ve Sasser 1982).

Wang ve ark., (1986) Cin’de Capsicum annuum biber c¢esidinde, anter
kilturd yontemini uygulayarak bitki regenerasyonu gozlemlemislerdir.

Tuberosa ve ark. (1987) degisik Ulkelerden toplanan sekiz farkli patlican
cesidi ve bunlarin arasinda yapilan melezlemelerden elde edilen 16 melez
genotipde anter kiltiiri denemeleri yapmuslar ve ebeveynlerden en yiksek 17.3
embriyo/100 anter, bazi melez genotiplerden ise 42 embriyo/100 anter sayisina

ulasmiglardir.
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Farkli bitki ttrlerinde, anter kultirinde embriyo olusumunda en uygun
safhanin tek cekirdekli safha oldugu saptanmistir (Heberle-Bors 1989; Vicente ve
ark. 1991; Telmer ve ark. 1992; Pretova ve ark. 1993; Mityko ve Fari 1997).
Supena ve ark. (2006) anter kultirinde gec tek cekirdekli safhada alinan cgigek
tomurcuklarinin basariy: etkiledigini gozlemlemistir. Yapilan baska bir calismada
ise, erken iki cekirdekli safhada alinan mikrosporun androgenesis olusumuna
uygun oldugu gortlmastir (Gonzalez-Melendi ve ark. 1995, 1996; Kao ve Horn
1999).

Uzun kirmiz biberde (Capsicum annuum L.) androgenesis etkinliginin
belirlendigi bir calismada, anterlerden 40 adet embriyo ve bitki elde edilmis ve elde
edilen bitkiler izoenzim markirlar: ile analiz edilmistir. Otuz bes adet bitki
mikrospor orijinli olarak tek allel gostermis, 5 adet bitki ise somatik doku orijinli
heterozigot yap: gostermistir. Ancak 2 adet bitki kromozom sayimina gére diploid
olduklar1 halde tek allel gostermis ve bu bitkilerin kendiliginden katlandig:
belirlenmistir. Yirmi bir adet bitkide kromozom sayimi yapilmis ve 16 adet bitkinin
haploid, 5 adet bitkinin ise diploid oldugu tespit edilmistir. (Munyon ve ark. 1989).

Onbir adet F1 hibrit karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis) ¢esidinde
androgenesis etkinliginin arastirildig: bir ¢calismada, her bir cesitten kiltire alinan
anterlerde embriyo meydana gelmis, ortalama embriyo verimi 100 anter icin 0.6
embriyo ile 82.2 embriyo arasinda degisim gostermistir. Ayrica sonbahar ve kis
mevsiminde olgunlasan karnabahar cesitlerinden alinan anterler, yaz mevsiminde
alinan anterlere gore androgenesise daha iyi cevap vermistir. Kati besin ortaminda
elde edilen embriyo verimi, sivi besin ortama goére daha yiksek olmustur. 2,4-D
konsantrasyonunun artmasiyla (0.1 ile 0.3 mg/l) embriyo verimi de artmstir. 0.3
mg/l 2,4-D iceren kat1 besin ortaminda, 0.1 mg/l 2,4-D iceren sivi1 besin ortamina
gore embriyo veriminde 2 kat artis oldugu rapor edilmistir (Phippen ve Ockendon
1989).

Andersen ve ark. (1990) havucta yaptiklari androgenesis caligmasinda,

semsiyelerin tepesini keserek dislik sicaklik soku uygulamislar ve %2.4’den
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%3.7’e kadar degisen oranlarda anter kltiriine cevap verme orani elde etmislerdir.
Ayni yontem Hu ve ark. (1993) tarafindan da 18 adet havug genotipinde
uygulanmistir. Havucta anter ve mikrospor kiiltirt denemeleri Matsubara ve ark.
(1995) tarafindan da yapilmis ve embriyo elde edilmistir.

Bas lahanada (Brassica oleracea L. capitata (L.) Alef.) anter kultlriinde
genotip, dondr bitkilerin blyiime kosullari, besin ortamindaki karbonhidratin
konsantrasyonu ve cesidinin etkisi arastinlmistir. Acik alanda yetisen donor
bitkilerden kdiltire alinan anterlerden, serada yetisen bitkilere gore daha fazla
sayida embriyo elde edilmistir. Sakkaroz konsantrasyonu arttikca (%7, %10 ve
%13) embriyo veriminin de arttigi goézlemlenmis, sakkaroz yerine maltoz
kullanildigi zaman embriyonik yamtin %10’u gecemedigi gortlmistir. Sakkaroz
ile maltoz karsilastirildiginda, sakkarozdan 100 anter basina 3.4 adet embriyo elde
edilirken, maltoz ilavesinde 100 anter basina 1.6 adet embriyo olusumu
gozlemlenmistir (Roulund ve ark. 1990).

Domatesde (Lycopersicon esculentum Mill.) anter kiltirinde 3 farkh
cesitde dokuz fakl karanlik/aydinlik 1sik rejimlerinin etkisi aragtirilmigtir. Profaz |
safhasindaki anterler, 2 mg/l NAA, 5 mg/l kinetin, 6 g/l agar iceren besin ortamina
yerlestirilmis, 2 ile 10 hafta karanlik kosulda bekletilmis ve sonrasinda kulturler 10
hafta uygulama suresince 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot kosuluna
transfer edilmislerdir. Karanhkta bekletme siresi uzatildikca, elde edilen kallus
sayist ve capimn arttigi gézlemlenmistir. Kallus capinin, Ailsa Craig ve Licato
cesidinde 8 haftada, L-680A ¢esidinde ise 10 haftada en yiksek seviyeye ulastigi
saptanmustir. Kallus sayist ve uzunlugu karanlik kosulda 8 hafta bekletmede
artmasina ragmen, kallus kalitesinin azaldigi gdzlemlenmistir (Jaramillo ve
Summers 1991).

Ockendon ve ark. (1991) Briksel lahanasinda alti1 farkli gesidin ve 2,4-D ile
glmus nitrat iceren alti farkli besin ortaminin anter kiltiriine etkisini
arastirmiglardir.  GUmis nitrat ilavesinden ve 2,4-D Kkonsantrasyonunun

artirilmasindan olumlu sonuclar alinmig, ancak giimis nitrat konsantrasyonunun
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artirnlmasindan negatif gelismeler gozlemlenmistir. Genotip, ortam ve genotip X
ortam interaksiyonlarinin énemli faktorler oldugu ve genotipin digerlerine gore
daha 6énemli oldugu saptanmistur.

Yang ve ark. (1991) karnabaharda anter Kkiltirinde etkili faktorleri
arastirmiglar. Dondr bitkilerin kaltir kosullarinin énemli oldugunu tespit etmisler
ve donér bitkilerin 10°C ile 20°C arasindaki sicaklikta, sera kosullarinda bahar
doéneminde yetistirildikleri zaman en iyi sonuglarin elde edildigini ve kis ve bahar
doénemlerinin, yaz ve erken sonbahara goére daha uygun oldugunu saptamislardir.
Optimum ¢icek tomurcugu gelisim safhasinin genotiplere gore degistigi gorulmis,
baz1 gesitlerde tek cgekirdekli bazi cesitlerde ise ilk mitotik bolinme safhasinda
alinan anterlerden daha fazla embriyo elde edildigi gorillmistir. 140 g 1" sakkaroz
konsantrasyonunun embriyogenesis icin en iyi karbon dozu oldugu belirlenmistir.
Ortama sitokinin (BAP) eklenmesinin embriyo Uretimini azalttigit ve
konsantrasyonun artirilmasinin bu negatif etkiyi arttirdigi, ayrica sivi ortam
kullaniminin ve karanlikda inkiibasyon siresinin artirilmasinin embriyo verimini
arttirdigi saptanmstir.

Kieffer ve ark. (1992) 18 yaprak lahana (Brassica oleracea convar.
acephala) genotipinde androgenesis etkinligini aragtirmiglardir. Alti genotipin anter
kultriinde basaril: sonuclar elde edilmis ve 100 anter icin 17 adet embriyo ile en
yuksek verim alinmigtir. Calismada 2 gelisim safhasi belirlenmis, birinci anter
safhasi anter kulttrune en iyi cevabi veren geg tek cekirdekli safha olurken, ikinci
anter safhasi gec¢ iki cekirdekli safha olarak tespit edilmistir. Polen canlihg:
incelenmis ve anter kultliriinden 9 giin sonra canlilik sifira diismistdr.

Telmer ve ark. (1992) Brassica napus tirlinde anter Kultlrd icin en iyi
asamanin, ge¢ tek cekirdekli safhadan iki hiicresel polen tanecigine dogru ilk polen
mitozu etrafinda oldugunu gézlemlemislerdir.

Biberde 3 farkli ¢esitde anter kulttrd icin dondr bitkilerin yetistirilmesinde
sicakhigin ve fotoperiyodun etkisi arastirilmistir. Dondr bitkiler sera kosullarinda,

16 ve 30°C arasindaki sicakliklarda ve 11 ve 19 saat arasindaki fotoperiyot
11



2. ONCEKI CALISMALAR Ceren OZCAN

kosullarinda yetistirilmislerdir. Ug farkli deneme kurulmustur; 1. denemede her 3
hibrit gesitden 6 bitki; 16, 20 veya 24°C sicaklikda, 11, 15 veya 19 saat fotoperiyot
kosullarinda yetistirilmis ve anterler 20 ve 24°C sicakhkta, 7-12, 16-21 ve 25-29
hafta boyunca kulture alinmiglardir. 2. denemede, iki ¢esidin dondr bitkileri serada
24°C sicaklikda yetistirilmis ve anterler 37-41 hafta kiltiire alinmustir. 3. denemede
ise, 2 ceside ait bitkiler 22, 26 veya 30°C sicaklikda yetistirilmis ve anterler 12-23
hafta boyunca bekletilmistir. Optimum gelisme sicakliginin (26°C) embriyo
olusum oranin arttirdigi saptanmistir. Duslk sicakliklarda (16°C) 100 anter igin
0.2 adet embriyo elde edildigi tespit edilmistir (Kristiansen ve Andersen 1993).

Biberde 6 farkli cesitde anter kiltiriinde sezon etkisi arastirilmis ve
Temmuz-Kasim aylar arasinda anterler kiiltire alinmstir. Anterler 0.004 mg I™
2,4-D, 0.1 mg I"* kinetin, 30 g I"* sakkaroz, 2 g I"* agar iceren MS ortamina
yerlestirilmis, 35°C’de 24 saat bekletilmis ve sonrasinda 25°C’de 16 saat giin
uzunlugunda 40 gin suresince inkibe edilmistir. Calisma sonucunda anterden
embriyo ve kallus olusum oranlarinin gesitlere gore degistigi gozlemlenmis,
embriyo olusumunun Eylil ve EKim aylarinda diger aylara gore daha etkili oldugu
belirlenmistir. Eylil ve Ekim aylarinda 15°C ve 25°C arasi sicakliklarda daha
yuksek oranda embriyo elde edilmistir. Tum cesitlerde embriyo ve kallus olusumu
gbzlemlenmesine ragmen, bazi cesitlerde daha yiiksek embriyo olusumu bazi
cesitlerde ise daha yiiksek kallus olusumu meydana gelmistir. (Matsubara ve ark.
1998).

Brassica oleracea’nin 27 gesidinin anter klltiriinde giimis nitratin 3 farkl
konsantrasyonu (0, 5 ve 10 mg I* AgNO;) denenmistir. Embriyo verimlerinin
ortama AgNO; eklenmesi ile énemli dlglde arttigi saptanmistir (Dias ve Martins
1999).

Kahramanmaras biber populasyonunda, bitki biyume dizenleyicilerin ve
aktif kdmir gibi bazi maddeler ile iki farkl: inkiibasyon rejiminin androgenetik
potansiyel (izerindeki etkisi arastirilmistir. Her bir uygulama grubundan elde edilen

anterlerin yarisi, kiltarin ilk sekiz glini karanhkta ve +35°C’ye ayarlanmis
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inkibatorin icerisinde bekletilmis, daha sonra 16/8 saat aydinhik/karanlik
periyoduna ve 25°C sicakliga ayarlanmis iklim odasina aktarilmistir. Diger bir grup
anter ise, stirekli olarak 2000 lux 1s1k siddetinde aydinlatilan ve 29°C sicakliga
sahip olan blyiitme dolabinda inkibe edilmistir. Ortamlara 4 mg/l NAA + 1 mg/I
BA ve 1 mg/l NAA + 4 mg/l BA kombinasyonlar: ilave edilmis; bu ortamlardan bir
kismina ayrica %0.25 oraninda aktif kémir eklenmistir. Denemeler sonucunda en
yuksek embriyo olusumu, 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ilave edilen ve %0.25
oraminda aktif komur iceren besin ortaminda kiltire alinan ve +29°C’de surekli
aydinlik kosullarinda inkube edilen anterlerden elde edilmistir (Terzioglu ve ark.
2000).

Lahanada (Brassica oleracea var. capitata) anter kultlirinde genotip,
donér bitki kiltir kosullar1, ortam bileseni, anterlerin inkiibasyon kosullari, ortama
AgNO;’in farkli konsantrasyonlarinin eklenmesi gibi bazi parametrelerin etkisi
arastirllmistir. Anterler sicakhik (35°C’de 24, 48 saat ve 6 gun) ve soguk
uygulamasina (4°C’de 24, 48 saat ve 6 giin) maruz birakilmigtir. 35°C’de 24 saat
siresince gerceklesen sicaklik uygulamasindan, 48 saate gére 100 anter basina daha
fazla embriyo elde edildigi gorilmistir. Benzer sekilde, 4°C’de 24 saat sicaklik
uygulamasindan 48 saate gore daha fazla embriyo verimi elde edilmistir. Tim
denemelerde sicaklik uygulamasinda, soguk uygulamasina gére embriyo veriminin
daha yuksek oldugu saptanmistir. 35°C veya 4°C’de 6 gun uygulamalarindan
embriyo meydana gelmedigi gdzlemlenmistir. Anter kiltiriinden 6nce, yilksek
sicakhik ©6n uygulamasinin embriyo verimi Uzerine olumlu etkide bulundugu
gorulmistiir. Ortama gumils nitratin (AgNO3) artan konsantrasyonlarinin
eklenmesiyle tiim genotiplerde embriyo veriminde artis gézlemlenmistir (Achar
2002).

Ciner ve Tipirdamaz (2002) biberde anter kiltiriinde ¢igek tomurcuklarina
uygulanan soguk uygulamasinin, NAA ve BA bilesiminin ve aktif kémurin
etkisinin haploid embriyo olusumu Uzerine etkisini arastirmiglardir. MS besin

ortamina 4 mg I NAA, 1 mg I'* BA, %0.8 agar ve %0.3 sakkaroz ilave edilmistir.
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Deneme sonucunda androgenetik embriyo Gretimi %212.5 olarak belirlenmis ve
4°C’de 48 ve 96 saat suresince uygulanan soguk uygulamalari sonucu anter
kiltirine cevap verme oramnin distdgl, embriyo dretiminin azaldigi ve
anterlerden kallus olusumunun arttig1 belirlenmistir. En yiiksek embriyo sayisinin 4
mg I NAA, 1 mg I"* BA ve aktif kdmiir iceren MS besin ortamindan elde edildigi
gorulmistiir. MS ortamina ilave edilen NAA/BA hormon kombinasyonlarinin
androgenetik embriyo Uretimini arttirdig: tespit edilmistir.

Calypso ve Green Long hiyar cesitlerinde anter kilturiinde bitki blyumeyi
diizenleyicilerin ve sicaklik uygulamalarinin etkisi arastirilmistir. Anterler 2,4-D ve
NAA igeren B5 ortamina alindiklarinda, Calypso ve Green Long gesitlerinde direkt
ve indirekt embriyogenesisin meydana geldigi gorilmusttr. Anterler I1AA, IBA,
BAP, KN ve TDZ (0.5-20.0 mM) iceren B5 ortamina yerlestirildiklerinde,
anterlerde gelisme gorulmemis, nekrotik yapilar olusmustur.  Optimum
embriyogenik Kkalluslar/embriyolar 2.0 mM 2,4-D ve 1.0 mM BAP ilaveli B5
ortaminda olusmustur. Cigek tomurcuklarina 4°C'de 0-10 glin soguk uygulamasi ve
35°C'de 1 gun sicaklik uygulamas: yapilmistir. Anter kiltliriine en iyi cevabin
4°C'de 2 gun soguk uygulamas: ile saglandigi gorilmustir. Embriyolarda
farkhilasma 0.09 M sakkaroz, 0.25 mM NAA ve 0.25 mM KN iceren B5
ortamindan elde edilmistir. (Kumar ve ark. 2003).

Buyukalaca ve ark. (2004) serada vyetistirilen donor bitkilerden alinan
anterlerin, tarla kosullarinda yetistirilenlere gore daha fazla embriyo olusturdugunu
rapor etmislerdir.

Kahramanmaras kirmizi biberlerinde (Capsicum annuum L.) anter
kilturunde oksin ve sitokinin kombinasyonlarinin etkisi arastirilmistir. Oksinlerden
NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/l) ve 2,4-D (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l) ile sitokininlerden BAP
(0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l) ve kinetin (0.1, 1.0, 5.0 mg/l) denenmistir. Ayrica besin
ortamlarina aktif komar (% 0.25) ve AgNO, (10 mg/l ) ilave edilmis ve yedi gin

stire ile 4°C (karanlikta), 29°C (karanlikta) ve 35°C (karanlikta) olmak tizere 3
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farkli 6n sicaklik uygulamas: yapilmistir. Arastirma stresince toplam 9750 adet
anter konulmus ve bazi ortamlarda anterlerde vyalnizca kallus gelisimi
gozlemlenirken, dogrudan embriyogenesis sadece 0.1 mg/l BAP, 4 mg/l NAA, %
0.2 aktif karbon ve 10 mg AgNO, bulunduran MS ortamina konulan anterlerde
meydana gelmis ve embriyo olusturma oran1 % 2.8 olarak hesaplanmistir (Caglar
ve ark. 2004).

Irikova ve Rodeva (2004) 11 adet Bulgar biber genotiplerinde (Capsicum
annuum L.) anter kaltGriine cevap verme oranim belirlemeyi amaclamiglardir.
Anterler farkli dozlarda kinetin, 2,4-D, IAA ve NAA iceren MS, Cm ve C
ortamlarina yerlestirilmistir. 1 nolu ortam: C ortami, 2 mg/l kinetin, 0,1 mg/l 2,4-D
(Dumas de Vaulx ve ark. 1981), 2 nolu ortam: C ortami, 3 nolu ortam: C ortam,
0,01 mg/l kinetin ve 2,4-D (Gyulai ve ark. 2000), 4 nolu ortam: Cm ortami, 2 mg/I
kinetin ve 2,4-D (Sibi ve ark. 1979), 5 nolu ortam: Cm ortami, 6 nolu ortam: Cm
ortami, 0,01 mg/I kinetin ve 2,4-D, 7 nolu ortam: MS ortami (Murashige ve Skoog,
1962), 8 nolu ortam: MS ortami, 0,2 mg/l kinetin, 2 mg/l IAA, 9 nolu ortam: MS
ortami, 2 mg/l NAA ve BA (Park ve ark. 1992), 10 nolu ortam: MS ortami, 0,1
mg/l kinetin, 0,004 mg/l 2,4-D (Matsubara ve ark. 1998). Deneme sonucunda, 1
nolu ortamin 2 ve 3 nolu ortamlara gore daha yiiksek embriyogenik cevap verdigi
gozlemlenmistir. 3 nolu ortamda tiim genotiplerde embriyo gortlmemis, sadece
kallus olusumu belirlenmistir. 4 nolu ortamdan, 5 ve 6 nolu ortamlara gére daha
basarili sonuglar elde edilmistir. 10 nolu ortam 7, 8 ve 9 nolu ortamlara gére daha
yuksek embriyogenik cevap vermistir.

Kim ve ark. (2004) erken iki cekirdekli asamada, %75'in Uzerinde
mikrospor iceren anterlerden izole edilmis mikrospor kiltiriintin embriyo Gretimi
icin optimal oldugunu bildirmislerdir.

