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Bu aragtirma, “Faselis F;”, “Amadeo F;” ve “Aydin Siyahi1” olmak iizere ii¢
farkli patlican ¢esidi kullanilarak, mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid embriyo uyartimi
elde etmede etkili bir protokol gelistirmek amaciyla yapilmistir. Embriyo olusumunun
uyarilmasi i¢in, ovaryum ko-kiiltiir sisteminin patlicanda mikrospor kiiltiirli lizerine
etkisinin ortaya konmast amaclanmistir. Ayrica mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid
embriyo elde etmek icin yapilan denemelerde, uygun tomurcuk gelisme devresi ve

optimum mikrospor izolasyon yonteminin belirlenmesine ¢aligilmistir.

Bu amacla, ilk olarak uygun mikrospor gelisme donemi belirlenmistir. Bu
tomurcuklardan ¢ikarilan anterler 35°C’de 8 giin karanlik kosullarda 0.3 M mannitol
soliisyonu i¢inde 6n uygulamaya maruz birakilmistir. On uygulama isleminden sonra
NLN ortaminda izole edilip kiiltiire alinan mikrosporlara haploid embriyo olusumunu
uyartmak icin ilk olarak 5 mg/l 2,4-D + 5 mg/l KIN ve 5 mg/l NAA+ 5 mg/l BAP
hormon konsantrasyonlarini igeren kiiltiir ortamlarinin etkileri arastirtlmistir. Bu
ortamlarda Aydin Siyahi ¢esidinde herhangi bir gelisme gozlenmezken, Faselis ve
Amadeo ¢esitlerinde ise yalnizca simetrik cekirdek boliinmesi uyartilabilmistir.
Ovaryum ko-kiiltiir denemeleri icin, bugday ovaryumlarinin bu kiiltiir ortamlarina ilave

edilmesiyle Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde simetrik boliinme yaninda ¢ok cekirdekli



yapilarin olusumu, Aydin Siyahi’nda ise simetrik boliinme uyartilmistir. Ancak higbir

cesitte, ortam ve kosulda mikrosporlardan embriyo olusumu saglanamamastir.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF OVARY CO-CULTURE SYSTEM TO INDUCE HAPLOID
EMBRYO FORMATION ON EGGPLANT (Solanum melongena L.)
MICROSPORE CULTURE

Buse OZDEMIR
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In this study, three different eggplant cultivars (Faselis F;, Amadeo F; and
Aydin Siyahi) have been used to develope an efficient protocol for haploid embryo
induction. Ovary co-culture system was carried out to determine the its effects on
eggplant microspore culture to induce embryo formation. The experiments were also
performed to determine the optimal stage of bud development and identify the suitable
microspore isolation method.

To serve the purpose, first of all the most suitable microspore development stage
was determined. Anthers were isolated in 0.3M mannitol solution and exposed to
pretreatments for 8 days in darkness at 35°C. After pretreatments, microspores were
cultured in NLN medium supplemented with 5 mg/l 2,4D + 5 mg/l KIN ve 5 mg/l
NAA+ 5 mg/l BAP. While no improvement was obtained in cv. Aydin Siyahi
microspores, symmetrically divisions were obtained in cv. Faselis and Amadeo
microspores. When wheat ovaries were added to culture medium for ovary co-culture
system, isolated microspores of cv.’s Faselis and Amadeo were induced to divide
symmetrically and formed multinucleated structures. On the other hand, in cv. Aydin
Siyah1 were induced to divide only symmetrically. No regeneration was obtained from

any cultivar used under the experimental conditions.
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ONSOZ

Solanaceae tamilyasina ait bir sebze tiirii olan patlican (Solanum melongena L..)
diinyada ve iilkemizde ekonomik acidan biiyiik 6neme sahiptir. Patlican iilkemizde en
fazla yetistiriciligi yapilan yazlik sebzelerden biri olup, serada ve agikta genis alanlarda

yetistiriciligi yaygin olarak yapilmaktadir.

Ulkemizde agikta ve serada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan bu tiiriin, kalite
ve verim yoniinden iyilestirilmesi, hastalik ve zararlilara dayanikli, erkenci, gelecekteki
olas1 tiiketim aligkinliklarina uygun cesitlerin elde edilmesi 1slah amaglarinin biiyiik

kismini olusturmaktadir.

Diinya da oldugu gibi iilkemizde de yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in 1slah
calismalar1 baslatilmis ve klasik 1slah yontemleri kullanilarak yeni g¢esitler 1slah
edilmistir. Klasik 1slah yontemleriyle hibrit tohum {iiretiminde, saf hatlar1 (homozigot)
elde etmede; 1slah calismalarinin uzun yillar almasi, hibrit iiretiminin zorlugu ve
yavasligi, yurtdisindan tohum girisi gibi nedenlerden dolayr hizli ve ucuz metotlara
gereksinim duyulmaktadir. Saf hatlarin, zaman alict ve maliyetli, seleksiyon ve
melezlemeye dayali klasik metotlarla iiretilmesine alternatif olarak dihaploid (DH)
bitkileri elde etmede biyoteknolojik yaklasimlarla belirli tlirlerde homozigot hatlarin
tiretimini hizlandirmak miimkiin olmustur. Bu anlamda haploidi ¢alismalar1 1slah
calismalarinda kullanilan biyoteknolojik ¢alismalarin basinda gelmektedir. Ozellikle in
vitro haploid bitki elde etme yontemlerinden biri olan androgenesis, 1slah ¢calismalarinda
heterozigot materyallerden hizl1 bir sekilde homojen hatlar elde etmek ve geleneksel F;
hibritlerini iiretmek icin 1slahgilar tarafindan ¢ok sik kullanilmaktadir. Boylece 1slah
stiresi kisalmakta ve klasik 1slahta zaman alan veya goriilmesi miimkiin olmayan resesif

genlerin kontrol ettigi 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir.

Erkek gametten haploid bitki elde etme (androgenesis) yonteminden biri olan
mikrospor kiiltiirii, henliz olgunlagmasini tamamlamamis ve igerisinde birinci polen
mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlart bulunduran anterlerden, bu
mikrosporlarin izole edilerek in vitro kusullarda kiiltiire alinmasiyla yapilmaktadir.

Mikrospor kiiltiiri yoluyla edilen bitkiler normal kromozom sayisinin yarisina sahip



olmakta ve kolhisin uygulamasi ile kromozom sayilar1 iki katina ¢ikartilarak %100 saf
hatlar elde edilebilmektedir. Boylece kisa bir siirede elde edilen bu saf hatlar yeni

cesitlerin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir.

Mikrospor kiiltiir sistemlerindeki ilk hiicre boliinmesi, embriyo olusumu igin
gerekli olan diger hiicre boliinmelerinin baglangicini olusturmaktadir. Bu tiir boliinmeler
farkli hormon kombinasyonlari, ortamlar, katilastiricilar, 1iyilestirme faktorleri,
aminoasitler ve ortama eklenen diger maddelerden etkilenmektedir. Bu amacla
mikrospor kiiltiirliyle haploid embriyo olusumunu artirmak i¢in kullanilan yontemlerden
biriside ovaryum ko-kiiltiir yontemidir. Ovaryum ko-kiiltiir yontemiyle, mikrospor
kiiltiiriinde kiiltir ortaminda, diger ¢ogalabilen doku veya organlar, O6zellikler

ovaryumlari, kullanmanin dikkat ¢ekici avantajlar1 oldugu belirtilmistir.

Bu calisma ile ekonomik degeri yiiksek olan patlicanda mikrospor kiiltiirti
yoluyla haploid embriyo elde etmek i¢in uygun tomurcuk gelisme devresinin ve
mikrospor gelisme asamasinin ve optimum mikrospor izolasyon ydnteminin
belirlenmesine ilave olarak embriyo olusumunun uyarilmasi i¢in besin ortami bilesimi
ve yapisi iizerine bugday ve arpa gibi monokotiledon bitkilerde calisilmis ancak
dikotiledon bitkilerde son derece sinirli aragtirma bulunan ovaryum ko-kiiltiir
sisteminin, patlicanda mikrospor kiiltiirii {izerine etkisinin ortaya konmasi

amaclanmustir.

Bu caligmada gerekli olan patlican bitkileri Gento Tohumculuk Firmasina ait
seralarda, bugday bitkileri ise Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Anabilim Dali’na ait arazide ve Bahge Bitkileri Anabilim Dali’na ait serada saksilarda
yetistirilmistir. Mikrospor kiiltiirii asamasi1 ise Bahg¢e Bitkileri Anabilim Dali Doku

Kiiltiirti Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

Yiiksek lisans tezimde mikrospor kiiltiirii konusunda caligma firsat1 saglayan ve
calismamin bagindan sonuna kadar ilgi ve destegini esirgemeyen, en zor anlarimda beni
tesvik eden danisman hocam Sayin Prof. Dr. A. Naci ONUS’a ne kadar tesekkiir etsem

azdir.
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Santigrad derece
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miligram/litre
mililitre
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2.4-dikloro fenoksi asetik asit
Benzil amino purin

Kalsiyum nitrat tetrahidrat

Kobalt kloriir heptahidrat

Bakir siilfat pentahidrat

Double haploid

Filial Generation 1

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
Borik asit

Indol-3-asetik asit

Potasyum fosfat

Kinetin

Potasyum nitrat

Magnezyum siilfat hekzahidrat
Mangan siilfat tetrahidrat
Murashige ve Skoog kiiltiir ortami

Disodyum molibdat hidrat



NAA Naftalen asetik asit

NaFeEDTA..........  Sodyum demir EDTA

NH4NOs.............. Amonyum nitrat

NLN.................. Nitsch ve Nitsch (1967) tarafindan geligtirilen Lichter
(1981,1982) tarafindan modifiye edilen besin ortami1

ZnS04.7H,0.......: Cinko siilfat hekzahidrat
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1. GIRIS

Solanaceae tamilyasi diinyada oldugu kadar iilkemizde de en fazla yetistirilen
sebze tlirlerini igerisinde bulundurmaktadir. Bu familya yaklasik olarak 90 cins ve
3000-4000 tiirden olusmaktadir (Knapp vd 2004). Solanacea familyasina ait bir sebze
tirii olan Solanum melongena L. (2n=24) , eggplant, aubergine, guinea squash ve brinjal
olarak belli basli isimlerle yaygin olarak bilinen patlican bitkisi; diinyanin ¢esitli 1liman
ve tropik bolgelerinde yetisen ekonomik olarak oOnemli bir sebzedir. Anavatani
Hindistan olarak ifade edilmekle birlikte, Indo-Burma orijinli bir bitki olarak
tamimlanmaktadir. Ikinci derecedeki gen merkezinin de Cin oldugu yoniinde kayitlar

bulunmaktadir (Kalloo 1993).

Vural vd (2000) tarafindan bildirildigine gore; anavatani Giineydogu Asya olan
patlican, 6nce Araplar tarafindan Akdeniz havzasina getirilmis, oradan Ispanya’ya
gecmis, Turkler tarafindan da Balkanlar iizerinden Avrupa’ya yayilmistir. Patlicanin
Anadolu’ya 16. ylizyilhin sonlarinda ve 17. yiizyilin baslarinda girdigi Zhukowsky
tarafindan bildirilmistir. Patlicanin yenidiinyaya gegisi ise yine Ispanyollar vasitasiyla

miimkiin olmustur (Tungay 2007).

Solanum cinsine ait, ‘Eggplant’ adi altinda; iiziimsii meyve yapisinda etli
meyveleri bulunan, kiiltiirii yapilan veya yabani ¢ok sayidaki tiir anlasilmaktadir. Bu
bitkilerin meyveleri; acimsi tatlari, hafif tath veya keskin baharatli kokulariyla deger
tasimaktadir. Bu bitkilerin degisik kisimlar1 yemege tat veren bir c¢esni olarak
kullanilabildigi gibi, meyveleri taze olarak, pisirilerek veya kurutularak tiiketilmektedir.
Yapraklar1 eger dikensiz olursa hafif acilik 6zelligine sahip olduklarindan 1spanak gibi
pisirilir ve yenir. Sebze olarak tiiketiminin disinda, yiiksek alkaloid icermeleri nedeniyle
bu tiirler ¢ok Onceden dini torenlerde ve geleneksel tipta sifa kaynagi olarak da

kullanilmistir (Ellialtioglu 2012a).

S.melongena ¢ok genis bir fenotipik varyasyona sahip olmasiyla taninmakla
birlikte, yetistirildikleri cografi orijinlerine gére c¢ok belirgin farkliliklar
sergilemektedirler. Meyvelerinin agirligt birkag gramdan birkag kilograma kadar



degisebilmektedir. Meyve sekilleri ise, ovoid, globular, oblong, yari-uzun, uzun, ¢cok
uzun ve yilan gibi kivrilan bir sekilde (serpentine) olabilmektedir. Meyve rengi yesil,
benekli yesil, beyaz, pembe, pembeye doniik eflatun, eflatun, ¢izgili, mor veya siyah
olabilmekte ve meyveler olgunlastikca kahverengimsi sar1 veya parlak sar1 renge
donmektedir. Meyvenin goriiniisii (parlak veya mat), canak yapraklarin (kaliks) sertligi
ve bliylikliigii de varyasyon goriilen karakterlerdendir. Giineydogu Asya’da, yesil veya
hafif eflatun renkli kii¢clik meyvelere sahip olan primitif ¢ok sayida ¢esit bulunmaktadir.
Akdeniz havzasindaki patlicanlar olduk¢a gec¢ olgunlasan ve ¢ok kuvvetli bitkilere

sahip, meyveleri sert dokulu olan ¢esitlerden olugsmaktadir (Ellialtioglu 2012a).

Diinya patlican iiretim miktar1 yildan yila artis gostermistir. Diinya Patlican
tiretimindeki ilk 10 iilke neredeyse hi¢ degismemekle birlikte, Tiirkiye’nin patlican
tiretim miktarinda bir azalma goriilmektedir. Diinyadaki patlican {iretiminin biiyiik
kisminin Asya’ya ait oldugu; Tiirkiye’nin tek basmna tiim Avrupa iilkelerinin toplam
patlican iiretimine yakin bir degerde patlican tiretimi gergeklestirdigi goriilmektedir.
2010 yilina ait FAO istatistikleri incelendiginde Tiirkiye’nin 846,998 ton’luk iiretim
degeri ile diinyadaki patlican iireticisi iilkeler arasinda onemli bir yerinin oldugu
goriilmektedir. Ulkemiz, patlican iireticisi iilkeler arasinda Cin, Hindistan, Misir ve
[ran’da sonra iiretim degeriyle besinci sirada yer almaktadir (Anonim 2012) (Cizelge

1.1, Cizelge 1.2).



Cizelge 1.1. Tiirkiye ve diinya patlican iretimi (Anonim 2012)

Tiirkiye Diinya
Yillar Uretim (ton) Uretim (ton)
2000 924,000 27,401,959
2002 955,000 29,528,398
2004 900,000 31,184,457
2006 924,165 33,166,676
2008 813,686 39,805,363
2010 846,998 41,840,989

Cizelge 1.2. Patlican {ireticisi ilk on tilkenin yillara ve iiretim miktarina gore siralanigi

(Anonim 2012)
2000 2005 2010
Ulke Uretim (Mt) Ulke Uretim (Mt) Ulke Uretim (Mt)

Cin 13,780,708 Cin 17,025,102 Cin 24,501,936
Hindistan 8,120,000 Hindistan 8,600,800 Hindistan 10,563,000
Tiirkiye 924,000 Misir 1,000,000 Masir 1,229,790
Misir 708,840 Tiirkiye 930,000 Iran 888,500
Irak 529,000 Iran 781,968 Tiirkiye 846,998
Japonya 476,900 Irak 439,000 Endonezya | 482,305
Italya 357,031 Japonya 395,700 Irak 387,435
Iran 300,000 Italya 338,803 Japonya 330,100
Endonezya 270,748 Endonezya 333,328 Italya 302,551
Sudan 227,000 Filipinler 187,793 Filipinler 208,252




Ulkemizin hemen hemen biitiin bolgelerinde patlican yetistiriciligi yapilmakla
birlikte, agikta yazlik sebze olarak Karadeniz, I¢ ve Dogu Anadolu’nun bazi kesimleri
haricinde yetistirilmekte olup, kis ve bahar aylarinda da ortii alt1 tariminda yetistiriciligi
yapilmaktadir. Yogun olarak patlican iiretimi yapilan bolgeler Ege, Akdeniz,
Gilineydogu Anadolu ve Marmara bolgeleridir. Yetistirilen tirlinlin biiyiik bir bolimii i¢
pazarda taze olarak tiiketilmekte, az bir kismi ihra¢ edilmektedir. Ortiialt1 tarimi sdz
konusu oldugunda ise patlican, seralarda yetistirilen iirlinler siralamasinda domates,

hiyar ve biberden sonra dordiincii sirada yer almaktadir (Abak 1993).

