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ONSOz
Bu projede, 1sinlanmig polen ile tozlama (melezleme) sonrasi embriyo kiltirt ¢galismalari ile

dihaploid bitkiler elde edilmistir.

Bu cercevede, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitist (TTAE) tarafindan ydrutilen ulkesel
ayciceqi i1slah projesi kapsaminda proje 6ncesinde gelistirilen SU (sulfonurerea) grubu ve IMI
(imidazolinon) grubu herbisitler ile orobans parazit otuna dayanikhli ana ve restorer hatlarin

tohumlari materyal olarak kullaniimigtir.

Projenin birinci yilinda; haploid bitkilerin elde edilmesi ¢alismalari kapsaminda anter ve
mikrospor kdltlrleri icin hem bitki yetistirme odasi hem de tarla kosullarinda yetistirilen
bitkilerde uygun baslangi¢ materyali olan gicek tomurcuklarinin (heniz olgunlasmamis ve
icerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran
anterleri iceren tomurcuk-kapitulum) sec¢imi, cicek tomurcuklarina 6n soduk uygulamasi,
cicek tomurcuklarinin sterilizasyonu, anter ve mikrosporlarin besi ortamlarina transferi ile
organ rejenerasyonu calismalari gergeklestiriimistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
tarla kosullarinda vyetistirilen bitkilerden alinan cicek tomurcuklarinin hem anter (uygun
evrede mikrospor iceren yeterli sayida) hem de mikrospor (yeterli yogunlukta) kaltlrd icin
daha uygun oldugu goérilmustiur. Bu kapsamda farkli 6n uygulamalar, besin ortamlari ve
genotiplerin anter kultariindeki etkileri degerlendirildiginde en iyi rejenerasyon oranlarinin 12
giin +35 °C sicak 6n uygulama (%78.1), A4 icerikli besin ortami (%38.29) ve G4 genotipinde
(%71.43) elde edildigi belirlenmigtir.

Projenin ikinci yilinda da devam eden anter kiltlru ile rejenerasyonu saglanan orneklerin
flow analizlerinde tim o&rneklerin diploid olduklarinin belirlenmesi ile projemizde B plani
olarak yer alan isinlanmis polenlerle disi gigceklerin tozlanmasi yoluyla haploid bitki elde
edilmesi ve uyartim sonucu olusan haploid embriyolarin bitkiye dénlstirilebilmesi igin de

devaminda embriyo kultlirt ¢galismalari gergeklestirilmistir.

Projenin Gglnci yilinda isinlanmis polen ile tozlama ile haploid ve dihaploid bitkilerin elde
edilmesi calismalari kapsaminda ayni materyal Nisan ve Mayis aylarinda olmak Uzere
iki kademeli olarak ekilmis ve i1ginlanmis polen ile melezlemeler materyal Uzerinde
yapilmigtir. Elde edilen embriyolardan embriyo kultlra yoluyla bitkiler elde edilmig ve
tohumlari alinmigtir. Bu sekilde IMI-K2-R-SN-7/15 (750 gray doz uygulanan restorer
materyal)’den 2 adet, IMI-K2-R-SN-22/15 (750 gray doz uygulanan restorer materyal)den 4
adet ve IMI-K2-AD-SN-2/15 (1000 gray doz uygulanan ana-maintanier materyal)’den 2 adet
olmak Uzere IMI grubu herbisitlere ve orobansa dayanikli toplam 8 adet dihaploid bitki

ulkemizde tarimi yapilan yerel gesitlerde ilk defa elde edilmistir.



Dihaploid Bitkilerin dayaniklilik testleri ile dogrulanmasi kapsaminda orobansa
dayaniklilik testleri ve herbisit fitotoksite testleri gerceklestirilerek dayanikli tek bitkiler

elde edilmistir.

Boylelikle, 1sinlanmis polen kaltirinin basariyla uygulanmasi ile proje kapsaminda
olusturulan protokol, aygiceg@i islahinda kullanilabilmesi yoniyle 6nemli bir adim
niteliginde olmakla birlikte elde edilen genetik agidan guvenilir (homozigot dayanikli)
yerli aygicedi ebeveyn hatlari, projeden sonrada gercgeklestirilecek diger calismalar

icin kullanilabilir niteliktedir ve Ulkemiz tarimina kazandirilacaktir.

Bu noktada proje sonunda elde edilen bilgiler (gerek anter ve mikrospor kaltirinin
optimizasyonu, gerekse 1sinlanmis polen kualtird optimizasyonu ile kendilenmis saf
hatlarin elde edilmesi), ¢cok sayida ve nitelikli yeni Ar-ge projelerinin Uretilmesine

neden olacak ve ulkemizde yapilacak benzer ¢caligmalara dnculUk edecek niteliktedir.

Bu proje TUBITAK TOVAG 1001 programi tarafindan 2140274 numara ile desteklenmistir.
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Proje tarla kogullarinda kullanilan materyal ve 6zellikleri.

Farkli varyetelere ait aygicegi koklerinden karyotip elde etmek amaciyla
koklere uygulanan 6n muamele ydntemleri.

Farkli kromozom boyar maddelerin kullanildigi Feulgen reaksiyonlari ve
uygulama kosullari.

Calismada kullanilan yari kati MS temel besin ortamina ait makro-mikro
elementler ile vitamin ve karbonhidrat kaynaklarina ait miktarlar.
Baslangi¢ besin ortami kombinasyonlari.

Rejenerasyon besin ortami kombinasyonlari.

Anter kultirinde kullanilan genotipler, uygulama c¢esitleri ve bitki
blyUme dizenleyicileri kombinasyonlari.

Anter kulturinde kullanilan genotipler, uygulama gesitleri.

Baslangi¢ ve rejenerasyon besin ortami kombinasyonlari.
Optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ve ana adimlari.

Calismada kullanilan bitki materyali, 6zellikleri ve uygulanan dozlar ile
gicek kodlart.

Calismada kullanilan besi ortamlari ve igerikleri.

Farkli doért genotipe ait anterlerin farkli zaman araliklarinda sicak
uygulamaya (+35 °C) tabi tutulup degisik oksin cgesidi iceren 3 gesit besi
ortamina alindiktan sonraki ortalama anter, kallus, embriyojenik kallus,
% kallus, % embriyojenik kallus rejenerasyon miktari.

Farkl dort genotipe ait anterlerin farkh zaman araliklarinda soguk
uygulamaya (+4 °C) tabi tutulup degisik oksin gesidi iceren 3 gesit besin
ortamina alindiktan sonraki ortalama anter, kallus, embriyojenik kallus,
% kallus, % embriyojenik kallus ve rejenerasyon miktari.

Farkli genotiplerde farkli zaman araliklarindaki soguk 6n uygulamalari
takiben farkli besin ortamlarindaki G¢ tekrar sonucundaki ortalama
anter, kallus, embriyojenik kallus, % kallus, % embriyojenik kallus ve
rejenerasyon degerleri.

Farkli genotiplerde farkli zaman araliklarindaki sicak 6n uygulamalari
takiben farkli besin ortamlarindaki G¢ tekrar sonucundaki ortalama
anter, kallus, embriyojenik kallus, % kallus, % embriyojenik kallus ve
rejenerasyon degerleri.

Optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ve sonuglari.
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In situ ve in vitro’da haploid bitkilerin meydana gelisi (Forster ve ark.,
2007).

Isinlanmis polen ile haploid embriyo uyartiminin asamalari (Cuny,
1992).

Donor bitkilerin cimlenme ve gelisme safhalari.

Bitki yetistirme odasinda yetistirilen farkli kombinasyonlara ait 2-3
haftalik fideler.

Proje materyali Edirne’'de TTAE arazisinde ve kuru sartlarda
yetistirilmistir (2016 yilinda ¢ekilen fotograf).

TTAE arazisinde yetistirilen farkli kombinasyonlara ait bitkiler (A) ve
kapitulumlari (B).

Tarlada yetisen uygun boyuttaki kapitulumlarin bitkiden ayrilarak doku
kultiri  calismalarinda kullanilmak (izere M. U.’ne transferi icin
hazirlanmasi.

Mikrospor evresindeki cicekgik boyutunun belirlenmesi: (A) binokuler
mikroskopta c¢icekcik boyutunun olgllimesi (B) lam (zerine alinan
cicekgikler Uzerine aseto- orsein damlatiimasi (C) c¢igekgiklerin ezilmesi
(D) orta-ge¢ tek nukleuslu evredeki mikrosporlarin 1sik mikroskobunda
goruntilenmesi

Kapitulum ylzey sterilizasyonu asamalari (a) kapitulumlarin tween-20
ile muamelesi (b) kapitulumlarin sodyum hipokloritte ¢alkalanmasi (c)
kapitulumlarim suyla yikanmasi.

Anter izolasyon basamaklari (a) Uygun safhada mikrospor igeren
kapitulum (b) kapitulumun dis yapraklarinin ayiklanmasi (c) uygun
cicekgiklerin belirlenmesi (d) anter izolasyonun yapilmasi.

Mikrospor kultirt ¢alismasinda izlenen adimlar.

Restorer ve CMS hatlara ait materyalin Trakya Tarimsal Arastirma
Enstitisi’ne ait araziye ekimi (A,B,C).

Aycicegi Bitkisinin Fenolojik Donemleri (Alttaki rakamlar ekimden
sonraki glnleri  gostermektedir (BASF, 2008).
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Isinlama sonrasi tozlama ile elde edilen olgunlasmamis tohumlarin
ayiklanmasi ve ylzey sterilizasyonu.

Tozlasmadan 14 gin sonra IMI 044 (CMS) hattina ait olgunlasmamis
embriyolar.
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fotoperiyot uygulanan bitki yetistirme odasi (A) ve odanin otomasyon
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kalintilarindan kurtarma (A,B), steril toprak iceren plastik viollere dikim
(C, D, E), dis ortama alistirma (F) asamalari.

Apikal uglara pamuga emdirilmis kolsisin uygulamasi.

Flow analizinin adimlari.

Apikal uclara pamuga emdirilmis kolsisin uygulamasi.

Farkl boyut ve safhalardaki aygicedi kapitulumlari.

Farkli boyutlardaki cicekgikler bunlara ait mikrospor safhalari ve polen
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A. SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde anter genel goérunigu. B.
SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde ¢eper tabakalari ve tek nukleuslu
mikrosporlar (ok). C. SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde PAS ile
boyama sonucunda gorulen ¢ozinmeyen polisakkaritlerin birikimi. D.
SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde Coomassie parlak mavisi ile
boyama sonucunda gérilen protein birikimi.

A. IMI K2 R SN 7/15 varyetesinde anter genel gorinugu. B. IMI K2 R
SN 7/15 varyetesinde ¢eper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar
(ok). C. IMI K2 R SN 7/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda
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varyetesinde Coomassie parlak mavisi ile boyama sonucunda gorilen
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A. IMI K2 AD SN 2/15 varyetesinde anter genel gortinusi. B. IMI K2 AD
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a-bromonaftalen (A) ve buzlu su (B) 6n uygulamalarinin kullanimi ile
gerceklestirilen kromozom analizleri.

%0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile SURES-K2-AD-SN-2/15
(A) ve IMI-K2-R-SN-25/15 (B) 6rneklerinde ezme preparat yontemi ile
gerceklestirilen kromozom analizleri (2n=34).

%0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile [IMI-K2-R-SN-7/15
orneginde karyotip analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34,
B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin belirlenmesi, C:
Kromozom kol, boy uzunluklarinin él¢im sonuglarinin degerlendirilmesi

sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom
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cifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.

290,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile SURES-K2-R-SN-9/15
orneginde karyotip analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34,
B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin belirlenmesi, C:
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%0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile SURES-K2-AD-SN-2/15
orneginde karyotip analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34,
B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin belirlenmesi, C:
Kromozom kol, boy uzunluklarinin élgim sonuglarinin degerlendirilmesi
sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom
Gifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.

%0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile IMI-K2-R-SN-25/15
orneginde karyotip analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34,
B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin belirlenmesi, C:
Kromozom kol, boy uzunluklarinin élgim sonuglarinin degerlendiriimesi
sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom
Gifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.

%0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile IMI-K2-R-SN-22/15
Orneginde karyotip analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34,
B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin belirlenmesi, C:
Kromozom kol, boy uzunluklarinin élgim sonuglarinin degerlendiriimesi
sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom
cifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.

%0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile IMI-K2-AD-SN-2/15
orneginde karyotip analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34,
B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin belirlenmesi, C:
Kromozom kol, boy uzunluklarinin 6lgim sonuglarinin degerlendiriimesi
sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom
cifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.

IMi K2 AD SN 2/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (A) ,
gbévde rejenerasyon (B).

IMi K2 R SN 7/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (A), kok
rejenerasyonu (B).

IMi K2 R SN 22/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (A, B).
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IMi K2 R SN 25/15 genotipinden gelisenembriyojenik kallus (A),
SURES K2 AD SN 2/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (B).
SURES K2 R SN 9/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus.

Soguk uygulama ile genotip ve besiyeri igeriklerinin % kallus eldesi
Uzerine etkisi.

Soguk uygulama ile genotip ve besiyeri igeriklerinin % kallus eldesi
Uzerine etkisi.

Sicak uygulama ile genotip ve farkli besiyeri iceriklerinin % kallus eldesi
Uzerine etkisi.

Sicak uygulama ile genotip ve besiyeri igeriklerinin % embriyogenik
kallus eldesi tUzerine etkisi.

Tdm uygulamalarda genotiplere gore elde edilen % kallus oranlari.

Tdm uygulamalarda genotiplere gore elde edilen % embriyogenik kallus
oranlari.

Tdm uygulamalarda besiyeri icerigine gore elde edilen % kallus oranlari.
Tdm uygulamalarda besiyeri icerigine gore elde edilen % embriyogenik
kallus oranlari.

11 gunluk kallus (A),16 gunlik kallus(B), 23 gunlik kallus (C),28 gunlik
kallus (D).

G6 genotipine ait 4 farkh besin ortamindaki anterlerin 1 aylik gelisimleri
G6 genotipine ait A3 ortamindaki kallus érnekleri.

G2 genotipine ait kallus érnekleri.

G3 genotipine ait embriyojenik kallus (A), G5 genotipine ait embriyojenik
kallus (B).

G1 genotipinden geligsen; 24 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 48 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (B), 72 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (C).

G2 genotipinden gelisen; 48 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 48 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (B).

G3 genotipinden gelisen; 4 gun sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), G4 genotipinden gelisen, 2 gun sicak
uygulama A1 besin ortami igerigine sahip rejenerasyon (B), 2 gun sicak
uygulama A1 besin ortami igerigine sahip rejenerasyon (C).

G5 genotipinden gelisen; 8 gin sicak uygulama A4 besin ortami
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icerigine ait rejenerasyon (A), 8 gin sicak uygulama A1 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (B), 24 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (C).

G6 genotipinden gelisen; 4 gin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 4 gin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (B).

G5 genotipinden gelisen; 24 saat sojuk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 ay sonraki gelisimi (B).

G5 genotipinden gelisen; 4 gun sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B), 1 ay sonraki
gelisimi (C).

G2 genotipinden gelisen; 24 saat soguk uygulama A3 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 10 glin sonraki gelisimi (B)

G2 genotipinden gelisen; 48 saat sojuk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 6 hafta
sonraki gelisimi (C).

G6 genotipinden gelisen; 4 gun sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 1 ay sonraki
gelisimi (C).

G6 genotipinden gelisen; ;4 gun sicak uygulama A1 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 1 ay sonraki
gelisimi (C).

G6 genotipinden gelisen; 8 gun sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 17 gun
sonraki gelisimi (C).

G6 genotipinden gelisen; 8 gun sicak uygulama A1 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 17 gin
sonraki gelisimi (C).

G1 genotipinden gelisen; 2 gun sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 10 gin sonraki gelisimi (B). 3 hafta
sonraki gelisimi (C).

G3 genotipinden gelisen; 48 saat soguk uygulama A2 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 24 gun sonraki gelisimi (B).

G6 genotipinden gelisen; 8 gin sicak uygulama A2 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 16 gun sonraki gelisimi (B).

Sogduk uygulama ile genotip ve farkh besin ortamlarinin % kallus eldesi
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Uzerine etkisi.

Sicak uygulama ile genotip ve farkli besin ortamlarinin % kallus eldesi
Uzerine etkisi.

Soguk 6n uygulama, genotip ve farkli besin ortamlarinin % embriyojenik
kallus eldesi Uzerine etkisi.

Sicak 6n uygulama, genotip ve farkh besin ortamlarinin % embriyojenik
kallus eldesi Uzerine etkisi.

Soduk 6n uygulama, genotip ve farkli besin ortamlarinin %
rejenerasyon Uzerine etkisi.

Sicak 6n uygulama, genotip ve farklh besin ortamlarinin % rejenerasyon
Uzerine etkisi

Besin ortami dikkate alinmaksizin genotipin % kallus Gzerine etkisi.
Besin ortami dikkate alinmaksizin genotipin % embriyojenik kallus
Uzerine etkisi.

Besin ortami dikkate alinmaksizin genotipin % rejenerasyon Uzerine
etkisi.

Genotip dikkate alinmaksizin besin ortaminin % kallus Uzerine etkisi.
Genotip dikkate alinmaksizin besin ortaminin % embriyojenik kallus
Uzerine etkisi.

Genotip dikkate alinmaksizin besin ortaminin % rejenerasyon uzerine
etkisi.

Laboratuvara transferi saglanan gicek tablalari.

Kiltire alindiktan bir hafta sonra ¢imlenmis olan embriyolar.

Topraga sasirtilan &Orneklerin  stre¢ film ile sarilarak hizli nem
kaybetmesi 6nlenmesi.

Torbalanan cigek kafalari.

H34 numarali kaynaktan alinan embriyolardan elde edilen haploid
bitkiye ait karyotip analizi.

Kontrol aycicedi bitkisinde (A) ve Isinlanmig (1kilogray) polenlerden
partenogenetik gelisen tohumlardan rejenerasyonu saglanan bitkide (B)
flow analizi sonuglari.

Kontrol aycicedi bitkisinde (A) ve Isinlanmig (1kilogray) polenlerden
partenogenetik gelisen tohumlardan rejenerasyonu saglanan bitkide (B)
flow analizi sonuglari.

A)Besi ortaminda yeni ¢imlenen haploid H77 B)Saksida 2 haftalik hali
C)Bir aylik hali
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A)H77 hattindan elde edilen haploid, B)H53 hattindan elde edilen 109

Sekil 4.73. o 5 o
haploid, iki bitkicik de topraga sasirtma asamasinda kaybedildi
Sekil 4.74 a)H43 hattindan elde edilen haploid bitkicigin ana surgind, b)Ayni 109
ekil 4.74.
bitkicigin yan surgunu
Sekil 4.75.  H77 yan slrgunlerine kolsisin ¢ozeltisi emdirilmis pamuk uygulamasi. 110
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OZET
Aycicedi i1slahinda haploid teknigini kullanarak islah islerinin daha kisa ve daha etkin bir

sekilde gercgeklestirimesine katki saglanmasinin amaclandigi projemizde, Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitist (TTAE) tarafindan ydratilen Glkesel aygicedi islah proje materyali
kullaniimigtir. SU (sulfonurerea) grubu ve IMI (imidazolinon) grubu herbisitlere dayanikhlik ile
orobang parazit otuna dayanikli ana ve restorer hatlarda bitki doku kultirl tekniklerini
kullanarak anter ve mikrospor kilttrl yolu ile haploidlerin elde edilmesi, dihaploidizasyon ve
ploidi kontrolline yénelik flow ve kromozom analizleri gergeklestirilmistir.

Androgenik doku kultiri calismalari kapsaminda anter kiltlri ile strgln rejenerasyonu ve
topraga adaptasyonu, mikrospor kulturu ile kalllus rejenerasyonu elde edilmistir. Anter kalttra
ile elde rejenerasyonu saglanan 6rneklerin haploid olup olmadiklarina yénelik yapilan flow
analizlerinde tim 6rneklerin diploid oldugu goralmustar.

Bu nedenle projemizde B plani olarak yer alan isinlanmis polenlerle disi ¢iceklerin
tozlanmasi yoluyla haploid bitki elde edilmesi ve uyartim sonucu olusan haploid embriyolarin
bitkiye donusturulebilmesi icin  de devaminda embriyo kdltird calismalari da
gerceklestirilmistir. Ulkemiz icin éncl nitelikte olan bu calismalar sonunda 750 Gy ve 1000
Gy dozda gama isini uygulanmis polen kaynagi ile tozlanan IMI044 (CMS) hatinda ve 1000
Gy dozda gama isini uygulanmis polen kaynagi ile tozlanan G4 K7A CRZ SN-4/17 (CMS)
hattinda, 1000 Gy dozda gama isini uygulanmis polen kaynagi ile tozlanan SURES K2AD
SN-2/15 (Emaskile) hattinda haploid bitkiler elde edilmistir. Bu o6rneklerdeki kolsisin
uygulamasi seklinde gergeklestirilien dihaploidizasyon c¢alismalari éncesindeki ve
sonrasindaki flow analizleri ile ilgili drneklerin haploid olduklari belirlenmigtir.

Devam eden isinlanmis polen ile tozlama sonrasi embriyo kiltlrl ¢alismalari ile flow analizi
ile diploid olduklari belirlenen ve topraga alistirilan IMI-K2-R-SN-7/15, IMI-K2-R-SN-22/15 ve
IMI-K2-AD-SN-2/15 bitkilerden tohum alinarak rejenerasyon siresi kisaltiimistir. Bu diploid
bitkilerin aslinda kendiliginden katlanarak gelisen dihaploid bitkiler oldugu gériimustir. Bu
dihaploid bitkilerin dayanikhlik testleri ile dogrulanmasi c¢alismalari kapsaminda, haploid
teknigiyle elde edilen ve sonra dihaploid olarak saksilara aktarilan bitki tohumlari Trakya TAE
bitki blylutme odasinda kig doéneminde yetistiriimigtir. Yetigtiriime esnasinda IMI grubu
herbisit uygulanmis ve uygulamadan 1 ve 2 hafta sonra 1-9 skalasina gore “1” degerleri
aldig1 degerlendirilerek dayanikh oldugu kanitlanmigtir. Ayrica saksilara ekilirken orobansg
bulastiriimig ve dayanikli tek bitkiler belirlenmigtir. Bu sekilde IMI-K2-R-SN-7/15 (750 gray
doz uygulanan restorer materyal)'den 2 adet, IMI-K2-R-SN-22/15 (750 gray doz uygulanan
restorer materyal)den 4 adet ve IMI-K2-AD-SN-2/15 (1000 gray doz uygulanan ana-
maintanier materyal)’den 2 adet olmak Utzere IMI grubu herbisitlere ve orobansa dayanikl

toplam 8 adet bitki elde edilmistir.
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Tamamlanan bu proje ile dihaploid hatlarin elde edilmesi, 10-12 generasyonluk kendileme
yontemine karsilik 1sinlanmig polen kultirt tekniklerinin kullaniimasiyla, 2 yil gibi daha kisa

surede gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aycigcegi, haploid, dihaploid, androgenez, orobang dayanikhligi, herbisit
dayanikliligi
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ABSTRACT

Our project aims to carry out more efficient and short time effort in sunflower breeding
using haploid technique. The National Sunflower Project Material which is performed by
Directorate of Trakya Agricultural Research Institute is used. In maintainer and restorer lines
which are resistant to SU (sulfonurerea) and IMI (imidazolinon) group herbicides and
orobanche obtaining haploid plant, dihaploidisation and ploidy measuring (by flow cytometry
and chromosome analysis) performed, using plant tissue culture techniques by anther and
microspor culturing. Within the coverage of androgenic tissue culture studies, shoot
regeneration and adaptation to soil with anther culture, callus regeneration with microspore
culture were succeed. According to the flow analyses all of the regenerated plants by anther
culture were diploid. Therefore as B plan, female flowers were pollinated with irradiated
pollens for haploid plant production and after stimulation to transform a mature plant, embryo
culture studies were also performed on haploid embryos. These are first studies for our
country. Haploid plants were produced in IMI044 (CMS) lines pollinated with 750 Gy and
1000 Gy doses of gamma radiated pollens, G4 K7A CRZ SN-4/17 (CMS) lines pollinated
with1000 Gy dose of gamma radiated pollens and SURES K2AD SN-2/15 (Emascule) lines
pollinated with1000 Gy dose of gamma radiated pollens. According to the flow cytometry
results, after colchicine treatment for dihaploidization the haploid samples were still haploid.
After pollination with irradiated pollens, the embryo cultures were diploid determined by flow
cytometry. The plantlets were transferred to soil and the seeds of IMI-K2-R-SN-7/15, IMI-
K2-R-SN-22/15 and IMI-K2-AD-SN-2/15 were collected. To confirm the resistance of
dihaploid plants, the plant seeds that obtained from haploid technique and converted to
dihaploid were grown at plant growth room of Directorate of Trakya Agricultural Research
Institute at winter term. During cultivation IMI group herbicide were applied and after 1-2
weeks of application their resistance were proved with “1” mark according to the scale 1-9.
Moreover during planting orobanche infected and resistance plants were detected. Totally
resistant to IMI herbicide and orobanche 8 plants [2 plant from IMI-K2-R-SN-7/15 (750 gray
dose applied restorer plant), 4 plant from IMI-K2-R-SN-22/15 (750 gray dose applied restorer
plant) and 2 plant from IMI-K2-AD-SN-2/15 (1000 gray dose applied maintainer plant)] were
obtained. With this completed project, using irradiated pollen culture techniques against to

selfing techniques for 10-12 generation, dihaploid lines were obtained for only 2 years.

Keywords: Sunflower, haploid, dihaploid, androgenesis, orobanch resistance, herbicide

resistance.
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1. GIRIS

Her tarla toprak ve cevre kosuluna kolay uyum saglayan bir bitki olmasi sebebiyle
glinimuizde didnyanin hemen hemen her yerinde tarimi yapilan aygiceginin (Helianthus
annuus L.) dlkemiz ve dunya yaglik tohum Uretimindeki 6nemi oldukca blyuktar.

Tarkiye’'nin bitkisel yag Uretimini arttirmak, ekim alani veya birim alan verimini
yukseltmek ve doviz acgidini azaltmaya yonelik olarak yapilacak calismalar, stratejik ve
ekonomik agidan son derece 6nemlidir. Surdurdlebilir tarimsal kalkinma ve yetistiriciler
acisindan yapilan faaliyetlerin ekonomik olabilmesi icin arzu edilen 6zelliklere sahip c¢esitlerin
geligtiriimesi gerekmektedir. Aycicegi gibi yabanci tozlasmanin ylksek oranda géruldugu
bitkilerde, homozigot bitkilerin Uretimi hem genetik calismalar hem de hibrit tohum Gretimi
acisindan o6nemlidir. Bitki 1slah programlarini hizlandirmada kullanilan homozigot hatlarin
elde edilmesinde de dihaploid teknolojisi 6nemli bir uygulama olarak karsimiza ¢gikmaktadir.

Son yillarda yabani aygicegi turlerinden klasik melezlemeyle elde edilerek gelistirilen, hem
orobangi, hem de problem olan yabanci otlari ekim sonrasindaki uygulamayla kontrol
edebilen Imidazolinone (IMI) grubu herbisitler ve bu herbisit grubuna dayanikl genleri iceren
ayciceqi hibritlerinin payir Trakya Boélgesi'nde mevcuttur. IMI grubuna dayaniklilik, aygicegi
arastirmacilarini yabani aygicegi populasyonlarinda gerek kontrol edilen yabanci ot tirlerinin
sayisini arttirmak, gerekse IMI grubu herbisitlere daha ekonomik alternatifler bulmak igin,
transgenik olmayan diger herbisit gruplarina dayanikli genleri bulmaya yoneltmistir. Bu
arayislar sonunda, ABD’de IMI dayanikli aygigeginin bulundugu populasyonda Sulfonyl Ure
(SU) grubu herbisitlere dayaniklilik saglayan genler belirlenmis ve geriye melezleme yoluyla
bu genler, kultirl yapilan aygicegi turlerine basariyla aktariimistir. Ancak SU herbisitlerinin
orobangi tam olarak kontrol edememesi nedeniyle, 6zellikle de Trakya Bdlgesi'nde sadece
SU dayanikh hibritler yerine, orobansa dayanikli bitkilere, bu dayanikli genlerin aktariimasiyla
elde edilecek hem orobansa dayanikli, hem de SU dayanikh hibritler tercih edilmektedir.
Gerek dogal olarak yabanilerde, gerekse mutasyon yoluyla yurt disinda ticari gesitler elde
edilmesine ragmen, Ulkemizde henuz tescil ve uretim izinli bir gesit yoktur.

TTAE tarafindan yuritlilmekte olan “Hibrit Aygicegi Cesit Gelistirme Projesi” kapsaminda
gerceklestirilen geriye melezleme ve saflastirma islemleri sonucunda hem orobansa
dayanikli, hem de IMI ve SU herbisitlerine dayanikli ¢gesitler henliz gelistirilememistir ve tim
bu dzelliklerin ayni hat veya ¢esitte klasik 1slah yoluyla olusturulmasi uzun zaman almaktadir.