Yazlik kabakta anter kilturiinde sezon etkisi denenmis ve 1 Mart ve 1
Kasim tarihinde dikilen bitkilerden elde edilen anterlerden en iyi kallus ve bitki

olusumu elde edilmistir. Ancak kis sezonunda dikilen bitkilerden elde edilen
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anterlerden, yaz sezonuna gore daha fazla kallusun meydana geldigi tespit
edilmistir. (Mohamed ve Refaei 2004).

Rodeva ve ark. (2004) 16 Bulgar biber (Capsicum annuum L.) genotipinde
anter kilturine cevap verme oranini arastirmislar ve N145 hatt: ile Zlaten medal
cesidinden indirekt organogenesis olusumunu godzlemlerlerken; Zlaten medal,
Albena, Stryama, Hebur, Kourtovska kapiya gesitleri, N1647 x N668, N1647 X
N1962 hibritleri ve N1312, N145 ve N668 hatlarindan embriyogenesis elde
etmislerdir. N145 hatt1 ile Stryama ve Kourtovska kapya ¢esitlerinden anter kulttrd
yontemi ile embriyolarin olustugu gozlemlenmis ve embriyolar ¢cimlendikten sonra
kotiledon ve kok olusturan bitkilerin meydana geldigi gorulmustar.

Nowaczyk ve ark. (2006) biberde Capsicum frutescens L. tiiriinde anter
kultirl yontemi ile haploid bitki elde etmeyi amaclamiglardir. Calisma EKim ay1
icerisinde yapilmis, anter kilturt yontemi C. annuum L. ¢esidinde Dumas ve ark.,
(1981) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak yarGtulmistar. Elde edilen
bitkilerin ploidisi seviyesi flow sitometri analizi ile belirlenmistir. Flow sitometri
sonucuna gore esit sayida haploid ve diploid bitki elde edilmistir.

Nowaczyk ve Kisiala (2006) iki biber (Capsicum annuum L.) hattinda
(ATZ1 ve PO) ve bu hatlarin hibritlerinde (ATZ1 x PO) androgenesis etkinligini
arastirmiglardir.  Anter kilturi Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan
gelistirilen yonteme bazi modifikasyonlarin eklenmesiyle gerceklestirilmistir.
Androgenesis etkinliginin %1.5 (ATZ1 x PO) F1 ile %4 (ATZ1 hatti) arasinda
degistigi tespit edilmistir. Cicek tomurcugu gelisim safhasimin ve anter kultlrd
kosullarimin androgenesisi etkiledigi gorilmustar.

Liljana ve ark. (2007) anter kiltlr( yontemi ile 19 biber genotipinde
androgenesis etkinligini arastirmiglardir. Anterler Dumas de Valux ve ark. (1981)
tarafindan gelistirilen metoda gore; 0,01 mg/l kinetin ve 0,01 mg/l 2,4-D iceren CP
ortamina yerlestirilmistir. Embriyo olusumu ile sonuglanan direkt embriyogenesis

sunucunda bitkiler meydana gelmistir.
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Hiyarda (Cucumis sativus L.) 6n uygulamalarin, 6n uygulama kosullarinin,
embriyonik kallus ortaminin, embriyo olusum ortaminin, embriyo ¢imlenme
ortaminin ve genotipin anter kiltird tzerindeki etkileri arastirilmigstir. Embriyonik
kallus olusumu igin en iyi ortamin 4.44 mM BA, 2.26 mM 2,4-D, 4.64 mM KIN, %
3 sakkaroz ve % 0.8 agar iceren MS ortami oldugu saptanmistir. Embriyo olusumu
icin 0.54 mM NAA, 13.32 mM BA, % 3 sakkaroz ve % 0.8 agar iceren MS
ortaminin, embriyo ¢imlenmesi icin ise 2.22 mM BA, % 6 sakkaroz ve % 1.2 agar
ilaveli MS ortaminin en iyi ortamlar oldugu tespit edilmistir. Otuzbir adet genotip
degerlendirildiginde, bazi genotipler kontaminasyon nedeniyle denemeden
cikarilmis, kalan genotipler ise embriyonik kallus Uretmis ve embriyonik kallus
olusum frekansi1 97 +% 4 0 arasinda degismistir. Genotipler arasinda en iyi sonucu
Ningjia No. 1 gesidi vermistir (Song ve ark. 2007).

Krzyzanowska ve Gorecka (2008) 6 adet briiksel lahanasi cesidinde
(Brassica oleracea L. var. gemnifera) anter kulttrt yontemi ile embriyo olusumunu
aragtirmiglardir. Androgenesis olusumu icin (¢ adet stres faktorii denenmis, 'sicak’
(+35°C) veya 'soguk' (+4°C) termal sok (stres) uygulamalari ve anterleri besin
ortamina yerlestirmeden Once, anterlerin st uclarinin kesilmesinden kaynaklanan
stres faktorleri incelenmistir. Baslangic ortami olarak Gamborg ve ark., (1968)
tarafindan tammlanan B5 ortam: ve Ockendon (1986) tarafindan 100 g I™* sakkaroz,
800 mg I* glutamin, 100 mg I* serin ve 0.3 mg I 2,4-D icermesi seklinde
modifiye edilen besin ortami kullanilmistir. Anter kilturd yontemi ile elde edilen
androgenik embriyolar siirgiin gelisimi icin 20 mg I™* kinetin ve 20 g I sakkaroz
iceren B5 ortamina (Gamborg ve ark. 1968) alinmglar, daha sonra bitkiler kdk
gelisimi icin 1 mg I'* 1AA ve 30 g I sakkaroz iceren B5 ortamina aktarilmislardir.
24 saat sgresince sicak soku uygulamanin (+35°C), soguk (+4°C) uygulamasindan
daha etkili oldugu tespit edilmistir. Duslk sicaklikta uygulama suresinin uzatilmasi
(48, 96 ve 144 saat), +35°C’de 24 saat sicaklik uygulamasina gére daha basarisiz

olmustur. Uygulamalara gore cesitler arasinda farkliliklar gérilmistar.
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Suprunova ve Shmykova (2008) hiyarda (Cucumis sativus L.) ovul, anter
ve mikrospor kilturleri ile haploid bitki Gretmeye calismislar ve arastirma
esnasinda bitki blyumeyi dizenleyiciler, genotip, ¢icek tomurcugu uzunluklar ve
mikrospor gelisim safhalarini incelemislerdir. Farkli blyimeyi dizenleyiciler
arasinda 0.2 mg I™ thidiazuron (TDZ)’un ginogenesis olusumu igin en iyi bitki
blyumeyi dizenleyici oldugunu gozlemlemiglerdir. Sadece 'Gordion' ¢esidinde
ginogenesis yontemi ile haploid bitki elde edilmistir. Anter kultlr( yonteminde en
uygun anter safhasimin mikrosporlarin tek cekirdekli ve erken safhadaki iki
cekirdekli asamada oldugunu tespit etmislerdir.

Bobkov (2010) bezelyede sicak ve soguk soku uygulamalarinin anter
kiiltiiriine  etkisini arastirmistir.  ilk asamada cicek tomurcuklarina soguk
uygulamas: 4°C’de 0 ve 1 gin yapilmis ve daha sonra kiltiire alinan anterler
32°C’de 1 ve 2 giin sicak uygulamasina tabi tutulmuslardir. Daha sonra denemeler
dort farkli stres faktorleri (4°C soguk uygulama, 35°C, 37°C ve 38°C sicak
uygulama) ile gerceklestirilmistir: 1) 0 gun soguk, 37°C 18 saat sicak (Stabil
cesidi), 2) 1 giin soguk, 38°C 18 saat sicak (Stabil cesidi), 3) 3 glin soguk, 35°C 18
saat sicak (Vizir gesidi), 4) 4 giin soguk, 35°C 18 saat sicak (Vizir cesidi). ikinci ve
tglincu stres faktorlerinde yesil noduler kallus, 3. ve 4. stres faktorlerinde uzun
cogalan ve gelisen kallus olusumlar1 meydana gelmistir.

Gorecka ve ark. (2009) havucta (Daucus carota L.) anter kiltiriinde
yaptiklar: denemelerde anterleri 20 g dm™ sakkaroz ve 20 g dm™ kinetin iceren B5-
1, 20 g dm™ sakkaroz ve hormon icermeyen B5-2, 20 g dm™ sakkaroz ve 0.5 g dm
aktif kémir iceren MS-1, 20 g dm™ sakkaroz, 1 mg dm™ BA ve 0.001 mg dm™
NAA iceren MS-2, 20 g dm™ sakkaroz ve hormon icermeyen MS-3 ortamina
yerlestirmislerdir. Denemeler sonucunda B5-2, MS-1 ve MS-3 ortamlarinin daha
basarili oldugu rapor edilmistir.

Lantos ve ark. (2009) biberde mikrospor kltirtinde % 80 oraninda ge¢ tek
cekirdekli ve % 20 oraninda erken iki ¢ekirdekli mikrosporlar iceren anterlerin

embriyogenesisi artirdigini gézlemlemislerdir.
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Nowaczyk ve ark. (2009), C. annuum F2 hibrit gesitleri (ATZ1 x PO ve
ATZ1 x CDT) ve C. frutescens x C. annuum ATM1, C. frutescens x C. chinense
tirlerarast melezler ile biberde anter kulturi yontemi ile androgenesisin etkisini
belirlemeyi amaglamislardir. Anterler 0.01 mg dm™ 2,4-D ve 0.01 mg dm™ Kinetin
iceren CP ortaminda kilture alinmigtir. Kaltire alinan anterler 35°C’de 8 giin
bekletilmis, daha sonra 25°C’de 12 saat fotoperiyot kosullarina alinmstir. 14 giin
sonra anterler 0.1 mg dm™ kinetin ilaveli R1 ortamina aktarilmstir. Hibrit
cesitlerde androgenesisin etkinligi acisindan belirgin farkliliklar gorilmistar.
Anrdogenik embriyo orani en yiksek ATZ1 x PO F2 hibrit cesidinde meydana
gelmis, ATZ1 x PO F2 hibrit cesidinde %5 daha yiiksek embriyo elde edilirken,
ATZ1 x CDT F2 hibrit gesidinde ise 3 kat daha az embriyonun olustugu tespit
edilmistir.

Shrestha ve Kang (2009) tath biberde (Capsicum annuum L.) dokuz adet
hibrit cesitde anter kultiri denemeleri yapmislar ve kallus olusumunun cesitlere
gore farklilik gosterdigini tespit etmislerdir. Kallus olusumu % 6 (Phenlene ¢esidi)
ile % 69,8 (Kufrah gesidi) arasinda degismistir. En yiksek bitki olusum ytzdesinin
Phenlene (% 2.67) ve Bossanova (% 2.41) cesitlerinden elde edildigi belirlenmistir.
En yuksek haploid bitki yuzdesinin ise Minipaprika (% 40) ve Bossanova (%3 6.1)
cesitlerinde gézlemlendigi saptanmustir.

Dort farkli domates (Lycopersicon esculentum Mill.) hattinda ve hatlarin
hibritlerinde anter kaltir( yéntemi ile androgenesis etkisi arastirilmigtir. Anterler
M1 (Park ve ark. 2001), M2 (Summers 1997) ve M3 (Evans ve ark. 1986) olmak
lizere 3 farkli ortama alinmis, 26 + 2°C’de 4 hafta bekletilmis ve 4°C’de 48 saat
soguk uygulamasina maruz birakilmiglardir. Kallus olusumu ve kallus gelisiminin
on uygulamaya tabi tutulmus anterlerden meydana geldigi, 6n uygulamaya tabi
tutulmamig anterlerden ise olusan kalluslarin stirgiin gelisimi gostermedigi tespit
edilmistir. En yiksek kallus olusumunun M1 ve M2 ortaminda, en fazla kallus
capimin ve en yiksek slrgln rejenerasyonunun M1 ortaminda meydana geldigi

gorulmistiir. MsK8 ve Micro Gemma hattinin ebeveynlere gére daha yiiksek kallus
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olusum frekansina, siirgiin rejenerasyonuna ve daha yiksek kallus ¢apina sahip
oldugu saptanmstir. M1 ortaminda, MsK8 x Micro Tina hibritinin yiksek kallus
olusum frekansina ve sirgln rejenerasyonuna, Micro Tina x Micro Gemma
hibritinin ise en fazla kallus ¢apina sahip oldugu belirlenmistir. Hibrit gesitlerin
ebeveynlere gore ortalama kallus olusumu, kallus ¢api ve slrgln rejenerasyon
degerlerinin daha yuksek oldugu, yani hibrit cesitlerin ebeveynlere gore daha
yuksek androgenik yanit verdigi tespit edilmistir (Motallebi-Azar 2010).

Anter kiiltiriinde genotipik yanit1 tespit etmek amaciyla on bir farkl: biber
genotipinin kullanmildig: caligmada, tomurcuklar 24 saat boyunca sogukta (+4 °C)
ve karanlikta bekletilmis ve besin ortami olarak 4 mg/l NAA, 1 mg/l BA, 8 g/l agar
ve 30 g /I sakkaroz iceren MS besin ortami kullanilmistir. Farkli biber gesitlerinden
farkli androgenetik tepkiler alinmis, 11 genotipten 2398 adet anter kultlire alinmus,
44 embriyo ve 12 bitki elde edilmistir (Ercan ve Sensoy 2011).

Shrestha ve ark. (2011) Boogie tath biber (Capsicum annuum L. cv.
Boogie) ¢esidinde anter kiltiirii yontemi ile haploid ve diploid bitkileri Gretmeyi ve
karakterize etmeyi amaclamiglardir. Anterler, 0.1 mg.l'l kinetin, 0.1 mg.l'1 2,4-D,
% 3 sakkaroz ve % 0.32 phytagel iceren Dumas de Vaulx ortamina (C ortamina)
yerlestirilmistir. Kdiltire alinan anterler, 35°C’de 1 hafta siresince karanlik
kosullarda bekletilmis, daha sonra 25°C’de 16 saat fotoperiyod kosullarinda 40 giin
stiresince bekletilmistir. Deneme siiresince 6100 adet anter kultire alinmis, 2420
adet kallus (% 39.6) olusmus ve kalluslardan 109 adet bitki (% 1.78) elde
edilmistir. Bunlardan 64 adet bitkiye flow sitometri analizi ve kromozom sayimi
yapilmis, 14 bitki (% 21.9) haploid, 50 bitki ise (%78.1) diploid olarak tespit
edilmistir.

Taskin ve ark. (2011) bes farkl: biber genotipinin anter kultiriinde, dért
farkli kiltir ortami ve sezon etkisini test etmislerdir. Ayrica, gelisimini
tamamlayamamis embriyolar 10 giin boyunca 0.5 mg 1™ absisik asit iceren besin
ortaminda bekletilmislerdir. Calisma sonucunda incelenen faktorler embriyo elde

edilmesi acisindan etkili olmus, en ylksek embriyo verimi disuk sicakliga duyarl
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genotiplerden birisi olan A269’dan elde edilmistir. Sezon etkisi acisindan en
yiksek embriyo verimi Nisan-Mayis aylarindan saglanmis ve embriyolarin blyuk
bir kism1 3 nolu ortam (MS 4 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, % 0.25 aktif komdr, 15 mg/I
AgNO3, 30 g/l sakkaroz) ve 4 nolu ortamdan (MS ortami modifiye edilmis, % 0.25
aktif kdmdr, 15 mg/l AgNO3, 4 mg/l NAA, 0.1mg/l BAP, 0.5 mg/l ABA) elde
edilmistir.

Rakha ve ark. (2012) Cucurbita tirlerinde, turler arasi melezleme ile elde
edilen 6 hibrit gesitde (C. pepo L. (Eskandarani cv.) x C. moschata L., C. pepo L.
(Queen F1) x C. moschata L., C. pepo L. (Jedida F1) x C. moschata L., C. pepo L.
(MHTC77 F1) x C. moschata L., C. pepo L. (Queen F1) x C. ficifolia L. ve C.
pepo L. (MHTC77 F1) x C. martinezii L.) anter kilturi ve ovil kiltirini
uygulamuslardir. Anterler 50, 120, 150 g I"* sakkaroz ve 1.0, 5.0 mg I 2,4-D iceren
ortamlara yerlestirilmistir. Anterden meydana gelen kalluslar ise 90 g I™* sakkaroz
ve 1.0 mg I 2,4-D iceren ortama alinmistir. C. pepo L. (Queen F1) x C. moschata
L. melezinden anter kultliri ile elde edilen kalluslardan en yiksek oranda (%40)
bitki olusumu gdzlemlenirken, C. pepo L. (MHTC77 F1) x C. moschata L. hibrit
cesidinde ovdl kaltarine cevap verme oraminin en yuksek (%18.67) oldugu
belirlenmistir. C. pepo L. (MHTC77 F1) x C. moschata L. hibrit ¢esidi disinda
soguk uygulamasinin ginogenesise negatif etkide bulundugu tespit edilmistir. Anter
kultird yontemi ile elde edilen bitkilerin kok uglarinda kromozom sayimi yapilmis,
bitkilerin %50’sinin haploid ve %50’sinin ise dihaploid oldugu belirlenmistir. Ovil
kultirh ile elde edilen bitkilerin ise %60’1nin haploid, %40’1nn diploid oldugu
bildirilmistir.

Ata ve Blyiikalaca (2013) biberde (Capsicum annuum L.) anter
kilturinde mevsim ve mikrospor etkisini arastirmiglardir. Materyal olarak dusik
sicakhiga hassas 195 nolu genotip, tolerant 421 nolu genotip, yuksek sicakliga
hassas 277A nolu genotip ve tolerant inan 3363 gesidini kullamlmistir. Genotipler
arasinda en yiilksek embriyo verimi Inan cesidinden ve anter alma donemleri

arasinda ise en basaril sonuclar Nisan ve Agustos aylarindan elde edilmistir.
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Basay ve Ellialtioglu (2013) baz1 patlican (Solanum melongena L.) cesitleri
ve 1slah hatlarinda, androgenik olusuma az ve ¢ok cevap veren genotipleri
melezleyerek anter kultird yontemi ile haploid embriyo olusumuna etkilerini
arastirmiglardir. Anterler 35°C'de karanlikta 8 giin boyunca bekletilmis ve sonra C
ortaminda 25°C'de 12 saatlik 1s1k fotoperiyodunda 4 glin boyunca inkiibe edilmis
ve sonrasinda anterler 30 g/l sakkaroz ve 0.1 mg/l kinetin iceren R ortamina
aktarilmistir. Topan ve Halep Karasi gesitlerinde haploid embriyo oraninin % 4.16
ve % 2.63 oldugu tespit edilmis ve bu gesitlerin Teorem F1 ¢esidi, Vd-1 ve Vd-2
hatlarina gére anter kiiltlirline daha iyi cevap verdikleri saptanmustir.

Parra-Vega ve ark. (2013) dort adet tatl: biber gesidinde Dumas de Vaulx
ve ark. (1981) ve Supena ve ark. (2006) tarafindan gelistirilen anter kultlrQ
protokolinii uygulayarak anterden gelen kallus ve embriyo olusumunu
gozlemlemislerdir. Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan gelistirilen
protokolde embriyo ve kallus gelisimi g6zlemlenirken, Supena ve ark. (2006)
tarafindan gelistirilen protokolde ise sadece embriyo gelisimi gorilmistir. Anterler
35°C’de 4, 8, 12 ve 16 giin bekletildikten sonra 25°C’ye alinmis ve sicaklik
uygulamasinda surenin embriyo verimini etkiledigi saptanmstir.

Roshany ve ark. (2013) biberde anter kulturiinde genotip, besin ortamu,
bitki biylme dizenleyicileri ve inkibasyon kosullarinin etkilerini belirlemeyi
amaclamislardir. ilk asamada mikrosporlarin gelisim safhas: belirlenmis ve daha
sonra ¢icek tomurcuklari 4°C'de 24 saat boyunca karanlikta bekletilmistir. Besin
ortami olarak kallus olusumu icin farkli dozlarda 2,4-D, NAA, BA, kinetin igceren 5
farkli ve bitki regenerasyonu igin ise farkli dozlarda ABA, kinetin, BA iceren 6
farkli C ve N6 ortami, inkiibasyon denemeleri icinde 24 ve 30°C dereceleri test
edilmistir. En ylksek oranda kallus, 30°C inkiibasyon sicakhigi ve 0.1 mg/l 2,4-D,
0.5 mg/l BA, 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir.

