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OZET

FARKLI UYGULAMALARIN PATLICAN (Solanum melongena L.)’DA
MIKROSPOR KULTURU ILE HAPLOID EMBRIiYO VE BIiTKi URETIiMi
UZERINE ETKILERI

Buse OZDEMIR CELIK
Doktora Tezi, Bah¢e Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Eyliil 2018; 86 sayfa

Arastirmada iki adet F; (“A117” ve “Amadeo”) patlican ¢esidinde mikrospor
kiiltiirii yoluyla haploid ve DH bitki elde etme olanaklar1 iizerine calisilmistir. Bu
amagla, ilk olarak uygun mikrospor gelisme donemindeki mikrosporlar (¢cogunlugu
vakuol mikrospor ve geng ¢ift ¢ekirdekli polen) anterlerden izole edilerek 35°C’de 3
giin karanlik kosullarda 6n uygulamaya maruz birakilmig ve ardindan mikrosporlar % 2
sakkaroz, 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP, pH 5.9, igeren NLN ortaminda kiiltiire
alinmig ve bir ay boyunca 25°C’de karanlikta bekletilmistir. Bir ay sonunda mikrospor
kiiltiirli teknigine c¢esitlerinin tepkisinin belirlenmesi amaciyla, kiiltiire alma sirasinda
canli mikrospor yiizdesi, 6n uygulama sonrasinda canli mikrospor yiizdesi, toplam
kallus sayisi/petri, 1 mm’den biiyiik kallus sayisi/petri ve elde edilen embriyo sayilari
incelenmistir. Mikrospor kiiltiirii i¢in “Amadeo” ¢esidi kallus ve embriyo olusumu
oranlar1 ile “All17” ¢eside gore One c¢ikmustir. Calismada daha sonra kullanilan
cesitlerde mikrospor kiiltiiri  yontemini  gelistirmek amaciyla arabinogalaktan
proteinlerinin, absisik asidin ve farkli hormon konsantrasyonlarinin etkisi aragtirilmistir.
AGP etkisini belirlemek amaciyla 10 mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l olarak belirlenen dozlarin
patlicanda mikrospor kiiltiirii iizerine etkileri degerlendirilmis ve AGP uygulamasinin
kullanilan gesitlerde mikrospor kiiltiirii {izerine tesvik edici herhangi bir etkisinin
bulunmadigr goriilmiistiir. ABA’in etkisini belirlemek amaciyla 6n uygulama stiresince
farkli dozlarda ve siirelerde mikrosporlara uygulanmistir. ilk olarak farkli doz ve
stirelerde uygulanan ABA’in mikrosporlarda stres uygulamasi ardindan kontrole gore
mikrosporlarda canlilik tizerine etkileri arastirtlmistir. Her iki ¢esitte de kontrole gore
tim ABA konsantrasyonlarinin ve uygulama siirelerinin mikrosporlarda canlilik
yiizdesini artirici etkisinin oldugu belirlenmistir. “A117” gesidinde en yiiksek mikrospor
canliligr yiizdesi 0.1 mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasindan elde edilmistir.
Amadeo c¢esidinde ise 1 mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasiyla canlilik
yiizdesinde artis meydana gelmistir. Bu sonuglardan hareketle 35°C’de 3 giinliikk 6n
uygulamanin ilk 24 saatinde “A117” ¢esidinde 0.1 mg/l ABA, “Amadeo” ¢esidinde ise
1 mg/l ABA uygulanarak mikrosporlar standart protokole gore kiiltiire alinmistir. Bir ay
sonunda “Al117” ¢esidinde hem kontrol ortamindan hem de ABA uygulamasi yapilan
ortamlarda herhangi bir kallus gelisimi meydana gelmemistir. “Amadeo” ¢esidinde ise
toplam kallus ve 1 mm’den biiyiik kallus sayilar1 degerlendirildiginde; kontrol grubuyla
ABA uygulamasi arasinda istatistiki olarak farklilik 6nemli bulunmamistir. Denemenin
son asamasinda 2,4-D ve Kinetinin farkli konsantrasyonlarini igeren 16 farkli ortam
kombinasyonu hazirlanmig ve bu ortamlarin etkisi incelenmistir. Arastirma sonunda
“Al17” ¢esidinde toplam kallus sayis1 ve 1 mm’den biiyiik kallus sayist agisindan en



etkili ortam 12 numarali ortam (0.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN) olarak belirlenirken,
“Amadeo” ¢esidinde en fazla toplam kallus sayisi ve 1 mm’den biiyiik kallus sayisi
kontrol ortamindan elde edilmistir. Calismada kullanilan mikrospor kiiltiirii teknigi
degerlendirildiginde mikrosporlardan elde edilen kallus ve embriyolardan basarili bir
sekilde bitki elde edilmistir. “A117” ¢esidinden 36 kallusdan 18 bitki, “Amadeo”
cesidinden ise 70 adet kallusdan 25 bitki elde edilmistir. Mikrospor kiiltiirlinden elde
edilen kalluslardan gelistirilen bitkilerin flow sitometri analizleri sonucunda ise
bitkilerin ploidi seviyeleri diploid ve triploid olarak belirlenmistir. Bu bitkilerde DH
bitki orami “Al117” ¢esidinde % 68 olarak, “Amadeo” c¢esidinde ise % 60 olarak
belirlenmistir. Mikrospor kiiltiiriinden elde edilen embriyolardan ise yalnizca haploid
bitkiler elde edilmistir. Mikrospor Kkiiltiirinden elde edilen bitkiler dis kosullara
aktarilmig ve daha sonra arazi kosullarina dikilerek meyveleri olgunlastiginda meyveler
hasat edilmis bunlardan tohum iiretimi gergeklestirilmistir. Elde edilen tohumlar tekrar
ekilerek bunlardan double haploid homozigot hatlar elde edilmistir
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF DIFFERENT APPLICATION TO INDUCE HAPLOID
EMBRYO AND PLANT FORMATION ON EGGPLANT (Solanum melongena L.)
MICROSPORE CULTURE

Buse OZDEMIR CELIK
PhD Thesis in Department of Horticulture Science
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
September 2018; 86 pages

In the study, two F; ("A117" and "Amadeo™) eggplant cultivars were studied on
the possibilities of obtaining haploid and DH plants by microspore culture. For this
purpose, microspores were firstly isolated from the anthers of the appropriate
microspore developmental stage (mostly vacuole microspores and young twin pollen)
and subjected to pretreatment application at 35°C for 3 days in dark conditions.
Afterwards microspores were incubated with 2 % sucrose, 0.5 mg/l NAA and 0.5 mg/I
BAP, pH 5.9, and incubated in the dark at 25°C for one month. At the end of one month
in order to determine the responds of cultivars to microspore culture, percentage of alive
microspores at 1st day of microspore isolation, percentage of alive microspores at the
end of 3rd day after pretreatment, number of total calli/petri, 1 mm at the end of culture
(1st day) number of callus/petri and number of embryos obtained were evaluated.
Experimental results revealed that “Amadeo” was prominent in a comparision to
“A117” variety in terms of callus and embryo formation rates. Later on in the study, the
effects of arabinogalactan proteins (AGPs), abscisic acid (ABA) and different hormone
concentrations were investigated in order to improve the microspore culture method. To
determine the AGPs effect on microspore culture, different of doses (10 mg/l, 1 mg/l
and 0.1 mg/l) were evaluated and AGP application was found to have no stimulating
effect on microspore culture in the cultivars used. ABA was applied to microspores at
different doses and durations throughout the pre-treatment period to determine ABA
effects. First of all, after stress pre-treatment, the effects of ABA apllied at different
doses and durations was compared with control group in terms of microspore viability.
It was determined that all applied ABA concentrations and durations in both cultivars
enhanced the microspore viability percentage. The highest percentage of microspores
viability percentage in the “A117” was obtained by application of 0.1 mg/l ABA for 24
hours. In the “Amadeo” cultivar, the increase in the viability percentage was recorded
when 1 mg/l ABA was applied for 24 hours. Based on these findings, microspores were
cultured in accordance with standard protocol with applications of 0.1 mg/l ABA for in
“Al117” and 1 mg/l ABA for in “Amadeo” cultivar in the first 24 hours of 3 days pre-
treatment at 35°C. At the end of one month, no callus development occurred in the
“Al117” in both control and ABA application. When the total callus and callus numbers
greater than 1 mm were evaluated in the “Amadeo” cultivar, no statistically significant
difference was found between the control group and ABA applications. In addition to
AGPs and ABA applications, effects of different doses of 2,4-D and kinetin added to
media were investigated. For this purpose, 16 different media combinations containing
different concentrations of 2,4-D and kinetin were prepared. At the end of the study,



while the most effective medium in terms of total number of calli and number of calli
bigger than 1 mm was media 12 (0.5 mg /1 2,4-D +1 mg/ | KIN), control medium gave
the best result in terms of total number of calli and number of calli bigger than 1 mm for
Amadeo. When the microspore culture technique used in the study was evaluated, the
plantlets were successfully obtained from the calli and embryos obtained from
microspores. A total of 18 plants from 36 calli for “Al117” cultivar and 25 plants from
70 calli were obtained for “Amadeo” cultivar. The flow cytometry analyzes of the plants
developed from the calli obtained from microspore culture revealed that the ploidy
levels of obtained plants were diploid and triploid. The DH plant percentage of plants
obtained from calli was determined as 68 % in the “A117” cultivar and 60 % in the
“Amadeo” cultivar. On the other hand, only haploid plants were obtained from the
embryos obtained from microspore culture. The plants obtained from the microspore
culture were transferred to field conditions for selfing. After selfing obtained seeds were
planted in the field conditions and the fruits were harvested when the fruits were
mature. The obtained seeds were re-seeded to obtain double haploid homozygous lines.

KEYWORDS: Eggplant, Haploidy, Microspore Culture, Microspore Embryogenesis,
Solanum melongena L.
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ONSOZ

Tarih boyunca, kiiltiir bitkilerinin kalitesi ve verimini iyilestirmek ve ayni
zamanda farkli c¢evre kosullarima en uygun tiirleri segmek icin biiylik ¢aba sarf
edilmistir. Bitkilerin dogrudan veya dolayli olarak insanoglu i¢in birincil enerji ve besin
kaynagi olmasi nedeniyle, bitki 1slah1 bilimsel arastirmalarin odak noktasi olmustur.
Klasik bitki 1slah1 yontemlerinin uzun yilardan beri kullanilmasiyla iistin verimli ve
kaliteli birgok ¢esit gelistirilmis olmasina karsin, basta hastalik ve zararlilar olmak {izere
baz1 biyotik ve abiyotik kosullara karsi dayaniklilikta heniiz istenilen sonug
almamamistir. Bunu yaninda klasik bitki 1slahi ile istenilen verim ve kalitede yeni
cesitlerin elde edilmesinde; 1slah calismalarinin uzun yillar almasi, hibrit iiretiminin
zorlugu, yurtdisindan tohum girisi gibi karsilasilan bazi kisitlamalarin yaninda, 6zellikle
1slah siireglerini  kisaltmak i¢in doku kiiltiiriine dayali biyoteknolojik yontemler
gelistirilmistir. Bu biyoteknolojik yontemlerden haploid bitki elde etme yontemleri 1slah
calismalarinda kullanilan biyoteknolojik yontemlerin basinda gelmektedir.

Bu calisma ile haploid bitki elde etme yontemlerinden biri olan mikrospor
kiltirii yontemi ile patlicanda haploid ve DH bitki elde etme olanaklari {izerine
calisgilmistir. Bu amagla farkli gesitlerin bu ydnteme tepkisinin, farkli hormon
konsantrasyonlarinin, arabinogalaktan proteinleri ve absisik asit uygulamalarinin
patlicanda mikrospor kiiltiirii iizerine etkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Ancak
her tiirde mikrospor kiiltiirii yoluyla kallus veya embriyo olusumu saglamamaktadir.
Bazi tiirlerde mikrospor kiiltiiriinden bazi tiirlerde ise anter kiiltiirinden daha yiiksek
basar1 elde edilmektedir. Bu amagla kullanilan g¢esitlerin mikrospor embriyogenesise
tepkisinin belirlenmesi i¢in anter kiiltiirii ¢aligmast da yapilarak bu iki yontem
patlicanda mikrospor embriyogenesis indiiksiyonu acisindan degerlendirilmistir.

Doktora tezimde mikrospor kiiltiirii konusunda g¢aligma firsati saglayan ve
calismalarim boyunca bilgi ve destegini esirgemeyen tez danismanim Sayin Prof. Dr. A.
Naci ONUS’a sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim. Tez Izleme Komitesi’nde yer
alarak bana destek olan Sayin Prof. Dr. S. Sebnem ELLIALTIOGLU ve Saymn Prof. Dr.
Ersin POLAT’a tesekkiirlerimi sunarim. Tezimin flow sitometri analizleri i¢in
gostermis oldugu her tlirli yardim ve katkilarindan dolayr Saym Prof. Dr. Metin
TUNAya, bitkisel materyalin yetistirilmesi ve tomurcuklarin temininde 6zellikle Ziraat
Yiiksek Miihendisi Ahmet SECIM’e ve tiim GENETIKA Tohumculuk Firmasi
calisanlarina, egitim hayatim boyunca yardimlarini esirgemeyen Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Anabilim Dali’nda gorevli hocalarima, c¢alisma
arkadaslarima ve idari personeline sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.

TUBITAK 2214-A Yurt Dis1 Doktora Siras1 Arastirma Burs Programi bursiyeri
olarak, tez calismalarimin bir boliimiinii yurtdisinda gergeklestirme olanagi taniyan
TUBITAK- Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligi (BIDEB)’na sagladiklar1 destek
i¢cin sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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GIRIS B. OZDEMIR CELIK

1. GIRIS

Solanaceae familyasi1 diinyada oldugu kadar iilkemizde de en fazla yetistirilen
sebze tiirlerini igerisinde bulundurmaktadir. Bu familya yaklasik olarak 90 cins ve
3000-4000 tiirden olusmaktadir ve bu tiirlerin ¢cogunlugu Solanum cinsine aittir (Knapp
vd. 2004). Patlican, Solanum melongena L., Solanaceae ailesinin Solanum cinsine ait
diploid (2n=2x=24) bir sebze tiiriidiir ve tilkemiz dahil pek ¢ok iilkede ekonomik degere
sahiptir. Patlicanin dahil oldugu Solanum cinsi, domates, patates ve biber gibi ekonomik
acidan Onemli bitkileri icermekte ve Archaesolanum, Bassovia, Leptostemonum,
Lyciosolanum, Minon, Potatoe ve Solanum olmak iizere yedi altcinsten olusmaktadir.
Patlican bu altcinslerin dordiine dahildir; Leptostemonum, Solanum, Potatoe ve
Archaesolanum. Altcins Leptostemonum, kiiltiirii yapilan S. melongena, S. macrocarpon
ve S. aethiopicum tiirleri de dahil olmak iizere bir¢ok patlican tiiriinii kapsamaktadir
(Altaye 2015).

Patlican (S. melongena L.) diinyada eggplant, aubergine ve brinjal gibi belli basl
isimlerle yaygin olarak bilinirken diger kiiltiirii yapilan iki patlican tiirii gboma (S.
macrocarpon L.) ve scarlet (S. aethiopicum L.) isimleriyle bilinmektedir. Kiiltiiri
yapilan pathican tilirleri 1liman iklim bolgelerinde tek yillik iken tropik iklim
bolgelerinde ¢ok yillik bir kiiltiir bitkisidir. S. melongena L., yaygin olarak Asya ve
Afrika kitalarinda olmak tizere Avrupa ve Amerika kitalarinda da iretilmekte ve
kullanilmaktadir. S. aethiopicum L. ve S. macrocarpon L., bazi alanlarda o6zellikle
Afrika kitasinda yerel olarak onemli kiiltiir bitkileridir (Altaye 2015; Gramazio vd.
2018). Patlicanin anavatamn Hindistan olarak ifade edilmekle birlikte, Indo-Burma
orijinli bir bitki olarak tanimlanmakta ve ikinci derecedeki gen merkezinin de Cin
oldugu yoniinde kayitlar bulunmaktadir. Patlican 1y1 bir vitamin ve mineral kaynag:
olmasmin yani sira toplam besin degeri bakimindan da domates ile karsilagtirilabilir
(Kalloo 1993).

Diinyada patlican iiretim miktar1 yildan yila artis gostermistir. Cizelge 1.1°de
gorildiigi gibi son on yilda diinyada patlican tiretim miktart 6nemli 6lgiide artmis olup;
2016 yilina ait FAO verileri incelendiginde diinyadaki toplam iiretim miktart 51 milyon
tonu agmigtir. 2007 yilinda 1,653,708 ha alanda 37,632,732 ton iiretim yapilirken, bu
alan ve iretim miktar1 2016 yilinda 1,793,978 ha alan ve 51,288,169 ton iiretim
miktarina ulagmigtir. Bu durum firliniin gida ve ekonomik deger agisindan onemini
gostermektedir. Diinyadaki en Onemli patlican yetistirici iilke 780,675 ha alandan
32,001,667 ton iiretim miktari ile Cin’dir. Hindistan, 664,000 ha alandan 12,552,000 ton
tiretim miktar ile ikinci sirada yer almaktadir. Bunu 48,556 ha alanda 1,194,315 ton
{iretim miktar1 ile Misir takip etmektedir. Ulkemiz 44,829 ha alanda 854,049 ton iiretim
miktari ile dordiincii sirada yer almaktadir (Cizelge 1.2). Diinyadaki en 6nemli patlican
yetistirici lilke olan Cin’in son on yillik ekim alam1 ve iretim miktar
degerlendirildiginde ekim alan1 980,000 ha alandan 780,675 ha alana diiserken, {iretim
miktar1 yaklasik olarak iki kat artigla 17,500,000 tondan 32,001,667 tona yiikselmistir.
Hindistan ve Misir’da ekim alanlarinin yani sira iiretim miktarlarinda da artis meydana
gelmistir. Ulkemiz ise patlican ekim alanmi yaklasik olarak iki kat artirmis olmasina
ragmen iretim miktarint diisiiren tek {ilke olmustur (Cizelge 1.2) (Anonim 1). Tarim
tirlinlerinde meydana gelen iiretim artigi, ekim alanlarinin ve/veya birim alandan elde
edilen verimin artirilmasi ile miimkiin olmaktadir. Bu durumda diinyadaki 6nemli
patlican iiretici lilkelerde ekim alanlarinda bir azalma meydana gelmesine karsin artan
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tiretim miktarlarinin, birim alandan elde edilen verimin artirilmasi ile miimkiin oldugu
distiniilmektedir.

Cizelge 1.1. Son on yilda diinya patlican ekim alani ve tiretim miktarlar1™*

Yillar Ekim Alani (ha) Uretim miktari (ton)
2007 1,653,708 37,632,732
2008 1,606,351 39,811,457
2009 1,691,286 43,477,117
2010 1,717,642 44,073,890
2011 1,752,393 45,005,712
2012 1,803,765 46,951,760
2013 1,854,094 48,880,838
2014 1,853,340 49,976,051
2015 1,800,655 50,577,940
2016 1,793,978 51,288,169
*: Anonim 1

Cizelge 1.2. Diinya iireticisi ilk 5 tilkenin yillara goére patlican ekim alani ve iiretim

miktarlari*®
2016 2011 2006
Ulkeler Ekim Uretim Ekim Uretim Ekim Uretim
alanm miktari alani miktari alani miktari
(ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton)
Cin 780,675 32,001,667 736,130 26,507,000 980,000 17,500,000
Hindistan 664,000 12,552,000 680,000 11,896,000 559,700 9,364,300
Misir 48,556 1,194,315 45,020 1,166,430 46,440 1,180,280
Tiirkiye 44,829 854,049 25,330 821,770 29,315 924,165
iran 24,783 677,730 19,078 563,715 17,965 464,189
* Anonim 1
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Ulkemizin hemen hemen biitiin  bolgelerinde patlican  yetistiriciligi
yapilmaktadir. Acikta yazlik sebze olarak yetistirilmekte, ki ve bahar aylarinda ise
ortiialt1 tariminda vyetistiriciligi yapilmaktadir. TUIK verilerine gére 2015 yilinda
tilkemizde yapilan 805,259 tonluk patlican iiretimi i¢inde 365,637 ton {iretim miktar1 ile
ilk siray1 Akdeniz Bolgesi almaktadir. Bati Karadeniz 116,629 ton iiretim ile ikinci
sirada yer alirken, bunu 96,359 ton tiretim ile Ege ve 95,650 ton iiretim ile Giineydogu
Anadolu Boélgesi izlemektedir (Cizelge 1.3). Ulkemizde patlican iiretiminde Antalya ili
ilk sirada bulunurken, bunu sirasiyla Mersin, Samsun, Hatay, Mugla ve Bursa illeri
izlemektedir (Cizelge 1.4). Tiirkiye’de toplam patlican iiretiminin % 31°i ortiialtinda
yetistirilmektedir ve ortiialti patlican yetistiriciliginin en yogun olarak yapildigi bolge
Akdeniz Boélgesi’dir. Ortiialti tarim1 s6z konusu oldugunda ise patlican, seralarda
yetistirilen Uiriinler siralamasinda domates, hiyar ve biberden sonra dordiincii sirada yer
almaktadir (Anonim 2).

Cizelge 1.3. Tirkiye bolgeler itibariyle patlican ekim alani ve tiretim miktarlar™*

Bolgeler Ekim Alan (da) Uretim miktar1 (ton)
Akdeniz 73,496 365,637
Bat1 Karadeniz 38,586 116,629
Ege 32,624 96,359
Giineydogu Anadolu 34,984 95,650
Dogu Marmara 16,257 45,086
Bati Marmara 14,660 34,817
Bat1 Anadolu 6,673 19,035
Ortadogu Anadolu 6,980 13,921
Kuzeydogu Anadolu 2,807 3,960
Orta Anadolu 4,534 10,466
Dogu Karadeniz 2,086 2,890
* Anonim 2
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Cizelge 1.4. Tiirkiye iller itibariyle patlican iiretim miktarlar™

Tller Uretim miktar: (ton)
Antalya 160,999
Mersin 112,842
Samsun 87,274
Hatay 47,456
Mugla 33,205
Bursa 32,144
Adana 29,920
Gaziantep 29,555
Balikesir 25,909
Sanhurfa 24,769
izmir 23,035
Diyarbakir 20,256
* Anonim 2

Patlican iretiminin yogun olarak yapildig1 iilkelerde, patlican cesitlerinin
1slahina yonelik galigmalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Nitekim patlicanda gelistirilmis
olan hibrit ¢esitler ¢ok uzun yillardan beri siirdiiriilen 1slah ¢aligmalarinin bir sonucudur
(Sekara vd. 2007). Diinyada ve iilkemizde sebze iiretiminde lstiin nitelikli gesitler;
yiiksek verimleri, homojenlik ve meyve kaliteleri, erkencilikleri, bitki hastalik ve
zararlarima dayanikliliklari, depolama ve tagimaya uygunluklari gibi Kkalite 6zellikleri
nedeniyle onemli bir endiistri haline gelmis ve {ireticiler tarafindan vazgecilmez
olmustur. Klasik 1slah yontemlerinden yararlanilarak patlican cesitlerinin 1slahina
yonelik ¢aligmalarin ana hedefi; hastalik ve zararlilara, abiyotik stres kosullarina ve
herbisitlere dayanim, partenokarpi, verimi, Kkalitesi ve besin degeri yiiksek, pazar
ihtiyaglar1 ve tiiketici tercihlerine uygun gesitler gelistirmektir. Sebze {iiretiminde
verimin ve kalitenin daha yliksek diizeylere eristirilebilmesi i¢in yogun arastirmalar
strdirilmektedir. Ancak diinyada ekonomik Oneme sahip patlican gesitlerinin
genellikle biyotik ve abiyotik streslere karsi yeterli diren¢ diizeyine sahip olmamasi
tireticilere verim kayb1 olarak yansimaktadir.

Diinyada ve iilkemizde sebze iiretiminde halen yaygin olarak uygulanmakta olan
klasik 1slah metotlar1 ile gelistirilen hibrit gesitler % 100 saf hatlarin melezlenmesiyle
elde edilmektedir. Bitki 1slahinda kullanilan klasik yontemlerle, bu sekildeki ebeveyn
kombinasyonunun elde edilmesinde amaclara uygun olarak se¢ilmis ebeveyn bitkiler
arasinda yapilan melezlemelerle ise baslanmakta ve istenilen karakter kuruluncaya
kadar birgok generasyon kendileme ve melezleme islemleri yapilmaktadir. Klasik bitki
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1slahi, tizerinde calisilan popiilasyondaki genetik cesitlilik ile dogru orantilidir ve bu
cesitliligin daha da artirilmasi gerekmektedir. Ancak genetik tabanda meydana gelen
daralma nedeniyle tiir i¢i genetik ¢esitliligin smirli kalmasindan dolay1 klasik 1slah
yontemlerinden elde edilen basari sinirlanmaktadir (Tanur Erkoyuncu 2013). Bunun
yaninda klasik 1slah c¢alismalariyla uzun yillara ihtiyag duyularak gelistirilen hibrit
cesitlerin elde edilmesinin zor ve maliyetli olmast ve siirekli degisen pazar istekleri
nedeniyle her ne kadar pek ¢ok iirtinde uygulaniyor olsa da zaman ve kaynak kullanimi
acisindan dezavantajlara sahiptir. Patlicanda klasik 1slah yontemleri kullanilarak s6z
konusu stres faktorlerine karst dayanikliligin saglanamamasi yaninda doku kiiltiirt,
genetik miihendisligi ve molekiiler biyoloji gibi biyoteknolojik yontemlerin dogrudan
ve dolayli olarak bitki 1slahinda kullanilmasi, yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde yasanan
kisitlamalarin asilmasinda bu yontemlerden yararlanma olanagi saglamistir (Kashyap
vd. 2003). Bu nedenle giiniimiizde bitki 1slah1 ¢alismalarini hizlandiran ve tamamlayan
biyoteknolojik yontemlerden yararlanilmasi gerekmektedir. Bitki islahinda kullanilan
bu yeni tekniklerden birisi, kisa siirede homozigot hatlarin elde edilmesine olanak
saglayan haploid (H) ve double haploid (DH) teknigidir.

Haploid bitkiler, somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi ait olduklari bitki
tirliniin gamet hiicrelerinde bulunan kromozom sayis1 kadar olan bitkilerdir. Haploid bir
bitkinin kromozom sayisinin (n) bazi kimyasal maddelerle iki katina ¢ikarilarak tiiriin
normal kromozom sayisina (2n) yeniden kavusturulmasiyla normal gamet ve tohum
tretimi  saglanmaktadir. Bu Dbitkiler ise ‘double haploid bitkiler’ olarak
adlandirilmaktadir (Ellialtioglu vd. 2001).

Haploid bitkiler dis goriiniis agisindan kok, govde, dal, yaprak, cicek ve bazi
durumlarda meyveler de vererek diploid bir bitkideki tim organlara sahiptir ve normal
gelisim gostermektedirler. Bununla birlikte haploid bitkiler morfolojik olarak
diploidlerin kiigtltiilmiis ornekleridir ve zayif, giigsiiz, bodur ve daha kiigiik yapili
bitkiler olup gelisimleri daha yavastir. Yapraklari dar ve kiigiik, govde ve dallarda
bogum aralar kisa ve ¢igeklenme siiresi daha uzun olmasina ragmen kiiciik ¢icek acan,
polen olusturamayan bu bireyler kisirdirlar ve tohum baglayamazlar. Plastid sayilari az,
stomalar1 daha kiigiiktiir ve birim alanda daha fazla stoma tagirlar (Emiroglu 1982; Er
1992; Caglar ve Abak 1999; Ellialtioglu vd. 2001). Haploid bitkiler bu 6zelliklerinden
dolay1 tarimsal agidan Onemli olmamalarina ragmen; bitki 1slahi, genetik, sitolojik,
fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal ¢alismalar i¢in son derece 6nemli materyallerdir
(Ar1 2006).