Hibrit ¢esit i1slahinda uzun yillar kendileme igleminin yapilmasi ve bunun yani sira
saflastirmanin % 100 olmamasi islahgilari dihaploidizasyon yontemine yonlendirmigtir. Bu
yontemde bir generasyonda % 100 saf hat elde edilmesi, dihaploidizasyon tekniginin dnemini
ortaya koymaktadir. Homozigot hatlarin elde edilmesi, konvansiyonel i1slah programlarinda

uzun yillar sirmektedir ve her yil kendileme yapmak gerekmektedir. Bitki doku KkultirG



tekniklerini kullanarak anter ve mikrospor kulturi yolu ile elde edilen haploidleri bir
vegetasyon slresinde dihaploid bitki haline getirerek homozigot hatlarin elde edilmesi
muamkin olmaktadir.

Tamamlanan bu proje ile istenilen tarimsal 6zelliklere sahip aygicedi hatlarinin islahinin
daha kisa surede yapilmasina katki saglanacaktir.

Bu ylUzden dnerilen bu proje ile i1slah ¢galismalarinda énemli yer tutan haploid ve katlanmig
haploid (Dihaploid = DH) hatlarin aygiceginde elde edilecek olmasi, aycgicegi islahi
programlarinda seleksiyon calismalarinda zaman tasarrufu saglayacagi gibi uzun yillardir
yuritilen "Ulkesel Aycicedi Arastirmalari Programi’na da ivme kazandiracaktir.

Dihaploidlerin kullanimi sadece homozigotluk elde etmede slirenin kisalmasi agisindan
degil, ayni zamanda seleksiyon etkinliginin artmis olmasindan dolayi da klasik islah
yontemlerine gore daha avantajli olmaktadir.

Projemizde Edirne’de bulunan Trakya Tarimsal Arastirma Enstitisti (TTAE) tarafindan
orobansa ile imi (imidazolinon) ve SU (sulfonururea) grubu herbisitlere dayanikhlik
bakimindan genetik olarak agilma gosteren ana (CMS) ve baba (restorer) materyal
kullaniimistir.

Bitki drneklerinin tarla kosullarinda yetistiriimesi, emaskilasyon, polen toplama, 1sinlanmig
polen ile tozlama ve elde edilen dihaploid tohumlarin sera kosullarinda yetistiriimesi
¢alismalari TTAE tarafindan gergeklestiriimigtir. Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlist (TTAE)
tarafindan saglanan ilgili hatlarda in vitro androgenik (anter ve mikrospor) doku kultarG
¢alismalari ile 1sinlanmis polen ile tozlama sonrasi embriyo kiltiri c¢alismalari Marmara
Universitesi Fen-Edebiyat Fakultesi Biyoloji BolimU altyapisinda mevcut bitki yetistirme odasi

ve altyapi imkanlari kullanilarak gergeklestiriimistir.

Isinlanmis polen ile tozlama sonrasi olusan embriyolardan embriyo kultiri yoluyla bitkiler
elde edilmis ve tohumlari alinmistir. Bu sekilde IMI-K2-R-SN-7/15 (750 gray doz uygulanan
restorer materyalyden 2 adet, [IMI-K2-R-SN-22/15 (750 gray doz uygulanan restorer
materyal)den 4 adet ve IMI-K2-AD-SN-2/15 (1000 gray doz uygulanan ana-maintanier
materyal)’den 2 adet olmak Uzere IMI grubu herbisitlere ve orobansa dayanikl toplam 8 adet

dihaploid bitki tilkemizde tarimi yapilan yerel ¢esitlerde ilk defa elde edilmistir.

Bircok turde basarili biyoteknolojik uygulamalar gergeklestiriimis olmasina ragmen,
ayciceginde, istenilen 6zelliklere sahip bitkilerin Gretimi igin, ¢esitli in vitro yontemlerin,
Ozellikle de androgenik yontemlerin kullaniimasi ile ilgili galismalar tatmin edici degildir
(lvanov ve ark, 2002).

Bitki 1slahi galismalarinda dihaploid hatlarin kullanimi seleksiyonda sagladigi zaman avantaji

nedeniyle olduk¢ca Onemlidir. Tamamlanan bu projede de homozigot saf hatlarin elde



edilmesinde 10-12 generasyonluk kendileme ydntemine karsilik 1sinlanmis polen ile tozlama
sonucu %100 saf hatlarin elde edilmesi c¢alismalari 2 yil gibi daha kisa slrede
gerceklestirilmig, ayni zamanda hem orobanga dayaniklilik yonuyle, hem de herbisit (IMI)
dayaniklilik yénuyle kontrol testleri de yapilimistir.

TTAE tarafindan yuratulmekte olan “Hibrit Aygicedi Cesit Gelistirme Projesi” kapsaminda
gerceklestirilen geriye melezleme ve saflagtirma iglemleri sonucunda hem orobansa
dayanikli, hem de IMI ve SU herbisitlerine dayanikl cesitlerin hentiz gelistirilememistir ve
tim bu ozelliklerin ayni hat veya cesitte klasik i1slah yoluyla olusturulmasi uzun zaman
almaktadir. Tamamlanan bu projeden elde edilen sonuglar, bu yénde yapilan/yapilacak islah
calismalarina dihaploid saf ebevenyn hatlarin kazandirilarak bu amacg¢ dogrultusunda
istenilen tarimsal 6zelliklere sahip aygicedi hatlarinin i1slahinin daha kisa slirede yapilmasina
katki saglanacaktir. Bu yluzden onerilen bu proje ile i1slah ¢alismalarinda 6nemli yer tutan
haploid ve katlanmis haploid (Dihaploid = DH) hatlarin aygiceginde elde edilmis olmasi,
aycicegi i1slahi programlarinda seleksiyon calismalarinda zaman tasarrufu saglayacagi gibi

uzun yillardir yiritilen “Ulkesel Aycicedi Arastirmalari Programi’na da ivme kazandiracaktir.



2. LITERATUR OZETi
Aycicegi dinyada ve lUlkemizde en 6nemli yag bitkilerinden biri olup, Ulkemizde tarimi

yapilan yagl tohumlar grubuna giren Grtnleri aygicedi, cigit, soya, yerfistigi, hashas, susam,
kolza ve aspir olarak siralayabiliriz. Ulkemizde bitkisel yagd tiketimi de son zamanlarda
dunyadaki gelismelere paralel olarak artis gdstermekte ve bu alanda bitkisel yad Uretimine
hammadde teskil edecek yagh tohumlu bitkilerin Uretim alanlarini yayginlastirabilmek igin
calismalar da yapilmaktadir. Dunyada en onemli yagd bitkilerinden biri olan aygicegi
ulkemizde de en fazla ekim alanina ve uretime sahip yag bitkisidir. Turkiye'de bitkisel ham
yag uretiminin %50’si aygiceginden karsilanmaktadir. Halkin genelde bitkisel yag olarak
aycicegi yagini tercihi ve Ozellikle Trakya Bolgesinde ekim ndbetinde temel bitki olusu
(Bugday-Aycicegi), genis adaptasyon kabiliyetine sahip ve mekanizasyona ¢ok uygun olmasi

vb. nedenler aygigegini, Ulkemiz agisindan en énemli yag bitkisi haline getirmektedir.
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Sekil 2.1. Dinya bitkisel ham yag uretimi (milyon ton) (2017 yili aygicedi raporu, 2018).

Diger kulttr bitkilerinde oldugu gibi aygicedi tariminda da kaliteli tohumluk kullanimi,
sulama, gubreleme, hastallk ve zararllarla zamaninda micadele ve diger kulturel
uygulamalar dizenli olarak vyerine getirildigi takdirde verimin 250 kg/da'in (zerine
cikabilecegi bilinmektedir (Cosge ve ark., 2007).

Yagli tohumlardaki Gretim maliyetlerinin ylksek olmasi nedeniyle dis pazar fiyatlariyla
rekabet edememesi, birim alandaki getirisinin dlislk olmasi sebebiyle, yetistirildikleri
bdlgelerdeki alternatif Grlnlerle rekabet edememesi, Dinya ham yag fiyatlarinin Tarkiye'ye
gore daha dusuk olmasi, Urdn planlamasinin ve yagli tohum dretimin artirilmasina yonelik
politikalarin etkin olamamasi, Turkiye’de yagh tohum uretiminin yeterli olmayiginin nedenleri

olarak siralanabilmektedir. Yillardan beri bu Uretim acigini kapatabilecek bir ¢6zim



bulunamamigtir. Bu durum, ithalata bagimh bitkisel yag sektérumuzu, dunya pazarindaki
dalgalanmalara karsi kirilgan kilmaktadir.

Diger yandan son yillarda bitkisel yaglar, gida sektdri disinda biyodizel Uretiminde
kullaniimasiyla birlikte enerji sektérinin de hammaddesi haline gelmistir. Diger bir ifadeyle
artik bitkisel yaglar; gida, enerji ve kimyasal sektdrlerde yogun olarak kullanilan stratejik
arindar. Bitkisel yag sektorimuizde hedef, gelecek yillarda disa bagimhiligin azaltiimasidir.

Bitkisel yaglar, Ulkemizde vyillardan beri Uretim acigi olan alanlardan biridir ve
Tarkiye’de bitkisel yag sanayinin temel sorunu, hammaddede digsa bagdimhliktir (Sekil 3).

Bundan dolayi da tlkemizde ithal edilen dnemli tarim Grdnleri arasinda yer almaktadirlar.

Sekil 2.2. Turkiye'nin yaglk aycicegi tohumu ithalat ve ihracati (2017 yili aygicegi
raporu, 2018).

Tarim yapilabilecek alanlarin hem Turkiye’de hem de dinyada Ust sinirlara ulasmis
olmasi sebebiyle birim alandan elde edilen drin veriminin en yuksek dizeye c¢ikariimak
istenmesi Ureticilerin ilk hedefi olmustur. Artan nifusla birlikte bu ndfusun beslenme
ihtiyvaclarini karsilayabilmek amaciyla verimin daha da yulkseltimesi gerekmektedir (Ahmet
ve Adak, 2007). Ulkemizde kullanimi oldukga yaygin olan aygiceginde yiiksek olan talep
ancak uretim artigi ile karsilanabilir. Kultarel tekniklerin iyilestiriimesiyle olugacak Uretim
artisinin yani sira islah ¢aligmalarinin yapilmasiyla da yuksek verimli gegitlerin gelistiriimesi
basarilabilir (Alvarez ve ark., 1992; Marinkovi¢, 1992; Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve
Gill, 1994; Narayana ve Patel, 1998). Basaril bir Gretimin 6n sarti, birim alanda istenen bitki
sikliginin elde edilmesidir. Bunun igin de ekilen tohumun ¢imlenerek ¢ikmasi gerekmektedir
(Munsuz ve ark., 2001). Islah ¢alismalarinda basariya ulagsabilmek icin, dnce 1slah amacinin
iyi belirlenmesi ve islah edilecek karakter ya da karakterlerin Ozelliklerinin iyi bilinmesi
gerekir. Tohum verimini artirmak icin gercgeklestirilen islah programlarinda, farkli agronomik

karakterlerin verimle olan iligkilerinin bilinmesiyle i1slah program ve seleksiyonun dogru bir



sekilde ilerlemesi saglanir (Alvarez ve ark., 1992; Marinkovig, 1992; Chaudhary ve Anand,
1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel, 1998). Islah edilmis kultur bitkilerinin yabani
formlariyla karsilagtirildiklarinda bircok mantar, bakteri ve virls hastaliklar ile zararhlara
karsi daha duyarli oldugu ve bu durumun genelde uygulanan islah yodntemlerinin
eksikliginden kaynaklandigi gorulmustur. Islah programlarinda, seleksiyon calismalarinda
Uriin kalitesi ve miktari gibi dzellikler n planda tutulmaktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

Kaltar  bitkilerinin -~ Grin  verimindeki artisi  sadece yeni cesitler gelistirmekle
saglanmamakta, ayrica ileri yetistirme tekniklerini kullanmak gereklidir. Herbisitlere
dayaniklilik islahi bu iki 6nemli amaci da kapsamaktadir (Tan ve ark. 2005; Kaya ve Evci,
2007; Evci ve ark., 2012).

Tuarkiye’nin bitkisel yag ihtiyaci, nifus artisina ve kisi basina tiketilen yad oraninin
yiikselmesine paralel olarak artis gostermektedir. BM Gida ve Tarim Orgiti'nin (FAO)
2012-2021 Tarimsal Ongériiler Raporunda, ham petrol fiyatlarindaki degisimler, zorunlu
biyoyakit uygulamalari ve gugllu gida talebi nedeniyle 6nimuzdeki on yilda yagh tohum ve
turevlerinin fiyatlarinda nominal artis olacagi beklentisine yer verilmektedir.

Aycicegdi bitkisinde, tohum verimi ile bitki boyu, tabla ¢api, tablada tane sayisi, 1000 tane
agirhgr ve tabla basina tohum agirhigi gibi verim komponenetleri arasinda pozitif ve édnemili
iligkilerin var oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmigtir (Alvarez ve ark., 1992;
Marinkovi¢, 1992; Chaudhary ve Anand, 1993; Punia ve Gill, 1994; Narayana ve Patel,
1998). Ayciceginde verim ve kalite acisindan melez cgesitlerin daha Ustin &zelliklere sahip
olduklari ve iki kat daha fazla verim verdikleri bildirilmistir (Fick, 1978; Kaya, 2003). Bundan
dolayi Turkiye’de halen aycicedi ekim alanlarinda Uretilen gesitlerin tamamina yakininin hibrit
cesitler oldugu bilinmektedir (Kaya, 2003). Bu nedenle llkemizde ve diinyada aygiceginde
Islah programlari genelde, hibrit islahina yéneliktir (Kaya ve ark., 2009). Yabanci déllenme
Ozelliginden dolayi hibrit ¢esitlerin tohumluklarinin her yil yenilenmesi gerekmektedir. Bunun
yaninda, aycicegi tariminda basari ayni zamanda uygun ekim zamaninin belirlenmesiyle
birlikte her yil sertifikali tohumlugun kullaniimasini da gerektirmektedir (Kaya, 2003). Aycicegdi
tariminda genelde hibrit cegitler Uretimde kullaniimasina ragmen, ayni CMS (sitoplazmik
erkek kisirlik) gen kaynaklari kullaniimasi nedeniyle, geleneksel islah metotlari kullanilarak
elde edilen gesitlerde, genetik verimlilik kapasitesinin Ust sinirina yaklasiimistir. Gerek
aygiceginde, gerekse hibrit 1slahinin uygulandigi diger turlerdeki yuksek verimin elde edildigi
hibritlerde, kullanilan ebeveynler arasindaki akrabalik derecesi ne kadar disuk, yani birbirleri
arasinda genetik uzakllk ne kadar fazla ise, 6zellikle tane veriminde heterosis olarak
adlandirdigimiz melez azmanhgi o kadar ylksek olmaktadir (Miller ve Fick, 1997). Bu
nedenle aygicedinde yiuksek verim icin mutlaka farkli genetik kaynaklara sahip kendilenmis

ebeveyn hatlara ihtiya¢ vardir. Bu farkli genler, aycgiceginde ¢ok sayidaki tek veya ¢ok vyillik



yabani aygicedi turlerinde mevcut olup, bu yeni genotip kaynaklarin kiltirt yapilan tek yillik
Helianthus annuus L. tdrine bir an Once aktariimasi gerekmektedir. Ancak bu gen
kaynaklarinin kullaniimasi, turler arasi melezlemeler ile mimkin olup, bunlarin klasik 1slah
metotlarini kullanarak elde edilmesine olanak yoktur (Bidney ve Scelonge, 1997). Bu
genlerin, yabani tlrlerden tarimi yapilan kultdr bitkilerine aktariimasi, ancak biyoteknolojik
metotlarin kullaniimasiyla mumkandur (Kaya, 2004).

Ayciceginde hibrit i1slahi, sitoplazmik erkek kisirhigin (CMS: Cytoplasmic Male Sterility;
Sitoplazmik Erkek Kisirlik) 1960 yilinda Leclercq, bu kisirligi onarici genlerin 1970 yilinda
Kinman tarafindan kesfedilmesiyle ekonomik olarak baslamis olup, ilk hibritler 1972 yilinda
ABD de elde edilmis ve 5 yil iginde Uretimin % 80 ine ulagmigtir (Skoric, 2012). Buginde
dinya Uretiminin yaklasik % 80 inde hibrit tohum kullaniimaktadir. Ulkemizde yaglik
ayciceginde bu oran % 90’in ¢ok Uzerindedir (Evci ve ark, 2011b; 2012). Fertiliteyi yeniden
saglayacak olan restorer hatlar erkek olarak kullanilacak hatlara dominant restorer gen ve ya
genlerin (Ms veya Rf) aktariimasiyla gelistirimektedir (Fernandez-Martinez ve ark, 2009). Saf
hatlarin gelistiriimesinde, Genel Kombinasyon Kabiliyeti (GKK)'ni test etmek igin, bir veya iki
tester kullanmak yeterlidir (Miller, 1992). Iyi kombinasyon kabiliyetine sahip saf hatlar, daha
sonraki degerlendirmeler icin, diallel melezlemeler yoluyla 6zel kombinasyon kabiliyetleri
(OKK) tespit edilir.

Bitkisel Uretimde birkag islemi birlestirerek yapilan uygulamalar, son yillarda dinyada
giderek yayginlasmaktadir. Bugin soya, misir gibi bircok urinde kullanilan herbisitler ve
dayanikli gen iceren gesitlerin kullanimi, tGretim girdilerini azalttigindan ézellikle ABD ve bazi
Ulkelerdeki birgok ciftci tarafindan tercih edilmektedir. Ancak &zellikle bu genlerin bitkilerin
genetik yapisi degistirilenlere yonelik yasaklayici uygulamalar, basta AB Ulkeleri olmak
uzere, ulkemiz ve bazi Ulkelerde halen devam etmektedir. Bunun yaninda soya, misir, geltik
gibi bitkilerde, geri melezlemeyle yabani turlerden aktarilan IMI herbisit grubuna dayanikh
genlere sahip cesitlerle, bu herbisitlerin ¢ikis sonrasi uygulandigi CLEARFIELD (Temiz
Tarla) adiyla yaygin olarak kullaniimaktadir (Alonso ve ark., 1998; Tan ve ark. 2005).

Ayciceginde IMI herbisitlerine dayanikli genler, ilk defa ABD nin Kansas eyaletinde yedi
yil IMI grubundan Pursuit (imazethapyr) herbisiti uygulanmis bir tarlada, soya tarlasinda
bulunan yabani aygicegi bitkilerinde (Helianthus annuus L. - ANN-PUR) belirlenmistir (Al-
Khatib ve ark., 1998). Bu tarladan elde edilen populasyonlarin tohumlari embriyo kultiru ile
generasyon suresi kisaltilarak, geriye melezleme yoluyla kulturl yapilan aygicegi ebeveyn
hatlarina aktariimis ve IMISUN olarak adlandirilarak aygicegi islahgilarinin kullanimina
sunulmustur (Al-Khatib ve Miller, 2000; Miller ve Al-Khatib, 2002). Malidza ve ark. (2000),

yaptiklari arastirmada, aygicegindeki bu dayanikliigin kismi dominant bir 6zellik gésterdigini



ve dayanikl bitkilerin sadece IMI herbisit grubuna dayanikli oldugunu, ¢ikis sonrasi
kullanilan diger herbistlerin normal dozlarina dahi hassas oldugunu belirlemiglerdir.

Ayrica son yillarda BASF tarafindan kimyasal mutasyonla gelistirilen yeni bir IMI
herbisitlerine dayanikhlik geni de (CLHA-Plus) bulunarak kultiru yapilan turlere aktariimis
olup (Sala ve ark., 2008, 2012), ancak bu yeni gene sahip aygicedi hibritler hentiz Avrupa da
ve Ulkemizde piyasada satilmaya baslamamistir.

Ayciceginde SU herbisitlerine dayanikhlik, ayni IMI herbisitlerinde oldugu gibi belirlenen
Kansas populasyonundan geriye melezleme yoluyla bu genler, kiltiri yapilan aycicegdi
turlerine basariyla aktariimis ve SURES 1 ana (maintainer) ve SURES 2 de restorer kaynak
olarak ayciceg@i islahg¢ilarinin kullanimina sunulmustur (Miller ve Al Khatib, 2004). SU
herbisitlerine dayanikhlik dominant bir gen tarafindan belirlenmekte olup, bu sekilde hibrit
iIslahinda tek bir ebeveynin dayanikli olmasi yeterli olmaktadir (Jocic ve ark., 2011; Skoric,
2012) Ancak pratikte asiri doz kullanimina karsilik iki ebeveyn de dayanikli gesitler ile tescile
gidilmektedir.

Orobansg (Orobanche cumana Wallr.) ulkemizde, Avrupa ve Balkan LUlkelerinde,
aycicegi veriminde %100’e varan dusUslere sebep olan bir parazit bitkidir. Bu parazit, ¢ok
sayida irklar olusturmakta ve ¢ok klglk ve fazla sayida tohumlar igerdiginden, kolayca
yayllmakta ve boylelikle aygicegi Gretimi yapilan alanlarda hizli epidemilere neden olmaktadir
(Kaya, 2003). Orobans paraziti degisik ¢cevre ve iklim kosullarinda yeni fizyolojik irklar
olusturmakta ve bunlara dayanikli aygicegi gelistirilse bile tekrar ortaya c¢ikarak problem
olabilmektedir (Vranceanu ve. ark., 1980). Bu durumdan dolayi orobans aygicegi Uretiminde
onemli bir sinirlayici faktér olarak ortaya ¢ikar. Etkili ve strdUrdlebilir orobans dayanikhliginin
saglanmasi aycicedi 1slah programlarinin en énemli hedeflerinden biridir (Fernandez-
Martinez ve ark., 2010; Kaya ve ark., 2012b). Helianthus tuberosus, Helianthus maximiliani
ve Helianthus debilis gibi yabani aygicek turlerinde orobansa dayanikhlik genleri belirlenmig
ve kllturd yapilan aygicegdine de aktarilmistir (Fernandez-Martinez ve ark., 2009; Christov ve
ark., 2009).

Aycicegi (2n = 34), Compositeae familyasindan degerli bir yag bitkisidir. Amerika
kokenli olan aygiceginin 67 kadar yabani turd bulunur. Kulturd yapilan aygicegi turu
(Helianthus annuus ssp. macrocarpus) yabani formlarindan farkli olarak tek sap lzerinde
cogunlukla tek bir blyuk tabla olusturur. Bugun dunyada tek yillik yag bitkileri arasinda soya,
kanola ve yerfistigindan sonra en fazla uretilen yag bitkisidir (Weiss, 2000). Aycicedi,
ulkemizde de yetistiriciligi yapilan yagh tohumlu bitkiler icinde, ekim alani ve Gretim miktari
bakimindan birinci sirada yer almaktadir. Turkiye'ye aycicegi ilk defa I. Dinya Savasr’ndan
sonra Romanya ve Bulgaristan’dan gelen goé¢menler tarafindan getiriimis ve Trakya

bdlgesinde yetistiriimeye baslamigtir. Turkiye aygicegi Uretiminin %70’ten fazlasi bu bdlgede



olmakla birlikte, son yillarda tretimi basta i¢ Anadolu ve Karadeniz olmak iizere GCukurova ve
Gegcit bdlgelerinde giderek artmaktadir. Yagh tohumlar igerisinde, lUlkemizde en fazla ekim
alanina ve uretimine sahip bitki olusu, halkin bitkisel yag olarak aycigegi yagini tercihi ve
Ozellikle Trakya Bolgesi'nde ekim nobetinde temel bitki olusu (bugday-aycicegi), ayciceginin
Onemini daha da arttirmaktadir (Kaya, 2003). Aygiceginin 2005-2012 yillari arasindaki
Turkiye ve Dunya’daki ekili alan, verim ve Uretim degerleri incelendiginde aygicegi ekim
alanlari son yillarda 605 bin hektar civarina ¢ikmis, Uretim ise son iki yilda ortalama 1. 350
bin ton olarak gerceklesmistir (FAO, 2013).

Diger yandan llkemizde aycicegi tariminda 6zellikle bazi bélgelerde biylk problem olan
orobans ve diger yabanci otlar, herbisitlerle yeterince kontrol edilememekte ve buylk
ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Kaya, 2003a). Bu etmenlerle micadeleye yonelik olarak
klasik 1slah galismalari gergeklestirimektedir ve bu galismalarda genellikle kalitim yoluyla,
bitkilerin genetik yapilarindaki ve dogal yayilislarindaki varyasyonlarin doéllere aktarilmasi
hedeflenmektedir. Burada istenilen karakterlerin aktarilmasi, tirler arasi melezlemelerle
gerceklestirilir ve yeni bir ¢esitin gelistiriimesi uzun zaman ve yogun emek alan bir suregtir.
Bu surecte her generasyonda elde edilen ¢ok sayidaki birey birgok 6zellik agisindan fenotipik
Ozeliklerden yararlanilarak, morfolojik markodrler araciligiyla gézlemlenir, test edilir ve bir
sonraki generasyon icin uygun genotipler segilerek i1slah ¢galismasi devam ettirilir. Bu sekilde
fenotipik 6zelliklere dayali geleneksel seleksiyonlarda, markdrlerin azhgi, pleiotropik ve
epistatik etkilerin bulunmasi, morfolojik karakterlerin degisken c¢evresel kosullardan
etkileniyor olmasi gibi sorunlarla da karsi karsiya kalinmaktadir (Melchinger ve ark., 1990).
Bdyle uzun yillara gereksinim duyan saflastirma islemi, haploid bitkiler ile bu haploid bitkilerin
kromozom sayilarinin katlanmasi sayesinde %100 homozigot saf dihaploid hatlarin elde
edilebildigi dihaploidizasyon yontemiyle daha kisa zamanda tamamlanabilmektedir. Haploid
bitkiler in situ kaynakli olabilirse de dogal kosullarda haploidlere ulagsma olasilii ¢ok
dusuktdr. Her bir lokustaki allelerden sadece bir seriyi iceren ve bu Ozellikleri ile 1slah
calismalarinda 6nemli yer tutan haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan baslangi¢
materyalleri gametlerdir (Sar ve ark., 1994; Dunwell, 2010) ve erkek veya disi organlarin
haploidiye kargi uyariimalari ile in vitro kosullarda elde edilebilmektedir (Ellialtioglu ve ark.,
2001; Germana, 2011). Ancak bir 1slah programinda haplodizasyon teknigini kullanabilmek
ve basarili olmak igin, Oncelikle genotiplerin haploidiye yatkinhgi onemlidir. Dogada
androgenesis, gynogenesis, semigami, polyembriyoni veya kromozom eliminasyonu
yollarindan birisi ile olusan spontan haploidlerin olusum frekansi % 0.001-0.01 gibi gok
disuk dlzeydedir. In situ uyartimla uzak akrabalar arasi melezlemeler, tozlamanin
geciktiriimesi, abortif veya 1sinlanmis polenlerle tozlama, sicaklik soklari, degisik kimyasallar,

hormon uygulamalari, “X” veya “UV” isinlari ile haploid bitki elde edilebilir. Diger taraftan in



vitro uyartimla, androgenesis (anter veya mikrospor kilttirl) veya gynogenesis (ovul kalturd,
ovaryum kultart veya embriyo kurtarma) yontemleri ile de haploid bitki elde edilebilmektedir.
Ancak bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan ve en fazla basarinin saglandigi yontem
anter kultarudir. Bu nedenle sunulan bu proje dnerisinde haploid bitki eldesi androgenesis ile
(anter ve mikrospor kultarleri araciligi ile) gerceklestirilecek ve TTAE tarafindan hazirlanan
farkli dayanikhlik kaynaklari (orobansa dayaniklilik, SU ve Imi grubu herbisitlere dayaniklilik)
iceren ana (CMS) ve baba (restorer) hatlarinin melezlenmesi ile gelistirilen 4 farkl
kombinasyona ait tohumlar (F;, F. ve bazi kombinasyonlarda Fs) bu proje kapsaminda
materyal olarak kullanilacaklardir. Béylelikle proje sonunda elde edilecek dihaploid bitkilerde
gercgeklestirilecek orobans ve herbisit dayaniklihdi kontrol testleri ile hem orobans hem de
Imidazolinone (Imi) grubu herbisitlere dayanikh dihaploid restorer hatlar ile yine hem orobang
hem de SulfonylUrea (SU) grubu herbisitlere dayanikli dihaploid restorer hatlarin elde
edilmesi mumkun olacaktir.

In vitro androgenesis (anter ya da mikrospor kultirl) teknidi ile haploid ve dihaploid
bitkilerin Uretimi bitki 1slahinda ve temel arastirmalarda kullanilan 6énemli bir tekniktir. Bu
teknigin diger in vitro haploid bitki elde etme tekniklerine gére avantaji; bir anter icerisinde
binlerce mikrosporun bulunmasi ve bir anterden ¢ok sayida haploid bitki elde edilebilmesidir.
Anter / mikrospor kidltirinidn temel prensibi; normal olarak erkek gameti olusturacak olan
polen hucresinin gelisimini durdurmak ve somatik hicrelerde oldudu gibi polen hicresini

direkt olarak embriyo olusturmaya zorlamaktir (Sekil 3).
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Sekil 2.3.In situ ve in vitro’da haploid bitkilerin meydana gelisi (Forster ve ark., 2007).