Diinyada ve iilkemizde sebze iiretiminde {iistlin nitelikli ¢esitler yiiksek verimleri,
homojenlik ve meyve Kkaliteleri, erkencilikleri, bitki hastalik ve zararlarina
dayanikliliklari, depolama ve tasimaya uygunluklar1 gibi iistiin 6zellikleri nedeniyle
Oonemli bir endiistri haline gelmis ve iireticiler tarafindan vazgecilmez olmustur.
(Anonim 2010). Sebze lretiminde istiin nitelikli ¢esitlerin kullanilmasiyla birlikte
verim artiglarinin elde edilmesi, bitki 1slah1 ¢aligmalarinin biiyiik 6nem kazanmasina yol

acmustir.

Ulkemizde agikta ve serada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan ve dnem tasiyan
sebze tiirlerinden biri olan patlicanin; kalite ve verim yoniinden iyilestirilmesi, hastalik
ve zararlhlara dayanikli, erkenci, gelecekteki olasi tiiketim aligkanliklarina uygun ve
yiiksek kalite ve miktarda iiriin verebilecek c¢esitlerin elde edilmesi ve c¢evreden
kaynaklanan sicaklik, tuzluluk, kuraklik ve benzeri streslere dayanikli c¢esitlerin

gelistirilmesi 1slah ¢alismalarinin amagclarinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir.

Ulkemizde sebze sektdriiniin temelini olusturan tohum sektorii son 15 yilda
biiyiik gelisme gostermis, bir yandan yurt i¢i tohumluk iiretimini artirmak diger yandan
da yerli sebze tohumculugunun gelistirilmesi konusunda 6zel sektér 6nemli ¢alismalar
yapmustir. 1985’11 yillardan itibaren kurulmaya basglayan bazi tohum sirketlerinin
cabalar1 ile yerli sebze tohumu {iretimi azda olsa artis gdstermistir ve yapilan 1slah
calismalariyla genetik yonden listlin vasifli hibrit ¢esitler elde edilmistir. Ancak hibrit

cesitlerin gelistirilmelerinin zor ve maliyetli olmasi, yiliksek biyoteknolojinin 1slahta



kullanilmast ve siirekli degisen pazar istekleri nedeniyle sektdr kendini diinyadaki

rekabetci yapinin i¢cinde bulmustur (Anonim 2010).

Bu nedenle iilkemizde sebze tiirlerinde oldukg¢a gecikmis olarak baglayan ve
klasik yontemlerle uzun yillara ihtiya¢ duyan bitki 1slah1 ¢aligmalarinin hizlandirilmasi
gerekmektedir. Islah edilmis ve genellikle F; olarak iiretimde kullandigimiz cesitler
%100 saf hatlarin melezlenmesiyle elde edilir. Bitki 1slahinda kullanilan geleneksel
yolla, bu sekildeki ebeveyn kombinasyonunun elde edilmesinde amaclara uygun olarak
secilmis ebeveyn bitkiler arasinda yapilan melezlemelerle ise baslanmakta ve istenilen
karakter kuruluncaya kadar birgok generasyon kendileme ve melezleme islemleri
yapilmaktadir. Geleneksel 1slah yontemi her ne kadar pek ¢ok iiriinde uygulaniyorsa da

zaman ve kaynak kullanimi1 bakimindan dezavantajlara sahiptir (Boyaci 2001).

Seleksiyon ve melezlemeye dayali klasik 1slah metotlarinin kullanilmasiyla
istiin nitelikli ¢esitlerin elde edilmesinde yasanan baz1 kisitlamalar yaninda
biyoteknoloji alanindaki gelismeler ve bu tekniklerin dogrudan ve dolayli olarak 1slah
calismalarinda  kullanilmasi, yeni ¢esitlerin  gelistirilmesinde  biyoteknolojik
yontemlerden yararlanma imkani saglamistir. Bu anlamda haploidi ¢aligmalar1 bitki

1slahinda kullanilan biyoteknolojik yontemlerin basinda gelmektedir.

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklar1 bitki tiirlinlin gamet
hiicrelerinde bulunan kromozom sayisi kadar olan bitkilere haploid bitkiler adi
verilmektedir. Haploid bitki elde etme islemine haploidizasyon, haploid bir bitkinin
kromozom sayisinin (n) bazi kimyasal maddelerle katlanmasiyla, tiiriin normal
kromozom sayisina (2n) yeniden kavusturulmasi ve mutlak homozigot bitkilerin elde

edilmesi islemine ise dihaploidizasyon ad1 verilmektedir (Ellialtioglu vd 2001).

Haploid bitkiler kok, gévde, dal, yaprak, ¢igek ve bazi durumlarda meyveler de
vererek normal gelisim gosterirler. Ancak haploid bireyler morfolojik olarak
diploidlerin kii¢iiltiilmiis Ornekleri olup zayif, giicsiiz, bodur ve daha kiigiik yapili
bitkiler olup gelisimleri daha yavastir. Yapraklar1 dar ve kiiciik, gbvde ve dallarda

bogum aralan kisa iken, ¢igeklenme siiresi daha uzundur. Kiigiik ¢i¢ek acarlar ancak



sterildirler ve tohum baglamazlar. Polenleri kii¢iik, anormal sekilli ve i¢leri bos olup, bu

polenlere sahip anterler catlamaz. Plastid sayilar1 azdir. Ayrica stomalar1 daha kiiciiktiir

ve birim alanda daha fazla stoma tasirlar. Bununla birlikte, dominansi s6z konusu

olmadigindan haploid bitkiler genetik ag¢idan miikemmel deneysel materyallerdir

(Emiroglu 1982, Er 1992, Caglar ve Abak 1999, Ellialtioglu vd 2001). Bu 6zellikleriyle

normalde hicbir tarimsal deger tasimayan haploid bitkiler; bitki 1slahi, genetik, sitolojik,

fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal caligmalar i¢in son derece 6nemli ve degerli

materyallerdir.

“Haploid bitkilerin 1slah ¢aligmalarinda arastiricilara sagladigi avantajlart

Ellialtioglu vd (2001), asagidaki gibi gruplandirmislardir:

1.

Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam bir homozigotiyi ¢cok kisa
bir siirede elde etme olanagini sunmasidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla
genetik ve 1slah caligmalarini yapmak kolaylasmakta ve sonuca daha g¢abuk
ulasilabilmektedir. Yabanci ddllenen tiirelerde heterozigoti orani ¢ok yiiksek
oldugundan bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi i¢in 10-12 generasyon
boyunca kendilemeler yapmak gerekmekte; kendine dollenen tiirlerde bile ayni
amagla 5-7 generasyon kendileme islemine gereksinim duyulmaktadir.
Dihaploidizasyon yontemi devreye girdiginde homozigot hatlara bir

generasyonda ulagsmak olasidir.

Dioik tiirlerde veya kendileme depresyonu nedeniyle klasik yOntemlerle
homozigotiye ulagsmanin zor oldugu lahana ve c¢ilek gibi tiirlerde,

dihaploidizasyon yontemi kullanilarak bu sorun bir generasyonda ¢6ziilebilir,

Cok yillik meyve agaclar1 ve orman bitkileri gibi tohumdan ¢igeklenmeye kadar
oldukca uzun bir genclik kisirh§i olan tiirlerde de haploidizasyon Onem
kazanmaktadir. Bu tiirlerde kendilemeler miimkiin olsa bile, homozigotinin elde

edilmesi olduk¢a uzun bir siirede gerceklesmektedir.



10.

F, hibrit c¢esitlerin gelistirilmesinde homozigot hatlar arasinda iistiin
kombinasyon yetenegi verenlerin belirlenmesi yontemi kullanildigindan,
haploidinin hibrit ¢esit 1slahinda 6zel bir onemi bulunmaktadir. Dihaploid
bitkilerden elde edilen safhatlar F; hibrit c¢esit 1slahinda ebeveyn olarak

kullanilabilirler.

Kombinasyon 1slahinda da sonuca cok kisa siirede ulasmay1 saglayan haploidi
sayesinde, F; kademesindeki melez bitkilerden haploid ¢ekerek; farkl
genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte toplanmasi arzu edilen Gzelliklere

sahip bitkiler kazanmak miimkiindiir.

Haploidizasyon, resesif mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasinda bagvurulan en etkin
yontemdir. Haploid bitkilerde resesif genler, dominant genler tarafindan
ortillemeyeceginden, mutlak homozigotiye sahip olan dihaploid hatlarda genetik

acilimi izlemek basit bir islem haline gelmektedir.

Haploid bitkiler, somatik hibridizasyon isleminin diploid protoplastlara goére
daha kolay yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Ayrica iki haploid protoplastin
birlesmesinin sonucu “diploid” olacagindan; protoplast kiiltiirii kullanilarak
yapilan somatik hibridizasyon tekniginin bilinen dezavantajlarinin biiyiik bir

kism1 boylece ortadan kalkacaktir.

Haploidler ve bunlarin katlanmasi ile gelistirilen dihaploidler sitolojik, fizyolojik

ve genetik acidan 6nemli deneysel materyallerdir.

Islah etkinliginin artirilmasi, haploidizasyonun sagladigr en 6nemli avantajlar

arasindadir.

Yonca ve patates gibi tetraploidlerin bulundugu tiirlerde haploidizasyon, diploid
bitkilerin iiretiminde kullanilabilmektedir. Elde edilen diploidler ticari olarak

ilging olabilecegi gibi; bu yolla baz1 tetraploid iiriinlerde; yabani tiirler ile kiiltiir



cesitleri arasinda diploid seviyede melezleme yaparak kombinasyon yoluna

gidilebilmektedir.

11. Kendilemenin olanaksiz oldugu bazi dioik tiirlerde haploid uyartim1 ve bunu
takip eden kromozom katlamasiyla saf erkek bitkiler elde etmek miimkiindiir.
Kuskonmaz (Asparagus officinalis) bu uygulama icin iyi bir Ornektir.
Kuskonmaz bitkisinde, erkek bireyler disi bireylerden daha erkenci ve daha
yiiksek verimlilerdir. Disi (XX) ve erkek (XY) bitkiler melezlendiginde %50
disi, %50 erkek kuskonmaz bitkiler elde edilir. Erkek kuskonmazlarin
anterlerinden ¢ekilen haploidlere ( X ve Y) kromozom katlanmas1 sonucu siiper
erkek (YY) bitkiler elde edilir ve bunlar vegetatif olarak c¢ogaltilabilir. Disi
bitkiler (XX) siiper erkek bitkilerle melezlendiginde de sadece erkek bitkiler
(XY) olusur.

12. Haploid bitkiler, farkli patojenler ve patojenlerin fizyolojik irklarina karsi in
vitro seviyede secime olanak vermekte, hastaliklara dayanklilik ¢alismalarinda

zaman, yer ve maddi kazang saglamaktadir.

13. Dihaploid (DH) hatlarin giincel uygulamalarindan biri de gen haritalarinin
cikartilmasinda kullanimlaridir. DH hatlardan olusan bir populasyonda;
heterozigoti nedeniyle ortaya c¢ikan intermedier ekspresyonlara rastlanmaz. Bu
nedenle de fenotipik isaretleyicilerin (marker) tanimlanmasi ¢ok daha etkin
olabilmektedir. DH hatlarda herhangi bir gen, ister bitki isterse marker
seviyesinde olsun (genellikle RFLP ile belirlenmektedir); 1:1 oraninda
acilacaktir. Bu durum, 6zellikle poligenik olarak kontrol edilen bir karakterin

haritasi ¢ikartiliyorsa 6nem tasimakta ve kolaylik saglamaktadir.”

Bu c¢alismalarin etkin sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in yeterli miktarda ve kolayca
elde edilebilmeleri gereken haploidler 3 yolla meydana gelmektedir. Bunlardan ilki
dogada androgenesis, gynogenesis, semigami, polyembriyoni veya kromozom
eliminasyonu yollarindan birisi ile olusan spontan haploidlerdir (Sekil 1.1). Haploidlerin

dogada spontan olarak ortaya ¢ikma sikligi % 0.001-0.01 gibi ¢ok diisiik diizeyde olup



tiirlere ve hatta genotiplere gore degismektedir. Bir¢ok tiirde de spontan haploidi
olusumuna hi¢ rastlanmamaktadir. Bugiine kadar ancak 100 kadar tiirde spontan
haploidlere rastlanmistir. Pratik bir 1slah ¢alismasi planlandiginda bu spontan haploid
olusum orani ¢ok diislik diizeylerde kalmakta ve gereksinim duyulan haploid bitkilerin

elde edilmesi i¢in yetersiz olmaktadir (Berber 2009).

Uzak akrabalar arasi melezlemeler, tozlamanin geciktirilmesi, abortif veya
1sinlanmis  polenlerle tozlama, sicaklik soklari, degisik kimyasallar, hormon
uygulamalari, “X” veya “UV” 1smlar ile in situ uyartimla da haploid bitkiler elde
edilebilir (Sekil 1. 1).

Diger bir yontem ise in vitro uyartimla laboratuvar kosullarinda haploid bitki
elde edilmesidir. Haploid bitkilerin in vitro uyartimla elde edilmesinde kullanilan
baslangi¢c materyalleri gametlerdir. Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi icin iki
yontem bulunmaktadir: ya embriyo kesesindeki haploid yapidaki hiicrelerin —
cogunlukla yumurta hiicresinin- uyarilmasi sayesinde disi gametten; ya da polen
rejenerasyonu yoluyla erkek gametten in vitro kosullarda bitki olusumunu saglamaktir

(Ellialtioglu 2000) (Sekil 1. 1).
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Sekil 1.1. Haploid Bitki Uretim Yontemleri (Forster vd 2007).

Erkek gametten haploid bitki elde etme (androgenesis), heniiz olgunlagmasini
tamamlamamis ve igerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek c¢ekirdekli
mikrosporlar1 bulunduran anterlerin in vitro kosullarda kiiltiire alinmasiyla anter kiiltiirii
veya bu mikrosporlarin anterlerden izole edilerek in vitro kusullarda kiiltiire alinmasiyla
mikrospor kiiltiirii ile yapilmaktadir. Haploidi ¢alismalarinin baslangi¢c yillarinda

agirlikli olarak anter kiiltliri kullanilmis olmakla birlikte devam eden yillarda mikrospor
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kiiltiirii tercih edilen yontem haline gelmistir. Mikrospor kiiltiirii anter kiiltiiriine gore
daha karmagik bir teknik olmasina ragmen bir¢ok tiirde daha basarili sonuglar

verebilmektedir (Tuncer ve Yanmaz 2007).

Mikrospor kiiltiir teknigi anter kiiltiiriine gore daha karmasik olmasina ragmen
mikrospor kiiltiirii ¢esitli avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlar1 su sekilde siralamak

mumkindiir:

“1. Anter kiiltiiriinde, mikrosporlardan bagka anter ¢eperi, septum veya tapetum
gibi diploid yapiya sahip anter dokularindan da embriyo olusmasi durumuyla
karsilagilabilmektedir. Olusan diploid embriyolarin yasama kuvvetleri, her zaman
haploidlere oranla daha fazla olmakta ve haploid embriyolarla istenmeyen bir rekabete
girmektedirler. Mikrospor kiiltlirii yapilarak, diploid yapiya sahip anter dokular
ortamdan uzaklagtirilmakta ve bdylece dondr bitkinin yapisina sahip embriyo

regenerasyon olasilig1 tamamen ortadan kaldirilmaktadir.

2. Anter kiiltiirlinde mikrosporlar, besin ortamindaki maddeleri anter ¢eperinden
gectikten sonra alabilmektedir. Mikrospor kiiltiiriinde ise besin maddelerinin
mikrosporlara tasinmasinda engel olarak goriilebilecek anter ¢eperi uzaklastirildigindan,

mikrosporlarin besin ortamiyla dogrudan temasi saglanmis olmaktadir.