Wang ve ark. (2014) yabani kerevizde (Levisticum officinale W.D.J. Koch)
NAA, 2,4-D ve BAP iceren besin ortamlarinda anter kiltirt yonteminin basarisini

arastirmiglar ve embriyo olusum frekansinin 10.74 uM NAA, 8.80 uM BAP, 9.05
2L
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MM 2,4-D ve %6 sakkaroz iceren MS ortaminda % 0.42 ile % 18.25 arasinda
degistigini bildirmiglerdir.

Keles ve ark. (2015) farkl: biber tiplerinde anter kultur yontemi ile elde
edilen bitkilerde spontan dihaploid oranlarini karsilastirmislar ve farkli biber
tiplerinden farkl: spontan dihaploid bitkiler elde etmislerdir. En yiiksek spontan
haploid oran: dolmalik biberden (%53.4) elde edilirken, bunu charleston (%31,9)
ve kapya (%30.4) tipleri takip etmistir.

Kiszczak ve ark. (2015) havucta (Daucus carota L.) dustk sicaklik
uygulamasinin anter kultlirine etkisini arastirmiglar ve bitkileri 4°C’de 9, 12 ve 21
gun boyunca bekletmislerdir. En etkili uygulama 4°C’de 12 giin bekletme olmus ve

100 anter basina 24.3 adet embriyo elde edilmistir.

2.2. Isinlanmis Polenle Tozlama Yontemi ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Kabakgiller familyasinda ilk haploid bitkiler 1950'lerde elde edilmistir.
Swaminathan ve Singh (1958) karpuzda (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai), Aalders (1958) ise hiyarda haploid embriyolar elde etmislerdir. Yazlik
kabakta (Cucurbita pepo L.) ilk haploid bitki, Dumas de Vaulx ve Chambonnet
(1986) tarafindan déllenmemis yumurta kiltard ile elde edilmistir.

Tulecke (1964) tarafindan yapilan ¢alismada ilk defa disi gametten kallus
olusumu meydana gelmis, arpada yumurtaliklarin kiltiire alinmasiyla yapilan bir
calismada ise ginogenesis yontemi ile ilk haploid bitki elde edilmistir (Noeum
1976).

Bugday, arpa, piring ve misir gibi tirlerde de haploidizasyon calismalar
sonucunda dihaploid bitkiler elde edilmistir (Gaj 1998; Sibi ve ark. 2001; Tang ve
ark. 2006; Zhou ve Yang 1981). Gurel ve ark. (2000) tarafindan seker pancarinda
(Beta vulgaris) ve Luther ve Bohanec (1999) tarafindan soganda (Allium cepa)
ginogenesis yontemi ile basarih ¢alismalar yapilmistir. Hiyarda (Gemes-Juhasz ve
ark. 2002), tath patateste (Kobayashi ve ark. 1993) bu yontem ile haploid bitki

Uretiminde bazi umut veren sonuglar elde edilmistir. Soganda ¢igek organlarina
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soguk soku uygulamasi (8°C’de 7 giin) ve seker pancarinda sicak 6n uygulamasi ile
(30°C) istenilen sonuclar elde edilmistir (Michalik ve ark. 2000; Wremerth ve
Levall 2003).

Isinlanmis polenle tozlama yéntemi ile haploid bitki elde edilmesinde ilk
basarili calisma 30 yil 6nce hiyar ve kavunda gerceklesmistir (Sauton ve Dumas de
Vaulx 1987, 1988; Truong-Andre 1988; Niemirowicz-Szczytt ve Dumas de Vaulx
1989). Daha sonraki yillarda arastiricilar tarafindan haploid bitki elde edilmesinde
genotip, zaman ve 1s1n dozunun 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cuny ve ark. 1993;
Przyborowski ve Niemirowicz-Szczyt 1994; Caglar ve Abak 1996a, 1999a, b; Faris
ve ark. 1999; Lofti ve ark. 1999).

Isin dozu olarak 300 Gy 1sin dozunun kavunda (Sauton 1988) ve hiyarda
(Niemirowicz-Szczytt ve ark. 1995, Caglar ve Abak 1996a, 1999a) haploid bitki
tretiminde etkili oldugunu bildirilmistir. Faris ve ark. (1999) hiyarda 50 ve 300 Gy
arast 1sin dozunu denemisler ve 100 Gy isin dozunun haploid embriyo elde
edilmesinde etkili oldugunu tespit etmislerdir. Claveria ve ark. (2005) hiyarda 500
Gy gibi yiiksek 1s1n dozunda daha fazla oranda uyartim gézlemlemislerdir. Cuny ve
ark. (1993) kavunda 150 ve 2500 Gy arasinda degisen dozlarda gama isini
uygulamasi yapmslar ve haploid bitki elde etmislerdir.

Sauton (1988) kavunda Haziran ve Eylul aylart arasinda yapilan
tozlamalarda haploidizasyon agisindan en yilksek verimi elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Hiyarda haploid embriyo sayisinin baharda yaza gore daha ¢ok arttig:
tespit edilmistir (Przyborowski ve Niemirowicz-Szczytt 1994; Sztangret-
Wisniewska ve ark. 2006). Benzer sekilde, hiyar bitkilerinde en yiiksek haploid
bitki sayisinin Haziran ve Temmuz aylarinda elde edildigi bildirilmistir (Caglar ve
Abak 1999). C. pepo’da, Mayis ve Eylil aylar1 arasinda yapilan tozlamalardan
sonra, meyve basina en yiksek embriyo sayisinin Eylil ve Haziran aylarinda
meydana geldigi gérulmustur (Kurtar ve ark. 2002). C. lanatus, C. moschata ve C.

maxima’da haploid embriyo verimi (zerine bahar mevsiminin olumlu etkisi
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gozlemlenmistir (Gurstz ve ark. 1991; Kurtar ve ark. 2009; Kurtar ve Balkaya
2010).

Sar1 ve Abak (1994) Crimson Sweet, Halep Karasi, Sugar Baby ve Panonia
F1 karpuz [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai] gesitlerinde 1gsinlanmig
polen ile tozlama yontemi ile partenogenetik haploid embriyo elde etmeyi
amagclamislar ve Co® 1sin kaynagindan gelen 200 ve 300 Gy isin dozlarin:
kullaniimiglardir. Deneme sonucunda, Halep Karasi gesidinde 100 tohum basina
embriyo sayisinin diger cesitlere gore daha yiiksek oldugu saptanmis, ancak bu
cesitte beyaz, kalp seklinde embriyolarin gorilmedigi tespit edilmistir. Tozlama ve
embriyo elde edilmesi arasindaki strenin etkisi calisilmig, tozlamadan 2 ile 5 hafta
sonra hasat edilen meyvelerde globuler ve kalp sekilli embriyolar elde edilmis ve
100 tohum basina en yiksek bitki sayisinin tozlamadan 2 ile 4 hafta sonra
kaydedildigi géralmistr.

Faris ve ark. (1999) hiyarda 1isinlanmis polenle tozlama ydntemi ile haploid
bitki elde edilmesi konusunda yaptiklar: ¢calismada, 1s1n kaynag: olarak gama 1sinini
(Co®) kullaniimsslardur. ilk uygulamada, 5 hiyar hattinda ve 3 hibrit cesitde 0.2 ve
0.3 kGy 1sinlarinin etkisi test edilmis, en yiksek embriyo sayisi Gy-3 M ve BxOg
hibritlerinden elde edilmistir (Sirasiyla 111 ve 188). En ylksek embriyo sayisina
sahip 2 hat ve 1 hibrit gesit, en dusuk 1sinlama dozunu bulabilmek amaciyla ikinci
uygulamada kullanilmis ve 0,05 kGy 1sinlama dozu ile sadece diploid embriyolarin
uretildigi saptanmustir. Diger t¢ dozun (0.1, 0.2 ve 0.3 kGy) embriyo gelisimini
etkiledigi gozlemlenmistir. Ancak her kombinasyondan elde edilen bitki sayilarinin
benzer oldugu belirlenmistir. 0.1 kGy 1s1n dozu ile en yuksek haploid embriyo elde
edildigi bildirilmistir.

Sant ve ark. (1999) karpuzda isinlanmis polen ile tozlama yodntemi ile
haploid bitki elde etmiglerdir. Sugar Baby ve Halep Karasi karpuz cesitlerinde
haploid ve diploid bitkilerin ploidi seviyelerini belirlemek icin direkt (kromozom
sayimi) ve indirekt (flow sitometri, stoma buytkligl, bekgi hiicrelerin kloroplast

sayist ve morfolojik gézlem) metodlari kullanmiglardir. Calismada; kromozom
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sayiminin kilfetli oldugu, bitkilerin morfolojik gdzleminde uzun sireye ihtiyag
duyuldugu ve flow sitometrinin pahali, yogun is glcl gerektirdigi, diger taraftan
stoma 6l¢cim( ve kromozom sayimi yontemlerinin daha az is giict gerektirdigi, bu
yuzden diger yontemlere gore uygulanmasinin daha pratik oldugu belirlenmistir.
Haploid bitkilerin stoma uzunlugunun 17+18 mm, capimin 10£12 mm, bekgi
hiicrelerinin kloroplast sayisinin 6+7; diploid bitkilerde ise sirasiyla 23+24 mm, 18
mm ve 11+12 oldugu saptanmustir.

Grel ve ark. (2000) seker pancarinda ovul kultlr( yontemi ile haploid
bitki Oretiminde soguk oOn uygulamasi, AgNO; ve aktif komirin etkisini
arastirmiglardir. Soguk 6n uygulama ve aktif komurin embriyo oranini arttirdigi,
ancak AgNO; uygulamasinin embriyo oramm azalttigi  gozlemlenmistir.
Kromozomlarin katlanmasinda kolhisin (50, 100, 150 ya da 500 mg 1) ve
trifluralin (1.7, 3.4 ya da 5.0 mg I"")’in farkh dozlar1 12, 24, 36 veya 48 saat
siresince kati agar, kati agaroz ve sivi ortamda Kkarsilastirilmistir. Kolhisinde (%
25.3) trifluraline gore (%18.2) daha yiiksek katlanma orani elde edilirken, dnemli
bir farklilik saptanmamistir. Stvi ortamin  (%29.1), kati agaroz (%20.7) ve kati
agara (%15.4) gore daha etkili oldugu gozlemlenmistir. 48 saat (%27.5)
uygulamasinin, 12 saat (%13.6), 24 saat (%16.3) ve 36 saat (%18.6) uygulamasina
gore daha etkili oldugu géralmastr.

Lotfi ve ark. (2003) kavunda (Cucumis melo L.) isinlanmis polenle tozlama
yontemi ile haploid ve dihaploid hatlar GUretmeyi amaclamiglardir. Embriyolar
kurtarilmadan 6nce tohumlar 10 giin boyunca sivi ortamda kultire alinmustir.
Embriyo kurtarma ile elde edilen bitkiler (yaklasik 175 bitki) seraya aktarilmus,
flow sitometri analizine gére denenen 2 hatta dihaploid, diger hatlarda ise haploid
ve diploid htcreler iceren mixoploid kromozom sayilar1 gorilmustar.

Claveria ve ark. (2005) kavunda (Cucumis melo L.) dayanikl: gesit 1slahin
hizlandirmak icin 1sinlanmis polen ile tozlama ydntemini uygulamiglar ve Co60
151N kaynagindan gelen 500 Gy 1sin dozunu kullanmiglardir. Ploidi seviyesini

belirlemek icin flow sitometri cihazi kullanilmig ve SSR ydntemi ile homozigot ve
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heterozigot bireyler Kkarsilastirilmigtir. Kodominant markirlara ve flow sitometri
analizine gore, partenogenesis ile elde edilen bitkilerin gametofitik orijinli oldugu
ve homozigot hatlarin haploid oldugu belirlenmistir.

Lim ve Earle (2008) kavunda (Cucumis melo L.) isinlanmis polen ile
tozlama yontemi ile dihaploid bitkiler elde etmeyi amaclamiglar, 250 Gy 1sin
dozunu kullanmiglar ve kromozom katlamasi easnasinda kolhisin uygulamalarinin
hayatta kalma, ploidi diizeyi, polen Gretimi ve meyve olusumu Uzerindeki etkilerini
belirlemiglerdir. Deneme siresince 63 adet partenogenetik kavun bitkisi elde
edilmis ve bu elde edilen bitkiler ¢ogaltilmigtir. Kromozom katlamasi igin 3 cm
stirgiin ucunun 500 mg/l kolhisine 3 saat boyunca daldirilmasinin en etkili yontem
oldugu tespit edilmistir. Bu uygulama ile eksplantlarin %83’tUnin canl kaldigi,
dihaploidiye donlisum oraninin %26 oldugu saptanmustir. Polen Ureten bitkilerde
meyve (retim oraninin %60 oldugu belirlenmistir. Bir baska yontem olarak, genc
bitkilerin tepe uclarina 5000 mg/l kolhisin 2-4 saat suresince uygulanmis, bu
uygulama sonucunda meyve olusumu saglanmis, ancak bu meyvelerin hayatta
kalma oranimin daha disik oldugu ve morfolojik anormallikler yasandigi
anlasilmigtir.

Lotfi ve Salehi (2008) hiyarda iki ticari F1 melezi ve dort yerel gesitde 250
Gy 1s1n dozu kullanarak isinlanmis polen ile tozlama yontemi ile partenogenetik
haploid olusumunu arastirmiglardir. Isinlanmis polenle tozlamadan 3 hafta sonra,
hiyar tohumlarint 10 gin sdresince sivi ortamda tuttuktan sonra g¢imlenme
gerceklesmistir. Bu metot ile haploid embriyolarin daha iyi gelistigi saptanmis,
tohumlarin 10 giin iginde ¢imlenip yesile dondigi ve bdylece tohumlar: tek tek
acmaya gerek kalmadan kolaylikla ayirt edilebildigi gortlmistur. Bu metot diger
yaygin kullanilan metotlar ile karsilastirildiginda, kurtarilan embriyo sayisinda,
kalitesinde ve haploid bitki oraninda blyik 6lcude artis saglamistir.

Bal kabagi (Cucurbita moschata Duchesne ex Poir.) ve kishk kabakda
(Cucurbita maxima Duchesne ex Lam.) farkl: isinlama dozu (50, 100, 200 ve 300

Gri) ve zamanlarinin (9, 11, 15, 21 ve 28 Temmuz) polen canlihigi, polen 6mri (0
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ve 1 gun), ¢cimlenme kabiliyeti, meyve ve tohum tutumuna etkisi arastirilmstir.
Isinlama dozu, 1sinlama slresi ve polen yasi arttikca polen canliligi, ¢cimlenme
kabiliyeti, meyve ve tohum tutumunun azaldig: tespit edilmistir. Isinlanmis ve
isinlanmamis  polenlerin  canlihgint sirastyla 1-4 gin ve 4-7 gin korudugu
gozlemlenmistir. Kislik kabakta isinlanmamis polenlerin 2 giinde ¢imlendigi ve en
yiksek ¢imlenme oranimin (%22.6 ve %22.9) 9 Temmuz ve 11 Temmuzda elde
edildigi saptanmigtir. Ayrica, 1sinlanmig polenlerin 50 Gy 1s1n dozunda (%1.1-8.5)
2 ginde, 100 Gy 1s1n dozunda ise (%0.6-10.4) 1 gunde ¢imlendikleri gorulmustar.
Kislik kabaktda 9 Temmuzda meyve tutum oraninin %75’den (50 Gy) %63.0°e
kadar (100 Gy) degistigi gozlemlenmistir. 50 Gy ve 100 Gy 1s1n dozu ile isinlanmig
polenler ile tozlama sonucunda, 1sinlama strelerine bagl olarak tohumlu ve tohum
icermeyen meyveler meydana gelmistir. 200 Gy ve 300 Gy 1s1n dozunda 1ginlanmig
polenlerin ortamda ¢imlendikleri, hatta meyve verdikleri, buna ragmen meyvelerin
icerisinde tohumun olusmadig: gorilmistir. En yiksek meyve tutum oraninin
kislik kabakta %75, bal kabaginda ise %26.3 oraninda oldugu belirlenmistir. Tim
isinlama slrelerinde, meyve ve tohum tutum yuzdesinin bal kabaginda kislik
kabaga gore daha diistik oldugu saptanmustir (Kurtar 2009).

Kavunda (Cucumis melo L.) hastaliklara dayanikl: F1 hibrit gesit adaylari
bitki materyali olarak kullanilarak, 300 Gy 1sinlama dozu kullanimiyla 1sinlanmisg
polenle tozlama yontemi ile haploid bitki Gretimi elde edilmeye calisilmistir.
Embriyolarin elde edilmesinde; tohumlarin tek tek acilmasi (M1), tohumlarin petri
kaplarina ekimi (M2) ve tohumlarin 1sik altinda incelenmesi (M3) olmak (zere 3
farkli yontem uygulanmustir. Isinlanmis polenle tozlama yontemi ile %94 oraninda
meyve tutumu elde edilmis, 204 adet hasat edilen meyvelerden 280 adet haploid,
44 adet diploid ve 8 adet mixoploid bitki elde edilmis, haploid bitkilerin cimlenme
oraminin %96 oldugu gorulmistir. M1, M2 ve M3 metodlar1 karsilagtirildig
zaman, sirastyla 162, 125 ve 49 dakikada bir meyve igin icin olan surecin
tamamlandigi gozlemlenmistir. M3 yonteminin diger yodntemlere goére daha

basarili, ekonomik ve etkili oldugu g6zlemlenmistir (Ar1 ve ark. 2010).
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Baktemur ve ark. (2010) kavunda isinlanmig polenle tozlama yontemi ile
haploid embriyolarin ayrilmasina kullanilabilecek yontemleri denemislerdir. Isin
dozu olarak 300 Gy, kontrol uygulamas: olarak ise tohumlarin tek tek acilarak
embriyolarin kurtarilmas: yontemi kullanilmistir.  Ayrica tohumlarin  hepsinin
dogrudan besin ortamina ekimi, tohumlara 1sikta bakarak embriyolu tohumlarin
ayrilmas: ve tohumlarin hepsinin sivi ortama ekimi olmak (zere 3 farkli yontem
denenmistir. Tohumlarin hepsinin sivi ortama ekimi uygulamasinda embriyo
meydana gelmemistir. Gerekli stre ile birlikte degerlendirildiginde en iyi
uygulamanin tohumlarin hepsinin besin ortamina ekimi yontemi oldugu tespit
edilmistir.

Kurtar ve Balkaya (2010) kislik kabakda (Cucurbita maxima Duchesne ex
Lam.) 6 adet genotipde 4 1sin dozu (50, 100, 200 ve 300 Gray) ve 5 farkl: tarihde
(9, 11, 15, 21 ve 28 Temmuz) 1sinlanmis polenle tozlama yontemi ile haploid
embriyo olusumunu aragtirmiglardir. Embriyolar daha disik i1sinlama dozlarinda
(50 Gray ve 100 Gray) ve daha erken isinlama tarihlerinde elde edilmistir. Tim
genotiplerden toplam 50 adet meyve, 7071 adet tohum ve 686 adet embriyo elde
edilmis ve meyve basina embriyo sayisi 13.7 olarak belirlenmistir. En yuksek
meyve (29), tohum (4981) ve embriyo sayist (673) ise 50 Gray 1sin dozunda
kaydedilmis ve toplam tohum ve embriyo sayisimn farkli 1s1n zamanlarina gore
degisiklik gosterdigi saptanmistir. Daha erken 1sinlama zamanlarinda (9, 11 ve 15
Haziran) en yuksek tohum (2903, 2979 ve 855) ve embriyo sayis1 (223, 318 ve
122) elde edilirken, daha ge¢ 1sinlama zamanlarinda (21 ve 28 Haziran) en disik
tohum (216 ve 118) ve embriyo sayisi (12 ve 11) elde edilmistir. Ortalama tohum
ve embriyo sayisimin genotipler arasinda degistigi gozlemlenmis, en yuksek
ortalama tohum (381) ve embriyo sayis1 (21.2) G14 genotipinde, en dislk ortalama
tohum (133) ve embriyo sayis1 (8.2) ise 55CA06 genotipinde meydana gelmistir.
Kotiledon ve sekilsiz embriyolar sadece diploid bitkilerde meydana gelirken,
%33.3 ge¢ torpedo, %50.0 ok ucu ve %66.7 pro-kotiledon embriyolarin haploid

bitki Orettigi tespit edilmistir. 50 Gray 1sin dozunda 100 tohum basina 0.11, 100
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embriyo basina 1.17, 100 bitki basina 10,96 ve meyve basina 0.28 oraninda haploid
bitki elde edildigi saptanmustir.