Totipotent 6zellikteki binlerce mikrospora sahip bir anterden, uygun in vitro kosullarda ¢ok
sayida haploid bitkinin elde edilebildigi bu teknikte; elde edilen bitkilerin kromozom
sayllarinin katlanmasiyla dihaploid hale getirilen bitkiler %100 homozigot karakter
kazanmakta ve Fi hibrit gesit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilme sansina sahip
olmaktadir (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Haploid bitkiler kok, dal, gicek, yaprak ve bazi durumlarda meyveler de vererek normal
gelisim gosterirler. Ancak, haploid bitkilerin doku ve organlarini olusturan hicreler diploitlere
gore biraz daha kuglk oldugundan, haploid bireyler morfolojik olarak diploitlerin biraz
kUgultilmus oOrnekleridir (Bilge, 1982; Emiroglu, 1982). Haploid bitkilerin boylari daha kisa,
yapraklari dar ve kuglk, cicekleri kiicik ve polen olusturmamalari nedeniyle kisirdirlar,
tohum baglayamazlar (Emiroglu, 1980; Abak, 1993; Caglar ve Abak, 1999). Bu nedenle
haploidlerin 1slahta kullanilabilmeleri i¢cin kromozomlarinin katlanarak dihaploid duruma
getirilmeleri gerekmektedir.

Haploid bitkiler kok, dal, cicek, yaprak ve bazi durumlarda meyveler de vererek normal
gelisim gosterirler. Ancak, haploid bitkilerin doku ve organlarini olusturan hicreler diploitlere

gbre biraz daha kiglk oldugundan, haploid bireyler morfolojik olarak diploitlerin biraz
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kGgultulmus oOrnekleridir (Bilge, 1982; Emiroglu, 1982). Haploid bitkilerin boylari daha kisa,
yapraklari dar ve kuagik, cicekleri kic¢lk ve polen olusturmamalari nedeniyle kisirdirlar,
tohum baglayamazlar (Emiroglu, 1980; Abak, 1993; Caglar ve Abak, 1999). Bu nedenle
haploidlerin 1slahta kullanilabilmeleri igin kromozomlarinin katlanarak dihaploid duruma
getirilmeleri gerekmektedir.

Anter kalturd teknigi ilk defa Datura innoxia (Guha ve Maheshwari, 1964) bitkisinde basgari
ile kullaniimigtir. Cin’de yapilan arastirmalarda anter kultirt teknigi kullanilarak 81 celtik ve
20 bugday cesit/hatti ile 100 misir hatti gelistirilmistir. Yine Avrupa’nin anter kultiri yoluyla
geligtiriimis, ilk bugday cesidi ‘Florin’ adi ile tescil edilmistir (Veilleux, 1994).

Haploidi tekniginin temelini kromozom katlanmasi ve % 100 homozigot saf hatlarin
geligtiriimesi  olusturmaktadir.  Kromozom  katlanmasi  kimyasal maddeler ile
gercgeklestiriimektedir. Kolhisin kromozom katlamasi icin ¢alismalarda kullanilan en yaygin
kimyasal maddedir (Ellialtioglu ve ark., 2000). Haploidi teknikleri 6zellikle 1slah
calismalarinda, yabanci dollenen tirlerdeki 10-12, kendine dollenen tirlerdeki 5-7
generasyonluk kendileme suresini tek generasyona indirerek mutlak homozigotlugu saglar.
F.1 hibrit cesit 1slahinda, dihaploid bitkilerden elde edilen saf hatlar ebeveyn olarak
kullanilabilir. 1zole edilmis mikrosporlarin kulture alinmasi bitki 1slahinda homozigot hatlarin
eldesinde olduk¢ca énemlidir (Guo ve Pulli, 2000; Islam ve ark., 2013). Mikrosporlardan
olusan embriyolar yiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olduklari igin direkt DNA transferi
ve gen transferi ¢alismalarinda etkin sekilde faydalanilabilmektedir. Ayrica, haploid hiicre
veya protoplastlar sayesinde farkl patojenler ve bunlarin fizyolojik irklarina, antibiyotiklere,
toksinlere, herbisitlere, tuza, sojuga veya sicaga dayanikli mutantlar in vitro seleksiyon
imkani ile kiglk bir alanda ¢ok kisa surede, ekonomik sekilde segilebilmektedir. Bunlarin
disinda; islah etkinliginin arttiriimasinda, saf stper erkek bireyler elde edilmesinde, mutasyon
islahinda, sus bitkilerinin bodurlastiriimasinda, genom haritalarinin ¢ikartiimasinda, QTL
analizlerinde polijenik karakterlerin haritalanmasinda haploid bitkiler 6zellikle islah¢i ve
genetikgiler icin sonsuz avantajlar sunmaktadir (Abak, 1986; Wenzel ve Foroughi - Wehr,
1994; Ferrie ve Keller, 1997; Hatipoglu, 1999; Ellialtioglu ve ark., 2001).

Haploid bitkilerin elde edilmesinde ve bu haploid bitkilerden de dihaploid hatlarin
olusturulmasinda, biyoteknolojik yontemler (anter kiltirl, haploid hicre kultlrt, somatik
doku kulturd), yeni ylksek verimli ve gelismis Ozellikte cesitler gelistirmek amaciyla klasik
islah metotlariyla birlestirimistir (Risabell, 1997; Abel, 2005). Pugliesi ve arkadaslari (1993),
0,2mg /|1 BAP ve 0.1 mg /| NAA ile MS (Murashige & Skoog, 1962) tabanli ortamda melez
H. annuus x H. tuberosus anterlerinden somatik embriyo ve adventif tomurcuklar
baslatmislardir. Biylime dizenleyicilerinden yoksun MS ortamindaki bu embriyonik dokularin

uzun sureli Kkdltdrleri, somatik embriyolar, slrgin farklilasmasi ve bitkilerin topraga
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aktarilmasi ile sonuclanmigtir. Ekili aygigegi, in vitro hicre ve doku kultura teknikleri gibi
biyoteknolojik uygulamalar konusunda oldukg¢a inatc¢idir (Gurel ve ark., 1991). Todorova ve
ark. (1997), yirmi adet tek ve c¢ok yillik Helianthus tirind incelemisler ve H. mollis, H.
salicifolius ve H. smithii turlerinden anter kulturd yoluyla gogaltmayi basarmiglardir. Ayni
zamanda, O&zellikle diploit turlerde, kallus olusumunda yiksek oranda varyasyon
gOzlemlemislerdir. Gurel ve ark., (1991), bir dizi aygicegi hatti ve turler arasi melezler
kullanarak, donér bitki asamalari, kuiltir ortami ve kosullari ve surginlerin basaril
rejenerasyonu icin farkh kualtir parametrelerini test etmisler ve sonugta ayciceginin anter
kiltdrine yanitinda, fiziksel, besinsel, fizyolojik ve genetik faktorlerin oldukga etkili oldugunu
ortaya koymuslardir.

Dihaploid bitkilerin Gretimi ve kullanimi klasik 1slah metotlarina goére daha avantajlidir.
Dihaploid bitkilerin i1slah programlarinda kullanimi homozigot hatlarin Uretilmesi icin gerekli
zamani ve is guicunu azaltir. Clnku bu bitkiler her lokus icin tamamen homozigot haldedirler.
Ayrica bu bitkilerin kullanimi ¢ekinik haldeki allelerin kendilerini derhal ifade etmelerine izin
vererek istenilen genotiplerin hizli ve kolay bir sekilde secilmelerine imkan verir. Dihaploid
teknigi mutasyon islahi, genetik transformasyon, genetik haritalama gibi biyoteknolojik
yontemlerle birlikte kullanilmaya da uygundur ve bu sayede islah programlarinin etkinlikleri
artirilabilir (Friedt, 2005). Dogada kendiliginden haploid bitkiler olusabilmekteyse de bunlarin
ortaya cikis frekansi %0.01-0.001 arasinda degismektedir. Dogdal haploidlerin 1slah
programlarinda kullaniimasi bu nedenle pratik bir deger tasimamaktadir.

DH teknolojisi, tahil islah programlarinin hizlandiriimasinda kullanilabilen homozigot
hatlarin gelistirilmesi icin etkin bir metottur. DH protokolleri Gzerinden, bugday (Triticum
aestivum L.), arpa (Hordeum vulgare L.), triticale (Triticosecale wittm.), piring (Oryza sativa
L.), Brassica spp., patlican (Solanum melongema L.), biber (Capsicum annuum L.),
kuskonmaz (Asparagus officinalis L.), cilek (Fragaria x ananassa Duch) ve tutiun (Nicotiana
tabacum L.) gibi birgok bitkiler igin ticari gesitlerin gelistirildigi bildirilmistir (Thomas ve ark.,
2003). Kolza, arpa, patlican (Veilleux, 1994) ve karpuz, lahanagiller (Cao ve ark., 1995) 'de
androgenetik dihaploidler, cesitli 1slah programlarinda g¢esit gelistirmek icin yaygin olarak
kullaniimigtir.

Birgok bitki tirinde disi gametlerin in vitro kiltire alinmasiyla yalnizca dislk frekansta
haploid embriyolarin olusabilecegi sonucuna variimistir. Bu sebeple, haploidlerin elde edilme
oranini yukseltecek caligmalar gundeme gelmigtir. Bu gelismeye bagli olarak, 1965 yilindan
sonra eksik ya da yetersiz polenler kullanilarak embriyo olugturma ve bu embriyolar bitkiye
donustirme calismalari baslamistir.

Partenogenetik embriyo olusumunu uyarmak Uzere kullanilacak eksik veya yetersiz

polenleri elde etmek icin, dedisik kimyasal maddeler ile radyoaktif 1sin uygulamalarindan
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yararlaniimaktadir. Ayrica, uzak akrabalar arasi melezlemeler, tozlamalarin geciktiriimesi,
sicaklik soklari da uygulanan diger tekniklerdir. Polenlere yapilan bu uygulamalar sayesinde
polen generatif cekirdegi inaktif hale getiriimekte, bununla birlikte gimlenme yetenegini
koruyan polenler disicik tepesi Uzerinde ¢imlendiklerinde olusturduklari uyartim sonucunda,
partenogenetik olarak haploid embriyolar meydana gelmektedir.

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

1980’li yillarda polen isinlamasi ve isinlanmis polenlerle disi cigeklerin tozlanmasi
yontemleriyle haploid embriyolarin meydana getirilmesi ¢alismalari baslamis ve bu yontemle
bircok bitki tarinde basarili olunmustur. Isinlanmis polenlerle yapilan tozlama yoluyla
partenogenetik embriyo uyartimi, basta Cucurbitaceae familyasina ait tlrler olmak Uzere,
seker pancari, cilek, kivi, petunya, havug¢ ve lahana gibi bitki tlrlerinde basarili sonuglar
vermistir. Polen isinlamasi sonucu embriyo elde ettikten sonra bu embriyolarin bitkiye
donustirtilmesi gerekmektedir (Sari ve ark., 1992b). Normal bir ddéllenme sonucunda
olusmayan embriyo endospermden yoksundur, bu nedenle embriyonun Kkurtariimasini
saglamak amaciyla haploid embriyolarin embriyo kilttiriine alinmasi gerekmektedir. Embriyo
kdlturine alinan embriyolarin geligsimi birka¢ glinde tamamlanmaktadir. Ancak bu yéntem
disuk oranda haploid bitki eldesi sagladidi igin islahgilar tarafindan tercih edilmemektedir
(Ferrie ve ark., 2011).
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Sekil 2.4. Isinlanmig polen ile haploid embriyo uyartiminin agamalari (Cuny, 1992).

Elde edilen haploid ve dihaploid aygicegi hatlarinin ¢cekirdek DNA icerikleri ve dolayisiyla
ploidi seviyeleri flow sitometri yontemi ile belirlenmistir. Cekirdek DNA miktari hem bir bitkinin
hiicreleri arasinda, hem de ayni turan farkh bireyleri arasinda degismeden sabit kalmakta ve
bu nedenle tirlere 6zel olmaktadir (Bennett ve Leitch, 1995). Tirler arasinda ise ¢ekirdek
DNA igerigi bakimindan 6nemli dizeyde (yaklasik 1000 kat) farkliliklar goézlenmektedir
(Cavalier-Smith 1985). Bu nedenle, gekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik ve evrim
calismalari igin son derece yararlidir (Rees ve Walters, 1965; Price ve Bachmann 1975; Ohri
1998; Tuna ve ark., 2001; Budak ve ark., 2004). Otuz bes yil 6nce, ilk bitki materyalindeki
flow sitometri calismalari baklanin nikleer DNA igeriginin analizi (Heller, 1973) ile baslamis
ve bu tarihten itibaren de bitki bilimi ve endustrisinde bu ydntemin gelistiriimesinde ve

uygulanmasinda giderek bir artis gortlmustir. Daha sonra aycicegi bitkisinde de ¢ekirdek
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DNA icerigindeki deg@isimlerin flow sitometri ile analiz edildigi caligmalar da mevcuttur (Sims
ve Price, 1985; Michaelson ve ark., 1991b). Flow sitometrinin, hem hicre hem de hlcre igi
partikullerinin analizi i¢in ¢ok sayida parametreyi hizli, ayni anda ve nicel olarak Olgerek
uygun bir istatiksel veriye ddnistlirmesi ve de alt populasyonlarin dogru ve kolay bir sekilde
tanimlanmasini saglamasi bu yontemi ideal bir ydontem yapmistir (Dolezel ve ark., 2007).
Aycicegi bitkisininin verimini olumsuz etkileyen orobang paraziti ile kimyasal micadele IMI
ve SU grubu herbisitler ile mimkindir (TUGEYP, 2008). Ancak, herbisitlerin uygulanmasi
esnasinda veya sonrasinda kiuiltir bitkilerinde cesitli Gretim sorunlari da herbisit kullaniminin
artisina paralel olarak artmistir. Kiltir bitkisi bazinda bu sorunlar direkt kultlr bitkisinde
fitotoksite seklinde, topraga uygulanan bazi herbisitlerin bir sonraki Urline zarar vermesi
seklinde, Urlnlerde kalinti, ¢evre kirliligi, asiri kullaniimasindan dolay! kuiltar bitkisinin
gelisiminde zayiflama ve verim kaybi seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Torun, 2011). SU grubu
herbistlerden Sulfosulfuron’un topraktaki kalicihgi ile ilgili birgok kapsamli calisma yapilmistir.
Minavebe bitkisi olarak yetistirilen Sorghum bicolor L. ve Helianthus annuus L.da
Sulfosulfuron uygulandidi bir calismada, herbisit uygulamasindan 17 ay sonra kalintilarin
bitkilere zarar verebildigi, bagka bir calismada ise herbisit uygulamasindan 7 - 9 ay sonra
topraktaki herbisit kalintisindan dolayi pargali kamis ve aygiceginde biyolojik kitlenin %99’ a
varan oranda azaldidi bildirilmistir (Geier ve Stahlman, 2001; Kelly ve Pepper 2003). Son
yilllarda aycigceginde herbisitlere dayaniklilik saglayarak yabanci ot kontrollinin etkin bir
sekilde yapilmasi ve herbisitlerle orobans zararinin en aza indiriimesi amaciyla degisik 1slah
¢alismalari yaratilmastir. Aycicedinde IMI herbisit grubuna dayanikhligin yabani aygicegi
bitkilerinde belirlenmesi ve bu genlerin geri melezlemeyle kuiltlr cesitlerine aktarilmasi ile
herbisitlere dayanikl aygicegi cesitleri gelistiriimistir. IMI grubu herbisitlere dayanikl aycicegdi
cesitlerinin kullanilmasiyla, basta aycgicedinde biylk verim azalmalarina neden olan orobans
olmak uUzere birgok yabanci ot kontrol altina alinabilmektedir (Kaya, 2004). Herbisite
dayanikli bu gesitler aygiceg@i verimini, dolayisiyla uretimi artiracak dnemli bir islah ¢alismasi
olarak gorulmektedir ve Onerilen bu projenin ana konusunu olusturmaktadir. Miller ve Al-
Khatib (2000), ayciceginde IMI herbisitlerine olan dayanikhliin en az iki gen tarafindan
belirlenen eklemeli genler tarafindan kontrol edildigini ve her bir allelin dayanikliligi dereceli
olarak arttirdigini belirtmislerdir. Yapilan arastirmada, geri melezlemelerde bitkilerin her bir
generasyonda dayanikli, intermediate ve hassas olarak uge ayrildigini tespit etmiglerdir.
Arastirmacilar, IMI herbisitlerine dayanikh hibritler gelistirmek i¢cin, R x S ve S x R
hibritlerinde de mevcut oldugunu yani ebeveynlerden en az birinin dayanikl olmasinin yeterli
oldugunu, ancak yiksek oranda dayanikliik elde etmek igin, ebeveynlerinin ikisinin de
dayanikli genler icermesinin daha iyi olacagini vurgulamiglardir. Ayrica bazi belirli

genotiplerin digerlerine nazaran daha yuksek dayanikhlik géstermesinin nedenini, modifier
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bir genin dayaniklihgin asamasini belirledigi seklinde yorumlamiglardir. Kaya ve ark. (2003c),
ayciceginde Ozellikle yabanci ot ve orobangi kontrol eden IMI (Imidazolinone) herbisit
grubuna dayanikli genler, klasik geriye melezleme yoluyla ve embriyo kaltird uygulanip
generasyon suresi kisaltilarak, yabani turlerden elde edilip ticari gesitlere aktariimis, ayni yil
icerisinde Ulkemizde ve dinyada piyasaya surdlmustar. Malidza ve ark. (2000), yaptiklari bir
arastirmada, aycigegindeki IMI grubu (imazethapyr) herbisitine kargi dayanikliigin yari
dominant bir 6zellik gésterdigini ve dayanikli bitkilerin sadece bu herbisit grubuna dayanikl
oldugunu, cikis sonrasi kullanilan diger herbisitlerin normal dozlarina dahi hassas oldugunu
belirlemislerdir.

Ayciceginde orobansa dayaniklilik, “Or” olarak adlandirilan tek bir dominant gen ile
belirlenmektedir. Sukno ve ark. (1999), ispanya’da ayciceginde yaptiklari arastirmada,
bilinen 5 irka karsi (A,B,C,D,E,F) olan dayaniklihdin tek bir dominant gen ile kontrol
edilmesine ragmen, bunlardan farkh olarak orobansin yeni irkina dayaniklihgin eklemeli
dominant allelik veya ¢ok siki bicimde birlikte hareket eden allelik olmayan genler tarafindan
belirlendigini tespit etmislerdir. Alonso (1996, 1998), ispanya’da da orobansin bu yeni F
irkinin ve yine tum irklarin mevcut oldugunu, C ve E irklarinin da en fazla yayilis alanlarina
sahip oldugunu vurgulamistir. Pacurianu-Joita ve ark. (1998) yaptiklari aragtirmada, yeni ¢ok
virulent bir orobans irkinin var oldugunu belirlemislerdir. Ayni arastiricilar, tim mevcut bu bes
irka dayanikl olan P-1380 hattini orobansa dayaniksiz hale getiren bu yeni irkin, parazitin F
irki oldugunu, Or 5 geni tarafindan belirlendigini bu yeni irka LC-1093 hattinin dayanikli
oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan bu arastirma sonucunda orobansin mevcut tim irklari
(A,B,C,D,E,F) Romanya’da mevcut olup, D ve E irklarinin ise parazitin en fazla yaygin
oldugunu vurgulamiglardir. Martinez ve ark. (2005), aygiceginde orobansa dayaniklilik
Uzerine yaptiklari calismada, E irkinin baskin tek bir gen cifti tarafindan kontrol edildigini,
fakat F irkinin ise iki ayri lokusta yer alan dominant resesif gen ciftinin etkilesimine bagl
oldugunu, bu sebeple dayanikli hat x dayaniksiz hat arasinda yapilan melezlemelerde
hassasiyet derecesinin melez kombinasyonuna gore farkliliklar gosterecegini bildirmiglerdir.
Trakya Bdlgesinde orobangin yeni irklari ilk olarak 1994 yilinda Malkara $Sahin ve Hayrabolu
Farags koylerinde gorulmus ve daha sonra diger bdlgelere sigramistir (Kaya 2003b). Orobans
ile bulasik tarlalarda aygicegi tarimi yapilacaksa s6z konusu bu parazite kargi dayanikli
tohumlugun ekilmesi en kesin ¢dézimdir. Gerek kamu sektéri ve gerekse 6zel sektdrde
tohumculuk yapan kuruluglarda bu parazite karsi dayanikli hibrit aygicegi cesitleri
gelistirmislerdir (TUGEYP, 2008).

Ulkemizde aygicegi Uretiminde genelde hibrit tohumluklar kullaniimakta olup, hibrit
cesitler, ylksek verim performansi, Ustin kalite 6zellikleri, homojen goériinimu, bazi

hastaliklara ve orobansa dayanikli olmalarindan dolayi Ureticiler tarafindan tercih
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edilmektedir. Bu nedenle, Ulkemizde ve dinyada aygicedinde islah programlari genelde,
hibrit 1slahina yoneliktir. Bu islah programlarinda hedef, yuksek tane verimi ve yag orani,
erkencilik, hastalik ve zararlilara dayaniklilik vb. dzelliklere sahip kendilenmis hatlar gelistirip,
bunlarla melez azmanligindan yararlanilarak arzulanan performansa sahip hibritler elde
etmektir (Kaya ve ark., 2009). Turkiye’de bugln aygicedi i1slahi Uzerinde ¢alisan pek ¢ok dzel
ve kamu kuruluslari bulunmaktadir. Kamu kuruluglari arasinda Trakya Tarimsal Arastirma
Enstitist Turkiye’de aycicegi i1slahi tGzerine gérevlendirilmistir. Bu enstitiide aycicedi islah
calismalari 1970 yilindan beri yogun olarak devam etmektedir. Enstitide yapilan ¢alismalar
gerek hibrit 1slahi yoluyla c¢esit gelistirme gerekse agronomi c¢alismalari seklinde
surduriimektedir. Bu ¢alismalar ‘Ulkesel Aycicedi Projesi’ seklinde 1978 yilinda uygulamaya
sokulmustur. Sunulan bu proje Onerisinde, hibrit islahi programi cercevesinde Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitlisu tarafindan elde edilen ve farkl dayaniklilik kaynaklari (orobans
ve herbisit) iceren 4 farkli kombinasyona ait aycicegi bitkilerinin materyal olarak kullanimi ve
in vitro anter / mikrospor kultlrd uygulamalariyla haploid ve devaminda dihaploidizasyon
tekniginden yararlanarak, orobans ve herbisite (imi veya SU grubu) dayanikli saf dihaploid
(DH) bitkilerin elde edilmesi amaglanmistir.

Ulkemizde aygicegi bitki doku kdltir( sistemlerinin direkt ve indirekt organogenez yoluyla
kurulmasina ydnelik olarak ¢alismalar gerceklestiriimektedir. Doku kilttrinin kisa sirede ve
hizli bir bigcimde rejenerasyon yetenedi ortaya koymasi arastirmacilari bu yondeki
calismalara tesvik etmektedir (Ozyigit, 1998; Elavazhagan ve ark., 2009). FAO ortak orobang
projesi gcercevesinde, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitl tarafindan yiratilen projede yapilan
¢alismalar dogrultusunda, degisik Ulkelere ait test edilen aycigcegdi hibrit ve hatlari arasinda,
TTAE’ne ait Arda-2098 aycicedi hibridi ve 3 adet CMS hattinin (2478-A, 4155-A ve 4156-A)
orobansg test bahgesinde saldiri ylizdesi % 6.7 - % 40.0 ve saldiri derecesi 0.3—1.2 arasinda
degismis olup, Romanya ve Bulgaristan’daki orobans populasyonlarina dayaniklilik
g6stermiglerdir. ispanya’da ise TTAEne ait test edilen hat ve hibritler, digerlerine nazaran
dusuk derece saldiri ylzdesi (% 5.3-18.2) sergilemisler ve 4156-A hatti tamami ile dayanikli
bulunmustur. Yine ayni donemde, Ukrayna’'da yapilan laboratuvar orobans testlerinde Arda-
2098 test edilenlerin iginde, en dayanikli hibrit olmustur. Bu dénemde yapilan testler
sonucunda, higbir genotip test edilen tim yerlerde dayaniklilik géstermemistir (Kaya ve ark.,
2004).

TTAE’de yaglik ayciceginde 2010 yilinda verim denemelerinde Ustin performans
gosteren 2 adet Orobangsa dayaniksiz, bir adet orobansa dayanikli (05—TR-003) hibrit tescile
verilmistir. Bunlardan orobansin yeni irklarina dayanikli, yiksek tane verimine sahip, 05 TR
003 hibriti tescil denemelerinin ilk yilinda, yag oraninda en ylksek standart hibrite % 10 bir

astlnlik saglamis ve bu hibrit 2011 yilinda ihaleyle Biotek Tohumculuk sirketine verilmis ve

18



2011 yilinda uretilerek 2012 yilinda ciftcilere dagitimi yapilacaktir. TTAE de son 10 yilda 6
adet yagdlik, iki adet ¢erezlik olmak Uzere toplam 8 adet aygicegi hibriti ve bircok ebeveyn hat
gelistirmis, bircok projeyi basariyla sonuglandirmig, son bes yilda 60 civarinda bilimsel yayin
yapmig, ulusal ve uluslararasi kuruluglarla aycgiceginde Onemli igbirligi ¢alismalari
gerceklestiriimistir. Yaglik ayciceginde son iki yilda; 2010 yilinda ise verim denemelerinde
Ustliin performans gdsteren 2 adet Orobansa dayaniksiz, bir adet orobansa dayanikli (05—
TR-003) tescile verilmistir. Bunlardan orobansin yeni irklarina dayanikli, yiksek tane
verimine sahip, 05 TR 003 hibriti tescil denemelerinin ilk yilinda, yag oraninda en yutksek
standart hibrite % 10 bir Ustinlik saglamis ve bu hibrit 2011 yilinda ihaleyle Biotek
Tohumculuk sirketine verilmis ve 2011 yilinda Uretilerek 2012 yilinda ciftgilere dagitimi
yapilacaktir. Ayrica Macaristan Szeged Enstitlsiyle iki adet ortak hibrit (Larissa ve inessa)
2009 yilinda Romanya da tescil edilmis ve Uretimine baslanmistir. Yine yapilan TUBITAK ikili
isbirligi projesinde gelistirilen 2 adet ortak hibrit, su anda Romanya da tescil denmelerinde
yer almaktadir. Yine bu projeden gelistiriien orta oleik ve orobansa dayanikli SARAY
hibridine 2011 yilinda Uretim izin alinmistir. 2011 yilinda ise, 8 adet Aygicegi hibritine (5 adet
orobanga dayanikli ve 3 adet dayaniksiz) Uretim izini alinarak tescile bagvurulmustur. Bu
hibritlerden 3 adedi (2 adet orta oleik ve orobangsa dayanikli ve 1 adet ylksek oleik) tretim
amaciyla Trakya Birlige devredilmistir. Bu hibritlerden bir adedi de TEKCAN Tarim sirketiyle
ortak hibrittir. Ayrica Fransiz Maisador firmasiyla bir adet ortak cesit icin, italya da tescil

denemelerine bagvurulmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Bitkilerin Yetistiriimesi
Bu calismada, Edirne’de bulunan T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi, TAGEM, TTAE

tarafindan proje 6ncesinde hazirlanan ve orobansa dayanikllik, imi (imidazolinon) ve SU

(sulfonururea) grubu herbisitlere dayanikhilik bakimindan genetik olarak acilma gdsteren ana

(CMS) ve baba (restorer) hatlarinin melezlenmesi ile gelistirilen farkli kombinasyonlara ait

ornekler projemiz kapsaminda materyal (Tablo 3.1.) olarak kullaniimistir.

Tablo 3.1. Proje tarla kosullarinda kullanilan materyal ve 6zellikleri.

Projede kullanilan

Ozellikleri Aciklama
materyal
IMI  grubu herbisitlere dayanikh, | Ayni  melez kombinasyonundan
orobansa dayanikl, mildiyd | gelen restorer i1slah materyalidir ve
IMI-K2-R-SN-7/15 hastaligina dayanikh restorer | tasidiklari  dayanikhlik  &zellikleri
materyali aynidir.
Ayni  melez kombinasyonundan
gelen restorer 1slah materyalidir ve
SURES-K2-R-SN- SU grubu herbisitlere daya.m.kh", tagidiklar dayar?|kI|I.|k .ozelhklen
orobansa dayanikl, mildiyé | aynidir. Materyalin ilerki yillarda

9/15

hastaligina dayanikli restorer hat

yapilan testlerde mildiyd hastaligina

da dayaniklilk oOzelligi tasidig
belirlenmistir.

SU grubu ilaglara dayanikli, | Ayni melez kombinasyonundan
SURES-K2-AD-SN- | orobansa dayanikl, mildiyé | gelen ana islah materyalidir ve
2/15 hastaligina dayanikli maintanier | tasidiklari  dayanikhlik  &zellikleri

(ana) kaynak aynidir.

Proje 6nerisinde yer alan materyalin
tohumu ¢ok az oldugundan dolayi,

IMI grubu herbisitlere  dayaniki, | &Y™ materyalin kullanimi mumkun

orobansa davaniki ildive olmamistir, onun yerine sonradan
IMI-K2-R-SN-25/15 ? y ’ y yine ayni genetik kaynaklarin

hastaligina dayanikh restorer . .

melezlenmesiyle elde edilen ve ayni
materyal

dayanikhlik 6zellikleri tasityan IMI-
K2-R-SN-25/15 islah  materyali
kullanilacaktir.

IMI-K2-R-SN-22/15

IMI grubu herbisitlere ve orobansa
dayanikli, restorer materyal.

Haploid bitki elde etme olasiligini
arttirmak amaciyla bu kombinasyon
sonradan projeye eklenmisgtir.