3. Anterde bulunan bazi engelleyici maddeler [absisik asit (ABA) veya toksik
maddeler], anter ¢eperiyle birlikte ortamdan uzaklastirilacagindan sorun olmaktan

¢ikmaktadirlar.
4. Tek bir mikrospordan dogrudan embriyoya doniisiim saglanabildiginden gen
transferi ¢aligmalart i¢in ¢ok uygun bir kiiltiir yontemidir. Agrobacterium araciligi ile

genetik transformasyon ¢aligsmalarinda 6nemli avantajlar saglamaktadir.

5. Biyotik veya abiyotik kokenli stres kosullarina dayaniklilik amaglandiginda in

vitro seleksiyon i¢in ¢ok uygun bir yontemdir.
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6. Mikrosporlar, mutasyon arastirmalar1 ve genetik manipiilasyonlar i¢in anterlere
gore daha uygun bir baslangic materyalidir. Ayrica diger bir lireme hiicresi olan

ovaryuma gore de sayisal bakimindan daha avantajlidir.

7. Kiiltiir kosullarinda embriyo olusumunu izlemek, anter kiiltiiriine gore daha

kolay olmaktadir.

8. Daha fazla sayida homojen materyal ile ¢alisma olanagi saglar ve sayisal olarak
haploid embriyo verimi, bazi tiirlerde anter kiiltiiriine oranla daha yiiksektir. Ornegin,
mikrospor kiiltiirii kolzada embriyo iiretimi bakimindan anter kiiltiirline gore ¢ok daha

verimlidir (Ellialtioglu vd 2001).”

Mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesine; genotip, dondr
bitkilerin biiyiime kosullart ve yasi, mikrsoporlarin gelisme donemi, ¢igek
tomurcuklarinin, anterlerin veya mikrosporlarin ¢esitli 6n uygulamalara tabi tutulmasi,
mikrosporlarin izolasyon yontemi, kiiltiir ortamimin besin komposizyonu, kiiltiir
ortaminda mikrospor yogunlugu, kiiltiir odasi kosullar1 basariy1 etkileyen onemli

faktorlerdendir.

Mikrospor kiiltiir sistemlerindeki ilk hiicre boliinmesi, embriyo olusumu igin
gerekli olan diger hiicre boliinmelerinin baglangicini olusturmaktadir. Bu tiir boliinmeler
farkli hormon kombinasyonlari, ortamlar, katilastiricilar, 1iyilestirme faktorleri,
aminoasitler ve ortama eklenen diger maddelerden etkilenmektedir (Patel vd 2004). Son
yillarda mikrospor kiiltiir ortamima ovaryum eklenerek (ovary co-culture) yapilan
calismalar oldukca basarili sonuglar vermistir. Dunwell (2010), mikrospor Kkiiltiir
ortaminda, diger cogalabilen doku veya organlari, 6zellikle ovaryumlari, kullanmanin
monokotiledon bitkilerde mikrospor embriyogenesisi artirmada dikkat ¢ekici avantajlar
oldugunu belirtmistir. Bu amacgla mikrospor kiiltiirityle haploid embriyo olusumunu
artirmak icin kullanilan yontemlerden biriside ko-kiiltiir yontemidir. Ovaryum ko-kiiltiir
yontemiyle kiiltiir ortamina ovaryumlarin eklenmesinin mikrospor kiiltiirii i¢in bir 6n

kosul oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir.

12



Bu ¢alisma ile ekonomik degeri yiiksek olan patlicanda mikrospor kiiltiirii yoluyla
haploid embriyo elde etmek i¢in besin ortami bilesimi ve yapisi {izerine bugday ve arpa
gibi monokotiledon bitkilerde ¢alisilmis ancak dikotiledon bitkilerde son derece sinirl
arastirma bulunan ovaryum ko-kiiltiir sisteminin etkisinin ortaya konmasi ve bunun
yaninda mikrospor kiiltiiriinde uygun tomurcuk gelisme devresi ve mikrospor gelisme

asamasinin ve optimum mikrospor izolasyon yonteminin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Androgenesis

Bitki 1slahi, belirli bir bitkisel materyalden iireme yetenegi olan ve daha iistiin
baz1 6zellikler tasiyan yeni bitki gruplar1 yaratmak amaciyla yapilan tiim islemleri i¢ine
alir. Doku kiiltiirii olarak adlandirilan in vitro yetistirme teknikleri, geleneksel 1slah
yontemlerinde karsilasilan sorunlarin bir kisminin ¢éziimiine olanak tanimakta, uzun
1slah siirecini kisaltmakta ve zaman tasarrufu saglamaktadir. Bitki doku kiiltiirleri
konusunda Diinya’da ki ilk caligmalar 19. ylizyilin sonunda baslamis ve 20. ylizyilin
yarisindan itibaren de tarimda uygulanabilir hale gelmistir (Abak 1988).

Pierik  (1987)’in bildirdigine gore, bitkilerdeki doku Kkiiltiiri caligmalarinin
temeli, ilk olarak Schwann ve Schleiden’in 1838 yilinda totipotensi teorisini One
stirmeleri ile atilmistir. Genel olarak bitkiler, hiicresel totipotensi i¢in olaganiistii bir
potansiyele sahiptir ve ¢ekirdegini muhafaza ettigi siirece herhangi farklilasmis bir bitki
hiicresi, embriyojenik sartlara donme ve tam olarak yeni bir bitki olusturma
yetenegindedir. Hiicresel totipotensinin en g¢arpict 6rneklerinden birisi androgenesisdir

(Ar12006).

Bitkilerin yasam dogiisii, sporofit (diploid) ve gametofit (haploid) nesillerin
birbirini izlemesiyle devam etmektedir. Sporofitler, erkek ve disi gametlerin dollenme
tirtintidiir ve her bir ebeveynden gelen bir set kromozom igerir ve genomik yapisi1 2n’dir.
Sporofitler mayoz boliinme ile haploid sporlart meydana getirirler. Bu sporlar mitozla
boliinerek cok hiicreli erkek ve disi haploid bitki doliinii, yani gametofitleri olusturur.
Gametofitler mitoz ve hiicresel farklilagsmasiyla gelisir ve gametleri iiretir (Forster vd

2007).

Androgenesisin temel esasi; haploid hiicre kaynaginin (mikrospor) varligina
dayanmaktadir. Temel prensip; normal kosullarda erkek gameti olusturacak olan
mikrospor hiicresinin gametofitik gelisimini durdurarak, c¢esitli uyartilar yardimiyla

embriyojenik modda gelismesini zorlamaktir (Ar1 2006).
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Normal polen gelisimi mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis olmak iizere
iki asamalidir. Mikrosporogenesis, mikrospor ana hiicresinin olusumu ve ardindan
mayoz boliinme sonucunda haploid mikrosporlarin olusmasiyla, mikrogametogenesis
ise mikrospordan c¢ekirdek ve hiicre boliinmeleri ile sperm hiicrelerinin olusumuyla

meydana gelmektedir (Emiroglu 1982).

Sunderland ve Dunwell (1977)’in bildirdigine gore, mikrosporogenesiste; anter
lokusu i¢indeki diploid bir mikrospor ana hiicresi, mikrospor tetradi olusturmak iizere
mayoza girer. Mikrospor ana hiicresine ait kalloz duvarinin dagilmasiyla tetrat sporlari
serbest hale gelir. Mikrogametogenesiste ise, her bir mikrosporun devam eden gelisimi
ile asimetrik boliinmeye (I. polen mitozu = I. haploid mitoz) giren hiicre icindeki tek
cekirdek, hiicrenin periferal yoniine dogru hareket eder. iki hiicreli polen taneciginin
olusumuyla sonuglanan bu bdliinme sayesinde her biri haploid ¢ekirdege sahip ve farkli
gorevlerden sorumlu kiigiik bir generatif hiicre ile biiyiik bir vejetatif hiicre meydana
gelir. 1. polen mitozundan hemen Oncesi ile hemen sonrasi arasindaki bir zaman
diliminde, mikrosporlar potansiyel gametofitik gelisimleri yoniinden kararsizdirlar.
Polen taneciginin bu kararsiz gelisim peryodu sirasinda uygulanacak cesitli stres
faktorleri gametofitik programi engelleyip, sporofitik genlerin ekspresyonunu
baslatabilir. Dolayisiyla, polen tanecikleri gametofitik moddan, sporofitik gelisim

moduna gecebilirler (Ar1 2006).
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Sekil 2.1. Mikrosporlarin in vivo ve in vitro kosullarda gosterdikleri alternatif yollar

(Coskun 2011).
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Bitki haploid arastirmalari, gametik kromozom sayisini (2n yerine n) tasiyan
gelismis bitkilerden kolhisin uygulamalariyla kromozom sayilarinin iki katina
cikarilmastyla sporofitlerin iiretilebileceginin kesfiyle baslamistir (Forster vd 2007). ilk
dogal sporofitik haploid Datura stramonium L.’de Bergner tarafindan 1921 yilinda
gbzlenmis ve Blakeslee vd (1922) tarafindan rapor edilmistir. Bitki 1slah1 ve genetik
aragtirmalarinda haploidlerin 6neminin anlasgilmasindan sonra spontan haploidlerin
sayis1 giderek biiylimiis ve cesitli tlirlerde nadiren meydana gelen haploidlerin se¢ilmis
orneklerinin bir listesi Dunwell (2010) tarafindan bildirilmistir. Ik dogal haploidlerin
tanimlanmasindan yaklasik 40 yil sonra Guha ve Maheshwari (1964) Datura innoxia’da
in vitro kosullarda olgunlagmamis anterlerden haploid bitki elde etmenin miimkiin
oldugunu kesfetmisler ve bu kesif ozellikle Solanaceae, Brassicaceae ve Gramineae
familyalarinda anter kiiltiirii i¢in daha fazla ve kapsamli arastirmalarin yolunu agmistir

(Germana 2011).

Maluszynski vd (2003), bildirdigine gore yaklasik olarak 250 iirtinde double
haploid bitki elde etmek iizere gelistirilmis protokoller ve yontemler bulunmaktadir. Bu
bitkiler arasinda agirlikli olarak bugday, arpa, celtik, kanola, tiitiin, misir gibi tek
yilliklar ve mandarin gibi ¢ok yilliklar bulunmaktadir. Giiniimiizde double haploid elde
edilmis tiirlerin sayis1 artmis olmakla birlikte tiitlin, arpa ve kanola gibi model tiirler
disinda DH elde edilme orani tiim tiir ve familyalar i¢in son derece diisiiktiir. Bu durum
ozellikle ekonomik ve agronomik onemi fazla olan Solanaceae familyasinda iizerinde
daha belirgindir. Diinyada yaygin olarak iiretilen, ekonomik onemi cok biiyiik olan ve
genellikle F; melez 1slah1 yontemleriyle istenilen oOzelliklerin kazandirildigi bu
familyaya ait tiirlerde, haploidiye yonelik arastirmalar agisindan yetersiz bir yaklasim
gozlenmekte ve DH teknoloji heniiz bu tiirlerin bazilar1 i¢in uygulanabilir degildir.
Haploidi tekniginin basaris1 genotip, dondr bitkilerin biiylime kosullart ve yasi, polen
tanesinin gelisme sathasi, cigek tomurcugu veya anterlerin 6n muameleye tabi
tutulmasi, kiiltiir ortaminin besin kompozisyonu, kiiltiir odas1 kosullari, kiiltiir kabinin
Ozellikleri, kiiltiire alinan mikrosporlarin sayisal yogunlugu, eksplantasyon ve anter

duvarinin aktivitesine bagl olarak degismektedir (Segui-Simarro vd 2011).
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Diinya tariminda Solanaceae familyasinin ekonomik yonden biiyiik Onemi
olmasma ragmen DH teknoloji bu familyaya ait sebze tiirleri i¢in heniiz etkili bir
sekilde uygulanamamaktadir. Solanaceae familyasina ait bes ana tiir arasinda ( biber,
tiitlin, patates, patlican ve domates) yalnizca tiitiinde yeterli ilerleme saglanmis ve
mikrospor embriyogenesis c¢alismalart i¢in model bir sistem olarak bu tiiriin
degerlendirilmesini saglanmistir. Su anda rutin olarak ve kabul edilebilen bir
verimlilikte DH iiretmek icin tiitiinde anter ve mikrospor Kkiiltiirii protokolleri
gelistirilmigtir. Patateste ise model bir sistem olarak kabul edilemese de anter ve
mikrospor kiiltiirtinden haploid indiiksiyonu mevcuttur. Bu bes tiirden geriye kalan
domates, biber ve patlican ise hala haploidi teknigi icin inat¢i tiirler olarak kabul
edilmekte ve tanimlanmaktadir. Bazi durumlarda bu tiirlerde DH bitkiler elde
edilmesine ragmen, sonuglar tiitiinde elde edilen verimlilikten hala uzaktir. Solanaceae
familyas1 igerisinde yer alan tiirler arasinda var olan belirli bir genetik yakinliga ragmen

haploidi agisindan tiirler arasinda oldukga fark bulunmaktadir (Segui-Simarro vd 2011).

Patlicanda haploid bitki {iretimiyle sonuglanan spontan partonogenez hic
bildirilmemistir. Androgenesisle ilgili olarak, patlicanda bazi genotiplerden anter
kiiltiirii yoluyla olumlu sonuclar elde edilmistir. Anter kiiltiiriinden bitki rejenerasyonu
elde edilen ilk rapor 1973’de Raina ve lyer tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra
Chinese Research Group Haploid Breeding (1978), Isouard vd (1979), Misra vd (1983),
Chambonnet (1988); Dumas de Vaulx and Chambonnet (1982) tarafindan yapilan
caligmalarda haploid ve DH bireylerin iiretimi rapor edilmistir (Rotino 1996). Ilk
rapordan neredeyse 40 y1l sonra, patlicanda anter kiiltiirii ¢aligmalar1 ¢esitli laboratuvar
ve Ozel sirketler tarafindan uygulanmistir ve su anda bazi gesitlerden ve somatik
hibritlerden saf DH ve dihaploid hatlar, anter Kkiiltiirinde Dumas de Vaulx ve
Chambonnet tarafindan yayinlanan protokoliin modifiye edilmis versiyonu esas alinarak
gelistirilmektedir. Patlicanda anter Kkiiltlirii tekniginin uygulanmasina ragmen, bu
method pratik kullanimi smirlayict bir takim engeller tasimaktadir. Bunlar, anter
dokularindan embriyo ve somatik kalluslarin olusumu, anter basina sadece birkag tane
mikrospordan elde edilen embriyo olusumuyla sinirli bir verimlilik elde edilmesi,
kontrol edilemeyen salgilarin polen kesesini saran tapetum tabakasina etkileriyle kiiltiir

kosullarina kontroliinii engellemesidir (Segui’-Simarro vd 2011). Patlican kalin anter
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duvarlarinin bulunmasi biiyiime diizenleyicilerininde igerisinde bulundugu besi ortami
iceriklerinin anter lokusuna gecisine engel olmakta ve embriyo olusturabilcek
mikrospor oranini diisiirmektedir. Ayrica anter kiiltiiriinde anter duvar tarafindan ¢evrili
polen kesesi i¢inde olusan mikrospor embriyogenesisin ilk asamasiin g¢alisilmasin
engellemektedir. Tiim bu smirlamalar mikrosporlarin direk izolasyonu ve kiiltiire
alinmasiyla asilabilmektedir. Kolza, tiitiin ve arpada iyi kurulmus bir protokolle izole
edilmis mikrospor kiiltiirii ile bir anterden izole edilen mikrosporlardan yiizlerce
embriyo elde etmek miimkiindiir. Bu teknigin bir¢ok avantajina ragmen, patlicanda

mikrospor kiiltiiriiyle ilgili cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Collonnier vd 2001).

Anter kiiltiirii  yoluyla mikrosporlardan androgenetik  rejenerasyonun
uyartilmasinda mikrospor kiiltiiriine gore bircok dezavantaji bulunmaktadir. Bunlardan
en belirgini; Sekil 2.2’de de goriildiigl gibi anter duvar1 ya da kiiltiire alma esnasinda
anterden uzaklastirilmamis filament parcalar1 gibi somatik dokularin tek basina ya da
mikrospor kaynakli kallusla birlikte rejenere olmasidir. Boyle bir durumda ya somatik
kallus hizla geliserek mikrospor kaynakli haploid kallus gelisimini ve rejenerasyonunu
engeller ve sonucta sadece somatik dokudan rejenerasyon meydana gelir ya da haploid
ve somatik kallus birlikte rejenere olur ve miksaploid rejenerantlar ortaya ¢ikabilir (Bal

2002).
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Sekil 2.2. Anter kiiltiiriinde farkli in vitro gelisim alternatiflerini gosteren diyagram (Segui-

Simarro ve Nuez 2007).