Giliniimilizde ¢esit gelistirme calismalarinda kullanilan haploid bitki {iretim
teknikleri, bitki 1slahinda 6nemli avantajlara sahiptir. Haploid bitkilerin en basta gelen
avantaji, tam bir homozigotiyi ¢ok kisa siirede elde etme olanagi saglamasidir.
Homozigot hatlar1 elde etmek i¢in yabanci dollenen tiirlerde 10-12 generasyon, kendine
dollenen tiirlerde 5-7 generasyona ihtiya¢ duyulan kendileme stiresini bir generasyona
indirerek mutlak homozigotlugu saglar. Dioik tiirlerde veya kendileme depresyonu
nedeniyle klasik yontemlerle homozigotluga ulasmanin zor oldugu tiirlerde, ¢cok yillik
meyve agaglar1 ve orman bitkileri gibi uzun bir genclik kisirlig1 olan tiirlerde haploidi
onem kazanmaktadir. Haploidi ile elde edilen saf hatlar F; hibrit gesit 1slahinda ebeveyn
olarak kullanilabilir (Ellialtioglu vd. 2001). DH bitkilerin genotipleri homozigot
oldugundan heterozigot bitkilerde resesif olan karakterler homozigot olarak ifade
edilebilir. Heterozigot genotiplerde resesif durumda birgok énemli gen bulunmakta ve
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bu genler DH bitkilerde dominant genlerin etkisinden kurtulmus olarak fenotipte ifade
edilebilirler (Ellialtioglu vd. 2001; Coskun 2011).

Haploidler dogada spontan olarak olusabilmekle birlikte, olusumlar1 g¢esitli
yontemlerle de uyartilabilir. Haploidlerin genetik ve bitki 1slah1 agisindan 6nemi uzun
bir siiredir bilinmekle beraber kullanimlari, dogada kendiliginden ortaya cikis sikligi
cok diisiik oldugundan, uzun bir siire kisith kalmistir. Dogada spontan sporofitik
haploidler ilk kez Datura stramonium L. bitkisinde belirlenmistir (Blakeslee vd. 1922)
ve daha sonra bir¢ok bitki tiirlinde spontan haploidlere rastlanmistir (Maluszynski vd.
2003; Dunwell 2010). Spontan haploidler dogada androgenesis, ginogenesis, semigami,
polyembriyoni veya kromozom eliminasyonu yollarindan birisi ile olusmakta ve ortaya
cikma sikligr % 0.001-0.01 gibi diisiik seviyelerde kalmaktadir. Spontan haploidlerin
olusumu tiirlere ve hatta genotiplere gore degismekle birlikte birgok tiirde ise dogal
haploid olusumuna hig¢ rastlanilmamaktadir. Pratik bir 1slah ¢aligmasi planlandiginda bu
spontan haploid bitkilerin olusum orani ¢ok diisiik diizeylerde kalmakta ve gereksinim
duyulan haploid bitkilerin elde edilmesi i¢in yetersiz olmaktadir. Haploid bitkiler
ayrica, Uzak akrabalar arasi melezlemeler, tozlamanin geciktirilmesi, abortif veya
isinlanmig  polenlerle tozlama, sicaklik soklari, degisik kimyasallar, hormon
uygulamalari, “X” veya “UV” 1ginlari ile in situ uyartimla da elde edilebilir (Bal 2002;
Ar1 2006).

Diger bir yontem ise in vitro uyartimla laboratuvar kosullarinda haploid bitki
elde edilmesidir. Haploid bitkilerin in vitro uyartimla elde edilmesinde kullanilan
baslangi¢ materyalleri gametlerdir. Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi igin iki
yontem bulunmaktadir: ya embriyo kesesindeki haploid yapidaki hiicrelerin, ¢ogunlukla
yumurta hiicresinin, uyarilmasi sayesinde disi gametten (ginogenesis); ya da mikrospor
rejenerasyonu yoluyla erkek gametten (mikrospor embriyogensis) in vitro kosullarda
bitki olusumunu saglamaktir (Ellialtioglu 2000). In vitro uyartim metotlarmdan
mikrospor embriyogenesisde bitkinin erkek iireme organlari (anter veya mikrospor),
ginogenesiste ise bitkinin disi iireme organlari (oviil veya ovaryum) yapay besin
ortamlarinda kiiltiire almmaktadir. Her iki yontemde de temel prensip; normal
kosullarda mikrospor veya megaspor hiicresinin gametofitik gelisimini durdurarak,
cesitli uyartilar yardimiyla embriyonik gelismeye zorlamaktir (Ar1 2006).

Bu caligmada, in vitro haploid bitki elde etme yontemlerinden olgunlasmamis
erkek gametofitlerden haploid embriyogenesis iizerine odaklanilmistir. Gametik
embriyogenesisin bu formunu tanimlamak i¢in androgenesis, mikrospor embriyogenesis
ve polen embriyogenesis dahil birgok farkli terim kullanilmistir. Mikrospor veya polen
embriyogenesis terimlerinin kullanimi1 bu siirecin baglamis oldugu yapiya baghdir
(Raghavan 1986; Reynolds 1997; Touraev vd. 1997). Androgenesis terimi sikga
kullanilmasina ragmen bazi yazarlar bu terimden haploid bitkilerin in vivo kosullarda
kendiliginden olusum seklini ifade etmek amaciyla klasik olarak da kullanildig: igin
kaginmaktadirlar (Olmedilla 2010; Soriano vd. 2013). Bu calismada, bir¢ok yazar gibi
embriyoyu olusturan hiicrelerin gelisim asamasi ne olursa olsun olgunlasmamis erkek
gametofitin in vitro kiiltiiriini isaret eden ve daha yaygin olarak kullanilan “mikrospor
embriyogenesis” terimi kullanilmigtir.

Mikrospor embriyogenesis, heniiz olgunlagsmasini tamamlamamis ve igerisinde
birinci polen mitozu asamasina gelmis mikrosporlari bulunduran anterlerin in vitro
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kosullarda kiiltiire alinmasiyla anter kiiltiiri veya bu mikrosporlarin anterlerden izole
edilerek somatik dokular olmaksizin dogrudan sivi bir ortamda in vitro kosullarda
kiltiire alinmasiyla mikrospor kiiltiirii ile yapilmaktadir. Anter kiiltiirii haploid {iretimi
icin en yaygin kullanilan yontemdir. Mikrospor kiiltiirii ise anter kiiltiiriine gore daha
karmasik bir yontem olmasina karsilik genellikle tercih edilen bir yontemdir. Mikrospor
kiiltiiri anter kiiltiiriniin bazt olumsuz 6zelliklerini ortadan kaldirmak amaciyla
gelistirilmis bir yontemdir ve gesitli avantajlar sunmaktadir (Ferrie ve Caswell 2011).
Anter kiiltlirii yoluyla mikrospor embriyogenesisin uyartilmasinda yasanan problemler
degisik sekillerde olabilmektedir. Bunlardan en belirgini, anter duvar1 ya da kiiltiire
alma esnasinda anterden uzaklastirilmamis filament parcalar1 gibi somatik dokularin tek
basina ya da mikrospor kaynakli kallusla birlikte rejenere olmasidir. Béyle bir durumda
kallus ya somatik dokudan meydana gelir ya da haploid ve somatik kallus birlikte
rejenere olur ve miksaploid rejenerantlar ortaya c¢ikabilir (Bal 2002). Mikrospor
kiltiriinde ise anter duvarina ait igerik uzaklastirildigi i¢in somatik hiicrelerden
rejenerasyon meydana gelme olasiligi tamamen ortadan kaldirilmaktadir. Anter
kiiltiiriinde mikrosporlar ortamdaki besin maddelerini anter duvarindan gectikten sonra
alabilmektedir. Mikrospor kiiltiiriinde ise mikrosporlar ortamdaki besin maddeleri ile
dogrudan temas halinde olduklarindan besin maddelerini daha iyi bir sekilde
alabilmektedir. Ayrica mikrosporlarin dogrudan gézlenmesi ile mikrospor kiiltiiriinde
haploid verimi ve embriyogenesiste rol oynayan faktorler daha iyi kontrol edilmektedir.
Mikrospor/polen tanecikleri arasindaki rekabet kiiltiir —ortaminda mikrospor
yogunlugunun optimize edilmesiyle azaltilabilmektedir. Bunlarin yaninda mikrosporlar,
gen transferi, mutasyon arastirmalar1 ve genetik manipiilasyonlar, biyotik veya abiyotik
kokenli stres kosullarina dayaniklilik amaglandiginda in vitro seleksiyon i¢in anterlere
gore daha uygun bir baglangic materyalidir (Ellialtioglu vd. 2001; Omedilla 2010;
Tuncer 2010; Coskun 2011; Ferrie ve Caswell 2011). Mikrospor kiiltiiriiniin
avantajlaria ragmen, giiniimiizde birgok tiirde bu yontemle haploid bitki rejenerasyonu
saglamak zordur.

Mikrospor embriyogenesis ile ilk in vitro haploid bitki olusumu Guha ve
Maheshwari (1964) tarafindan Solanaceae familyasina ait Datura innoxia anterlerinde
yapilan ¢alisma ile elde edilmistir. Bu ¢alismanin ardindan kisa bir siire sonra Nicotiana
bitkisinde anter kiiltiirii ile haploid bitki elde edilmistir (Nitsch ve Nitsch 1969).
Mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesi ilk kez Nicotiana bitkisinde
anter dokusundan salinan mikrosporlardan (shed-mikrospor kiiltiiri) Nitsch (1974)
tarafindan bildirilmistir. 1982 yilinda Lichter (1982), Brassica ¢igek tomurcuklarindan
izole edilmis mikrospor kiiltiir sistemini gelistirmistir. Bu oncii ¢alismalardan sonra, bu
olgu angiospermlerde 250’den fazla tiir i¢in bildirilmistir (Maluszynski vd. 2003).
Bunlardan yalnizca dort tanesi, kolza (Brassica napus L.), tiitiin (Nicotiana tabacum
L.), arpa (Hordeum vulgare L.) ve bugday (Triticum aestivum L.) model sistem olarak
kabul edilebilecek yeterlilikte cevap vermistir (Maraschin vd. 2005a). Ancak,
Solanaceae familyasina ait bazi tiirlerde oldugu gibi agronomik olarak 6nemli birgok
bitki hala mikrospor embriyogenesise karsi inat¢idir ve bunun nedeni hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir (Segui-Simarro ve Nuez 2008).

Haploidinin uyartimi birgok tiirde uzun zamandan bu yana basariyla uygulantyor
olmasina ragmen, benzer basartyr Solanaceae familyasindaki patlican ve diger bazi
sebzelerde gérmek bugiine kadar miimkiin olmamistir. Solanaceae familyasina ait bes
ana tiir arasinda ( biber, tiitiin, patates, patlican ve domates) yalnizca tiitlinde yeterli
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ilerleme saglanmis ve mikrospor embriyogenesis c¢alismalart i¢in model bir sistem
olarak bu tiirin degerlendirilmesi saglanmistir. Su anda rutin olarak ve kabul edilebilen
bir verimlilikte DH bitkiler elde etmek igin tiitinde anter ve mikrospor kiiltiirii
protokolleri gelistirilmistir. Patates ise model bir sistem olarak kabul edilmese de anter
ve mikrospor kiiltiiriinden haploid indiiksiyonu mevcuttur. Bu beg tiirden geriye kalan
domates, biber ve patlican gibi agronomik olarak 6nemli olan tiirler ise mikrospor
embriyogenesise karsi inatgi tlirler olarak kabul edilmekte ve tanimlanmaktadir. Bazi
durumlarda bu tiirlerde DH bitkiler elde edilmesine ragmen, sonuclar tiitiinde elde
edilen verimlilikten hala ¢ok uzaktir (Segui-Simarro vd. 2011).

Patlicanda haploid bitki iiretimiyle sonuglanan partenogenetik spontan haploid
bitki olusumu hig bildirilmemistir (Rotino 1996). Patlicanin ekonomik dnemine ragmen
mikrospor embriyogenesis iizerine gelismeler hala yetersiz goriilmektedir. Patlican
mikrospor embriyogenesis indiiksiyonu i¢in inat¢1 bir tiir olarak degerlendirilmesine
ragmen DH bitkiler elde etmek miimkiindiir. Ancak yontemin etkinligi smirhdir ve
indiiklenebilir genotip sayisi hala yetersizdir (Segui-Simarro vd. 2011). Mikrospor
embriyogenesisle ilgili olarak, bazi patlican genotiplerinde anter kiiltiirii yoluyla olumlu
sonuclar elde edilmistir ve anter kiiltiirlinden bitki rejenerasyonu tizerine ilk rapor 1973
yillinda yaymlanmistir (Raina ve lyer 1973). ilk raporun yaymlanmasindan sonra
patlicanda anter kiiltiirii yoluyla haploid veya DH bireylerin elde edildigi ¢alismalar
farkli arastirma gruplari tarafindan bildirilmistir (Isouard vd.1979; Dumas de Vaulx ve
Chambonnet 1982; Misra vd.1983; Borgel ve Arnaud 1986; Rotino vd.1987; Tuberosa
vd. 1987; Rotino 1996; Rotino vd. 2005; Alpsoy ve Seniz 2007; Salas vd. 2011,2012;
Basay vd. 2010; Basay ve Ellialtioglu 2013). Giinlimiize kadar anter kiiltiirii {izerine
yapilan ¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugunda Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)
tarafindan yayinlanan protokoliin modifiye edilerek hazirlanmis versiyonlarina
dayanarak DH hatlar elde edilmistir. Patlicanda anter kiiltiirii ile yapilan baz1 basarili
caligmalara ragmen bu yontemin pratik kullaniminmi kisitlayan bir takim dezavantajlar
bulunmaktadir (Segui-Simarro vd. 2011; Salas vd. 2012). Anter kiiltiiriindeki bu
sinirlamalarin mikrosporlarin dogrudan izolasyonu ve kiiltiire alinmasiyla asilabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak mikrospor kiiltiiriinlin sagladig1 avantajlara ragmen patlicanda
mikrospor kiiltiirii ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Gu 1979; Miyoshi 1996; Bal
vd. 2009; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012,2014).

Mikrosporlari embriyogenesise dogru saptirmada, indiiklenebilir mikrospor
say1s1 ve mikrospor basina elde edilen embriyo sayis1 her tiir i¢in farkli birgok faktoriin
etkisi altinda bulunmaktadir. Genel olarak mikrosporlarin normal gamet {ireten
yollarindan sporofitik gelisime dogru saptirma {izerine elde edilecek basari genetik
kontrol altinda oldugu i¢in mikrosporlarin alindigtr donér bitkilerin genotipine baghdir.
Diger bir boliimii ise, mikrospor kiiltiirii tekniginin uygulanmasi sirasindaki kosullarla
ilgilidir. Mikrospor kiiltiiriinde basarili bir protokol elde edebilmek icin bu faktorler
optimize edilmelidir. Ekonomik a¢idan 6nemli bitkilerde, bu faktorler hakkinda bilgi
eksikligi mikrospor embriyogenesis indiiksiyonu ve DH bitki tiretimi i¢in giivenilir ve
etkili bir yontem elde etmede iistesinden gelinmesi gereken ciddi bir eksiklik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir ve bu durum patlican i¢in de gecerli bir durumdur.

Bu ¢alisma ile iki farkli patlican ¢esidinde mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid
embriyo ve bitki rejenerasyonu elde etmek i¢in yontemin optimizasyonunu saglamak ve
etkinligini artirmak iizerine gereken aragtirmalari yapmak hedeflenmistir. Mikrospor
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kiltlir sistemlerindeki ilk hiicre boliinmesi, embriyo olusumu i¢in gerekli olan diger
hiicre boliinmelerinin baglangicini olusturmaktadir. Bu tiir boliinmeler farkli hormon
kombinasyonlari, ortamlar, katilastiricilar, iyilestirme faktorleri, aminoasitler ve ortama
eklenen diger maddelerden etkilenmektedir. Bu ¢alismayla patlicanda mikrospor kiiltiirii
tekniginin tiim basamaklarinda; tomurcuk ve anter uzunlugu ile mikrospor/polen
gelisimi arasindaki iliski, mikrospor kiiltirii ve bitki rejenerasyonu iizerine ayrintili
caligmalar yapmak ve ozellikle farkli hormon konsantrasyonlarinin, arabinogalaktan
proteinlerinin (AGP) ve absisik asit uygulamalarinin patlicanda mikrospor kiiltiirii
tizerine etkileri tespit edilmeye ¢alisilmistir. Ancak her tiirde mikrospor kiiltiirii yoluyla
haploid embriyo olusumu saglanamamakla birlikte bazi tiirlerde mikrospor kiiltiirii bazi
tirlerde ise anter kiiltiirinden daha yiiksek basar1 elde edilmektedir. Bu amagla
kullanilan ¢esitlerin mikrospor embriyogenesise tepkisinin belirlenmesi igin anter
kiltirii ¢alismas1 da yapilarak bu iki yontem patlicanda mikrospor embriyogenesis
indiiksiyonu a¢isindan degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Mikrospor Embriyogenesis

Bitkilerde embriyogenesis iireme i¢in basarili bir strateji olarak zaman iginde
gelismis benzersiz bir siiregtir (Maraschin vd. 2005a). Bitkilerin ¢ogunlugu tarafindan
embriyogenesis erkek ve disi gametlerin birlesmesinden (d6llenmeden) sonra oviilde
meydana gelir ve tek hiicreli zigot olusumu ile baglar. Bitki embriyogenesisi zigottan
baska ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinden in vivo veya in vitro gelisebilme yetenegine sahiptir.
Bitkiler zigot disindaki hiicrelerden embriyo olusturma yetenegi de dahil olmak tizere
yiiksek diizeyde gelisimsel plastisite ile karakterize edilir. Bu olgu totipotensi olarak
adlandirtlir ve bitkiler hiicresel totipotensi ic¢in olaganiistii bir potansiyele sahiptir
(Reynolds 1997). Bitkilerde in vitro totipotensinin iki ana tipi bulunmaktadir ve
eksplant kaynagina gore ayirt edilmektedir. Somatik embriyogenesis vejetatif
dokulardan uyarilir ve donér bitki ile ayni ploidi seviyesinde ve genetik kompozisyonda
bitkiler tretilir (Zimmerman 1993; Kashyap vd. 2003). Totipotensinin baska bir formu
gametofitik embriyogensistir. Bunun i¢in erkek ya da disi gametler veya onlarla iligkili
yardimci hiicreler embriyo olusturmak igin uyarilir (Reynolds 1997; Bohanec 2009;
Segui-Simarro 2010; Germana 2011a,2011b). Bu hiicrelerin mayoz sonrasi elde
edilmesi nedeniyle kiiltiirden elde edilen embriyolar bitkinin haploid segregant agilim
generasyonunu olusturmaktadir.

Bitkilerin yagam dongiisii, haploid gametofit ve diploid sporofit generasyonlarin
birbirini izlemesi yoluyla devam etmektedir. Sporofitler, erkek ve disi gametlerin
dollenme {irlinlidiir ve her bir ebeveynden gelen bir set kromozom igerir ve genomik
yapist 2n’dir. Gametofitik safhada ise anter lokuslarindaki mikrospor ana hiicreleri,
erkek gametofitlerin veya polen taneciklerinin olusumuyla sonuglanan mayoz ve mitoz
bolinmeler gecirmektedir (Forster vd. 2007; Zheng 2003). Erkek gametofit geligimi
diploid mikrospor ana hiicresinin mayoz bdliinmesi sonucunda haploid mikrosporlarin
olusumuyla basglar ve mikrosporogenesis olarak adlandirilir. Bu mikrosporlar,
mikrogametogenesis adi verilen diger agsamada ise; her biri ii¢ hiicreli erkek gametofiti
olusturmak igin iki mitotik bdliinmeye maruz kalmaktadir. Ik mitotik bdliinme, biiyiik
bir vejetatif hiicre ve kiigiik bir generatif hiicreyi olusturmak icin tek hiicreli
mikrosporun asimetrik olarak boliindiigii birinci polen mitozudur (IPM). Daha sonra
generatif hiicre erkek gameti olusturmak iizere ikinci polen mitozuna (IIPM) ugrar ve
iki sperm hiicresi ve bir vejetatif hiicre ile {i¢ hiicreli polen tanecigi meydana gelir
(Bohajwani ve Razdan 1996; Reynolds 1997; Touraev vd. 1997; Borg vd. 2009).
Tirlere bagh olarak, IIPM anter iginde IPM’dan hemen sonra gergeklesirken; bazi
tirlerde ise polen ¢imlenmesi sirasinda gergeklesmektedir (Reynolds 1997). Bazi stres
faktorlerinin uygulanmasinin sonucunda, mikrosporlar gametofitik safhadan sporofitik
sathaya dogru bir gelisime saptirilabilir ve bunun sonucu olarak “embriyoid” adi verilen
embriyo benzeri yapilar meydana gelebilmektedir (Reynolds 1997; Touraev vd. 2001).
Bu haploid embriyolar, ya kendiliginden ya da kromozom katlama maddeleri ile
muamele edildikten sonra homozigot DH bitkilere doniistiiriilebilir (Sekil 2.1).

Stres uygulamalarma maruz kalan mikrosporlar, normal gamet {ireten
yollarindan saparak asagidaki yollardan birini takip etmektedirler. Birgok mikrospor
hemen gelisimini durdurur ve/veya oliirken bazi mikrosporlar genellikle 14. ve 15.
giinde gelisimini durdurmadan ve 6lmeden 6nce olgun poleni meydana getiren polen
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benzeri gelisim tipini takip eder. Diger bazilarinin ise stres uygulamalar ile etkili bir
bigimde bdliinmeleri uyarilir, bazi durumlarda ve genotipe bagl olarak, ¢ok hiicreli,
haploid kallus benzeri yapilar meydana gelir. Uygun kosullar altinda bunlardan
organogenesis yoluyla haploid veya DH bitkiler {iretmek miimkiindiir. Diger
mikrosporlar ise dogrudan embriyogenesise kararlidir ve mikrosporlardan elde edilen
embriyo haline gelmek igin farkli seviyelerde bir¢ok degisiklige maruz kalirlar (Sekil
2.1) (Segui-Simarro ve Nuez 2008).

Mikrospor
Embriyogenesis

Embriyojenik
mikrosporiar P
Vadee b wee v rj;j‘;.
- / \ morfologi "“ o
Bedi
O-© -6 —!

» Mikrosporogenesis/ / / \ %.

| Mikrogametogenesis f @ .

ANTER

Embriyo

Cok hucrel
embriyojenik

Sekil 2.1. In vivo mikrospor/polen gelisimi ve mikrospor embriyogenesis indiiksiyonu
(Segui-Simarro ve Nuez 2008)

Mikrospor embriyogenesis iizerine temel g¢alismalar yalnizca kiltiire alinan
mikrosporlardan haploid bitkiler iiretmek icin model sistemler olarak kabul edilen
kolza, arpa, tiitin ve bugday olmak iizere birkac bitki tiiriinde detayli olarak ele
almmistir ve indiiksiyon kosullarinda mikrosporlarda meydana gelen degisikliklere
iliskin aciklamalar biiyiik oranda bu tiirler iizerinde yiirlitilen c¢alismalara
dayanmaktadir. Embriyonik gelisime yonelmis bir mikrospor, erkek gametofite
gelismekte olan normal bir mikrospor ile ayirt edilecek karakteristik 6zellikler
gostermektedir. Bu ayirt edici 6zellikler ayrintili ¢aligmalar yapilan bitki tiirlerinin
cogunda yaygin olarak gézlemlenmistir (Silva 2012).

Stres uygulamalarmin ardindan embriyonik hale gelmesi i¢in indiiklenen
mikrosporlarin hiicre boyutlarinda bir artis meydana gelmektedir. Normal mikrosorlarin
oldukg¢a kiigiik boyutu ile karsilastirildiginda stresle indiiklenen mikrosporlardaki bu
artig, genisleyen tiim hiicrelerin embriyonik gelisim yoluna devam etmemesine ragmen
genellikle embriyojenik yeterlilik elde etme ile iligkili kabul edilmektedir ve birgok bitki
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tiriinde embriyonik potensiyel kazanma ile iliskili olmustur (Hoekstra vd. 1992;
Touraev vd. 1996a,b; Maraschin vd. 2005a). Hiicre boyutunun yani sira, embriyonik
potansiyelle iliskili diger bazi1 morfolojik isaretler de bulunmaktadir. Embriyonik
gelisime dogru yonelen mikrosporlarda, ¢ekirdek hiicrenin merkezine dogru yeniden
konumlanir ve vakuollerin etrafi sitoplazmik uzantilarla ¢evrelenir. Bu bir¢ok tiirde
indiiklenen mikrosporlarda embriyonik gelisimin erken gecici morfolojik isareti olarak
kabul edilen “yildiz benzeri” bir morfoloji saglar (Zaki ve Dickinson 1991; Touraev vd.
1996a,b; Touraev vd. 2001; Indrianto vd. 2001; Maraschin vd. 2005a,b). Bu yapilarin
daha sonra simetrik olarak boliinerek iki esit ¢ekirdek olusturmasi genel olarak
embriyonik gelisimle 6zdeslesmistir (Zaki ve Dickinson 1991). Ancak mikrosporlarin
embriyonik gelisimde takip ettigi gelisim modu sadece tek cekirdekli asamadaki
mikrosporlarin simetrik boliinmesi seklinde olmamakta, farkli gelisim modlar1 da
gozlenebilmektedir (Bal 2002).

Raghavan (1997) embriyo gelisimini destekledigi disiiniilen mikrosporlarin
takip edebilecegi bes ana yolu tanimlamistir (Sekil 2.2). Cok c¢ekirdekli yapilar, tek
cekirdekli mikrosporun simetrik boliinmesiyle (B yolu) veya geng polen taneciklerinde
vejetatif hiicre ve/veya generatif hiicrenin boliinmesiyle meydana gelebilmektedir (A ve
E yollar1). Bunlarin disinda bazi bitkilerde, boliinmeden oOnce vejetatif hiicre ile
generatif hiicre arasinda niikleer fiizyon meydana gelmesi (C yolu) ve bir sinsityum (D
yolu) olusumu da tanimlamistir. Mikrosporun boliinmesi ile olusan sporofitik yapilar
genellikle B. napus (Zaki ve Dickinson 1991), bugday (Indrianto vd. 2001), arpa
(Pulido vd. 2005) ve tiitinde (Sunderland ve Wicks 1971) tespit edilmistir. Tek
cekirdekli mikrosporlarin gametofitik gelisimde, asimetrik olarak boliinmesiyle vejetatif
ve generatif hiicre meydana geldikten sonra sporofitlerin vejetatif hiicrelerden olusumu
da yaygin olarak bildirilmistir (Fan vd. 1988; Reynolds 1993; Sunderland 1974).
Generatif ve vejetatif ¢ekirdeklerden olusan ¢ok ¢ekirdekli yapilar B. napus (Fan vd.
1988), soya fasulyesi (Kaltchuk-Santos vd. 1997), bugday (Reynolds 1993, Szakacs ve
Barnabas 1988), tritikale (Gonzalez ve Jouve 2005) ve biber (Kim vd. 2004) dahil
olmak iizere cesitli tiirlerde bildirilmistir. Bu farkli gelisim modlar1 genellikle eksplant
kaynagi olarak kullanilan erkek gametofitin gelisim evresi ve stres uygulamalarina bagl
olarak tiirlere gore degisen frekanslarda ayni kiiltiirde bir arada bulunabilir. Bu gelisim
yollarinin tlimiiniin canli embriyolarin olusumuna yol acip agmadig1 hakkinda hala ¢ok
fazla bilgi mevcut degildir. Ornek olarak, bugdayda olgunlasmamis tek cekirdekli
mikrosporun simetrik bolinmesinin embriyo olusumuna yol agacagi ancak hem
generatif hem de vegetatif ¢ekirdegi igeren sporofitik yapilarin kallus olusumuyla
sonuglanacag ileri siiriilmektedir (Szakacs ve Barnabas 1988). Bununla birlikte, bu ve
diger tiirlerdeki bu sonucu destekleyecek ¢alismalar halen eksiktir ve farkli boliinme
yollarinin embriyolarin olusumuna veya diger gelisim yollarina katkis1 bilinmemektedir.
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Sekil 2.2. Mikrospor embriyogenesisin farkli gelisim yollarinin sematik gosterimi. A, C
ve E'de i¢i dolu daireler generatif hiicreyi, igi bos daireler vejetatif hiicreyi temsil
etmektedir. C'de i¢i bos daire igine alinmis i¢i dolu daireler iki g¢ekirdek arasindaki
cekirdek fiizyonunu gostermektedir. B ve D'de daireler ilk haploid mitoz
gerceklesmeden simetrik boliinen gekirdekleri temsil etmektedir (Raghavan 1997)
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2.2. Mikrospor Embriyogenesisi Etkileyen Faktorler:

Diger doku kiiltiirii tekniklerinde oldugu gibi mikrosporlarda embriyonik yaniti
etkileyen bir¢ok i¢ ve dis faktor vardir (Smykal 2000; Wang vd. 2000; Datta 2005;
Dunwell 2010). Mikrosporlart embriyogenesise dogru saptirmada, her tiir igin farkli bir
dizi faktor bir arada olmalidir ¢iinkii embriyogenesis sadece optimum kosullar gegerli
oldugunda meydana gelmektedir. Mikrospor embriyogenesisde embriyo indiiksiyonu,
olgunlagsmas1 ve bitki rejenerasyonunun basarisi genotip, dondr bitki fizyolojisi,
mikrospor/polenin gelisim evresi, 6n uygulamalar ve kiiltiir kosullar1 gibi i¢c ve dis
faktorlere baglidir.