IMI-K2-AD-SN-2/15

IMI grubu herbisitlere ve orobansa
dayanikli, ana materyal.

Haploid bitki elde etme olasiligini
arttirmak amaciyla bu
kombinasyon sonradan projeye
eklenmistir.
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Projemizin nihayi hedefi aycgiceginde (Helianthus annuus L.) orobans ve herbisite dayanikli
dihaploid hatlarin in vitro kosullarda gelistiriimesidir.

Sdézkonusu in vitro galismalar kapsaminda projemizde Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlsu
(TTAE)den temin edilen tohumlar, anter ve mikrospor kultiri c¢alismalarinda kullaniimak
izere Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Biyoloji BSlimi altyapisinda mevcut
bulunan bitki yetistirme odasinda 25 + 2 oC’de ve 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyodunda
tutularak ¢imlendirildiler. Yaklasik olarak iki ay sonunda henliz acmamis olan ve
gelisimlerinin tek nukleuslu safhasindaki mikrosporlari iceren uygun bulyuklikteki cicek
tomurcuklarindan (kapitulumlardan) izole edilen anter ve mikrosporlar in vitro kosullarda
haploid bitki eldesi calismalarinda baslangi¢c materyali olarak kullanildilar.

Bitki yetistirme odasinda herbir c¢esit icin her saksida 3’er adet tohum olacak sekilde ekim
yapiimig (Sekil 3.1a.), cimlenmeyi takiben bitkiler ayri ayri saksilara alinarak (Sekil 3.1b.)
yaklasik olarak iki ay sonunda ciceklenmenin basladigi, 65-70 gunluk bitkilerde uygun
tomurcuk blyUkIigu tespit edilmistir (Sekil 3.1¢,d.). Bu suregte tim dérneklere, bitki yetistirme

odasinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyodu uygulandi (Sekil 3.2.).

(c)

Sekil 3.2. Bitki yetistirme odasinda yetistirilen farkli kombinasyonlara ait 2-3 haftalik fideler.
Projemizde bitki yetistirme odasinda blyuttlen bitkilerde gelisen kapitulumlardan elde edilen

uygun evredeki anterlerin az sayida ve beklenen kalitede olmamasi, bu anterlerden izole

edilen mikrosporlarda hedeflenen yogunluga ulasilamamasi gibi nedenlerden dolayi
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danismanlarimizin da Onerisi ile projemizde baslangi¢c materyali olan kapitulumlarin bitki
yetistirme odasinda dedil de tarla kosullarinda elde edilmesinin uygun olacagina karar
verilmistir.

Henlz agmamis olan kapitulumlarin elde edilmesi amaciyla bitki materyali 20’ser bitki olacak

sekilde sira halinde ve 15 gln araliklarla tg farkli ekim zamaninda ekilmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Proje materyali Edirne’de TTAE arazisinde ve kuru sartlarda yetistirilmistir (2016
yilinda gekilen fotograf).
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Sekil 3.3’iin devami. Proje materyali Edirne’de TTAE arazisinde ve kuru sartlarda
yetistirilmistir (2016 yilinda ¢ekilen fotograf).

Bu sekilde farkli zamanlarda heniz agmamis olan kapitulumlar elde edilmistir (Sekil 3.4A,
B).

Sekil 3.4A-B. TTAE arazisinde yetistirilen farkli kombinasyonlara ait bitkiler (A) ve
kapitulumlari (B).

3. 2. Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi
3. 2.1. Anter Kiultiirt ile Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi

3.2.1.1. Kapitulum biiyiikligiiniin ve mikrospor gelisim agsamasinin belirlenmesi

Anter ve mikrospor kultiri ¢alismalar icin gicekler agmadan hemen 6nce, yaklasik olarak

uygun boyuttaki kapitulumlar hasat edilerek yine uygun kosullarda (Sekil 3.5.) Marmara
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Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarina

transfer edildi.

Sekil 3.5. Tarlada yetisen uygun boyuttaki kapitulumlarin bitkiden ayrilarak doku kultird
calismalarinda kullaniimak tizere M. U.’ne transferi icin hazirlanmasi.

Bitkilerde genel olarak morfolojik donem ile mikrospor gelisme dénemi arasindaki iliskinin
belirlenerek kultire alinacak tomurcuklarin segilebilmesi igin asetoorsein yontemi siklikla
kullanilabilmektedir. Bu amagcla kaltlir( yapilacak her gesitte, morfolojik olarak elverigli
donemlere yakin gorilen buyuklukteki tomurcuklar toplanarak mikrospor gelisme dénemleri
incelenmistir. Cicekler agmadan hemen 6nce (Sekil 3. 6.) ve mikrosporlar gelisimlerinin orta-
ge¢ tek nukleuslu safhasindayken kapitulumlar hasat edilerek, ilgili safhanin tespit
edilebilmesi icin 6ncll sitolojik calismalar yapiimistir.

Ezme preperat yéntemi;

Binokiler mikroskop altinda kapitulumdan alinan farkli boyutlardaki anterler lamlara
yerlestirilerek Uzerlerine %2’lik aseto orsein ¢ozeltisi damlatildi ve Uzeri lamel ile kapatilip

sert bir cisim yardimiyla ezildi. Isik mikroskopu altinda incelenerek uygun safhaya ait boyut

belirlenip referans olarak secildi (Sekil 3. 7.).

Sekil 3.6. Mikrospor evresindeki gicekgik boyutunun belirlenmesi: (A) binokller mikroskopta
cicekgik boyutunun dlgulmesi (B) lam Uzerine alinan gigekgikler Uzerine aseto-orsein
damlatiimasi (C) ¢igcekgiklerin ezilmesi (D) orta-ge¢ tek nukleuslu evredeki mikrosporlarin

IsIk mikroskobunda goruntulenmesi.
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Aseto-orsein solusyonunun hazirlanmasi;

%2’lik 100 ml'lik aseto orsein ¢dzeltisi hazirlamak igin 2 gr orsein tartilip Gzerine kaynatilan
45 ml asetik-asit dokuldu, c¢oOzelti distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Boya tamamen
¢dzllinceye kadar manyetik karistiricada karistirildi. Cézelti karanlik ortamda saklandi.

Bitki biiyiitme odasinda yetistirilerek elde edilen kapitulumlara benzer sekilde tarlada
yetistirilen materyalde de kapitulum biiyiikliigiiniin ve mikrospor gelisim agsamasinin
belirlenmesi ¢alismalari gergeklestirildi.

Bu amagla tim o6rneklerde farkli gelisim evrelerindeki anterleri iceren cicek tablalari asetik
asit:alkolde (1:3 v/v) 24 saat fikse edildi. Fikse edilmis ¢icek tablalari 2 kez %96 alkolde 2 kez
%70 alkolde yikandiktan sonra %70 alkolde +4°C’de saklandi. Daha sonra gicek tablalari
dokudaki fazla alkolin alinmasi igin yukselen alkol seviyelerinden gecirilerek dehidre
edildiler. GOmme maddesi olan parafinin infiltrasyonu igin ise ksilol serilerinden gegirildiler.
Parafine gémilen materyalden 10-12 um kalinhdinda enine kesitler alindi. Albimin mayer
surilmds lamlarda 1 gece bekletilen kesitlerden parafinin kaldiriimasi igin ksilol-alkol
serilerinden gecirilerek suya kadar getirildiler. Genel anter yapisinin belirlenmesi igin
kesitlere standart hematoksilen boyamasi uygulandi (Vardar, 2013). Anterlerdeki nisasta gibi
¢6zunmeyen polisakkaritler ve proteinlerin belirlenmesi igin ise Periyodik asit-Schiff (PAS) ve
Coomassie parlak mavisi boyamalari uygulandi (Feder ve O’Brien, 1968; Fisher 1968).
Boyama islemlerinden sonra kesitler entellan yardimi ile kapatilarak, Olympus BX-51
mikroskobunda incelendi, Kameram dijital fotograf makinesi ile fotograflanip, Kameram
yazilim programinda analiz edildi.

CGalismada hibrit genotipler kullanildigi i¢in baslangic materyalinin ploidi kontroli amaciyla

doku kdltura galismalarina baglamadan 6nce ayrica kromozom analizleri de gerceklestirildi.

Kromozom Analizleri

Baslangi¢c materyali olarak kullanilan hem bitki buylitme odasinda hem de tarlada yetistirilen
materyalde kromozom analizleri gergeklestirildi. Bitki blylitme odasinda vyetistirilen
materyalin petri kaplarinda c¢imlendirilen tohumlarina ait kék ucu dokularinin fiksasyonu
asagidaki adimlar takib edilerek gerceklestirildi.

Tudm Orneklere ait tohumlar karanhkta 3 giin gimlendirdi.
{
Kok ucu dokusu alindi.
{

90 dakika % 0.04’lUk kolsisin solusyonuyla muamele edildi.
{

24 saat fiksatifle muamele edildi.
J

2 defa %96’lik etil alkolle yikandi.
J

1 defa %70’lik etil alkolle yikandi.

{
%70’lik etil alkolde caligilincaya kadar saklandi.
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Fiksasyon islemini takiben kok ucu dokulari Karnoy cdzeltisiyle muamele edildikten sonra
ezme preparatlar hazirlandi (Teresa ve ark., 1996). Olympus BH-2 i1sik mikroskobunda x100
objektifi ile incelenen dokular Image Pro-express programi ve Evolution LC Color kamera ile
fotograflandi.

Tarla 6rneklerinde, her kombinasyona ait aygicedi tohumlari %1’lik ticari camasir
suyunda 10 dakika steril edildiler. Daha sonra tohumlar sismeleri icin 1 saat distile suda
sigirildiler. Suda sisirilmis tohumlar distile su ile nemlendirilmis filtre kagitlari bulunan petri
kaplarinda cimlendiriimeye birakildilar. Petri kaplarindaki nemli filtre kagitlari her gin yenisi
ile degistirildi. IMI grubu tohumlar daha g¢abuk c¢imlenirken, SURES grubu tohumlarin
gimlenme yuzdelerinin oldukc¢a dusik oldugu, ayrica saglikli kok olusmadigi gézlemlendi. 5
glin sonunda ¢imlenmis tohumlara ait koklerden yaklasik 1’er cm kesildi. Farkli genotiplere
ait aycice@i koklerinden karyotip elde etmek amaciyla koklere farkli 6n muameleler
uygulandi. Kromozomlarin en net ve kisa-kalin hallerinin belirlenebilmesi igin Tablo 3.2'de
yer alan 3 farkh 6n muamele yontemi uygulandi. Uygulanan bu metotlardan a-bromonaftalen
ve buzlu su kromozomlarin dagilmayarak yapiskan yiginlar halinde gbézlenmesine sebep
oldu. Ancak Cuellar ve ark. (1996)a gére uygulanan %0,04 Kolhisin 6n muamelesinin
ayciceginde ezme preparat ve karyotip ¢alismalarina uygun kromozom gdérunttleri verdigi

belirlendi.

Tablo 3.2. Aygicedi koklerinden karyotip elde etmek amaciyla uygulanan 6n muamele

yontemleri.
On Muamele Uygulama siiresi Kaynak
Ozhatay N, Kogyigit M ve Akalin-Urusak E (2012).
a-bromonaftalen _ . _
24 saat (+4°C) One more Allium species for the Turkish flora: A.

saxatile. Turkish Journal of Botany 36:644-649.

Singh RJ (2002). Plant Cytogenet. CRC Press,
USA.

Buzlu su 24 saat

Cuellar T, Belhassen E, Fernandez-Calvin B,
Orellana J veBella JL (1996). Chromosomal

%0,04 Kolhisin 90 dakika (oda | o _
differentiation in H. annuus var.macrocarpus:

sicakhgi
9) heterochromatin  characterization and rDNA

location. Heredity 76, 586—-591.

On muamele sonrasinda ise kokler asetik asit:alkolde (1:3 v/v) 24 saat fikse edildi.
Fikse edilmis kokler 2 kez %96 alkolde 2 kez %70 alkolde yikandiktan sonra %70 alkolde

+4°C’de saklandi. Cuellar ve arkadaslarina (1996) gore kokler sitrat tamponunda hazirlanmis
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(pH 4.2) %0,5'lik pektinazda 37°C’de Isitma tablasinda literatirden farkl olarak 1 saat yerine
30 dakika bekletmek yeterli oldu. Daha sonra kokler 1N HClI'de 60 °C’de 10 dakika
bekletildiler. HCI ile hidroliz sonrasinda Tablo 3.3’de belirtildigi gibi farkli kromozom boyar
maddelerinin  kullanildigi Feulgen reaksiyonu gerceklestirildi. Kokler bazik fuksin ile
boyandiginda arka planda kalan boya artigi ve kromozomlarin iyi boyanmamasi sebebiyle
Schiff reaktifi tercih edildi. Schiff reaktifinde boyanan kokler %0.5’lik Na.SOs ¢Ozeltisinde
calkalandilar. Koklerin ucundaki boyanmis kisim skalpel yardimiyla kesilerek 1 damla aseto-
orsein icerisinde lam-lamel arasinda iyice ezilerek dagitildilar. Ezme preparatlar Olympus
BX-51 mikroskobunda incelendi, Kameram dijital fotograf makinesi ile fotograflanip,

Kameram yazilim programinda analiz edildi.

Tablo 3.3. Farkli kromozom boyar maddelerin kullanildig1 Feulgen reaksiyonlari ve uygulama
kosullari.

Boyar madde Uygulama kosullari Kaynak

1.5-2 saat karanlkta oda|(jngl M, Unsal NP ve ismailoglu I.
sicakliginda kokler  bazik | (2005). The Effect Of Putrescine And
fuksinde  bekletildiler. ~ Daha | piflyoromethylornithine  On  Cell
sonra %Z2lik aseto-orsein de | pjvision Activity Of Wheat In Different

ezildiler. Ploidy Level. Caryologia 58: 15-20.

Bazik Fuksin

30 karanlikta oda sicakhginda | .
Ozhatay N, Kogyigit M ve Akalin-
kokler Schiff reaktifinde

o Urusak E (2012). One more Allium
bekletildiler. Daha sonra %0.5

Schiff reaktifi o species for the Turkish flora: Allium
sodyum metabisdilfit ¢ézeltisinde _ .
saxatile. Turkish Journal of Botany

calkalanan kokler %2’lik aseto-
36:644-649.

orsein de ezildiler.

3. 2.1.2. Kapitulumlarin Yiizey Sterilizasyonu ve Anter izolasyonu

Uygun safhada olan kapitulumlarin ylzey sterilizasyonu yapildi. Sterilizasyon esnasinda
kapsuller %3’luk Tween-20 solisyonunda bes dakika boyunca galkalandi daha sonra %1
oraninda sodyum hipoklorit igceren solisyonda 15 dakika boyunca calkalandi. Calkalama
isleminin ardindan kapitulumlar ¢ defa beger dakikalik periyotlarla steril distile su ile yikandi
(Sekil 3.7.).
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(A) (B) ©
Sekil 3.7. Kapitulum yuzey sterilizasyonu asamalari (a) kapitulumlarin tween-20 ile
muamelesi (b) kapitulumlarin sodyum hipokloritte g¢alkalanmasi (c) kapitulumlarim
suyla yikanmasi.

Steril edilen kapitulumlar stereo mikroskop altinda eksternal yapraklardan arindirilarak agildi,
uygun boyutta henliz sararmamig, yesil-beyaz renkteki gicek tomurcuklari segilip bisturi ve

pens yardimiyla kesildi. Stamenler ¢ikartilip anterler besin ortamina ekildi (Sekil 3.8.).

(A) (B) © (D)

Sekil 3.8. Anter izolasyon basamaklari (a) Uygun safhada mikrospor iceren kapitulum (b)
kapitulumun dis yapraklarinin ayiklanmasi (c) uygun cicekgiklerin belirlenmesi (d)
anter izolasyonun yapilmasi.

3. 2.1.3. Anter kiiltiiri baglangi¢ ortamlarinin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

Bitki Yetistirme Odasi Kosullari

In vitro anter klltiri ¢alismalari bitki yetistirme odasinda buyutilen ve Oneride sunulan
(SURES-KO-AD-SN-1/13 ve IMI-K3-R-SN-8/13) érnekler ile ilave galisilan (SURES K5-R-SN-
4/13 ve IMI-KO-R-SN-7/13) 6rneklerin elde edilen kapitulumlardan izole edilen anterlerin
kullanimi ile gergeklestirildi.

Stok Solusyonlarin Hazirlanmasi ;

Stok Hormon Codzeltisi Hazirlama;1mg/ml konsantrasyonunda stok hormon ¢ozeltisi
hazirlanirken, 100 mg hormon tartilip 5 ml uygun ¢dzici (NaOH, EtOH, su) ile ¢oézuldd,
¢ozelti didistile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti steril kabin igerisinde filtreden
gegcirilip tlplere dagitildi. Stok bitki baylime dizenleyicilerine ait ¢dzeltiler kullanilincaya
kadar -20 0C’de saklanildi.
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Besin ortami hazirlhigi ve sterilizasyonu;

Bu calismada yari kati MS (Murashige ve Skoog 1962) temel besin ortami (Tablo 3.4.)
kullanildi. Bu besin ortaminin secilmesinin sebebi literatirde aygicedi anter kualtlrQ
calismalarinda yari kati MS besin ortaminin siklikla kullaniimasidir (Thengane vd, 1994; Saji
ve Sujatha, 1998; Vijaya Priya vd, 2003). MS besin ortami ¢ozeltisine sukroz (30 g/l) ve
fitajel (2.2 g/l) eklendikten sonra ortamin pH’si NaOH ve HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandi ve
daha sonra besin ortamlari 1 atmosfer basingta ve 121 °C’de 20 dk. slre ile otoklavlandi.
Sterilizasyonu tamamlanan besin ortamlar farkli kombinasyonlarda bitki buyime
duzenleyicileri ile desteklendi.

Bitki buyime dizenleyicelerinin 3 farkli kombinasyonu (Tablo 3.5.) seklinde hazirlanan MS
temel besin ortamlarina izole edilen anterler aktarildi. Petrilere 25 ml besin ortami dokulda.
Her kombinasyon icin 32, toplamda 96 (32x3 kombinasyon) petriye besin ortami dokuldu.
Her petriye ortalama 10 adet anter ekilip petrilerin etrafi parafilm ile sarildi. Anter aktariimis

petrilerin agirlik dlgumleri yapilip her alt kaltirleme dncesinde agirlik degisimleri saptandi.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan yari kati MS temel besin ortamina ait makro-mikro

elementler ile vitamin ve karbonhidrat kaynaklarina ait miktarlar.

Makro Elementler mgq/I
KNO3 1900
NH4NO3 1650
CaCl2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Mikro Elementler
Kl 0.83
H3BO3 6.20
MnS04.4H20 22,3
ZnS04.7H20 8.6
Na2Mo0O4.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeS04.7H20 27,08
Na2EDTA 37.3
Vitaminler
Pyrodoxine HCI 0.5
Glycine 2.0
Nicotinic Acid 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Myo-inositol 100
Karbonhidratlar
Sikroz 30.000
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Tablo 3.5. Baslangi¢ besin ortami kombinasyonlari.

BESINORTAMI | o Inaamay] 2% | 1aa maiy
KODU (mg/L)
A1-MS 0,5 0,5 ) )
A2-MS 0,5 - 0.5 )
A3-MS 0,5 - ) 0>

Organ ve embriyo olusturmak ilizere rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslar ve

inkiibasyon kosullari

Baslangi¢ kultirinde karanlikta bir ay tutulan kultarler daha sonrasinda rejenerasyon besin
ortamlarina (Tablo 3.6.) alindi. Bu besin ortami hazirlanirken MS temel yari kati besin ortami
icerigi kullanildi. Farkli bitki blylime dizenleyicilerle desteklenen kiiltirlerden fizyolojik olarak
en iyi sonu¢ veren R1-MS (MS+ 0.1 mg/L Kinetin) ortami oldugu saptandi ve galismanin
devaminda besin ortami 0,1 kinetin (mg/l) bitki blylme dizenleyicisi ile desteklendi.
Rejenerasyon ortamina alinan kudturler 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyodunda

tutuldu ve ayda bir alt kultarlemeler yapildi.

Tablo 3.6. Rejenerasyon besin ortami kombinasyonlari.

BESIN ORTAMI TDZ KINETIN
BA (mg/L) | NAA (mg/L)

KODU (mg/L) (mg/L)
R1-MS - - - 0.1
R2-MS 0,5 - - -
R3-MS 0,5 - - 0,5
R4-MS - 0,5 - 1
R5-MS - - 0.1 -

Denemelerde 4 farkli genotip, 3 farkli soguk én uygulama, 4 farkh sicak uygulama ve kontrol
gruplari (Tablo 3.7.) kullanildi. Baslangi¢ besin ortamina alinan anterler 1 ay boyunca
karanlikta inktibe edildi. Petriye ekilen anter sayisi, olusan kallus sayisi, embriyojenik olan ve

embriyojenik olmayan kallus sayilari kaydedildi.
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Tablo 3.7. Anter kiltirinde kullanilan genotipler, uygulama c¢esitleri ve bitki bulyime
duzenleyicileri kombinasyonlari. (Kontrol: hem soguk hem sicak uygulama igin ayni

kontrol serisi kullaniimistir).

Soguk On Besin Ortami
Materyal Uygulama Sicak Uygulama Kodu
Kontrol
Al
Kontrol 2gln 35°C A2
A3
R1
o 9 Kontrol
93§37 AL
N®Z5 24 saat +4 °C 4 giin 35 °C A2
zz 24 A3
W or o
AR R1
g Q ? ;‘) Kontrol
=Scygy . - Al
a0 (:,)) 48 saat +4 °C 8 gun 35°C A2
OO0 & .. A3
0] <
O] R1
Kontrol
Al
72 saat +4 °C 12 giin 35 °C A2
A3
R1

Tarla Kosullari

Kapitulum ve ¢igekcik boyutlari belirlenen tarla o6rneklerinin  ylzey sterilizasyonu
gercgeklestirildikten sonra 6 farkli genotip, 3 farkli soguk 6n uygulama, 4 farkli sicak 6n

uygulama ve kontrol gruplari kullanildi (Tablo 3.8.).

Tablo 3.8. Anter kiltiriinde kullanilan genotipler, uygulama cesitleri ("Kontrol: hem soguk
hem sicak uygulama igin ayni kontrol serisi kullaniimisgtir.

Bitki Materyali Soguk On Sicak On
Uygulama Uygulama
G1 (IMI-K2-R-SN-7/15) 74 5amt +4°C | 2.gin 35 °C

G2 (IMi-K2-R-SN-22/15)
G3 (IMi-K2-AD-SN-2/15)

48 saat +4 °C 4 gliin 35°C

G4 (IMi-K2-R-SN-25/15) 72 saat +4 °C 8 giin 35 °C
G5 (SURES K2-R-SN-9/15)
G6 (SURES-K2-AD-SN-2/15) 12 giin 35 °C
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Uygun evredeki mikrosporlari iceren anterler Tablo 3.9.da verilen bitki blylime
duzenleyicilerinin 5 farkli kombinasyonu seklinde hazirlanan MS temel besin ortamlarina
ekildiler. Yapilan ilk denemelerde A5 besin ortaminda verim saglanamayinca besin
ortamlarina A1, A2, A3 ve A4 olarak devam edildi. Baslangi¢ besin ortamlarinda (A1MS-
A5MS) karanlikta bir ay tutulan kultirler daha sonrasinda rejenerasyon besin ortamlarina
(R1IMS-R3MS) (Tablo 3.9.) alindi. Bu besin ortami hazirlanirken MS temel yari kati besin
ortami icerigi kullanildi. Farkh bitki blylime dizenleyicilerle desteklenen kiltirlerden
fizyolojik olarak en iyi sonug¢ veren R3-MS (MS+ 0.5 mg/L Kinetin+ 1g/L PVP) ortami oldugu
saptandi ve alt kultirlemelere bu besiyeri ortamiyla devam edildi. Rejenerasyon ortamina
alinan kutirler 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyoduna alinarak ayda bir alt

kulturlemeler yapildi.

Tablo 3.9. Baglangi¢ ve rejenerasyon besin ortami kombinasyonlari.

Besin Ortami | BA | NAA | 24D | IAA (Homobl;'aBsrsinolid) Tr;n;ti? ZJJ\//LP)
Kodu (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L)
A1-MS 0,5 0,5 - ) ]
A2-MS 05 - 0.5 ) _
A3-MS 05 - - 0.5 _
A4-MS 1 2 - ) _
A5-MS - - ) - 05
R1-MS 01 | 0,001
R2-MS M i
R3-MS o° i
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3.2.2. Mikrospor Kiiltiri lle Haploit Bitkilerin Elde Edilmesi
Elde edilen bu bitki materyalleriyle farkli protokoller uygulanarak gercgeklestirilien mikrospor

kiltari calismalarinda izlenen adimlar Sekil 3.9’da verilmistir.

Bitki materyali temini

|

Ploidi seviyesinin kontrol

!

Kapitulumlarin eldesi

/ \

Tarla kosullar Bitki yetistirme odasi kosullari
(~2ay) | (~3ay)
Uygun tek nukleuslu evrede mikrosporlari iceren kapitulum boyutlarinin belirlenmesi
< \"'9 AT ..'._r]’ “! )

Kapitulumlarin yuzey sterilizasyonu

l

Mikrospor izolasyonu

!

Kallus eldesi

Rejenerasyon eldesi

Sekil 3.9. Mikrospor kiltirt galismasinda izlenen adimlar.

Mikrospor gelisim asamasi belirlenirken mikrospor igeren ¢icekcik boyutunun genotipe, ana
ve yandallara, iklim kosullarina goére degisiklik gdsterdigi saptanmistir.  Bu nedenle
¢alismadan 6nce her kapitulum i¢in mikrospor gelisim asamasi kontrol edilmistir.
Mikrospor kultiri calismalarinda simdiye kadar, asagida detaylari verilen farkli literatirler
takib edilerek gerceklestirildi.
I. Todorova, M., Dahlhoff, M., Friedt, W. (1993) Microspore culture in
sunflower (Helianthus annuus L.). Biotechnol. Biotechnol. Eq. 7: 83-90.
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Uygun evrede olan kafalar %96lik ethanolde 30 sn ardindan NaOCI de 25 dk tutulup
distile suyla yikanarak ylzey steriliasyonu yapilir.

Uygun evrede mikrosporlari iceren gicekgikler 5ml %12 lik sukroz soluyonu ve 1.9 g/lt
ascorbic esit ¢dzeltisine konur.

Cam bagetle ezilir.

22.4 mikometre boyutlu filtreden gegilir.

Santrifuj tlplerine alinir.

icerisinde 3ml sukroz solusyonu ve vitC igeren solusyon eklenir.

Suspansiyon 750 rpm 10dk santrifj edilir

Pellet 6 ml kiiltlr solusyonuyla tekrar ¢ézillr ve santrifj islemi 2 defa tekrar edilir.
Son santrifijin ardindan pelletteki ml basin disen mikrospor miktari saptanir, mi
basina 6 x 10* mikrospor olmalidir.

Sivi besi yerine alinir.

30 °C de karanlikta inkiibe edilir.

3. GUnunde Charcoal igeren besi yerinden Charcoalsiz besi yerine gegilir.

2 gln de bir taze besi yeri eklenir.
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3) Buigslemden sonra 20 um’lik filtreden gegirilir.

4) Ornekler falkon tiiplere alinir.

5) Sonrasinda 3 ml %12’lik sukroz+1.9 g/l askorbik asit ¢ozeltisi eklenir ve 3000 rpm’de
10 dakika santriflj edilir. Supernatant dokulir ve pellet 6 ml besiyerinde ¢ozulur. Bu
¢cOzelti Charcoal iceren kati besiyerine ekilir.

6) Petriler aliminyum folyoya sarilir ve 30 °C ‘deki etiivde 3 giin boyunca bekletilir. Bu 3

glinden sonra 2 glinde bir besiyerlerine 2 ml kiltir besiyeri eklenir.
II. Gurel, A, S. Kontowski, K. Nichterlein, W. Friedt (1991) Embryogenesis In
Microspore Of Sunflower (Helianthus annuus L.). Helia, 14 (14): 123-128).

- Uygun evrede olan kafalar %70’lik etil alkolde 2 dk ardindan %2,5’luk NaOCI de 2 dk
tutulup 2 defa distile suyla yikanarak ytzey steriliasyonu yapilr.
- pHsi 6-6.2 arasinda olan NLN- MS besi yeri kullanilir.
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- Uygun evrede olan kafalar 10ml’lik santrif(ij ttptne alinir.

- Uzerine 1 mI NLN besi yeri konulup cam bagetle ezilir.

- 44 mikometrelik filtreden gegirilir.

- Tup ve filtre 7ml besi yeriyle ¢alkalanir ve slispansiyon yeni bir santrifuj tiptne alinir.
- 30 kafaya ait mikrospor pelleti 350rpm (55g)’de 10dk santrifuj edilip yikanir.

- Olusan pellet 3 ml NLN besi yerinde ¢ozular.

- Suspansiyon 2 petri kabina ekilir.

- Mikrospor yogunlugu ml basina 40.000 olmalidir.

- Mirosporlar 30 C’de 1000 lux 1sik altinda inklbe edilir.

- Kltdr medyalari her giin ayni santrifijleme yontemiyle degistirilir.

lll.  Mohammadi PP, Moieni A, Ebrahimi A ve Javidpar F. (2011). Doubled Haploid Plants
Following Colchicine Treatment of Microspore- Derived Embryos of Oilseed Rape
(Brassica napus L.). Plant Cell Tissue Organ Culture.DOI 10.1007/s11240-011-0036-
2.