Mikrospor kiiltiirii yoluyla bu sekilde haploid bitkilerin elde edilmesinde bir¢ok
faktor etkilidir. Mikrospor kiiltiiriinden elde edilecek basariy1 etkileyen faktorlerin bir
boliimii genetik olup, mikrosporlarin alindig1 dondér bitkilerin genotipine baghdir. Diger
bir boliimii ise, mikrospor kiiltiirii tekniginin uygulanmasi sirasindaki ¢evre kosullariyla
iligkilidir (Coskun 2011). Genotip, donor bitkilerin biiylime kosullar1 ve yasi,
mikrsoporlarin gelisme donemi, ¢icek tomurcuklarinin, anterlerin veya mikrosporlarin
cesitli 6n uygulamalara tabi tutulmasi, mikrosporlarin izolasyon yontemi, kiiltiir
ortaminin besin komposizyonu, kiiltiir ortaminda mikrospor yogunlugu, kiiltlir odasi

kosullar1 basarty1 etkileyen 6nemli faktorlerdendir.

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), androgenik bitkiler iiretmek ve patlican
1slah programlarinda DH hatlarin basarili bir sekilde entegrasyonunu saglamak igin
giivenilir bir protokol olusturmuslardir. Bu metoda gore, uygun biiylime hormonlari

eklenen baslangic C ortamina alinan anterler kiiltiiriin ilk sekiz giiniinde 35°C* de
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karanlikta bekletilmiglerdir. Daha sonra petri kaplart 25°C° de 16 h aydmnlikta
bekletilmistir. Bundan 13 giin sonra anterler R farklilastirma ortamina transfer
edilmistir. Embriyolar kiiltiir baslangicindan 1 ay sonra anterlerden goriiniir hale
gelmistir ve embriyo iiretimi 3-4 ay slrmiistiir. Gelisimlerinin devami i¢in 4-6 mm
uzunlugunda iyi gelisen embriyolar hormon icermeyen V3 ortaminda kiiltiire alinmistir.
Buradan elde edilen bitkicikler, in vitro kosullarda kolaylikla ¢ogaltilmis veya topraga
transfer edilmistir (Rotino 1996).

Karakullukcu ve Abak (1992a), dort degisik patlican genotipini kullanarak, bu
genotiplerin anter kiiltiirline verdikleri yanitlar1 incelemistir. Denemede Halep Karasi,
Adana Topagi, Birecik Yerlisi, Black Beauty c¢esitleri kullanilmistir. Anter kiiltiirii i¢in
en uygun mikrospor gelisme donemi olarak, daha 6nceki ¢alismalarinda belirledikleri 1.
polen mitozundan hemen sonraki mikrsporlari igeren anterleri kiiltiire almislardir. Besin
ortam1 olarak Chambonet (1985) tarafindan 6nerilen ortami kullanilmig ve ortama 5’er
mg/l kinetin ve 2,4D ile %12 oraninda sakaroz ilave etmislerdir. Kiiltiire aldiklar
anterleri ilk 8 giin karanlikta 35°C’de ve daha sonra 12. giine kadar 25°C’de beklettikten
sonra transfer ortamina sasirtarak 25°C’deki iklim odasinda inkiibe etmislerdir. Ayni
besin ortamlarinda kiiltiire aldiklar1 farkli ¢esitlere ait anterler; kallus olusumu, gelisme
orant ve embriyo olusturma ile embriyolarin bitkiye doniisimi bakimindan
incelenmistir. Yerli genotiplerden Halep Karasi, anter kiiltiiriinde oldukca 1yi
performans gostermistir. Bu ¢esitten % 7.8 oraninda embriyo ve % 4.4 oraninda haploid
bitki elde etmislerdir. Denemede yer alan diger ¢esitlerin anterlerinden % 12.8 ile %
22.9 arasindaki oranlarda gelisme saptandigini, ancak bu anterlerden embriyo ve ya
embriyo benzeri bir farklilasma olmadig yalnizca kallus dokusunun gelistigini
bildirmiglerdir. Boylece patlicanda anter kiiltiirlinde genotipler arasinda androgenesise

verilen yanit bakimindan farklilik bulundugunu gézlemlemislerdir.

Karakulluk¢u ve Abak (1992b), patlicanda anter kiiltiiriin yaptiklar1 ¢alismada,
farkli sicaklik soklarinin etkilerini arastirmislar ve bu uygulamanin anter kiiltiiriinde
basariy1 etkileyen faktorler arasinda yer aldigini belirtmislerdir. Chambonet tarafindan
Onerilen besin ortamlarinda, uygun asamadaki anterleri izole ederek kiiltiire almiglardir.

Arastirmada, kiiltiire alinan anterlerin bir kismini 25°C’ye, digerlerini ise 30 °C’ye veya
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35 °C’ye ayarlanan karanlik etiivlere koymuslar ve bu sicakliklarda 4 ya da 8 giin
stireyle bekletmislerdir. Tiim ¢esitlerde sicaklik derecesi ve siiresi arttikca anter gelisme
oranlarinin da artig1, 35 °C’de karanlikta 8 giin siire ile tutulan anterlerdeki gelisme
oraninin diger uygulamalara gore en yiiksek degerleri verdigi bildirilmistir. Ayrica
Nisan ve Haziran aylarinda yaptiklar1 ¢aligmada diger bir sonug¢ olarak da, verici
bitkilerin yetistirilme kosullarinin anter kiiltiirii lizerinde etkili oldugu saptanmistir.
Aragtiricilar, patlicanda kisa giin ve diisiik sicaklik kosullarinda yetistirilen bitkilerden
alinan anterlerin hem gelisme oranlarini yaz periyodunda yetistirilenlerden daha diisiik

bulduklarin1 hem de embriyo elde edemediklerini belirtmislerdir.

Matsubara vd (1992), anter kiiltiirli yontemi ile patlican ve biber de polen embriyo
ve kallus olusumunu arastirdiklar1 ¢alismalarinda patlican ¢esidi olarak Wase Shinkura,
biber cesidi olarak C. Wonder ¢esidini kullanmiglardir. Her iki tiirde de tek ¢ekirdekli
asamada mikrosporlar1  igeren anterleri kiiltiire alan arastiricilar, farklh
konsantrasyonlarda 2,4D ve KIN MS temel besin ortamlarin1 kullanmiglardir.
Patlicanda yaptiklar1 anter kiiltiirii ¢alismalarinda, 5°C, 35°C ve ilk olarak 5°C daha
sonra 35°C sicakliklar1 24 ve 48 saatlik siirelerde uygulamiglar ve ardindan da 25°C’de
bekletmislerdir. Patlicanda genel olarak 35°C’de 24 saat bekletilen uygulamada %4.9 ile
en yiiksek orani saptamislardir. En yiiksek embriyo oranini 0.1 mg/l 2,4D ve 0.1 mg/l
KIN igeren ortamda elde etmislerdir. Patlicandan elde edilen embriyolarin kallusdan
gelisen embriyolar oldugunu, kok ucu kromozom sayimi ile bunlarin 35 tanesinin

haploid digerlerinin diploid ve andploid olduklarini belirlemislerdir.

Karakullukcu ve Abak (1993a)’in patlicanda uygun tomurcuk asamasini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢calismada, 4 farkli ¢esidin, 8 farkl biiytikliik ve gelisme
devresindeki anterler ile sitolojik incelemeler yapmislardir. En elverigli gelisme donemi
olan birinci polen mitozundan hemen 6nceki devrede, tomurcuklarda ta¢ yapraklarin
seviyesinin canak yapraklarin birlesme noktasinda bulundugu, anter renginin ise
yesilden yesilimsi sar1 renge doniistiigii saptanmistir. Bu devrede tomurcuk
uzunluklarinin gesitlere bagl olarak 22.4-24.7 mm, tomurcuk c¢aplarinin ise 10.8-12.5
mm oldugu belirlenmistir. Bu denemede belirlenen tomurcuk biiytikligli esas alinarak

yapilan caligmada kullanilan 4 cesitten sadece Baluori F; ¢esidinden embriyo ve
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bitkicikler elde edildigi rapor edilmistir. Arastiricilar bu ¢aligmada tomurcuk biiytikliigi
ve morfolojik goriinlim yaninda anter renginin de elverisli donemin belirlenmesinde
onemli bir kriter oldugunu ifade etmislerdir. In vitro kiiltiire alindiginda hacimce
genisleyip gelisme goOsteren anterlerin, yesilimsi sar1 renkte olduklari; yesil renkli
anterlerin erken, sar1 ve koyu sari renkteki anterlerin ise ge¢ donemde bulunduklar

belirlenmistir.

Karakullukcu ve Abak (1993b)’in uygun tomurcuk asamasii belirledikleri
calismalarinin devami olan aragtirmada, seker ve biiylime diizenleyicilerinin etkileri
aragtirtlmistir.  Arastiricilar ik 12 glin  boyunca %12 sakkaroz uygulamasinin
digerlerinden daha iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Aktif karbonun embriyo
olusumuna olumlu bir etkisinin gozlenmedigi c¢alismada, kinetin + 24-D
kombinasyonlarinin, diger hormon kombinasyonlarmma goére daha iyi cevap verdigi
belirtilmistir. Caligmanin degisik asamalarinda 5 mg/l kinetin+ 5 mg/l 2.4D ve %12
sakkaroz kullanilan ortamlarda %12.1 (Baluroi F; cv.), %1.5 (Kemer cv.) ve %3.8
(Halep Karasi cv.) oranlarinda embriyo elde edildigi bildirilmistir. Ayrica arastiricilar,
direk embriyogenesis sonucu embriyolarin meydana geldigi anterlerde kallus
olusmadigin1 g6z oOniine alarak kallus olusumunun direk embriyogenesisi engelledigi
sonucuna varmislardir. Ik dikim ortaminda sitokinin veya oksin miktarmin tek yonlii
olarak artmasinin kallus olusum oranim arttirdigi, dengede olmalar1 halinde kalluslarin

nispeten daha az olustugu gozlenmistir.

Miyoshi (1996), 3 farkli F; pathican ¢esidi kullanarak yaptigi ¢aligmada,
patlicanda izole edilen mikrosporlarin ab initio kiiltiirlerinden morfojenik kalluslar elde
edildigini rapor etmistir. Ta¢ yapraklar yesilimsi beyaz ve canak yapraklardan daha
kisa olan ve sarimsi1 beyaz anterleri igeren tomurcuklar toplanmis ve bunlarin erken ¢ift
cekirdekli ve ge¢ tek g¢ekirdekli mikrosporlarin karisik bir populasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Bu anterlerden izole edilen mikrosporlar 25- 35°C’de karanlikta 0-6 giin
inkiibe edilmistir. Kallus indiiksiyonunda baslangi¢ kiltiir periyodunda yiiksek
sicaklikta sukroz acliginin etkisini arastirmak i¢in izole edilen mikrosporlarin yarisi
25°C ve 35°C’de distile suda kiiltiire alinirken, diger yaris1 25°C ve 35°C’de %2 sukroz

iceren NLN ortaminda kiiltire alimmistir. Yiiksek sicaklik ve sukroz agligi
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uygulamalarinin birlikte uygulanmasinin (35°’de 3 giin) izole edilen mikrosporlarda
kallus olusumu i¢in vazgeg¢ilmez oldugu bildirmistir. Mikrosporlar %2 sakkaroz ve 0.5
mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren NLN ortaminda karanlikta yeniden kiiltiire alinmistir.
Bundan 4 hafta sonra mikrosporlardan elde edilen kiiciik kalluslar 4 mg/l zeatin ve 0.2
mg/l TAA iceren MS ortamina siirgiin rejenerasyonu i¢in transfer edeilmis ve ploidy
seviyesini belirlemede 12 tane rastgele se¢ilmis rejenerantlardan kok uclarinda
kromozom sayimi ile belirlenmistir. Rejenerantlardan sadece birinin haploid, 7 tanesi

diploid, 3 tanesi triploid ve bir tanesinin tetraploid oldugunu belirlemislerdir.

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2000), Kemer patlican ¢esidinde tomurcuklara
uygulanan soguk soku ve besin ortamina katilan aktif komdiiriin, anterlerdeki igsel
absisik asit (ABA) miktari iizerine etkilerini inceledikleri ¢alismada; uygulanan soguk
soklar1 (+ 4°C de 80 saat ve + 9°C de 9 giin) ve aktif komiiriin (% 0.1, 1 ve 2), patlican
anterlerindeki ABA miktarin1 azaltirken, embriyogenesise olumlu etki yapmadigini ve
embriyolarin sadece kontrol ortamlarindan elde edildigini rapor etmislerdir. Ayrica,
anterlerdeki ABA miktarinin az veya ¢ok olmasinin anter kiiltiiriindeki basar1 lizerinde

tek basina etkili bir faktdr olmadig da ifade edilmistir.

Alpsoy ve Seniz (2007)’in, yaptiklar1 g¢alisma 1994-1999 yillar1 arasinda
yiiriitilmiis olup, arastirmada 8 hibrit ¢esit (Baluroi, Barbentane, Bellissima, Ancha,
Leila, Mileda, Munica ve Purpurea), 6 standart g¢esit (Pala, Kemer, Adana, Topan,
Manisa ve Aydin Siyahi) ve yerli bir populasyon olan Urfa Yerlisi olmak iizere
toplamda 15 patlican genotipi materyal olarak kullanilmistir. Dondr bitkilerin fideleri
gelisme periyoduna bagli kalinarak ya tarlaya ya da seraya dikilmis olup, tek cekirdekli
mikrosporlari igeren anterlere sahip ¢igek tomurcuklari dikim zamanina bagli olarak
farkli donemlerde toplanmistir. 1994 ve 1996 yillarinda %3 sakkaroz ve farkli
konsantrasyonlardaki biiylime diizenleyicileri ilave edilmis MS ortami, 1996 ve 1998
yillarinda %12 sakkaroz ile 4 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin iceren MS ortami1 kullanilmig
olup, C ortam1 ise %12 sakkaroz ve 5 mg/l 2,4D ve 5 mg/l kinetin icermektedir.
Transfer ortami olarak 0.1 mg/l kinetin ve %12 sakkaroz igeren R ortami1 kullanilmistir.
Tiim ortamlara %0.7 agar ilave edilmis olup pH 5.7 olarak ayarlanmistir. Kiiltiire alinan

anterler, 1994 ve 1995 yillarinda direkt olarak 25°C ve 16 h giin uzunlugunda inkiibe
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edilirken, 1996 ve 1998 yillarinda 35°C’de 8 giin bekletildikten sonra 25°C ve 16h giin
uzunluguna transfer edilmistir. Anterler 4 giin daha ayn1 ortamlarda bekletildikten sonra
12. glinde ayn1 sicaklik ve giin uzunlugunda R transfer ortamina aktarilmistir. 1994,
1995, 1996 ve 1998 yillarinda yapilan denemelerde 15 genotip i¢inde yalnizca 5
(Kemer, Urfa Yerlisi, Adana, Barbentane ve Leila) tanesinden haploid embriyo ve
bitkicik elde edilmistir. 1994 yilinda ortalama kallus olusum oran1 %30 olmasina karsin,
haploid embriyo olusumuna rastlanilmamistir. 1995 yilindaki denemelerde Pala, Kemer,
Topan ve Aydin Siyahi c¢esitleri kullanilmis olup, 4 farkli biiylime hormonu
kombinasyonu kullanilarak sirasiyla kallus olusum oran1 15.15, 20.00, 24.00 ve 26.42 %
olarak belirlenmistir. Calismada haploid embriyolar ve bitkicikler anterlerin ilk sekiz
glin karanlikta 35°C de bekletildigi 1996 ve 1998 yillarinda elde edilmistir. 1996 ve
1998 yillarinda yapilan ¢alismalarda hem 4 mg/l NAA ile 1mg/I kinetin ilave edilen MS
ortam1 hem de 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin ilave edilen C ortami kullanilmistir. 1996
da Kemer, Baluroi ve Urfa yerlisi kullanilmis olup kallus olusum oranlar1 %5.56 ve
%49.98 arasinda degismistir. Ayrica Kemer cesidi ve Urfa yerlisi populasyonunda
haploid embriyo ve bitkicik elde edilmistir. Kemer ¢esidin de, embriyolarin C ve MS
ortamlarinda olusum orani sirasiyla %3.67 ve 2.05, Urfa yerlisinde ise 4.91 vel.84
olarak belirtilmistir. 1998 kurulan denemelerde de embriyolar elde edilmis olup, Adana
cesidinde MS ortaminda %1.58, Barbentane ¢esidinde C ve MS ortamlarinda sirasiyla
%2.72 ve 2.63, Leila ¢esidinde ise C ortaminda 2.43% olarak belirtilmistir. Sonucta bu

embriyolardan bitkicik eldesi gerceklestirilmistir.