Berber (2012) kabuksuz cekirdek kabaklarinda (Cucurbita pepo var.
styriaca) isinlanmis polen ile tozlama yoéntemi ile haploid bitki elde edilmesini ve
en uygun 1sin dozunu arastirmiglardir. Calismada bitki materyali olarak toplam 15
farkli kabak genotipi ve 50, 100 ve 150 Gy olmak (zere 3 farkli 1sin dozu
denenmistir. Arastirma suresince 50 Gy 1sin dozuyla tozlanan meyvelerin ortalama
tohum sayilari 299.9 adet/meyve, 100 Gy’de 247.9 adet/meyve, 150 Gy de ise
198.1 adet/meyve oldugu belirlenmistir. Tim genotiplerden toplam 2073 adet
embriyo elde edilmis ve bu embriyolarin 979 adedi bitkiye dénusmustir. 75 bitkide
indirekt yontemlerle (cicek tozu varhigi, yaprak ve cicek 0Ozellikleri, stoma
yogunlugu, stomalarin bekgi hiicrelerinde bulunan kloroplastlarin sayimi) yapilan
gozlemler sonucunda bu bitkilerin %42.6’sinin haploid, %57.3’Uniin ise diploid
oldugu belirlenmistir.

Kavunda (Cucumis melo var. acidulus) 1sinlanmis polenle tozlama yéntemi
ile partenogenetik haploid embriyo elde edilmesinin hedeflendigi bir ¢alismada
Co60 151n kaynagindan gelen 150, 200, 250, 300 ve 350 Gy olmak (izere bes farkh
1s1n dozu denenmistir. 250 Gy gama 1sin dozunun diger 1sin dozlarina gore
partenogenesis olusumunda daha basarili oldugu belirlenmistir. Toplamda 76 adet
embriyo elde edilmis, normal gelisen embriyolar arasinda globular embriyo
yuzdesinin daha yiksek oldugu (%85,52) gorulmils, ancak sonrasinda gelisme
durmus ve bitki regenerasyonuna gidilememistir. Dokuz adet kotiledon seklinde
embriyo elde edilmesine ragmen (%11,84), sadece 1 embriyodan bitki
regenerasyonu meydana gelmistir (Godbole ve Murthy 2012).

Nasertorabi ve ark. (2012) iran kavununda (Cucumis melo L.) 1sinlanmis
polen ile tozlama teknigini uygulayarak haploid bitki elde etmeyi amacglamislar ve
farkli genotiplerde 250, 350, 450 ve 550 Gy olmak uzere 4 farkli gama 1sin1 dozunu
denemislerdir. 250 Gy dozunda tohumlarin i¢i dolu olmus (%82), 350 ve 450 Gy

dozunda ici bos tohum yizdesi (% 42 ve % 66) artmis, 550 Gy 1s1in dozunda ise
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tim meyvelerden ici bos tohumlarin olustugu gézlemlenmistir. Calisma sonucunda
550 Gy dozunun etkili oldugu tespit edilmis ve bitkilerin haploid olduklar
kromozom sayimu ile belirlenmistir.

Ebrahimzadeh ve ark. (2013) yazlik kabakta (Cucurbita pepo L.) isitnlanmis
polenle tozlama yontemi ile haploid bitki Gretimi Gzerine yaptiklar ¢alismalarinda
25, 50, 75, 100 ve 200 Gray olmak lzere bes farkli 1s1n dozunu denemislerdir. En
yuksek embriyo sayis1 (% 82) 50 ve 75 Gy 1sin dozlarindan elde edilmis, 200 Gy
1s1n dozunda ise embriyo olusumu gézlemlenmemistir.

Taskin ve ark. (2013) karpuzda (Citrullus lanatus L.) haploidizasyon
teknigini gelistirmek igin 1sinlanmis polen ile tozlama teknigini uygulamislardir.
Co60 151n kaynagindan gelen 50, 150, 200, 275 ve 300 Gy olmak tzere 5 farkl
gama 1s1n1 dozlari denemeler siresince test edilmistir. Tozlamadan 25 giin sonra
hasat edilen meyvelerden elde edilen embriyolar 30 g I'* sakkaroz, 8 g I™* agar, 0.08
mg I"! B12 ve 0.02 mg I"* IAA igeren CP ortaminda kiiltir edilmislerdir. Calisma
siresince toplamda 43 adet meyveden 60 adet haploid embriyo elde edilmistir.
Denenen genotipler arasinda, 1 nolu genotip 100 tohum basina 3.57 adet haploid
embriyo ile en basarili genotip olurken, 275 Gy 1s1n dozu diger dozlara gore daha
iyi sonuglar vermistir.

Baktemur ve ark. (2013) kavunda (Cucumis melo var. inodorus) isinlanmig
polenle tozlama yontemi ile haploid embriyo elde etmek icin 300 Gy 1s1n dozunu
kullanmislardir. Haploid embriyolarin daha etkili, ekonomik ve daha kisa stirede
belirlenmesi icin tohumlarin tek tek acilmasi, tohumlarin dogrudan kati besin
ortamina ekilmesi, tohumlarin suda ytzdurilmesi, tohumlara isikta bakilmast,
tohumlarin sivi ortama ekimi, ylzey sterilizasyondan sonra tohumlarin ekimi
olmak Uzere farkli yontemler birbirleriyle karsilastirmali olarak denenmistir.
Zaman ve ekonomik agidan tohumlarin direkt kati ortama ekilmesi ve tohumlara
1s1kta bakilmasindan daha olumlu sonuglar alinmastir.

Kabakta 1sinlanmis polen ile tozlama yontemi ile etkin bir haploidizasyon

protokolu gelistirmek icin on dort genotip ve 3 farkli gama 1sin dozlari test
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edilmistir. Bu amagla, erkek cicekler antesisten 1 giin 6nce toplanmis ve 150, 200
ve 300 Gy gama isim dozlar ile isinlanmigtir. Cahsmanin ilk yilinda, 219
meyveden 1858 embriyo elde edilmistir. 150 Gy gama dozu ile isinlanmis
meyvelerde 1358 embriyo, 200 Gy gama dozu ile isinlanmis meyvelerde ise 500
embriyo sayilmistir. 150 ve 200 Gy gama 1sin1 dozu ile 1sinlanmis meyvelerde 100
tohum basina sirasiyla 9.12 ve 3.53 haploid embriyo elde edilmistir. 3 nolu genotip,
100 tohum basina 2.42 embriyo ile en basarili genotip olurken, 4 nolu genotipden
100 tohum basina 1.46 embriyo ile minimum embriyo sayist belirlenmistir.
Galigmanin ikinci yilinda, 8 genotip ve ayni 1sin dozlar: kullaniimis, 217 meyveden
2625 haploid ve 1378 diploid embriyo elde edilmistir. 150, 200 ve 300 Gy isin
dozlar: ile sirasiyla 2010, 539 ve 76 adet haploid embriyo belirlenmistir (Baktemur
ve ark. 2014).
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3. MATERYAL VE METOD

Sunulan bu calisma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltesi Bahce Bitkileri
Bolimi, Alata Bahce Kiltirleri Arastirma Enstitisi (ALATA) ile Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstittsii (BATEM)’nde yirutilmustr.

3.1. Materyal

Doktora tezi kapsamina giren calismalardan 6nce bircok ispanak cesidi
ciceklenme biyolojileri agisindan incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda,
calismanin amacina en uygun cigeklenme biyolojisine sahip olan (en fazla dioik
yap1 gosteren gesitler) Greenstar F; (May Tohum, Bursa, Turkiye), Favorit F; (May
Tohum, Bursa, Tiirkiye) ve Koto F, (CN Seeds Ltd., Cambrigeshire, ingiltere)
1spanak cesitleri doktora denemeleri slresince kullanilmastir.

Greenstar F; orta erkenci ve yiksek verimli bir gesittir. Yaprak yuzeyi diiz,
sekli genis oval, yaprak rengi parlak ve koyu yesildir. Yaprak ucu kit, sap: kisa,
yaprak ayas: iri ve etlidir. Ozellikle ilkbahar, sonbahar ve kis ekimleri icin
uygundur. Ispanak mildiyésunin 7 irkina karsi dayaniklidir.

Favorit F; orta erkenci ve yiksek verimli bir cesittir. Yapraklar: hafif
dalgal ve koyu yesil renklidir. Yaprak ucu kut, sap1 kisa, yaprak ayasi iri ve etlidir
Sonbahar ve 6zellikle ilkbahar ekimleri igin uygundur. Ispanak mildiygsunin 4
rkina kars1 dayanikhidir.

Koto F; erkenci ve yuksek verimli bir ¢esittir. Yaprak ucu sivri ve koyu
yesil renklidir. Sonbahar ve 6zellikle ilkbahar ekimleri icin uygundur. Ispanak

mildiydsunin 2 irkina kars: dayaniklidur.

3.2. Metod
3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi
Denemenin ilk yilinda, anter kultir( ve isinlanmis polen ile tozlama

yontemi caligmalari icin Alata Bahge Kaulturleri Arastirma Enstitlsi
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Muduarligi’ndeki ve Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi Madarltgi’ndeki
uygulama alaninda Koto F;, Greenstar F;, Favorit F; cesitleri ile Aralik, Ocak ve
Subat ay1 icerisinde, 3 farkli dénemde, 30-40 cm sira aras: ve 40 cm sira Uzeri
mesafelerle araziye tohum ekimi yapilmstir. Tohum ekiminden yaklasik 10-14 giin
sonra fide ¢ikis1 gerceklesmistir.

Denemenin ikinci yilinda da hem Alata Bahge Kiltirleri Arastirma
Enstitistu Mudurligi’nde hem de Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitls
Mudurligt’nde, 6 farkli dénemde, ici torf-perlit dolu (2 hacim torf-1 hacim perlit)
viyollere tohum ekimi yapilmistir. Tohumlarin ekimden toprak izerine ¢ikis stresi
yine 10-14 gin arasinda degismistir. Torfun nemini kaybetmemesini saglamak

amaciyla, ya puskirtme seklinde ya da direkt sulama yapilmistir. Ayrica ihtiyag

duyuldugunda giibreleme ve ilaglama yapilmstir (Sekil 3.1).

Sekll3 1 Koto Fi (A) Greenstar F. (B) ve Favorlt Fi (C) gesltlerme ait 1spnak
fidelerinden gérunttler

Dikimde bitki siras1 30-40 cm, sira Uzeri 40 cm mesafeler kullanilmigtir
(Sekil 3.2). Ispanak vyetistiriciliginde yabanci otlar yetistiricilik esnasinda buyik
sorunlara neden oldugu icin, gelisen yabanci otlar temizlenmis ve kaymak tabakasi
bagladiginda ¢apa yapilmistir. Bitkinin saglikli gelisimi icin, diizenli arahiklarda
sulama, gibreleme ve ilagclama yapilmistir. Calisma siresince yapilan tohum
ekimleri, fide dikimleri ve hangi gesitlerin kullanildig: gibi bilgiler igeren ¢alisma

takvimi Cizelge 3.1’de sunulmustur.
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Sekll3 2 Koto Fi(A), Favorit Fy (B) ve Greenstar Fy (C) (;esltlermde' 1spanak
bitkilerinden gorintuler

Cizelge 3.1. Calisma takvimi

Ekim donemi  Tohum Ekim Dikim zamam Cesitler
Tarihi
Alata Bahce Kiiltirleri Aragtirma Enstitisti Mudrlagi

1. donem 05.12.2014 Ocak 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

2. dénem 11.12.2014 Ocak 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

3. donem 29.12.2014 Mart 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

4, dénem 27.01.2015 Mart 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

5. dénem 09.02.2015 Mart 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

6. donem 17.02.2015 Mart 2. hafta Koto F1

24.02.2015
Ekim donemi  Tohum Ekim  Dikim zamani Cesitler
Tarihi
Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlis Mudurligi

1. donem 11.12.2014 Subat 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

2. dénem 05.01.2015 Mart 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

3. dénem 27.01.2015 Mart 2. hafta Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

4, donem 09.02.2015 Koto F1

5. dénem 17.02.2015 Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1

6. donem 24.02.2015 Koto F1, Greenstar F1,
Favorit F1
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Ispanakta salkim seklinde cicekler meydana gelmektedir. ilk 6nce erkek
bitkiler daha sonra ise disi bitkiler olusmaktadir. Erkek bitkilerin disi bitkilere gore
Omdrleri daha kisadir. Erkek bitkiler daha zayif biinyeli olarak olarak gelisirler ve
govdenin st kisminda ¢ok az miktarda yaprak meydana getirirler (Sekil 3.3). Buna
karsilik govdenin u¢ kismi cigeklerle kaphdir. Polen olusumundan sonra bitki
kuruyarak ollr. Disi bitkiler ise erkek bitkilere gore daha gucli bir gelisme
gosterirler (Sekil 3.3). Yapraklar govdenin u¢ kismina kadar cikarlar. Bitkiler

tohumlarini olgunlastirincaya kadar yesil kalirlar ve daha sonra kururlar.

P " F

Sekil 3.3. A) Erkek bitkiden goriinta B) Disi bitkiden goranti

Koto F;, Favorit F1 ve Greenstar F; gesitlerinin cicek yapilart
incelendiginde, Koto F1 cesidi dioik ¢igcek yapisina sahiptir (Sekil 3.4). Favorit F,
ve Greenstar F; cesitlerinde ise ilk asamada dioik ¢igek yapis1 gorulmekte, daha
sonra salkimlarin Ust kistmlarinda erselik cicek yapist meydana gelmektedir.
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Sekil 3.4. A) Koto F; ¢esidinde erkek bitkiden gﬁrUntu B) Koto F; ¢esidinde disi
bitkiden gorinti

3.2.2. Uygun Anterlerin Secimi

Kiltdre alinan anterlerin bulundugu gelisme safhasi haploid embriyo elde
edilmesini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Bunun igin en uygun asama
mikrosporlarin tek c¢ekirdekli asamanin sonunda veya iki cekirdekli asamanin
basinda oldugu donemdir. Anter kiltirt calismalarina baslarken éncelikle Koto Fi,
Greenstar F; ve Favorit F; cesitleri icin uygun anter safhasi belirlenmistir. Bu
metodun uygulanmas: icin erkek bitkilerin sapa kalkmas: beklenmistir. Erkek
bitkilerde kisa bir sap uzamasiyla surgin ucunda erkek cicek olusumu
baslamaktadir (Sekil 3.3). Uygun anter safhasi belirlenirken anterlerin patlamis
olmamasina dikkat edilmis ve salkim seklinde olan gigekler alinmustir. Farkl
biyukliklerde salkim seklindeki erkek cicek tomurcuklari toplanarak
biyukliklerine goére ayrilmis ve numaralandirilmigtir. Pens ve bistiri yardimiyla
anterler ¢ikarilarak lamin Ustiine konulup ezilmistir. Anterler ezildikten sonra
asetokarmen ile boyanarak lamel ile kapatilmistir. Heniiz olgunlasmamis ve
icerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlari

bulunduran anterlerin asamasi secilerek, calismalara bu asama ile devam edilmistir.
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Sekil 3.5. A) Greenstar F; ¢esidinde seradaki erkek ¢icek goriintist B) Favorit Fi
cesitlerinde seradaki erkek cicek gorintusi

3.2.3. Anter Kiiltiirii icin Kullanilan Ortam Bilesenleri
. Denemeler siresince temel besin ortami olarak MS ortami (Murashige ve
Skoog 1962) kullamlmis ve farkli oranlarda farkli biytmeyi diizenleyicilerin

eklenmesi ile elde edilen 4 adet besin ortami Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. 4 farkli MS besin ortaminin igerigi

Ortam No Ortam NAA(MmgL?h  GAsmgL? BAP(mgL™)
1 MS 2 0.5 0
2 MS 4 0.5 0
3 MS 2 0 1
4 MS 4 0 1
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Besin ortaminin hazirlanmasi asamasinda kullanilacak olan kimyasal
maddeler hassas terazide tartilmis, agar hari¢ diger maddeler kullanilarak besin
ortami hazirlanmistir. Agardan énce ortam pH’s1 1 N’lik HCL ve 1 N’lik KOH
kullanimiyla 5.8 olacak sekilde ayarlanmis ve sonrasinda agar eklenmistir.
Hazirlanan besin ortamlar: otoklavda 121°C sicaklikta ve 1.2 atmosfer basingta 15
dakika stre ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, besin ortamlar:
steril kabin icerisinde 6 cm capindaki steril petrilere dokulmistlr. Anterlerden
olusan embriyolar bitkiye doniisumlerinin ve gelisimlerinin saglanmasi icin bitki
blyumeyi dlzenleyici icermeyen MS ortamina transfer edilmislerdir.

Ayrica bitki gelistirme ortami olarak 0.2 mg/l BAP, 0.5 mg/l IAA ve 1 mg/I
IBA, 0.2 mg/l BAP ve 1 mg/l FeEDHA iceren MS besin ortami kullaniimustr.

3.2.4. Anterlerin Cikarilmasi ve Besin Ortamlarina Ekilmesi
Anter Kkultlr icin uygun asama belirlendikten sonra, salkim seklindeki
erkek cigeklerin  (cicek tomurcuklarinin) sterilizasyonu  steril  kabinde
gerceklestirilmistir. Bu amagla salkim seklindeki erkek c¢icek tomurcuklar: steril
kabinde %20 sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢6zeltisinde 15 dakika bekletilmis ve
bunu takiben 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Sterilizasyonu takiben anterler,
steril pens ve bistiri ile dikkatli bir sekilde anterlerin zedelenmemesine dikkat
edilerek cikarilmig, anterlerin dorsal yiizeyi ortama temas edecek sekilde ve ortama
batirilmadan besin ortami igeren 6 cm g¢apindaki steril petrilere yerlestirilmistir.
Uygulamada 5 tekerrir ve her tekerriirde 10 petri kullanilmistir. Her petriye 5 anter
yerlestirilmis, petrinin zerine ¢esidin adi, ortam numarasi, tekerrir numaras: ve
tarih yazilarak etrafi stre¢ film ile kapatilmistir. Herhangi bir enfeksiyon olma
riskini ortadan kaldirmak icin deneme 2-3 yil tekrarlamali olarak yapilmistir.
Kdltdrler, 25 + 1°C sicakliga sahip ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik aydinlatma
kosullar1 olacak sekilde hazirlanmis iklim odasina alinmastir.
Anter kultdrd ile ilgili calismalarda Koto F,, Greenstar F; ve Favorit F1

olmak Uzere 3 farkli ceside ait anterler, 2 yil siiresince 4 farkli besin ortaminda
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tesaduf parselleri deneme desenine gore 5 tekerriirlii ve her tekerriirde 10 petri

olacak sekilde yapilmis ve her petriye 5 anter yerlestirilmistir.

3.2.5. Verilerin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Anter kultliriine cevap verme oraninin belirlenmesinde dikilen anter sayisi,
gelisen anter sayisi, kallus olusturan anter sayisi, anterden olusan embriyo sayist,
gelisen bitki sayisi dikkate alinmastir.