- Uygun safhada olan kapitulumlarin ylzey sterilizasyonu yapiimistir.

- Sterilizasyon esnasinda kapitulumlar % 5.25 sodyum hipokloritte ¢alkalanmistir.

- Calkalama igleminin ardindan kapitulumlar iki defa beser dakikalik periyotlarla steril distile
su ile yikanmigtir.

- Steril edilen kapitulumlar stereo mikroskop altinda yapraklarindan ayrilarak aciimig, uygun
boyutta olan yesil- beyaz renkteki cicekgikler secilerek mikrospor izolasyonunda kullaniimak
Uzere steril pens ile ayrilmistir.

1) Cicekgikler % 13 sukroz iceren ve pH’'1 6 olan 30 ml'lik soduk izolasyon besiyerinde cam

baget ve blenderdan gegirilmistir.

2) Suspansiyon filtreden geciriimis ve 4 adet tupe toplamda 50 ml olacak sekilde
suspansiyon falkon tiplere dagitiimistir.
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4) Sonrasinda filtreden gegirilerek 4- 5 ml NLN-13 sivi besiyeri (%13 sukroz) eklenmistir.

5) Mikrospor kdultirlerinin yogunlugunu belirlemek icin bir damla 6rnek alinarak, Thoma

lamina damlatiimis ve hicreler sayilmistir. Aygicedi icin literattirde 6nerilen ve 40.000 olan

mikrospor (ml basina) yogunlugu érneklerde saglanmistir.

6) Kultir 30 °C’de 14 gln sure ile karanlikta inklibasyona birakilmistir.

Lantos, C., Juhasz, A. G., Somogyi, G.,0tvds, K., Vagi, P., Mihdly, R., Kristof, Z.,
Somogyi, N., Pauk, J., 2009. Improvement of isolated microspore culture of pepper (
Capsicum annuum L.) via co-culture with ovary tissues of pepper or wheat. Plant Cell
Tiss. Organ Cult. 97:285- 293.

Uygun safhada olan kapitulumlarin yuzey sterilizasyonu igin kapitulumlar 100 mI’sine
bir iki damla Tween 20 damlatilan %10 ticari sodyum hipoklorit ¢dzeltisi igcinde 15
dakika bekletilmistir.

Ug kez beser dakika olmak (izere steril distile su ile yikanmigtir.

Daha sonra kapitulumlar stereo mikroskop altinda yapraklarindan ayrilarak agilmis,
uygun boyutta olan yesil- beyaz renkteki cicekcikler secilmistir.

Stamenler ¢ikartilip anterler 6n uygulama ortamina aktarilmigtir.

Anterler kultire alinmadan 6nce ilk sicaklik ve 0.3 M mannitol igeren sivi besiyerinde

32 °C’de, karanlik ortamda 7 giin sireyle tutulmustur.
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- Sterilizasyonu ve 0n uygulama iglemi tamamlanan anterler 0.1 mg/l 2,4 D ve 0.2 mg/I
kinetin iceren B5 ortami icinde ezilerek mikrosporlarin serbest hale geg¢mesi
saglanmistir.

- Suspansiyon filtreden (25 pym) gegcirilmis ve falkon tipe aktariimigtir.

- Mikrospor suspansiyonu 900 rpm’de 5 dakika santrifij edilmistir ve supernatant
atilmistir.

- Pellet az miktarda besiyerinde ¢oziindikten sonra her bir petri kabina 2 ml besiyeri
ilave edierek toplam hacim 5 ml'ye tamamlanmistir.

- Mikrospor kiltdrlerinin yogunlugunu belirlemek icin bir damla érnek alinarak Thoma
lamina damlatiilmis ve hlcreler sayilmistir.

- Kiilture ait petriler 25 °C sicaklikta ve karanlik kosullarda 2 ay siire ile sgaalkalamal

inkGbatorde tutulmustur.

Mikrospor izolasyonu igin optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ile ana adimlari Tablo 3.
10.’da verilmistir.
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Tablo 3. 10. Optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ve ana adimlari.

Deneysel Adimlar

Protokol 1
(Gurel ve ark., 1991)

Protokol 2
(Mohammadi, 2011)

Protokol 3
(Todorova ve ark., 2014)

_Protokol 4
(Ozsan, 2014)

Bitki materyalinin
temini

Tarla + Bitki yetistirme odasi kosullari

Tarla + Bitki yetistirme odasi kosullari

Tarla kosullar

Tarla kosullari

Kapitulumlarin
yuzey
sterilizasyonu

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

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

Uygun evredeki kapitulumlar sirasiyla
%96’k etanolde 30 saniye ve %2.5’luk
NaOCl (camasir suyu)’de 25 dakika
tutuldu ve Ug¢ defa beser dakika olmak
Uzere steril distile su ile yikandilar.

Uygun evredeki kapitulumlar 100
ml’sine bir iki damla Tween-20
damlatilan % 10 ticari sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi iginde 15
dakika bekletildi ve ¢ kez her
seferinde beser dakika olmak Uzere

steril distile su ile yikandi.

On uygulama

Anterler kiiltiire alinmadan 6nce ilk
8 giin boyunca + 35°C sicaklik ve
0,3 M mannitol iceren ortamda
bekletildi.

Cicekgikler 1 ml NLN ile 10 ml'lik santrifij
tuplerine alindi ve cam bagetle ezildiler.
Suspansiyon filtreden gegirildi. Tp ve filtre
7 ml NLN besiyeri ile yikandi ve yeni
santrifyj tluplne konularak 350 rpm'de
santrifij edildi (Heraeus Medifuge).Bu
adim modifiye edilerek 1000 rpm’de 15

Cicekgikler %13 sukroz iceren ve pH’i
6 olan soguk izolasyon besiyerinde
blenderdan  gegcirildi  ve  olusan
suspansiyon filtreden gegirildi. Elde
edilen suspansiyon tuplere dagitilarak
1300 rpm’de 4 dakika santrifuj edildi.
Bu adim modifiye edilerek bir kere
daha tekrarlandi. Olusan pellete 25

Binokiler mikroskopta mikrospor gézlenen
boyutta gigekgikler behere alinip 5 ml
%12’lik sukroz ve 1.9 g/l askorbik asit
¢ozeltisinde cam baget ile ezildi.
Sonrasinda 20 mm’lik filtreden gegirilerek
ornekler 18 ml’lik tuplere alindi. TUplere
alinan o6rneklere 3 ml %12’lik sukroz ve
1.9 g/l askorbik asit ¢ozeltisi eklenerek
750 rpm’de 10 dakika, bu adim modifiye

On uygulama gérmiis anterler 10 ml
besiyerinde ezilerek filtreden gegirildi.
Sispansiyon 900 rpm’de 5 dakika
santrifij edildi. Bu adim modifiye
edilerek 3500 rpm’de 15 dakika

igﬂglr;:)slgga :::;Ir(iafﬁ‘jlee:;d(:lgdoi r%n;nctlﬁﬂ;jge:aksllgﬁr:agg ml mikrospor izolasyon sivisi eklendi. | edilerek sonraﬁlnda 3000 rpm’de 15 | santrifiij yapildi. Olusan pellet bir
cicekgigin peIIeti.3 ml NLN iginde coziildi Bu adim iki kere tekrarlandi. Her bir | dakika santrifiij edildi. Supernatant | miktar besiyerinde ¢6ziulip cam
ve cam petriye alindi. Uzerine miktar litreye 40.000 mikrospo_r olacak_ sekilde | dokuldu ve pellet 6 ml kiltir besiyerinde | petriye aktarildi ve Uzerine besiyeri
besiyeri eklendi ve ki]lltijr siirekli 15tk yogunluk kontrol edildi ve mikrospor | ¢ozillerek 3000 rpm’de 10 dakika tekrar eklenerek 5 mlye tamamlandi.
altinda  30°C’de inkiibe edildi. Bir slispansiyonu kiiguk petrilere aktarildi. | santrifuj edildi. Daha sonra Charc_oal Petriler 25 °C’de karanlik kosulda
giinliik kiiltirden sonra yukarlda. tarif S?nrafmda kﬁltl}rler 30 °C’de 14 igt_e'ren kati besiyerine ekildi ve petriler | calkalayici lizerinde bekletildiler.
edilen ek santrifiijlemeyle besiyeri glin siire ile inkiibasyona birakildi. alt_J_minyum__fonoya sarilip 30 °C ‘deki
degistirildi Bu 14 giinden sonra galkalayici agik | etiivde 3 giin boyunca bekletildi. Bu 3
’ halde 25°C’ye transfer edildi. giinden sonra 2 giinde bir besiyerlerine
2 ml kiiltiir besiyeri eklendi.
% 0.1 ve kolsisin iceren NLN besiyeri
hazirlanir ve kotiledon evresindeki
haploid embriyolar dort kolsisin
Kolsisin konsantrasyonu (125, 250, 500 ve
uvaulamasi - 1000 mg/l), i¢ zaman uygulamasi (12, - -
e 24, 36 saat) ve iki sicakilk (8 ve 25 °C)
uygulamalarindan gegirilir. Sonrasinda
embriyolar kolsisin icermeyen NLN
besiyerlerine transfer edildi.
Lo L MS + Gelrite + Charcoal + Sukroz
rejerlfee:giilonu NLN besiyeri NLN besiyeri MS + Gelrite + Sukroz B5 + 0.1 mg/l 2,4 D + 0,2 mg/l kinetin
MS + Sukroz
Organ MS besiyeri Sivi MS (% 2 sukroz, yari MS ve 0.1

rejenerasyonu

mg/l giberellik asit, % 0.7 agar-agar,
pH: 5.8)

MS + Glutamine + Serine

B5 + % 0.8 agar + % 3 sukroz
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3.2.3. Polen Isinlama ile Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi

Projemizin 2. gelisme raporu igin istenen revizyona uygun olarak bu rapor dénemine kadar
haploid bitki elde edilememesi nedeniyle proje dnerimizde anter ve mikrospor kultiru ile
haploid bitkilerin elde edilememesi durumunda B plani olarak i1ginlanmis polen uyartimiyla ve
Isinlanmis polenlerle disi cgiceklerin tozlanmasi yoluyla haploid bitki elde edilmesi yoluna
gidilecedi ve uyartim sonucu olusan haploid embriyolarin bitkiye donusturilebilmesi icin de

devaminda embriyo kltirt yéntemi uygulanacagi bilgisine yer verilmistir.

Bu nedenle 2017 Nisan doneminde isinlanmis polenlerle disi gigeklerin tozlanmasi yoluyla

haploid bitki elde edilmesi ¢alismalarina baslanmistir.

3.2.3.1.Bitkilerin Yetistirilmesi

Proje paydaslarindan olan Trakya Tarimsal Arastirma Enstitisi’ne ait araziye restorer IMI-
K2-R-SN-7/15, IMI-K2-R-SN-22/15, IMI-K2-R-SN-25/15 hatlarina ait materyalin ekimi Nisan
2017 doneminde, SURES-K2-AD-SN-2/15, SURES-K2-R-SN-9/1, IMI-K2-AD-SN-2/15
restorer hatlarina ait materyalin ekimi Mayis 2017 déneminde gergeklestiriimigtir. Ekim
yéntemi siraya ekimdir. Ekim elle ocakvari sekilde yapiimistir. Ocaklardaki fazla bitkiler sonra
seyreltilmistir. Sira Gzeri 30 cm, sira arasi mesafe 70 cm, sira uzunlugu parselde 6 metredir
(Sekil 3.10.). Ayrica projeye CL 069 A ve IMI 044 A materyali de dahil edilerek (stoplazmik
erkek kisir hatlar) yontemin basarisinin belirlenmesine katki saglanmistir. Bu hatlar CMS

oldugundan emaskule edilmesine gerek yoktur.

I (HWIrITin AL )
AR e paaieal 18

\ DRAAMLOAY HAATUAMIR e VITRO

WOWILLARDA O 1IN
wor
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Sekil 3.10. Restorer ve CMS hatlara ait materyalin Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisi’'ne
ait araziye ekimi (A,B, C).
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3.2.3.2. Gigeklerin izolasyonu
Isinlanmig polenlerle tozlanacak proje materyalleri ve CMS hatlar ekimden yaklagik 2 ay
sonra (Sekil 3.11.), ciceklenme dncesi Sekil 3.12.'de de goérildiugu gibi bez torbalar ile izole

edilerek digsaridan polen bulasmasi engellenmistir.

Sekil.3.11. Aycicegi Bitkisinin Fenolojik Donemleri (Alttaki rakamlar ekimden sonraki gunleri
gOstermektedir (BASF, 2008).

Sekil 3.12. Bez torbalar ile gigekleri izole edilen bitkiler.
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3.2.3.3. Emaskiilasyon

Emaskulasyon, alici bitkinin erkek organlarinin bitkiden uzaklastiriimasi ve tozlayici olarak
kullanilacak bitkinin polenlerinin emaskuile edilmis bitkinin disi organlarina bulastiriimasi ile
gerceklestiriimektedir. Emaskulasyon iglemi elle yapilabildigi gibi, son yillarda yeni bir sistem
olarak kimyasal kisirlastirma maddeleri de (Chemical Hybridizing Agent=CHA) yodun olarak
kullaniimaya baglamistir. Bu proje calismasinda el ile emaskiilasyon yapildi. islem sabah
gun aydinlandiktan hemen sonra aygicegi tablasi Uzerindeki cicekcikler agmadan &nce
anterler alinarak gerceklestirildi (Sekil 3.13a). Anterlerin emaskuilasyonu ince uglu pens
yardimi ile yapildi. Olgunlasan cigekciklerdeki batin anterlerin alindigina emin olunduktan
sonra gicek tablasi cesme suyu ile yikanip eger tablada kalan polen var ise bunlarin etkisiz
hale getiriimesi saglandi (Sekil 3.13b.). Tabla Uzerindeki cicekcikler ayni anda
olgunlagsmadigi icin bu islem her gicek basi icin butin gigekcikler emaskuile edilene kadar
gunlik olarak uygulandi. Emaskulasyon islemi sonrasi gigcekleri dis tozlanmadan koruyan
torbalar cicek tablasi tGzeri ya da etrafinda bocek olmadigindan emin olarak kapatildi (Sekil
3.14c.).

.., ——=

e &
N am A

Sekil 3.13. a) El ile emaskullasyon, b) Cesme suyu ile yikama, ¢) Torbalama

3.2.3.4. Polenlerin Toplanmasi ve Isinlanmasi

Isinlama isleminin yapilacagi gun sabah erken saatte Trakya Tarimsal Arastirma
EnstitisU’'ne ait arazide mevcut bitkilerden toplanan aygicegdi polenleri, ayni gin yapilacak
Isinlama islemine kadar +4°C sogutucuda, yoldayken ise buz akdileri ile sogutularak
muhafaza edildi. Isinlama islemi gamma 1sini (y) ile sterilizasyon yapan Gamma-Pak
(Cerkezkoy-Tekirdag) firmasi tesislerinde gergeklestirildi. Isin kaynagi olarak kobalt-60
(Co60) kullaniimig ve projemizde literatur dogrultusunda 500 gy, 750 gy ve 1000 gy olmak
Uzere Ug farkli 1gin dozu kullaniimigtir (Sekil 3.14.). Tablo 3.9.da projemizin bitki materyali,
Ozellikleri ve herbir doz igin kullanilan drnekleri ifade eden gigek tablasi 6rnek kodlarina ait

bilgiler yer almaktadir.
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Tablo 3.11. Calismada kullanilan bitki materyali, 6zellikleri ve uygulanan dozlar ile gicek

kodlart.
) . L icek Kodu (Helianthus:H
Genotipler Ozellikleri cie ( )
500 Gy 750 Gy 1000 Gy
imi grubu  herbisitlere
IMI-K2R-SN-7/15 dayanikls orobansa H11, H4, H15,[H23 , H10, H1
N dayanikli, mildiyoH24, H29
(Emaskiile) o H63 , H16
hastaligina dayanikli
restorer hat.
imi grubu  herbisitlere
dayanikli, orobansa
IMI KZR SN-22/15 dayanikli, mildiydH2, H8, H12  |H30, H68 H25, H64
(Emaskdle) o
hastaligina dayanikli
restorer hat.
i imi grubu  herbisitlere
IMI K2R SN-25/15 dayanikl, orobansalH27, H62 H9, H26 H5 | H7
(Emaskiile)
dayanikli restorer hat.
i imi grubu  herbisitlere
Ml K2AD SN-2/154. ik, orobansalH32, H67 H66 , H3, H6 |H13, H28, H65
(Emaskule)
dayanikli ana hatti.
SU grubu herbisitlere
dayanikli, orobansa
SURES K2AD SN-2/15/ 0o niin mildiyd| H14 H75 H34, H70
(Emaskdle) N
hastaligina dayanikli
restorer hat.
SU grubu herbisitlere
SURES K2R SN-9/15323’:::E::’ °“;:’i?d”i§g H35, H72, H73 |H33, H74 H69, H71
(Emaskiile) yanixdi, YOliso H79 H81
hastaligina dayanikli
restorer hat.
IMI 044 H19, H20, H54,H18, H22, H42,H17, H45, H78,
(CMS) H56, H59, H39,H53, H57, H38,H43, H61, H31,
H44 H77, HG0 H58, H21, H52
IMI 069 H36, H47, H76,H51, H40, H46,
(CMS) HAS HEQ H55, H37, H41
(CSAMMA-PAK (CSAMMA-PAK @AMMA'PAK
P 6.7.2017 mwo 6.7.2017 A 6.7.2017
DO ¢ OOSE NGy) 0,5 kGy [WAr / COSE i) 0.75 kGy mmmn 1 kGy
TESTO053.47-A LEM / FROC. MO TESTO0S3.17-B | o, TEST0053.17-C

GLEM /PRUC A

s

i v T

Sekil 3.14. Isinlanmig aygicegi polenleri ve isinlama dozlar bilgilendirme etiketleri.
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3.2.3.5. Tozlama

Sabah toplanan polenlerin ayni giin 6glene kadar isinlama islemi tamamlanmistir ve
isinlanan polenler bekletimeden &gdleden sonra tarlaya dondlip, tozlastirmalar
gerceklestirildi. Tozlama o6ncesi daha 6nce emaskile edilerek bez torbalar ile kapatilan
bitkilerin bez torbalar acilarak 6érneklerin ta¢ yapraklari ayrildi (Sekil 3.15A.). Daha sonra
Isinlanmis polenler, tac¢ yapraklari ayrilan bu bitkilerin kendi canak yapraklari ile sirtilerek
tozlama islemi gerceklestiriimistir (Sekil 3.15B). Cicek kafalari tozlama sonrasi isinlama
dozu, tarih ve 1slah hatti ismini belirtecek sekilde etiketlendi ve yabanci tozlasmayi énlemek
icin tekrar torbalandi, daha sonra 12-15 giin embriyo olusumu igin beklendi. Aygicegi
tablasindaki gigekcikler distan ice dogru farkli glinlerde agtiklari igin tozlama sonrasi belli bir
glnde alinan cicek tablalarinda farkli gelisme asamasinda bulunun embriyolar mevcuttur.
Dista kalan cgicekciklerden olusan embriyolar gérece i¢ kisimdakilerden daha olgundurlar.
Polenlerin dogada g¢imlenme o&zelliklerini 2-3 gun koruyabildikleri goze alinirsa her cigek
kafasinda tozlasma sonrasi gegen gunin 2 gin éncesindeki embriyo gelisme asamasindaki
embriyolar da tablada bulunmakta oldugu farz edilebilir. Ornegin, tozlasma sonrasi 13. giinde
alinan bir cicek tablasinda tozlagsma sonrasi 11. glndeki kadar gelismis embriyolar da
bulunmaktadir. Tozlama ardindan cgiceklere yabanci polen ulasmasini engellemek igin tekrar

torbalama islemi yapildi.

Sekil 3.15. A) Isinlama 6ncesi tag yapraklarin ayrilmasi, B) Polene bulanmis ¢ganak yapraklar

kullanilarak el ile tozlastirma, C) Tozlama sonrasi torbalanarak disaridan gelecek

polen kaynaklarina karsi izole edilmis gigekler.
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3.2.3.6. Embriyolarin Cikartilmasi ve Kiiltiri
Partenogenik bitki eldesi amaciyla gergeklestirilen doku Kkadltiri ¢alismalari igin uygun

embriyo asamasindaki olgunlasmamis tohumlar materyal olarak kullanildi.

3.2.3.6.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Tozlamalardan 12-20 giin sonra hasat edilen gigek tablalari Marmara Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji Boélimui, Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarina transfer edilmistir.
Uygun safhadaki embriyolari igceren tohumlar c¢iceklerden ayrilir ayrilmaz ylzey
sterilizasyonu icin 2-3 damla Tween 20 iceren %20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisine alindi ve
20 dakika calkalanarak bekletildi. Ardindan tohumlar Gzerinde deterjan kdpugu kalmayana

dek (yaklasik 5-6 defa) steril distile su ile yikandi. Durulanan tohumlar daha sonra steril filtre

kagidi uzerine alinarak kurumalari beklendi (Sekil 3.16.).

\ - . |

Sekil 3.16. Isinlama sonrasi tozlama ile elde edilen olgunlasmamis tohumlarin

aylklanmasi ve yuzey sterilizasyonu.

3.2.3.6.2. Embriyolarin Cikarilmasi ve Uygun Embriyo Asamasinin Belirlenmesi
Sterilizasyon sonrasi kabuklari ayiklanan tohumlarin tohumlar sayilarak steril bir pens ve
bisturi yardimiyla tek tek agilmis ve incelenmistir. Embriyo asamasinin belirlenmesi igin
tohumlarda embriyo kisminin gikartiip stereomikroskopla gézlenmesi siklikla kullanilan bir
yontemdir. Daha o6nce yapilan benzer calismalar i1sidinda uygun embriyo asamasinin
tozlasmadan sonraki 12-20 gun araliginda elde edilebilecegdi belirlendi ve bu glnlerde alinan
ciceklerden elde edilen tohumlar Uzerindeki binokuler mikroskopla (Olympus Binokduler
CKX31 Inverted Mikroskop) yapilan gézlemlerle 6ngéri dogrulandi (Sekil 3.17.).

- TR

Sekil 3.17. tozlasmadan 14 glin sonra IMI 044 (CMS) hattina ait olgunlasmamis embriyolar.
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3.2.3.6.3. Besin Ortamlari ve Kiiltir Kosullari

Embriyo kurtarma calismalarinda bos tohumlar (embriyo igermeyen) atilmig, olgunlagsmamig
embriyolar kurtarilarak, kurtarilan embriyolar énce petri kaplarinda kiltire alinmis ve A
(Aspiroz, 1988), D (Dagustu, 2010) ve FM (Freyssinet, 1988) olmak uzere ug farkli besin
(Tablo 3.9).

mikrogogaltim asamasina gelmesinden sonra ise 5 cm c¢apli ve 9 cm yukseklikteki

ortamindan yararlanilmigtir Embriyolarin  bitkiye doéntsmesi, koklenip
kavanozlara aktariimistir.

Tablo 3.12. Calismada kullanilan besi ortamlari ve igerikleri.

Orfjilian Tuzlar |Vitamin|Sukroz ;;tzlzn?:;zg. Kaynak
A 1/2MS [B5 20 g/L - Aspiroz, 1988
D MS MS 20 g/L - Dagustu, 2010
FM1 MS MS 90 g/L 0.05 mg/L BAP Freyssinet, 1988
FM2 MS MS 30 g/L 0.01 mg/L BAP Freyssinet, 1988
FM3 B5 B5 10 g/L 0.02 mg/L IAA Freyssinet, 1988

Besin Ortaminin Hazirhigi ve Sterilizasyonu: Butin besi ortamlarinda yari katilagtirici
olarak 2,2 g/L konsantrasyonda phytagel kullanildi ve pH, NaOH ve HCl ile 5,7-5,8 araliginda
ayarlandi. Ardindan besin ortamlari 121 °C sicaklikta 3 saat otoklavlanarak sterilizasyonlari
saglandi. Sterilizasyonu tamamlanan besi ortamlarina laminar akigl kabin icerisinde bitki
buyime duzenleyicileri de eklenip petri kaplar (yaklagik 20 ml) ve magenta kutularina
(yaklasik 50 ml) dokulerek katilagsmaya birakilmig, ardindan soguyan kaplarin kapaklari
Ortllerek hava almamasi i¢in parafirm ile agizlari kapatiimis ve kullanilacagi zamana kadar
oda sicakliginda muhafazalari saglandi.
FM prosedurinde ayni gicek tablasi Uzerinde farkli blyime asamalarinda bulunan
embriyolar ve slrgun verip koklenmeyen embriyolar i¢in olmak UGzere 3 farkli besi ortami
FM1

konsantrasyonu igeren ortamdir, FM2 ortami daha az sukroz icermekte ve gorece daha

kullaniimistir. erken asamadaki embriyolar icin kullanilimig yiksek sukroz

olgun embriyolarin kultard i¢in kullanildi. FM3 ise surgun verip kok olusturamayan bitkicikleri

koklendirmede kullanildi.

Stok Bitki Bitki

ambalajlarinin Uzerinde yazan hazirlama sekline uygun olarak 1 mg/ml konsantrasyonda

Biiyiime Diizenleyicilerin Hazirlanmasi: biyime duzenleyicileri

hazirlandi. Bunun igin 100 mg konsantre bitki blyime dizenleyici 5 ml uygun ¢dzlcu ile

(NaOH, EtOH, Distile su) c¢o6zildikten sonra Uzeri distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
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Hazirlanan ¢ozeltinin sterilizasyonu laminar akigl kabinde filtrasyon ile yapildi. Filtre edilen
¢ozelti 2 ml ependorf tlplere alinarak kullanilacagi stireye kadar muhafazasi igin -20°C’lik
dondurucuya alindi.

Kalturler ¢gimlenme icin 25°C sicaklik 6000 lux i1sik siddeti olan kultir odasinda 16/8 saatlik
fotoperiyotta muhafaza edildi (Sekil 3.18.). Petri kaplarinda ¢imlenen embriyolar ayni besi
ortamindan iceren magentalarda altklltire alindi. Cimlenmeyen embriyolar ayda bir
altklltire alindi. Cimlenip glgli kok ve surglin olusturabilen bitkicikler topraga sasirtilip

iklime alistirildi.

TAZE HAVA KLIMA SANTRAL! DEGERLERE

Sekil 3.18. Kiltdrler igcin 25°C sicaklik 6000 lux 1sik siddeti ve 16/8 saatlik fotoperiyot
uygulanan bitki yetistirme odasi (A) ve odanin otomasyon sistemine ait

bilgisayar yazilim kontrol ekrani (B).
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3.2.3.6.4. In Vitro Bitki Geligmeleri ve Dig Kosullara Aligtirma

Saglkl ve gugli kok yapisi olusturabilen slrgtnler kotiledon sonrasi yapraklari olusunca
topraga sasirtilarak aklimatizasyon islemine baslandi. Kiltir ortamindan zarar vermeden
alinan bitkicikler 100 ml toprak igeren viyollere alinip distile su ile sulandi ve Uzerileri beher
ile kapatilip nem oraninin kademeli olarak azaltiimasi saglandi. Birka¢ guin sonra dusik nem
oranina sahip havaya alisan ve biylyen bitkiciklerin Gzerinden beherler alindi ve bitkicikler
daha blylk saksilara tasindi. Viyol yerine saksilara ekilen bitkiciklerin bulundugu ortamdaki
nemi ylksek tutmak icin saksilar stre¢ film ile sarilip bir gin dyle bekletildikten sonra
Uzerlerine birkac delik agilarak kademeli sekilde disik nemli havaya alistiriimalari saglandi
(Sekil 3.19).

Sekil 3.19. In vitro bitkiciklerin besin ortamindan ayiriimasi ve besin ortami kalintilarindan
kurtarma (A,B), steril toprak igeren plastik viollere dikim (C, D, E), dis ortama alstirma (F)

asamalari.

3.3. Dihaploid Bitkilerin Eldesi

Haploid oldugu belirlenip saglikh sekilde aklimatizasyonu saglanan bitkilerin apikal uglari %2
DMSO igeren %0,15'lik kolsisin ¢dzeltisi emdirilmis pamuklar ile 5 saat muamele edildi (Yan
et al. 1985) (Sekil 3.20). Uygulama sonrasi uygun boyuta ulasan yapraklardan érnek
alinarak flow-cytometry yontemi ile tekrar ploidi analizi yapildi. Double-haploid oldugu

belirlenen bitkilerden fertil olanlarinin gigekleri torbalanarak kendillenmeleri saglandi.
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Sekil 3.20. Apikal uglara pamuga emdirilmis kolsisin uygulamasi.

3.4. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Toprag@a alistirilan bitkiciklerin kotiledon sonrasi 2-4 yaprak itibariyle alinan yapraklardan flow
sitometri yontemiyle ve topraga sasirtma sirasinda bitkiciklerden alinan taze kok uclari

kullanilarak yapilan kromozom sayimi yontemiyle bitkiciklerin ploidi seviyesi belirlendi.
3.4.1. Kromozom Analizi

islem igin gerekli somatik kromozomlar kdk ucu meristem hiicrelerinden elde edildi. Bu

calismadaki amag¢ kromozom sayiminin net bir sekilde yapilabilmesidir. Bunun igin

olabildigince fazla hicrenin metafaz | asamasindayken fikse edilebilmesi hedeflendi bu
sebeple de taze kok uglari eksplant olarak segildi. Fiksasyon iglemi icin uygulanan prosedur
asamalari sunlardir:

1. Taze kokler 2 ml ependorflara alinarak tzerlerine %0,04’lik kolsisin ¢cozeltisi eklendi ve
90 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.