Bal vd (2009) tiitiinde mikrospor embriyogenezisi baslatmak i¢in kullanilan
protokolii modifiye ederek patlicanda test etmislerdir. Tiitiinde, tek cekirdekli
mikrosporlar 33°C’de mannitol igeren B ortaminda 6 giin kiiltiire alinarak stres
uygulamalarina maruz birakilmistir. Mikrosporlar, sonra daha da gelismeleri i¢in maltoz
iceren AT3 ortamina transfer edilmistir. Burada yapilan denemelerde Bambino patlican
cesidinde ge¢ tek cekirdekli ve cift ¢ekirdekli mikrosporlar B ortaminda 6n kiiltiire
alinmis ve ardindan sirastyla +4°C, 25°C ve 33°C’de iki giin boyunca inkiibe
edilmislerdir. On uygulamadan sonra, mikrosporlar 0.25 M maltoz igeren AT3 ortamina
transfer edilmis ve 25°C karanlikta bekletilmistir. Simetrik boliinme ve ¢ok ¢ekirdekli

yapilarin varhig bir ve iki hafta sonra ¢ekirdek boyasi DAPI ile kontrol edilmistir.
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Cekirdeklerde simetrik boliinme ve ¢ok ¢ekirdekli yapilar yalnizca 32°C’de 2 giin 6n
uygulama yapilan ¢ekirdekli mikrosporlarda gozlemlenmistir. Bu kosullar altinda ¢ok
cekirdekli yapilarin siklig1 % 19.4 olarak tespit edilmistir. Patlicanda simetrik bdliinme
ve ¢ok cekirdekli yapilarin olusumunda modifiye edilmis tiitiin protokoliiniin etkili
oldugunu belirlenmistir. Bu patlicanda tiitiin sisteminin tamamiyla uyum i¢in bir temel

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigstir.

Basay vd (2010) yaptiklar1 calismada; yaz doneminde Yalova kosullarinda
serada yetistirilen Topan-374, Aydin Siyahi, Halep Karasi yerli patlican cesitleri ile
Teorem F, Bonica F, Munica F; hibritleri ve ayrica S. torvum ile S. sodomeum yabani
tiirlerinden temin edilen uygun asamadaki tomurcuklara anter kiiltiirii uygulamislardir.
Dumas de Valux ve ark. (1982)’nin 6nerdigi C (callus) ve R (regeneration) ortam
bilesimleri denemelerde kullanilan besin ortami olmustur. Anterler, inkiibasyon igin
Karakullukcu (1991)’ya gore once 35°C’deki etiivde ilk 8 giin boyunca karanlikta
tutularak, daha sonra ise 25°C sicaklik ve 16 saat glin uzunluguna ayarlanmis iklim
dolabina alinmiglardir. Bu ortamda 4 giin daha bekletilen anterler, 12. giinden sonra
transfer (R) ortamina aktarilmislardir. Anterler bundan sonra iklim dolabinda 25°C
sicaklik ve 16 saat glin uzunlugunda gelismeye birakilmiglardir. Anterler, kiiltiir
ortaminda gelismeye birakildiklarinda, gelisme olarak kabul edilen olgu; anterlerin
kiiltlir ortamina alindiktan sonra siserek farklilasmalari veya bozulma, kuruma
olmaksizin canliliklarini siirdiirmeleridir. Kuruyan, biiziisen ve kararan anterler ise
gelismeyen anterler olarak nitelendirilmistir. Bu baglamda en diisiik anter gelisimi %
38.4 orani ile S.sodomeum yabani tiiriinde tespit edilirken, en yliksek anter gelisim orani
% 91.4 ile Bonica F; ¢esidinde belirlenmistir. Dikim yapilan ¢esitler ve tiirlerde belli
miktarlarda kallus olusumu goriilmiistiir, en diisiik kallus olusumu % 10.6 orani ile
S.torvum yabani tiiriinde, en yiiksek kallus olusum orani ise % 30.8 ile Teorem F;
cesidinde izlenmistir. Anter kiiltlirlinde dogrudan embriyo olusumu gerceklesebildigi
gibi bazen kallus olusumunun ardindan embriyo olusumu da meydana gelebilmektedir.
Teorem F; ¢esidi ile S. torvum ve S. sodemeum yabani tiirlerinde kallus olusumunun
ardindan embriyo olusumu saglanamamistir. Denemede en diisiikk embriyo olusumu
%]1.25 orani ile Aydin Siyahi ¢esidinden, en yiiksek embriyo olusumu % 14.2 orani ile
Bonica F; ¢esidinden elde edilmistir. Bonica F; ¢esidi %14.29 oraninda bitki
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olusumuyla en yiiksek performansi gostermistir. Bu c¢alismada ayrica; Ankara
kosullarinda onceki yillarda ¢ok sayida denemede yer alan ve embriyo olusumu hig
saglanamamis olan Aydin Siyahi ¢esidinden Yalova ekolojisinde %1.25 oraninda da
olsa ilk kez haploid bitki elde edilmis olmasi; genotip etkisinin yani sira dondr bitkinin
yetisme kosullarinin, anter kiiltiirinden alinan sonucu etkileyen onemli bir faktor

oldugunu gostermis olmasidir.

Ellialtioglu vd (2012b), bitkisel materyal olarak Kemer ve Aydin Siyahi patlican
cesitlerini kullanarak yaptiklar1 calismada, farkli donemlerde yetistirilen bitkilerden
aliman anterleri kiiltiire almislar ve aym1 zamanda mikrosporlarida yapisal olarak
incelemislerdir. Bu cesitlerde S-polen varligi ile haploid embriyo olusumu arasindaki
iliskiyi incelemislerdir. Anter dikimi tamamlanan petri kutulari karanlikta 35°C’de
yiiksek sicaklik sokuna tabi tutulmus, 8 giin bu kosullarda bekletildikten sonra 12.
giiniin sonunda kadar 25°C’de sicaklik ve 16 saatlik fotoperiyodik diizene ayarlanmis
iklim odasina alinmislardir. “DDV-C” ortami iizerinde 12 giinliik siiresini tamamlayan
anterler sasirtma ortami olan “DDV-R” ortamina transfer edilmis, bu kiiltiirler 3 ay
boyunca 25°C sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik diizende inkiibe edilmislerdir.
Ayrica anter kiiltliri i¢in tomurcuklarin toplandig1 giinlerde eszamanli olarak anthesis
donemindeki ¢iceklerden olgun polenler toplanmig ve bunlar S polen sayimi i¢in %2’lik
asetokarmin ile boyanmistir. Boyanan polenler acik ve koyu renkte olma durumuna
gore S poleni veya G poleni olarak nitelendirilmistir. ilk kez yaz periyodunda Ankara
kosullarinda agik arazide, bir kez de sonbahar doneminde isitilmayan cam serada
yetistirilen patlican bitkilerinden alinan anterler kullanilarak yapilan anter kiiltiirii
denemelerinde sadece Kemer ¢esidinde in vitro haploid embriyo olusumu elde
edilebilmistir. Aydin Siyahi patlican c¢esidinde embriyo olusumu saglanamamuistir.
Kemer c¢esidinde ise sadece yaz periyodunda yetistirilen bitkiler kullanildiginda farkli
iki yil % 6.6 ve % 4.5 oranlarinda embriyo olusumu elde edilmistir. Aydin Siyahi
patlican ¢esidinin, Kemer cesidine gore daha fazla S poleni bulundurdugu goriilmiistiir.
Ancak S polen varlig1 daha az bulunan Kemer ¢esidinde haploid embriyo olusturma
oran1 daha yiiksek bulunmustur. Boylece, S poleni frekansinin yiiksek olmasinin

embriyo veriminin artiritlmasi i¢in yeterli olmayabilecegi belirtilmistir.
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2.2. Ovaryum Ko-kiiltiir

Kohler ve Wenzel (1985), arpada mikrospor Kkiiltiir ortaminda ovaryumlarin
belirli bir siire tutulmasinin, kallus olusumu ve rejenerasyon iizerine olan etkisini
incelemisler ve ortamda 10 adet ovaryumun 7 giin siireyle bulundurulmasinin
mikrospor embriyogenesis iizerine olumlu etkilerini bildirmislerdir. Arastirmacilara
gore, ovaryum ko-kiiltiir esnasinda biiylimeyi uyarici bilesikler ortama salinmis ve
salgilanan bu maddeler mikrosporlarda boliinme, kallustan rejenerasyon ve bitki
olusumunu tesvik etmistir. Kiiltlir ortaminda bulunan ve ovaryumdan salgilandig1 kabul
edilen faktorler incelendiginde diisilk molekiil agirlikli ve biyolojik ozellikleri

dolayisiyla bunlarin hormonal 6zellikte olabilecegi ifade edilmistir.

Ovaryumlarin kimyasal etkisi tam olarak bilinmemesine karsin, Hu ve Kasha
(1997) ovaryumlardan fenil asetik asit (PAA) veya onun analoglar1 gibi bir oksinin
salgilandigin1 bildirmistir. Fenil asetik asitin (PAA) oksin benzeri aktivitesi ilk olarak
Haagen-Smit ve Went (1935) ve Zimmerman ve Wilcoxon (1935) tarafindan 1930’larin
ortalarinda tanimlanmigstir. PAA, IAA ile ayni biyolojik etkiyi gostermis fakat [AA ya
gore cok daha yiiksek konsantrasyonlarda aktif oldugu goriilmiistir. Wigthman ve
Lighty (1982) ayrica alt1 farkli bitkiden alinan bitki 6ziitlerinde PAA’i belirlemis ve
yabani yulaf koleoptil analizinde PAA’in oksin aktivitesini gostermislerdir. Incelenen
bitkilerde PAA, TAA dan 4-6 kez daha fazla konsantrasyonda meydana gelmis olup,
PAA’ nmin morforegulator etkisinin oldugu bildirilmistir. Ayrica enzimatik aktivite ve
ifadedeki etkileri arastirilmis ve yapilan ¢aligmalarda PAA’ in oksinlerin taginmasini
diizenlemede rol oynadig1 da ispatlanmistir. Leuba ve ark. (1989)’da PAA nin doku

kiiltlirii ortaminda stabil oldugunu bildirmislerdir (Leuba ve LeTourneau 1990).

Hu ve Kasha (1997), bugdaya mikrospor kiiltiiriinde; ovaryum ilave edilen
ortamlarin, ilave edilmemis ortamlara gére embriyogenesisi arttirdigini1 belirtmislerdir.
Denemelerde ‘Chris’, ‘Sinton’, ‘Marquis’, ‘Veery’S’ ve ‘Ciano’ olmak {iizere bes farkl
yazlik bugday c¢esidi ve dort F; genotipi kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalarda {i¢ farkli
kiiltiir ortam1 ve farkli oranlarda PAA (2 mg/l ve 4 mg/l)’in etkilerini incelemislerdir.

Kiiltiir ortamima eklenen ovaryumlar hem soguk oOn islem (+4°C’de 1 hafta
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buzdolabinda) hem de 6n isleme tabi tutulmadan dogrudan kullanilmigtir. Ovaryumlar
kiiltiir ortamlarinda, farkli sayida (10-20) ve farkli siirelerde (7, 14, 21 ve 30 giin)
bekletilerek etkileri karsilagtirilmigtir. Kiiltlir ortami olarak, 2 mg/l PAA bulunan kiiltiir
ortami1 bugday mikrospor kiiltiiriine en iyi cevap veren ortam olarak belirtilmistir.
Embriyogenesisde meydana gelen artist ise ortamda bulunan fenil asetik asit (PAA)
veya analoglarina bagli olarak gergeklestigini ve bunlarin ovaryum tarafindan
salgilandigin1 bildirmislerdir. Ayrica ortama disaridan ilave edilen 4 mg/l PAA nin
bugdayda ovaryum ko-kiiltiirii ile ayni etkiyi gosterdigini bildirmislerdir. Kiiltiir
ortamina eklenen ovaryumlarin, soguk Onislem uygulanmis veya taze olmasi arasinda
onemli bir fark goriilmemistir. Petri basina 20 adet ovaryumun eklenmesinin diger
uygulamalara gore daha yiiksek sonucglar verdigi bildirilmistir. Bekletme siireleri
incelendiginde ise, 21 giinden sonraki petri kaplarinda embriyo olusumunun diger

stirelere gore ¢cok daha etkili oldugu tespit edilmistir.

De Buyser ve Piccard (1997), bugdayda anter kiiltiiriinde pozitif etkiye sahip
oldugunu isaret ettiklerini belirterek anter kiiltiirline duyarsiz olan bazi makarnalik
bugday ¢esitlerinde sorunu ¢dozmeye yonelik olarak, kiiltiir ortaminda ovaryumlarin
tyilestirici etkisini arastirmiglardir. Caligma sonucunda 6zellikle anter kiiltiiriine tepki
vermeyen bugday cesitlerinde, ovaryum ko-kiiltlirin yararli etkisini ortaya

¢ikarmiglardir.

JAiti vd (1999), baz1 makarnalik bugday cesitlerinde ovaryum ko-kiiltiiriiniin
anter kiiltlirii tizerine etkilerini arastirmiglardir. Ovaryumlarin ortam kosullarina yararh
etkisinin, ovaryum tarafindan kiiltiir ortamima salinan maddelerin anterler iizerine

olumlu etkisinin olmasiyla agiklamislardir.

Li ve Devaux (2001), arpada mikrospor Kkiiltiirinde embriyo ve bitki
regenerasyonu olusumunda ovaryumlarin etkisini arastirmiglardir. 0.3 M mannitol, 0.3
M mannitol + 10 mM CaCl2 ve B ortami kullanilarak ii¢ farkli 6nislem uygulamis ve 4
giin bekletildikten sonra, mikrosporlar izole edilmistir. Mikrosporlar, FWIB sivi
ortaminda 26°C’de 7-8 giin inkiibasyona alinmis ve inkiibasyon ortamina farkli say1 (0-

20) ve siirelerde (0, 10, 20, 30 ve 40 giin) ovaryumlar konulmustur. B ortaminin
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mikrospor embriyogenesisinde en iyi sonucu verdigi goriilmiistiir. Ovaryum kullanilan
denemelerde, 5 adet ovaryum ve 20 giin kiiltiir ortaminda tutulan ovaryumlardan

embriyo olusumu ve bitki regenerasyonunda en iyi sonuglar elde edilmistir.

Zheng vd (2002), bugdayda mikrospor kiiltiiriinde, kiiltiir ortamina ilave edilen
ovaryumlarin mikrospor embriyogenesis iizerindeki etkilerini aragtirmislardir. Yapilan
caligmada ovaryumlarin kiiltiir ortamindaki etkisini, kiiltiir ortamindaki bulunma
stirelerini ve yogunluklarin1 ve taze ovaryum ile kiiltiire alinmis ovaryumlarin doubled
haploid bitki {iiretimi {izerindeki etkisini aragtirmislardir. Anterlerden izole edilen
mikrosporlar kiiltiir ortamina hem taze ovaryumlar hem de NPB-99 ortaminda kiiltiire
alinmis ovaryumlar ile birlikte konulmustur. Ovaryumlarin kiiltiir ortamindaki siireleri
4, 7, 10, 14, 21, 28, 35, 37 ve 40 giin) ve yogunluklar1 (2, 5, 10, 15, 20 ve 30 adet)
karsilastirilmistir. Mikrospor kiiltiir teknigine cevap verebilen genotiplerden izole edilen
mikrosporlarda, taze ovaryumlar kullanilarak elde edilen androgenik embriyo
miktarinda artmas olmasina ragmen, ayni kosullarda teknige direngli genotiplerde bu
basar1 elde edilememistir. 7 ve 10 giin siireyle ovaryumlarla kiiltiire alinan
mikrosporlardan en fazla embriyo miktar1 elde edilmistir. Mikrospor kiiltiir teknigine
cevap verebilen genotiplerde mikrospor embriyogenesisini artirmak i¢in ortama taze

ovaryum eklenmesi yararli olmustur.