Dikilen anter sayisi: Tum cesitlerde ortamlara dikilen anterlerin sayisi
(adet olarak)

Gelisen anter sayisi: Tum cesitlerde ortamlara dikilen toplam anterlerden
gelisen, canli anterlerin sayis1 (adet olarak)

Kallus olusturan anter sayisi: Tim gesitlerde kallus olusturan anterlerin
sayisi (adet olarak)

Anterden olusan embriyo sayisi: TUm cesitlerde gelisen, canli anterlerden
meydana gelen embriyolarin sayisi (adet olarak)

Gelisen bitki sayisi: Embriyolarin ¢cimlenmesi ile olusan bitki sayisi (adet

olarak)

3.3. Isinlanmis Polenle Tozlama Yontemi
3.3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemenin birinci yilinda, ispanakta haploid bitki elde etmeye yonelik
isinlanmis  polenle tozlama yontemi icin Alata Bahge Kdltlrleri Arastirma
Enstitisu  Muadurligu’ndeki ve Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlsi
Madurligi’ndeki uygulama alanlarinda Koto F;, Greenstar F; ve Favorit F;
cesitleri ile Aralik, Ocak ve Subat ay1 icerisinde, 3 farkli dénemde araziye tohum
ekimi yapilmustir.

Denemenin ikinci yilinda, hem Alata Bahge Kultirleri Arastirma Enstittsi
Mudurligti’nde hem de Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitisti Mudirltgi

Sebzecilik Bolumi’nde 6 farkl: dénemde igi torf-perlit dolu (2 hacim torf-1 hacim
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perlit) viyollere tohum ekimi yapilmistir. Tohumlarin ekimden toprak tzerine ¢ikis
stiresi 10-14 giin arasinda degismistir. Torfun nemini kaybetmemesini saglamak
amaciyla, duruma gore puskiirtme ya da direkt sulama,, giibreleme ve ilaglama gibi

gerekli bakim islemleri yapilmastir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Calismada kullanilan 1spanak bitkilerinin seradaki gériinim

3.3.2. Cigeklerin izolasyonu

Ispanak uzun gin bitkisi oldugu igin gin uzunlugu 12 saatin Uzerine
cikinca ciceklenme baslamaktadir. Cigeklenme baslayinca disaridan polen girisini
engellemek amaciyla salkim seklindeki disi bitkiler keselerle kapatilmistir (Sekil
3.7).

Sekil 3.7. Disi bitkilerin kagit keselerle kapatilmasi
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3.3.3. Polenlerin Isinlanmasi
Heniz anterleri patlamamis salkim seklindeki erkek cicekler toplanmis ve
petri kaplarina yerlestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Erkek (;i(;elrin 1sinlama islemi igin petri kaplarina yerlestirilmesi

Erkek cicekler Co60 kaynagindan gelen gama isint ile isinlanmis ve 1sin
dozu olarak ilk deneme yil1, 100, 150, 200 Gy; 2. deneme yili ise 200, 300, 400 ve
500 Gy 1s1n dozlar test edilmistir (Sekil 3.9).

ekil 3.9. A) Isinlamaya hazir erkek cicekler B) Petri kabindaki erkek gigeklerfﬁ
1sinlanmasi

Ny

Isinlama islemi icin Akdeniz Universitesi Niikleer Bilimler Uygulama ve
Arastirma Merkezi Mudurlugi’ndeki 1sin kaynagindan yararlaniimstir. Isinlanan
salkim seklindeki erkek gicekler, cicek tomurcuklarinin patlayarak gicek tozlarinin

ortaya ¢ikmasi amaciyla 1 guin stresince oda kosullarinda bekletilmistir.
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3.3.4. Ciceklerin Tozlanmasi

Isinlamanin ertesi gund, sabahin erken saatlerinde 1sinlanmig erkek cigekler
(polenler) ile disi cicekler firca yardimiyla 3 gun slresince tozlanmstir (Sekil
3.10).

Sekil 3.10. Isinlanmig erkek ciceklere ait gicek tozlari ile disi bitkilerin tozlanmasi

Ispanakta cicek yapist salkim seklinde oldugu icin ilk giinden itibaren 3
gun sdresince, biylyen bitkilerin tepe kisimlari koparilmistir. Tozlamadan sonra
kesenin Uzerine cesidin adi, uygulama dozu ve tarih yazilmis, yabanci polen girisini
engellemek icin disi bitkilerin Gzeri keselerle tekrar kapatilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Kalt keselerin salk1 sekiindeki disi bitkilerin (izerine kapatiimasi

Ilerleyen giinlerde kapatilan keseler acilip, disi bitkiler hasat edilmistir
(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Tozlamadan sonra meydana gelen tohumlardan grantii

3.3.5. Embriyolarin Cikartilmasi ve Kulturu
3.3.5.1. Dezenfeksiyon

Tozlamadan 20 gin sonra hasat edilen disi bitkiler doku kultlrQ
laboratuvarina getirilmistir. Hasat edilen salkim seklindeki disi bitkilere ait
tohumlar, steril kabinde, %215 sodyum hipoklorit c¢o6zeltisinde 10 dakika

bekletildikten sonra 3 kez steril saf sudan gecirilmistir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Tohuml1ﬁ sterilizasyonundan gorntuler
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3.3.5.2. Tohum ve Embriyolarin Cikartilmasi
Sterilizasyon asamasindan sonra, steril kabinde stereo mikroskop altinda
tohumlarin icerisindeki embriyolar ¢ikarilmistir. Cikarilan embriyolar, icerisinde

besin ortami bulunduran cam kavanozlara aktarilmstir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Koto F; cesidinde tohumlarin igerisinden embriyolarin ¢ikartilmasi ile
ilgili goruntdler

Isinlanmis polenle tozlama ¢alismalarinda besin ortami olarak, 0.01 mg/I
IAA, 30 g/l sakkaroz ve 8 g/l agar iceren MS besin ortami kullaniimustir. Besin
ortamimin hazirlanmasi, sterilizasyonu ve inkilbasyonu anter Kkulttrd igin besin
ortaminin hazirlanmasi béltiminde anlatildig: sekilde olmustur.

Galismanin ilk yilinda farkl: dozlarin olmasi ve materyalden kaynaklanan

heterojenite nedeni ile 3 cesit x 2 doz x 3 yinelemeli olarak tesaduf bloklarinda
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faktoriyel deneme desenine gore varyans analizi uygulanmistir. Calisma sonucunda
elde edilen veriler JUMP program: kullanilarak istatistiki olarak degerlendirilmistir.
100 tohum basina embriyo ve bitki sayisina agi transformasyonu uygulanmis ve
istatistiksel olarak 6nemli bulunan ortalamalar LSD testi ile karsilagtirilmastir.
Galismanin ikinci yihinda, Koto F; cesidi diger cesitlere gore daha erken
cicek actigr icin Koto F; gesidinde 200, 300, 400 Gy 1sin dozlarinin kullanimiyla,
Greenstar F; ve Favorit F; cesitlerinde ise 200, 300, 400 ve 500 Gy 1sin dozlar1 ile
denemeler yuratilmastar; 200, 300 ve 400 Gy 1sin dozlar: dikkate alinarak, 3 cesit
x 3 doz x 3 yinelemeli olarak tesaduf bloklarinda faktoriyel diizen deneme desenine

gore varyans analizi uygulanmstir.

3.4. Ploidi Analizleri
Calismalar sonucunda elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerinin
belirlenmesi amaciyla hem flow sitometri analizi (Partec, Minster, Germany) hem

de molekdler analizler yapilmistir.

3.4.1. Flow Sitometri Analizi

Flow sitometri analizleri ile birim zamanda okuma aleti icerisinden gegen
DNA miktarlar: belirlenerek; optik okuyucudan gecen DNA miktarlar ile bitkilerin
ploidi duzeyleri iliskilendirilerek karsilastirmalar yapilmistir. Bir bitkiye ait
Ornekde birim zamanda gegen daha yiiksek DNA miktar1 o bitkinin ploidi
diizeyinin daha yliksek oldugunu isaret etmektedir.

Flow sitometri analizi icin Keles ve ark. (2015) tarafindan yapilan
calismada belirtilen yéntem kullamlmistir. Ilk asamada amaca uygun ploidi
seviyesine ait sahit bitki secilmis ve flow sitometri cihazina yerlestirilerek
okunmustur. Daha sonraki okumalar bu érnege gére degerlendirilmistir. Oncelikle
1spanak bitkisine ait yapraklar bir jilet yardimiyla petri kabinin icerisinde

parcalanmistir (Sekil 3.15).
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.y s
Sekil 3.15. Ispanak yapraginin jilet ile petri kabinin icerisinde pargalanmasi

Ozt ¢ikarilmis 1spanak 6rnegi flow sitometri tiiptine aktarilmis ve tip
icerisine flow sitometri cihazinin 6érnek goriintiulemesi igin gerekli olan DAPI (4°6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate) boyas: slspansiyona eklenmistir. TuUp
cihazin  okuma bolgesine  yerlestirilerek 1spanak  6rneklerinin  analizi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Ispanak drneklerinin flow sitometri cihazinda analizinin yapilmasi

3.4.2. Molekuler Genetik Analizi
3.4.2.1. Bitki Orneklerinden DNA izolasyonu

Elde edilen 1spanak bitkilerinde polidi seviyesi icin yapilan molekiiler
analizlerde, DNA izolasyonu bitkilerin gen¢ yapraklarindan yaklasik 20 g yaprak
dokusu kullanilmasiyla CTAB protokoline (Doyle ve Doyle 1990) gore
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gerceklestirilmistir. Laboratuara getirilen yaprak érnekleri Roller Press cihazinda
ezilerek 1200 pl ekstraksiyon buffer ile ependorf tiplere alinmistir. Roller
Press’ten Ekstraksiyon buffer yardimiyla gecirilen yaprak 6rneklerinin 6z0td,
yaklasik 40 dakika 65°C ye ayarlanmis su banyosunda inkibe edilmistir (Sekil
3.17).

Sekil 3.17. Ispanak yaprak 6rneklerinin Roller Press’ten gecirilmesi ve yaprak
orneklerinin  6zutli yaklasik 65°C’de 40 dakika boyunca su
banyosunda bekletilmesi

40 dakika sonunda su banyosundan alinan 6rnekler, 10 dakika siiresince
sogumaya birakilmig, soguduktan sonra Orneklerin Uzerine 200 pl Cloroform-
Octanol c¢ozeltisi eklenmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Orneklerin tizerine 200 pl Cloroform-Octanol ¢ozeltisinin eklenmesi ile
ilgili gorintu

Cloroform-Octanol ¢ozeltisi eklendikten sonra Orneklerin  kapaklar
kapatilarak vorteks cihaz1 ile mekanik parcalama yapilmigtir. Sonrasinda
mikrosantrifijde 14000 rpm’de 5 dakika santrifiigasyon islemi yapilmigtir.
Santrifiigasyon islemi sona erdikten sonra, Ust faz bir mikropipet yardimiyla
cekilerek temiz bir tipe aktarilmis, her 6rnek icin pipet ucu degistirilmistir. Ust
faza 550 pl izopropanol (2-Propanol) eklenerek, drnekler -20°C de en az 2 saat,
tercihen bir gece siresince bekletilmistir. Izopropanol’de bekletme suiresi dolduktan
sonra 6rnekler -20°C’den ¢ikarilarak, oda sicakligina gelmeleri icin bekletilmistir.
Oda sicakligina gelen érneklerin 14000 rpm’de 5 dakika sresince santrifiigasyonu
gerceklesmistir. Bu islemi takiben, 500 pl %76’lik EtOH (Etil alkol) + amonyum
asetat ¢oOzeltisi eklenmis, Orneklerin 14000 rpm‘de 5 dakika sUresince
santrifiigasyonu gerceklesmistir. Ust faz tamamen uzaklastirilarak ornekler 1 giin
stiresince kurumaya birakilmig, kuruyan ornekler yaklasik 200 pl steril dH,O ile
cozdurulmistir. Cozulen DNA’larin spektrofotometre ile kalite ve miktar élglimu

yapilmistir.
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DNA miktari, Gene Quant pro RNA/DNA spektrofotometre ile
Olculmistir (Amersham Pharmacia Biotech). Bu amacla, oOl¢limlerden &nce
DNA’nin ¢ozdirdldugl solisyonla cihazin Blank okutmas: yapilmistir. Her DNA
ornegine ait sonuclar kaydedilmis ve her defasinda cihazin yuvasi bir pegete ile

temizlenmistir.

3.4.2.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) islemi

Calismada kontrol bitkiler ile spontan dihaploid bitkiler arasindaki
homozigotiyi belirlemek icin basit dizi tekrarli mikrosatellit markorler (SSR)
kullanilmustir. Literatirler 1s1ginda 1spanak bitkisi icin tanimlanan 10 SSR primer
cifti (SO4, SO7, SO10, SO14, SO17, SO22, S0O29, SO32, SO48, SO51)
kullaniimustir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primer giftlerinin baz dizilimleri
SO4 F: CTGCTCATTTCTGGTTTGATTG

R: TCGGGTGTGTTATGATAGGTTG
SO7 F: TGCTTGGGTTCTATTGGTC

R: TTTTTTTTACAGAAGTGAATGCAA
S010 F: TGAAATCAACAACGATTACGC
R:AAGAACAAAGCAAGATAAGGTTCC
SO14 F: CATCTCTACATCCGCCATTTCCA

R: GTGAAAAAACTCCGACGAAACACC
SO17 F: CCTGAGGTGCAGAACAATAACACG
R: GAGGGGATTTCACCTTAACCTTGC
SO22 F: AGTTATGTGTGTATGCTCATGG

R: TTTTTGTTTAAAATTACTGG

S029 F: TAGGGTACTGTAGAGGAAGTCG

R: TGGGAATCTAACATTTGTATGC
S032 F: GATTACTTATGTTAGCCTCAGC

R: GACCAATAAGCGTTGAACC

SO48 F: AAGAGATCCAAATGCAAAGGAAG
R: GCAACACTAAAAATACCCTAATCG
SO51 F: AGAGAAAAACCACCCAATCTCA

R: AAGAGGTGAGAGACGAGTGGAG

55°C’de tlm primerlerin optimum baglanma (annealing) sicakliklari
saglanmis ve PCR amplfikasyonu gerceklesmistir. Mikrosatelit analiz igin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) karisimlari, Khattak ve ark., (2006) tarafindan
tarif edildigi gibi 50 ng sablon DNA, her bir primer i¢in 0.2 mM, her bir dNTP igin
0.2 mM, 1 x reaksiyon tamponu (Thermo Fisher Scientific, MA) ve 10 ml hacimde

1U Taq Polimeraz (Thermo Fisher Scientific) icermektedir. Belirlenen miktarlarda,
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steril bir ependorf tlp iginde hazirlanan karisim vortekslenmis ve her bireye ait
protokol numarasini igeren, 0.5 ml’lik steril ependorf tlplerine esit miktarlarda
(15.1 ml) konulmustur. Her bir tipe, ait oldugu bireyin DNA’sindan 1 ml
eklenmistir. Tiplerin kapaklar1 kapatilarak hava kabarciklarinin yukari ¢ikmasi
amaciyla santrifiigasyon yapilmistir. PZR karistmlari Thermal Cycler cihazina
yerlestirilerek PZR islemleri baslatiimustir.

PZR sartlar1 asagidaki gibidir:

ik ayrilma (denaturasyon)............... 94°C 5 dk

Ayrilma (denaturasyon).................. 94°C 1 dk

Baglanma (annealing).........c.cccceevvene. 55°C 40 sn 35 dongu
Uzama (extention)..........cccoeevvuennnn. 72°C 30 sn

Son denaturasyon.............cooveevnennnn 72°C 7dk

3.4.2.3. Elektroforez Islemi

Amplifiye edilen PZR urinlerindeki gen bdlgelerinin  uzunlugunu
belirlemek icin asagidaki prosedire gore hazirlanan agaroz jel elektroforezi
uygulanmustr.

8 g agaroz ve 500 ml 1X TBE solusyonu bir beher igerisine konulup,
mikrodalga firinda homojen hale gelinceye kadar isitilmistir. Daha sonra
elektromanyetik karistiricida yaklasik 200 dev/dakika, 15-20 dakika biraz soguyana
kadar karistirilmistir. Karigtirma islemi devam ederken 25 ml, 10 mg/ml’lik EtBr
eklenmistir. Jel uygun 1siya dulsiince, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine
dikkatlice dokulmustir. Bu islem sirasinda Ozellikle jelde hava kabarcig
kalmamasina dikkat edilmistir. Jel tamamen Kkatilastiktan sonra, dikkatlice
taraklardan ayrilip elektroforez tankina yerlestirilmistir.

PZR ile amplifiye edilen 6rneklerin her birine 10’er ml Orange-G ¢ozeltisi

eklenip birkag saniye mikrosantrifiijde 3500 rpm’de ¢evrilmistir.
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Bu islemi takiben her bir drnek bir mikropipet ile elektroforez tankina
yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirayla birakilmistir. Ayrica tek bir kuyucuga da 4
ml leadder eklenmistir. Elektroforez tankinin kapag: kapatilarak elektroforez cihazi,
glic kaynagindan 140 volt akim gececek sekilde ayarlandiktan sonra ¢alistirilmis ve
ornekler yaklasik 60-90 dakika yiritulmistir. Islem sonunda jel, elektroferez
cihazindan alinip Gel Electrophoresis Imaging System cihazina aktarilmistir.
Sonrasinda jel gorintli sistemi ile bireyler arasi mikrosatellit varyasyonlar
degerlendirilmistir (Kodak Gel Logic 200, Eastman Kodak Company, Rochester,
NY).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ispanakta 1slah ¢alismalarinda kullanilmak tzere doku kilturd yontemleri
ile haploid bitki elde edilmesini amaclayan bu calismada, doku kilturd
yontemlerinden anter kiltir( ve 1sinlanmig polenle tozlama yontemi kullanilmis ve

sonuglar her iki yontem icin ayri ayri sunulmustur.

4.1. Anter Kulttrd Yontemi Calismasi
CGalismanin ilk yilinda Koto F; gesidinde 3 nolu ortamda kallus meydana

gelmis, olusan kalluslardan bitkiye donlsim gerceklesmemistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 3 nolu besin ortaminda Koto F; ¢esidinden elde edilen kallus gérinimi

Anter kiltarine cevap verme oraninin belirlenmesinde, kiltire alinan anter
sayisi, anter basina embriyo sayist ve embriyolardan olusan bitki sayis1 dikkate
alinmistir. Denemelerin ilk yilinda, Koto F; ¢esidinde 3 nolu besin ortami diginda,
Favorit F; ve Greenstar F; cesitlerinde anterlerden embriyo veya kallus olusumu
meydana gelmemistir.

Anter kultirt ¢alismalarimin ikinci yilinda ise bazi umut var sonuglar elde
edilebilmistir. Koto F; cesidi diger gesitlere gore daha erken giceklenmeye gegtigi
icin anter klturt calismalart Koto F; ¢esidinde 30.03.2015 tarihinde, Greenstar F;
cesidinde 05.05.2015 tarihinde, Favorit F; cesidinde ise 06.05.2015 tarihinde

gerceklesmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir.

55



4. BULGULAR VE TARTISMA

Ceren OZCAN

Cizelge 4.1. Denemenin ikinci yilinda anter kilturd galismalarindan elde edilen

sonuglar
Ekilen Gelisen
Kallus Embriyo
anter anter Bitki sayisi
Tekerrir olusturan sayisi
sayisi sayisi (adet)
anter sayisi (adet)
(adet) (adet)
Koto F; ¢esidinde ikinci yil 1 nolu besin ortami
Toplam 2761 2695 - 1 1
Koto F; ¢esidinde ikinci yil 2 nolu besin ortami
Toplam 2453 2340 1 - 1
Koto F, gesidinde ikinci y1l 3 nolu besin ortami
Toplam 1632 1578 11 - -
Koto F; gesidinde ikinci y1l 4 nolu besin ortami
Toplam 1957 1905 3 - -
Favorit F; ¢esidinde ikinci yil 1 nolu besin ortami
Toplam 759 708 - - -
Favorit F; ¢esidinde ikinci yil 2 nolu besin ortami
Toplam 497 494 - - -
Favorit F; ¢esidinde ikinci yil 3 nolu besin ortam
Toplam 1066 1053 7 - -
Favorit Fy cesidinde ikinci yil 4 nolu besin ortami
Toplam 270 264 2 - -
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Cizelge 4.1. Devam

Greenstar F; ¢esidinde ikinci yil 1 nolu besin ortami

Toplam 878 801 - - -

Greenstar F; ¢esidinde ikinci yil 2 nolu besin ortami

Toplam 305 271 - - -

Greenstar F1 cesidinde ikinci y1l 3 nolu besin ortami

Toplam 250 233 - - -

Greenstar F; ¢esidinde ikinci yil 4 nolu besin ortami

Toplam 621 621 4 - -

Koto F; cesidinde 1 nolu ortamda 30.04.2015 tarihinde, ortama dikilen
anterde 08.06.2015 tarihinde embriyo meydana gelmis, 30.06.2015 tarihinde
embriyodan bitkiye doénusim gergeklesmistir. Olusan bitki bitki bylmeyi

diizenleyici icermeyen MS ortamina aktarilmigtir (Sekil 4.2).