2. Ardindan kokler 3/1 oraninda absolut etanol/asetik asit ¢cozeltisinde en az 16 en fazla 24
saat bekletildi.

3. lIslem sonunda énce %96'lik sonra %70’lik etanol gdzeltisi ile yikanan kokler %0,5 lik
pektinaz c¢ozeltisi ile (pH=4,2 sitran tamponunda hazilanan) 37 °C‘de 30 dk muamele
tutuldu.

4. Daha sonra 1N HCI ¢ozeltisine alinan kokler burada bir saat bekletildi.

Ardindan Schiff’s reaktifine alinan koékler karanlik ortamda en az 30 dakika bekletildi.
Sonrasinda lam (zerine alinan kokler Uzerlerine 1 damla %Z2’lik asetoorsein ¢ozeltisi

damlatilarak ezme preparat hazilarndi ve florasan mikroskopta gézlemler gerceklestirildi.
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3.4.2. Flow Analizi

Elde edilen bitkilerin yaprak dokularindan ploidy dizeyleri flow sitometri ydntemiyle, ¢cekirdek
DNA iceriklerinden yararlanilarak saptanmistir. Flow sitometriyle ¢ekirdek DNA analizlerinin
bir kismi, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri BolumU Bitki Genetigi ve
Sitogenetigi Laboratuarinda bulunan PARTEC (CyFlow Space) marka Flow sitometri cihazi
kullanilarak gerceklestirildi, bir kismi ise Marmara Universitesi Mihendislik Fakdltesi
Biyomuhendislik BélimU Bitki Biyoteknolojisi ve Proteomiks Laboratuvarinda bulunan ayni
model Flow sitometri cihazi kullanilarak gerceklestiriimistir. Ornekler istanbul’dan Tekirdag'a
buz akuleri ile sogutularak taginmistir. Olgimlerde standart olarak gavdar kullanimistir.
Analizlerde PARTEC firmasinin Dapi hazir kitleri (CyStein UV Precise P) kullanildi ve Uretici
firmanin protokolu takip edildi (Sekil 3.21). Kullanilan protokoltin adimlari sunlardir:
1. Aycicegi ve gcavdar yapraklarindan 0,5 cm?lik pargalar alinarak tizerlerine 500 pl
Extraction Buffer ilave edilerek plastik petri Gzerinde jilet ile pargalandi.
2. Parcalanma igleminden sonra yaklasik 40 saniye petride bekletilen slispansiyon
ardindan 30 pm’lik filtrelerden gegirilerek tlp igerisine transfer edilmistir.
3. Tup icerisine 2 ml stainin solution (Dapi) ilave edilerek hazirlanan 6rnek 1g1ksiz bir
ortamda 30-60 dk bekletilmistir.

4. Bu surenin sonunda ornekler flow sitometri cihazi ile analiz edilerek degerlendirilmistir.

Sekil 3.21. Flow analizinin adimlari.

3.5. Dihaploid Bitkilerin Dayaniklilik Testleri ile Dogrulanmasi

Elde edilen dihaploid bitkilerin tohumlar Trakya TAE bitki blylitme odasinda saksilara
aktarilarak bitki tohumlarn yetistiriimistir. Yetistirime esnasinda IMI grubu herbisit
uygulanarak dayanikli olanlar belirlenmistirr. IMI grubu herbisitler bitkiler 4-6 yaprakli
oldugunda ve 125 cc dozda bitki yapraklarina puskirtme yoluyla uygulanmistir. IMI grubu
herbisite dayanikliigi uygulamadan 1 ve 2 hafta sonra olmak lzere 1-9 skalasina gore
degerlendirilmistir. Herbisit uygulanan bitkilerin 1-9 skalasina gére “1” degerleri aldigindan
dayanikli oldugu kanitlanmistir.

Ayrica saksllara ekilirken orobang bulastiriimis ve dayanikli tek bitkiler belirlenmigtir.
Orobans tohumlari Trakya’da farkli lokasyonlardan toplanan tohumlarin karigimindan

olusmustur. Yani projede denemede kullanilan orobans tohumu yeni irklarin karigsimindan
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olusmaktadir. Orobansg inokulasyonu yontem bdlumunde de belirtildigi gibi, saksi topragina
karistirlmigtir. Sonra orobang bulasik saksi topragina tohumlar ekilmistir. Orobanglar
genellikle 45-50 glnde toprak ylzeyine ¢ikmakta ve s6z konusu materyalin dayaniklligi
bdylece belirlenmektedir. Bitkiler tohum alana kadar yetistirildiginden dolayr dayanikhlik,

bitkileri s6kerek degil de toprak ylzeyine ¢ikan orobanslarin gézlenmesiyle belirlenmistir.

4. BULGULAR
4. 1. Bitkilerin Yetistirilmesi
Marmara Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bolimi, Bitki Biyoteknolojisi
laboratuvarinda mevcut bitki yetistirme odasi kosullarinda buyutilen 6rnekler (G1:IMI-KO-R-
SN-7/13, G2:IMI-K3-R-SN-8/13, G3:SURES-K5-R-SN-4/13 ve G4:SURES-K0-A-SN-1/13) ve
TTAE binyesindeki tarlaya ekilen farkl genotiplere (G1: SURES K2 AD-SN 2/15, G2: iMi K2
AD-SN 2/15, G3: IMi K2 R-SN 7/15, G4: SURES K2 R-SN 9/15, G5: IMi K2 R-SN 22/15, G6:
iMi K2 R-SN 25/15) ait aycicedi ornekleri kullanildi. In vitro uygulamalarda kullanilacak
kapitulumlarin laboratuvara transferi, tarla kosullarinda aycicegi yetistiriimesi icin uygun iklim
kosullarinin saglandiyi mevsimsel dénemlerde gergeklestirilerek doku kultlrd ¢alismalarina

devam edilmisgtir.

4.2. Haploid Bitki Eldesi
4.2.1. Anter Kiiltiira ile Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi

4.2.1. 1. Kapitulum buyiikligiiniin ve mikrospor gelisim agsamasinin belirlenmesi

Calisilan tarla materyallerinin kapitulum blyUkliginin sera materyali gibi belirli bir aralikta
olmadigi, genotipe, ana kapitulum veya yan kapitulum olmasina, iklimsel kosullara gore
degisiklik gosterdigi gézlemlendi. Buna bagli olarak da mikrosporlarin gelisimlerinin orta-geg
tek nukleuslu evrede oldugu cicekgik boyutunun da her kapitulumda farkli olabilecegdi
g6zlemlendi. Bu yuzden calisilan her kapitulum igin gigekgik boyutu ayri ayri belirlendi.

Bu calismalar yapilirken ezme preparat yontemi kullanildi. Farkhh boyutlarda alinan
tomurcuklarin icerisinden cicekgikler hasat edilip uygun anter boyu saptanmistir. 1-2 cm

araligindaki tomurcuklarda (Sekil 4.1.) uygun safhadaki mikrospor igeren cicekgikler

@ HBoGges

bulunmustur.

Sekil 4.1. Farkh boyut ve safhalardaki aygigegi kapitulumlari.
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Alinan tomurcuklar incelendiginde (Sekil 4.2.) 1,85-2 mm boyutundaki cicekciklerde (a)
uygun evrede mikrosporlarin bulundugu saptanmistir. Mikrosporlarin 1.85mm’den daha

kiigik boyuttaki ciceklerde (b) tetrat halinde, 2mm’den daha buyuk gigekgiklerde (c) ise

polen halinde olduklari gorulda.

c

Sekil 4.2. Farkh boyutlardaki gcicekgikler bunlara ait mikrospor safhalari ve polen
goérindmleri. (a: 2 cm’den kuglk cicekcik ve tetrat gorintist, b: 2 cm
blyUkligindeki cicekgik ve mikrospor gorintisl, c: 2 cm’den buyudk cicekgik ve

polen goérintisu.)

Diger taraftan calisilan tarla materyallerinin kapitulum buyUKkIGginin sera materyali gibi
belirli bir aralikta olmadidi, genotipe, ana kapitulum veya yan kapitulum olmasina, iklimsel
kosullara gore degisiklik gdsterdiginin gézlenmesi nedeniyle anter 6rnekleri ezme preparat
yontemi yanisira parafin metodu ile de incelendi.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde farkli érneklere ait anterlerin embriyolojik gelisim
bakimindan birbirleri arasinda farklilik gdstermedigi belirlendi. Tim Orneklere ait anterler
gelisimin basinda epidermis ile gevrili, yuvarlak-elips seklinde ve meristematik htcrelerden
olusmus homojen bir kitledir. Geligim ilerledikge anterler dort loblu (tetrasporangiyat) hale
gelir (Sekil 4.3A, 4.4A, 4.5A, 4.6A, 4.7A, 4.8A). Her bir anter lobunda 3-4 hipodermal hicre
farkhlasarak arkespor hucrelerini meydana getirir. Bu hilcreler disa dodru anter ceper
tabakalarini, ice dogru sporogen hicreleri vermek Uzere ardisik olarak bélinlr. Birgok
angiospermde oldugu gibi aycicegi anterlerinde de anter ¢eper tabakasi distan igce dogru tek
tabakall epidermis, endotesyum, ara tabaka ve tapetumdan meydana gelir. En i¢ tabaka olan
tapetum tabakasi olgun polen taneleri verecek olan sporogen dokuyu sarar. Gelisimin
basinda sporogen hiicreler birkag mitoz bolinme ile sayilarini artirarak polen (mikrospor)
ana hdcreleri (PAH) olarak farkhlagir. Mayoz bdlinme sirasinda ve mayoz sonrasinda

anterlerde hacimsel olarak bir artma gdzlenir. Gelisim ilerleyip gen¢ mikrosporlar tetrattan
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salindiktan sonra ara tabaka hicre 6limine ugrayarak korelir. Tapetum htcreleri ise hicre
ceperlerini kaybederek gen¢ mikrosporlarin arasina dagilir ve anter lokusunu doldurur.
Epidermis ve endotesyum gelisimin sonuna kadar kalir. Tetrattan salindiktan sonra tek
nukleuslu olan geng¢ mikrospor tanelerinin ekzin geperleri gelismeye baslar. Olgunlagmis bir
aycicegi poleni ekinat tipte ekzin ¢cepere sahiptir. Yapilan sitokimyasal boyamalar sonucunda
anter ceper tabakalarinin ve gen¢ mikrosporlarin ¢dézinmeyen polisakkaritler bakimindan
zengin oldugu belirlendi (Sekil 4.3C, 4.4C, 4.5C, 4.6C, 4.7C, 4.8C). Bunun yaninda geng
mikrosporlarin protein bakimindan anter ceper tabakalarina gére daha zengin oldugu
gOzlendi (Sekil 4.3D, 4.4D, 4.5D, 4.6D, 4.7D, 4.8D).

Sekil 4.3. A. SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde anter genel gorinust. B. SURES K2 AD
SN 2/15 varyetesinde ¢eper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar (ok). C.
SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda gorilen
¢dzinmeyen polisakkaritlerin birikimi. D. SURES K2 AD SN 2/15 varyetesinde
Coomassie parlak mavisi ile boyama sonucunda goérulen protein birikimi.
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Sekil 4.4. A. IMI K2 R SN 7/15 varyetesinde anter genel gorinusu. B. IMI K2 R SN 7/15
varyetesinde ¢eper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar (ok). C. IMI K2 R
SN 7/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda gorilen ¢bézinmeyen
polisakkaritlerin birikimi. D. IMI K2 R SN 7/15 varyetesinde Coomassie parlak
mavisi ile boyama sonucunda goérulen protein birikimi.
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Sekil 4.5. A. IMI K2 AD SN 2/15 varyetesinde anter genel goéranusu. B. IMI K2 AD SN 2/15
varyetesinde ¢eper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar (ok). C. IMI K2 AD
SN 2/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda gérulen ¢dzinmeyen
polisakkaritlerin birikimi. D. IMI K2 AD SN 2/15 varyetesinde Coomassie

parlak mavisi ile boyama sonucunda goérulen protein birikimi.

56



Sekil 4.6. A. SURES K2 R SN 9/15 varyetesinde anter genel gérinisu. B. SURES K2 R SN
9/15 varyetesinde ceper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar (ok). C.
SURES K2 R SN 9/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda gorilen
¢6ziinmeyen polisakkaritlerin birikimi. D. SURES K2 R SN 9/15 varyetesinde

Coomassie parlak mavisi ile boyama sonucunda gorilen protein birikimi.
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Sekil 4.7. A. IMI K2 R SN 25/15 varyetesinde anter genel goérunisi. B. IMI K2 R SN 25/15
varyetesinde ¢eper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar (ok). C. IMI K2 R
SN 25/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda goérulen ¢dzinmeyen
polisakkaritlerin birikimi. D. IMI K2 R SN 25/15 varyetesinde Coomassie parlak

mavisi ile boyama sonucunda gorulen protein birikimi.
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Sekil 4.8. A. IMI K2 R SN 22/15 varyetesinde anter genel gorunisi. B. IMI K2 R SN 22/15
varyetesinde geper tabakalari ve tek nukleuslu mikrosporlar (ok). C. IMI K2 R

SN 22/15 varyetesinde PAS ile boyama sonucunda goérulen ¢dzinmeyen

polisakkaritlerin birikimi. D. IMI K2 R SN 22/15 varyetesinde Coomassie parlak

mavisi ile boyama sonucunda gorulen protein birikimi.

Kromozom Analizleri

GCalismada kullanilan ve bitki
yetistrme odasinda  buyutulen
orneklere ait kromozom analizi
sonucunda tim orneklerin 2n=34
krpmozoma sahip olduklari
belirlendi.

Sekil 4.9. IMI-KO-R-SN-7/13 (A),
IMI-K3-R-SN-8/13 (B), SURES-
K5-R-SN-4/13 (C) ve SURES-KO-
A-SN-1/13 (D) orneklerinde
kromozom analizleri. 2n=34.



Farkli hibritlere ait tarla aygicedi érneklerinin kdklerinden ezme preparat ve karyotip elde
etmek amaciyla koklere uygulanan 6n muamele metotlarindan a-bromonaftalen ve buzlu su

kromozomlarin dagilmayarak yapigkan yiginlar halinde gézlenmesine sebep oldu.

' . >
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Sekil 4.10. a-bromonaftalen (A) ve buzlu su (B) 6n uygulamalarinin kullanimi ile gercgeklestirilen
kromozom analizleri.

Ancak Cuellar ve ark. (1996) gére uygulanan %0,04 Kolhisin 6n muamelesinin aygiceginden
ezme preparat ve karyotip ¢alismalarina uygun kromozom gdérinttleri verdigi belirlendi (Sekil
4.11)).

Sekil 4.11. %0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile SURES-K2-AD-SN-2/15 (A) ve IMI-K2-R-SN-
25/15 (B) orneklerinde ezme preparat yontemi ile gergeklestirilen kromozom analizleri
(2n=34).
Hem bitki blylUtme odasinda hem de tarlada yetistirilen Orneklerde gergeklestirilen
kromozom analizlerinin optimizasyonu c¢alismalari sonucunda %0,04 kolhisin 6n
muamelesinin kullanimi ile yapilan ezme preparat uygulamasinin uygun oldugu gérulda ve
bundan sonraki doku kultirt ¢alismalarinda elde edilecek haploid ve dihaploid bitkilerde de
ilgili protokolin uygulanmasina karar verildi. Hem bitki yetistirme odasinda buydGtilen
orneklerde hem de tarlada yetistirilen drneklere ait tohumlar ¢imlendirilerek elde edilen kok
ucu dokularn kullanilarak gercgeklestiriien kromozom analizleri sonucunda tim o6rneklerin
2n=34 (diploid) olduklari, in vitro anter ve mikrospor kultirt ¢alismalarina baslamadan énce
dogrulanmig oldu. Ayrica IMI-K2-R-SN-25/15 6rneginde %0,04 kolhisin 6n muamelesinin
kullanimi ile yapilan ezme preparat uygulamasindan elde edilen metafaz kromozomlari ile
karyotip analizi de gerceklestirildi (Sekil 4.12-17.). Bu amacgla Kameram yazilim programinin

“karyotip analizi” modulu kullanildi.
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Sekil 4.12. %0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile IMI-K2-R-SN-7/15 6rneginde Kary

A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34, B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun

~o

16 623 I
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icdicagrarn

RAC

sinirlarinin ~ belirlenmesi,
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D

otip analizi:

C: Kromozom kol, boy uzunluklarinin o6lgim sonuglarinin
degerlendirilmesi sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom gifti) ve
karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.
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Sekil 4.13. %0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile SURES-K2-R-SN-9/15 6érneginde karyotip
analizii A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34, B: Yazilim kullanilarak her bir
kromozomun sinirlarinin  belirlenmesi, C: Kromozom kol, boy uzunluklarinin olgim
sonuglarinin degerlendiriimesi sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog
kromozom gifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.
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Sekil 4.14. %0,04 koIhism on muamelesmln kullanimi ile SURES-K2-AD-SN-2/15 6rneginde karyotip
analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34, B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun
sinirlarinin ~ belirlenmesi, C: Kromozom kol, boy uzunluklarinin 6lgim sonuglarinin
degerlendiriimesi sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom gifti) ve
karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.
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Sekil 4.15. %0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile IMI-K2-R-SN-25/15 6rnegdinde karyotip
analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34, B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun
sinirlarinin ~ belirlenmesi, C: Kromozom kol, boy uzunluklarinin d6lgim sonuglarinin
degerlendiriimesi sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom gifti) ve
karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.
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Sekil 4.16. %0,04 Kolhisin on muamelesinin_ kullanimi ile IMI-KZ2-R-SN-22/15 émeginde karyotip

analizi: A: Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34, B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun
C: Kromozom kol,
degerlendiriimesi sonucu homolog kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom gifti) ve
karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.
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Sekil 4.17. %0,04 kolhisin 6n muamelesinin kullanimi ile IMI-K2-AD-SN-2/15 6rneginde karyotip analizi: A:
Metafaz kromozomlarinin eldesi, 2n=34, B: Yazilim kullanilarak her bir kromozomun sinirlarinin
belirlenmesi, C: Kromozom kol, boy uzunluklarinin élgim sonuglarinin dederlendiriimesi sonucu homolog
kromozomlarin belirlenmesi (17 homolog kromozom ¢ifti) ve karyogram eldesi, D: idiogram eldesi.
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Bitki Yetistirme Odasi Kosullari

Ayri ayri genotiplerin farkli 6n uygulamalar ve oksin cesitleriyleandrogenez tizerindeki etkisini
saptamak amaciyla olusan kallus sayisi, embriyojenik kallus sayisl, rejenerasyonun varligi,

yuzde kallus ve yuzde embriyojenik kallus parametreleri degerlendirilmistir (Tablo 4.1,2.).

Tablo 4.1. Farkh dort genotipe ait anterlerin farkli zaman araliklarinda sicak uygulamaya (+35
°C) tabi tutulup degisik oksin gesidi iceren 3 gesit besi ortamina alindiktan sonraki ortalama
anter, kallus, embriyojenik kallus, % kallus, % embriyojenik kallus rejenerasyon
miktari(%kallus=kallus  sayisi/anter sayisi, %embriyojnik kallus=embriyojenik  kallus
sayisi/kallus sayisi) (Tium embriyojenik kalluslar MS4 besin ortamina alinmistir).

Uygulama | Genotip | Hormon | Anter | Kallus Zoallus kEaTubsr' oﬁ’aﬁ&br' Rejenerayon F;ijp.n& % Rej.

MS2 28 |18 64 3 17 0 0

G1 MS1 28 |24 86 8 33 1 Yaprak |13
P MS3 28 |18 64 9 50 0 0
2 MS2 |31 |22 |71 |8 36 0 0
g G2 MS1 31 |23 74 1 4 0 0
5 MS3 31 |8 26 0 0 0 0
é MS2 9 8 89 1 13 0 0

2 G3 MS1 9 7 78 3 43 1 Govde |33
3 MS3 9 6 67 0 0 0 0
o Ms2 |12 |5 PRE 40 0 0
G4 MS1 12 |8 67 3 38 0 0
MS3 12 |10 83 0 0 0 0
MS2 33 |23 70 8 35 0 0

G1 MS1 33 |24 73 8 33 1 Yaprak |13

P MS3 33 |27 82 11 41 2 Yaprak |18
2 MS2 [32 |19 |59 |6 32 0 0
g G2 MS1 32 |25 78 2 8 0 0
5 MS3 32 |9 28 1 11 0 0

% MS2 32 |20 63 1 5 1 Yaprak |100

2 G3 MS1 32 |19 59 6 32 0 0
] MS3 32 |25 78 9 36 0 0
N MS2 31 |17 55 9 53 0 0
G4 MS1 31 |15 48 3 20 0 0
MS3 31 |18 58 6 33 0 0
MS2 20 |10 50 3 30 0 0

é :é( G1 MS1 20 |20 100 |6 30 1 Yaprak |17
% g MS3 20 |6 30 2 33 0 0
o > o MS2 28 |6 21 2 33 0 0
MS1 28 |21 75 3 14 0 0
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MS3 28 |8 29 3 38 0 0
MS2 12 |8 67 2 25 0 0
G3 MS1 12 |10 |83 |4 40 0 0
MS3 12 |8 67 2 25 0 0
MS2 |30 |24 |80 18 75 0 0
G4 MS1 30 21 70 8 38 1 Yaprak |13
MS3 |30 |24 |80 |7 29 0 0
MS2 20 |8 40 |2 25 0 0
Gl MS1 20 |8 40 |3 38 0 0
< MS3 20 |6 30 |3 50 1 Yaprak |33
% MS2 |32 |22 |69 7 32 0 0
] G2 MS1 32 |19 59 1 5 0 0
é MS3 |32 |15 |47 2 13 0 0
S MS2 |32 |23 |72 12 52 1 Yaprak |8
2 G3 MS1I [32 |19 |59 10 53 1 Yaprak |10
3 Ms3 |22 |10 |45 |1 10 0 0
= MS2 12 |10 |83 2 20 1 Yaprak |50
G4 MS1 22 |13 |59 6 46 2 Yaprak |33
MS3 22 15 68 2 13 1 Yaprak |50

Tablo 4.2. Farkh dort genotipe ait anterlerin farkli zaman araliklarinda soguk uygulamaya (+4 °C)
tabi tutulup degisik oksin cesidi iceren 3 c¢esit besin ortamina alindiktan sonraki ortalama anter,
kallus, embriyojenik kallus, % kallus, % embriyojenik kallus ve rejenerasyon miktari (%kallus=kallus
sayisi/anter sayisi, %embriyojnik kallus=embriyojenik kallus sayisi/kallus sayisi) (Tum embriyojenik
kalluslar MS4 besin ortamina alinmistir).

. % Embr. | % Embr. ; Re;j. o ,
Uygulama |Genotip |Hormon |Anter | Kallus Kallus | kallus kallus Rejenerayon yapis| % Rej.
MS2 32 15 47 4 27 1 Yaprak |25
<
= G1 MS1 32 9 28 6 67 0 0
3 MS3 32 8 25 1 13 1 Yaprak | 100
o MS2 33 29 88 0 0 0 0
2 G2 MS1 33 27 82 0 0 0 0
< MS3 33 0 0 0 0 0 0
3 MS2 30 25 83 16 64 0 0
o G3 MS1 30 27 90 15 56 2 Yaprak |13
P MS3 30 12 40 1 8 0 0
< MS2 38 25 66 5 20 0 0
o G4 MS1 38 25 66 0 0 0 0
N MS3 38 14 37 4 29 0 0
< MS2 29 24 83 9 38 0 0
s G1 MS1 34 20 59 6 30 0 0
< MS3 28 15 54 1 7 0 0
3 MS2 33 25 76 0 0 0 0
> G2 MS1 33 14 42 2 14 0 0
2 MS3 33 5 15 1 20 0 0
2 MS2 32 22 69 15 68 0 0
S G3 MS1 34 |22 65 11 50 1 Yaprak |9
2 MS3 34 15 44 5 33 0 0
ke MS2 8 5 63 0 0 0 0
& G4 MS1 8 5 63 2 40 0 0
® MS3 8 5 63 0 0 0 0
QO J MS2 32 12 38g |5 42 0 0
% EEy MS1 32 |13 e |2 15 0 0




MS3 32 9 28 1 11 0 0
MS2 11 9 82 3 33 0 0
G2 MS1 11 0 0 0 0 0 0
MS3 11 0 0 0 0 0 0
MS2 31 26 84 3 12 0 0
G3 MS1 31 0 0 5 0 2 Govde 4
MS3 31 12 39 0 0 0 0
MS2 31 23 74 12 52 0 0
G4 MS1 31 19 61 10 53 0 0
MS3 31 6 19 4 67 0 0

Yapilan galismalar esnasinda kiltlr ortamina alinan anterlerin ilk haftanin bitiminden itibaren

kallus olusturmaya basladiklari saptanmistir. Bu kalluslarin bir kismi embriyogenik yapida

olmasina ragmen bir kismi ise kompakt, diz kallus yapisina sahiptir. Embriyogenik kalluslar

globuler yapida embriyoidler igerip dagilan kumsu bir yapiya sahipken embriyojenik olmayan

kalluslar kompakt ya da stngerimsi yapidadirlar. Embriyogenik kalluslarin bir kismi yaklasik

bir ayin sonunda rejenerasyon yaniti vermistir (Sekil 4.18-22).

Sekil 4.19. IMi K2 R SN 7/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (A), kdk rejenerasyonu (B).
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Sekil 4.20. IMi K2 R SN 22/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (A, B).

Sekil 4.21. IMi K2 R SN 25/15 genotipinden gelisenembriyojenik kallus (A), SURES K2 AD SN
2/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus (B).

Sekil 4.22. SURES K2 R SN 9/15 genotipinden gelisen embriyojenik kallus.

On uygulamalarin % kallus ve % embriyojenik kallus degerleri tizerine etkileri Sekil 4.23-
26’da verilmistir.
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Sekil 4.23. Soguk uygulama ile genotip ve besiyeri iceriklerinin % kallus eldesi Uzerine etkisi.

% EMBRIYOJENIK KALLUS
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Sekil 4.24. Soguk uygulama ile genotip ve besiyeri igeriklerinin % kallus eldesi Uzerine etkisi.
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Sekil 4.25. Sicak uygulama ile genotip ve farkl besiyeri iceriklerinin % kallus eldesi Uzerine

etkisi.

% EMBRIYOJENIK KALLUS
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Sekil 4.26. Sicak uygulama ile genotip ve besiyeri iceriklerinin % embriyogenik kallus eldesi

Uzerine etkisi.
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Tim uygulamalarda genotiplere gore elde edilen % kallus ve % embriyogenik kallus degerleri
Sekil 4.27, 28’de verildi.
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Sekil 4.27. Tum uygulamalarda genotiplere gore elde edilen % kallus oranlari.

% EMBRIYOJENIK KALLUS
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SN-2/15 7/15 22/15 25/15 SN-9/15  AD-SN-2/15

Sekil 4. 28. Tim uygulamalarda genotiplere gore elde edilen % embriyogenik kallus oranlari.

TUm uygulamalarda besiyeri icerigine gére elde edilen % kallus ve % embriyogenik kallus
degerleri Sekil 4.29,30’de verildi.
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Sekil 4.29. TUm uygulamalarda besiyeri icerigine goére elde edilen % kallus oranlari.

% EMBRIYOJENIK KALLUS
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Sekil 4.30. Tum uygulamalarda besiyeri icerigine gore elde edilen % embriyogenik kallus

oranlari.

Yapilan calismalar sonucunda en iyi kallus yizdesini (51,25) A2 besiyeri verirken, bunu
41,66 oranla A3 besiyeri takip etmigtir. En iyi embriyogenik kallus ylzdesini (%75,63) yine A1
besiyeri verirken, bunu %71,62 oranla Al besiyeri takip etmistir. A5 besiyerinde ise tim
uygulamalarda kallus olusumu gézlenmemistir. Genotip baz alarak bakildiginda ise en iyi
kallus yizdesini (%62,5) iMi-K2- AD-SN-2/15 genotipi verirken bunu %55 oranla iMi-K2-R-
SN-7/15 genotipi takip etmigtir. En iyi embriyogenik kallus ylzdesini (%100) SURES-K2-
AD-SN-2/15 genotipi verirken bunu %98 oranla iMi-K2- R-SN-22/15 genotipi takip etmistir.
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Tarla Kosullari

Alti farkh genotip (iIMi K2 R SN 7/15, iIMi K2 R SN 22/15, iMi K2 R SN 25/15, iMi K2 AD SN
2/15, SURES K2 R SN 9/15 ve SURES K2 AD SN 2/15), 7 farkh 6n uygulamasi (2 gin 35°C,
4 gun 35°C' 8 gun 35°C, 12 gun 3°C, 24 saat 4°C, 48 saat 4°C ve 72 saat 4°C) ve 4 farkli
besin ortami uygulamasi (0.5 mg/L BAP+ 0.5 mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP+ 0.5 mg/L I1AA, 0.5
mg/L BAP+ 0.5 mg/L 2,4D, 1 mg/L BAP+ 2 mg/L NAA) ile yapilan anter klttri calismalari
sonucunda elde edilen androgenez uyartimlari incelenerek besin ortamlarina ekilen anter
sayisl, olusan kallus sayisi, embriyogenik olan ve embriyogenik olmayan kallus degerleri
kaydedildi.