Patel vd (2004), arpa ve bugdayda mikrospor kiiltiir teknigi ile embriyo olusumu
ve yesil bitki regenerasyonunu arttirmaya yonelik ¢alismalar yapmislardir. Arastiricilar
mikrospor kiiltiiriinde androgenesis de dogal olarak meydana gelen bitki hormonu
PAA’nin yararh etkilerini bildirerek, PAA’nin gametofitlerden elde edilen eksplantlarla
ayni tarz iyilestirici rol oynadigimmi ifade etmislerdir. En uygun ortam ve hormon
kombinasyonlarini arastirirken; arastirmalarin ilk serisinde, kiiltiir ortamlari, biiyliime
regiilatorleri ve kiiltiir ortamina ovaryum eklenmesi ile olusan embriyo ve bitki
regenerasyonu oranlar1 karsilastirmislar ve ovaryum ko-kiiltiiriin PAA gibi etkilerini
incelemislerdir. ki cesit kiiltiir ortam1 (CHB ve MC17) ve dort farkli bitki biiyiime
diizenleyici (1 mg/l PAA, 2 mg/l PAA, 4 mg/l PAA ve 0.5 mg/l 2,4-D) kullandiklar1
denemelerde; hem ovaryum eklenerek hem de ovaryum yoklugunda elde edilen

sonuglar karsilagtirilmistir. Sonu¢ olarak, CHB kiiltiir ortam1 ve 0.5 mg/l 2,4-D bitki
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biiyiime diizenleyicisi ilave edilmis besin ortaminda en iyi embriyo ve yesil bitki
regenerasyonu elde edilmistir. Ovaryum eklenmeyen ortamlarda ise embriyo olusumu
gozlenmemistir. Boylece, Patel vd (2004), ilk denemelerden elde edilen verilerle; Hu
ve Kahsa (1997), Mejza vd (1993), Patel vd (1994), Liu vd (2002) tarafindan rapor
edildigi gibi, bugdayda basarilt bir mikrospor kiiltiirii i¢cin ovaryum ko-kiiltiiriin kritik
oldugunu ortaya koymuslardir. Biyokimyasal karakterizasyonlarla, ovaryumdan elde
edilen iyilestirme faktorlerinin oksin gibi davrandigini bildirmislerdir. Béylece dogal bir
oksin olan PAA’nin gametofitlerden elde edilen iyilestirme faktorii i¢in kullanigh bir
yardimci olabilecegi diislinlilmiis ve 6zellikle bugday ve arpada basarili bir mikrospor

kiiltiirii icin ovaryum ko-kiiltiir uygulanmasinin bir 6n kosul oldugu belirtilmistir.

Letarte vd (2006), bugdayda mikrospor kiiltiirii tekniginde kiiltiir ortamina
eklenen Larcol ve arabinogalaktan-proteinlerinin (AGP) embriyo olusumu iizerine
etkisini arastirmiglardir. 0.4 M mannitolde, 7 giin, 4°C’de, karanlikta Onisleme tabi
tutulan basaklardan izole edilen mikrosporlar, MMS4 ( MS + 2 g/l PAA, 0.5 mg/l
kinetin, 90 g/l maltoz, 355 mg/l U2.5 amino asit karisimi ve 975 mg/l glutamin) kiiltiir
ortamina alimmustir. Ayrica kiiltiir ortamina ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50
ve 100 mg/l) Larcol ve AGP ve 1 hafta 4°C’de saklanmig 8 tane ovaryum da
eklenmistir. Ovaryum ve 10, 25 ve 50 mg/l Larcol bulunan ortamlarda, her iki ¢esitte de
yiiksek oranda embriyo olusturmustur. Ortama ilave edilen AGP’nin ise, mikrosporlarin
embriyo olusumunu ve yesil bitki regenerasyonunu artirdigi belirtilmistir. En fazla yesil
bitki olusumu, 10 mg/l AGP kullanilan ortamlarda elde edilirken, 10 mg/l Larcol ile 1
mg/l AGP kullanilan ortamlardan elde edilen yesil bitki sayist esit oldugu gortilmiistiir.
Ayrica, bugday ovaryumlan tarafindan arabinogalaktan proteinlerinin salgilandigini

diistindiiklerini bildirmislerdir.

Broughton (2008), degisik bugday ¢esitlerinde ovaryum ko-kiiltiir kullanarak basit
bir anter kiiltiirii protokolii gelistirmis ve baslangi¢c ortamina ovaryumlarin eklenmesinin
embriyo benzeri dokularin, yesil ve albino bitkilerin iiretimini 6nemli bir sekilde
artirdigin1 tespit etmistir. Baslangi¢ ortamimna 5 ovaryum eklendigi zaman, her bir
bugday basagi icin embriyo benzeri dokularin ortalama sayisinin 7.6 dan 501°e ve yesil

bitki sayis1 ise 0.6°’dan 8.9’a yiikseldigini bildirmistir.
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Lantos vd (2009), biberde mikrospor kiiltiirtinde; ayr1 ayr1 biber ovaryumlari,
bugday ovaryumlar1 ve ovaryum bulunmayan ortamlarin embriyogenesis {izerine
etkilerini arastirmiglardir. Calismada 3 tane Macar (‘Szegedi 80°, ‘Szegedi 178" ve
‘Reme ny’) ve 3 tane Ispanyol (‘Jeromin’, ‘Jariza’ ve ‘Jaranda’) gesit kullanilarak, ¢icek
tomurcuklar tetrat, ge¢ tek ¢ekirdekli asama, %80 gec tek cekirdekli ve %20 erken cift
cekirdekli ve polen tanecikleri olmak {izere 4 farkli gelisim asamasina ait ¢igek
tomurcuklarini toplamiglardir. Mikrospor kiiltiiriinde basarida en yiiksek veri, %80 gec
tek cekirdekli ve %20 erken ¢ift ¢ekirdekli gelisim asamadaki mikrosporlart iceren
anterlerden elde edilmistir. Tomurcuklardan c¢ikarilan anterler, 5 ml 3 M mannitol
soliisyonu ve 200 mg/1 cefotaxime igeren petri kaplarinda 32°C’de 7 giin karanlikta 6n
uygulamaya tabi tutulmustur. izolasyonu gerceklestirilen mikrosporlar %9 maltoz,
1,000 mg/l glutamin, 0.5 mg/l kinetin, 0.5 mg/l 2,4D ve 200 mg/l cefotaxime iceren
W14 ortaminda kiiltiire alinmistir. Mikrospor silispansiyonunun konsantrasyonu
mililitrede 3x10* mikrospor olacak sekilde ayarlanmustir. Ovaryum ko-Kkiiltiir
caligmalarinda ‘CY-45’ bugday ¢esidi kullanilmis ve basaklar1 tozlanmadan 2 giin 6nce
toplanmis ve 7 adet ovaryum, biberden izole edilen mikrosporlarin bulundugu petri
kaplarina ilave edilmistir. Bugday veya biber ovaryumlart bulunan ortamlarda,
mikrospor duvarlarindan meydana gelen ¢ok hiicreli koloniler kiiltiiriin ikinci haftasinda
gozlemlenmis ancak ovaryum bulunmayan ortamlarda herhangi bir koloni olusumu
tespit edilmemistir. Biber ovaryumlariin bulundugu ortamda ¢oklu hiicre doku gelisimi
kiiltiirtin Giglinci haftasinda durmasina ragmen, bugday ovaryumlarinin bulundugu
ortamda gelisim devam etmis ve 5-6 hafta sonra iyi gelismis embriyolar
gozlemlenmistir. BOylece androgenesisi gelistirmek i¢i monokotlarda kullanilan

ovaryum ko-kiiltiiriin dikotiledon bitkilerde ilk kez kullanimi rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak patlican ve bugday kullanilmistir. Patlican
icin gerekli bitki materyali Gento Tohumculuk firmasi tarafindan temin edilen seralarda
giiz ve bahar doneminde yetistirilen patlican bitkilerinden saglanmistir. Patlican cesidi
olarak “Faselis F;”, “Aydin Siyahi (standart cesit)” ve “Amadeo F;” c¢esitleri
kullanilmistir. Ovaryum ko-kiiltiir icin ise “Panda” bugday cesidi kullanilmistir. Bugday
bitkisinin ovaryumlar1 i¢in Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Anabilim Dalina ait tarlada

ve Bahge Bitkileri Anabilim Dali’na ait serada saksilarda yetistiricilik yapilmistir.

Sekil 3.1. Faselis F; (a), Aydin siyahi (b) ve Amadeo (c) patlican ¢esitlerinden bir

gorinim

33



3.2. Metot

3.2.1. Sitolojik calismalar

3.2.1.1. Cicek tomurcuklarinin gruplandiriimasi

Mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde etmek icin ilk olarak sitolojik
gozlemlerle tek c¢ekirdekli mikrosporlart bulunduran tomurcuklar segilmelidir.
Tomurcuk biiyiikliigii ve morfolojik goriiniimleri gesitler, yetisme kosullar1 ve bitki
yasina gore degisiklik gosterebileceginden dolayi, farkli genotiplerde tomurcuk ve
anterlerde kesin bir smiflandirma yapmak her zaman kolay olamamaktadir. Bundan
dolay1 ¢alismamizda tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran tomurcuklar1 segebilmek
icin, her bir genotip i¢in minimum ve maksimum tomurcuk uzunlugu digital kumpasla
belirlendikten sonra, tomurcuk uzunluguna goére 7 farkli gruba ayrilmistir. Ayrica ayni
uzunlukta tomurcuklarin farklt morfolojik goériinlime sahip olmasindan dolay1
siniflandirmada Karakullukgu ve Abak (1993a)’in kullandiklari, anter Kkiiltiiriinde
elverisli tomurcuk doneminin belirlenmesi amaciyla yapilan simiflandirmadaki

morfolojik 6zelliklerden de yararlanilmistir.

3.2.1.2. Uygun tomurcuk safhasinin belirlenmesi

Mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda uygun tomurcuk safhasini belirlemek i¢in
morfolojik sekillerine ve biiytikliiklerine gore siiflandirilan tomurcuklarin anterlerdeki
mikrospor olusum asamalarim1  belirlemek amaciyla Samanci vd (1998)’nin
kullandiklari, son zamanlarda bazi sitoloji ¢alismalarinda hem canli hem de fikse
edilmis materyallerdeki kullanim kolaylig1 ve hizli sonuglar vermesi nedeniyle DNA
florkrom boyama yontemlerinden biri olan Ethidium Bromide (EtBr) ile boyama
metodundan yaralanilmistir. Ethidium Bromide’in saf suyla hazirlandig1 % 0.1 lik stok
soliisyonu kullanilmistir. Farkli biiyiikliikteki canli tomurcuklardan alinan anterler
lamlar {izerine yerlestirilerek, toplu igne yardimiyla mikrosporlar serbest hale
getirildikten sonra tiizerine bir iki damla EtBr ¢ozeltisinden damlatilarak floresan

mikroskobunda gozlemler yapilmistir.
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Ayrica bugday ovaryumlarimin kiiltiir i¢in uygun oldugu asama ge¢ tek
cekirdekli mikrosporlart iceren basaklar olarak belirlenmistir. Bu asamadaki
mikrosporlari igeren anterlerin bulundugu basaklardan ovaryumlar ¢ikarilarak ortama
almmistir (Hu ve Kasha 1997). Bu amagla sitolojik inceleme igin basagin orta
kismindaki ¢i¢eklerden alinan anterler, iizerine bir damla etidyum bromid damlatilmis
lam tizerinde hafif pargalandiktan sonra iizerine lamel kapatilmis ve hazirlanan preparat

mikroskop altinda incelenmistir (Ozii 2006).

3.2.2. Mikrospor Kiiltiir Asamalari

3.2.2.1. Tomurcuklarin ve basaklarin sterilizasyonu

Steril kabin igerisinde patlican tomurcuklarinin sterilizasyonu i¢in, tomurcuklar
bir iki damla Tween 20 damlatilan %10 ticari sodyum hipoklorit ¢6zeltisi icinde 10
dakika bekletilmis ve ardindan 5 kez ve her seferde birer dakika olmak iizere steril
distile su ile durulanmistir (Miyoshi 1996). Bugday ovaryumlarinin alinacagi basaklar
ise once % 96°lik alkol ile 1 dakika ¢alkalanmis, daha sonra yiizey gerilimini azaltmak
icin, icine birka¢ damla Tween 20 ilave edilmis olan, % 10’luk sodyum hypoklorit
cozeltisi i¢inde 15 dakika siire ile c¢alkalanarak sterilize edilmislerdir. Bu islemlerden

sonra basaklar 4 kez steril destile su ile yikanmistir (Ozii 2006).

3.2.2.2. Anterlere yapilan 6n uygulamalar

Calismamizda, patlicanda yapilan anter kiiltiirii caligmalarinda olumlu etkisi
oldugu bildirilen ilk sekiz giinliik siirede 35°C (Karakulluk¢u ve Abak 1992b,
Matsubara vd 1992) sicaklik 6n uyugulamasi ve seker agligi olarak adlandirilan
mannitol 6n uygulamasi beraber uygulanmistir. Sterilizasyonu tamamlanan
tomurcuklardan izole edilen anterler, filtre ile sterilizasyonu yapilmis Lantos vd (2009)
5 ml 0.3M mannitol soliisyonu iceren 60 mm ¢apindaki petri kaplarina aktarilmis ve

35°C’de ilk sekiz giin karanlikta inkiibe edilmistir (Lantos vd 2009).

35



3.2.2.3. Mikrosporlarin izolasyonu

Mikrosporlarin anterlerden izole edilmesi ve kiiltiire alinmasinda kiiltiir ortami
olarak, Brassica tiirlerinde ve Solanum melongena’da (Miyoshi 1996) olumlu sonuglar
verdigi bildirilen, Nitsch&Nitsch (1967) tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981, 1982)
tarafindan mikrospor kiiltiirli i¢cin modifiye edilen NLN ortam1 kullanilmistir (Cizelge

3.1) (Bal 2002).

Mannitollii 6n uygulama ortamindan alinan tomurcuklardan her izolasyonda 20
adet tomurcuk kullanilmistir. Tomurcuklar, filtre ile sterilizasyonu (Sekil 3.2) yapilmis
%9 maltoz iceren (Lantos vd 2009) ve biiyiime diizenleyicisi icermeyen, pH’s1 6.5 olan
NLN ortami igerisinde bir cam baget yardimiyla ezilerek mikrosporlarin serbest hale
gecmesi saglanmistir. Daha sonra elde edilen mikrospor 40 um’lik elekten gecirilmistir
(Sekil 3.3). Bu islem sonunda pargalanan anterlerden kaynaklanan somatik dokular
elekte kalmis ve mikrosporlarin ¢ok biiylik bir boliimii izolasyon ortami igerisinde
siispansiyon olusturacak sekilde alttaki beherde toplamistir. Mikrosporlarin izolasyonu
esnasinda somatik dokularin par¢alanmasindan dolayr ortama salinan ve mikrosporlara
zarar verebilecek olan fenolik maddelerin bu siispansiyondan uzaklastirilmasi amactyla
mikrospor siispansiyonlart santrifiij tiiplerine alinip mikrosporlarin ¢dkelmesini
saglamak iizere 1000 devir/dakika da 3 dakika siireyle santrifiijleme islemine tabi
tutulmustur. Her seferinde izolasyon ortami ve mikrosporlarin safiyeti yiikselmis ve

liclincii yikama sonrasinda mikrosporlar kiiltiir ortamina alinmistir.
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Cizelge 3.1. Mikrospor izolasyonu ve kiiltiire alinmasinda kullanilan sivi NLN ortamimin

bilesimi
Bilesik Miktar (mg/1)

Makro Elementler
KH,PO, 125
KNO3 125
MgS0,4.7H,0 125
Mikro Elementler
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,. 6H,0 0.025
H3;BO; 10.00
MnSO4.H,0 18.95
Na,MoOy4. H,O 0.25
ZnS0O4.7H,0 10.00
FeNaEDTA 36.70
Vitaminler
L-Serine 100.00
Myo-inostol 100.00
L-Glutamine 800.00
Glutathione reduced 30.00
Nitotinik asit 5.00
Glycine 2.00
Folik asit 0.50
Pyrodoksin-HCl 0.50
Thiamine-HCl 0.50
D (+) - Biotin 0.05
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Sekil 3.2. Steril kabin i¢inde besi ortaminin sterilizasyonunun yapiligi

Sekil 3.3. Mikrospor siispansiyonunun siiziilmesinde kullanilan elek sistemi
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3.2.2.4. Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Mikrosporlarin belirli yogunlukta kiiltiire alinmalar1 gerekmektedir. Bu amacla
son santrifiijleme (yikama) isleminden sonra kiiltiir ortamina alinan mikrosporlarin
yogunlugu patlican da daha 6nce mikrospor kiiltiiriinde bildirilen 2x10° adet olacak
sekilde ayarlanmistir (Bal vd 2009). Mikrospor yogunlugunun belirlenmesinde thoma
laminda sayim yapilmistir. Bu amagla santrifiij tiipiinde bulunan mikrospor
siispansiyonundan bir damla alinmig ve thoma laminda sayim yapilarak mikrospor

yogunlugu belirlenmistir.