2.2.1. Genotip

Dondr bitkinin genotipi hem in vitro (Datta 2005) hem de in vivo (Prigge vd.
2012) haploid bitki diretiminin etkinligini belirleyen en Onemli faktorlerdendir.
Gilinlimiize kadar calisilmis bitki tiirlerinde; aym: familyadaki tiirler arasinda, ayni
zamanda bir tiir i¢indeki g¢esitler ve ayn1 ¢eside ait bireyler arasinda kallus ve embriyo
rejenerasyonu agisindan farkliliklar goézlenmistir (Segui-Simarro ve Nuez 2008).
Ormegin aymi familyada, B. napus gibi bir tiir mikrospor embriyogenesis i¢in model
olarak kabul edilirken, A. thaliana gibi bir tiir bu siire¢ i¢in inat¢i olabilmektedir
(Olmedilla 2010). Ayn tiir iginde de yiiksek, diisiikk veya hi¢ yanit vermeyen genotipler
bulunmaktadir (Miah vd. 1985; Ferrie vd. 1995; Rudolf vd. 1999; Salas vd. 2011).

Tuberosa vd. (1987), 8 farkli patlican hattt ve bunlarin arasinda yaptiklari
melezlemelerden elde ettikleri 16 melez genotipte anter kiiltiirii ¢galismas1 yapmuiglardir.
Anter kiiltiirii ¢alismasinda Dumas de Valux ve ¢alisma arkadaslar1 (1981,1982) ve
Chambonnet (1985) tarafindan onerilen protokol ve besi ortami kullanilmigtir. 8839
adet anter kiiltiire alirken, bunlarin 4662 tanesi sera kosullarinda ve 3977 tanesi tarla
kosullarinda yetisen bitkilerden elde etmislerdir. Kullanilan 8 farkli patlican hattindan
kiiltire alman 100 anterden elde edilen en yiiksek yesil bitki oran1 13.7 olarak
belirtirken, bu oran1 melez genotiplerde 32.1 yesil bitki olarak bildirmektedirler. Anter
kiiltiri yoluyla elde edilen 328 bitkiden 77 adet DH, 250 adet haploid ve bir tane de
triploid bitki elde edildigini bildirmislerdir.

Karakulluk¢u ve Abak (1992a), dort degisik patlican genotipini kullanarak, bu
genotiplerin anter kiiltiiriine verdikleri yanitlari incelemistir. Denemede “Halep Karas1”,
“Adana Topag1”, “Birecik Yerlisi”, “Black Beauty” gesitleri kullanilmigtir. Anter
kiiltiirli i¢cin en uygun mikrospor gelisme donemi olarak, daha onceki ¢aligmalarinda
belirledikleri 1. polen mitozundan hemen sonraki mikrosporlar i¢eren anterleri kiiltiire
almiglardir. Besin ortami olarak Chambonet (1985) tarafindan Onerilen ortami
kullanilmiglar ve ortama 5’er mg/I kinetin ve 2,4-D ile % 12 oraninda sakkaroz ilave
etmislerdir. Kiiltiire aldiklar anterleri ilk 8 giin karanlikta 35°C’de ve daha sonra 12.
gine kadar 25°C’de beklettikten sonra transfer ortamina aktararak 25°C’deki iklim
odasinda inkiibe etmislerdir. Ayn1 besin ortamlarinda kiiltiire aldiklar farkli gesitlere ait
anterler; kallus olusumu, gelisme oran1 ve embriyo olusturma ile embriyolarin bitkiye
doniislimii bakimindan incelenmistir. Yerli genotiplerden “Halep Karas1”, anter
kiltiiriinde oldukega 1yi performans gdstermistir. Bu ¢esitten % 7.8 oraninda embriyo ve
% 4.4 oraninda haploid bitki elde etmislerdir. Denemede yer alan diger cesitlerin
anterlerinden % 12.8 ile % 22.9 arasindaki oranlarda gelisme saptandigini, ancak bu
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anterlerden embriyo veya embriyo benzeri bir farklilasma olmadigi yalnizca kallus
dokusunun gelistigini bildirmiglerdir. Boylece patlicanda anter kiiltiiriinde genotipler
arasinda  androgenesis  verilen yanmit bakimindan  farkliik  bulundugunu
gbzlemlemislerdir.

Basay vd. (2010), yerli patlican ¢esitleri “Topan-374”, “Aydin Siyah1”, “Halep
Karas1” ile “Teorem F,”, “Bonica F;”, “Munica F;” hibritleri ve ayrica S. torvum ile S.
sodomeum yabani tiirlerini yaz doneminde Yalova kosullarinda serada yetismislerdir.
Anter kiiltiirii ¢alismalarinda Dumas de Valux ve Chambonnet (1982)’in onerdigi C ve
R ortamlarin1 kullanmislardir. Anterlere sicaklik uygulamasi i¢in Karakulluk¢u (1991)
tarafindan bildirilen yonteme gore 6nce 35°C’deki etiivde ilk 8 giin boyunca karanlikta
bekletmisler, daha sonra ise 25°C sicaklik ve 16 saat giin uzunluguna ayarlanmis iklim
dolabina almiglardir. Bu ortamda 4 giin daha bekletilen anterler, 12. giinden sonra R
ortamina aktarilmistir. Anterler bundan sonra iklim dolabinda 25°C sicaklik ve 16 saat
giin uzunlugunda gelismeye birakilmiglardir. Anterler, kiiltiir ortaminda gelismeye
birakildiklarinda, gelisme olarak kabul edilen olgu; anterlerin kiiltiir ortamina alindiktan
sonra siserek farklilagmalar1 veya bozulma, kuruma olmaksizin canliliklarini
siirdiirmeleridir. Kuruyan, bliziisen ve kararan anterler ise gelismeyen anterler olarak
nitelendirilmistir. Bu baglamda en diistik anter gelisimi % 38.4 orani ile S. sodomeum
yabani tiriinde tespit edilirken, en yiiksek anter gelisim oran1 % 91.4 ile “Bonica F;”
¢esidinde belirlenmistir. Dikim yapilan ¢esitler ve tiirlerde belli miktarlarda kallus
olusumu goriilmistiir, en disik kallus olusumu % 10.6 orani ile S. torvum yabani
tiiriinde, en yiiksek kallus olusum oran1 ise % 30.8 ile Teorem F; ¢gesidinde izlenmistir.
Anter kiiltiirlinde dogrudan embriyo olusumu gergeklesebildigi 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 diisilk embriyo olusumu % 1.25 orani ile
“Aydm Siyah1” ¢esidinden, en yiiksek embriyo olusumu % 14.2 orani ile “Bonica F;”
¢esidinden elde edilmistir. “Bonica F;” ¢esidi % 14.29 oraninda bitki olusumuyla da en
yiiksek performansi gostermistir.

Salas vd. (2011), 12 farkli patlican genotipinin anter kiiltiiriine kars1 tepkilerini
saptamak amaciyla yaptiklari ¢alismada, Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)’in
onerdigi protokolii kullanmislardir. Deneme sonunda genotipleri elde edilen kallus,
embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu acisindan degerlendirmislerdir. Kullanilan
genotiplerden bir tanesi hari¢ tiimiinde 100 anterden 12.5-45.8 arasinda degisen
oranlarda kallus meydana geldigini, ancak bu kalluslardan organogenesis veya
embriyogenesis yoluyla bitki elde edilemedigini bildirmislerdir. Kallus olusumunun
aksine; kullanilan genotipler arasinda yalnizca 5 tanesinden (“ANS3”, “ANS26”,
“Bandera”, “Ecavi” ve “IVIA371”) 100 anterden 0.7-60.9 arasinda degisen oranlarda
embriyo elde etmislerdir. Bu genotiplerden elde edilen embriyolardan ise sadece
“ANS26”, “Bandera” ve “Ecavi” ‘den sirasiyla 100 anterden 1.0, 2.7 ve 5.8 bitki elde
edilebilmistir. Ayrica 3 ay boyunca “Bandera” ¢esidinden elde edilen embriyolar: flow
sitometri ile analiz etmislerdir. Elde edilen embriyolarin % 17.9 'u haploid ve yaklasik
yarisi (% 46.4) diploid olarak belirlenmistir.

Basay ve Ellialtioglu (2013) yilinda yaptiklari c¢alismada bazi patlican
cesitlerinin ve 1slah hatlarinin anter Kkiiltliriine kars1 tepkilerini ve androjenik
performans1 diisik ve yiiksek genotipleri belirleyerek bu genotipleri birbiri ile
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melezledikten sonra melez genotiplerin androjenik performansini degerlendirmislerdir.
Verticillium dahliae Kleb'e tolerans gosteren “Topan”, “Halep Karasi” ve “Teorem F;”
cesitleri ile 2 1slah hatti [“Vd-1” ve “Vd-2 (LS 2346)”] c¢alismanin ilk boliimiinde
bitkisel materyal olarak kullanilmigtir. Deneme sonucunda “Topan” ve “Halep Karas1”
cesitlerinden sirasiyla % 4.16 ve % 2.63 oraninda embriyo elde etmisler ve diger
kullanilan genotiplere gore androjenik kapasitelerinin daha iyi oldugunu bildirmislerdir.
Bu nedenle “Topan” ve “Halep Karas1” ¢esitlerini dondr ebeveyn olarak kullanmislar ve
diger 3 genotiple (“Teorem F;”, “Vd-1” ve “Vd-2”) melezlemislerdir. Denemelerde
sadece “Topan x Teorem F;” ve “Teorem F; x Topan” melezlerinden sirasiyla % 0.87
ve % 2.57 embriyo olusumu elde etmislerdir. Haploid embriyo gelisimi ve bitki
olusumunun ise sirasiyla % 0.69 ve % 2.57 oranlarinda oldugunu bildirmislerdir. Bu
calisma ile genotip farkliliginin anter kiiltiirii basarisinda son derece etkili oldugunu
belirtmislerdir.

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012), 4 farkli patlican genotipinin
(“Bandera”, “Ecavi”, “ANS-3” ve “Cristal”) mikrospor kiiltiiriine kars1 tepkilerini
saptamak amaciyla yaptiklar1 calismada, mikrosporlari anterlerden izole edilerek
Miyoshi (1996) tarafindan bildirilen ortam ve protokole gore kiiltiire almislardir.
Mikrospor kiiltiirii stirecini 1s1k mikroskobu ile izlemisler ve bu siirecin kullanilan dort
genotip i¢in benzer oldugunu bildirmislerdir. Stres uygulanmasindan 5 giin sonra, bazi
mikrosporlarda mikrospor embriyogenesisin ilk morfolojik belirteglerinden yildiz
benzeri morfoloji ve simetrik boliinmeler tespit etmislerdir. Diger baz1 mikrosporlarin
ise gametofitik gelisime devam ederek, olgun polen benzeri yapilar haline geldigini
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte, mikrosporlarin ¢ogunun herhangi bir morfolojik
degisim gostermedigini belirtmiglerdir. Kiiltiiriin ilk 5 giinii i¢inde ¢ok ¢ekirdekli
yapilar1 tanimlamiglardir. 15 ve 20. gilinler arasinda bu ¢ok hiicreli yapilar, yuvarlak ve
yogun goriiniimleri ve farklilasmis protoderm benzeri bir tabakanin varligiyla agikca
ayirt edilebilen kiiresel embriyo benzeri yapilara donlismiistiir. 20. giinden sonra,
kiiresel embriyo benzeri yapilarin varliginin azaldigi ve embriyonik gelisimde daha
fazla ilerleme kaydedilmedigini bildirmislerdir. Bunun yerine mikroskobik kallus
benzeri diizensiz yapilarin varligi artmistir. Bir ay sonra tiim genotiplerden yalnizca
kallus elde edildigini bildirmisler ve her genotip icin petri basma elde edilen kallus
sayisina gore her c¢esidin etkinligini belirlemiglerdir. Mikrospor kiiltiiriine yanit
acisindan genotipler arasinda farkliliklar gézlemlemisler ve en iyi yanit veren ¢esidin
“Bandera” oldugunu belirlemislerdir. Boylece, “Bandera” ¢esidini bu ve daha sonraki
calismalardaki farkli analizler i¢in referans bitki olarak se¢mislerdir.

Mikrospor embriyogenesis ¢aligmalarinda her tiir i¢cin androjenik kabiliyet
acisindan yiiksek genotiplerin tanimlanmasi bu siirecin gelistirilmesi ve DH bitki
tiretiminin yararl bir teknoloji haline getirilmesi i¢in 6nemli bir adimdir. Bu, farkli
tiirlerdeki birgok arastrmanin amaci olmustur (Ferrie ve Caswell 2011). Ornegin,
Brassica napus cv. Topas hattt DH4079 (Ferrie ve Keller 1995), Brassica rapa cv. CV-
2 (Ferrie vd. 1995), arpada Igri ¢esidi (Hoekstra vd. 1992) ve bugdayda Chris, Pavon 70
ve Bob White genotipleri (Kasha vd. 2003), temel ve uygulamali arastirmalarda ve yeni
cesitlerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilan yiiksek embriyonik genotiplerden
bazilaridir. Ancak ekonomik agidan énemli diger tiirlerde de yiiksek oranda cevap veren
genotiplerin tanimlanmasi bu siirecin daha iyi anlasilmasina ve daha evrensel bir
uygulamaya yol acacagi i¢in arzu edilen bir olaydir. Patlicanin diinya tarimindaki
Onemine ragmen yiiksek embriyonik cevap veren tiirlerin sayis1 hala ¢ok sinirlidir.

16



KAYNAK TARAMASI B. OZDEMIR CELIK

Rivas-Sendra vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada “Bandera” ¢esidinde mikrospor
kiiltiirti teknigini kullanarak 80 DH bireyden olusan bir popiilasyon elde etmislerdir. Bu
DH popiilasyonunda morfolojik karakterizasyon icin yaprak, c¢igek, meyve, tohum ve
tohum ¢imlenme orani ozelliklerini degerlendirmisler ve ayni zamanda androjenik
potansiyellerini belirlemek amaciyla anter ve mikrospor Kkiiltlirii ¢alismalari
gerceklestirmiglerdir. Donor bitki olarak kullanilan “Bandera” ¢esidinden 100 anterden
146.5 embriyo elde etmislerdir. DH bitkilerden ise 100 anter i¢in O ile 237.5 arasinda
degisen oranlarda embriyo elde etmislerdir. 237.5 embriyo/100 anter oraniyla en yiiksek
cevabi DH36 hattindan elde etmislerdir. Mikrospor Kkiiltiirinde de ayni sekilde
“Bandera” g¢esidinden 65.1 kallus/ml elde ederken; DH36 hem “Bandera” ¢esidinden
hem de kullanilan diger DH hatlardan 267.36 kallus/ml oraniyla en yiiksek cevap veren
genotip olmustur. Béylece DH36 hattinin temel ve uygulamali arastirmalarda mikrospor
embriyogenesis siirecinin ¢aligilmasin1  kolaylastirmada model bir hat olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

2.2.2. Donor bitkinin yetisme kosullar ve fizyolojik durumu

Dondr bitkinin genotipi mikrospor embriyogenesis i¢in uygun olsa da,
mikrosporlardan haploid embriyo olusumunu elde edebilmek i¢in; dondr bitkinin
fizyolojik evresi, biiyiime kosullari, bitki yas1 ve anterlerin toplandig: bitkinin kisma,
mikrospor embriyogenesis indiiksiyonunun etkinligini etkileyen faktorler olarak
bulunmustur.

Donor bitkilerin fizyolojik evresi, haploid indiiksiyonunun etkinligini dogrudan
etkilemektedir. Ciceklenme periyodunun baglangicinda geng bitkilerden alinan
anterlerin biiylime periyodunun daha ge¢ dénemlerinde alinan anterlerden daha olumlu
sonuglar verdigi genel olarak kabul edilmektedir (Bhojwani ve Razdan 1996). Ancak
Brassica napus L. ve Brassica rapa L.’da yash bitkilerden alinan tomurcuklarin,
embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu yetenegi bakimindan geng ve saglikli bitkilerden
elde edilenden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Takahata vd. 1991; Burnett vd. 1992).

Dondr bitkilerin yetistirildigi donemdeki sicaklik, 151k yogunlugu ve kalitesi,
giinliik 1s1klanma siiresi, havadaki CO, konsantrasyonu ve bitkinin beslenme kosullar
basta olmak {izere tiim ¢evresel faktorler donor bitkilerin fizyolojik siirecleri ve boylece
mikrosporlardan elde edilecek basari tizerine etkili olmaktadir (Ellialtioglu vd. 2001).
Datta (2005) dondr bitkilerin kontrollii ¢evre kosullarinda yetistirildiginde, tarlada
yetistirilen bitkilere oranla daha yiiksek rejenerasyon elde edilebilecegini bildirmistir.
Biiyiikalaca vd. (2004) biberde yaptiklar1 anter kiiltiirii c¢alismalarinda; serada
yetistirilen bitkilerin agikta yetistirilen bitkilere gore daha yiiksek performans
gosterdigini kaydetmislerdir. Karakullukgu ve Abak (1992b) yaptiklar1 calismada,
donor bitkilerin yetistirilme kosullarinin anter kiltiirii tizerinde etkili oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, patlicanda kisa giin ve diisiik sicaklik kosullarinda
yetistirilen bitkilerden alinan anterlerin hem gelisme oranlarim1 yaz periyodunda
yetistirilenlerden daha diisiik bulduklarini hem de embriyo elde edemediklerini
belirtmislerdir. Ellialtioglu vd. (2001) gore ise genel olarak normal yetisme sezonunda
ve agikta yetistirilen bitkilerin yetisme donemi disinda, serada ve iklim odasinda yetisen
bitkilere oranla pek ¢ok bitki tiirtinde anter kiiltiirinde basar1 sanslarinin yiiksek
oldugunu belirtmislerdir.
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Ellialtioglu vd. (2012), bitkisel materyal olarak “Kemer” ve “Aydin Siyahi”
patlican cesitlerini kullanarak yaptiklar1 c¢aligmada, farklt donemlerde yetistirilen
bitkilerden alinan anterleri kiiltiire almislar ve ayn1 zamanda mikrosporlar1 da yapisal
olarak incelemiglerdir. Bu g¢esitlerde S-polen varligi ile haploid embriyo olusumu
arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Anter dikimi tamamlanan petri kutular1 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
ayarlanmig iklim odasina alinmistir. “DDV-C” ortami {izerinde 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
edilmistir. Ayrica anter kiiltiirii i¢in tomurcuklarin toplandig1 giinlerde eszamanli olarak
anthesis donemindeki ¢igeklerden olgun polenler toplanmis ve bunlar S polen sayimi
icin % 2’lik asetokarmin ile boyanmistir. Boyanan polenler acik ve koyu renkte olma
durumuna goére S poleni (sporofitik polen) veya G poleni (gametofitik polen) olarak
nitelendirilmistir. Ilk olarak yaz periyodunda Ankara kosullarinda acik arazide, sonrada
sonbahar doneminde 1sitilmayan 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 ¢esidinde
embriyo olusumu saglanamamistir. “Kemer” cesidinde ise sadece yaz periyodunda
yetistirilen bitkiler kullanildiginda farkli iki yil % 6.6 ve % 4.5 oranlarinda embriyo
olusumu elde edilmistir. “Aydin Siyah1” patlican ¢esidinin “Kemer” ¢esidine gére daha
fazla S poleni bulundurdugu goriilmistiir. Ancak S polen varligi daha az bulunan
“Kemer” cesidinde haploid embriyo olusturma orani daha yiliksek bulunmustur.
Boylece, S poleni frekansinin yiliksek olmasinin embriyo veriminin artirilmasi i¢in
yeterli olmayabilecegi belirtilmistir.

Ayni tiire ait cesitler ile yapilan ¢aligmalarda degisik sonucglar alinmasi donér
bitkinin yetisme kosullarinin mikrosporlarin verimi iizerine etkisini gozler Oniine
sermektedir. Dumas de Vaulx ve Chambennet (1982) “Dourga” adli bir patlican
¢esidinin anter kiiltiiriinde yiiksek oranda haploid embriyo olusturdugunu bildirirken;
ayni ¢esitle yapilan anter kiiltliirii ¢alismasinda Tuberosa vd. (1987) ile Rotino vd.
(1987) embriyo olusturma yetenegi agisindan diisiik bir basariya sahip oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Karakullukgu (1991) ise aymi g¢esidin hi¢ embriyo olusturmadigimni
bildirmistir. Ayn1 sekilde Basay vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Ankara kosullarinda
onceki yillarda ¢ok sayida denemede yer alan ve embriyo olusumu hi¢ saglanamamis
olan “Aydin Siyah1” gesidinden Yalova ekolojisinde % 1.25 oraninda da olsa ilk kez
haploid bitki elde edildigini ve genotip etkisinin yani sira dondr bitkinin yetisme
kosullarinin anter kiiltiirlinden alinan sonucu etkileyen onemli bir faktér oldugunu
belirtmislerdir. Yukarida verilen diger 6rneklerde de goriildiigli gibi ne yazik ki, genotip
ve biiyiime kosullar1 arasindaki etkilesimler de rol oynadigi igin, tiim tiirlere veya
genotiplere uygulanacak genel bir kural bulunmamaktadir.

2.2.3. Mikrospor/Polen gelisim agamasi

Mikrospor embriyogenesisin etkileyen en onemli faktorlerden birisi, kiiltliriin
baslangicinda mikrosporlarin/polenlerin i¢inde bulunduklar1 gelisim asamasidir. Cogu
bitki tiirii i¢cin, mikrosporlarin androjenik indiiksiyona duyarli olduklari zamanin, ge¢
tek cekirdekli (vakuol) mikrosporlar1 ve erken ¢ift ¢ekirdekli poleni igeren, ilk polen
mitozundan hemen Onceki ve hemen sonraki donem iginde oldugu bildirilmistir
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(Reynolds 1997). Ancak bazi bitki tiirlerinde mayoz boliinmeyle birlikte tetratlarin
olusumundan baslayan ve 1. polen mitozundan sonra nisasta depolanmasindan hemen
onceki doneme kadar siiren bir zaman dilimi i¢inde oldugu belirtilmistir (Summers vd.
1992; Binarova vd. 1997; Silva Lauxen vd. 2003; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Bakos
vd. 2007; Soriano vd. 2007). Ayrica kiiltiir kosullariyla mikrospor embriyogenesisin
uyartilmasinda etkili olan uygun mikrospor/polen gelisim asamasi arasinda bir iligki
bulundugu da bildirilmistir. Anter kiiltiirii i¢in indiiklenebilir agsamanin mikrospor
kiiltiiriine gore daha erken agamalarda olmasi1 gerektigi gosterilmistir. Anter dokularinin
mikrosporlar igin besin kaynagi olmasi ve strese karsi koruyucu etkisinden dolayi, erken
asamadaki mikrosporlar i¢in daha iyi bir ortam saglayabilecegi belirtilmistir. Anter
duvarmin mikrosporlarin kiiltiir ortamiyla dogrudan iligkisini engellemesi nedeniyle
daha erken asamalarin kullanilmasiyla indiiksiyon zamaninin geciktirilmesi onerilmistir
(Duijs vd. 1992; Hoekstra vd. 1992; Salas vd. 2012).

Anterlerin igerdigi mikrosporlarin/polenlerin  hangi gelisim asamasinda
bulundugunu belirlemek i¢in en uygun morfolojik kriterlerden birinin tomurcuk veya
anter uzunlugunun oldugu belirtilmektedir. Genel olarak bir¢ok bitki tiiriinde
mikrospor/polen gelisim asamasi ile tomurcuk ve anter uzunlugu arasinda yakin bir
iliski oldugu bildirilmistir (Kasperbauer ve Wilson 1979; Summers vd. 1992; Silva
Lauxen vd. 2003; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012).

Anterler igerisindeki mikrosporlarin/polenlerin gelisme donemini tespit etmek
amactyla sitolojik gozlemler yapilmasi gerekmektedir. Ancak bazi tiirlerde
mikrosporlar/polenler ayni1 anter igerisinde kiiltiire alma esnasinda farkli gelisim
sathasinda bulunabilmektedir. “Asenkronize” gelisim olarak adlandirilan bu yapidan
dolayr dogru asamadaki mikrosporlart1 bulunduran anterlerin ve tomurcuklarin
morfolojik olarak tanimlanmasi, tomurcuk ve anterlerin se¢cimini daha hizli ve giivenilir
hale getirmektedir (Bal 2002; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Bhowmik vd. 2011; Salas
vd. 2012; Parra-Vega vd. 2013).

Karakulluk¢u ve Abak (1993a)’in patlicanda uygun tomurcuk asamasini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 4 farkli gesitte, 8 farkli biiytlikliik ve gelisme
devresindeki anterler ile sitolojik incelemeler yapmislardir. En elverisli gelisme donemi
olan birinci polen mitozundan hemen onceki devrede, tomurcuklarda tag yapraklarin
seviyesinin canak yapraklarin birlesme noktasinda bulundugu, anter renginin ise
yesilden yesilimsi sar1 renge doniistiigii saptanmustir. Bu devrede tomurcuk
uzunluklarinin g¢esitlere bagl olarak 22.4-24.7 mm, tomurcuk ¢aplarinin ise 10.8-12.5
mm oldugu belirlenmistir. Bu denemede belirlenen tomurcuk biiyiikliigii esas alinarak
yapilan ¢aligmada kullanilan 4 ¢esitten sadece “Baluori F;” ¢esidinden embriyo ve
bitkicikler elde edildigi rapor edilmistir. Arastiricilar bu ¢alismada tomurcuk biyiikligi
ve morfolojik goriinlim yaninda anter renginin de elverisli donemin belirlenmesinde
onemli bir kriter oldugunu ifade etmislerdir. In vitro kiiltire alindiginda hacimce
genisleyip gelisme goOsteren anterlerin, yesilimsi sari renkte olduklari; yesil renkli
anterlerin erken, sar1 ve koyu sar1 renkteki anterlerin ise ge¢ dénemde bulunduklar
belirlenmistir.

Salas vd. (2012), patlicanda tomurcuk ve anter uzunlugu ile mikrospor/polen
gelisim donemi arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada,
mikrospor/polen gelisim asamalarini1 7 farkli asamada (tetrat, geng, orta ve gec (vakuol)
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mikrospor ve genc cift ¢ekirdekli, orta-ge¢ ve olgun polen) incelemislerdir. Yapilan
sitolojik gozlemler sonucunda, patlicanda mikrospor ve polenlerin gelisim asamasi ile
tomurcuk ve anter uzunlugu arasinda bir iliski oldugunu belirlemislerdir. Kullanilan
genotiplerde vakuol mikrospor ve geng ¢ift ¢ekirdekli polen asamasini en fazla yiizdeyle
igeren tomurcuk ve anter uzunluklari, S. aethiopicum harig tiim genotiplerde sirasiyla 8
ile 16 mm arasinda ve 4 ile 7 mm arasinda degistigi, S. aethiopicum igin ise 6 mm
tomurcuk uzunlugunun ve 3 mm anter uzunlugunun uygun oldugu belirlenmistir. Ayrica
en uygun mikrospor/polen gelisim agsamasini maksimum yiizdeyle i¢eren anterler, anter
uzunlugunun kullanilmasiyla 1 mm kadar dar bir uzunluk araliginda belirlenebilecegi
icin tomurcuk uzunluguna gore daha hassas bir kriter oldugu bildirilmistir. Denemede
ayrica patlicanda mikrospor/polen gelisme asamalarinin anter ve mikrospor kiiltiiri
etkileri tlizerine ayrintili bir ¢alisma yuritiilmiistir. Mikrospor kiiltiirii igin en uygun
asamanin vakuol mikrospor ve geng ¢ift ¢ekirdekli polen oldugunu, anter kiiltiirii i¢in
ise geng ve orta-geng¢ mikrosporlarin daha iyi yanit verdiklerini belirtmislerdir.