T hiive |

Sekil 4.2. A) Koto F; ¢esidinde 1 nolu ortamda olusmaya slayan bitkinin
gorinum B) Bitkinin besin ortamindaki gorinimi
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Bitki gelisimi takip edilmis ve 11.07.2015 tarihinde gelisimine daha iyi
devam edebilmesi amaciyla uzun cam tiipe ve devaminda mikrogogaltim yapilarak
cam kavanozlara aktarilmigtir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. A) Koto F; ¢esidinde elde edilen bitkilerin tipteki gérinimi B) Gelisen
bitkilerin mikrogogaltim yapilarak cam kavanoza aktarilmasi

Koto F; cesidinde 2 nolu ortamda 15.04.2016 tarihinde dikilen anterden
29.07.2015 tarihinde kallus olusumu gorilmis ve olusan kallustan 06.08.2015
tarihinde bitki meydana gelmistir. Olusan bitki, blyumeyi dizenleyici icermeyen
MS ortaminda cam tlpe aktariimistir. Bitkinin belli araliklarla gelisimi
gozlemlenmis ve 27.08.2015 tarihinde bitkiler mikrogogaltim yapilarak tuplere
aktarilmustir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. A) Koto F; cesidinde 2 nolu ortamdaki kallusun petrideki gérinimi B)
Kallustan olusan bitkinin tupdeki gériinimi

Koto F; ¢esidinde 1 ve 2 nolu ortam disinda, 3 nolu ortamda 14.04.2015 ve
30.04.2015 tarihlerinde dikilen 5 anterden kallus, 14.04.2015 ve 20.04.2015
tarihlerinde dikilen 3 anterden kallus, 20.04.2015 tarihinde dikilen anterden kallus
ve 20.04.2015 tarihinde dikilen 2 anterden kallus olusumu tespit edilmistir. Olusan
kalluslarin agik ve koyu yesil renkli ve tanecikli oldugu gorulmastir (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6).

Sekil 4.5. A-B) Koto F; ¢esidinde 3 nolu ortamdan kallus gelisimi
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Koto F; cesidinde, 4 nolu ortamda 30.04.2015 tarihinde dikilen anterde
kallus olusumu gdzlemlenmistir. Dérdlncu tekerriirde 22.04.2015 tarihinde kultlre
alinan anterlerden sadece bir tanesinde Kkallus olusumu g6zlemlenmistir.
20.04.2015 tarihinde kdltire alinan anterlerde kallus meydana gelmistir. Olusan

kalluslarin beyaz-agik yesil renkli ve parcal oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. A) Koto F; ¢esidinde 3 nolu ortamda bulunan kallusun petrideki
gorinimi B-C) Koto F; ¢esidinde 4 nolu ortamdaki kallus gelisiminin
gorindmu

Koto F; c¢esidi disinda, Favorit F; ve Greenstar F; cesitlerinde de kallus
olusumu gortlmastir. Favorit F; gesidinde 1 ve 2 nolu ortamlarda kilture alinan
anterlerden embriyo ya da kallus olusumu gorilmemistir. 3 nolu ortamda
07.05.2015 ve 29.05.2015 tarihlerinde dikilen 2 anterden, 05.05.2015, 14.05.2015,
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29.05.2015 tarihlerinde dikilen 4 anterden, 01.06.2015 tarihinde kulttre alinan bir
anterden kallus olusumu meydana gelmistir. Olusan kalluslarin agik yesil-acik
kahverengi renkli ve yumusak oldugu gortlmustir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. A-B) Favorit F; ¢esidinde 3 nolu ortamda bulunan kallusun petrideki
gorunuma

Greenstar F; ¢esidinde 1, 2 ve 3 nolu ortamlarda anterlerden embriyo ya da
kallus olusumu gézlemlenmemistir. 4 nolu ortamda ise anterlerden embriyo ya da
kallus olusumu gorilmemis, 28.05.2015 tarihinde kiltiire alinan 3 adet anterden
kalluslarin meydana geldigi tespit edilmistir.

Donér bitkilerin yetistirilme kosullarinin androgenik yaniti belirlemede
onemli rol oynadig:1 bilinmektedir. Buyukalaca ve ark. (2004) tarafindan biberde
yapilan calismada, serada yetistirilen donor bitkilerden alinan anterlerden tarla
kosullarinda yetistirilenlere gore daha fazla embriyo elde edilmistir. Sunulan bu
calismada da, anter kiltlrl icin dondr bitkiler denemenin ilk yili algak tunelde,
ikinci yil ise serada yetistirilmistir. Birinci yil anter kilturinden sonu¢ alinamaz
iken, ikinci yil bazi sonuclar elde edilebilmistir. Bu durum serada daha kontrolli
kosullarda yapilan yetistiriciligin anter kilturine cevabi olumlu yénde etkiledigini
acikca gostermektedir.

Calismanin ilk yilinda Koto F; ¢esidinde 3 nolu ortamdan 3 anterden kallus

elde edilmis, diger cesitlerde kallus ya da embriyo gelisimi gézlemlenmis, elde
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edilen kalluslarin renginin beyaz, agik sar1 ve acik yesil oldugu tespit edilmistir.
Gelisen kalluslardan bitkiye dénusim gerceklesmemistir. Denemenin ikinci yilinda
her Uc cesitte de kallus gelisimi ve embriyo olusumu gerceklesmis, Koto F;
cesidinde diger cesitlere gore daha fazla kallus meydana gelmis ve sadece Koto F;
cesidinde bitki gelisimi gozlemlenmistir. Kalluslarin acik ve koyu yesil renkli,
tanecikli ve purizsiz olduklar: tespit edilmistir. Farkli kallus yapilarinin ve
renklerinin gdzlemlenmesi, hangilerinden embriyo elde edilebileceginin ve
1spanakta embriyogenik kallus yapisinin bilinmesi, daha sonra bu konuda yapilacak
calismalarda, arastiricilar igin kullaniglh ve 6nemli bir morfolojik gozlem olarak
fayda saglayacaktir.

Anter kiltirinde basarinin genotip (Morrison ve ark. 1986, Mityko ve ark.
1995; Bajaj 1990; Karakullukgu ve Abak 1992; Rodeva ve ark. 2004; Taskin 2005,
Taskin ve ark. 2011), dondr bitkilerin yetisme kosullari (Tiainen 1992; Yang ve
ark. 1992; Kristiansen ve Andersen 1993; Matsubara ve ark. 1998; Buyikalaca ve
ark. 2004; Mohamed ve Refaei 2004; Taskin 2005; Ercan ve ark. 2006), besin
ortamimin  bilesimi  (Karakullukgu ve Abak 1993; Dias ve Martins 1999;
Comlekcioglu ve ark. 1999; Ercan ve ark. 2001; Buyikalaca ve ark. 2004; Taskin
2005; Koleva-Gudeva ve ark. 2007) ve donor bitki stres faktorlerine (Lu ve ark.
1990) bagli oldugu bilinmektedir. Bu faktorler igerisinde besin ortam: ve genotip
blyuk 6nem arz etmektedir. Anter kultiiriinde basarinin genotiplere gore degistigi
ve her genotipin tepki verdigi besin ortamlarinin da farklilasabilecegi tespit
edilmistir (Gorecka ve ark. 2009). Sunulan bu ¢alismada, sadece Koto F; ¢esidinde
embriyo meydana gelmis ve embriyodan bitkiye donlsim gerceklesmistir. Ayrica
Koto F; gesidinde Favorit F; ve Greenstar F; gesitlerine gore daha fazla kallus
meydana gelmistir. Yani calismada genotip etkisi acgikca gorilmastir. Aym
donemde kultlre alinan anterlerin farkli genotiplerde degisik tepkiler gostermesi ile
ilgili sonuclar; Karakullukgu ve Abak (1992); Mityko ve ark. (1995); Dias ve
Martins (1999); Comlekgioglu ve ark. (1999); Comlekgioglu ve ark. (2001); Ercan

ve ark. (2001); Sayilir ve Ozzambak (2005); Ciner ve Tipirdamaz (2002);
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Buyukalaca ve ark. (2004); Koleva-Gudeva ve ark. (2007) ile Taskin ve ark. (2011)

gibi arastiricilar tarafindan da agik¢a ortaya konulmustur.

4.2. Isinlanmig Polenle Tozlama Ydéntemi Calismasi

Ispanakta 1sinlanmis polenle tozlama yontemi ile ilgili daha 6nce yapilmis
bir ¢calisma olmadig: icin denemenin ilk yili 100, 150, 200 Gy 1sin dozlar test
edilmistir. Birinci yil denenen bu dozlarda endospermli tohum olusumu
gozlemlendigi igin denemenin ikinci yih bu dozlar yikseltilmis ve 200, 300, 400 ve
500 Gy isin dozlari uygulanmistir. 500 Gy 1sin dozu ikinci yil uygulanmaya
baslandig: icin ve Koto F; cesidinde ¢gicek donemi bittigi icin 500 Gy 1s1n dozunda
istatistik analiz yapilmamustir.

CGalismanin ilk deneme yilinda, kullanilan cesitlerden sadece Koto F; gesidi
tamamen dioik yap1 gostermistir. Favorit F; ve Greenstar F; ¢esitlerinde dioik yapi
yaninda erselik cicekler de gorildigu icin, isinlanmis polenle tozlama yapilan
bitkiler degerlendirmeye alinamamistir. Favorit F; ve Greenstar F, cesitlerinde 100
Gy 1s1n dozunda diger dozlara gore erselik cicek yapisi daha fazla géraldigl icin
100 Gy 1sin dozu istatistik analizine eklenmemistir. Bu nedenle hem embriyo
olusumu hem de bitkiye donisum acisindan 150 ve 200 Gy isin dozlan
karsilagtirilabilmistir.

Cesitler arasinda 100 tohum basina embriyo sayisi bakimindan ortalamalar
incelendiginde, Favorit F; ve Greenstar F; cesitleri arasinda farklilik bulunmamus,
Koto F; gesidinin diger iki cesitten farkli oldugu tespit edilmistir. Favorit F; ¢esidi
diger iki ceside gore iki 1sinlama sonrasi en yiksek ortalama embriyo sayisina
(41.79 embriyo), Koto F; gesidi ise en dislk ortalama embriyo sayisina (24.718
embriyo) sahip olmustur. 150 Gy 1sin dozunda 100 tohum basina en yiiksek
embriyo sayis1 Koto F; cesidinden (36.75 embriyo), en dustik embriyo sayisi
Favorit F; cesidinden (29.58 embriyo) elde edilmistir. 200 Gy 1s1n dozundan ise
100 tohum basina en yiiksek embriyo sayisi1 Favorit F; ¢esidinde (54 embriyo), en

disuk embriyo sayisi ise Koto F; gesidinde (12.68 embriyo) gorilmustir. Dozlar
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arasindaki ortalama embriyo sayilar arasindaki farka baktigimizda ise 150 ve 200

Gy 1sin dozlart arasindaki herhangi bir farklihgin olmadigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Denemenin ilk yilinda Koto F;, Favorit F; ve Greenstar F; gesitlerinde

150 ve 200 Gy dozlarinda 100 tohum basina embriyo sayilar

Cesit Uygulamalar (Dozlar) Ortalama
150 Gy 200 Gy
Koto F; 36,75 ab 12,68 ¢ 24,718 b
Favorit F; 29,58 bc 54,00 a 41,79 a
Greenstar F; 32,31b 45 ab 38,66 a
Ortalama 32,88 37,23 35,06

Cesitler arasinda 100 tohum basina bitki sayisi acgisindan ortalamalara
bakildiginda Koto F; ve Favorit F; cesitleri arasinda farklilik gortlmemis,
Greenstar F; c¢esidinin Koto F; ve Favorit F; gesitlerinden farkli oldugu tespit
edilmistir. 150 ve 200 Gy isinlama sonrasi en yiksek ortalama bitki sayisi
Greenstar F; cesidinde, en distk ortalama bitki sayisi ise Koto F; cesidinde
kaydedilmistir. Farkli doz uygulamalar: sonucunda 100 tohum basina bitki sayilar
incelendiginde, 150 Gy 1s1n dozunda en yuksek bitki sayis1 Koto F; cesidinde
(21.41 Ditki), en dustik bitki sayist ise Favorit F; gesidinde (9.32 bitki)
belirlenmistir. 200 Gy 1sin dozunda ise en yiksek bitki sayisi Greenstar F;
cesidinde (35.24 bitki), en disuk bitki sayisi Koto F; cesidinde (6.34 bitki)
gorulmistir. 150 ve 200 Gy dozlar arasindaki farka baktigimizda ortalamalar

arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Denemenin ilk yilinda Koto F,, Favorit F; ve Greenstar F; ¢esitlerinde
150 ve 200 Gy dozlarda 100 tohum basina bitki sayilar:

Cesit Uygulamalar (Dozlar) Ortalama
150 Gy 200 Gy
Koto F; 21,41b 6,34 c 13,88 b
Favorit F; 9,32 ¢ 14,58 bc 11,95b
Greenstar F; 15,60 bc 35,24 a 25,42 a
Ortalama 15,44 18,72 17,08

Yapilan istatistiki analizler ile birlikte ilk yil sonuglar: degerlendirildiginde,
150 ve 200 Gy isin dozlari uygulamalarinda Koto F; gesidinde, hem embriyo
olusumu (100 tohum basina embriyo sayisi) hem de bitkiye donlisiim (100 tohum
basina bitki sayisi) acisindan, 150 Gy 1sin dozundan hem en yiksek embriyo
sayisinin (36.75) hemde en ylksek bitki sayisinin (21.41) elde edildigi tespit
edilmistir. Favorit F; cesidinde embriyo olusumu acisindan (54 embriyo) 200 Gy
1s1n dozu daha iyi sonu¢ vermis, bitkiye donlisum agisindan ise 200 Gy 1sin
dozunda 14.58 embriyo elde edilmistir. Greenstar F; gesidinde ise embriyo
olusumu acisindan 200 Gy 1s1n dozunda Favorit F; cesidinden sonra en yuksek
embriyo sayisi (45 embriyo) alinmig, bitkiye donlsim agisindan ise 200 Gy 1s1n
dozunda en yuksek embriyo (35.24) ile basarili sonuclar kaydedilmistir (Cizelge
4.2 ve 4.3).

Cesitler arasinda 100 adet tohum basina elde edilen ortalama embriyo
sayisi incelendiginde, Koto F;, Favorit F; ve Greenstar F; cesitleri arasinda farklilik
gorilmemistir. Dozlar arasinda ise 200 Gy 1sin dozunda 100 tohum basina en
yuksek embriyo sayis1 bakimindan istatistiki fark gértilmemistir. Benzer olarak 300
Gy 1s1n dozunda 100 tohum basina en yiiksek embriyo sayisi bakimindan gesitler
arasinda fark bulunmustur. 400 Gy 1s1n dozuna bakildiginda ise 100 tohum basina
en ylksek embriyo sayis1 Favorit F; ¢esidinde (39.66 embriyo) kaydedilmis, bunu
Koto F; (25.1.5) ve Greenstar F, ¢esidi (19.18 embriyo) takip etmistir. Tum cesitler
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birlikte degerlendirilerek 200, 300 ve 400 Gy 1sin dozlarindan elde edilen
ortalamalar incelendiginde, her l¢ dozdan alinan sonuclar istatistiki agidan farkl:
olmustur.

Calismanin ikinci yilinda incelenen 6zellikler istatistik analiz sonuglari ile
birlikte degerlendirildiginde; 200, 300 ve 400 Gy 1sin dozlari uygulamalarinda
Koto F; ¢esidinde, hem embriyo olusumu (25.15 embriyo) hem de bitkiye déniistim
acisindan (17.18 bitki) 400 Gy 1sin dozunda basarili sonuglar elde edilmistir.
Favorit F; cesidinde en yuksek embriyo sayisi ile (39.66 embriyo) 400 Gy 1s1n dozu
daha iyi sonug vermis, bitkiye donlisum acisindan ise bu cesitde 400 Gy 1sin
dozunda 15.57 embriyo sayisi ile Koto F; cesidinden sonra ikinci sirada yer
almistir. Greenstar F; cesidinde embriyo olusumu agisindan 300 Gy 1sin dozunda
en yiksek embriyo sayisi (23.69 embriyo) elde edilmistir. Bitkiye donlsim
acisindan ise 200, 300 ve 400 Gy isin dozlarn Kkarsilagtirildiginda, 400 Gy 1sin
dozunda diger dozlara gore daha yuksek bitki sayisi (12.09) alinmistir (Cizelge 4.4
ve 4.5).

Cizelge 4.4. Denemenin ikinci yihinda Koto F;, Favorit F; ve Greenstar F;
cesitlerinde 200, 300 ve 400 Gy dozlarda 100 tohum basina embriyo

sayilar
Cesit Uygulamalar (Dozlar) Ortalama
200 Gy 300 Gy 400 Gy
Koto F; 18,69 b 24,35b 25,15b 22,73
Favorit F, 1795b 23,87b 39,66 a 27,16
Greenstar F; 20,40 b 23,69 b 19,18 b 21,09
Ortalama 19,01 b 23,97 ab 27,99 a 23,66
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Cizelge 4.5. Denemenin ikinci yihinda Koto F;, Favorit F; ve Greenstar F;
cesitlerinde 200, 300 ve 400 Gy dozlarda 100 tohum basina bitki

sayilar
Cesit Uygulamalar (Dozlar) Ortalama
200 Gy 300 Gy 400 Gy
Koto F; 9,75 16,13 17,18 14,35
Favorit F, 9,18 13,48 15,57 12,74
Greenstar F; 11,87 10,85 12,09 11,61
Ortalama 10,27 13,49 14,95 12,9

Calismanin hem ilk hem de ikinci yihinda isinlanmis polenle tozlama

yontemi ile Koto F;, Favorit F; ve Greenstar F; cesitlerinde farkli dozlarda ve farkl

tohum yapilarindan bitkiler elde edilmistir. Bu farkli tohum yapilar: ici kati, ici

hafif kati, ici sivi, i¢i bosa yakin ve ici bos olarak gruplandirilmstir. Farkli tohum

yapilarinin gorintileri Sekil 4.8-4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Koto F; gesidinde ici sivi yapiya sahip tohum goruniimi

Sekil 4.9. A) Koto F; cesidinde ici kat1 yapiya sahip tohum gorinimi B) Koto F;
cesidinde ici bosa yakin yapiya sahip tohum gérinimu
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Sekil 4.10. A) Koto F; ¢esidinde i¢i kati tohum gorinimi B) Koto F; ¢esidinde igi
bosa ¢ok yakin tohum géranima

Sekil 4.11. Koto F; cesidinde 150 Gy 1s1n ddzunda ici kati tohum ya151ndan
meydana gelen bitkiciklerin gorintis

Denemelerden igi Kati, i¢i hafif kati, ici siv1, ici bosa yakin ve ici bos gibi
farkli yapilarda tohumlar elde edilmis, ancak her Ug¢ cesitde de yiksek dozlarda
(300, 400 ve 500 Gy) ici bos ve i¢i bosa yakin yapilarin daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle ici bos ve ici bosa yakin tohum yapilarina sahip bitkiler,
diger tohum yapilarina gore daha yavas gelisim gostermistir.

Ispanak ile ayni1 familyadan olan seker pancarinda ovul kaltarQ ile ilgili
calismalar yapilmistir. Bossoutrot ve Hosemans (1985) tarafindan seker pancarinda
ovul Kkaltdrd uygulanmis, kiltire alinan 100 ovulden 2 adet haploid bitki elde
edilmigtir. In vitro kiltirde fiziksel uygulamalarin (dusiik veya yuksek sicaklik
gibi) embriyo olusumuna énemli bir etki yaptig1 gézlemlenmistir. Beta vulgaris L.
cicek tomurcuklarina 4°C’de 4-5 gun slresince yapilan soguk uygulamasinin

kilture alinan ovullerden embriyo verimini arttirdigir saptanmistir (Lux ve ark.
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1990; Gdrel ve ark.2000).