Thoma lammimn esast 0.1 mm’ hacimde sayim yapilmasidir. Thoma laminmn
sematik ¢izimi Sekil 3.4°de verilmistir. Thoma laminin {izerinde ¢ukur bir kisim vardir.
Kiiltiir buraya aktarilir lizerine lamel kapatildiginda bu ¢ukurda 0.1 mm ytiiksekliginde
bir s1v1 kalir. Sayim yapilacak alan cam ylizeyindeki cizgilerle belirlenmistir (Sekil 3.5).
Thoma laminda 16 biiyiik kare, her bir biiyiik karede ise 25 adet kiiciik kare olmak iizere
toplam 400 adet kii¢iik kare bulunmaktadir. Sayim bu karelerde yapilir. Bir kiiciik
karenin kenarlart 1/20 mm (0.05 mm) olup derinligi 1/10 mm (0.1 mm)’dir. Buna gore;
bir kiigiik kare olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0.05 mm x 0.05 mm x 0.1 mm
= 0.00025 mm’ = 1/ 4000 mm? diir. Bir sayim alaninda 16 x 25 = 400 kiiciik kare
olduguna gore toplam sayim alanmin hacmi = 400 x 0.00025 mm’ = 0.1 mm’

olmaktadir (Tuncer 2010).
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Sekil 3.4. Thoma laminin sematik ¢izimi

=l

Sekil 3.5. Thoma laminda sayim yapilan kareler
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Sekil 3.6. Sayima alinan hiicrelerin sematik goriintimii

Sekil 3.6’da sayima alinan hiicrelerin sematik goriinimii verilmistir. Mikroskop
altinda sayim yapilirken, kiigiik karelerin iist ve sag taraflarindaki kare ¢izgilerine teget
olan veya ¢izgileri kesen hiicreler sayima alinir (siyah hiicreler), fakat kiiciik karelerin
alt ve sol tarafindaki kare ¢izgilerine teget veya ¢izgileri kesen hiicreler (gri hiicreler)

sayima alinmaz.

Thoma lami ile sayim sonucu A x 10.000 formiilii ile hesaplanir. Burada A = 16
biiyiik karede sayilan mikrospor sayist adedidir. 10.000 ise 0.1 mm™’deki sayim sonucu
1 ml’deki sayiya doniistirmek ve standart sonuc¢ elde etmek i¢in kullanilan bir
degismezdir (Giirgiin ve Halkman 1990). Derinligi belli ve genellikle 0.1 mm olan lam
cukurda bulunan ve en x boy x derinlik kombinasyonunun belirledigi hacimde (0.1
mm?) bulunan mikrospor sayisi belirlenmis ve ¢aprazlama 8 biiyiik kare sayilip sonug 2
ile carpilarak 0.1 mm®deki deger bulunmustur. Toplam 16 biiyikk karede sayilan
mikrospor sayist 10.000 ile ¢arpilarak 1 ml’de bulunan mikrospor sayisi belirlenmistir.

Bu sayim sonucundan hareketle ornegin alindigi hacimdeki mikrospor sayisina
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ulastlmistir (Tuncer 2010). Bu amagla denemelerimizde, son santrifiijleme isleminden
sonra olusan mikrospor ¢okeltisi, taze NLN ortamiyla ml’de 2x10° mikrospor icerecek

sekilde yeniden siispansiyon haline getirilerek mikrospor yogunlugu ayarlanmistir.

3.2.2.5. Mikrosporlarn kiiltiire alinmasi

Bu temel kiiltir ortaminda olumlu o6zellikleri bildirilmis olan biiyiime
diizenleyicilerinin ve ovaryum Kko-kiiltiirtin etkileri arastirilmistir.  Mikrosporlarin
kiiltire alinmas1 icin ii¢ farkli deneme kurulmustur. Bunlarin birincisinde hormon
kombinasyonlari, ikincisinde ovaryum ko-kiiltiir caligmalari i¢in bugday ovaryumlari ve

ticlinciisiinde hormon ve bugday ovaryumlarinin kombinasyonlar1 denenmistir.

Kiiltlir ortam1 olarak ilk denemede NLN ortami bitki biiyiime diizenleyicileri ve
bugday ovaryumlart olmaksizin tek basina; bitki biiylime diizenleyicilerinden
Karkullukcu ve Abak (1993b)’1n anter kiiltiiriinde en i1yi sonucu aldiklar1 0.5 mg/1 2.4-D
ve 0.5 mg/l KIN kombinasyonu ve Miyoshi (1996)’1n mikrospor kiiltiiriinde yaptigi
calismada kullandigr 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP’in bulundugu fakat bugday
ovaryumlarmin bulunmadigi sekliyle; yalniz NLN ortami, biiyiime diizenleyicileri
iceren NLN ortami ve bugday ovaryumlarinin kombinasyonlari sekliyle alt1 ayr1 ortam
olarak etkileri arastirilmistir (Cizelge 3.2). Ovaryum ko-Kkiiltiir denemeleri icin, tek
cekirdekli mikrosporlar1 i¢eren anterlerin bulundugu basaklardan ovaryumlar ¢ikarilmig
ve ortama alinmistir. Boylece bugday ovaryumlarmin haploid embriyo olusumuna
etkisinin belirlenmesine calisilmistir. Bu amagla Lantos (2009)’un biberde mikrospor
kiiltiiriinde yaptiklart ovaryum ko-kiiltiir calismasinda oldugu gibi kiiltiir ortamlarina 7

adet ovaryum ilave edilmistir.

Cizelge 3.2. Mikrospor kiiltlirtinde kullanilan ortam igerikleri

NLN NLN + Ovaryum

NLN+ 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l1 KIN NLN+ 0.5 mg/l 24-D + 0.5 mg/l KIN
+ ovaryum

NLN+ 0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP NLN+ 0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP
+ ovaryum
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Sekil 3.7. Ortama ilave edilecek bugday ovaryumlarinin mikroskop altindaki
gorlintiisii (a ve b). Ovaryum ko-kiiltiir denemesi (c)

Sekil 3.8. Orbital ¢alkalayici iizerine alinan petriler
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3.2.3. Deneme sonug¢larinin degerlendirilmesi

Mikrosporlarin embriyogenik gelisim moduna girip girmediklerini belirlemek
amaciyla simetrik c¢ekirdek boliinmesi gosteren mikrosporlarin ve c¢ok c¢ekirdekli
yapilarin varligi arastirilmistir. Sonuglar sayisal olarak ifade edilme yerine, izlenmek
istenilen durumun varlifi ya da yokluguna gore pozitif ya da negatif isaretlemeyle

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sitolojik Cahismalar

4.1.1. Mikrospor Kiiltiirii I¢in Uygun Tomurcuk Gelisme Devresi, Mikrospor

Gelisme Donemi

Calismanin bu kisminda tek c¢ekirdekli mikrospor gelisme asamasindaki
tomurcuklar1 belirlemek amaciyla bitkilerde c¢iceklenmenin baslamasindan itibaren
hasat edilen tomurcuklar, her bir gesit icin minimum ve maksimum tomurcuk uzunlugu
belirlendikten sonra belirli araliklarla tomurcuk uzunluguna gore 7 farkli gruba ayrilmis

ve bu uzunluklardaki tomurcuklarin morfolojik goriiniimleri Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Aydin Siyahi ¢esidinde, 1.gruptaki tomurcuklarin tetrat agamasinda ¢ok sayida
mikrospor belirlenmistir. 2. gruptaki tomurcuklarin ¢cogunlugu tetrat asamasinda olmak
tizere tetrat ve tek cekirdekli asamada mikrosporlari, 3. gruptaki tomurcuklarin
cogunlugu tek cekirdekli olmak iizere tetrat ve tek gekirdekli mikrosporlari, 4. gruptaki
tomurcuklarin cogunlugu tek ¢ekirdekli olmak iizere tek ve cift cekirdekli mikrosporlari
icerdigi belirlenmistir. 5. gruptaki tomurcuklarin ¢ift ¢ekirdekli mikrosporlari igerdigi
belirlenmis ancak bunun yani sira tek cekirdekli mikrosporlara da rastlanilmistir. 6.
gruptaki tomurcuklarda c¢ift cekirdekli mikrosporlar, 7. gruptaki tomurcuklarda ise

cogunlukla olgun polenler saptanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Aydin Siyahi ¢esidine ait gruplandirilmis tomurcuklarin goriinimii
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Cizelge 4.1. Faselis, Amadeo ve Aydin Siyahi ¢esitlerinde tomurcuk uzunluklar1 ve bu

uzunluklara ait tomurcuk ozellikleri

Tomurcuk Gelisme Cegsitler Tomurcuk Boyu Tomurcuk Ozellikleri

Donemi (mm)

2 Faselis 10-11 Tomurcuklarda ¢ok hafif
Aydm Siyahi 10-11 acilma var ancak
Amadeo 10-11 yapraklarin ucu agilmdan

tag yapraklar goriinmiiyor

anterler sar1 yesil

4 Faselis 14-15 Tag yapraklar birlesme
Aydin Siyahi 14-15 yeri  seviyesinde  ve
Amadeo 14-15 hafifce goriintiyor,

anterler yesilimsi sart

6 Faselis 17-18 Tag yapraklarin seviyesi
Aydin Siyahi 17-18 canak yapraklarin
Amadeo 17-18 birlesme yerini gec¢mis,

anterler sar1

-b I
[e)]



Faslis F; ¢esidinde, 1.gruptaki tomurcuklarin tetrat asamasinda ¢ok sayida
mikrospor belirlenmistir. 2. gruptaki tomurcuklarin ¢gogunlugu tetrat asgamasinda olmak
iizere tetrat ve tek cekirdekli asamada mikrosporlari, 3. gruptaki tomurcuklarin
cogunlugu tek ¢ekirdekli olmak {izere tetrat ve tek ¢ekirdekli mikrosporlari, 4. gruptaki
tomurcuklarin cogunlugu tek ¢ekirdekli olmak iizere tek ve cift cekirdekli mikrosporlari
icerdigi belirlenmistir. 5. gruptaki tomurcuklarin ¢ift ¢ekirdekli mikrosporlari igerdigi
belirlenmis ancak bunun yam sira tek g¢ekirdekli mikrosporlarada rastlanilmistir. 6.
gruptaki tomurcuklarda c¢ift cekirdekli mikrosporlar, 7. gruptaki tomurcuklarda ise

cogunlukla olgun polenler saptanmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Faselis F; ¢esidine ait gruplandilmis tomurcuklarin gériintimii

Amadeo c¢esidinde, 1.gruptaki tomurcuklarin tetrat asamasinda c¢ok sayida
mikrospor belirlenmistir. 2. gruptaki tomurcuklarin ¢gogunlugu tetrat agamasinda olmak
tizere tetrat ve tek cekirdekli asamada mikrosporlari, 3. gruptaki tomurcuklarin
cogunlugu tek ¢ekirdekli olmak {izere tetrat ve tek ¢ekirdekli mikrosporlari, 4. gruptaki
tomurcuklarin ¢ogunlugu tek ¢ekirdekli olmak iizere tek ve c¢ift ¢cekirdekli mikrosporlar
icerdigi belirlenmistir. 5. gruptaki tomurcuklarin ¢ift ¢ekirdekli mikrosporlari igerdigi
belirlenmis ancak bunun yani sira tek g¢ekirdekli mikrosporlara da rastlanilmistir. 6.
gruptaki tomurcuklarda c¢ift cekirdekli mikrosporlar, 7. gruptaki tomurcuklarda ise

cogunlukla olgun polenler saptanmistir (Sekil 4.3).

47



Sekil 4.3. Amadeo F, cesidine ait gruplandirilmis tomurcuklarin gériintimii

Calismada 7 farkli gelisme donemindeki tomurcuklarda mikrospor gelisme
donemi ethidium bromide boyama yontemiyle cekirdeksel DNA materyali boyanarak,
tetrat asamasindaki mikrosporlar, tek c¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar ve cift

cekirdekli asamadaki mikrosporlar gdzlemlenmistir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6).

Sekil 4.4. Patlicada tetrat asamasindaki mikrosporlar
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Sekil 4.5. Patlicada tek ¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar

Sekil 4.6. Patlicada cift ¢cekirdekli asamadaki mikrosporlar

Bugdayda ise, ovaryum ko-kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan ovaryumlar, kiiltiire
aliman mikrosporlarin izole edildigi anterlerle ayn1 basaktan alinmistir. Bu amacla
yapilan c¢alismalarda orta gec¢ cekirdekli ve erken cift ¢ekirdekli mikrosporlar1 igeren
anterlerin bulundugu basaklar kullanilmistir. Uygun sathada bulunan mikrosporlarin
basaklar yaprak kinindan ¢ikmamis ve anterlerin acik yesil oldugu asamada tespit

edilmistir.
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Sekil 4.7. Bugdayda tek c¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar

Mikrospor kiiltlir tekniginin basariyla uyartilmasinda etkili olan en Onemli
faktorlerden birisi, anterlerin dondr bitkiden izole edildigi donemdir. Solanaceae
familyasindaki bircok bitki tiirlinde mikrospor ¢ekirdeginin mitoz boliinmeye
baslamasindan hemen 6nceki donem, mitoz boliinme asamasi veya hemen bu asamay1
izleyen bolinme sonrasi donem androgenesise en iyi cevap veren donemler olarak
belirtilmistir (Qin ve Rotino 1995, Vagera 1990). Dolayisiyla anterlerin dondr bitkiden
izole edildigi anda mikrosporlarin i¢inde bulunduklar1 gelisme donemi embriyo

olusumunu etkilemektedir.

Karakulluk¢u ve Abak (1993a) patlicanda yaptiklari uygun tomurcuk asamasi
caligmalarinda, farkli gelisme donemlerindeki anterlerin kiiltiirdeki gelisme durumlarini
incelemis ve 1. polen mitozundan hemen onceki agamada tek c¢ekirdekli mikrosporlari
veya boliinme asamasindaki mikrosporlari iceren anterlerin en yiiksek gelisme oranini
verdiklerini bildirmislerdir. Ayrica, tomurcuk biiyiikliigli ve morfolojik goriiniim
yaninda anter renginin de elverigli donemi belirlemede 6nemli bir kriter oldugunu ifade

etmislerdir.
Samanct vd 1998 yilinda yaptiklart c¢alismada; patlican, domates ve biber

tiirlerinde uygun tomurcuk asamasinin belirlenmesi i¢in ethidium bromid ile boyama

yonteminin kolay ve hizli bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
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Elde ettigimiz bulgularda, uygun mikrosporlar1 igeren tomurcuklarin
bliytikliiklerinde cesitler arasinda 6nemli sayilabilecek bir farklilik saptanmamistir ve
yapilan sitolojik gozlemler sonucunda tiim ¢esitlerde mikrosporogenesis asamalarinin
tomurcuklarin ¢ok kiiciik olduklar1 donemde goriildiigii, diger asamalarda bulunan
tomurcuklarin gen¢ veya olgunlasmakta olan ¢icek tozlarni igerdigi tespit edilmistir.
Mikrospor kiiltiiriinde, uygun asama olarak belirlenen tek cekirdekli mikrosporlar
iceren anterlerin bulundugu tomurcuklar1 belirlemenin basariy1 etkileyen 6nemli
faktorlerden biri olmasi nedeniyle mutlaka belirlenmesi gerekmektedir. Ethidium
Bromide ile boya yontemi hizli ve kolay sonug¢ alinabilecek bir yontemdir. Ancak
tomurcuk biiyiikliiglinlin ¢esitler, yetisme kosullar1 ve bitki yasma gore degisiklik
gosterebileceginden dolayi; kullanilan bitkisel materyal ve ¢evre kosularindan meydana
gelebilecek farkliliklarin ¢alismadaki etkilerini azaltmak igin her kiiltiir isleminden 6nce
tomurcuklarda sitolojik gozlemler yapilmali ve uygun asamadaki mikrospolari iceren

anterleri bulunduran tomurcuklarla ¢alisilmalidir.