Summers vd. (1992) domateste anter kiiltiirli tizerine yaptiklari ¢alismada farkli
mikrospor gelisim sathalarini (leptotene, zygotene, metaphase-I, tek ¢ekirdekli ve ¢ift
cekirdekli) igeren 1.6-4 mm arasindaki uzunluklardaki anterlerin farkli genotiplerde
anter kiiltliri tizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada, anterler igerisinde bulunan
mikrosporlar ne kadar erken safhada bulunurlarsa, o kadar fazla oranda kallus elde
edildigini bildirmislerdir. Ayrica, sabah ve 6gleden sonra olmak iizere gergeklestirilen
tomurcuk alim zamanmin androjenik kalluslarin ¢ap veya sayisina 6nemli bir etkisi
bulunmazken; anter veya tomurcuk uzunlugunun androgenesis iizerine onemli etkisi
oldugu ve uygun mikrospor safhasini belirlemede anter uzunlugunun tomurcuk
uzunluguna gore daha uygun bir kriter oldugu bildirilmistir.

2.2.4. Kiiltiir 6ncesi uygulanan stres uygulamalar:

Mikrospor embriyogenesis ¢aligmalarinda mikrospor gelisimini gametofitik
gelisimden sporofitik gelisime dogru yonlendirmek i¢in, hemen hemen tiim tiirlerde
tetikleyici bir stres uygulamasi gerekli bir faktor olarak goriilmektedir. Stres
uygulamalar1 bitki, c¢igcek ve c¢icek tomurcuklari, kiiltire alinan anterlere ve
mikrosporlara uygulanabilir (Touraev vd. 1997). Mikrospor embriyogenesisi
indiiklemek i¢in en yaygin kullanilan stres uygulamalari, sicaklik soklari, seker agligi,
kolhisin uygulamalaridir. Ancak bazi durumlarda bu stres uygulamalarinin bir
kombinasyonu gerekebilmektedir (Shariatpanahi vd. 2006).

Sicaklik soklar1 genellkle diisiik ve yiiksek sicaklik uygulamalari seklinde
uygulanmaktadir. Genel olarak sicaklik derecesi ve siiresi tiirlere gore farklilik
gostermektedir. Yiksek sicaklik uygulamalar1 genellikle, birka¢ saatten birkag giine
degisen bir siire boyunca 31 ila 37 °C arasindaki sicakliklarda anterlere veya izole
edilmis mikrosporlara uygulanmaktadir. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)
patlicanda anter kiiltiirinden embriyo uyartimi i¢in yiiksek sicaklik uygulamalarinm
denemisler ve embriyo olusumu i¢in gerekli bir uygulama oldugunu belirlemislerdir.
Soguk soklar1 ise birkag giinden birkag haftaya kadar 4 ila 10 °C'de gergeklestirilir ve
izole edilmis mikrosporlara veya anterlere ayni zamanda tomurcuklara, ¢igek
salkimlarina ve hatta donor bitkiye uygulanabilmektedir (Islam ve Tuteja 2012;
Shariatpanahi vd. 2006). Uygulanan soguk soku mikrospor embriyogenesisi tetikleme
yaninda yaslanma siirecini yavaslatarak mikrosporlarin hayatta kalma oranini

20



KAYNAK TARAMASI B. OZDEMIR CELIK

artirmaktadir (Shariatpanahi vd. 2006). Seker agligi, mikrosporlar1 veya anterleri,
mannitol gibi metabolize edilemeyen karbon kaynaklarini iceren ortamlarda kiiltiire
alarak (Touraev vd. 1996b; Lantos vd. 2009) veya patlicanda belirtildigi gibi distile su
icerisinde mikrosporlari dogrudan kiiltiire alinmasiyla uygulanabilir (Miyoshi 1996).
Aglik stresinin mikrospor kiiltiiriinde ana etkenlerinden biri, normal olarak ilk polen
mitozundan sonra gametofitik gelisimde vejatatif hiicre, hiicre dongiistiniin G1 fazinda
duraklarken (Binarova vd. 1993); bu uygulamayla gen¢ polen tanelerinde vejetatif
cekirdek hiicre dongiisiine yeniden girer ve hiicre boliinmeleri meydana gelir (Zarsky
vd. 1992). Bu stres uygulamalari disinda; atmosferik basing, kolhisin, yiiksek pH, gama
1sinlamasi, hipertonik sok, absisik asit uygulamalari, oksinler ve diger bazi indiikleyici
kimyasallar gibi uygulamalar farkli tiirlerde bildirilmistir (Maraschin vd. 2005a;
Shariatpanahi vd. 2006).

Karakulluk¢u ve Abak (1992b), patlicanda anter kiiltlirii {izerine yaptiklar
caligmada, farkli sicaklik soklarmin etkilerini arastirmislar ve bu uygulamanin anter
kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorler arasinda yer aldigini belirtmislerdir. Arastirmada,
kiiltiire alinan anterlerin bir kismin1 25°C, digerlerini ise 30°C veya 35°C’ye ayarlanan
karanlik etiivlere koymuslar ve bu sicakliklarda 4 ya da 8 giin siireyle bekletmislerdir.
Tiim ¢esitlerde sicaklik derecesi ve siiresi arttikca anter gelisme oranlarinin da artigi,
35°C’de karanhikta 8 gilin silire ile tutulan anterlerdeki gelisme oraninin diger
uygulamalara gore en yiiksek degerleri verdigi bildirilmistir.

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, Kemer patlican
cesidinde tomurcuklara soguk soku uygulamasi ve besin ortamina ilave edilen aktif
komiiriin, anterlerdeki i¢sel ABA miktar1 {izerine etkilerini incelemislerdir. Soguk
uygulamasinin (+ 4°C de 80 saat ve + 9°C de 9 giin) ve aktif komiiriin (% 0.1, % 1 ve %
2) anterlerdeki ABA miktarin1 azalttigini ancak embriyogenesis lizerine olumlu bir
etkisin olmadigini belirlemislerdir. Ayrica, anterlerdeki ABA miktarinin az veya cok
olmasmin anter kiltiiriinden elde edilen basar1 ilizerinde tek basina etkili bir faktor
olmadigini bildirmislerdir.

Miyoshi (1996), 3 farkli F; patlican c¢esidi kullanarak yaptigi calismada,
patlicanda izole edilen mikrosporlarin kiiltiirlere alinmasiyla morfojenik kalluslar elde
edildigini rapor etmistir. Tag yapraklar1 yesilimsi beyaz ve canak yapraklardan daha
kisa olan ve sarims1 beyaz anterleri igeren tomurcuklar toplanmis ve bunlarin erken ¢ift
cekirdekli ve gec¢ tek ¢ekirdekli mikrosporlarin karisik bir populasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Bu anterlerden izole edilen mikrosporlar 25-35°C’de karanlikta 0-6 giin
inkiibe edilmigtir. Kallus indiiksiyonunda baglangic kiiltiir periyodunda yiiksek
sicaklikta sakkaroz agliginin etkisini arastirmak igin izole edilen mikrosporlarin yarisi
25°C ve 35°C’de distile suda kiiltiire alinirken, diger yaris1 25°C ve 35°C’de % 2
sakkaroz iceren NLN ortaminda kiiltiire alinmistir. Stres uygulamasinin ardindan
mikrosporlar % 2 sakkaroz ve 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren NLN ortaminda
karanlikta yeniden kiiltire alinmistir. Yiksek sicaklik ve sakkaroz agligi
uygulamalarinin birlikte uygulanmasinin (35°°de 3 giin) izole edilen mikrosporlarda
kallus olusumunu tesvik ettigini bildirmistir. Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan 4
hafta sonra mikrosporlardan elde edilen kiigiik kalluslar 4 mg/l zeatin ve 0.2 mg/l [AA
iceren MS ortamina siirgiin rejenerasyonu igin transfer edilmistir. Elde edilen bitkilerde
ploidi seviyesini belirlemek amaciyla 12 tane rastgele secilmis rejenerantlarin kdk
uclarinda kromozom sayimi gergeklestirilmistir. Rejenerantlardan sadece birinin
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haploid, 7 tanesi diploid, 3 tanesi triploid ve bir tanesinin tetraploid oldugunu
belirlemistir.

Matsubara vd. (1992), anter kiiltiirii yontemi ile patlican ve biberde embriyo ve
kallus olusumunu arastirdiklar: ¢aligmalarinda patlican ¢esidi olarak “Wase Shinkura”,
biber ¢esidi olarak “C. Wonder” ¢esidini kullanmislardir. Her iki tiirde de tek ¢ekirdekli
asamada mikrosporlar1  igeren anterleri  kiiltiire alan arastiricilar,  farkh
konsantrasyonlarda 2,4-D ve KIN i¢eren MS temel besin ortamlarini1 kullanmiglardir.
Patlicanda yaptiklar1 anter kiiltlirii ¢caligmalarinda, 5°C, 35°C ve ilk olarak 5°C daha
sonra 35°C sicakliklar1 24 ve 48 saatlik siirelerde uygulamislar ve ardindan da 25°C’de
bekletmislerdir. Patlicanda genel olarak 35°C’de 24 saat bekletilen uygulamada % 4.9
ile en yiiksek oranmi1 saptamislardir. En yiliksek embriyo oranini 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.1
mg/l KIN iceren ortamdan elde etmislerdir. Patlicandan elde edilen embriyolarin
kalluslardan gelisen embriyolar oldugunu, kok ucu kromozom sayimi ile bunlarin 35
tanesini haploid digerlerinin diploid ve andploid olduklarini belirlemislerdir.

Bal vd. (2009) patlicanda mikrospor kiiltiirii izerine yapmis olduklari ¢alismada
tiitinde mikrospor embriyogenesisi baslatmak igin kullanilan bir protokolii modifiye
ederek denemislerdir. Arastiricilar bu ¢alismada, “Bambino” patlican ¢esidinde geg tek
cekirdekli ve cift ¢ekirdekli mikrosporlar1 B ortaminda 6n kiiltiire almis ve ardindan
4°C, 25°C ve 33°C olmak iizere farkli sicakliklarda 2 giin boyunca inkiibe etmislerdir.
On uygulamadan sonra, mikrosporlar 0.25 M maltoz iceren AT3 ortaminda kiiltiire
alinmis ve 25°C karanlikta bekletilmistir. Simetrik bdliinme ve ¢ok ¢ekirdekli yapilarin
varhigi bir ve iki hafta sonra DAPI ile boyanarak kontrol edilmistir. Mikrosporlarda
meydana gelen simetrik bdliinme ve ¢ok g¢ekirdekli yapilar yalnizca 32°C’de 2 giin 6n
uygulama yapilan mikrosporlarda gozlemlenmistir. Bu kosullar altinda ¢ok cekirdekli
yapilarin sikligi % 19.4 olarak tespit edilmistir. Patlicanda simetrik bdliinme ve ¢ok
cekirdekli yapilarin olusumunda modifiye edilmis tiitiin protokoliiniin etkili oldugunu
belirlenmistir. Bdylece patlicanda mikrospor Kkiiltiirlinde tiitlin  i¢in  gelistirilen
protokoliin temel olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaigstir.

Tuncer (2010) beyaz bas lahana (B. oleracea var. capitata subvar. alba), yaprak
lahana (B. oleracea var. acephala) ve siis lahanasinda (B. oleracea var. acephala cv.
Chidori Red F;) mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid embriyo elde etme olanaklari
lizerine calismislardir. Bu amagla NLN-13 ortaminda izole edilip kiiltiire alinan
mikrosporlarda haploid embriyo olusumunu uyartmak amaciyla 2 sicaklik (32°C ve
35°C’de 2 giin), 2 kolhisin dozu (50 mg/l ve 100 mg/l), ortam yenileme (NLN-16 /
NLN-13, NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-16, NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-13) ile
yaprak lahana (100 Gy, 300 Gy) ve siis lahanasinda (50 Gy, 75 Gy, 100 Gy, 300 Gy)
gama 1s1n1 uygulamalarinin etkisini arastirmiglardir. 12. ve 19. giin sayim ortalamalarina
gore, embriyo olusumunu uyartmada yaprak lahanada 35°C (5.0 embriyo/petri), Ercis
lahanasinda 32°C (4.3 embriyo/petri) etkili bulunmus, “Yalova-1" bas lahana cesidi ve
siis lahanasinin ise sicaklik yoniinden segici olmadigini Saptamislardir. Kolhisin ve
sicaklik  uygulamalarinin  birlikte  yapildigi  denemelerde doz ve sicaklik
interaksiyonunun bulunmasi nedeniyle faktorler bagimsiz degerlendirilememistir.
Bununla birlikte “Yalova-1” bas lahana ¢esidinde 32°C+50 mg/l kolhisin (5.3
embriyo/petri), siis lahanasinda 35°C+50 mg/l kolhisin (9.4 embriyo/petri)
uygulamalarindan daha yiiksek embriyo sayist elde edilmistir. Yaprak ve siis
lahanasinda gama 1s1mm1 uygulamalariin etkisi de sicakliga bagli olarak degisim
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gostermistir. Ismlanmis tomurcuklarin 4°C’de kuru ve sivi (NLN-13) ortamda
bekletildigi uygulamalardan yaprak lahanada kuru, siis lahanasinda ise sivi kosullarda
bekletmenin yine sicakliga bagli olarak uyartimi saglamada etkisi goriilmistiir. Ortam
yenileme uygulamalarinin etkisi lahana tiirlerine gore farklilik gostermekle birlikte
kolhisin katilmis ortam yenileme uygulamasinin (Ercis lahanasinda 3.9 embriyo/petri)
daha etkili olabilecegi goriilmiistiir. Siis lahanasinin ise ortam yenileme uygulamasina
olumlu cevap vermedigini bildirmislerdir.

Coskun (2011) dort farkli durum bugdayr Triticum durum Desf. cvs. “Kiziltan-
917, “C-1252”, “Mirzabey 2000” ve “Kunduru-1149” genotiplerini kullanilarak
yaptiklar1 ¢alismada, mikrospor kiiltiiri yoluyla embriyoid ve bitki rejenerasyonu elde
etmede etkili bir protokol gelistirmeyi amaglamislardir. Ayrica, mikrospor kiiltiir
teknigine cevabinin yiiksek oldugu bilinen ekmeklik bugday genotipi Triticum aestivum
L. cv. “Giin-91” ¢alismada kontrol grubu olarak kullanilmistir. Makarnalik ve ekmeklik
bugday genotiplerinde bes farkli 6nislem uygulamasi [1. soguk Oniglem (+4°C), 2. 0.4
M mannitol (+4°C) a. ovaryumsuz, b. ovaryum eklenmis, 3. 0.4 M sorbitol (+4°C), 4.
0.4 M mannitol (oda sicakligl)] kullanilmistir. Tiim genotiplerde boliinen mikrospor
sayisina, embriyoid benzeri yapilara, 2 mm’den biiylik ve kiiclik embriyoid sayisina,
yesil ve albino bitki rejenerasyonuna ve toplam bitki rejenerasyonuna ait sonuglar
karsilastirilmistir. Makarnalik ve ekmeklik bugday ¢esitlerinde embriyoid olusumu ve
toplam bitki rejenerasyonunda en iyi sonuglar 0.4 M mannitol ve +4°C Onislem
uygulamasi ile “Gilin-91” ¢esidinden elde edilmistir. Makarnalik bugday genotipleri
arasindan ise en fazla embriyoid olusumu “Kiziltan-91” ¢esidinde goriilmiistiir. En fazla
bitki regenerasyonu “Kunduru-1149” ¢esidinden elde edilmistir. Genotipler ile 6nislem
uygulamalari arasindaki etkilesimin 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

2.2.5. Besin ortaminin icerigi ve yapisi

Mikrospor embriyogenesis tekniginde kullanilan besin ortami: embriyo
olusumunda etkili faktorlerin baginda gelmektedir. Mikrospor embriyogenesise cevabin
ayni tiirdeki farkli genotipler arasinda bile farklilik gdstermesinden dolayi, ortak bir
besin ortami kullanmak c¢ok zor olmakla birlikte etkili bir kiiltiir ortam1 gelistirmek de
kolay degildir. Bununla birlikte, W-14, NLN, AT3 ve A2 besin ortamlar1 genellikle
farkli tiirler icin kullamlmaktadir. Ornegin, baslangigta Brassica napus L. igin
gelistirilen NLN ortami, Apiaceae ve Solanaceae familyalarina ait tiirlerde, tiitiin igin
gelistirilen A2 ortam1 da bugdayda yapilan c¢aligmalarda kullanilmigtir (Murovec ve
Bohanec 2012).

Mikrospor embriyogenesis iizerine besin ortami bilesenleri, ortamdaki karbon ve
azot kaynaklari, bitki biiylime diizenleyicileri, ozmolarite ve ortamim pH’s1 oldukga
onemli rol oynamaktadir. Kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak mikrospor
kiiltiiriinde siklikla maltoz ve sakkaroz kullanilmakla birlikte, tiirii ve konsantrasyonu
tirlere gore farklilik gostermektedir. Bunun yani sira galaktoz, maltoz ve sakkaroz
karisimi, glukoz, glukoz ve sakkaroz karigimi, mannitol gibi uygulamalarda
bulunmaktadir (Dias 2001, Ar1 2006). Genel olarak biitiin ortamlarda sekere yer
verilmekte ve besin ortamlarinda ozmotik basinct ayarlayict bir etkisi oldugu
bilinmektedir (Coskun 2011). Kiiltiir ortaminda kullanilan seker orami bazi bitki
tirlerinde % 2-4 (Miyoshi 1996) ve bazilarinda ise % 10-13 (Kim vd. 2008; Custers
2003) olarak kullanilmaktadir. Farkli tiirlerde kullanilan seker orandaki bu ayrimin,
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olgun polenin Solanaceae ve Liliaceae‘deki gibi iki hiicreli veya Gramineae ve
Cruciferae’daki gibi ii¢ hiicreli olmasina bagli oldugu disiiniilmekte ve ilk grubun
diisiik ozmotik basinca, ikinci grubun ise yiiksek ozmotik basinca ihtiya¢ duydugu
belirtilmektedir (Ar1 2006).

Mikrospor embriyogenesisde basarili sonuglar elde etmek igin, kiiltiir
ortamindaki bitki biiylime diizenleyicileri ve bunlarin konsantrasyonlar1 da oldukga
onemlidir. Kiiltiir ortamindaki bitki biliyiime diizenleyicilerinin kombinasyonunu
olusturmak genotipe, dondr bitkinin kalitesine, 6n islem uygulamalarina ve kiiltiir
ortamindaki mikrosporlarin  fizyolojik durumuna gore degismektedir. Kiiltir
ortamindaki bitki biiylime diizenleyicilerinin tiirlinli ve konsantrasyonunu ayarlamak
mikrospor embriyogenesisden elde edilecek basariyr artirmak i¢in olduk¢a Onemli
olmustur (Coskun vd. 2011).

Mikrospor embriyogenesisin olusumunu saglamak i¢in 6n uygulama ve kiiltiir
ortamlarinda yukaridaki maddeler disinda; Ficoll (Cistue vd. 2009), absisik asit (Van
Bergen vd. 1999), fenil asetik asit (PAA) (Hu ve Kasha 1997; Ingram vd. 2000) giimiis
nitrat (Biiyiikalaca vd. 2004) ovaryum (Lantos vd. 2009; Ozdemir 2012) polietilen
glikol (PEG) (Ferrie ve Keller 2007; Corral-Martinez ve Segui-simarro 2012)
brassinosteroidler (Ferrie vd. 2005; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2014),
arabinogalaktan proteinleri (AGP) (Letarte vd. 2006; Tang vd. 2006) gibi bir¢ok katki
maddesi kullanilmaktadir.

Mikrospor embriyogenesis ¢alismalarinda indiiksiyon ve/veya Kkiiltiir ortamina
ilave edilen ABA’in embriyogenesis lizerine etkileri bildirilmistir. Imamura ve Harada
(1980) tiitiinde (Nicotiana tabacum cv. Samsun) ABA ve mannitoliin kisa siireyle
uygulanmasinin etkilerini arastirmiglardir. Sterilizasyonu yapilan anterler, 1 ila 4 giin
boyunca ABA (10° M) ve mannitol (0.5 M) igeren H sivi ortami igerisinde
bekletilmistir. Bu uygulamalarimin ardindan anterler 3 kez steril distile su ile
yikandiktan sonra, % 0.8 agar ve % 0.4 aktif karbon iceren H ortami igerisinde kiiltiire
alimmistir. 4 giinliik ABA uygulamasinin bitkicik olusumunu inhibe ederken 1 giinliik
ABA uygulamasinin anter bagina iiretilen bitkicik sayisinda en yiiksek ortalamaya sahip
oldugunu belirlemislerdir. Ortama mannitol (0.5 M) ilavesiyle uygulanan su stresi,
kontrol ile karsilastirildiginda uyarici bir etki gostermistir. Anterlere 1 ve 2 giin
mannitol uygulanmasi ile polen basimma ng cinsinden i¢sel ABA konsantrasyonlari
arastirilmistir. Su stresinden 1 giin sonra igsel ABA seviyesi 0.059 ng/polen’ dan 0.120
ng/polen’a yiikseldigi ve 2 giinliik uygulamadan sonra 0.053 ng/polen’a diistiiglinii
belirlemislerdir. Kontrolde ise ayni denemede ABA seviyelerinde hafif bir artis
gbzlemislerdir. Mannitol igeren ortam anterlerde su stresine neden olmus ve ABA
seviyesinin artirilmasinda etkili olmustur. Bu deneme sonuglarina ve daha onceki
gozlemlerine gore siirekli ABA uygulamasi yerine kisa siireli uygulamanin bitkicik
olusumunu artirdigint belirtmislerdir. ABA diizeyindeki ge¢ici artisin indiiksiyon
doneminde polen embriyogenesis de uyarict bir etki yarattigini ve kiiltiir ortaminda
ABA’in siirekli varliginin somatik ve polen embriyogenesis olusumu icin inhibe edici
oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, tiitiin polen embriyogenesisine iliskin olarak,
polen taneciklerinde ABA kosantrasyonunun belirli bir seviyede tutulmasi gerektigi ve
ABA’in diger biiyiime diizenleyici maddeler ile iliskili olarak 6nemli bir rol
oynayabilecegini Dbildirmislerdir. ABA’in etkilerinden birinin  m-RNA sentezinin
inhibisyonu oldugunu bdylece ABA uygulamasinin, gametofitik gelisim i¢in gerekli
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olan belirli RNA’larin sentezini engellemis olabilecegini bunun da polenin normal
gametofitik gelisimini bloke ederek sporotifik gelisimi uyarmis olabilecegini
diisindiiklerini bildirmislerdir.

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), androjenik bitkiler iiretmek ve patlican
1slah programlarinda DH hatlarin basarili bir sekilde kullanilmasini 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
karanlikta bekletilmislerdir. Daha sonra petri kaplari 25°C° de 16 h aydinlikta
bekletilmistir. Bundan 12 giin sonra anterler R farklilagtirma ortamina transfer
edilmistir. Embriyolar kiiltiir baslangicindan 1 ay sonra anterlerden goriiniir hale
gelmistir ve embriyo iiretimi 3-4 ay siirmiistiir. Gelisimlerinin devami i¢in 4-6 mm
uzunlugunda iyi gelisen embriyolar hormon i¢cermeyen V3 ortaminda kiiltiire alinmistir.
Buradan elde edilen bitkicikler in vitro kosullarda kolaylikla ¢ogaltilmis ve dis kosullara
aktartlmistir.

Rotino vd. (1987) sekiz farkli indiiksiyon ortaminda farkli genotiplerin anter
kiiltiirine tepkilerini inceledikleri ¢alismada, tek c¢ekirdekli ¢igek tomurcuklarini
ilkbahar ve yaz aylarinda tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerden toplamislardir. Anter
kiiltiirti ¢alismasinda kullanilan kiiltiir ortam1 Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)
tarafindan bildirilen kiiltiir ortamina farkli konsantrasyonlarda IAA, NAA, zeatin ve
glukoz eklenmesi ile modifiye edilmistir. Kiiltiire alinan 9.050 tane anterden 531 iyi
gelismis androjenik embriyo elde edilmistir. Anter kiiltiiriine verilen yanit bakimindan
genotipin etkisinin agik oldugu bildirilmistir. “1L. V. Barbentel” en iyi performans
gosterirken, diger ¢esitler hibritlerden daha az ortalama vermislerdir. Ayrica F1 melezi
“Ronde de Valence x Dourga” Chambonnet (1985) tarafindan elde edilen sonuglarin
aksine hi¢ embriyo vermedigi bildirilmistir. Ayrica ortamdaki hormon igeriginin, farkl
genotiplerin androjenik siirecinde giiclii bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Ornegin NAA ve
zeatin “1L. V. Barbantanel” ve hibrit “IWIR78 X Viserbal” c¢esidinde embriyo
ylizdesinin artmasina neden olmustur. Sakkaroz ve glukozun etkinligi s6z konusu
oldugunda yiiksek konsantrasyonlarin etkili oldugu ancak daha fazla arastirma
yapilmast gerektigini bildirmislerdir. Kiiltir ortamida uygun bir oksin ve sitokinin
dengesinin saglanmasiyla patlican genotiplerinde in vitro anter yanitinin artirtlmasinin
saglanabilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerine
iliskin verilerin mevcut olmadigi ancak daha 6nceki ¢aligmalarda benzer bir deneyde
haploid ve diploidlerin yiizdeleri sirasiyla % 65 ve % 35 oldugunu bildirmislerdir.

Karakulluk¢u ve Abak (1993b)’in uygun tomurcuk asamasini belirledikleri
calismalarinin devami olan aragtirmada, seker ve biliylime diizenleyicilerinin etkileri
arastirllmistir.  Arastiricilar ilk 12 glin boyunca % 12 sakkaroz uygulamasinin
digerlerinden daha iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Aktif karbonun embriyo
olusumuna olumlu bir etkisinin  gozlenmedigi ¢alismada, kinetin+2,4-D
kombinasyonlarinin, diger hormon kombinasyonlarina gore daha iyi cevap verdigi
belirtilmistir. Calismanin degisik asamalarinda 5 mg/l kinetin+ 5 mg/l 2.4-D ve % 12
sakkaroz kullanilan ortamlarda % 12.1 (“Baluroi F;”), % 1.5 (“Kemer”) ve % 3.8
(“Halep Karas1”) oranlarinda embriyo elde edildigi bildirilmistir. Ayrica arastiricilar,
direk embriyogenesis sonucu embriyolarin meydana geldigi anterlerde kallus
olusmadigin1 goz Oniine alarak kallus olusumunun direk embriyogenesisi engelledigi
sonucuna varmislardir. ilk dikim ortaminda sitokinin veya oksin miktarmin tek yonlii
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olarak artmasinin kallus olusum oranini arttirdigi, dengede olmalar1 halinde kalluslarin
nispeten daha az olustugu gézlenmistir.

Hu vd. (1995), bugdayda Triticum aestivum L. cv. “Chris” ¢esidini kullanarak
mikrospor kiiltlirii tizerine farkli 6n islem, izolasyon yontemleri ve kiiltiir ortaminda
farkl1 PAA konsantrasyonlarinin etkilerini arastirmiglardir. Calismada anterler farkli 6n
islem soliisyonlarinda [0.4 M mannitol, FHG ortami makro elementleri ve 0.4 M
mannitol + FHG ortaminin makro elementleri] farkli siirelerde (4, 7, 10 ve 12 giin)
tutulmustur. Ayrica 6n islem uygulamalarinda farkli konsantrasyonlarda ABA’in (0,
1.5, 3.0, 4.5 ve 6 mg/l) etkileri arastirilmistir. Mikrosporlarin izolasyonunda dort farkl
yontem ve Kiiltiir ortaminda 6 farkli konsantrasyonda PAA (0, 1, 2, 4, 7 ve 10 mg/l)
kullanilmigtir. Calismada 6n uygulama soliisyonu olarak 0.4 M mannitol + FHG
ortaminin makro elementlerinin birlikte kullanilmasi basarili sonug¢ verirken, 6n islem
siiresi olarak en iyi sonu¢ 7 giinlik uygulamadan elde edilmistir. On islem
sollisyonlarina farkli konsantrasyonlarda ABA uygulamasi sonucunda oOlgiilen cesitli
parametrelerde en yiiksek ortalama 3 ile 6 mg/l arasindaki konsantrasyonlardan elde
edilmistir. Ayrica ABA’in bugdayda mikrospor kiiltiiriinde yesil bitki rejenerasyonu
lizerine olumlu etkisi oldugu bildirilmistir. Izolasyon yontemi olarak vorteks
kullanilmasiyla en iyi sonuglar elde edilirken, Kkiiltir ortaminda 4 mg/l PAA
kullanilmas1 en iyi sonucu vermistir.