Yapilan calismalar esnasinda kultlir ortamina alinan anterlerin ilk haftanin bitiminden itibaren

kallus olusturmaya bagladiklari gézlemlenmistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. 11 gunlik kallus (A),16 gunlik kallus(B),23 gunluk kallus (C),28 glnluk kallus (D).

Bu kalluslarin bir kismi embriyogenik yapida olmasina ragmen bir kismi ise opak, duz kallus
yapisina sahiptir. Embriyojenik kalluslar globuler yapida embriyoidler icerip dagilan kumsu bir
yaplya sahipken embriyojenik olmayan kalluslar kompakt ya da slingerimsi yapidadirlar.
Embriyojenik kalluslarin bir kismi yaklagik bir ayin sonunda rejenerasyon yaniti vermistir.

Ekildikten sonra geligsimleri gozlenen kulturlerde; A2 anterlerden geligen kalluslarin diger
hormon kombinasyonlarini igeren besiyerlerindeki kalluslara gore daha geg¢ gelistigi

gOzlemlenmistir (Sekil 4.32.).
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Sekil 4.32. G6 genotipine ait 4 farkh besin ortamindaki anterlerin 1 aylik geligimleri.

G6 genotipine ait A3 igerikli besin ortamindaki kalluslarin ¢ok blyuk oldugu gézlemlenmistir
(Sekil 4.33.).

Sekil 4.33. G6 genotipine ait A3 ortamindaki kallus 6rnekleri.
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G2 genotipine ait A3 ve A1 icerikli besin ortamindaki kalluslarin sert opak bir yapiya sahip

oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.34.).

Sekil 4.34. G2 genotipine ait kallus drnekleri.

1 ay sonunda farkh kombinasyonlarda embriyojenik kalluslar ve rejenerasyonlar
g6zlemlenmistir. Rejenerasyonlarin yapisi govde ve kok olarak genotip ve besin ortamlarina
bagh degismektedir. Ayni baslangi¢ besin ortamindan gelen galismalarda hem kék hem de

gbvde rejenerasyonu gozlenmektedir (Sekil 4.35-51).

Sekil 4.35. G3 aenotinine ait embrivoienik kallus (A). G5 aenaotinine ait embrivoienik kallus (B).
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Sekil 4.36. G1 genotipinden gelisen; 24 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 48 saat soguk uygulama A4 besin ortami icerigine ait
rejenerasyon (B), 72 saat soduk uygulama A4 besin ortami icerigine ait

Sekil 4.37. G2 genotipinden gelisen; 48 saat soduk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 48 saat soguk uygulama A4 besin ortami icerigine ait
rejenerasyon (B).

Sekil 4.38. G3 genotipinden gelisen; 4 gun sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), G4 genotipinden gelisen, 2 gun sicak uygulama A1
besin ortami igerigine sahip rejenerasyon (B), 2 gin sicak uygulama A1 besin
ortami igerigine sahip rejenerasyon (C).

Sekil 4.39. G5 genotipinden gelisen; 8 gin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 8 gun sicak uygulama A1 besin ortami igerigine ait
rejenerasyon (B), 24 saat soguk uyfulama A4 besin ortami igerigine ait
rejenerasyon (C).



S D TR |
Sekil 4.40. G6 genotipinden gelisen; 4 gln sicak uygulama A4 besin ortami igerigine ait
rejenerasyon (A), 4 glin sicak uygulama A4 besin ortami igeridine ait rejenerasyon (B).

Sekil 4.41. G5 genotipinden gelisen; 24 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 ay sonraki gelisimi (B).

Sekil 4.42. G5 genotipinden gelisen; 4 gin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B), 1 ay sonraki gelisimi (C).
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Sekil 4.43. G2 genotipinden gelisen; 24 saat soguk uygulama A3 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 10 gin sonraki geligimi (B).

Sekil 4.44. G2 genotipinden gelisen; 48 saat soguk uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 6 hafta sonraki gelisimi

©.

Sekil 4.45. G6 genotipinden gelisen; 4 glin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 1 ay sonraki gelisimi (C).

80



Sekil 4.46. G6 genotipinden geligen; ;4 gun sicak uygulama A1 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 1 ay sonraki gelisimi (C).

Sekil 4.47. G6 genotipinden gelisen; 8 glin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 17 gun sonraki geligimi

(©).

Sekil 4.48. G6 genotipinden gelisen; 8 gun sicak uygulama A1 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 1 hafta sonraki gelisimi (B). 17 gln sonraki gelisimi

(©).
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Sekil 4.49. G1 genotipinden gelisen; 2 glin sicak uygulama A4 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 10 guin sonraki gelisimi (B). 3 hafta sonraki gelisimi

©).

Sekil 4.50. G3 genotipinden gelisen; 48 saat soguk uygulama A2 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 24 gun sonraki gelisimi (B).

Sekil 4.51. G6 genotipinden gelisen; 8 glin sicak uygulama A2 besin ortami
icerigine ait rejenerasyon (A), 16 glin sonraki gelisimi (B).

Alti farkh genotip (iIMi K2 R SN 7/15, iIMi K2 R SN 22/15, iMi K2 R SN 25/15, iMi K2 AD SN
2/15, SURES K2 R SN 9/15 ve SURES K2 AD SN 2/15), 7 farkh 6n uygulamasi( 2 gun 35
°C, 4 gun 35°C 8 giin 35 °C, 12 glin 35 °C, 24 saat 4 °C, 48 saat 4 °C ve 72 saat 4 °C) ve 4
farkli besin ortami uygulamasi ( 0.5 mg/L BAP+ 0.5 mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP+ 0.5 mg/L IAA,
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0.5 mg/L BAP+ 0.5 mg/L 2,4D, 1 mg/L BAP+ 2 mg/L NAA) ile yapilan anter kultari
¢alismalari sonucunda elde edilen androgenez uyartimlari incelenerek besin ortamlarina
ekilen anter sayisi, olusan kallus sayisi, embriyogenik olan ve embriyogenik olmayan kallus
degerleri kaydedildi (Tablo 4.3,4).

Tablo 4.3. Farkli genotiplerde farkli zaman araliklarindaki soguk 6n uygulamalar takiben

farkh besin ortamlarindaki ti¢ tekrar sonucundaki ortalama anter, kallus, embriyojenik
kallus, % kallus, % embriyojenik kallus ve rejenerasyon degerleri.

£ £ ~ |2 | §| & 5
2| gle2 & 8| 2|28 Es 2|0 2%
2| 99 I g |ETFIGTE| 8| & 8 >
o 0 W lse | 2| = i
Al |80 |74 |93 |23 31 1 |4 kok
Gl A2 |80 |76 |95 |22 |29 |5 |23 |kok
A3 |80 |71 |89 |20 28 3 |15 kok
A4 |80 |78 |98 |20 (26 |0 |O
Al |60 |45 |75 |17 38 0 |0
G2 A2 |60 |53 |88 |25 (47 |0 |O
A3 |80 |65 |81 |29 45 3 |10 kok
A4 (60 |49 |82 |32 65 0 |0
Al |20 |20 |100 |13 65 0 |0
G4 A2 |20 |14 |70 |8 57 0 |0
A3 |20 |17 |85 |6 35 0 |0
A4 (20 |16 |80 |8 50 |0 |0
Al |60 |45 |75 |31 (69 |1 |3 kok
G5 A2 |60 |29 |48 |22 |76 |0 |O
A3 |60 |34 |57 |23 68 0 |0
A4 |60 |39 |65 |30 |77 |2 |7 kok
Al |40 |25 |63 |22 88 0 |0
G6 A2 (40 |31 |78 |20 |65 |1 |5 gbvde
A3 |40 |37 |93 |15 41 0 |0
A4 (20 |20 |100 |11 55 0 |0
Al |60 |56 |93 |25 |45 |3 |12 |kok
Gl A2 |60 |59 (98 (24 |41 7 |29 kok
A3 |60 |60 |100 |18 |30 |0 |O
A4 (60 |59 |98 |29 49 6 |21 kok
Al |79 |73 |92 |44 60 (4 |9 kok
G2 A2 |81 |79 |98 |57 |72 |1 |2 kok
A3 |80 |78 |98 |28 36 0 |0
A4 |79 |67 |85 |39 |58 |20 |51 |kok
G3 |A1 |20 |18 |90 |5 28 |0 |O
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A2 120 |20 [100 |9 45 |7 |78 |kok
A3 |20 |20 |100 |9 45 |0 |0
A4 20 |20 /100 |6 30 |2 |33 |kok
Al |40 |35 |88 |1 3 1 100 |gbvde
G4 A2 40 |37 |93 |14 |38 |0 |0
A3 |40 |33 |83 |3 9 0 |0
A4 139 |39 |100 |6 15 |0 |0
Al |60 |47 |78 |24 |51 |1 |4 kok
G5 A2 140 |40 |100 |22 |55 |1 |5 kok
A3 |40 |38 |95 |14 |37 |0 |O
A4 160 |46 |77 |26 |57 |0 |0
Al |40 |36 |90 |12 |33 |0 |O
G6 A2 140 |37 |93 |19 |51 |6 |32 |koOk
A3 |40 |40 |100 |8 20 |0 |0
A4 40 (36 |90 |17 |47 |0 |0
Al |60 |56 |93 |21 |38 |0 |O
Gl A2 |60 |55 |92 |31 |56 |0 |O
A3 |60 |56 |93 |30 |54 |2 |7 govde
A4 160 |54 |90 |31 |57 |3 |10 |kok
Al |61 |59 |97 |40 |68 |1 |3 kok
G2 A2 |60 |60 |100 |51 |85 |3 |6 kok
A3 |60 |59 |98 |20 |34 |0 |O
A4 160 |58 |97 |33 |57 |4 |12 |kok
Al |20 |18 |90 |10 |56 |5 |50 |kok
G3 A2 |20 |20 |100 |16 |80 |0 |O
A3 |20 |20 |100 |8 40 |3 |38 | kok
A4 120 |20 100 |5 25 |1 |20 |kok
Al |40 |40 |100 |25 |63 |5 |20 |kok
G6 A2 |40 |38 |95 |36 |95 |1 |3 kok
A3 |40 |39 |98 |27 |69 |0 |O
A4 140 [39 198 |24 |62 |2 |8 kok

Soguk 6n uygulamaya ait érneklerden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde 24 saatlik 6n
uygulamada G3 genotipine ait anterlerin kullanildigi tim besin ortamlarinda ve 72 saatlik 6n
uygulamada G4 ve G5 genotiplerine ait anterlerin kullanildigi tim besin ortamlarinda

kontaminasyon goruldugu icin ilgili degerler kaydedilemedi.
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Tablo 4.4. Farkh genotiplerde farkli zaman araliklarindaki sicak 6n uygulamalari takiben
farkh besin ortamlarindaki ¢ tekrar sonucundaki ortalama anter, kallus, embriyojenik
kallus, % kallus, % embriyojenik kallus ve rejenerasyon degerleri.

SICAK UYGULAMA(+35 °C)
= c c c
o 2% |5 |8 § 8
E| S| 5|5l g 2|8s ool & % &z
Sl el g2 T2 22| 5|5 Sa
2|5 5|25 ¢ g5/ EF gy tg
> o £ A L% u: -% -% -%
S o o o
Al |40 27| 68 | 17 63 1 6 kok
G1 A2 |40|31| 78 | 14 45 0 0
A3 |40/32| 80 | 21 66 2 | 10 kok
A4 |40/ 35| 88 | 21 60 2 | 10 |kok,gdévde
Al |20|20| 100 | 11 55 0 0
G2 A2 40|19 | 48 8 42 0 0
A3 (20|20 | 100 | 12 60 0 0
A4 |20 20| 100 | 11 55 0 0
Al |20 3 | 15 0 0 0 0
G3 | A3 (20| 3 | 15 2 67 0 0
A4 |20 5 | 25 2 40 0 0
Al (20| 9 | 45 7 78 1] 14 gbvde
A2 |30|12| 40 8 67 0 0
G4 A3 |20| 8 | 40 6 75 0 0
A4 130 7 | 23 6 86 0 0
G5 Al (20| 1 5 1 100 1 kok
A4 120 3 | 15 2 67 0 0
Al |(35|32| 91 | 17 53 0 0
G6 A2 20|13 | 65 7 54 0 0
A3 |20|20|100| 14 70 0 0
A4 (30|14 | 47 9 64 0 0
Al (20| 5| 25 4 80 0 0
Gl | A2 (20| 6 | 30 1 17 0
A4 20| 4 | 20 1 25 1 | 100 kok
Al 10| 4 | 40 1 25 0 0
G2 A2 20| 5 | 25 2 40 0 0
A3 |20| 2 | 10 1 50 0 0
A4 20| 1 5 1 100 | O 0
Al |[20|15| 75 8 53 1| 13 kok
G3 A2 |20|10| 50 7 70 3| 43 kok
A3 |20 8 | 40 | 10 | 125 | 1 | 10 kok
A4 12012 | 60 | 12 100 | 2 | 17 |kok,govde
Ga A2 20|17 | 85 9 53 0 0
A4 12017 | 85 5 29 0 0
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Sicak 6n uygulamaya ait érneklerden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde;

- 2 gunluk 6n uygulamada G3 genotipine ait anterlerin kullanildigi A2, G5 genotipine ait
anterlerin kullanildigi A2 ve A3 besin ortamlarinda,

- 4 gunluk 6n uygulamada G1 genotipine ait anterlerin kullanildigi A3, G4 genotipine ait
anterlerin kullanildigi A1 ve A3 besin ortamlarinda,

- 8 gunluk 6n uygulamada G2 genotipine ait anterlerin kullanildigi A3 ve G4 genotipine ait

anterlerin kullanildigi A1 besin ortamlarinda,

- 12 gunlik 6n uygulamada G1, G5 ve G6 genotiplerine ait anterlerin kullanildigi tim besin

ortamlarinda, G4 genotipine ait anterlerin kullanildigi A2 ve A4 besin ortamlarinda

kontaminasyon goruldugu igin ilgili degerler kaydedilemedi.

Soguk ve sicak 6n uygulamalarin, genotiplerin ve baslangi¢c besin ortamlarinin % kallus, %

embriyojenik kallus ve % rejenerasyon degerleri Gzerine etkileri Sekil 4.52-57°de verilmistir.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

%kallus

G1 G2 G3 G4 G5 G6|G1 G2 G3 G4 G5 G6|G1 G2 G3 G4 G5 G6

24 saat sofuk
uygulama

48 saat sofuk
uygulama

72 saat sofuk
uygulama

mA3
m A4

ekil 4.52. Soguk uygulama ile genotip ve farkli besin ortamlarinin % kallus eldesi lzerine
S guk uyg g P

etkisi.
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% kallus

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

mAl

A2

HA3
m A4

G1G2G2GAG5G6|G1 G2G3GAG5G6|G1 G2 G3GAG5G6(G1 G2 G2 GA G566

2 glin sicak 4 gln sicak 8 gln sicak 12 glin sicak
uygulama uygulama uygulama uygulama

Sekil 4.53. Sicak uygulama ile genotip ve farkli besin ortamlarinin % kallus eldesi Gzerine
etkisi.

% embriyojenik kallus

WAl
mA2

mA3
mA4

G1 G2 G3 G4 G5 G6|G1 G2 G3 G4 G5 G6/G1 G2 G3 G4 G5 G6

24 saat sofuk uygulama | 48 saat soguk uygulama |72 saat sofjuk uygulama

Sekil 4.54. Soduk 6n uygulama, genotip ve farkli besin ortamlarinin % embriyojenik kallus
eldesi Gzerine etkisi.
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% embriyojenik kallus
100,00
90,00
80,00
70,00 I
60,00
s000 HH mAL
40,00 mAD
30,00 mA3
20,00 ]
10,00 ' ! AL
0,00 — - .
G1G2G3GAG56GHG1G2G3G4G5 GHG1G2G364G5GH(G1G2G3G4G5G
2 gin sicak 4 giin sicak 8 giin sicak 12 giin sicak
uygularma uygulama uygulama uygulama

Sekil 4.55. Sicak 6n uygulama, genotip ve farkli besin ortamlarinin % embriyojenik kallus
eldesi Gzerine etkisi.

% rejenerasyon

100,00

80,00
60,00 A1
40,00 mA2
20,00 L iy
0,00 j I =0 i I L - ‘_.LI_ A

G1 G2 G3 G4 G5 G6|{G1 G2 G3 G4 G5 G6|G1 G2 G3 G4 G5 Gb

24 saat soguk uygulama/48 saat soguk uygulamal|72 saat soguk uygulama

Sekil 4.56. Soguk 6n uygulama, genotip ve farkh besin ortamlarinin % rejenerasyon Uzerine
etkisi.
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%rejenerasyon

100,00
90,00

80,00

70,00
60,00

HAl

50,00
40,00 HA2

30,00 HA3
20,00 I I m AL

10,00 H
0o U I
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Sekil 4.57. Sicak 6n uygulama, genotip ve farkli besin ortamlarinin % rejenerasyon uzerine
etkisi.

TUim uygulamalarda genotiplere goére elde edilen % kallus, % embriyogenik kallus ve

%rejenerasyon degerleri Sekil 4.58-60’de verildi.

%Kallus

75,00
65,00
55,00
45,00
35,00
25,00

15,00

5,00

-5,00 G1 G2 G3 G4 G5 G6

Sekil 4.58. Besin ortami dikkate alinmaksizin genotipin % kallus Uzerine etkisi.
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ekil 4.59. Besin ortami dikkate alinmaksizin genotipin % embriyojenik kallus tUzerine etkisi.
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Sekil 4.60. Besin ortami dikkate alinmaksizin genotipin % rejenerasyon tzerine etkisi.

Tum uygulamalarda genotipler dikkate alinmaksizin besin ortamlarina gore elde edilen %

kallus, % embriyogenik kallus ve %rejenerasyon degerleri Sekil 4.61-63’de verildi.
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Sekil 4.61. Genotip dikkate alinmaksizin besin ortaminin % kallus Uzerine etkisi.
% Embriyojenik kallus
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Sekil 4.62. Genotip dikkate alinmaksizin besin ortaminin % embriyojenik kallus Uzerine
etkisi.

A3
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Sekil 4.63. Genotip dikkate alinmaksizin besin ortaminin % rejenerasyon Uzerine etkisi.

Ayciceginde farkh én uygulamalar, besin ortamlari ve genotiplerin anter kilttrindeki etkileri

degerlendirildiginde asagida siralanan bulgularin 6n plana ¢iktigi gérulmastar.

Yapilan ©6n uygulamalarin kallus, embriyojenik kallus ve rejenerasyon verileri
incelendiginde tarla materyalinden androgenik bitki Uretiminde soduk 6n uygulamanin

sicak 6n uygulamaya gore daha etkin oldugu saptanmistir.

Soguk (+4°C) 6n uygulamanin kallus olusturma ylzdesinin en dislk (%80.6) 24 saatte,
en yiksek (%96.2) 72 saatte; +35°C sicak 6n uygulamanin kallus olusturma ylUzdesinin en
disik (%23.75) 12 giinde, en ylksek (%58.9) 4 giinde oldugu belirlenmistir. +4°C soguk
On uygulamada elde edilen embriyojenik kallus olustura ylzdesi en dusuk (%39.8) 48
saatte, en yiksek (%58.6) 72 saatte iken; +35 °C sicak 6n uygulamanin embriyojenik
kallus olusturma ylizdesi ise en disuk (%47.8) 12 gunde, en yiksek (%58.7) 8 glindedir.
En iyi rejenerasyon orani (%78.1) 12 gun sicak uygulamada en dusuk rejenerasyon
oraniysa (%8.6) 24 saat soguk uygulamada saptanmistir. Tum parametreler géz éniine
alindiginda galigilan uygulamalar igerisinde 72 saat +4°C soguk 6n uygulamanin en etkin

oldugu goérulmustar.

Besin ortamlari arasinda kallus olusturma ytzdesi en ylksek olan (%74.4) A2, en dusik
olan ise (%67.2) A1 igerikli besin ortamidir. Embriyojenik kallus olusturma ytzdesi en
yuksek olan besin ortami (%64.1) A2, en dusuk olan besin ortami ise (%24) A3 icerikli
besin ortamidir. En iyi rejenerasyon orani (%38.29) A4, en dislk rejenerasyon oraniysa
(%19.62) A2 igerikli besin ortaminda elde edilmigtir. Bu verilere dayanarak A2 bitki
biylme dlzenleyicisi iceren besin ortamlarinin aygiceginde androgenik bitki Gretiminde

etkili oldugu belirlenmistir.
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Calismada kullanilan genotipler degerlendirildiginde ise, kallus olusturma ylzdesi en
yuksek G6 (%84,7), en dusuk G5 (%59.04) genotipine ait iken embriyojenik kallus
parametresi igin en ylksek oran G6 (%65.7), en dusuk G1 (%35.9) genotipine aittir. En iyi
rejenerasyon orani (%71.43) G4 genotipinde, en duslk rejenerasyon oraniysa (12,6) G2
genotipindedir.

Ayrica bu sonuglara ek olarak yapilan ¢alismalar dogrultusunda tarladan alinan érneklerin
taze calisilmasi gerektigine varilmistir. Soguk uygulama tazeligini korumak agisindan etkili
bir yéntem oldugu igin sicak uygulamaya goére daha verimli sonuglar vermektedir.
Ornekler tarladan alindiktan sonra bekledikge canliligini yitirmistir ve bu 6rneklerle
calismak verimi oldukga dusurmekle beraber kontaminasyona neden olmustur. Sicak
uygulamada petrilerin i¢inin buharlasmasi da kontaminasyona neden olan etmenlerden bir
tanesidir.

4.3. Mikrospor Kiiltiirui ile Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi

Mikrospor izolasyonu igin optimizasyonu gercgeklestirilen protokoller ve ana adimlari ile bu
protokollere ait sonuclar Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4. 5. Optimizasyonu gergeklestirilen protokoller ve sonuglari.

Optimizasyonu gergeklestirilen protokollerin ana adimlari ile sonuglari.

Denevsel Protokol 1 Protokol 2 Protokol 3 _Protokol 4
Adlmylar (Gdrel ve ark., (Mohammadi, 2011) | (Todorova ve ark., (Ozsan, 2014)
1991) 2014)
Bitki Tarla + Bitki Tarla + Bitki Tarla kosullari Tarla kosullari
materyalinin yetistirme odasi yetistirme odasi
temini kosullari kosullari
Sonuglar
Ornekler i} Ornekler Ornekler
kontaminasyondan Ornekler kontaminasyondan kontaminasyondan
dolayi kontaminasyondan dolay dolayi
kaybedilmistir. dolayi I kaybedilmigstir.
kaybedilmistir. kaybedilmigtir.
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4.4, Polen Isinlama ile Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi
4.4.1. Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak aygiceg@i hatlarinin ekiminden embriyo kurtarma asamasina uygun
materyalin eldesine kadar olan slreg¢, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitisi tarlalarinda
gerceklestirildi. Ekimden iki ay sonra gicek agma ddénemine giren aygicekleri tomurcuklar
acmadan énce disaridan toz alimini dnlemek igin torbalandi.

Cicekcikler agmaya basladiginda CMS olmayan hatlar ginlik olarak emaskuile edildi. Bu
islem sonucu toplanan polenler isinlama iglemine kadar +4°C'de bekletildi. Polenler bu
sekilde 10 gline kadar saklanabilmekte (isinlama 6ncesi ve sonrasi dahil), 10 glinden sonra
kullanimi tavsiye edilmemektedir. Isinlama icin tek bir hattan elde edilen polenler degil, bircok
hattan elde edilen polenlerin karisimi kullanildi. Polenler tasinirken de buz akuleri ile sogukta
muhafaza edildi. Isinlama icin verilen doz icin gerekli slire radyasyon kaynaginin birim
zamanda yaptigi 1sima miktari Uzerinden hesaplandi. Zamanla radyasyon kaynaginda bir
miktar bozunma oldudu igin 1sima orani degismekte ancak uygulamalar arasi slre o
degisimde anlam ifade edecek kadar uzun olmadigindan her uygulamada ayni sureler
kullanildi. Gamma-Pak sirketi kendi hesaplamalarinda birim 1simay1 2000 g/saat olarak kabul
etmektedir. Buradan isinlama icin gerekli sureler; 500 Gy i¢in 15 dakika, 750 Gy igin 22,5
dakika ve 1000 Gy isinlama icin 30 dakika olarak belirlendi. Dért defa 1sinlama uygulamasi
yapildi. Tozlamalain ¢gogunlugu i1sinlamanin yapildigi gin gerceklestirildi ancak elde kalan
polenlerle sonraki 8. gline kadar diger ciceklerle de tozlama yapildi ve isinlanan polenin
muhafaza 6mri degerlendirildi. Isinlama sonrasi polenler yine +4°C’de muhafaza edildi.
Isinlama ve tozlama uygulamalarinin 6zeti Tablo 4.6’da goérulebilir.

Tablo 4.6. Polen 1sinlama ve tozlama tarihleri ile tozlama yapilan hatlar.

Isinlama Tarihi | Tozlama Tarihi Tozlanan Hatlar

30.06.2017 30.06.2017 H1 - H16 arasi
06.07.2017 |H17 - H35 arasi (H31 harig)
07.07.2017 H31 ve H36 - H40 arasi

06.07.2017
11.07.2017 H41 - H44 arasi
14.07.2017 HA45 - H47 arasi
17.07.2017 H48 - H61 arasi
17.07.2017
21.07.2017 H62 - H75 arasi
28.07.2017 H76 - H78 arasi
28.07.2017
03.08.2017 H79 - H80 arasi
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Cicek kafalar tozlama sonrasi isinlama dozu, tarih ve islah hatti ismini belirtecek sekilde
etiketlendi ve yabanci tozlagsmayi 6nlemek igin tekrar torbalandi, daha sonra 12-15 gln
embriyo olusumu icin beklendi (Tablo 4.7.). ilk 1sinlama uygulamasindan sonra embriyolarin
12-15 gin araliginda ¢ok az gelismis oldugu belirlendigi igin gigek basi alma araligi 20. glne
kadar uzatildi, son isinlama uygulamasindan sonra ise sadece 17-20 gin araligindaki gicek
tablalari alindi. Aycicedi tablasindaki gicekcikler distan ice dogru farkli giinlerde agtiklari igin
tozlama sonrasi belli bir glinde alinan gicek tablalarinda farkl gelisme asamasinda bulunun
embriyolar mevcuttur. Dista kalan cicekciklerden olusan embriyolar goérece ¢

kisimdakilerden daha olgundurlar.
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Tablo 4.7. Tozlama sonrasi gicek kafasi hasat tablosu.

Iginlama Tozlama | 1o Giin | 13. Giin | 14. Giin | 15. Giin | 16. Giin | 17. Giin | 18. Giin | 19. Giin | 20. Giin
Tarihi Tarihi
H14 -
30.06.2017 | 30.06.2017 |HL-H4 |H5-H8 |HO-H13| '
H17- | H20- | H23- | H28- | H32-
06.07.2017 | "\ 119 | H22 | H27 | H30 | H35
H36 -
N 07.07.2017 H31 Sy | 40
o 11.07.2017 H4l -
OF- H44
H45 -
14.07.2017 s
H48 - | H53- | H56- | H59 -
17072017 | 17.07.2007 | 00| oS0 | TR T
H62- | H66- | H70-
17.07.2017 | 21.07.2017 e | o | moe
H77 -
28.07.2017 | 28.07.2017 H76 e
H79 -
03.08.2017 Lo
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4.4.2. Besin Ortamlar ve Kiiltiir Kosullari (Embriyo Kurtarma)

Cicek kafalari tozlasma sonrasi 12. gun itibariyle gunlik olarak, her iginlama dozundan en az
bir kafa olacak sekilde hasat edilip ayni giin icinde Edirne’den istanbul’a génderildi ve
kafalara ayni gln icerisinde embriyo kurtarma islemi uygulandi. Cicek kafalari torbalari ile
birlikte kesildi, yolda kurumasini énlemek icin torbalar ile beraber islatilan cicek kafalarini
soguk tutmak icin kargo icerisine buz akileri de eklendi. Laboratuvara ulasan cicek kafalari

etiketleri ile birlikte fotograflandiktan sonra tohumlar ayiklandi (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. Laboratuvara transferi saglanan ¢icek tablalari.
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Sekil 4.64.Gn devami. Laboratuvara transferi saglanan gigek tablalari.
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Sekil 4.64.Gn devami. Laboratuvara transferi saglanan cicek tablalari.
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Sekil 4.64.Gn devami. Laboratuvara transferi saglanan gicek tablalari.

Aseptik kiltir dncesi tohumlarin ¢genekleri ayrilarak binokller mikroskopta embriyo asamasi
ve embriyo olusup olusmadigi belirlendi. Hem zayif, hem endospor dokusu gelismis
tohumlarda embriyo gbézlendi ancak isinlamadan sonraki gunlerde yapilan tozlamalardan

elde edilen tohumlarda embriyo olusumunun oldukga dustugu belirlendi.