4.1.2. Mikrospor Kiiltiirii Asamalar

Mikrospor kiiltiiriinde basari, ¢ok biiylik bir oranda mikrosporlarin alindig
bitkilerin genotipine baglidir. Haploid embriyo olusum orani, tiirlere ve tiir icinde de
genotiplere gore degisiklik gostermektedir. Simdiye dek ¢alisilmis olan bitki tiirlerinde;
ayni kiiltiir kosullar1 altinda, mikrosporlarin kiiltiir teknigine yanitlar1 bakimindan

genotipler arasinda biiyiik farkliliklar gézlenmistir.

Mevcut ¢aligmada Faselis ve Amadeo cesitleri, Aydin Siyahi ¢esidine gore daha
iyi sonug vermistir. Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde simetrik boliinme ve ¢ok ¢ekirdekli
yapilardan s6z edilebilirken, Aydin siyahi ¢esidinde simetrik bdliinme s6z konusu olsa
bile, ¢cok ¢ekirdekli yapilarin varligindan bahsetmek miimkiin olmamistir (Cizelge 4.2).
Ellialtioglu vd (2012b) ve Basay vd (2010) yaptiklar1 anter kiiltiirii ¢alismalarinda
Aydin Siyahi1 ¢esidini kullanmiglar ve bu c¢esitte diger cesitlere gore embriyo

olusumunun ¢ok diisiik bir frekansda gergeklestigi veya hi¢ embriyo olusumunu elde
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edilmedigi belirtilmistir. Bizim aldigimiz sonuglar dogrultusunda da Aydin Siyahi

cesidinin androgenesise tepkisinin diigiik oldugu soylenebilir.

Mikrospor kiiltiiriinde uygun déonemde toplanan mikrosporlara yapilan 6n islem
uygulamalarinin olduk¢a Onemli etkileri vardir. Mikrosporlardan haploid embriyo
olusumunu uyarmak amaciyla tomurcuk, anter veya anterlerden izole edilen
mikrosporlara sicaklik soklari, karbonhidrat ve azot agligi, yiiksek pH, ethanol, kolhisin
ve gama 1511 gibi uygulamalar yapilarak haploid embriyo olusumu uyarilabilmektedir
(Touraev vd 1997). Yapilan Onislemlerin amaci sadece mikrospor embriyogenesisini
arttirmak degil, ayn1 zamanda olgun embriyolarin ve yesil bitkilerin olusabilecegi en iyi
kalitedeki mikrosporlar1 elde etmektir. Bu yiizden tek bir 6nislem uygulamasi yerine iki
veya daha fazla yontemi bir arada kullanmak mikrospor kiiltiiriinde basariy1r daha da

fazla arttirabilmektedir (Liu vd 2002).

Sicaklik soklar1 diisiik veya yiiksek sicaklik uygulamalart seklinde
yapilmaktadir. Solanaceae familyasina ait bitkilerde androgenesis iizerine yliksek
sicaklik soklarinin olumlu etkileri daha onceki calismalarda belirtilmistir. Patlicanda
yapilan anter kiiltiirii ¢alismalarinda anterlerin ilk sekiz giinliik siirede ve 35°C’ de
karanlikta tutulmasinin kallus ve embriyo olusumu icin gerekli oldugu belirtilmistir
(Dumas de Vaulx ve Chambonnet 1982, Karakullukcu ve Abak 1992, Matsubara vd
1992). Roberts-Oehlschlager and Dunwell (1990)’1n belirtigine gore seker acligi olarak
adlandirilan mannitol uygulamasinin ise mikrosporlarda sadece besin yetersizligine yol
actig1 diisiiniilse de, hiicre duvari olusumunu durdurarak normal mikrospor gelisimini

engelledigi de goriilmiistiir (Coskun 2011).

Calismamizda da uygun mikrospor asamasindaki mikrosporlari i¢eren anterlere
35°C’de 8 giin karanlikta sicaklik ve 0.3 M mannitol uygulamasi seklinde ikili 6n islem
uygulanmistir. Herhangi bir 6n islem uygulanmayan anterlerden izole edilerek kiiltiire
alinan kontrol grubu mikrosporlarina gére 6n uygulama yapilan anterlerden izole edilen
mikrosporlarda simetrik boliinen mikrosporlar ve ¢ok c¢ekirdekli yapilarin olusumu

gozlemlenmistir. Bu durum Miyoshi (1996) ve Bal (2009) yaptiklar1 mikrospor kiiltiirii
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calismalarinda sicak ve aglik 6n uygulamalarini birlikte uyguladiklart ¢alisma ile uyum

igerisindedir.

Mikrospor kiltiiriinde basariy1 etkileyen en Onemli faktorlerden biri
mikrosporlarin konuldugu kiiltiir ortamidir. Mikrospor kiiltiir sistemlerindeki ilk hiicre
boliinmesi, embriyo olusumu i¢in gerekli olan diger hiicre boliinmelerinin baslangicini
olusturmaktadir. Bu tiir boliinmelerin farkli hormon kombinasyonlari, ortamlar,
katilastiricilar, iyilestirme faktorleri, aminoasitler ve ortama eklenen diger maddelerden

etkilendigi bildirilmektedir (Patel vd 2004).

Mikrospor kiiltiiriinde basarili sonuglar elde etmek i¢in, kiiltiir ortamindaki bitki
bliylime diizenleyicilerinin olduk¢a ©Onemi vardir. Calismamizda da 6n uygulama
islemine tabi tutulan anterlerden izole edilen mikrosporlar, kiiltiir ortami olarak NLN
ortaminin kullanildigr ilk denemede bitki biiyiime diizenleyicileri ve bugday
ovaryumlart olmaksizin tek basina kullanilmistir. Bitki biiylime diizenleyicisi olarak
NLN ortaminin tek bagina kullanildigi uygulamada higbir ¢esitte simetrik boliinme ve
cok cekirdekli yapilara rastlanilmamistir. NLN ortamina 0.5 mg/l 2.4D ve 0.5 mg/l
kinetin ilave edilen ortamlarda, Faselis ve Amadeo g¢esidinde simetrik ¢ekirdek
boliinmesi gozlemlenirken ¢ok ¢ekirdekli yapilardan bahsetmek miimkiin olmamuistir.
Aydin Siyahi ¢esidinde ise simetrik ¢ekirdek boliinmesi gozlemlenememistir. NLN
ortamina 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP ilave edilen ortamlarda, yine Aydin siyahi
cesidinde simetrik c¢ekirdek bdoliinmesi gozlemlenmemigken, Faselis ve Amadeo
cesitlerinde simetrik ¢ekirdek boliinmeleri gozlemlenmis ancak ¢ok ¢ekirdekli yapilar
elde edilememistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.8, 4.9). Bu c¢alismada da almman sonuglar
dogrultusunda, patlicanda anter kiiltiiriinde Karkulluk¢u ve Abak (1993b)’1n, Miyoshi
(1996)’nin ise mikrospor kiiltiiriinde en iyi sonucu aldiklar1t hormon kombinasyonlarinin

olumlu etkileri gozlenmistir.

Son yillardaki arastirmalar, sadece temel kiiltiir bilesikleri tizerine degil ayni
zamanda hormon g¢esitleri, ortama ilave edilen farkli proteinler ve ovaryumlar iizerine
yogunlasmustir (Coskun 2011). Ozellikle kiiltiir ortamina ovaryum eklenerek (ovary co-

culture) yapilan c¢alismalar olduk¢a basarili sonuglar vermistir. Dunwell (2010),
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mikrospor kiiltiir ortaminda, diger ¢ogalabilen doku veya organlari, Ozellikle
ovaryumlari, kullanmanin monokotiledon bitkilerde mikrospor embriyogenesisi

artirmada dikkat ¢ekici avantajlar1 oldugunu belirtmistir.

Ovaryum ko-kiiltiir calismalarinda ise yalmiz NLN ortami, biiyiime
diizenleyicileri iceren NLN ortam1 ve bugday ovaryumlarinin kombinasyonlarini igeren
ortamlarda mikrosporlar kiiltiire alinmistir. Bu amagla Lantos (2009)’un biberde
mikrospor kiiltiiriinde yaptiklar1 ovaryum ko-kiiltliir ¢calismasinda oldugu gibi kiiltiir
ortamlarina 7 adet ovaryum ilave edilmistir. NLN ortamima ovaryumlarin ilave
edilmesiyle normalde yalniz NLN ortaminin kullanildigi ortamlarda higbir cesitte
gelisme gozlemlenemezken, ovaryum ilave edildiginde Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde
simetrik ¢ekirdek boliinmeleri gézlenmistir. NLN ortamina ilave edilen 0.5 mg/l 2,4-D
ve 0.5 mg/l kinetin hormonlar1 ve ovaryumlarin etkisinin arastirildigi denemelerde;
Faselis ve Amadeo c¢esitlerinde simetrik boliinme ve ¢ok ¢ekirdekli yapilardan basetmek
miimkiin olurken, Aydin Siyahi ¢esidinde de simetrik boliinmeler gozlemlenmistir.
NLN ortamina ilave edilen 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP hormonlar1 ve ovaryumlarin
etkisinin arastirildigi denemelerde ise, her {i¢ c¢esitte de simetrik bdliinmeler
gbzlemlenirken, ¢cok c¢ekirdekli yapilardan bahsetmek miimkiin olmamistir (Cizelge 4.2,
Sekil 4.8, 4.9).

On kosul ortaminda, diger c¢ogalabilen doku veya organlar, &zellikle
ovaryumlari, kullanmanin dikkat c¢ekici avantajlar1 oldugu belirtilmistir. Mikrospor
kiiltiir ortamina ovaryum eklenmesi, bdliinen mikrospor sayisini ve embriyo olusumunu
onemli diizeyde artirmistir (Dunwell, 2010). Kohler ve Wenzel (1985), Ziauddin vd
(1992), Mejza vd (1993), Touraev vd (1996), Hu ve Kasha (1997), J’Aiti vd (1999),
Zheng vd (2002), Patel vd (2004) ve Broughton (2008) yaptiklar1 ¢calismalarla arpa ve
bugdayda basarili bir mikrospor Kkiiltlirii i¢in ovaryum eksplantlar1 ile yapilan
tyilestirmelerin 6n kosul oldugunu ve ovaryumlarin mikrospor kiiltiiriinde basar1 i¢in
kritik bir bilesen oldugunu belirtmislerdir. Son zamanlarda benzer sekilde, Lantos vd
(2009) tarafindan biber (Capsicum annuum L.)’ de bugday ve biber ovaryumlari

kullanilarak yapilan ko-kiiltiirlin yararli etkileri rapor edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada
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da patlicanda mikrospor kiiltiiriinde, simetrik boliinme ve ¢ok c¢ekirdekli yapilarin

olusumunda kiiltiir ortamina eklenen ovaryumlarin olumlu etkileri gézlemlenmistir.

Cizelge 4.2. Temel kiiltiir ortam1 ve ekli diger bilesiklerin mikrospor gelisimine etkileri

CESIT

Kiiltiir Simetrik Cok Simetrik Cok Simetrik Cok
Ortam Boliinme Cekirdekli Boliinme Cekirdekli Boliinme Cekirdekli

Yapilar Yapilar Yapilar
NLN +
0,5 mg/l + - + - - -
24D + 0,5
mg/l KIN

ovaryum

NLN +
0,5 mgl + - + - + -
NAA + 0,5
mg/l BAP

+ ovaryum




Sekil 4.8. Patlicanda simetrik boliinme gosteren mikrosporlardan bir goriiniim

Sekil 4.9. Patlicanda ¢ok ¢ekirdekli yap1 gosteren mikrosporlardan bir goriiniim
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5. SONUC

Bu calismada ovaryum ko-kiiltiir calismasi i¢in bugday ovaryumlar1 ve 2,4D,
kinetin, NAA ve BAP biiyiime diizenleyicileri kiiltiir ortamina ilave edilerek; patlicanda
mikrospor kiiltiirii lizerine etkileri arastirilmistir. Calismada ii¢ fakli patlican ¢esidinde
uygun gelisim asamasinda bulunan mikrosporlari igeren anterlerin bulundugu
tomurcuklar toplanmistir. Bu tomurcuklardan c¢ikartilan anterler 350C’de karanlik
kosullarda 8 giin filtre ile sterilizasyonu yapilmis 0.3 M mannitol soliisyonu i¢inde 6n
uygulamaya tabi tutulmustur. On islem uygulamasindan sonra mikrosporlar anterlerden
izole edilerek NLN ortaminda, 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN ve 0.5 mg/NAA + 0.5
mg/l BAP biiyiime diizenleyicileri iceren NLN ortaminda ve bu ortamlarla bugday
ovaryumlarinin kombinasyonlarini igeren ortamlarda kiiltiire alinmistir. On uygulama
isleminden sonra NLN ortaminda izole edilip kiiltiire alinan mikrosporlara haploid
embriyo olusumunu uyartmak i¢in ilk olarak 5 mg/l 2,4D + 5 mg/l KIN ve 5 mg/l
NAA+ 5 mg/l BAP hormon konsantrasyonlarin1 igeren kiiltiir ortamlarinin etkileri
arastirtlmistir. Bu ortamlarda Aydin Siyahi ¢esitlerinde herhangi bir gelisme
gozlenmezken, Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde ise yalnizca simetrik ¢ekirdek boliinmesi
uyartilabilmistir. Ovaryum ko-kiiltiir denemeleri i¢in, bu kiiltiir ortamlarina ovaryum
ilave edilmesiyle Faselis ve Amadeo c¢esitlerinde simetrik bolinme yaninda cok
cekirdekli yapilarin olusumu, Aydin Siyahi’nda ise simetrik boliinme uyartilmistir.
Boylece ovaryum ilave edilmeyen ortamlarda simetrik ¢ekirdek boliinmesi elde edilse
bile cok cekirdekli yapilarin olusmasi, ovaryum ko-kiiltiir sisteminin dikkat cekici
avantajlart  oldugunu goOstermistir. Ancak higbir c¢esitte, ortam ve kosulda

mikrosporlardan rejenerasyon saglanamamistir.

Patlicanda mikrospor kiiltiiriinde simetrik ¢ekirdek boliinmesi ve ¢ok cekirdekli
yapilarin olusumunu uyartan bu sitemde ¢ok hiicreli yapilarin ortaya cikisini yiliksek
oranda uyartmak, haploid embriyo elde etmek ve elde edilen embriyolardan

rejenerasyonunu saglamak amaciyla sitematik olarak incelenmesi faydali olacaktir.

Mikrospor Kkiiltiirlerinin fungal ya da bakteriyel kontaminasyona ¢ok hassas

olmasi, yaptigimiz caligmada iki farkl tiirtin kullanilmas1 ve bu teknigin bize ¢ok yeni
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olmasi; mevcut c¢alismada baslangicta denemeye alinan birgcok kiiltiir ortaminin
kaybedilmesiyle neden olmustur. Bdylece mikrosporlarin embriyogenik gelisim
moduna girip girmediklerini belirlemek amaciyla simetrik ¢ekirdek boliinmesi gosteren
mikrosporlarin ve ¢ok ¢ekirdekli yapilarin varligi ve ya yoklugundan bahsetmek
miimkiin olmustur. Sonuglarin sayisal olarak ifade edilmesi yerine, izlenmek istenilen
durumun varhigt ya da yokluguna gore pozitif ya da negatif isaretlemeyle
degerlendirilmistir. Bu durumda istatistiksel anlamda bir analiz elde edilememis olsa

da, tek basia onemli bir katki olarak degerlendirilebilir.
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