Hoekstra vd. (1997) arpada (Hordeum vulgare L. cv. igri) yaptiklar1 ¢alismada
androgenesis  lizerine 6n uygulama ortami, mannitol ve kalsiyumun
konsantrasyonlarinin etkilerini incelemislerdir. Anterler Onisleme tabi tutulmadan
dogrudan kullanildiginda herhangi bir bitki gelisimi goézlenmezken, su igerisinde
tutulmasiyla diisiik oranlarda bitki {iretiminin meyana geldigini bildirmislerdir. Onislem
uygulamasinda mannitol kullanilmasinin ise bitki tiretimini onemli Ol¢lide arttirdigini
belirtmisledir. Optimum embriyo olusumu yaklagsik 20 mM CaCl, konsantrasyonunda
elde edilirken, yaklasik 30 mM CaCl, de optimal bitki tiretimi ger¢eklesmistir. Anterler
icerisinde 0.37 M mannitol ve 102 M CaCl,, 10° M MgS0,.7H,0, 10° M KNOs, 2
x10* M KH,PO,, 10° M Kl ve 107 CuS0O,.2 H,0 (440 mOs.kg™) iceren 6n uygulama
¢ozeltisinde 4 giin bekletildikten sonra anterler 350 mOs.kg™ Ficoll bulunmayan ortam |
'e transfer edilmistir. On uygulama sirasinda ABA'in etkisini belirlemek i¢in, anterler
10" M ABA varliginda 6n uygulama cézeltisinde farkli siirelerde (1, 2, 3, 4 giin)
inkiibe edilmistir. ABA’in gesitli gelisimsel siireclerde yer aldigi ve gesitli stresler
tarafindan indiiklendigi bilindigi i¢in, ABA ve ABA biyosentez inhibitdrii fluridonun
androgenesis indiiksiyonu iizerine etkileri incelenmistir. Fluridon, baglangigtan itibaren
40 mg/l'lik bir konsantrasyonda ilave edilerek ve 24 saatlik bir uygulamadan sonra
ortamdan uzaklagtirilmistir. Deneme sonunda ABA'in embriyo olusumu iizerinde ¢ok az
etkisi oldugunu gozlemlemislerdir. Ancak fluridonun anter 6n uygulama ortamina ilave
edilmesinin androgenesis indiiksiyonunda yesil bitki iiretiminde diisiis meydana
getirdigini bildirmislerdir. Boylece 6n uygulama sirasinda optimum bitki {iretimi i¢in
icsel ABA sentezinin gerekli oldugu ve ABA’in etkisinin sadece polenin gametotifik
gelisimini engellemesiyle sinirli olmadigi sonucuna varmislardir.

Van Bergen vd. (1999) arpada yaptiklari ¢alismada ayn1 mannitol 6n uygulamasi
ve kiltir kosullar1 altinda, “Igri” ¢esidinin rejenerasyon verimliliginin “Digger”
cesidine gore yaklasik 10 kat daha yiiksek oldugunu ve bunun anterlere uygulanan 6n
uygulama sonrasinda canli mikrosporlardaki farkliik ile iliskili oldugunu
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diisiindiiklerini  bildirmiglerdir. Bu nedenle iki ¢esit lizerine farkli 6n uygulama
kosullariin etkisini incelemislerdir. Her iki ¢esitte, su, CPW ¢dzeltisi ve mannitol 6n
uygulamalarinda i¢in, mikrospor canliliginin sirasiyla mannitol > CPW tamponu > su
oldugu ve ayrica rejenerasyon verimliligi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
bildirmislerdir. Mannitol 6n uygulamasinda “Igri” ¢esidinde i¢gsel ABA miktarindaki
artisin “Digger” ¢esidinden ¢ok daha yiiksek oldugunu belirlemiglerdir. Mannitol 6n
uygulamasi sirasinda ABA ilavesi, hem canlilik hem de rejenerasyon verimi yiizdelerini
artirmigtir. CPW  ¢ozeltisi 6n uygulama kosullar1 altinda, ABA'in eklenmesi
rejenerasyon verimliligini onemli Olgiide uyardigt ve ABA konsantrasyonuna bagh
oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, “Digger” ¢esidi “Igri” ¢esidine gére ABA'e daha
az duyarhiydi. Her iki ¢esitte de ABA uygulamasinin, rejenerasyon etkinligi iizerine
daha az etkisi olan su ve CPW ¢ozeltisinde, canlilik yiizdesinin artmasina ve/veya gift
cekirdekli mikrosporlarin sayisini azalmasi iizerine etkisi oldugu bildirilmistir. Deneme
sonucuna gore, “Igri” ve “Digger” ¢esitlerindeki rejenerasyon verimliligindeki farkin,
mannitol 6n uygulamasi ile i¢sel ABA iretim diizeylerindeki farkliliklardan ve ABA'e
karst duyarliliklart ile iliskili oldugunu diisiinmektedirler. ABA'in  muhtemelen
etkilerinden birinin de hiicre 6liimiiniin 6nlenmesine bagli oldugunu belirtmislerdir.

Bal (2002), domateste (Lycopersicon esculentum Mill) tek ¢ekirdekli
mikrosporlari igeren ¢icek tomurcuklarini in vitro sartlarda 0.3 M mannitol igeren 6n
kiiltiir ortaminda 10°C’ de 7 giin boyunca karanlikta 6n uygulamaya tabi tutulduktan
sonra, mikrosporlar izole edilerek 0.5 mg/l BAP ve 0.5, 1.0, 1.5 mg/l NAA ve 2, 4 ml/I
Lactalbumin hydrolysate iceren NLN ortamlarinda kiiltiire alindiginda simetrik ¢ekirdek
boliinmesi ve c¢ok c¢ekirdekli yapilarin olusumunun uyartildigini belirtmislerdir.
Lactalbumin hydrolysate yerine Casein hydrolysate’in denendigi ikinci bir denemede
ise “Falcon”, “Invictus” ve “Goke¢e” ¢esitlerinden 5 ve 10 g/l Casein hydrolysate’in
bulundugu NLN + 0.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA kiiltiir ortamlarinda da simetrik
cekirdek boliinmesi ve ¢ok cekirdekli yapilarin olusumunun uyartildigini, ancak higbir
ortam ve kosulda mikrosporlardan rejenerasyonun gerceklesmedigini bildirmislerdir.

Kasha vd. (2003), bugdayda mikrospor kiiltiiriinde 6nemli faktorlerden birinin
ortamdaki AGP’nin varligi oldugunu bildirmisler ve mikrospor kiiltiir ortaminda AGP
ve ovaryumlarin etkisini arastirmislardir. “Pava 79 cesidi ile yapilan bir ¢alismada
kiiltiirden 10 giin sonra mikrospor canliligini, 30 giin sonunda ise embriyo olusumunu
incelemislerdir. AGP ve ovaryum bulunmayan ortamda mikrospor canliligimin % 18.8’e
kadar diistiigiinii ve ¢ok ¢ekirdekli yapilariin olusumunun uyartildigin1 ancak embriyo
olusumunun gozlemlenmedigini belirtmislerdir. Ovaryum bulunan fakat AGP
bulunmayan ortamda mikrospor canliliinin % 35.5 ve embriyo olusumunun 1650
oldugunu bildirmislerdir. 10 mg/l AGP ve ovaryum bulunan ortamda mikrospor
canliliginin % 78.3, embriyo olusumunun 4250, 10 mg/l AGP bulunan ancak ovaryum
bulunmayan ortamda ise mikrospor canliliginin % 77.8, embriyo olusumunun ise 50
oldugunu tespit etmislerdir. Boylece Kkiiltiir ortaminda AGP’nin tek bagsina yeterli
olmadigi, ovaryumlarin da mutlaka kiiltiir ortaminda kullanilmas1 gerektigini
bildirmislerdir.

Letarte vd. (2006), bugdayda mikrospor kiiltiiri lizerine yaptiklari ¢alismada
kiltir ortamina eklenen Larcol ve AGP’nin etkisini arastirmislardir. Calismada
kullanilan genotiplere ait basaklar, 4°C’de 0.4 M mannitolde 7 giin siireyle karanlikta
Onisleme alindiktan sonra, mikrosporlar izole edilerek MMS4 indiiksiyon ortaminda
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kiiltiire alinmustir. Kiiltiir ortamina ¢esitli konsantrasyonlarda Larcol ve AGP (1, 5, 10,
25, 50 ve 100 mg/l) ilave edilmistir. Ayrica kiiltiir ortaminda Larcol ve AGP ile birlikte
1 hafta 4°C’de saklanmis 8 tane ovaryum da eklenmistir. 10, 25 ve 50 mg/l Larcol ile
birlikte kiiltiir ortaminda ovaryumlarin bulunmasiyla, her iki ¢esitte de yiiksek oranda
embriyo olusumu elde edilmistir. Kiiltiir ortamma ilave edilen 10 mg/l AGP’nin ise,
mikrosporlardan embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonunu 6nemli derecede artirdigi
belirtilmistir. 10 mg/I’den sonraki konsantrasyonlarda ise embriyo sayisinda herhangi
bir degisimin olmadigini bildirmislerdir.

Alpsoy ve Seniz (2007)’in yaptiklar1 c¢alisma 1994-1999 yillar1 arasinda
yiritilmiis olup, arastirmada 8 hibrit ¢esit (“Baluroi”, “Barbentane”, “Bellissima”,
“Ancha”, “Leila”, “Mileda”, “Munica” ve “Purpurea”), 6 standart ¢esit (“Pala”,
“Kemer”, “Adana”, “Topan”, “Manisa” ve “Aydin Siyah1”) ve yerli bir populasyon olan
“’Urfa Yerlisi” olmak iizere toplamda 15 patlican genotipi kullanilmigtir. Dondor
bitkilerin fideleri gelisme periyoduna bagl kalinarak ya tarlaya ya da seraya dikilmis
olup, tek c¢ekirdekli mikrosporlar1 igeren anterlere sahip ¢icek 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/I kinetin iceren
MS ortami ve % 12 sakkaroz ile 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin igeren C ortami
kullanilmistir. Transfer ortami olarak 0.1 mg/1 kinetin ve % 12 sakkaroz i¢eren R ortami
kullanilmistir. Tiim ortamlara % 0.7 agar ilave edilmis olup pH 5.7 olarak ayarlanmustir.
Kiiltiire alinan anterler, 1994 ve 1995 yillarinda direkt olarak 25°C ve 16h giin
uzunlugunda inkiibe edilirken, 1996 ve 1998 yillarinda 35°C’de 8 giin bekletildikten
sonra 25°C ve 16h giin uzunluguna transfer edilmistir. Anterler 4 giin daha aym
ortamlarda bekletildikten sonra 12. giinde ayni sicaklik ve giin uzunlugunda R transfer
ortamina aktarilmistir. 1994, 1995, 1996 ve 1998 yillarinda yapilan denemelerde 15
genotip i¢inde yalnizca 5 tanesinden (“Kemer”, “Urfa Yerlisi”, “Adana”, “Barbentane”
ve “Leila”) 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 Siyah1” g¢esitleri
kullanilmis olup, 4 farkli biiyiime 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 giin karanlikta 35°C de bekletildigi 1996 ve
1998 yillarinda elde edilmistir. 1996 ve 1998 yillarinda yapilan ¢aligmalarda hem 4 mg/1
NAA ile 1mg/l kinetin ilave edilen MS ortami hem de 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin
ilave edilen C ortami kullanilmistir. 1996 yilinda “Kemer”, “Baluroi” ve “Urfa yerlisi”
genotipleri kullanilmis olup kallus olusum oranlar1 % 5.56 ve % 49.98 arasinda
degismistir. Ayrica “Kemer” ¢esidi ve “Urfa yerlisi” popiilasyonundan haploid embriyo
ve bitkicik elde edilmistir. “Kemer” ¢esidinde, embriyolarin C ve MS ortamlarinda
olusum orani sirasiyla % 3.67 ve % 2.05, Urfa yerlisinde ise % 4.91 ve % 1.84 olarak
belirtilmistir. 1998 kurulan denemelerde de embriyolar elde edilmis olup, elde edilen
embriyo oranlar1 “Adana” ¢esidinde 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.
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Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) farkli ozmotiklerin patlicanda
mikrospor kiiltiiriinden elde edilen kallus sayisina etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla
PEG, mannitol ve sakkaroz (normal karbon kaynagi) iceren ortamlar kullanilmislardir.
Deneme sonucunda kontrol olarak kullanilan % 2 sakkaroz yerine % 2 PEG
kullanildiginda, kallus tiretimi kontrol ortamina goére 6nemli 6lgiide azalmistir. % 2
sakkaroz yerine % 2 mannitol kullanildiginda ise, kiiltiir sonunda higcbir gelisim
gbzlenmemistir. % 1 PEG ve % 1 sakkarozun birlikte kullanilmas1 ile yalnizca sakkaroz
kullanilan kontrol ortamina gore 2.5 kat daha fazla kallus elde etmislerdir. Bu pozitif
etkinin, toplam kallus agirligi ve kallus biiyiikligii iizerine de etkili oldugunu
belirtmislerdir. Bunun aksine % 1 sakkaroz ve % 1 mannitol ilavesi kallus sayisini,
agirhgimi ve biiyiikliglini onemli Olgiide azaltmistir. Boylece, kiiltliir ortaminda
sakkarozun baslangic ozmotik basincim1i PEG ilavesiyle arttirmanin, kallus
indiikksiyonunu 6nemli 6lgiide artirdigini, mannitol ile birlikte kullanildiginda ise
olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir. Ayrica sakarozun yerine sadece PEG veya
mannitol kullanilmas1 olumsuz etki gosterdigini belirtmislerdir.

Lantos vd. (2012), 2 biber genotipinde mikrospor kiiltiirii iizerine yaptiklari
calismada, B5 ortaminda 2,4-D (0, 0.1, 0.2 ve 0.5 mg/l) ve kinetinin (0, 0.2 ve 0.5 mg/l)
12 farkli kombinasyonunun mikrosporlardan elde edilen embriyo ve kallus, kallus/
embriyo orani ve bitki rejenerasyonu iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Deneme
sonuglarina gore biiylime diizenleyicilerinin, mikrospor embriyogenesis indiiksiyonu
icin gerekli olmadig1 ancak mikrospor kiiltiiriiniin etkinligi ve mikrosporlardan elde
edilen embriyo ve kalluslarin kalitesi ve miktar1 {izerinde genel bir etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Arastirma sonuglarina goére, genotip “257°’de mikrospor
kiiltiiriinde en yiiksek embriyo iiretimi biiylime diizenleyici igermeyen ortamdan elde
edilirken, “253” genotipinde ise 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/1 kinetin i¢eren ortamdan
elde edilmistir. Her iki genotipte de 0.1 mg/l 2,4-D ve 0,2 mg/l kinetin kombinasyonunu
iceren ortamdan en yiiksek bitki rejenerasyon oraninin elde edildigini belirtmislerdir.

Yuan vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada beyaz lahanada (Brassica oleracea var.
capitata) mikrospor embriyogenesisi gelistirmek amaciyla pH, MES ve arabinogalaktan
proteinlerinin etkilerini arastirmiglardir. Beyaz lahanada yiiksek pH (6.2 veya 6.4)
genotiplerin ¢ogunda 6zellikle “Zhonggan No. 8” genotipinde mikrospor kiiltiirinden
embriyo elde etmek igin etkili olmustur. MES ve arabinogalaktan proteinlerinin,
mikrospor kiiltiirinden elde edilecek embriyo verimi iizerine etkileri bes genotipten
dordiinde test edilmistir. Bu dort genotip igin MES veya AGP’lerin tek basina ortama
eklenmesi etkili olmadig1 ve mikrosporlardan elde edilen embriyolarin sikligiin hala
diisiik oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, 10 mg/l AGP ve 3 mM MES
kombinasyonu, pH 6.4, 6zellikle “Zhonggan No.8” ¢esidinde yaklasik 35 kat olmak
tizere mikrospor embriyogenesisi artirdigi bildirilmistir.

Ahmadi vd. (2014) Brassica napus L.’de mikrospor kiiltliri {izerine stres
hormonlari absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve salisilik asidin (SA) etkilerini
aragtirmistir. “Regent” ¢esidini kullandiklar1 ¢alismada ti¢ farkli siire (6, 12 ve 24 saat)
ve farkli konsantrasyonlarda ABA, JA ve SA (0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 ve 5.0 mg/1)’in
mikrospor kiiltlirli tizerindeki etkilerini incelemislerdir. 12 saat siireyle 0.5 mg/l ABA
uygulamasinin kontrole gore mikrospor embriyogenesisi yaklasik ii¢ kat ve bitki
rejenerasyonu % 68 oraninda arttirdigini bildirmislerdir. ABA uygulamasinin ayrica,
test edilen tiim konsantrasyonlarda ikincil embriyo olusumunu azalttig1 ancak yiiksek
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seviyelerde, ornegin 1 mg/l 24 saat uygulamasinin, kallus olusumunu artirdigini
bildirmiglerdir. En yiiksek embriyo verimi (286.0 embriyo/petri), 24 saat boyunca 1.0
mg/l JA kullanilmasiyla elde etmisler ve 12 saat boyunca 0.5 mg/l JA uygulanan
kiiltirlerde en yiiksek bitki rejenerasyonunu (% 54) gozlemlemislerdir. Ayrica 24 saat
boyunca 5.0 mg/l JA uygulamasi, rejenerasyon ortaminda mikrosporlardan elde edilen
embriyolarin ¢imlenmesini % 21 oraninda azaltmistir. 6 saat boyunca 0.2 ve 0.5 mg/I
SA uygulamasiyla sirasiyla 184.0 ve 193.4 embriyo/petri elde edilmis ve kontrol (136.2
embriyo/petri) ile karsilastirildiginda  mikrospor embriyogenesisi  artirdigin
bildirmislerdir. Bununla birlikte, SA’in bitki rejenerasyonu, ikincil embriyo olusumu ve
kallus olusumu {iizerine bir etkisi olmadig1 belirtmislerdir. Arastirmacilar uygun
konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi se¢ildiginde mikrospor embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonunun ABA, JA ve SA ile gelistirilebilecegini bildirmislerdir.

Corral-Matinez ve Segui simarro (2014) patlicanda mikrospor kiiltiirii etkinligini
artirmak i¢in “Bandera” ¢esidini kullanarak mikrospor kiiltiirii {izerine absisik asit,
epibrassinolid, polietilen glikol, arabinogalaktan proteinlerinin tek basina veya birlikte
kombinasyonlarin1 standart mikrospor kiiltiir protokoliine ilave ederek etkilerini
incelemislerdir. Ayrica standart protokolde kiiltiir ortaminda bitki biiyiime diizenleyicisi
olarak kullanilan BAP ve NAA’in farkli konsantrasyonlarinin etkilerini incelemislerdir.
Kiilttir ortaminda her bir kimyasalin tek basina kullanilmasiyla ABA, EBr ve AGP’nin
optimal konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, AGP ile birlikte kullanildiginda
etkilerini arastirmiglardir. PEG konsantrasyonu olarak daha once yaptiklari ¢alismada
belirledikleri oran1 kullanmisladir. Deneme sonuglarina gére AGP'nin, mikrospor
embriyogenesis etkinligini arttirmak, embriyolarin Kallus benzeri yapilara doniistimiinii
azaltmak ve organojenik kallus etkinligini arttirmak igin rutin olarak kullanilmasi
gerektigi belirledikleri i¢in tiim kombinasyonlarda AGP’ni kullanmiglardir. Kullanilan
kimyasallarin AGP ile kombinasyonunda AGP'nin tek basina veya EBr ve/veya PEG ile
birlikte kallus {iretimi iizerine olumlu etkileri oldugunu bildirmislerdir ve 6zellikle PEG
ve AGP'nin birlikte kullanimi tavsiye etmislerdir. Ayrica standart protokolde kullanilan
iki biiylime diizenleyicisi olan BAP ve NAA'in (1X) konsantrasyonlarini ve 0.5X, 0.2X,
2X ve 5X oranlarinda degistirmenin etkisini degerlendirmislerdir. Standart protokolde
kullanilan 1X konsantrasyonun 0.2X oraninda azaltilmasiyla elde edilen BAP ve NAA
konsantrasyonlarinin kallus sayis1 ve biiyiikliigii agisindan daha iyi sonuglar verdigini
belirlemislerdir. Arastirma sonuglarinin  tlimiinii  degerlendirdiklerinde standart
protokolde % 1 sakkaroz , % 1 PEG ve 1600 mg/l AGP ilave edilmesi, BAP ve NAA
konsantrasyonlarinin beste birine diisiiriilmesi ile optimize edilmesinin olumlu olacagin
belirtmislerdir.

Makowska vd. (2017) arpada anter kiiltiirii etkinligini artirmak amaciyla
AGP’nin etkisini aragtirmiglaridir. Anter kiiltlirtinde indiiksiyon ortaminda 10 mg/l AGP
kullanimi1 toplam bitki rejenerasyonunu 2.8 kat artirmistir. AGP’in kiiltirin ilk
baslangicindan stres uygulamasindan itibaren uygulanmasiyla ise rejenerasyon oraninin
kontrole gore 6.6 kat arttigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ile arpada androjenik
bitkilerin tiretiminde AGP’nin olumlu etkisinin dogrulandigini bildirmislerdir.
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2.2.6. Kiiltiir kosullar:

Mikrospor embriyogenesisde kiiltiirlerin inkiibe edildigi ortamin 11k niceligi ve
niteligi veya sicaklik gibi ¢evresel kosullar, haploid embriyo indiiksiyonu ve gelisimi
tizerine etki eden diger faktorlerdir. Kiiltiir kosullari, kullanilan yontem (anter ve
mikrospor) ve kullanilan genotipe gore farklilik gostermektedir. Ancak mikrospor
kiiltiirtinde genellikle baslangigta ve kiiltiir siiresince genellikle karanlik kosullar ve 20-
30°C’ler arasinda sicaklik Onerilmektedir. Mikrosporlardan kallus ve/veya embriyo
olusumu gergeklestikten sonra ise daha yiiksek 151k yogunluguna sahip kosullar
onerilmektedir (Miyoshi 1996; Lantos vd. 2009; Ellialtioglu 2000).

2.2.7. Bitki rejenerasyonu

Mikrospor embriyogenesis uyartildiktan sonra, mikrosporlardan haploid bitki
olusumu direk veya indirek olmak {izere baslica iki yolla olmaktadir. Direk olarak,
mikrosporlardan dogrudan embriyo gelisir ve zigotik embriyolara benzer sekilde
globiiler, kalp sekilli, torpedo ve kotiledon embriyo asamalar1 meydana gelir.
Mikrosporlardan embriyolar elde edildikten sonra, genellikle bitkilere doniisiimlerini
tesvik etmek amaciyla kat1 bir ¢imlenme ortamma aktarilirlar. indirek olarak ise,
mikrosporlardan ilk olarak bir kallus gelisimi meydana gelmekte ve daha sonra bu
kalluslardan embriyogenesis veya organogenesis yoluyla haploid veya DH bitkilerin
elde edilmesi mimkiin olmaktadir. DH bitkilerin direk olarak embriyolardan elde
edildigi tirlere kolza, arpa, tiitiin ve musir; indirek olarak kalluslardan elde edildigi
tirlere ise kahve, yenidiinya, ¢avdar, yulaf, Anemone, domates ve patlican O6rnek
verilebilir (Segui-Simarro 2010).

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) mikrosporlardan elde edilen
kalluslardan bitki rejenerasyonunu artirmak i¢in daha once farkli arastiricilar tarafindan
bildirilen ve patlicanda mikrospor, anter ve protoplastlardan elde edilen kallus veya
embriyolardan bitki rejenerasyonu saglamak i¢in kullanilan sekiz farkli ortamin etkisini
test etmiglerdir. Her bir ortamin etkisini belirlemek amaciyla toplam 60 kallus
kullanilmis ve kalluslar iki haftada bir alt kiiltiire alinmistir. Kiiltiirden alt1 hafta sonra
gelisen kallus yiizdesi, siirgiin elde edilen kallus yiizdesi ve koklenme gerceklesen
kallus yiizdesi parametreleri degerlendirilerek kullanilan ortamlarin etkinlikleri
belirlenmistir. Kallus gelisimi ve siirgiin {iretimi agisindan en iyi sonuglar M1 ve M4
ortamlarindan elde edilmistir. Buna karsilik, koklenme icin en iyi ortamin M5 ortami
oldugu belirtilmistir. Bitki rejenerasyonu en fazla % 6.9 ile M4 ortamindan ardindan %
3.45 ile M5 ortamindan elde edilmistir. M4 ortaminda 100 kallus i¢in 6.9 bitki elde
edilirken, 41.4 adet siirgiin gelisimi elde edilmistir. Daha sonra kok olusturmayan bu
sirglinler M5 ortamina transfer edilmis ve bunlardan % 19 oraninda koklenme
saglanarak 7.9 bitki daha elde etmislerdir. Boylece 100 kallus i¢in toplamda 14.8 bitki
elde etmislerdir. Deneme sonucunda arastiricilar patlicanda mikrosporlardan elde edilen
kalluslardan bitki rejenerasyonunda, kallus gelisimi ve siirgiin tiretimi i¢in ilk olarak M4
ortamin ve daha sonra koklenme i¢in M5 ortaminin kullanilmasimi tavsiye
etmektedirler.

Rivas-Sendra vd. (2015) yaptiklari ¢alismada, patlicanda mikrosporlardan elde
edilen kalluslardan bitki rejenerasyonunu artirmayr amaglamislardir. Farkli ortam
kompozisyonlarinin organogenesis indiiksiyonu, siirgiin olusumu ve uzamasinin tesvik
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edilmesinde ve kok olusumunda etkisini degerlendirmislerdir. Daha 6nce patlicanda
mikrosporlardan elde edilen kalluslardan bitki elde etmede etkili oldugu bildirilen % 2
sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2 mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin i¢eren M1 ortam1 (Miyoshi 1996)
ve % 3 sakkaroz, % 0.4 Phytagel, 0.1 mg/l IAA ve 2 mg/l zeatin igeren M4 (Corral-
Martinez ve Segui-Simarro 2012) organogenesis indiiksiyonu igin degerlendirilmistir.
M1 ortami kalluslardan siirglin olusumu i¢in M4 ortamindan daha etkili bulunmus
ancak siirgiin biiylimesi ve uzamasi i¢in iki ortamda yeterli bulunmamistir. Bu amacla
M1 ortaminda 1855 kallus iiretimi gergeklestirilerek 555 siirgiinii M11, M12, M13 ve
M14 ortamlarina aktararak bu ortamlarin siirgiin biliylimesi lizerine etkilerini
incelemisglerdir. Calisma sonucunda M11 ortami (bazal MS ortami) bitki rejenerasyonu
igin en iyi ortam olarak belirlenmistir. Boylece mikrosporlardan elde edilen kalluslardan
stirgiin olusumu i¢in ilk olarak M1 ortaminda kiiltiire alinmasin1 ve daha sonra elde
edilen siirgiinlerden bitki olusumunu desteklemek i¢in M11 ortamina transfer edilmesini
Onermislerdir.

2.2.8. Kromozom katlama ve ploidi belirleme

Mikrospor embriyogenesis yoluyla elde edilen bitkiler haploid, diploid, triploid
veya tetraploid gibi farkli ploidi seviyelerinde olabilir ve bu bitkilerin 1slah
programlarinda kullanilmadan once ploidi seviyelerinin tanimlanmasi gerekmektedir.
Bitkilerde ploidi belirlemenin bir¢cok yontemi bulunmakta ve bunlarin birbirlerine gére
avantajlart ve dezavantajlari bulunmaktadir. Mikrospor embriyogensis sonucu elde
edilen bitkilerin ploidi seviyelerini tespit etmek amaciyla flow sitometri (Ochatt 2008),
kromozom sayimmi (Maluszynska 2003) ve molekiiler markorler (Malik vd. 2011)
kullanilabilir. Bitki morfolojisi, stoma veya kloroplast sayimi gibi diger bazi daha az
glivenilir yontemler de mevcuttur (Dwivedi vd. 2015).