Gurel ve ark. (2000) seker pancarinda ovul kultir yontemi ile haploid
bitki Uretiminde soguk ©n uygulamasi, AgNO; ve aktif komurin etkisini
arastirmiglardir. Soguk 6n uygulamasi ve aktif kémurin embriyo oranini arttirdig
gorilmis, fakat AGNO3 uygulamasinin embriyo oranini azalttigi gozlemlenmistir.

Isinlanmis polen ile tozlama yodntemi ilk defa 1987 yilinda denenmis,
kavunda ve hiyarda bu yéntem ile haploid bitkiler elde edilmistir (Sauton ve
Dumas De Vaulx 1987; Sauton 1988, 1989; Niemirowicz-Szczytt ve Dumas De
Vaulx 1989). Daha sonra bu yéntem kavunda (Cuny 1992; Maestro-Tejada, 1992;
Sari ve ark. 1992; Abak ve ark. 1996; Brun 1990; Cuny ve ark. 1992; Dore ve ark.
1995; Abak ve ark. 1996; Yanmaz ve Taner 1996; Sari ve ark. 1999; Bal ve ark.
2003; Yetisir ve Sari 2003; Taner ve ark. 2003; Lotfi ve ark. 2003; Yongbing ve
ark. 2007; Lim ve Earle 2008; Lotfi ve Salahi 2008; Kasapoglu 2009; Gursoy 2009;
Baktemur 2009; Ar ve ark. 2010; Godbole ve Murthy 2012; Baktemur ve ark.
2013), hiyarda (Truong-Andre 1988; Caglar ve Abak 1999; Faris ve ark. 1999;
Claveria ve ark. 2005; Lotfi ve Salehi 2008), karpuzda (Sari ve ark. 1994; Giirstz
ve ark. 1991; Sari ve ark. 1999; Taskin ve ark. 2013) kabakda (Kurtar ve ark. 2002;
Kurtar 2009; Berber 2009; Ebrahimzadeh ve ark. 2013; Kosmrlj ve ark. 2013;
Baktemur ve ark. 2014) uygulanmistur.

Bu nedenle ispanakta doku kdltiirt yontemlerinin kullanimi ile haploid
bitki Uretiminin hedeflendigi bu c¢alismada, anter kultirli yonteminden sonra
isinlanmis polenle tozlama denenmistir. Polen isinlamasinin haploid olusumunda
etkili oldugu, embriyo veriminin genotip, cevresel kosullar, 1s1n dozu (Ficcadenti
ve ark. 1995), polen blyukligu, sekli ve polen duvarinin kalinhg: (Giles ve Prakash
1987) gibi faktorlerden 6nemli 6lcude etkilendigi bilinmektedir. Bu nedenle de
sunulan bu arastirmanin ilk deneme yilinda 100, 150 ve 200 Gy olmak Uzere 3 adet
farkli doz, 3 adet genotip (Koto Fy, Greenstar F, ve Favorit F,) lizerinde denenmis;
ikinci yilda ise 200, 300, 400 ve 500 Gy olmak Uzere 4 farkli doz, yine ayn: 3 adet

genotip (Koto Fy, Greenstar F, ve Favorit F;) (izerinde test edilmistir. Her iki yilda
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da, kullanilan tim genotiplerde embriyo elde edilip bitkiye doénisim
gerceklesmistir. Isinlanmig polen ile tozlama yonteminde, birinci yil denemelerinde
0.1 mg/l 1AA iceren besin ortamimin diginda, bitkilerde yasanan sararma ve
koklerin iyi gelisememesi problemleri nedeni ile BAP ve FEEDHA iceren iki ayri
besin ortami1 daha test edilmis, BAP iceren ortam bitkilerin kok gelisimi igin,
FeEDHA iceren ortam ise bitkilerin yapraklarinin sararmasini engellemek igin
kullanilmistir. ikinci deneme yilinda ise elde edilen bitkilerin kok kisimlar: iyi
gelistigi ve bitkilerin yapraklarinda sararma go6zlemlenmedigi igin BAP ve
FeEDHA iceren besin ortamlari kullanilmamstir.

Denemeler siresince 1sinlanmamis (kontrol) polenlerle tozlama sonucu
olusan ve yaklasik 2-3 hafta sonra hasat edilen bitkilerdeki tohumlarinin iclerinin
beklenildigi Uzere dolu ve tohum kabugunun sert oldugu gdzlemlenirken,
1sinlanmis polenlerle tozlama sonucu olusan tohumlarin tohum kabuklarinin daha
yumusak oldugu ve ici kati, ici hafif kati, ici sivi, ici bosa yakin ve i¢i bos gibi
farkli tohum yapilarimin  olusumunun gerceklestigi  gértlmistir. Bu tohum
yapilarinin nusellus yapidan gelmis olabilecegi séylenebilir. 100, 150 ve 200 Gray
1s1n dozlarinda igi bos ve ic¢i bosa yakin yapilara gore ici kati, ici hafif kati ve ici
sivi yapilar daha fazla gordliirken, 300, 400 ve 500 Gray 1sin dozlarinda igi bos ve
ici bosa yakin yapilara ait tohum sayilarinda artis gozlemlenmistir. lsin dozu
arttikca ici bos ve ici bosa yakin tohum yapilar: daha fazla gorilmistir. ici kati, ici
hafif kat1 yapilardaki tohum kabuklarinin ¢ok daha sert oldugu, 6zellikle igi sivi, igi
bos ve ici bosa yakin yapilarin tohum kabuklarinin ¢ok yumusak oldugu ve igi bos
ve ici bosa yakin yapilarda tohumlarin igerisinden embriyolarin cok fazla
ugrasilmadan kendiliginden ciktigi belirlenmistir. Bazi i¢i bos ve i¢i bosa yakin
yapilarda nokta seklinde embriyolar gorilmis ve bu embriyolardan olusan
bitkilerin gelisiminin cok yavas oldugu tespit edilmistir. Yine ici kati1 ve ici hafif
kat1 olan tohum yapilarinda ici sivi yapilara gére daha fazla sayida embriyoya, ici
bos ve ici bosa yakin tohum yapilarinda ise ¢ok az sayida embriyoya rastlanmistir.

Ici kat1 ve ici hafif kat1 olan tohum yapilarindan elde edilen bitkilerin, ici sivi
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yapilardan elde edilenlere gore, bitki boylarinin daha uzun, yaprak genisliginin
daha fazla oldugu, ancak yaprak sayilarinin daha az oldugu gorulmistiir. Ici bos ve
ici bosa yakin yapilardan elde edilen bitkilerin ise bitki boylarinin daha kisa,
yapraklarin genisliginin daha az, yapraklarin sayisinin ¢ok az ve bitki gelisiminin
yavas oldugu tespit edilmistir. Iki deneme yilindan elde edilen sonug farkliliklari,
her iki yilda farkl: 1s1n dozlarimin denenmesi ile iliskilendirilebilir. ilk deneme
yilinda secilen 1s1n dozlarinin yetersiz kalmasi sonucu, ikinci deneme yilinda daha
yiksek dozlar kullanilmis ve bu nedenle de daha farkli sonuclar elde edilmistir.
Sunulan ¢ahsma, 1spanakta doku kalturi yoéntemleri ile haploid bitki elde
edilmesini amaglayan ilk ¢alisma oldugu igin anter kiltiriinde besin ortamlarinin
secilmesinde ve isinlanmis polenle tozlama yodnteminde 1sin  dozlarimn
belirlenmesinde herhangi bir referans ¢alismadan yardim alinamamistir. Bu nedenle
denemenin ilk yilinda elde edilen veriler 1siginda ikinci yil calismalar:

planlanmustir.

4.3. Elde Edilen Bitkilerde Ploidi Seviyelerinin Belirlenmesi
Denemeler siresince elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerinin belirlenmesi

hem flow sitometri hem de molekuler metodlarin kullanimi ile yapilmustir.

4.3.1. Flow Sitometri ile Ploidi Belirlenmesi

Bitkilerin ploidi seviyelerinin belirlenmesi icin Koto F;, Favorit F; ve
Greenstar F; cesitlerinden yaprak oOrnekleri alinarak, flow sitometride analiz
yapilmistir. Yapilan flow sitometri analizlerinde elde edilen bitkilerin haploid
olmadigi gorulmastir (Sekil 4.12). Bu durum elde edilen bitkilerde, biber ve lahana
gibi sebzelerde sikga rastlanan bir durum olan spontan kromozom katlanmasini
dustindirmusir. Anter kilturd yoluyla elde edilen bitkiler haploid kromozom
sayisina sahip olabilecegi gibi, bazilarimin kiltir kosullarinda kendiliginden
(spontan) katlandig: ve spontan dihaploid bireylerin de elde edildigi bilinmektedir

(Comlekcioglu 2001). Ockendon (1986) briiksel lahanasinda androgenesis yontemi
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ile elde edilen bitkilerin spontan dihaploid oranlarinin %39 ile %63 arasinda
degistigini; Mentewab ve Sarrafi (1997) bes bugday (Triticum aestivum L.)
genotipinde anter kilturi yontemi ile elde edilen bitkilerde spontan kromozom
katlama oraninin PI-49 ve Chenab genotipinde %0, Yecora Rojo genotipinde ise
%56 oldugunu; Stober ve Hessu (1997) yazhik bugday cesitlerinde anter kultiirl
yontemi ile elde edilen bitkilerin spontan katlanma oraninin %44.3 oldugunu; Girel
(1998) seker pancarinda (Beta vulgaris L.) yumurtalik kaltirl ile elde edilen
bitkilerin diploid oldugunu; Gyulai ve ark. (1999) biberde anter kilturu ile olusan
152  bitkinin  53’0ndn, yani  %34.9’unun spontan dihaploid oldugunu;
Svirshchevskaya ve Dolezel (2000) seker pancarinda (Beta vulgaris L.) ovill
kultlrh ile elde edilen bitkilerin spontan dihaploid oldugunu; Gemesne Juhasz ve
ark. (2001) biberde anter kilturt yontemi ile elde edilen bitkilerin %68.5’inin
haploid ve %29.8’inin spontan dihaploid oldugunu; Barnabas (2003) ekmeklik
bugdayda androgenesis ile elde edilen bitkilerin spontan katlama oraninin %25 ile
%68 arasinda degistigini; Gu ve ark. (2003) Brassica rapa (syn. Brassica
campestris) ssp. chinensis’de mikrospor kilturi ile elde edilen bitkilerin
%70’inden fazlasinin spontan dihapploid oldugunu; Lotfi ve ark. (2003) kavunda
(Cucumis melo L.) 1sinlanmis polenle tozlama yontemi ile elde edilen bitkilerde
spontan katlanma gozlemlendigini; Mohammadi ve ark. (2007) misirda (Zea mays
L.) anter kilturi yontemi ile elde edilen bitkilerde spontan kromozom katlama
oraninin %7 oldugunu; Kowalska ve ark. (2008) havugta anter kultlr( yontemi ile
elde edilen bitkilerin %90’dan fazlasinin spontan katlandigini; Spika ve ark. (2008)
bugdayda (Triticum aestivum L.) anter kiltirt yontemi ile elde edilen 582 bitkinin
%47.9’unun (279 bitki) spontan dihaploid oldugunu; Kahrizi ve Mohammedi
(2009) bes arpa (Hordeum vulgare L.) genotipinde mikrospor kultiirii yontemi ile
elde edilen bitkilerden spontan kromozom katlanmasinin %76 oraninda
gozlemlendigini; Mirzaei ve ark. (2011) androgenesis yontemi ile elde edilen
bitkilerde spontan kromozom katlamasinin W86 genotipinde %19, W23

genotipinde ise %16 oldugunu; Mirzaei ve ark. (2011) arpada (Hordeum vulgare
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L.) androgenesis yontemi ile elde edilen bitkilerde kromozom katlamasinin
denenen iki genotipte sirasiyla %63 ve %72 oldugunu; Vanous (2011) misirda
(Zea mays L.) androgenesis ile elde edilen bitkilerin spontan kromozom katlama
oranminin %2.8 ile %46 arasinda degistigini; Lee ve ark. (2014) Cin lahanasinda
(Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.)) mikrospor kultlri ile elde edilen
bitkilerin %60’1indan fazlasinin spontan dihaploid oldugunu; Luitel ve Kang (2013)
tarafindan biberde yapilan bir anter kultlri calismasinda ploidi diizeyinin %44.5,%
42.4 ve % 33.3 oranlarinda haploid; %55.5, %57.6 ve %66.7 oranlarinda ise
spontan dihaploid oldugunu; Yuan ve ark. (2015) lahana (Brassica oleracea var.
capitata) ve brokkolide (Brassica oleracea var. italica) mikrospor kultlr{ ile elde
edilen bitkilerde spontan kromozom katlamasinin 14 lahana popilasyonunda %0 ile
%76.9, 15 brokoli popilasyonunda ise %52.2 ile %100 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Keles ve ark. (2015) farkli biber tiplerinde anter kiiltiiri yontemi ile
elde edilen bitkilerde spontan dihaploid oranlarini karsilagtirmiglar ve farkli biber
tiplerinden farkli spontan dihaploid bitkiler elde etmislerdir. En ylksek spontan
haploid oran1 dolmalik biberden (%53.4) elde edilirken, bunu charleston (%31,9)
ve kapya (%30.4) tipleri takip etmistir. Ari ve ark. (2016) tarafindan ise sis
biberinde (Capsicum annuum L.) yapilan anter kiltiri caligmasinda spontan

diploidizasyon orani %51.6 olarak belirlenmistir.

74



4. BULGULAR VE TARTISMA Ceren OZCAN

| i H A B

Pad b A Ll Mand ,_Jtﬁ 1o il

Sekil 4.12. A) Koto F; cesidinde dondr bitkinin flow sitometri sonuclar1 B) Koto
Fi cesidinde 1sinlanmis polenle tozlama yontemi ile elde edilen
bitkinin flow sitometri sonuglar:

4.3.2. Molekdler Yontemler ile Ploidi Belirlenmesi

Flow Sitometri analizlerinden sonra elde edilen bitkiler molekiler
analizlerin kullanimu ile incelenerek, kromozom katlanmasinin spontan olarak mi
gerceklestigi, ya da bitkilerin en basindan beri zaten diploid mi olduklar:
belirlenmeye calisilmigtir. Bu amacla; SO1, SO3, SO4, SO5, SO6, SO7, SO9,
S0O10, SO13, SO14, SO15, SO16, SO17, SO19, SO22, SO28 ve SO29, SO32,
S048, SO51 primerleri ile Basit Dizi Tekrar1 (SSR) analizi yapilmistir. Molekdler
analizler sonucunda, Koto F; cesidinde SO29 primerinde dondr bitkilerde
heterozigot bant, diger primerlerde monomorfik bant gorilmistir. SO29
primerinde donér bitkilerde heterozigot bant géruldigl icin, Koto F1 cesidine ait
66 ornek (1, 4, 5,9, 10, 11, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 31, 32, 33, 35, 41, 44, 46, 47, 52,
53, 54, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65 ve 66 numaral érnekler) SO29 primeri
kullanilarak SSR ile taranmigtir. SO29 primerinde Koto F; gesidinde ebeveynler
heterozigot bant verirken, isinlanmis polenle tozlama yontemi ile elde edilen
orneklerin 33 adedinde tek bant gérilmustlir. Tek bant elde edilmesi test edilen

bitkilerin homozigot yapiya sahip oldugunu gdstermis ve bitkilerin kendiliginden
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katlanmis olabilecegini distindirmustir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. SO29 primeri kullanilarak SSR analizi yapilan 66 adet Ornegin
elektroforez sonuclar

135 nolu Koto F; bitkisinde 400 Gy 1sin dozunda 9 nolu 6rnekte, 220 nolu
Koto F; bitkisinde 400 Gy 1sin dozunda 11 nolu oOrnekte, 333 nolu Koto F;
bitkisinde 300 Gy 1s1in dozunda 22 nolu 6rnekte, 83 Koto F, bitkisinde 300 Gy 1s1n
dozunda 35 nolu 6rnekte, 330 nolu Koto F; bitkisinde 300 Gy 1s1n dozunda 41 nolu
ornekte, 78 nolu Koto F; bitkisinde 200 Gy 1s1n dozunda 53 nolu érnekte, 91 nolu
Koto F; bitkisinde 400 Gy 1sin dozunda 58 nolu Ornekte, 222 nolu Koto F;
bitkisinde 300 Gy 1s1n dozunda 62 ve 63 nolu 6rnekte, 132 nolu Koto F; bitkisinde
300 Gy 1s1n dozunda 64 nolu drnekte Sekil 4.27°deki elektroferez gorintlsine gore
tek bant gorilmis, bu 6rneklerimizin homozigot yapiya sahip olabilecegi
anlasilmistir.

9 nolu ornekte ici bosa yakin tohum yapisi, 11 nolu érnekte i¢i bos tohum
yapist, 22 nolu 6rnekte ici bosa yakin tohum yapisi, 35 nolu 6rnekte ici bosa yakin
tohum yapisi, 41 nolu érnekte ic¢i bosa yakin tohum yapisi, 53 nolu érnekte ici bosa

yakin tohum yapisi, 58 nolu 6rnekte ici bos tohum yapisi, 62 nolu 6rnekte ici bosa
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yakin tohum yapisi, 63 nolu ornekte ici bosa yakin tohum yapisi, 64 nolu 6rnekte
ici bosa yakin tohum yapis1 gorilmustiir. Yiksek dozlarda (300 ve 400 Gy 1sin
dozlarinda) igi bos ve ici bosa yakin tohum yapilart meydana gelmis (Cizelge 4.6)

ve bu tohum yapilarinin tek bant gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. SO29 primeri kullanilarak SSR ile analizlenen 66 6rnege ait bilgiler

No Bitki no Isin dozu Gozlem tarihi | Tohum
(Gy) yapisi
1 Koto F; donor bitki - - -
2 Koto F; donér bitki - - -
3 Koto F; dondr bitki - = -
4 Koto F; donor bitki - - -
5 191 Koto F, 400 29.07.2015 Ici siv1
6 191 Koto F, 400 29.07.2015 Ici kat1
7 135 Koto F; 400 30.07.2015 Ici siv1
8 135 Koto F; 400 30.07.2015 Ici kati
9 135 Koto F; 400 21.07.2015 Ici bosa yakin
10 220 Koto F, 400 23.06.2015 Ici hafif kat1
11 220 Koto F; 400 27.05.2015 Ici bos
12 151 Koto F, 400 08.06.2015 Ici kati
13 85 Koto F, 400 03.08.2015 Ici kati
14 221 Koto F, 200 16.06.2015 Ici kat1
15 145 Koto F, 400 27.07.2015 Ici kat1
16 145 Koto F, 400 03.08.2015 Ici bosa yakin
17 38 Koto F; 300 21.07.2015 Ici bosa yakin
18 38 Koto F, 300 01.06.2015 Ici kat1
19 149 Koto F, 400 09.06.2015 Ici kat1
20 333 Koto F; 300 09.06.2015 Ici kat1
21 333 Koto F; 300 03.08.2015 Ici siv1
22 333 Koto F; 300 09.06.2015 Ici bosa yakin
23 267 Koto F, 200 13.07.2015 Ici kat1
24 316 Koto F; 400 28.07.2015 Ici kat1
25 221 Koto F, 200 03.08.2015 Ici kat:
26 173 Koto F; 300 17.08.2015 Ici kati
27 235 Koto F, 300 10.07.2015 Ici bosa yakin
28 162 Koto F, 200 18.06.2015 Ici kat1
29 265 Koto F, 200 30.07.2015 Ici bosa yakin
30 74 Koto F; 300 17.08.2015 Ici kati
31 117 Koto F, 300 08.06.2015 Ici bos
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Cizelge 4.6. Devami

32 117 Koto F,; 300 08.06.2015 Ici hafif katt
33 235 Koto F, 300 31.07.2015 Ici sivi

34 6 Koto F; 200 21.07.2015 Ici hafif kat1
35 83 Koto F; 300 28.07.2015 Ici bosa yakin
36 83 Koto F, 300 27.07.2015 Ici kati

37 166 Koto F; 200 05.06.2015 Ici kat:

38 177 Koto F; 400 15.06.2015 Ici kat1

39 144 Koto F; 200 03.06.2015 Ici kat1

40 330 Koto F; 300 09.06.2015 Ici kat:

41 330 Koto F; 300 09.06.2015 Ici bosa yakin
42 330 Koto F; 300 09.06.2015 Ici sivi

43 76 Koto F; 300 22.07.2015 Ici kat1

44 165 Koto F; 300 29.06.2015 Ici hafif kat1
45 224 Koto F, 400 18.06.2015 Ici kati

46 316 Koto F; 300 14.06.2015 Ici kati

47 144 Koto F; 200 31.07.2015 Ici sivi

48 80 Koto F, 400 27.05.2015 Ici hafif kat
49 80 Koto F, 400 29.07.2015 Ici siv1

50 317 Koto F, 400 28.07.2015 Ici kati

51 149 Koto F,; 400 09.06.2015 Ici kat:

52 195 Koto F; 300 11.06.2015 Ici kat1

53 78 Koto F; 200 12.06.2015 Ici bosa yakin
54 78 Koto F; 200 12.06.2015 Ici kat:

55 82 Koto F, 300 18.06.2015 Ici kat:

56 79 Koto F; 400 27.07.2015 Ici kati

57 295 Koto F, 300 11.06.2015 Ici kat1

58 91 Koto F, 400 03.07.2015 Ici bos

59 176 Koto F; 300 20.06.2015 Ici hafif katt
60 155 Koto F; 300 16.06.2015 Ici kat:

61 159 Koto F; 400 03.08.2015 Ici kat1

62 222 Koto F, 300 12.06.2015 Ici bosa yakin
63 222 Koto F, 300 27.07.2015 Ici bosa yakin
64 132 Koto F, 300 28.07.2015 Ici bosa yakin
65 319 Koto F; 300 27.07.2015 Ici kati

66 76 Koto F; 300 10.06.2015 Ici kat1

Hem 1sinlanmis polenle hem de anter kiiltird ile elde edilen bitkilerden Koto

F1, Greenstar F; ve Favorit F; cesitlerinde SO29 primeri ile SSR yapilmigtir. SO29

primerinde 11, 12, 13, 21, 22, 23 ve Greenstar F; ¢esidine ait donor bitkiden alinan
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25 nolu 6rnek ve Favorit F; cesidine ait donér bitkiden alinan 26 nolu 6rnek tek
bant gostermistir (Sekil 4.14).

Koto F; gesidinde 1 nolu ortamda anterden meydana gelen bitkiden alinan 11
nolu drnekde tek bant goriilmesi ile bitkinin homozigot yapiya sahip oldugu tespit
edilmistir. Koto F; g¢esidinde 2 nolu ortamda kallustan meydana gelen bitkiden
alinan 23 nolu o6rnekde de tek bant gorulmistir. Isinlanmis polenle tozlama
yontemi ile elde edilen 507 nolu Greenstar F; bitkisinde 500 Gy 1s1n dozunda 12 ve
22 nolu ornekde, 314 nolu Favorit F; bitkisinde 500 Gy isin dozunda 13 nolu
ornekde, 394 nolu Favorit F; bitkisinde 400 Gy 1sin dozunda 21 nolu érnekde tek
bant gortlmustir (Sekil 4.14). Tek bant gorilmesi bu orneklerin kendiliginden
katlanmis olabilecegini gostermistir. Hem 1sinlanmis polenle tozlama ydnteminde
her (¢ gesitde de 400 ve 500 Gy gibi yiksek dozlarda bile hem de anter kiltiri
yonteminden elde edilen bitkilerden alinan Orneklerde tek bant gorilmesi

uyguladigimiz her iki yontemin de basarili oldugunu géstermektedir.

Sekil 4.14. SO29 primerinin kullanimz ile elde edilen Koto F;, Greenstar F; ve
Favorit F; gesitlerine ait 26 drnegin elektroforez sonuglari
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12 nolu ornekde Greenstar F, bitkisinde ici bosa yakin tohum yapisi, 13
nolu drnekte Favorit F; bitkisinde ici bosa yakin tohum yapisi, 21 nolu 6érnekte
Favorit F; bitkisinde ic¢i bosa yakin tohum yapisi maydana gelmistir. Yusek
dozlarda (400 ve 500 Gy) i¢i bos ve ici bosa yakin tohum yapilari meydana
gelmistir (Cizelge 4.7). Bu tohum yapilarinin tek bant gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. SO29 primeri kullanilarak SSR ile analizlenen Koto F;, Greenstar F;
ve Favorit F; cesitlerine ait 26 drnege ait bilgiler

No | Bitki no Isin dozu (Gy) | Gozlem Embriyo
tarihi yapisi
1 Koto F; dondr bitki - - .
2 Koto F; dondr bitki - - =
3 Koto F; dondr bitki - - -
4 Koto F; donor bitki - - -
5 Koto F; donor bitki - - -
6 Koto F; donor bitki - . -
7 Koto F; dondr bitki - = .
8 Koto F; dondr bitki - - -
9 Koto F; dondr bitki - - -
10 | Koto F; dondr bitki - - -
11 | Koto F; ortam 1 - 18.06.2015 -
12 | 507 Greenstar F, 500 19.06.2015 | ici bosa yakin
13 | 314 Favorit F, 500 10.06.2015 | ici bosa yakin
14 | 295 Koto F; 300 11.06.2015 | ici hafif kat:
15 | Koto F; dondr bitki - - -
16 | Koto F; dondr bitki - - -
17 | 78 Koto F; 200 12.06.2015 | ici bosa yakin
18 | 135 Koto F; 400 02.06.2015 | Ici hafif kat:
19 | 85Koto F, 400 18.06.2015 | ici hafif kat:
20 | 117 Koto F; 300 08.06.2015 | Ici bos
21 | 394 Favorit F; 400 10.06.2015 | ici bosa yakin
22 | 507 Greenstar F; 500 19.06.2015 | ici bosa yakin
23 Koto F; ortam 2 - 29.07.2015 -
24 | Koto F; dondr bitki - - -
25 | Greenstar F, donor - - -
bitki
26 | Favorit F; dondr bitki - - -
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde 6zellikle son yillarda sebze tohumculugu ve cesit gelistirme
konusunda calismalar oldukca hizlanmustir. Ozellikle “Tirkiye F; Hibrit Sebze
Cesit ve Nitelikli Hat Gelistirme Projesi” kapsaminda Universite-arastirma
enstitlleri-6zel firma isbirlikleriyle, son yillarda sicak iklim sebzelerinde cesit
gelistirme konusunda buyik atilimlar yapilmistir. Ayni isbirliginin serin iklim
sebzeleri icinde devam ettirilmesi igin yeni projeler olusturulmaktadir. Serin iklim
sebzelerinin islahi sicak iklim sebzelerine gore daha zor olmakta, daha fazla zaman
gerektirmekte ve bu nedenle de daha az ¢alismalar ydrutilmektedir. Serin iklim
sebzeleri arasinda yer alan ispanak; monoik, dioik ve hermafrodit gibi fakli cicek
yapilarina sahiptir ve bu durum bu tirde yapilacak 1slah calismalarini
zorlastirmaktadir. Sayilan tum bu nedenlerle bircok 6zel firma, ispanak islahi
alaninda calisma yapmaktan kaginmaktadir. Bilimsel ¢alismalar incelendiginde
1spanak 1slaht konusunda ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamaktadir. Yine giintimiize
kadar yapilmis olan c¢alismalari inceledigimizde, islah siresini 6nemli oranda
kisaltmas: nedeni ile yogun kullanim alam bulan doku Kultiirii tekniklerinden
haploid bitki elde etme yontemleri konusunda da 1spanakta herhangi bir calismaya
rastlanmamaktadir. Sonuclari sunulan bu Doktora calismas: ile ispanakta ileride
yapilacak olan islah calismalarinda kullanilmak Gzere haploid bitki elde edilmesi
tekniklerinin kullanilabilir hale getirilmesi amaclanmstir. Haploid bitki elde etme
yoéntemlerinden yaygin sekilde kullanim alan: bulan anter kiltlirli ve isinlanmis
polenle tozlama yontemleri denenmis ve bu yontemler denenirken her yontem igin
kendi icinde bazi faktorlerin etkisi test edilmistir. Anter kaltdr( icin genotip ve
besin ortaminin etkisi arastirilirken, 1sinlanmis polenle tozlama yodntemi igin
genotip ve 1sin dozunun etkisi test edilmistir. Calisma suresince ulasilan sonuglar

asagida Ozetlenmistir.
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1. Anter kalturd igin farkli NAA, GA; ve BAP dozlar igeren 4 farkli ortam
denenmistir. Denemenin ilk yilinda embriyo meydana gelmemis, sadece
kallus elde edilmis ve olusan Kalluslardan bitkiye doénlsiim
gerceklesmemistir. Denemenin ikinci yilinda ise birinci yila gore daha
basarili sonuclar elde edilmis, denemenin yapildig: her 3 gesitde, yani Koto
F,, Greenstar F; ve Favorit F; gesitlerinde hem embriyo olusumu hem de
kallus gelisimi meydana gelmistir. Ayrica Koto F; ¢esidinin 1 ve 2 nolu
ortamlarinda hem direk hem de indirek yollardan bitki elde edilmistir.
Farkli besin ortam: kombinasyonlarinin ve genotiplerin anter Kkultlrl
yontemini olumlu yonde etkiledigi saptanmistir.

2. Koto F; ve Favorit F, gesitlerinde 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP igeren 3 nolu
ortamda ve Greenstar F; cesidinde 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren 4
nolu ortamda en yilksek kallus sayis: elde edilmistir. Ozellikle koyu yesil
renkli ve tanecikli kalluslarda bitkiye donisimin daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Kalluslar kiltire alindiktan 2-3 hafta sonra bitki
olusturmaya baslamistir.

3. Bitkinin yetistirilme kosullarinin anter kaltirt Gzerinde etkili oldugu bircok
arastirict tarafindan (Tiainen 1992; Yang ve ark. 1992; Kristiansen ve
Andersen 1993; Matsubara ve ark. 1998; Buyikalaca ve ark. 2004;
Mohamed ve Refaei 2004; Taskin 2005; Ercan ve ark. 2006) rapor
edilmistir. Bu galismada da anter kaltird icin yetistirilen donor bitkiler ilk
yil algak tlnelde, ikinci yil ise serada yetistirilmis ve ikinci yilda birinci
yila gore daha basarili sonuglar elde edilmistir.

4. lIsinlanmis polenle tozlama yodnteminde ilk yil 100, 150 ve 200 Gy isin
dozlari denenmis ve U¢ dozda da meyve tutumu gergeklesmistir. Ancak
elde edilen embriyolarin diploid olmas: nedeni ile ikinci yil dozlar
yukseltilmis ve 200, 300, 400 ve 500 Gy 1sin dozlar: test edilmistir.
Galismada kullanilan cesitler farkli zamanlarda gigeklenmeye gecmisler ve

erkencilik siras1 Koto F;, Greenstar F; ve Favorit F; seklinde olmustur.
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5.

7.

Isinlanmis polenle tozlama yoOnteminde, tim genotiplerde ve 1sin
dozlarinda embriyo olusumu ve bitkiye déniisim meydana gelmis, deneme
stiresince 3414 embriyo ve 1710 bitki elde edilmistir. Denemenin ilk
yilinda elde edilen bitkilerin yavas gelismesi ve sararmasi nedeniyle kok
gelisimi icin BAP iceren, yapraklarin sararmasini engellemek icin ise
FeEDHA igeren besin ortami kullanilmigtir. Denemenin ikinci yilinda ise
elde edilen bitkilerin kok kisimlar: iyi gelistigi ve bitkilerin yapraklarinda
sararma gozlemlenmedigi i¢in bu uygulama yapilmamistir.

Isinlanmus polen ile tozlama yontemi ile elde edilen tohumlarda endosperm
olmayan (ici bos), i¢i kati, ici hafif kati, i¢i sivi, ici bosa yakin gibi degisik
olusumlar gozlemlenmistir. Koto F; ¢esidinde 300 ve 400 Gy 1sin dozu
uygulamalarinda, Greenstar F; ve Favorit F; cesitlerinde ise 300, 400 ve
500 Gy 1s1n dozu uygulamalarinda ici bos ve ici bosa yakin yapilarin daha
fazla oldugu tespit edilmistir. ici bos ve ici bosa yakin tohum yapilarindan
bitki gelisimi daha uzun surmis, ancak embriyo yapilari haploid gibi
gorinmesine ragmen, bu bitkilerin flow sitometri analizinde diploid
olduklart gortlmistur. Biber ve lahanada oldugu gibi kendiliginden
kromozom katlamasinin oldugu saptanmustr.

Calismanin birinci ve ikinci yilinda; Koto F;, Greenstar F; ve Favorit F;
cesitlerinde 1sinlanmis polenle tozlama yontemi ile elde edilen tohum ve
embriyo sayilari ayni dozda bile farkli sonuclar vermistir. Ornegin;
denemenin ilk yilinda, 100 Gy 1s1n dozu ile 1isinlanmis Koto F; cesidinde, 4
nolu bitkiden 1098 adet tohum, 55 adet embriyo ve 17 adet bitki elde
edilmisken; 10 nolu bitkiden 310 adet tohum, 132 adet embriyo ve 55 adet
ise bitki elde edilmistir. Ayn1 gesit ve 1s1n dozlari olmasina ragmen tohum
sayilari, embriyo sayilari ve bitki sayilari farklilik géstermistir. Bu
durumun ciceklenme esnasinda bitkilerin  farkli zamanda sapa
kalkmalarindan, ayrica ciceklenme ve tozlama zamanindaki hava

kosullarindan kaynaklanmis olabilecegi diistinilmistir. Ornegin; havanin
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yagish oldugu durumlarda, bitkilerde yeteri kadar ¢igek agmamakta ve ayni
cesit ve aym dozda 1sinlama gerceklesmesine ragmen, ayni sayida tohum
elde edilememektedir.

Hava kosullar1 (havanin yagmurlu ya da gunesli olmasi) 1sinlanmis polenle
tozlama yontemi ile elde edilen tohum ve embriyo sayilarini da
etkilemistir. Yagmurlu havalarda daha az sayida tohum ve embriyonun,
sicak havalarda ise daha fazla sayida tohum ve embriyonun meydana
geldigi tespit edilmistir. Denemenin ikinci yilinda Koto F; gesidinde, 300
Gy 1sin dozunda 74 nolu bitkide 424 adet tohumdan 9 adet embriyo
gozlemlenirken, 76 nolu bitkiden 35 adet tohum ve 8 adet embriyo
meydana gelmistir. 74 nolu bitkide tohum sayis1 76 nolu bitkiye gore daha
fazla olmasina ragmen, hemen hemen ayn1 sayida embriyo elde edilmistir.
Her iki deneme yilinda da isinlanmis polenle tozlama yéntemi ile elde
edilen tohumlarda igi kati, ici hafif kati, i¢i sivi, ici bosa yakin ve ici bos
tohum tipleri gdzlemlenmistir. Embriyo kurtarma asamasinda, i¢i kati ve
ici hafif kati yapilarin icerisinden embriyolarin zor cikarildigi, igi sivi
yapilardan ici kati1 yapilara gore daha kolay, i¢i bos ve ici bosa yakin
yapilarin igerisinden ise embriyolarin ¢ok kolay ¢ikarildig saptanmistir.

Ici Kati, ici hafif kat1 ve ici sivi tip tohumlarin daha biyik, ici bos ve igi
bosa yakin tip tohumlarin ise daha Kkiglk, daha seffaf oldugu
gozlemlenmistir. Daha kiglk embriyolarin daha yavas c¢imlendigi
gorilmis ve c¢imlenen embriyolardan bitkiye donisimiin daha yavas
oldugu sonucuna varilmustir.

Elde edilen bitkilerin ploidi 6l¢limlerinde o6ncelikle flow sitometri
cihazindan yararlanilmig ve sonuglar elde edilen bitkilerin diploid oldugu
yoniunde kaydedilmistir. Bu nedenle flow sitometri yontemi ile
yetinilmemis, PCR teknigine dayali molekiler markirlardan biri olan SSR
yontemi ile ve 20 adet primer kullanimi ile molekiler analizler

gerceklestirilmigtir. Bu denenen 20 adet primer icerisinden SO29
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primerinde, dondr bitkilerin heterozigot oldugu ve cift bant gosterdigi,
embriyodan elde edilen bitkilerin ise homozigot oldugu ve tek bant
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuclara gore, bitkilerin spontan olarak,
yani kendiliginden katlanmis olabilecegi sonucuna varilmastir.

Isinlanmis polenle tozlama yonteminin ilk deneme yilinda, embriyo
olusumu acisindan Favorit F; gesidinde 200 Gy, bitkiye donlsim agisindan
Greenstar F; ¢esidinde 200 Gy 1s1n dozu en iyi sonucu vermis, ikinci yil ise
embriyo olusumu agisindan Favorit F; ¢esidinde 400 Gy, bitkiye donusim
acisindan Koto F; g¢esidinde 400 Gy 1sin dozu basarili olmustur. Her iki
deneme yilinda da cesitler arasinda Favorit F; cesidinden en yiksek
sonuclar alinmigtir.

Denemede kullanilan Koto F;, Greenstar F; ve Favorit F; cesitleri farkl
cicek yapilar1 gostermistir. Koto F1 cesidi dioik yap1 gosterirken, Greenstar
F1 ve Favorit F, ¢esitlerinde hermafrodit ¢gicek yapisi da tespit edilmis ve
bu durum tozlama zamaninda zorluklara neden olmustur. Ispanak bitkisi
salkim seklinde cigek agmaktadir. Greenstar F; ve Favorit F; gesitlerinde
ilk asamada erkek cicekler agmis, ancak daha sonraki gunlerde salkim
uzerinde hermafrodit cicek yapisi gorilmistir. ilerleyen asamalarda

1sinlanmig polenle tozlama yapilamamustir.

Calisma ile elde edilen sonuclar ispanakta anter kultirinde embriyo

olusum oran: (izerinde besin ortam: bilesiminin ve genotipin énemli derecede etkili

oldugu, embriyo olusumunun yeterli olmadigi, embriyodan bitkiye donlisim

oraminin artirilmas: igin yeni arastirmalar yapilmas: gerektigi, basari oranm cok

yuksek olmamakla birlikte yine de 4 farkli ortam ile fazla sayida anter dikilmesi

halinde spontan dihaploid bitki elde edilebilecegi, anter kultir yontemi ile elde

edilen haploid embriyo olusum orani ¢ok distik oldugu icin daha sonra yapilacak

calismalarda haploid bitkilerin genis ¢apta dretimi igin uyguladigimiz anter kulttrd

yonteminin daha fazla gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmstir. Isinlanmis
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polenle tozlama yontemi ile elde edilen sonuglar, bu yontemde ile elde edilen
bitkilerin spontan dihaploid oldugu, isinlanmis polen ile tozlama yoéntemi ile ilgili
bu calismanin 1spanakta haploidizasyon protokollinin gelistirilmesi ve daha sonra
yapilacak ¢alismalarda farkli genotiplerde farkli 1sin dozlarinin denenmesi gerektigi
seklinde 6zetlenebilir.

Sunulan bu ¢alisma 1spanakta doku kiltird yontemlerinin kullanim ile
haploid bitki elde edilmesini amaclayan ilk calisma olmustur. Elde edilen sonuclar
umutvar olmus ve bir temel olusturmustur. Bu sonuglarin daha sonra yapilacak
caligmalarda temel olarak kullanilmast durumunda, 1spanakta etkili bir
haploidizasyon protokolil olusturulabilecek ve bu durum ispanak islah ve
tohumculuk calismalarinin hizlanmasini saglayacaktir. Cahisma ile elde edilen
sonuclar sadece bilimsel olmamis, ayn1 zamanda pratige aktarilabilir ve ekonomik

getiri saglayacak nitelik tasimaktadir.
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