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012), “Bandera” g¢esidinden mikrospor
kiiltiri yoluyla elde edilen kallus ve bitkilerin ploidi seviyelerini flow sitometri ile
analiz etmislerdir. Analiz edilen toplam 41 farkli Kkallus i¢inde haploid kallus
bulunmazken, 2 adet kallusun diploid, 3 tanesinin de tetraploid oldugunu ve diger 36
adet kallusun miksaploid oldugunu belirlemislerdir. Ancak farkli kalluslardan elde
edilen 20 adet bitkiden, 4 tanesinin haploid, 1 tanesinin tetraploid, 3 tanesinin
miksaploid ve bitkilerin ¢ogunlugunun (12 adet) diploid oldugunu bildirmislerdir.
Mikrospor kiiltiirii, haploid mikrosporlarin izolasyonu ve kiiltiiriine dayanan bir teknik
oldugu i¢in elde edilen tiim kallus ve bitkilerin orijininin mikrosporlar oldugu ancak
diploid kallus ve bitkiler i¢in teorik olarak somatik kokenli olma olasiligini
degerlendirmek i¢in SSR markorlerle elde edilen diploid bitkileri analiz etmislerdir.
Daha o6nce “Bandera” bitkisinde heterozigot olarak nitelendirilen alti SSR markdrii
(CSM19, CSM33, CSM36, CSM40, CSM58 ve CSM63) kullanmislardir. ilk olarak
“Bandera” bitkilerinden rastgele segilen 12 donor bitkiyi test etmisler ve alti SSR
lokusunun tiim bitkiler i¢in heterozigot oldugunu belirlemislerdir. Ardindan, 8 adet
rastgele secilmis dort diploid ve dort miksaploid bitkiyi analiz etmisler ve bu bitkilerin
altt SSR markérii i¢in homozigot oldugunu belirlemislerdir. Boylece elde edilen hem
DH bitkilerde hem de miksaploid bitkilerin baslangigta haploid kdkenli mikrosporlardan
elde edildigini teyit etmislerdir.
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Rivas-Sendra vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada mikrospor kiiltiirii sonucunda elde
ettikleri bitkileri dis kosullara aktarmis ve ploidi seviyelerini flow sitometri ile analiz
etmislerdir. Mikrosporlardan elde edilen 88 bitkiden, 5 tanesinin (% 5.7) haploid
oldugunu, 61 tanesinin (% 69.3) diploid ve 18 tanesinin (% 20.5) daha yiiksek ploidiler
gosterdigini ve 4 tanesisinin ise ploidi seviyelerinin kesin bir sekilde belirlenemedigini
bildirmislerdir. Diploid bitkiler, CorralMartinez ve Segui-Simarro (2012) 'de tarif edilen
prosediir kullanilarak SSR markoérleri ile analiz edilmistir. Bu markorlerin daha 6nce
“Bandera” dondr bitkileri i¢in heterozigot oldugunun kanitlandigini ve analiz edilen 61
diploid bitkinin tiim SSR markdrleri i¢in homozigot olarak bulundugunu bildirmislerdir.

Kromozom katlanmasi, genotipe (Barnabas vd. 1999; Henry 1998) ve in vitro
kiltir kosullarina (Kasha vd. 2001; Shim vd. 2006) bagli olarak mikrospor
embriyogesisden sonra spontan olarak meydana gelebilmektedir. Spontan olarak
meydana gelen katlama, endomitoz veya ¢ekirdek fliizyonu ile meydana gelebilmektedir
(Segui-Simarro ve Nuez 2008). Spontan DH bitkilerin siklig1 yeterince yiiksek
olmadiginda, kromozom katlamasi amaciyla antimitotik etkili kimyasallar
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda kolhisin, en ¢ok kullanilan kimyasaldir. Bu
antimitotik etkili kimyasallarin uygulanma sekli, dozu ve siiresi hiicre siispansiyonu,
besi ortam1 veya eksplantlarin i¢inde bulundugu 6n besin ortami gibi farkli kosullara,
kallus dokusuna, aksiler tomurcuga, tepe tomurcuguna ya da in vitro bitkicik veya
celiklere, bitki kokiine olmak tizere bitkinin ¢esitli organlarina gére degismektedir.

Ellialtioglu vd. (2006), anter kiiltiiriinden elde ettikleri haploid patlicanlarin
katlanmasi amaciyla in vitro ve in vivo kolhisin uygulamalarini karsilastirmiglardir. In
vitro uygulamalarinda % 0.5°lik ve % 1’lik kolhisin ¢6zeltisinde tiim siirgiinler 1 ve 2
saat bekletilip tekrar ortama aktarilmis, in vivo uygulamalarinda ise yine ayni dozdaki
kolhisin ¢ozeltileri pamuklara emdirilmis ve bogumlarda 1 ve 2 saat siire ile
uygulanmistir. Her uygulamada 10’ar adet haploid bitki ile c¢alisilmig, in vitro
uygulamalarda % 0.5°1ik kolhisinin her iki siiresinde de % 70 oraninda dihaploidizasyon
saglanirken, % 1°lik dozda 1 saat bekletmede % 30 oraninda, 2 saat bekletmede ise %
20 oraninda dihaploidizasyon saglanmistir. In vivo uygulamalarinda % 0.5 kolhisin
sollisyonu ve 2 saat bogumda bekletme ile % 1 kolhisin ¢ozeltisi ve 1 saat bogumda
bekletme % 100 dihaploidizasyon saglamistir. % 1’lik ¢ozeltide 2 saat bogumda
bekletme % 70 oraninda, % 0.5’lik ¢ozeltide 1 saat bekletme ise % 60 oraninda diploid
bitki olusturmustur. Arastiricilar, uygulama kolayligi ve erken ¢iceklenme yoniinden in
vitro kolhisin uygulamasini avantajli bulurken, katlanma oraninin yiiksekligi ve
uygulama yapilan bitkilerin tiimiinden uygun doz ve siirede yanit alinabilmesi
bakimindan in vivo kolhisin uygulamalarini elverisli bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu arastirmada bitkisel materyal olarak iki adet F; patlican ¢esidi “A117 F1”, ve
“Amadeo F;” kullanilmigtir. Patlican igin gerekli bitkisel materyal Genetika
Tohumculuk firmasi tarafindan seralarda yetistirilen patlican bitkilerinden saglanmistir.

(@) (b)

Sekil 3.1. Serada yetistirilen patlican ¢esitlerinden bir goriiniim a) Amadeo F; ¢esidi
b) A117 F; gesidi

3.2. Metot

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiir
Laboratuvari ve Iklim Odalarinda ve Genetika tohumculuga ait seralarda yiiriitiilen bu
tez c¢aligmasi siiresince iki adet F; patlican gesidinde mikrospor ve anter kiltiirii
caligmalar yiirttiilmistiir.

3.2.1. Mikrospor/Polen gelisim asamasinin belirlenmesi

Mikrospor kiiltiiri yoluyla haploid bitki elde etmek i¢in ilk olarak sitolojik
gozlemlerle uygun asamadaki mikrosporlart bulunduran tomurcuklar secilmelidir.
Calismada mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda genel kabul goren vakuol mikrospor ve
geng ¢ift ¢ekirdekli polen asamalarini igeren tomurcuk ve anter uzunluklar
belirlenmeye calisilmistir. Tomurcuk biiyiikliigii ve morfolojik goriiniimleri cesitler,
yetisme kosullar1 ve bitki yasina gore degisiklik gosterebileceginden dolayi, farkli
genotiplerde tomurcuk ve anterlerde kesin bir siniflandirma yapmak her zaman kolay
olmamaktadir.  Ancak  mikrospor  embriyogenesis  ¢alismalarinda  uygun
mikrospor/polenler ile tomurcuk ve anter uzunlugu arasinda bir iliski kurulmaktadir
(Salas vd. 2012). Bundan dolay1 ¢alismamizda uygun gelisim asamasindaki
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mikrosporlari bulunduran tomurcuklar1 se¢ebilmek icin her bir gesit i¢in minimum ve
maksimum tomurcuk uzunlugu dijital kumpasla belirlenmistir. Farkli boyutlardaki
tomurcuklarin ve anterlerin igerdigi mikrospor/polen gelisim evresinin dagilimini
belirlemek igin gesit basina 50 tomurcuk analiz edilmistir. Genel olarak, incelenen
tomurcuktaki biitiin anterlerin ayn1 gelisim asamasinda mikrosporlar/polenler igerdigi
varsayllmaktadir. Bu nedenle, belirli bir tomurcuktan bir anter c¢ikarilarak, dijital
kumpas ile 6l¢giim yapildiktan sonra lam {izerine alinmistir. Jilet yardimiyla pargalara
ayrilan anter iizerine bir iki damla su damlatilmis ve tizeri lamel ile kapatilmistir.
Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu altinda gozlemlenmistir. Sitolojik gozlemler
sirasinda, mikrospor/polen gelisim asamalar1 Salas vd. (2012) tarafindan bildirilen 7
farkli asamada (tetrat, geng, orta ve gec (vakuol) mikrospor ve geng cift ¢ekirdekli, orta-
gec ve olgun polen) incelenmistir. Ayni uzunluk araliginda bulunan anterler i¢in farkli
mikrospor/polen gelisim asamalarinin yiizdeleri hesaplanmstir.

3.2.2. Sterilizasyon

Besin ortamlarimin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu:
Mikrospor kiiltiiriinde kullanilacak sivi besi ortamlarmin sterilizasyonu steril kabin
icerisinde 0.22 pum poroziteli filtreler kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.2). Anter kiiltiirti
ve mikrospor kiiltiir ¢alismalarindan elde edilen kallus ve embriyolardan bitki
rejenerasyonu i¢in kullanilan kati besi ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda 20 dakika
boyunca 1.5 atm basingta 121°C’de tutularak gerceklestirilmistir. Sicakta bozulan
vitaminlerin, bitki biiylime diizenleyicilerinin ve diger maddelerin sterilizasyonu ise
steril kabin iginde 0.22 um poroziteli siringa filtreler kullanilarak yapilmistir.

Tomurcuk ve antelerin sterilizasyonu: Anter kiiltiirii ¢alismalarinda uygun
mikrospor asamasini igeren tomurcuklar kullanilirken mikrospor kiiltiirii caligmalarinda
tomurcuklardan ¢ikarilan anterler kullanilmistir. Tomurcuk ve anterlerin sterilizasyonu
steril kabin icerisinde ilk olarak % 70’lik etil alkolde 30 saniye siireyle bekletildikten
sonra 10’luk sodyum hipoklorit igerisinde 5 dakika bekletilmis ve ardindan 3 kez steril
distil su ile durulanarak sterilize edilmistir (Sekil 3.3 a).

Sekil 3.2. Steril kabin iginde s1v1 besi ortamui sterilizasyonu
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3.2.3. Mikrospor Kiiltiirii
3.2.3.1. Mikrosporlarin izolasyonu

Gelisimin uygun asamasindaki anterler (¢ogunlugu vakuol mikrospor ve geng
cift c¢ekirdekli polenleri iceren anterler) belirlenen uzunluklarda dijital kumpas
yardimiyla secilmistir. Sterilizasyondan sonra, anterler steril distil suda ezilmis (Sekil
3.3 b), anter dokularina ait igerik 40 um filtre ile siiziilmiistiir (Sekil 3.3 c¢). Bu islem
sonrasinda parcalanan anterlerden kaynaklanan somatik dokular filtre iizerinde kalmis
ve mikrosporlarin biiyiikk boliimii siispansiyon olusturacak sekilde alttaki erlenmayer
icinde toplanmustir. Mikrosporlarin  izolasyonu esnasinda somatik dokularin
parcalanmasiyla ortama salman ve mikrosporlara zarar verebilecek olan fenolik
maddelerin bu siispansiyondan uzaklastirilmas1 amaciyla mikrospor silispansiyonlari
santrifiij tiiplerine alinarak mikrosporlarin ¢okelmesinin saglanmasi i¢in 850 rpm de
sogutmali santrifiijde (+4°C’de) 5 dakika santrifiijleme islemine tabi tutulmus ve
santrifiij islemi iki kez daha tekrarlanmistir.

(c) (d)

Sekil 3.3. Mikrosporlarin anterlerden izolasyonu a) Steril kabin igerisinde anterlerin
sterilizasyonunun yapilist b) Mikrospor izolasyonu amaciyla anterlerin ezilmesi C)
Anter dokulariin uzaklastirilmasi amaciyla mikrospor siispansiyonunun siiziilmesinde
kullanilan 40 pum filtre sistemi d) Mikrospor peleti elde etmek amaciyla santrifiij
tiiplerine alinan mikrospor siispansiyonu
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3.2.3.2. Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Mikrospor kiiltiirlinde mikrosporlarin belirli bir yogunlukta kiiltiire alinmasi
gerekmektedir. Bu amagla son santrifiijleme isleminin ardindan elde edilen mikrospor
peleti steril distil su i¢inde siispansiyon haline getirilmistir. Mikrospor yogunlugunun
belirlenmesi igin thoma lammda sayim yapilmisti. Thoma lammim esast 0.1 mm®
hacimde sayim yapilmasidir. Thoma laminin sematik ¢izimi Sekil 3.4’de verilmistir.
Thoma laminin {izerinde gukur bir kisim vardir. Santrifiij tiipiinde bulunan mikrospor
stispansiyonundan bir damla alinarak bu c¢ukur kisma aktarilmis ve tizerine lamel
kapatilarak 151k mikroskobu altinda cam yiizeyindeki cizgilerle belirlenmis sayim
yapilacak alanda mikrospor sayimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Thoma laminda 16
biiyiik kare, her bir biiyiik karede ise 25 adet kiigiik kare olmak tizere toplam 400 adet
kiigiik kare bulunmaktadir. Sayim bu karelerde yapilmaktadir. Bir kiiciik karenin
kenarlar1 1/20 mm (0.05 mm) olup derinligi 1/10 mm (0.1 mm)’dir. Buna gore; bir
kiiciik 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 kiigiik kare
olduguna gore toplam sayim alanmin hacmi = 400 x 0.00025 mm® = 0.1 mm®
olmaktadir. Thoma lamu ile sayim sonucu A x 10,000 formiilii ile hesaplanir. Burada A
= 16 biiyiik karede sayilan mikrospor sayisi adedidir. 10,000 ise 0.1 mm? deki sayim
sonucu 1 ml’deki sayiya doniistirmek ve standart sonug elde etmek igin kullanilan bir
degismezdir (Tuncer 2010). Thoma laminda iki adet sayim yapilacak kare alan
bulunmaktadir. Her iki alanda da 8 biiyiik karede sayim yapilarak elde edilen degerlerin
ortalamasi alinarak 2 ile carpilmis ve 0.1 mm® deki deger bulunmustur. Toplam 16
bliylik karede sayilan mikrospor sayisi 10,000 ile ¢arpilarak 1 ml’de bulunan mikrospor
sayist belirlenmistir. Bu sayim sonucundan hareketle 6rnegin alindigi hacimdeki
mikrospor sayisina ulasilmistir. Bu amagla denemelerimizde, son santrifiijleme
isleminin ardindan elde edilen mikrospor siispansiyonu, Miyoshi (1996) tarafindan
bildirilen 500,000 mikrospor/ml igerecek sekilde yeniden siispansiyon haline getirilerek
mikrospor yogunlugu ayarlanmaigtir.

/“”//\

—

Sekil 3.4. Thoma laminin sematik ¢izimi
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Sekil 3.5. Thoma laminda sayim yapilan kareler

3.2.3.3. Mikrosporlara uygulanan 6n uygulama

Mikrospor yogunlugunun belirlenmesinin ardindan 3 cm’lik steril petri kaplarina
1 ml mikrospor siispansiyonu koyularak mikrosporlar kiiltiire alinmistir. Calismamizda
patlicanda yapilan mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda olumlu etkisi bildirilen ilk {i¢
giinliik siirede 35°C ‘de karanlikta bekletilerek sicaklik uygulamasi ve su iginde kiiltiire
alinmasiyla seker acligi uygulamasi beraber uygulanmistir (Miyoshi 1996; Corral-
Martinez ve Segui-Simarro 2012, 2014).

3.2.3.4. Mikrosporlarin Kkiiltiire alnmasi

35°C ‘de 3 giin boyunca karanlikta bekletilen mikrosporlar bu siirenin sonunda
ilk olarak Miyoshi (1996) tarafindan belirtilen ve patlicanda mikrospor kiiltiiriinden
kallus elde edildigi bilinen tek ortam olan; % 2 sakkaroz, 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/I
BAP, pH 5.9, igeren NLN ortaminda (Lichter 1982) kiiltiire alinarak c¢alismada
kullanilan ¢esitlerin mikrospor Kkiiltiirtine tepkileri incelenmistir. Cizelge 3.1.°de
mikrosporlarin kiiltiire alinmasinda kullanilan sivi NLN ortaminin bilesimi verilmistir.
Kiiltiire alinan petri kaplar1 25°C’de bir ay boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.
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Cizelge 3.1. Mikrosporlarin kiiltiire alinmasinda kullanilan s1tvi NLN ortaminin bilesimi

Bilesikler Miktar (mg/l)
Makro Elementler

KH,PO, 125
KNO3 125
MgS0,.7H,0 125
Mikro Elementler

CuS04.5H,0 0.025
CoCl,. 6H,0 0.025
H3BO3 10.00
MnSO,4.H,0 18.95
Na;Mo0O,. H,0 0.25
ZnS0,.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-HCI 0.50
Thiamine-HCI 0.50
D (+) - Biotin 0.05

3.2.3.4.1. Arabinogalaktan proteinleri denemesi

Arabinogalaktan proteinlerinin (AGP) etkisini belirlemek amaciyla 10 mg/l, 1
mg/l ve 0.1 mg/l olarak belirlenen farkli dozlarda AGP uygulamasi yapilmistir. Bu
amagcla 1 mg/ml ve 0.1 mg/ml seklinde iki tane AGP stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve stok
soliisyonlar filtre sterilizasyonu ile sterilize edilmistir. Stok soliisyon -20°C sicaklikta
karanlik  kosullarda  saklanmuistir.  Mikrosporlarin ~ kiiltiire  alinmasiyla  stok
soliisyonlardan 10 mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l dozlarinda olacak sekilde petri kaplarina
eklenmistir.
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3.2.3.4.2. Absisik asit denemesi

Absisik asitin etkisini belirlemek amaciyla farkli dozlarda ve siirelerde absisik
asit uygulamas1 mikrosporlara uygulanan 6n uygulama esnasinda yapilmistir. 0, 0.1,
0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mg/l olmak {izere farkli dozlarda ve 24, 48 ve 72 saat olmak iizere
farkli siirelerde uygulanmistir. Denemenin ilk asamasinda farkli doz ve siirelerde
uygulanan ABA’in stres uygulamasi ardindan kontrole gére mikrosporlarda canlilik
tizerine etkileri aragtirilmigtir. Daha sonra ise mikrosporlarda canlilik {izerine etkili olan
konsantrasyon ve siirelerde mikrospor kiiltiirii denemeleri kurulmustur. ABA’in stok
soliisyonu oda sicakliginda karanlikta etanol (%99) igerisinde ¢oziilerek, 1 mg/l ve 0.1
mg/l olmak tiizere iki farkli konsantrasyonda stok hazirlanmigtir. Stok soliisyonlarin
pH’s1 6 olacak sekilde 1 N NaOH ve 1 N HCI ile ayarlanmis ve filtre sterilizasyonu ile
sterilize edilmistir. Stok soliisyon -20°C sicaklikta karanlik kosullarda saklanmustir
(Ahmadi vd. 2014).

3.2.3.4.3. Farkli hormon kombinasyonlar: denemesi

Patlicanda mikrospor kiiltiirii iizerine farkli hormon konsantrasyonlarinin
etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemede, NLN ortamina 2,4-D ve Kinetinin
farkli dozlar1 ilave edilmis ve bu ortamlarin etkisi incelenmistir. Bu amagla 2,4-D ve
kinetinin farkli konsantrasyonlarini i¢eren 16 farkli ortam kombinasyonu hazirlanmistir.
Stres uygulamasinin ardindan mikrosporlar bu ortamlarda kiiltiire alinmistir. Toplam 16
uygulamadan olusan hormon konsantrasyonlar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Farkli hormon kombinasyonlar1 denemesi i¢in kullanilan 2,4-D ve Kinetin
konsantrasyonlari

1= 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN

9=0.5mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN

2= 0.1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN

10=0.5mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN

3=0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN

11=0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN

4=0.1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN

12=0.5mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN

5=0.2 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN

13=1mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN

6= 0.2 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN

14= 1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN

7=0.2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN

15=1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN

8=0.2mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN

16=1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN
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3.2.3.5. Sitolojik gozlemler

Kiiltiire alinan mikrosporlarin canliligini test etmek amaciyla FDA ile boyama
yontemi kullanilmistir. Mikrospor kiiltiiriinden alinan 6rneklerde mikrospor canlilii
flouresans mikroskop altinda bakilmistir. Bu amacgla mikrosporlar izole edildikten
hemen sonra ve 3 giinliik sicaklik uygulamasimin ardindan FDA ile boyanarak
mikrosporlarin canliliklar1 incelenmistir. Ayrica 6n uygulama esnasinda farkli dozlarda
ve siirelerde absisik asit uygulamasi denemelerinde her doz ve her uygulama siiresi igin
ilk giin ve 3 gilinliik stres uygulamasi sonunda mikrospor canliliklari hesaplanmustir.
Cekirdek boliinmeleri ve embriyonik gelisim gosteren mikrosporlar1 incelemek igin
DAPI boyama yontemi kullanilmistir. Bu amagla mikrospor siispansiyonundan 200 pl
alinarak 8000 rpm de 2 dakika santrifiijlendikten sonra elde edilen mikrospor peletine
10 ul DAPI soliisyonu eklenmis ve flouresans mikroskop altinda inceleme yapilmistir
(Custers 2003).

3.2.3.6. Bitki rejenerasyonu

Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan bir ay sonra mikrosporlardan kallus ve
embriyo olusumu meydana gelmistir. Bir ay sonunda mikrosporlardan elde edilen 1
mm’den biiyiikk kalluslardan bitki rejenerasyonunu tesvik etmek amaciyla; Miyoshi
(1996) ve Rivas-Sendra vd. (2015) tarafindan bildirilen % 2 sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2
mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin igeren MS (Murashige ve Skoog 1962) (M1) ortaminda
kiiltire alinmig ve 25°C sicaklikta bitki rejenerasyonu gozlenene kadar bekletilmistir.
Daha sonra Rivas-Sendra vd. (2015) tarafindan bildirildigi tizere elde edilen siirgiinler
kok olusumunun saglanmasi igin bazal MS ortamina transfer edilmistir. Amadeo
¢esidinden elde edilen embriyolar ise % 0.8 agar ve 30 g/l sakkaroz igeren MS ortamina
aktarilmistir (Basay ve Ellialtioglu 2013).

3.2.4. Anter kiltiiri

Uygun asamadaki mikrosporlart igeren ve sterilizasyonu tamamlanan
tomurcuklardan anterler steril kabin igerisinde bistiiri ve pens yardimiyla ¢ikartilarak
Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafindan bildirilen protokol gore ilk olarak
igerisinde C besi ortami1 bulunan petri kaplarina alinmistir. Petri kaplar1 35°C’de 8 giin
karanlikta ve ardindan 4 giin siireyle 25°C’de aydinlikta bekletilmistir. 12. gilinlin
sonunda anterler R rejenerasyon ortamina aktarilmistir. C ve R ortamlarinin kimyasal
bilesimi Cizelge 3.3°de verilmistir. Daha sonra anterlerden elde edilen embriyolar 30 g/l
sakkaroz ve % 0.8 agar igeren MS ortamina aktarilarak embriyolardan bitki olusumu
saglanmistir (Basay ve Ellialtioglu 2013).
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Cizelge 3.3. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafindan bildirilen C ve R
ortamlariin kimyasal bilesimi

Bilesikler C (mg/l) R (mg/l)

NH4NO3 1238 1238

CaClz. 2H20 313 313

Ca(NOs)2. 4H20 50 50

(NH4)2S04 34 34

MnSO4.H20 22130 20130

H3BO3 3150 1550

Na2MoOs4. 2H20 0.188 0.138

CoCl2. 6H20 0.016 0.011

NazEDTA 1865 1865

Pyridoxin HCL 5500 5500

Thiamine HCL 0.600 0.600

Glycine 0.100 0.100

Myo-inositol 50300 50300

Sakkaroz 120 30

2,4-D 5 -

pH 5.9 5.9
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3.2.5. Flow sitometri analizleri

Flow sitometri analizleri Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Bitki Genetigi ve Sitogenetik Laboratuvari'nda gergeklestirilmistir.
Flow sitometri analizleri i¢in Orneklerin hazirlanmasinda geng bitki yapraklari
kullanilmistir. Preparatlar Tuna (2013) 'min metoduna gore hazirlanmistir ve kisaca
asagidaki adimlari icermektedir. Bitkilerden elde edilmis 0.5 cm? biiyiikligiindeki
saglikli yaprak dokulari bir petri kabina yerlestirilmis ve lizerlerine 500 pl izolasyon
buffer ilave edilmistir. Yaprak dokular1 keskin bir jilet ile 30-60 saniye siiresince kiigiik
pargalara ayrilana kadar par¢alanmistir (Sekil 3.6). Bu sekilde hazirlanmis 6rnek petri
kab1 igerisinde 10-15 saniye ¢alkalanmistir. Calkalama isleminden sonra 30-90 saniye
kadar petri kabinda bekletilen 6rnek Partec marka 50 pl CellTrics filtre ile siiziilerek tiip
igerisine aktarilmigtir. Daha sonra tiip igerisine daha 6nceden hazirlanmis 2 ml DAPI
boyama soliisSyonu ilave edilerek 1s1ksiz bir ortamda 30-60 dakika analiz edilene kadar
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda ornekler flow sitometri cihazi kullanilarak analiz
edilmistir. Sonuglarin yorumlanmasinda referans bitki olarak arpa ve gavdar bitkileri
kullanilmuistir.

Sekil 3.6. Flow sitometri i¢in preparatlarin hazirlanis
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3.2.6. Kromozom katlamasi ve bitkilerin dis ortama ahstirilmasi

Flow sitometri analizi sonucunda haploid oldugu belirlenen bitkilerde
kromozom katlamasi yapilmistir. Kromozom katlamasi in vitro kosullarda Ellialtioglu
(2006) tarafindan bildirilen % 0.5’lik kolhisin soliisyonu igerisinde 2 saat bekletilerek
gerceklestirilmigtir (Sekil 3.7). Kok kisimlar1 kesilen bitkicikler (Sekil 3.8), kromozom
katlamas1 amaciyla kolhisin uygulandiktan sonra koklenmelerini saglamak i¢in 30 g/l
sakkaroz ve % 0.8 agar igeren MS ortaminda kiiltiire almmistir. Koklenmesi
gerceklesen bitkiler (Sekil 3.9), Genetika tohumculuga ait alistirma seralarinda ilk
olarak saksilara aktarilmis ve daha sonra arazi kosullarmma dikilerek meyveleri
olgunlastiginda meyveler hasat edilmis bunlardan tohum tiretimi gergeklestirilmistir.
Elde edilen tohumlar tekrar ekilerek bunlardan double haploid homozigot hatlar elde
edilmistir.

Sekil 3.7. Bitkilere in vitro kolhisin uygulamasi ve koklendirme ortamina alinmasi
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Lo

Sekil 3.9. Dis kosullara aktarilmadan once koklenme gergeklesen bitkiler
3.2.7. Deneme sonuglarinin degerlendirilmesi

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 yinelemeli olarak ve her
yinelemede 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Mikrospor Kkiiltiirlinde canli
mikrosporlarin ylizde orani, mikrosporlarin izole edildigi giin ve stres uygulamasi
sonunda hesaplanmistir. Mikrospor kiiltiirii denemelerdeki kallus ve embriyo sayisi
mikrosporlarin izole edilmesinden 30 giin sonra elde edilmistir. Kalluslar iki 6zellige
gore sayillmistir; petri basma toplam kallus sayisi ve 1 mm’den biiyiik (> 1mm) kallus
sayist. Sadece 1 mm’den biiyiik kalluslar bitki rejenerasyon ortamina alinmistir ve elde
edilen bitki sayist hesaplanmistir. Cesitlere ait canli mikrospor yiizde orani, petri bagina
toplam kallus ve 1 mm’den biiyiik kallus sayisi, embriyo sayisi ve elde edilen toplam
bitki sayimlar1 her bir uygulama i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Anter kiiltiirii caligmalarinda
ise her cgesit i¢in anterlerden elde edilen embriyo ve embriyolardan elde edilen bitki
yiizde oranlari hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri varyans
analizi (ANOVA) ve Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Mikrospor/Polen Gelisim Asamasinin Belirlenmesi

Bu calismada iki adet patlican ¢esidinde mikrospor embriyogenesise en duyarli
mikrospor/polen gelisim asamalarini i¢eren anterleri belirlemek i¢in; farkli uzunluktaki
tomurcuk ve anterler icerisinde bulunan mikrospor/polenlerin in vivo gelisim asamalari
incelenmistir. Bu amagla belirli uzunluktaki tomurcuk ve anterlerin igerdigi
mikrospor/polen gelisim agamasinin belirlenmesinde her c¢esit i¢cin 50 tomurcuk
kullanilmistir.  Sitolojik gdzlemler sirasinda, anterler icerisindeki mikrospor/polen
gelisim asamalar1 Salas vd. (2012) tarafindan bildirilen 7 farkli asamada (tetrat, geng,
orta ve orta-ge¢ (vakuol) mikrospor ve geng, orta-ge¢ ve olgun polen) 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Patlicanda incelenen in vivo mikrospor/polen gelisim agamalari
Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Elde ettigimiz bulgular, tomurcuk ve anter uzunlugunun kullanilan ¢eside gore
degisim gosterdigini; mikrospor kiiltiirii i¢in en uygun oldugu belirlenen vakuol
mikrospor ve geng cift ¢cekirdekli polen (Sekil 4.1 d,e) asamasini maksimum yiizdeyle
iceren tomurcuk uzunluklar1 A117 ¢esidinde 9-12.5 mm arasinda degisirken; anter
uzunluklarinin 5-6 mm arasindaki uzunluklarda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2).
Amadeo ¢esidinde ise tomurcuk ve anter uzunlugu sirastyla 8.5-12.5 mm ve 5-6.5 mm
arasinda uzunluklarda degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.3). Tomurcuk ve anter uzunluklari
degerlendirildiginde; anter uzunlugu kullanilarak 1 mm gibi bir uzunluk aralifinda
mikrospor/polen asamasinin daha hassas belirlenmesinden dolayr mikrospor kiiltiirii
caligmalarinda belirlenen uzunluktaki anterler kullanilmistir.

Baz tiirlerde mikrosporlar/polenler ayni anter icerisinde kiiltlire alma esnasinda
farkli gelisim safhasinda bulunabilmektedir (Segui-Simarro ve Nuez 2005; Salas vd.
2012). Mikrospor/polen gelisim asamasi yoniinden bir anter icerisindeki asenkronize
mikrospor gelisimleri bu ¢alismada da belirlenmistir. Anterler igerisindeki mikrospor
popiilasyonu ¢ok geng evreler disinda, farklt mikrospor/polen asamalarini igeren karigik
popitilasyonlar1 igermekteydi. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de sirasiyla A117 ve Amadeo
cesitleri igin sitolojik incelemeye alinan farkli uzunluktaki anterlerde goriilen farkli
mikrospor/polen gelisim asamalart yiizdelerini gosterilmektedir. Yapilan ¢alisma
sonucunda belli uzunluktaki anterlerin igerisindeki mikrospor/polen gelisim agamalari
yiizdelerinin de her gesit i¢in farkli oldugu belirlenmistir.

Mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda ilk asama, en uygun donemdeki mikrosporlari
iceren anterlerin belirlenmesidir. Bu baglamda, ilk polen mitozundan hemen 6nceki ve
hemen sonraki donemdeki mikrosporlarin embriyogenesise dogru saptirmak igin en
uygun asamada oldugu hakkinda genis bir goriis birligi vardir (Reynolds 1997; Touraev
vd. 2001; Segui-Simarro ve Nuez 2008). Diger bir deyisle, bu asamalarin vakuol
mikrospor ve geng cift ¢ekirdekli polen asamalart olduguna inanilmaktadir. Ancak
belirtilen bu mikrospor/polen asamalarinin tiirler arasinda farklilik gosterebilecegi de
belirtilmistir (Raghavan 1986). Patlicanda anter kiiltiiriiyle ilgili olarak yapilan
calismalarda, genellikle tek ¢ekirdekli, geg¢ tek ¢ekirdekli (vakuol mikrosporlar) ve geng
cift ¢ekirdekli polen asamalarinin kullanildigin1 bildirmistir (Tuberosa ve ark., 1987,
Salas ve ark., 2011, Basay ve Ellialtioglu, 2012). Bununla birlikte, Salas vd. (2012),
patlicanda mikrospor/polenin gelisim asamalari iizerinde yaptiklar1 ayrintili caligmada
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mikrospor kiiltiirii i¢in vakuol mikrosporlar ve geng cift ¢ekirdekli polen asamalarinin
kullanilmasini, anter kiiltiiriinde ise daha erken asamalar olan geng ve orta-geng
mikrosporlar igeren anterlerin kullanilmasini 6nermislerdir.  Bizim ¢alismamizda da
mikrospor kiiltiirii i¢in vakuol mikrospor ve gen¢ cift cekirdekli polen gelisim
asamalarina sahip anterler dikkate alinmistir.

Hemen hemen tiim tiirler i¢in mikrospor/polen gelisim evresi ile tomurcuk ve
anter uzunlugu arasinda bir korelasyon kurmanin miimkiin oldugu bildirilmistir
(Kasperbauer ve Wilson 1979; Summers vd. 1992; Silva- Lauxen vd. 2003; Segui-
Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012; Parra-Vega vd. 2012). Tomurcuk ve anter
uzunluklari, uygun asamadaki tomurcuk ve anterlerin se¢imi ve toplanmasinda biiytlik
kolaylik saglamakta, bu nedenle tomurcuk ve anter uzunluklariyla mikrospor gelisim
asamasinin arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Patlicanda,
uygun gelisim asamasindaki anterleri igeren tomurcuklar, genellikle farkli arastiricilar
tarafindan gorsel tanimlayicilar ile tanimlanmistir ve bunlarin ayni bitkinin genotipleri
ve hatta tomurcuklari arasinda varyasyonlar gosterebilecegi de belirtilmistir (Dumas de
Vaulx ve Chambonnet, 1982; Tuberosa ve ark., 1987; Rotino, 1996). Karakulluk¢u ve
Abak (1993a), 4 farkli gesitte yaptiklari ¢aligmada tomurcuk uzunluklarinin gesitlere
bagl olarak 22.4-24.7 mm oldugunu belirlemislerdir. Ellialtioglu vd. (2012) yaptiklari
calismada kullandiklar1 genotiplerde uygun dénemdeki mikrosporlari igeren tomurcuk
uzunlugunun 15-17 mm oldugunu, petallerin sepal ayrim seviyesine ulastigi ve anter
renginin yesilimsi sar1 oldugunu belirlemislerdir. Salas vd. (2012), patlicanda tomurcuk
ve anter uzunlugu ile mikrospor/polen gelisim evreleri arasinda bir korelasyon
oldugunu, tomurcuk ve anter uzunlugunun kullanmasini 6nermislerdir. Nitekim
caligmamizda da tomurcuk ve anter uzunluklariyla mikrospor/polen gelisim asamasi
arasinda iligki oldugu belirlenmis ve Salas vd. (2012) sonuglariyla benzerlik
gostermistir. Mikrospor kiiltiiriinde, anter uzunlugunun kullanilmasiyla direk olarak
anterlerde Ol¢lim yapilmasi ve mikrosporlarin bu anterleden izole edilebilmesinden
dolay1 bu yontem hizli, pratik ve giivenilir bulunmustur. Bununla birlikte bu ve diger
caligmalarda dikkat ¢eken 6nemli bir nokta ise kullanilan ¢esitlere gore farkli tomurcuk
ve anter uzunluklarinin 6nerilmesinden dolay1, her ¢esit i¢in ¢alismanin basinda uygun
mikrospor/polen gelisim asamasini igeren tomurcuk ve anter uzunluklarinin tespit
edilmesinin gerekli oldugunu séylemek miimkiindiir.
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(@) (b)

() (d)

(€) (f)

Sekil 4.1. In vivo mikrospor/polen gelisim asamalari. a) tetrat b) gen¢ mikrosporlar c)
orta-gen¢ mikrosporlar d) *vakuol mikrosporlar e) *geng cift ¢ekirdekli polen f) orta-
gec ve olgun polen (*mikrospor kiiltiirii i¢in uygun gelisim agamalari)
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Sekil 4.2. A117 gesidine ait farkli anter uzunluklarinda bulunan farkli mikrospor/polen
gelisim evrelerinin dagilimi

120
100
H TETRAT
80 B Geng M.
M Orta-Geng M.
60
M Vakuol M.
40 I [ B Geng cif gekirdekli P.
W Orta-geg¢ P
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O II T 2]
<35 3.5-4 4-45 45-5 55,5 55-6 6-6.5 6.5-7 7-7.5 >7.5

Sekil 4.3. Amadeo ¢esidine ait farkli anter uzunluklarinda bulunan farkl
mikrospor/polen gelisim evrelerinin dagilimi

4.2. Mikrospor Kiiltiirii

Denemenin birinci basamaginda, A117 ve Amadeo ¢esitlerinde Miyoshi (1996)
tarafindan bildirilen protokole gdre mikrospor kiiltlirii denemeleri gergeklestirilmistir.
Mikrospor kiiltiirii  yoluyla mikrosporlarin tiim gelisim siireci 151k ve flouresans
mikroskobu altinda incelenmistir. Gelisim siirecinin kullanilan ¢esitlerin her ikisinde de
ayni oldugu tespit edilmistir. Mikrospor kiiltiiriiniin yapildig1 asamada kiiltiire alinan
mikrosporlarin  ¢ogunlugu vakuol mikrospor veya gen¢ c¢ift c¢ekirdekli polen
asamasindaydi (Sekil 4.4). Stres uygulamalarina maruz kalan mikrosporlardan birgogu
hemen gelisimini durdurur ve/veya Oliirken; herhangi bir morfolojik degisim
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gostermemis ve baslangigta kiiltiire alindigi halde kalmistir (Sekil 4.5). Bazilar ise
olgun poleni meydana getirmek {izere gametofitik gelisimi takip etmislerdir (Sekil 4.5).
Diger bazi mikrosporlarin ise stres uygulamalar ile etkili bir bigimde boliinmeleri
uyartlmistir. Bu mikrosporlarda stres uygulamasindan sonra ilk olarak bazi tiirlerde
mikrosporlarin sporofitik gelisiminin baslangic gostergelerinden biri oldugu kabul
edilen “yildiz benzeri” yapilar tespit edilmis (Sekil 4.6) ve mikrosporlarda simetrik
boliinmeler gézlenmistir (Sekil 4.7). Stres uygulamasinin ardindan 25°C de bekletildigi
kiiltiirlin ilk haftasinda dort ve daha fazla hiicreli mikrosporlar belirlenmistir (Sekil 4.8,
4.9) ve yaklasik 10 giin sonra ¢ok hiicreli yapilar meydana gelmistir (Sekil 4.10).
Amadeo ¢esidinde ilk dort hafta boyunca bu ¢ok hiicreli yapilarin bazilarmin globular
embriyolara doniistiigii belirlenmistir (Sekil 4.10). Buna paralel olarak, diizensiz kallus
benzeri yapilar da gozlenmeye baslanmistir (Sekil 4.11). Daha sonraki siiregte globular
embriyolardan bazi durumlarda embriyo elde edilmesine karsilik biiyiik gogunlugunun
kallus meydana getirdigi gozlenmistir. A117 c¢esidin de ise herhangi bir embriyo
olusumu gozlenmezken bir ay sonunda mikrosporlardan yalnizca kallus olusumu
meydana gelmistir.

ho

Sekil 4.4. Kiiltiire alinan vakuol mikrospor ve geng cift ¢cekirdekli polen
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Sekil 4.5. Normal gametofitik gelisim gdsteren polen (™a) ve gelisimlerini durduran
mikrosporlar (Na)

Sekil 4.6. Mikrosporlarda goriilen “yildiz benzeri” yap1

o1
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Sekil 4.8. Sporofitik gelisim gdsteren ve boliinen mikrosporlarin 151k mikroskobu
altindaki goriintiisii
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Sekil 4.9. Sporofitik gelisim gosteren ve boliinen mikrosporlarda dort ve daha fazla
hiicreli mikrosporlarin flouresans mikroskop altindaki goriintiisii

Sekil 4.10. Sporofitik gelisim gdsteren mikrosporlarda meydana ¢ok ¢ekirdekli yapilar
ve globular embriyolarin flouresans mikroskop altindaki goriintiisii

Sekil 4.11. Mikrosporlardan elde edilen kallus goriintiileri
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Sekil 4.12. Amadeo ¢esidinde mikrosporlardan elde edilen embriyolar

Dogrudan embriyogenesise gitmek {izere genetiksel olarak programlanmis olan
mikrosporlar, embriyo haline gelmek i¢in farkli seviyelerde bircok degisiklige maruz
kalmaktadirlar. Bu degisiklikler ¢cercevesinde, mikrosporlar 6nemli dl¢iide biiyiir, hiicre
merkezine dogru ¢ekirdek yeniden konumlanir, sitoplazma belirginlesir ve biiyiik
vakuol kiiciik parcalara ayrilir (Touraev vd. 2001). Bu diizenlemeler birgok tiirde
indiiklenen mikrosporlarda embriyojenik gelisimin gegici ve erken morfolojik isareti
olarak kabul edilen yildiz benzeri bir morfoloji saglar. Diger bir morfolojik gosterge ise
androgenesis indiiksiyonunda ¢ekirdegin yeniden konumlanmasinin ardindan gézlenen
simetrik boliinmelerdir ( Indrianto vd. 2001; Maraschin vd. 2005b; Segui-Simarro ve
Nuez 2008; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012). Bu calismada da kullanilan
cesitlerde stres uygulamastyla birlikte yi1ldiz benzeri morfoloji, simetrik boliinme ve ¢ok
cekirdekli yapilarin olusumunun gézlenmesiyle her iki ¢esitte de bazi mikrosporlarin
sporofitik gelisime dogru yonlendigi belirlenmistir.

Denemenin birinci basamaginda mikrospor kiiltiirii teknigine A117 ve Amadeo
cesitlerinin tepkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu iki patlican ¢esidinde mikrospor
kiiltiirli sonucunda,; kiiltiire alma sirasinda (1.glin) canli mikrospor yiizde orani, 6n
uygulama sonrasinda (3. giin) canli mikrospor yiizde orani, toplam kallus sayisi/petri, 1
mm’den biiyiik kallus sayisi/petri ve elde edilen embriyo sayis1 Cizelge 4.1°de ayrintili
olarak gosterilmistir. Kiiltiire alinan mikrosporlarda canlilik énemli bir konu olup; bu
caligmada da kullanilan iki farkli ¢eside ait mikrospor canliliklar1t FDA ile boyanarak
tespit edilmistir. Canli olan mikrosporlar flouresans 1s1k altinda parlak goriinmektedir.
Bizim ¢alisgmamizda mikrosporlarin izolasyonundan hemen sonra (1.giin) ve stres
uygulamasinin sonunda (3. giin) mikrospor canliliklari incelenmistir. Mikrosporlarin
kiiltiire alind1g1 andaki sonuglara gére A177 ¢esidinde mikrosporlarin % 8.75 oraninda,
stres uygulamasi sonunda ise % 1.55 oraninda canli oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.13,4.14). Amadeo cesidinde ise kiiltiire alindig1 anda mikrosporlarin % 19.77oraninda,
stres uygulamasi sonunda ise % 14.23 oraninda canli oldugu saptanmistir (Sekil
4.15,4.16). Mikrospor kiiltiirii calismalarinda kiiltiire alinan mikrosporlarin stres
uygulamalar1 ve kiiltiir boyunca canliliklarim1 kaybettigi farkli tiirlerde bildirilmistir
(Obert vd. 2000; Maraschin vd. 2003; Makowska vd. 2017). Bizim ¢alismamizda da
FDA ile kiiltiire aliman mikrosporlarda canliliklar tespit edilmis ve ozellikle stres
uygulamasinin ardindan mikrosporlarin canliliklarini kaybettigi belirlenmistir.
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Arastirmada bir ay sonunda mikrosporlardan toplam kallus ve 1 mm’den biiyiik
kallus sayimlart ayri ayr1 yapilmistir. Amadeo c¢esidinde toplam kallus sayist 19.44
kallus/petri olarak belirlenirken, A117 ¢esidinde 1.11 kallus/petri olarak belirlenmistir.
1 mm’den biiyiik kallus degerleri ise A177 gesidinde 0.89 kallus/petri ve Amadeo
cesidinde 15.89 kallus/petri oldugu gozlemlenmistir. A117 ¢esidinde embriyo olusumu
meydana gelmezken, Amadeo ¢esidinde ortalama 0.56 embriyo/petri elde edilmistir.

Mikrospor embriyogenesisde basariy1 etkileyen en onemli faktdrlerden birinin
genotip oldugu birgok arastirici tarafindan bildirilmistir (Datta 2005; Segui-Simarro ve
Nuez 2008). Patlicanda hem anter kiiltiiri hem de mikrospor kiiltiiriinde kallus,
embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonunun biiyiik 6lglide dondr bitkinin genotipine
bagl olarak degistigi bildirilmistir (Tuberosa vd. 1987; Karakulluk¢u ve Abak 1992a;
Salas vd. 2011,2012; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012; Rivas-Sendra vd. 2015).
Farkli bitki tiirlerinde de aymi kiiltiir kosullar1 altinda, mikrosporlarin kiiltiir teknigine
olan cevaplar1 bakimindan genotipler arasinda farkliliklar oldugu tespit edilmistir (Miah
vd. 1985; Ferrie vd. 1995b; Hoekstra vd. 1992; Ferrie ve Keller 1995). Bizim
calismamizda da mikrospor kiiltiirii yoluyla elde edilen kallus ve embriyo oranlar
arasinda onemli farkliliklar elde edilmistir. Calismada kullanilan genotiplerden kallus
elde edilmesine karsin Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012,2014) ve Rivas- Sendra
(2015) tarafindan mikrospor kiiltiiriine iyi yanit veren “Bandera” g¢esidinde saptanan
degerin altindadir. Ancak Amadeo c¢esidinden ilk defa Miyoshi (1996) tarafindan
bildirilen kiiltir ortaminda diisiik bir oranda da olsa embriyo elde edilmistir.
Aragtirmamizda literatiirde bildirilen degerlerden farkli olmasina neden olarak,
kullanilan genotiplerin farkliligi, donor bitkilerin yetisme kosullart ve laboratuvar
kosullariin farkli olmasi1 gosterilebilir.

Cizelge 4.1. Patlican c¢esitlerine ait mikrosporlarda canlilik oranlari ve gesitlerin
mikrospor kiiltiiriine tepkileri

Genotip 1. giin Canl1 | 3. giin Canli Toplam >1mm Embriyo
mikrospor mikrospor | Kallus/petri biiyiik sayisi/petri
(%) (%) kallus/petri
Al17 8.75b 1.55b 1.11b 0.89b 0.00b
Amadeo 19.77a 14.23a 19.44a 15.89%a 0.56a

*Her bir karakter siitununda ayr1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark p<0.05
diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.13. A117 cesidinde mikrosporlarin kiiltiire alindig1 andaki canlilik oranlarini
belirlemek amaciyla flouresans ve 1sik mikroskobunda alinan goriinti

Sekil 4.14. A117 ¢esidinde mikrosporlara stres uygulamasinin ardindan kiiltiire alinan
mikrosporlarda canlilik oranlarin1  belirlemek amaciyla flouresans ve 1sik
mikroskobunda alinan goriintii
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Sekil 4.15. Amadeo ¢esidinde mikrosporlarin kiiltiire alindig1 andaki canlilik oranlarini
belirlemek amaciyla flouresans ve 1sik mikroskobunda alinan goriintii

Sekil 4.16. Amadeo c¢esidinde mikrosporlara stres uygulamasinin ardindan kiiltiire
alinan mikrosporlarda canlilik oranlarin1 belirlemek amaciyla flouresans ve 1sik
mikroskobunda alinan goriintii
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4.2.1. Arabinogalaktan proteinlerinin etkisi

Arabinogalaktan proteinlerinin (AGP) etkisini belirlemek amaciyla 10 mg/l
(AGP1), 1 mg/l (AGP2) ve 0.1 mg/l AGP(3) olarak belirlenen dozlarda AGP’nin
patlicanda kullanilan g¢esitlerde mikrospor kiiltiirii {izerine etkileri arastirilmistir.
Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan bir ay sonra kiiltiire alinan mikrosporlardan her iki
cesitte de yalnizca kallus olusumu meydana gelmis herhangi bir embriyo olusumuna
rastlanmamustir. Bir ay sonunda petri bagina toplam kallus ve 1 mm’den biiyiik kallus
sayilar1 degerlendirildiginde; A117 c¢esidinde kontrol grubuyla uygulanan dozlar
acisindan istastiki olarak farkliik Onemli bulunmamistir (Cizelge 4.2). Amadeo
¢esidinde ise toplam kallus bakimindan en yiiksek sonucu 26.00 kallus/petri ortalama
deger ile kontrol grubu vermistir. 1 mm’den biiyiik kallus sayisi agisindan ise herhangi
bir farklilik belirlenmemistir (Cizelge 4.3). Bu sonuglar degerlendirildiginde AGP
uygulamasinin kullanilan ¢esitlerde mikrospor kiiltiirii tizerine tesvik edici herhangi bir
etkisinin bulunmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. A117 gesidinde mikrospor kiiltiiriine AGP’nin etkisi

Cesit AGP Konsantrasyon Toplam > 1mm kallus /petri
Kallus/petri
Al1l17 Kontrol 2.67 2.33
AGP1 2.11 1.44
AGP2 1.89 1.78
AGP3 2.33 2.00

Cizelge 4.3. Amadeo ¢esidinde mikrospor kiiltiirine AGP’nin etkisi

Cesit AGP Konsantrasyon Toplam > 1mm kallus /petri
Kallus/petri*
AMADEO Kontrol 26.00a 18.33
AGP1 21.67b 18.67
AGP2 22.33b 17.67
AGP3 25.00ab 16.67

*Her bir karakter siitununda ayr1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark p<0.05
diizeyinde 6nemlidir

AGP; kok, yaprak, ¢igek ve tohumlar dahil olmak iizere hemen hemen tiim bitki
organlarinda bulunmaktadir. AGP embriyogenesis, hiicre ¢ogalmasi gibi bitki biiylimesi
ve gelismesinde rol almaktadir (Makowska vd. 2017; Yuan vd. 2012). AGP’nin
mikrospor embriyogenesis iizerine olumlu etkileri birgok arastirict tarafindan
bildirilmistir (Kasha vd. 2003; Letarte vd. 2006; Yuan vd. 2012; Corral-Martinez ve
Segui-Simarro 2014; Makowska vd. 2017). Yapilan bu ¢aligmalarda hem patlicanda
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hemde diger tiirlerde AGP’nin mikrospor embriyogenesisi tesvik ettigi bildirilmesine
ragmen bu ¢aligmada kullanilan 10 mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l AGP uygulamalarinin
mikrospor kiltiirii ¢alismasi yapilan bu ¢esitlerde herhangi bir tesvik edici etkisi
olmamistir. Kasha vd. (2003) mikrospor kiiltiir ortaminda AGP’nin tek basina yeterli
olmadigin1 bildirmislerdir. Dolayisiyla patlicanda farkli gesitlerde, farkli ortam
kompozisyonlarinda AGP’nin farkli konsantrasyonlarinin ortama eklenmesinin
denenmesi tavsiye edilebilir.

4.2.2. Absisik asitin etkisi

Absisik asitin etkisini belirlemek amaciyla farkli dozlarda ve siirelerde absisik
asit uygulamas1 mikrosporlara uygulanan 6n uygulama esnasinda yapilmistir. 0, 0.1,
0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mg/l olmak iizere farkli dozlarda ve 24, 48 ve 72 saat olmak iizere
farkli siirelerde uygulanmistir. Denemenin ilk asamasinda farkli doz ve siirelerde
uygulanan ABA’in mikrosporlarda stres uygulamasi ardindan kontrole gore
mikrosporlarda canlilik iizerine etkileri aragtirllmigtir. Kontrol ve her ABA uygulamasi
icin FDA boyamasi ile mikrosporlarda canlilik ylizde oran1 hesaplanmistir

ABA konsantrasyonlar1 ve uygulama siirelerine ait bulgular Cizelge 4.4 ve
Cizelge 4.5’de verilmistir. Cizelgelerden goriilecegi gibi, her iki ¢esitte de kontrole gore
tim ABA konsantrasyonlari ve uygulama siirelerinin mikrosporlarda canlilik yiizdesini
artirict etkisi oldugu belirlenmistir. A117 ¢esidinde en yiiksek mikrospor canlilig
yiizdesi 0.1 mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasindan elde edilmistir (Cizelge 4.4).
Amadeo c¢esidinde ise 1 mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasiyla canlilik
yiizdesinde artiy meydana gelmistir (Cizelge 4.5). Bu sonuglardan hareketle A117
¢esidinde 35°C’de 3 giinlik 6n uygulamanin ilk 24 saatinde kiiltiire alinan
mikrosporlara 0.1 mg/l ABA uygulanmis ve 24 saat sonunda mikrosporlardan ABA’in
uzaklastirilmas1 amaciyla santrifiijleme islemi yapilmis ve ardindan tekrar su icinde
bekletilmistir. On uygulamanm ardindan standart protokole gore kiiltiire alinmugtir. Bir
ay sonunda A117 gesidinde hem kontrol ortamindan hem de ABA uygulamasi yapilan
ortamlarda herhangi bir kallus gelisimi meydana gelmemistir. Amadeo ¢esidinde ise 1
mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasiyla, toplam kallus ve 1 mm’den biiyiik kallus
sayilar1 degerlendirildiginde; kontrol grubuyla ABA uygulamasi arasinda istatistiki
olarak farklilik 6nemli bulunmamistir. ABA uygulamasi ayrica Amadeo c¢esidinde
embriyo olusumunu tesvik etmemistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.4. ABA konsantrasyonu ve uygulama siirelerinin A117 g¢esidinde 6n
uygulama sonrasinda canlilik iizerine etkisi

ABA ABA Uygulama Siiresi
Konsantrasyonu

(mg/l) 24 5 (%) 48 s (%) 72 5 (%)
0 154e 154 e 154 e
0.1 577 a 3.38bcde 2.70 cde
0.2 5.06 ab 3.72bc 2.81cde
0.5 1.98cde 3.32bcde 2.14cde
1 3.6bcd 3.49bcd 1.57e

2 3.54bcd 2.98cde 3.38bcde
5 2.18cd 1.74de 3.43bcde

*Her bir karakter siitununda ayr1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark p<0.05

diizeyinde onemlidir.

Cizelge 4.5. ABA konsantrasyonu ve uygulama siirelerinin Amadeo c¢esidinde 6n
uygulama sonrasinda canlilik iizerine etkisi

ABA ABA Uygulama Siiresi
Konsantrasyonu

(mg/l) 24 s (%) 48 s (%) 72 5 (%)
0 2.18def 2.18def 2.18def
0.1 2.440ef 3.39cdef 2.11def
0.2 4.35cde 4.59cd 2.88def
0.5 4.19cde 4.71bcd 3.76cdef
1 7.99a 2.55def 6.99ab

2 5.69abc 2.76def 7.08ab

5 4.39cde 1.88ef 2.96f

*Her bir karakter siitununda ayr1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark p<0.05

diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.6. ABA’in mikrospor kiiltiirii izerine etkisi

Cesit ABA Toplam >1lmm
konsantrasyonu/siiresi Kallus/petri kallus/petri
Al77 Kontrol 0 0
0.1 mg/l ABA [ 24s 0 0
Amadeo Kontrol 12.56 11.78
1mg/l ABA/24s 11.44 9.89

Mikrospor embriyogenesis, mikrosporlarin gametofitik gelisimden genellikle bir
stres uygulamasi ile sporofitik gelisime yonlendirildigi bir siiregtir. Mikrospor
embriyogenesis ¢alismalarinda genel olarak tiim tiirlerde tetikleyici bir stres uygulamasi
gerekli bir faktor olarak goriilmektedir (Shariatpanahi vd. 2006; Ferrie ve Caswell
2011). Mikrosporlarda uyarict  bir stres uygulamasi ABA  biyosentezini
diizenlemektedir. Imamura ve Harada (1980) tiitiinde anterlere mannitol uygulanmasi ile
polen basina ng cinsinden i¢csel ABA konsantrasyonlar1 yiikseldigi belirlemislerdir.
Ayrica arastiricilar deneme sonuclarina ve daha onceki gézlemlerine gore siirekli ABA
uygulamasi yerine kisa siireli uygulamasmin bitkicik olusumunu artirdigini
belirtmislerdir. ABA diizeyindeki gecici artisin indiiksiyon doneminde polen
embriyogenesisde uyaric1 bir etki yarattigini ve kiiltiir ortaminda ABA’in siirekli
varliginin somatik ve polen embriyogenesis olusumu i¢in inhibe edici oldugunu
belirtmislerdir. Buna karsin Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014) vyaptiklari
caligmada patlicanda mikrospor kiiltiiriinde ABA’in etkisinin belirlemek igin hem stres
uygulamalar1 hem de kiiltiir siliresi boyunca ABA uygulamislardir. ABA
uygulamasindan elde edilen sonuclara gore, kallus sayisi, boyutu ve agirligr agisindan
en uygun konsantrasyonun 0.5 X 10° M oldugunu belirlemislerdir. Bunun nedeninin
diisik ABA konsantrasyonlarinin mikrospor canliligini arttirmak suretiyle veya ozmotik
stres kaynakli oksidatif hasarin etkisini azaltmasindan kaynaklanabilecegini
diistinmiislerdir. Van Bergen vd. (1999) ise ABA’in 6n uygulama sonrasinda
mikrosporlardaki  canlilik  iizerine etkili  oldugunu  bildirmislerdir.  Bizim
denemelerimizde de her iki gesitte de sadece 6n uygulama sirasinda kisa siireli (24 saat)
ABA uygulamasinin mikrosporlarda canlilik iizerine olumlu etkisi belirlenmistir. Ancak
kallus olusumu ftizerine Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014) aksine istatistiki
diizeyde onemli bir farklilik gériilmemistir.

4.2.3. Farkli hormon kombinasyonlarinin etkisi

Bu arastirmada NLN ortamia 2,4-D ve Kkinetinin farkli dozlar ilave edilmis ve
bu ortamlarin etkisi incelenmistir. Bu amagla 2,4-D ve kinetinin farkli
konsantrasyonlarin1 igeren 16 farkli ortam kombinasyonu hazirlanmistir. Stres
uygulamasinin ardindan mikrosporlar bu ortamlarda kiiltiire alinmistir.
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Mikrosporlarin  kiiltire alinmasindan bir ay sonra elde edilen istatistiki
degerlendirme sonuglart Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde her iki ¢esit i¢cinde toplam kallus ve 1 mm’den biiylik kallus sayisi
bakimindan besin ortamlarinin icerdigi hormon konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik
onemli bulunmustur. Cizelge 4.7 incelendiginde A117 ¢esidinde toplam kallus sayisi
acisindan, en yiiksek kallus sayisi 12 numarali ortamdan (2.33 kallus/petri) elde
edilmistir. 12 numarali ortam 1, 4, 5, 6, 8, 10 numaral1 ortamlarla istatistiksel olarak
ayni grupta yer almig ancak 12 numarali ortam kombinasyonunun A117 cesidinde
basarili oldugu belirlenmistir. Kontrol ortaminin 5, 6, 8, 10 numarali ortamlarla
istatiksel olarak farklilik gostermedigi tayin edilmistir. 15 numarali ortamdan ise
herhangi bir kallus olusumu meydana gelmemistir. 1 mm’den biiylik kallus sayisi
bakimindan da benzer sekilde en yiiksek ortalama deger 12 numarali ortamdan (1.44
kallus/petri) elde edilirken en diisiik deger ise 15 ve 16 numarali ortamlardan elde
edilmistir. 1 mm’den biiyiik kallus sayis1 bakimindan kontrol ortam ile diger ortamlar
arasinda istatistiki olarak 6nemli farklilik bulunmamustir.

Cizelge 4.8 incelendiginde ise Amadeo ¢esidinde toplam kallus sayis1 agisindan,
en yiiksek kallus sayis1 kontrol ortamindan (19.33 kallus/petri) elde edilmis ve kontrol
ortam1 diger ortamlardan istatistiki acidan onemli derecede farkli bulunmustur. Bunu
10 numarali (7 kallus/petri) ve 15 numarali ortam (6 kallus/petri) izlemistir. Diger
ortamlar Amadeo ¢esidinde etkili bulunmamistir. 1 mm’den biiyiikk kallus sayisi
bakimindan ayni sekilde en yiiksek deger kontrol ortamindan (16.33 kallus/petri) elde
edilmis ve kontrol ortami ile diger biitiin ortamlar arasinda istatiksel olarak Snemli
derecede fark belirlenmistir. Bunu 10 numarali ortam (7.00 kallus/petri) izlemistir.
Diger kullanilan ortamlarda 1 mm’den biiyiik kallus sayis1 bakimindan istatiksel bir fark
tayin edilmemistir.

Mikrospor embriyogenesis ¢alismalarinda kullanilan biiyiime diizenleyiciler hem
tiirlere goére hem de ayn tiir iginde biiyiime diizenleyicilerin cins ve dozlar1 bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Ancak genel olarak cogu tiirde kiiltiir ortamina ilave edilen
hormonlarin mikrospor embriyogenesisi tesvik ettigi bilinmektedir. Genel olarak
patlicanda anter kiiltiirii calismalarinda farkli arastiricilar tarafindan oksin kaynagi
olarak 2,4-D, NAA ve IAA kullamlirken, sitokinin olarak kinetin ve zeatin
kullanilmistir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet 1982; Rotino vd. 1987; Alpsoy ve
Seniz 2007; Matsubara vd. 1992). Ancak Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)
tarafindan bildirilen protokolde 2,4-D ve kinetin kombinasyonu bircok arastirici
tarafindan farkli cesitlerde kullanilmis ve genotiplere gore farkli oranlarda embriyo,
kallus ve bitki elde edilmistir (Tuberosa 1987; Basay vd. 2010; Salas vd. 2011,2012;
Ellialtioglu vd. 2012; Basay ve Ellialtioglu 2013). Mikrospor kiiltiiriinde ise simdiye
kadar mikrosporlardan kallus olusumunu tesvik eden tek ortam Miyoshi (1996)
tarafindan; % 2 sakkaroz, 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/L BAP biiyiime diizenleyicilerini
iceren NLN ortamidir. Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014) patlicanda mikrospor
kiiltiirii etkinligini artirmak amaciyla yaptiklar: calismada; standart protokolde kiiltiir
ortaminda bitki biiylime diizenleyicisi olarak kullanilan BAP ve NAA’in degisik
konsantrasyonlarinin etkilerini incelemislerdir. Standart protokolde kullanilan 1X
konsantrasyonun 0.2X oraninda azaltilmasiyla elde edilen yeni BAP ve NAA
konsantrasyonlarinin kallus sayist ve biyiikliigli agcisindan daha iyi sonuglar verdigini
belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise her ¢esit i¢in en yiiksek kallus olusum orani
farkli hormon konsantrasyonuna sahip ortamlardan elde edilmistir. Bu da mikrospor
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embriyogenesisde her genotip i¢in farkli hormonlar veya ayni hormonun farkl
konsantrasyonlarinin kullanilmasi gerektigi diislincesini desteklemektedir. Bu sonuglar,
patlicanda mikrospor kiiltiirii i¢in anter kiiltiiriinde elde edilen rutin protokoliin elde
edilmesi i¢in farkli hormonlar ve konsantrasyonlarinin, kiiltiirii ortamlarinda denenmesi
gerekliliginin agik bir kanitidir.

Cizelge 4.7. A1l7 cesidinde farkli hormon konsantrasyonlarinin toplam kallus ve 1
mm’den biiyiik kallus sayisina etkisi

Cesit Hormon Toplam kallus | > 1 mm biyik
konsantrasyonu sayisl kallus saysi
no
KONTROL 1.11abcd 0.89abc
1 1.78ab 1.11abc
2 0.33bcd 0.33abc
3 0.33bcd 0.22hbc
4 1.56abc 1.11abc
5 1.22abcd 0.67abc
6 1.44abcd 1.33ab

= 7 0.89bcd 0.44ahc

< 8 1.33abcd 0.78abc
9 0.63bcd 0.50abc
10 1.44abcd labc
11 0.67bcd 0.56abc
12 2.33a 1.44a
13 0.11cd 0.11c
14 0.44bcd 0.44abc
15 0.00d Oc
16 0.22cd Oc

*Her bir karakter siitununda ayr1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark p<0.05

diizeyinde dnemlidir.

63




BULGULAR VE TARTISMA B. OZDEMIR CELIK

Cizelge 4.8. Amadeo ¢esidinde farkli hormon konsantrasyonlarinin toplam kallus ve
Imm’den biiyiik kallus sayisina etkisi

Cesit Hormon Toplam kallus | >1 mm  biyik
konsantrasyonu say1si/petri kallus/petri
no
KONTROL 19.33a 16.33 a
1 0.00d Oc
2 0.00d Oc
3 3.33bcd 2.33c
4 0.67d 0.33c
5 0.00d Oc

8 6 0.00d Oc
=) 7 0.00d Oc
< 8 0.33d 0.33¢
< 9 1.00cd 0.67¢
10 7.00b 7b
11 0.00d Oc
12 0.00d Oc
13 3.00bcd Oc
14 2.00bcd Oc
15 6.00bc 3c
16 0.00d Oc

*Her bir karakter siitununda ayr1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark p<0.05
diizeyinde onemlidir.

4.2.4. Bitki rejenerasyon orani

Mikrosporlarin kiiltire alinmasindan bir ay sonra mikrosporlardan A117
cesidinden sadece kallus, Amadeo ¢esidinden ise hem kallus hem de embriyo olusumu
meydana gelmistir. Bir ay sonunda mikrosporlardan elde edilen 1 mm’den biiyiik
kalluslar bitki rejenerasyonunu tesvik etmek amaciyla Miyoshi (1996) ve Rivas-Sendra
vd. (2015) tarafindan bildirilen % 2 sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2 mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin
iceren M1 ortaminda kiiltiire alinmis ve 25°C sicaklikta bitki rejenerasyonu gézlenene
kadar bekletilmistir (Sekil 4.17). Daha sonra Rivas-Sendra vd. (2015) tarafindan
bildirildigi {izere elde edilen siirglinler kok olusumunun saglanmasi i¢gin MS ortamina
transfer edilmistir (Sekil 4.18, 4.19). Deneme sonunda A117 ¢esidinde kiiltiire alinan 36
kallusdan 18 bitki elde edilmistir (% 50). Amadeo ¢esidinden ise 70 kallusdan 25 bitki
elde edilmistir (%35). Bu oranlar Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) (% 14.8) ve
Rivas-Sendra vd. (2015) (% 7.6) elde ettikleri oranlarla karsilastirildiginda, bu
cesitlerden elde edilen kalluslardan kullanilan ortamlarda daha iyi sonug elde edilmistir.
Amadeo c¢esidinden toplamda elde edilen 5 embriyodan 3’linde bitki olusumu
gerceklesmistir.
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Sekil 4.17. Mikrospor kiiltiiriinden elde edilen 1 mm’den biiylik kalluslarin
rejenerasyon ortamina aktarilmasi

Sekil 4.18. Kallus rejenerasyon ortaminda gelisen kalluslarin alt kiiltiire alinmasi
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Sekil 4.19. Kalluslardan siirgiin gelisimi ve elde edilen bitkicikler

4.3. Anter Kiilturi

Bu calismada kullanilan iki adet patlican cesidine ait anterler aym1 deney
kosullar1 altinda kiiltiire alinarak, mikrospor embriyogenesise yanitlar1 agisindan
degerlendirilmistir. Her bir gesit i¢in optimum anter uzunlugunu belirledikten sonra, bu
uzunluklara karsilik gelen anterler Dumas de Vaulx and Chambonnet (1982) tarafindan
bildirilen protokole gore kiiltire alinmistir. Kiiltiire alinan anterlerde yapilan
gozlemlerde anterlerde biliylime ve sisme meydana geldigi gozlenmistir.  Kiltiir
baslangicindan dort hafta sonra yapilan gézlemlerde anterlerden embriyo gelisimi tespit
edilirken herhangi bir kallus olusumu meydana gelmemistir. Kiiltiir baglangicindan 6-7
hafta sonra elde edilen embriyolar rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Sekil 4.20° de
anter kiiltiiriinde patlican anterlerinden embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu
asamalar1 gosterilmistir. Anter kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda her bir ¢esidin anter
kiiltiriine verdikleri cevabi degerlendirmek i¢in embriyo ve elde edilen bitki sayisi
degerlendirilmis ve analiz sonuglart Cizelge 4.9’da verilmistir. Arasgtirmada Al1l7
¢esidinden % 42.68 oraninda Amadeo ¢esidinden ise % 9.96 oraninda embriyo elde
edilmistir. Bu embriyolardan elde edilen bitki orani ise sirasiyla % 41.33 ve % 57.64
olarak belirlenmistir. Bu degerler Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), Rotino vd.
(1987), Tuberosa vd. (1987), Salas vd. (2011,2012) kullandiklar1 gesitlerden elde
ettikleri degerlere yakindir. Elde edilen sonuglardan da goriildiigii gibi genotip faktorii
elde edilen embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine etkili olmustur. Anter
kiiltiriinde elde edilen embriyo ve bitki olusumu genotiplere bagli olarak farklilik
gostermesi ile ilgili bulgularimiz Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), Misra vd.
(1983), Rotino vd. (1987); Tuberosa vd. (1987), Rotino (1996), Alpsoy ve Seniz (2007),
Salas vd. (2011,2012), Basay vd. (2010) ve Basay ve Ellialtioglu (2012)’nun bulgularin
desteklemektedir.
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(c) (d)

Sekil 4.20. Patlicanda anter kiiltiirii a) Kiiltlire alinan anterlerden embriyo olusumu b)
Embriyolarin rejenerasyon ortamina aktarilmasi ¢) Embriyolardan elde edilen bitkicikler
d) Elde edilen bitkilerin dis kosullara alistirilmasi

Cizelge 4.9. Patlicanda anter kiiltiirii sonuglari

Cesit Anter Kiiltiire Embriyo Bitki Bitki
uzunlugu alinan anter | olusumu (%) | olusumu olusumu
(mm) sayisi (anter %) | (embriyo %)
All7 4.5-6.5 1579 42.68 16.81 41.33
Amadeo 4-6 853 9.96 5.73 57.64

Mikrospor embriyogenesis, heniliz olgunlagsmasini tamamlamamis ve igerisinde
birinci polen mitozu asamasina gelmis mikrosporlari bulunduran anterlerin in vitro
kosullarda kiiltiire alinmasiyla anter kiiltiirii veya bu mikrosporlarin anterlerden izole
edilerek somatik dokular olmaksizin dogrudan sivi bir ortamda in vitro kosullarda
kiiltiire alinmasiyla mikrospor kiiltiirii ile yapilmaktadir. Anter kiiltiiri haploid {iretimi
icin en yaygin kullanilan yontemdir. Mikrospor kiiltiirii ise anter kiiltiiriine gore daha
karmasik bir yontem olmasina karsilik genellikle tercih edilen bir yontemdir. Patlicanda
anter kiiltiirinden embriyo elde edilmesine karsin mikrospor Kkiiltiiriinden bazi
durumlarda ve ¢ok diisiik bir oranda embriyo gelisimi elde edilmekle birlikte genel
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olarak kallus olusumu meydana gelmektedir. Patlicanda mikrospor kiiltliriinde,
mikrosporlarda sporofitik gelisimin gostergesi olan simetrik bdliinmeler, ¢cok cekirdekli
yapilar ve bunun sonucunda globular embriyo benzeri yapilarin meydana geldigi Corral-
Martinez ve Segui-Simarro (2012) tarafindan bildirilmistir. Bizim calismamizda da
mikrosporlarda ayn1 gelisim evreleri gozlenmis ve sonu¢ olarak bu embriyolar daha
fazla gelisim gostermemis, kallus benzeri yapilar haline gelmistir. Gozlemlenen bu
embriyonik tutulma ile ilgili birgcok neden olabilir ancak bunun sebebinin biiyiik
olasilikla embriyonik gelisimin devami i¢in mikrospor kiiltiiriinde kullanilan deneysel
kosullarin (6n uygulama, besi ortami, hormon kombinasyonlar vb.) uygun olmamasidir.
Anter kiiltiirinde ise anter dokularimin varliginin mikrosporlarin embriyoya doniisiimii
icin olumlu etkilerinin oldugu disiiniilmektedir. Anter duvarinin mikrospor
embriyogenesis gelisiminde 6nemli rol oynadigini birgok c¢alismada da bildirilmistir
(Bhojwavi ve Razdan 1996).

4.4, Flow Sitometri Analiz Sonuclar

Mikrospor embriyogenesis yoluyla elde edilen bitkilerin ploidi diizeyleri farkli
olabilmektedir. Patlicanda anter kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalarda haloid, diploid, triploid
olmak {izere farkli ploidi seviyelerinde bitki elde edildigi daha 6ncki g¢alismalarda
bildirilmistir (Tuberosa vd. 1987; Rotino vd. 1987; Matsubara 1992). Bizim
sonuglarimiza gore ise, anter kiiltiirinden elde edilen bitkilerin flow sitometri ile
analiziyle elde edilen sonuglara gore tiim bitkilerin haploid oldugu belirlenmistir (4.22).
Mikrospor kiiltiiriinden elde edilen kalluslardan gelistirilen bitkilerdeki flow sitometri
sonuglarina ise diploid ve triploid bitkiler elde edilirken haploid bitki elde edilmemistir
(Sekil 4.21, 4.23). Bu bitkilerde DH bitki oran1 A117 gesidinde % 68 olarak Amadeo
cesidinde ise % 60 olarak belirlenmistir. A177 ¢esidinden mikrospor kiiltiirii yontemiyle
elde edilen embriyolardan meydana gelen bitkilerin ise haploid oldugu belirlenmistir.
Corral-Martinez ve Segui-Simmarro  (2012) ve Rivas-Sendra vd. (2015)
mikrosporlardan elde edilen kalluslardan sirasiyla % 60 ve % 70 oraninda DH bitkiler
elde etmistir. Arastirma sonucunda elde ettigimiz bulgular bu arastiricilarla uyum
icindedir. Hem mikrospor kiiltirii hem de anter kiiltiiriinden elde edilen bitkiler
Genetika tohumculuga ait alistirma seralarinda ilk olarak saksilara aktarilmis ve daha
sonra arazi kosullarina dikilerek meyveleri olgunlastiginda meyveler hasat edilmig
bunlardan tohum iretimi gergeklestirilmistir. Elde edilen tohumlar tekrar ekilerek
bunlardan double haploid homozigot hatlar elde edilmistir (Sekil 4.24, 4.25, 4.26).
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100 Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 1263 285 2234 1865 031
2 10434 131.77 386 3022 4.89 0.31
3 20.589 260.03 159 1245 4.00 0.31
4 25971 328.01 447 3500 4.80 0.31
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Sekil 4.21. Diploid patlican ve standart bitki (arpa) ile hazirlanan Orneklerin
olusturdugu histogram goriintiisii

100 Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 11.20 317 2643 1397 034
2 6.858 76.84 488 4065 9.06 0.34
3 13473  150.95 320 2670 8.28 0.34
4 36.706 411.25 75 6.22 243 0.34
80 4
60 4
0w
t
=1
=3
o
40 4
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FL1 UVLED

Sekil 4.22. Haploid patlican ve standart bitki (arpa) ile hazirlanan Orneklerin
olusturdugu histogram goriintiisii
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100 Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 1584 459 4554 2211 055
2 12.431 196.85 244 2424 286 0.55
3 24750 391.95 79 785 1.98 0.55
4 30.141 477.32 145 1436 152 0.55
5 60.022 950.51 81 802 159 055
80
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w
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Sekil 4.23. Triploid patlican ve standart bitki (cavdar) ile hazirlanan Orneklerin
olusturdugu histogram goriintiisii
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Sekil 4.24. Amadeo ¢esidinden elde edilen DH hatlar
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Sekil 4.25. Amadeo ¢esidinden elde edilen DH hatlar
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BULGULAR VE TARTISMA

Sekil 4.26. A117 ¢esidinden elde edilen DH hatlar
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5. SONUCLAR

Bu calismada patlicanda mikrospor kiiltiirii teknigi kullanarak haploid ve DH
bitki elde etmek amaciyla calismalar yapilmistir. Denemenin birinci basamaginda
mikrospor kiiltlirii teknigine A117 ve Amadeo g¢esitlerinin tepkisinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu iki patlican ¢esidinde mikrospor kiiltiirii sonucunda; kiiltiire alma
sirasinda (1.glin) canli mikrospor yiizde orani, 6n uygulama sonrasinda (3. giin) canlt
mikrospor yiizde orani, toplam kallus sayist /petri, 1 mm’den biiyiik kallus sayisi/petri
ve elde edilen embriyo sayilart incelenmistir. Mikrospor kiiltiirii icin Amadeo ¢esidi
kallus ve embriyo olusumu oranlar1 ile A117 ¢eside gore 6ne ¢ikmustir.

Denemenin daha sonraki asamalarinda kullanilan ¢esitlerde mikrospor kiiltiirti
yontemini gelistirmek amaciyla arabinogalaktan proteinlerinin, absisik asidin ve farkli
hormon konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmigtir. AGP etkisini belirlemek amaciyla 10
mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l olarak belirlenen dozlarda AGP’nin patlicanda mikrospor
kiiltiirli lizerine etkileri arastirilmistir. Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan bir ay sonra
kiiltiire alman mikrosporlardan her iki g¢esitte de yalnizca kallus olusumu meydana
gelmis herhangi bir embriyo olusumuna rastlanmamustir. Sonuglar degerlendirildiginde
AGP’nin uygulamasmin kullanilan gesitlerde mikrospor kiiltiirii {izerine tesvik edici
herhangi bir etkisinin bulunmadig1 belirlenmistir.

ABA etkisini belirlemek amaciyla ise farkli dozlarda ve siirelerde ABA 6n
uygulama esnasinda kiiltiire alinan mikrosporlara uygulanmistir. Denemenin ilk
asamasinda farkli doz ve siirelerde uygulanan ABA’in mikrosporlarda stres uygulamasi
ardindan kontrole gére mikrosporlarda canlilik iizerine etkileri arastirilmistir. Her iki
cesitte de kontrole gore tim ABA konsantrasyonlart ve uygulama siireleri
mikrosporlarda canlilik yiizdesini artirict etkisi oldugu belirlenmistir. A117 ¢esidinde en
yiiksek mikrospor canliligi yiizdesi 0.1 mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasindan
elde edilmistir. Amadeo ¢esidinde ise 1 mg/l ABA’in 24 saat siireyle uygulanmasiyla
canlilik ylizdesinde artis meydana gelmistir. Bu sonuglardan hareketle A117 ¢esidinde
35°C’de 3 giinliik 6n uygulamanin ilk 24 saatinde kiiltiire alinan mikrosporlara 0.1 mg/1
ABA, Amadeo ¢esidinde ise 1 mg/l ABA uygulanmistir. Bir ay sonunda Al117
cesidinde hem kontrol ortamindan hem de ABA uygulamas: yapilan ortamlarda
herhangi bir kallus gelisimi meydana gelmemistir. Amadeo ¢esidinde ise toplam kallus
ve 1 mm’den biiyiik kallus sayilar1 degerlendirildiginde; kontrol grubuyla ABA
uygulamasi arasinda istatistiki olarak farklilik 6nemli bulunmamistir. Boylece yapilan
caligma, ABA’in stres uygulamasi sirasinda kullanilmasiyla mikrosporlarda canlilik
tizerine olumlu etkilerinin ortaya konmasi yoniinden 6nemlidir.

Denemenin son asamasinda 2,4-D ve kinetinin farkli dozlar ilave edilmis ve bu
ortamlarin etkisi incelenmistir. Bu amagla 2,4-D ve kinetinin farkli konsantrasyonlarini
iceren 16 farkli ortam kombinasyonu hazirlanmistir. Arastirma sonunda A117 ¢esidinde
toplam kallus sayist ve 1 mm’den biiyiik kallus sayisi agisindan en etkili ortam 12
numarali ortam olarak belirlenirken, Amadeo ¢esidinde ise en fazla toplam kallus ve 1
mm’den biiyiik kallus sayisi kontrol ortamindan elde edilmistir. Bu sonuglar her genotip
icin farkli hormonlar veya aymi hormonun farkli konsantrasyonlarinin kullanilmasi
gerektigi diisincesini desteklemekle birlikte mikrospor kiiltiiriinde basariy1 etkileyen
onemli faktorlerden biri olarak tespit edilmistir.
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Bu ¢alismada kullanilan iki adet patlican ¢esidinde, anter kiiltiirii ¢alismalarinda
ayni deney kosullart altinda anterler kiiltiire alinarak, mikrospor embriyogenesise
yanitlar1 agisindan degerlendirilmistir. Anter kiiltiiriinde her iki gesitten de embriyo ve
bitki elde edilmistir. Buna karsilik mikrospor kiiltiirinden dogrudan embriyo elde
edilememesinin nedeni olarak kullanilan deneysel kosullarin mikrospor kiiltiiriinden
dogrudan embriyo elde etmek icin uygun olmadigi sonucuna varilmaktadir. Bu
olumsuzlugun bertaraf edilmesi i¢in mikrospor kiiltiiriinde ortam optimizasyonu iizerine
calismalar yapilmasinin 6nemli bir adim olacagi diisiiniilmekte ve ileride denenmesi
Onerilmektedir.

Calismada  kullanilan  mikrospor  kiiltiirii  teknigi  degerlendirildiginde
mikrosporlardan elde edilen kallus ve embriyolardan basarili bir sekilde bitki elde
edilmistir. A117 ¢esidinden 36 kallusdan 18 bitki, Amadeo ¢esidinden ise 70 adet
kallusdan 25 bitki elde edilmistir. Mikrospor kiiltiiriinden elde edilen kalluslardan
gelistirilen bitkilerdeki flow sitometri sonuglarina gére diploid ve triploid bitkiler elde
edilirken haploid bitki elde edilmemistir. Bu bitkilerde DH bitki oran1 A117 gesidinde
% 68 olarak Amadeo ¢esidinde ise % 60 olarak belirlenmistir. Mikrospor kiiltiiriinden
elde edilen embriyolardan ise haploid bitkiler elde edilmistir. Anter kiiltiiriinden elde
edilen bitkilerin tiimiiniin haploid oldugu belirlenmistir. Hem mikrospor kiiltiirii hem de
anter kiiltiirinden elde edilen bitkiler Genetika tohumculuga ait alistirma seralarinda ilk
olarak saksilara aktarilmis ve daha sonra arazi kosullarmma dikilerek meyveleri
olgunlastiginda meyveler hasat edilmis bunlardan tohum {iretimi gergeklestirilmistir.
Elde edilen tohumlar tekrar ekilerek bunlardan double haploid homozigot hatlar elde
edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda DH teknolojisinin patlicanda 1slah programlarini
hizlandiran ve tamamlayan giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir.

Patlicanda mikrospor kiiltiirii ile yapilan ¢aligmalar genelde son yillarda artmis
olmakla birlikte, yeni protokollerin gelistirilmesine ve standart hale getirilmesine halen
thtiya¢ duyulmaktadir. Gelistirilecek olan metotlarin 1slah programlarinda farkli
genotipler i¢in rutin olarak uygulanacak etkin ve giivenilir bir teknoloji haline
getirilmesi gerekmektedir. Boylece gelecek vaat eden bir teknik olan mikrospor kiiltiirti
izerine yapilan ¢alismalarda 6nemli bir bosluk doldurulmus olacaktir. Bu mevcut
caligmanin da ileride bu yonde yapilacak ¢alismalar i¢in 6nemli bir kaynak olacagi ve
diger arastiricilara yol gosterecegi diistiniilmektedir.
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