Kuruyan tohumlar steril pensler ile agilarak igerisindeki embriyolar endospermleri ile beraber
cikartilip besi ortamina alindi. Besi ortami igin A, D ve FM (FM1, FM2, FM3 olarak kodlanan
uc farkh prosedur kullanildi ve prosedurler rejenerasyon basarilarina gore degerlendirildi
(Tablo 4.8). En yuksek ¢imlenme orani D besi ortaminda %5,5 olarak elde edildi, A ve FM
prosedurlerinin ¢imlendirme basarisi ise sirasiyla %5,4 ve %1,8 olarak belirlendi. Toplamda
ise 13045 embriyo kulture alinmis 617 adedi ¢cimlenmigstir (Cimlenme %4,73).
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Tablo 4.8. Embriyo kurtarma calismalarinda kullanilan A, D ve FM kodlu besin

ortamlarinda elde edilen ¢cimlenme oranlari.

Kiiltiire Alinan Embriyo

Cimlenen Embriyo Sayisi

Islah Hatlar Sayisi

A D FM A|% |D|%|FM| %

1 IMI K2R SN-7/15 Emaskile 96 172 168 4 41| 9 |52 7 |42
2 |IMI K2R SN-25/15 Emaskdle 340 343 35 41 (12,1115 |4,3| 7 | 20
3 |IMI K2AD SN-2/15 Emaskiile 597 592 0 11 |1,84| 12 2,03 0 | -
4 |IMI K2R SN-22/15 Emaskiile 279 224 64 85 |30,5| 67 [29,9| 27 42,2
5 |[SURES K2R SN-9/15 Emaskile 116 137 0 8 |69| 6 |44 0 | -
6 |[SURES K2AD SN-2/15 Emaskule| 211 210 1 136 64,5/162(76,8/ 1 |100
7 |IMI 044A CMS 2535 2176 1487 | 8 |0,3| 7 [0,3] 3 [0,2
8 |IMI 069A CMS 1247 1206 809 O| -1]11)008 0| -
Toplam 5421 5060 2564 [293|5,41279|55| 45 | 1,8

Embriyolarin ¢imlenmeleri icin gerekli surenin 1-9 hafta araliginda degistigi belirlendi,

endosperm miktari fazla olanlarin gogunlugu daha erken ¢imlense de dormansinin kirilmasi

icin 8-9 haftaya ihtiyag duyan gorece fazla endosperm dokusuna sahip embriyolar da oldugu

tespit edildi. Cimlenen embriyolar magenta kutularindaki
altklttrlendi (Sekil 4.65). Cimlenmeyen embriyolar 30 glnde bir taze ortama alinarak

altkalttrlendi.

besi

ortamlarina alinarak

Sekil 4.65. Kulture alindiktan bir hafta sonra gimlenmis olan embriyolar.

Kdllturler hazirlandiktan sonra 25°C sicaklik 6000 lux 1sik siddeti olan kiltlir odasinda 16/8

saatlik fotoperiyotta muhafaza edildi. Kulturdeki embriyolar, ¢imlenen embriyolar ve topraga

sasirtilan bitkiciklerin hepsi ayni ortamda ayni kosullarda tutuldu. Kultarler ginlik olarak
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kontrol edilip kontamine olanlar atildi ya da altkdlttrlendi, ayrica ¢imlenen embriyolar da
zaman gegcirilmeden altkultarlendi.

Cimlenen her embriyonun ayri bir kapta yetistirimesi aklimatizasyon asamasinda kok
hasarindan kaynaklanan stres ve kayiplari minimuma indirecektir ancak bu secenegin yer
sikintisi ve harcanan sarf malzeme miktarini artirmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir.
Toplam sekiz farkl genotipin (6 emaskile 2 CMS) kullanildig arastirmada 500, 750 ve 1000
Gray i1sin dozlari denenmistir. Calismada tim genotiplerde toplam 13.045 embriyo elde
edilmistir ve bu embriyolarin 617 adedi ¢imlenerek bitkiye donlsmustir. Arastirmada
kullanilan H34 (SURES K2AD SN-2/15 Emaskule 1000 Gy), H43 (IMI 044 CMS 1000 Gy),
H53 (044A CMS 750 Gy) ve H77 ( IMI 044 CMS 750 Gy) genotiplerinde haploid bitkiler elde
edilmistir. Denemede test edilen ¢ I1s1n dozu iginde 750 ve 1000 Gy sonug verirken 500 Gy

uygulanan dozda haploid bitki eldesi i¢in sonu¢ alinamamistir.

4.4.3. In Vitro Bitki Gelismeleri ve Dis Kosullara Alistirma

Kotiledon sonrasi 2-4 yaprakli donemde ve kokleri gugli goérinen bitkicikler topraga
sasirtilarak aklimatizasyon islemine baglandi. ilk topraga sasirtma islemi Kkiiltirde
¢imlendikten sonra kontamine olan H11 bitkiciklerine ve sterilitesi bozulmamis H9
bitkiciklerine uygulandi, Bitkicikler topraga sasirtildiktan sonra sulandi ve saksi streg film ile

sarilarak hizli nem kaybetmesi 6nlendi (Sekil 4.66.).

Sekil 4.66. Topraga sasirtilan orneklerin stre¢ film ile sarilarak hizli nem kaybetmesi

onlenmesi.
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Bitkiciklerin birka¢ gin sonra sorunsuz sekilde buyddugi goézlenince stre¢ film Uzerine
delikler acgilarak kademeli sekilde saksi igerisindeki havanin nemi distrildi ve sonraki birkag
gun icerisinde bitki blylmesinin hala sorunsuzca devam ettigi gdézlenince stre¢ film tamamen
kaldirildi. Boylari uzayan aygigeklerinin raf lambalarina yakin kisimlarinda yanma ve
kurumalar goézlenince raflar biraz 6ne dogru cekilerek 1s13in gelis acisi degistirildi, bu
uygulamayla ek olarak bitkilerin uzamalarini kisitlayan raf mesafesi engeli ortadan kalkmig
oldu.

Kultir odasinin darhidi ve eldeki fide miktarinin fazlaligi sebebiyle bazi saksilara (saksilar
yaklasik 2L toprak icermektedir) 6-7 ye varan sayilarda bitki ekildi. Ayrica ayni sebepten
viyollere ekilen (yaklasik 100 ml topraga) bitkilerin daha genis saksilara sasirtiimasi gecikti.
Bu durum fideleri strese sokarak erken ciceklenmeye gitmelerine sebep oldu. On santimetre
ile yarim metre arasi degisen boylarda bitkilerin gigeklenmeye yoneldigi gozlendi.

Ciceklenen bitkierin tomurcuklari spontan dihaploid olma ihtimali sebebiyle torbalanarak

disaridan toz almalari engellendi (Sekil 4.67.).

Sekil 4.67. Torbalanan gicek kafalari.

Saksilar gun asiri olarak gesme suyu ile sulandi. Uzayan fidelerin bulundugu saksilardaki
toprak miktari saksinin dibine (fideler toprakla beraber kaldirilarak) ve Uzerine toprak
eklenerek artirildi. Viyollerdeki fideler 12-14 litrelik balkon tipi saksilara tekrardan sasirtildi.
Kasim ayi igerisinde (besi ortamindan topraga sasirtildiktan 12-14 hafta sonra) bazi fidelerin

surgln ucu ve giceklerden baglayarak yapraklarla devam edecek sekilde kuruduklari ve sap
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gurimesiydi (topraga temas halindeki bdlgeden). gézlendi. Distile su kullanimi bu sorunun
¢bzumunde de yeterli olmayinca fidelerin fungal kaynakli bir hastaliga yakalandigindan
suiphelenildi. Bu siiphelerimiz Biyoloji Bélimi Ogretim Gérevlilerinden Yard. Dog. Dr. Zeki
Severoglu tarafindan dogrulandi ve hastaligin bertarafi i¢in fungusit kullanimina karar verildi.
Fideler genis spektrumlu bir fungusit olan Conrad SC ile spreylenerek ilaglandi. ilag
solusyonu 1 ml Conrad SC/1L distile su seklinde hazirlandi. Uygulamadan 3-4 gun sonra
ilacin etkisi olumlu olarak gézlendi ancak ¢ok kuruyan bitkiler kaybedilmekten kurtulamadi,
ilac uygulamasindan 11 gln sonra kontrol amaciyla yine bir fungusit olan Topas 100EC ile
bitkiler ilaclandi. Cozelti 0,5 ml Topas 100EC/1L distile su konsantrasyonunda hazirlandi.
Uygulama sonrasi canlihini devam ettirebilen fidelerde sirgliin uzamasi ve yeni yaprak
olusumu gozlendi.

Kontaminasyonun tohum ya da toprak kaynakli oldugu disunaldi. Bu yuzden butin saksilar
ilaclama sonrasi otoklavlanmis toprak ile en az 1 cm kalinhdinda olacak sekilde ortuldl. Besi
ortamindan otoklavlanmis topraga sasirtilan bitkiciklerde ise sap clrimesinin olusmadigi
belirlendi. Kultir odasi tamamen bosaltilarak dnce ticari yuzey temizleyiciler ile temizlendi,
ardindan yuzeyler %70’lik ethanol ¢dzeltisi ile spreylenip silindi. Sonra saksi ve kiiltlrler

tekrar odaya alindi.

4.5. Ploidi Analizleri ve Dihaploid Bitkilerin Elde Edilmesi

Ploidi analizleri i¢in dncelikle kok uclarindan kromozom sayimi yapildi. Besi ortamindan
topraga sasirtilan bitkiciklerin kdk uglarindan alinan &rnekler “Gere¢ ve Yontem”
boéliminde detaylar verilen ezme preparat yontemine gore fikse edildi. Ardindan fikse
edilen koklerden ezme preparatlar hazirlanarak florasan mikroskopta metafaz asamasinda
kromozomlari belirgin olan hicrelerde kromozom sayimi yapildi. Bu iglemin mikroskop ile
gbzlem asamasi uzun surdugu icin butin orneklere uygulanamadi ama haploid oldugu
dusunulen bitkicikler igin bir 6n degerlendirme yapiimis oldu. Kdkten ilk kromozom sayimi
21.07.2017 tarihinde H11 ve H14 kodlu ciceklerden elde edilen bitkiciklerde yapildi ve
bitkiciklerin diploid oldugu belirlendi. Kromozom sayimi gunluk olarak duzenli sekilde
uygulanmaya calisildi. ilk haploid kromozom sayimi ile H34 numarali gigcek kafasindan alinan
embriyodan gelisen bitkide tespit edildi Bu 6rnekte karyotip analizi de gergeklestirildi (Sekil

4.68.). Ancak bitkicik ¢cok zayifti ve blylimesini devam ettiremedi.

Baslangic materyallerinin  ploidi seviyelerinin  2n:34 oldugunun dogrulanmasi igin
gerceklestirilen karyotip analizleri haploid bitki eldesi galismalari sonrasinda elde edilen bitki

ornekleri icin de uygulandi.
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Sekil 4.68. H34 numarali kaynaktan alinan embriyolardan elde edilen haploid bitkiye ait
karyotip analizi.

Flow Analizi

Geligen bitkilerin ploidi seviyesinin belilenmesi amaciyla Namik Kemal Universitesi Ziraat
Fakiltesi Tarla Bitkileri Bolimu Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuarinda bulunan
PARTEC (CyFlow Space) Flow sitometri cihazinda Ploidi analizleri gergeklestirildi (Sekil
4.69,70.). Projemizin son yilindaki flow analizleri ise Marmara Universitesi Mihendislik
Faklltesi 6gretim Gyesi ve projemizde arastirmaci olarak gorev yapan sayin Prof. Dr. Ahu
ALTINKUT UNCUOGLU yénetimindeki Bitki Biyoteknolojisi laboratuvari altyapisina
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kazandirilan ve Namik Kemal Universitesi blinyesindeki cihaz ile tamamen ayni donanima
sahip cihaz ile gergeklestirildi. Analizlerde standart olarak ¢avdar bitkisi kullanildi ve 1 birim
o6rnek - 5 birim cavdar DAPI ile hazirlandi. Soldaki pikler érnedi saddaki pikler gavdari
go6stermektedir.

Uygulamanin bir gin éncesinden, yaprak drnekleri, icerisinde filtre kagidi bulunan plastik
petri kaplarinda islatilarak muhafazaya alindi. Fideler alinan 6rnege gbre numaralandirilip
etiketlendi, kultir kabinda olan bitkilerin kaplarina not diusuldi. Petriler strafor bir tasiyici
iceriside etraflarina buz akuleri konarak soguk tutuldu. Geceyi sogutucuda geciren 6rnekler
ertesi glin yine buz akdleri ile soguk tutularak Tekirdag’a géturildi. ilk analiz 07.09.2017
tarihinde diger iki analiz ise 05.10.2017 ve 15.11.2017 tarihlerinde yapildi.
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Sekil 4.69. Kontrol aycicegdi bitkisinde (A) ve Isinlanmis (1kilogray) polenlerden
partenogenetik gelisen tohumlardan rejenerasyonu saglanan bitkide (IMlI 044-CMS)
(B) flow analizi sonuglari.

107



ilk uygulamada 43 6rnekte ploidi analizi yapildi ve hepsinin 2n kromozoma sahip oldugu

belirlendi. Emaskile hatlar igin kendillenme olasiligi her zaman oldugundan bu hatlarda 2n

bitkiye rastlamak mimkdndur.
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4.70. Kontrol

partenogenetik gelisen tohumlardan rejenerasyonu saglanan bitkide (B) flow
analizi sonuglari.

aycicedi bitkisinde (A) ve Isinlanmis (1kilogray) polenlerden
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ikinci grupta analize gétirilen ornekler (#43) bir énceki uygulama ile ayni sekilde
hazirlanarak etiketlendi ve muhafaza edildi. Bu analizde H77 (iki adet-Sekil 4.71 a-b-c), H53
ve H43 numarali kaynaklardan alinip ¢imlenen bitkiciklerden 4 tanesinin haploid oldugu
belirlendi (Sekil 4.72a,b-4.73a,b).

Sekil 4.72. a)H77 hattindan elde edilen haploid, b)H53 hattindan elde edilen haploid, iki
bitkicik de topraga sasirtma asamasinda kaybedildi.

Sekil 4.73. a)H43 hattindan elde edilen haploid bitkicigin ana stirgind, b)Ayni bitkicigin yan
surgunu
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Uglincli grupta gétiriilen érneklerin (#24) bitiin drneklerin diploid oldugu belirlendi. Hastalik
sonrasi kalan drneklerin flow sitometri analizleri Marmara Universitesi Biyomihendislik
Bolumu Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarina alinan flow sitometri cihazinda devam edildi.

H53 ve H77 numarali hatlardan elde edilen haploidler () hastalik sebebiyle topraga sasirtma
asamasinda kaybedildi. H43 numarali hattan elde edilen haploidin ise kontaminasyon
sebebiyle genotip kaybini dnlemek amaciyla bitkicigin yan strgin ayrilarak baska bir kapta

kiltdre alindi ve ana slrgun ile birlikte koklendirme ¢alismalari devam etmekte.

Kolsisin Uygulamasi:

Saksidaki haploid fidelere analiz sirasinda tomurcuklanmis oldugu icin ana surgune kolsisin
uygulamasi yapillamadi. Bunun vyerine iki adet yan slrglnune kolsisin uygulandi. Ana
surgundeki tomurcuk da yeni strgun gelisimini induklemek igin kopartildi ve birkag¢ gun sonra
bu kisma da kolsisin uygulandi (Sekil 4.74.). Ana strgln ucunda kopartilan tomurcuk yerine
de slrgun yerine tomurcuk gelisimi oldu. Kolsisin uygulanan tomurcuklarin flow sitometri

analizi sonucunda yine haploid oldugu belirlendi.

Sekil 4.74. H77 yan surglnlerine kolgisin ¢ozeltisi emdirilmis pamuk uygulamasi.
4.6.Dihaploit Bitkilerin Dayaniklilik Testleri ile Dogrulanmasi

Haploid teknigiyle elde edilen ve sonra dihaploid olarak saksilara aktarilan bitki tohumlari
Trakya TAE bitki bayltme odasinda yetistiriimigtir. Yetistiriime esnasinda IMI grubu herbisit
uygulanmis ve dayanikh olanlar belirlenmigtir. SU grubu herbisitlere dayanikli materyalde
haploid bitkiler elde edilememistir. Ayrica saksilara ekilirken orobans bulastirimis ve
dayanikli tek bitkiler belirlenmistir. Bu c¢alismalar kis déneminde buyitme odasinda
yapildigindan dolay1 az miktarda tohum elde edilmigtir. Proje sonrasindaki yeni sezonda bu
dayanikli dihaploid bitkilerin tohum gogaltimi yapilarak test hibritleri de olusturulacaktir.

BlyUtme odasinda yetistirilen materyal:
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1. H11/IMI-K2-R-SN-7/15 (750 gray doz uygulanan restorer materyal), iki adet bitki elde
edilmistir. Elde edilen bitkiler IMI grubu herbisitlere ve orobansa dayanikhdir. (H4,
H11).
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2. H68/IMI-K2-R-SN-22/15 (750 gray doz uygulanan restorer materyal), dort adet bitki
elde edilmistir. Elde edilen bitkiler IMI grubu herbisitlere ve orobansa dayanikhdir.
(H68).

3. H70/IMI-K2-AD-SN-2/15 (1000 gray doz uygulanan ana-maintanier materyal), iki adet
bitki elde edilmigtir. Elde edilen bitkiler IMI grubu herbisitlere ve orobansa
dayaniklidir. (H65).
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5. TARTISMA/SONUG

Bu kombinasyonlarda es zamanl olarak anter ve mikrospor kultlrd teknigi ile haploid ve
dihaploid hatlarin elde edilmesi, flow sitometri yontemiyle haploid ve dihaploid hatlarin
seleksiyonu, kromozom analizleri ve elde edilen dihaploid bitkilerin orobang dayanikhihd ve

herbisit dayanikliliklari agisindan kontrol testleri gergeklestirillmistir.

5.1. Haploid Bitkilerin Elde Edilmesi

Tamamlanan bu proje kapsaminda daha énce TTAE tarafindan proje éncesinde melezlenmis
ve herbisitlere dayanikliik bakimindan heterezigot durumdaki farkli kombinasyonlara ait F;
bitkileri materyal olarak kullanildi. Haploid bitki elde edilmesi ¢calismalari kapsaminda invitro
anter ve mikrospor Kkiiltirii gcalismalan gerceklestirildi. Anter ve mikrospor kultarleri igin
hem bitki yetistirme odasi hem de tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerde uygun baslangic
materyali olan ¢gicek tomurcuklarinin (hentz olgunlasmamis ve icerisinde birinci polen mitozu
asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran anterleri igeren tomurcuk-
kapitulum) secimi, c¢icek tomurcuklarina 6n soguk uygulamasi, c¢icek tomurcuklarinin
sterilizasyonu, anter ve mikrosporlarin besi ortamlarina transferi ile organ rejenerasyonu
calismalari gergeklestirilmistir.

Bitki blyUitme odasinda yetistirilen aygicedi anter kiltiriinde 6n uygulama, oksin g¢esidi ve
genotiplerin androgenik bitki olusumuna etkisini belirlemek igin; 7 farkli 6n uygulama (24
saat, 48 saat, 72 saat +4 °C soguk ve 2giin, 4in, 8 glin, 12 giin +35 °C sicak 6n uygulama),
3 farkh oksin ¢esidi (MS1 (0.5 mg/L MS1, 0.5 mg/L BAP), IAA (0.5 mg/L IAA, 0.5 mg/L BAP),
2.4D (0.5 mg/L 2.4D, 0.5 mg/L BAP)), 4 farkli genotip G1: iMi-K0-R-SN-7/13, G2: IMi-K3-R-
SN-8/13, G3: SURES K5-R-SN-4/13, G4: SURES-KO0-AD-SN-1/13 kullaniimistir. Bu kapsam
da en iyi sonug veren aycicedi genotipleri, besin ortami kompozisyonlari ve 6n uygulamalar
belirlenmigtir. Yapilan 6n uygulamalarin kallus, embriyojenik kallus ve rejenerasyon verileri
incelendiginde androgenik bitki Uretiminde sicak 6n uygulamanin soguk on uygulamaya gore
daha etkin oldugu saptanmistir. Kallus olusturma ylzdesi en yuksek (%62) G4 en disik
(%54) G1 genotipine ait iken embriyojenik kallus parametresi i¢in en ylksek yuzde (%37) G3
en dusik (%14) G2 genotipine aittir. En iyi rejenerasyon (%10.42) G1 genotipinde orani en
dusuk rejenerasyon oraniysa G2 genotipindedir. Androgenik bitki Uretimine en iyi cevap
verenin G3 genotipi oldugunu sdyleyebiliriz.

Bitki buyume duzenleyicileri arasinda kallus ve embriyojenik kallus olusturma ylzdesi en
yuksek olan oksin (%65-33) 2.4D (0.5 mg/L 2.4D, 0.5 mg/L BAP) en dusuk olan oksin ise
(%43-20) IAA (0.5 mg/L IAA, 0.5 mg/L BAP) icerikli besin ortamindadir. En iyi rejenerasyon
orani (%7,1) MS1 (0.5 mg/L MS1, 0.5 mg/L BAP), en dusuk rejenerasyon oraniysa (%6,5)
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2.4D (0.5 mg/L 2.4D, 0.5 mg/L BAP) igerikli besin ortamindadir. Bu verilere dayanarak MS1
(0.5 mg/L MS1, 0.5 mg/L BAP) bitki biylme dizenleyicisi iceren besin ortamlarinin
androgenik bitki Gretiminde etkili oldugu belirlenmigtir.

TUm bu etkenlerin birbiriyle etkilesimi incelendiginde ise G3 genotipine ait 12 giin +35 °C
sicak uygulama ile MS1 (0.5 mg/L MS1, 0.5 mg/L BAP) oksin ¢esidi igerikli besin ortaminin
en iyi yanit veren kombinasyon, G2 genotipine ait 24 saat +4 °C soguk uygulama ile IAA (0.5
mg/L IAA, 0.5 mg/L BAP) oksin c¢esidi icerikli besin ortaminin en koéti yanit veren
kombinasyon oldugu saptanmistir.

Projemizde bitki yetistirme odasinda buyutilen bitkilerde gelisen kapitulumlardan elde edilen
uygun evredeki anterlerin az sayida ve beklenen kalitede olmamasi, bu anterlerden izole
edilen mikrosporlarda hedeflenen yogunluga ulasilamamasi gibi nedenlerden dolayi
danismanlarimizin da onerisi ile projemizde baslangic materyali olan kapitulumlarin bitki
yetistirme odasinda degil de tarla kosullarinda elde edilmesinin uygun olacagina karar
verilmigtir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerden alinan gigek
tomurcuklarinin hem anter (uygun evrede mikrospor iceren yeterli sayida) hem de mikrospor
(yeterli yogunlukta) kaltlrt igin daha uygun oldugu goruldd. En iyi kallus ytzdesini (51,25) A2
besiyeri verirken, en iyi embriyojenik kallus yuzdesini (%75,63) yine Al besiyerinde elde
edilmistir. Genotip baz alarak bakildiginda ise en iyi kallus yiizdesini (%62,5) IMi-K2- AD-
SN-2/15 genotipi verirken en iyi embriyokenik kallus yuzdesini (%100) SURES-K2- AD-SN-
2/15 genotipi vermistir. Bu kapsamda farkh 6n uygulamalar, besin ortamlari ve genotiplerin
anter kaltirandeki etkileri degerlendirildiginde en iyi rejenerasyon oranlarinin 12 giin +35 0C
sicak 6n uygulama (%78.1), A4 icerikli besin ortami (%38.29) ve G4 genotipinde (%71.43)
elde edildigi belirlenmistir.

Ayciceginde mikrospor kiiltiirii ile haploid bitki elde edilmesi igin aygicegi ve diger bitkilerde
daha 6nce uygulanmig dort farkh mikrospor kiltlrd protokolt uygulanmistir. Bu dort farkli
protokolden yalnizca Protokol 4 (Ozsan, 2014)'de diger protokollerden farkli olarak anterlere
on uygulama yapilmigtir. Calisilan bu protokollerde mikrospor izolasyonu igin yeterli sayida
cicekciklerin izole edilebilmesi, kapitulum buyutklUkleri, besiyeri igerikleri, uygun mikrospor
safhasi, genotip, embriyo olusumunu uyarici sicaklik ve mannitol 6n uygulamalari gibi farkh
parametreler optimize edilmeye calisiimis ve bunlarin mikrospor kilturii sonuglarina etkileri
incelenmigtir.

Yapilan galismalar sonucunda sadece Protokol 2 (Mohammadi, 2011) ile yapilan galismada
kallus elde edilmigtir. Ancak bu kallusun bulundugu kultir ortami kontaminasyondan dolayi
daha sonra kaybedilmigtir. Bu protokollerde kullanilan NLN besiyerinde bulunan yuksek

oranda sukrozun sekonder metabolitlerin olusumuna sebep olarak kdltlirlerde
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kontaminasyona sebep olabilecegi disinilmustar.

Tarladan ve bitki yetistirme odasindan elde edilen kapitulumlarla yapilan androgenik kalttr
¢alismalarinda hem kapitulumlarin blyUkligi hem de bu kapitulumlardan elde edilen
cicekcik sayisinin farkli olmasi ve de tarladan elde edilen kapitulumlarin daha hizli gelismesi
bu iki kapitulum materyali arasinda 6nemli farkliliklar ortaya koymustur. Tarladan elde edilen
kapitulumlarin boyutlari bitki yetistirme odasindan elde edilen kapitulum boyutlarina goére
daha buyuktur. Dolayisiyla tarladan elde edilen kapitulumlardan elde edilen cgicekgik sayisi
daha fazla olmaktadir. Uygulanan protokollerde mikrospor izolasyonu igin istenilen ortalama
30-40 cicekgik tarladan elde edilen kapitulumlarda saglanmistir. Ancak bitki yetistirme
odasinda elde edilen kapitulumlarda cicekcik sayisi, genotipe gore degiskenlik gostermekle
birlikte, ortalama 10 cicekcik kadardir.

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlist (TTAE) tarafindan yuritilen Glkesel aygicedi islah proje
materyali kullanilarak gergeklestirilen androgenik doku kultlrd ¢calismalari kapsaminda anter
kUlturd ile sdrgun rejenerasyonu ve topraga adaptasyonu, mikrospor kaltiruyle kalllus

rejenerasyonu elde edilmistir.

Projemizin 2. gelisme raporu dénemine gelindiginde bu rapor dénemine kadar anter ve
mikrospor kaltirG calismalari ile haploid bitki elde edilememesi nedeniyle proje dnerimizde
anter ve mikrospor kultirt ile haploid bitkilerin elde edilememesi durumunda B plani olarak
Isinlanmis polen uyartimiyla ve isinlanmis polenlerle disi cigeklerin tozlanmasi yoluyla
haploid bitki elde edilmesi yoluna gidilecedi ve uyartim sonucu olusan haploid embriyolarin
bitkiye donusturulebilmesi icin de devaminda embriyo kultird yéntemi uygulanacagi bilgisine
yer verilmigtir. Bu nedenle 2017 Nisan déneminde isinlanmis polenlerle disi cgiceklerin
tozlanmasi yoluyla haploid bitki elde edilmesi calismalarina baslanmistir. Bu kapsamda
proje paydaslarindan olan Trakya Tarimsal Arastirma Enstitisi’ne ait araziye proje tarla
materyali restorer IMI-K2-R-SN-7/15, IMI-K2-R-SN-22/15, IMI-K2-R-SN-25/15 hatlarinin
ekimi Nisan 2017 déneminde, SURES-K2-AD-SN-2/15, SURES-K2-R-SN-9/1, IMI-K2-AD-
SN-2/15 restorer hatlarinin ekimi Mayis 2017 déneminde gerceklestiriimistir. Ayrica projeye
CL 069 A ve IMI 044 A materyali de dahil edilerek (stoplazmik erkek kisir hatlar) yontemin
basarisinin belirlenmesine katki saglanmistir. Bu hatlar CMS oldugundan emaskile

edilmesine gerek yoktur.

Toplam sekiz farkli genotipin (6 emaskile 2 CMS) kullanildigi arastirmada 500, 750 ve 1000
Gray 1sin dozlari denenmigtir. Calismada tim genotiplerde toplam 13.045 embriyo elde
edilmistir ve bu embriyolarin 617 adedi cimlenerek bitkiye ddénismustir. Arastirmada
kullanilan H34 (SURES K2AD SN-2/15 Emaskile 1000 Gy), H43 (IMI 044 CMS 1000 Gy),
H53 (044A CMS 750 Gy) ve H77 ( IMI 044 CMS 750 Gy) genotiplerinde haploid bitkiler elde
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edilmistir. Denemede test edilen Ug¢ 1sIn dozu iginde 750 ve 1000 Gy sonug verirken 500 Gy

uygulanan dozda haploid bitki eldesi i¢in sonug alinamamistir.

5.2. Dihaploid Bitkilerin Elde Edilmesi
Haploid oldugu belirlenip saglikli sekilde aklimatizasyonu saglanan bitkilerin dihaploid hale
gelmesi i¢in apikal uglari %2 DMSO iceren %0,15’lik kolsisin ¢bzeltisi emdirilmis pamuklar ile
5 saat muamele edildi (Yan et al. 1985). Uygulama sonrasi uygun boyuta ulasan
yapraklardan 6rnek alinarak flow-cytometry yontemi ile tekrar ploidi analizi yapildi ve

orneklerin hala haploid olduklari géralda.

Diger taraftan Isinlanmis polen ile tozlama sonrasi embriyo kultiri ¢calismalari ile flow analizi
ile diploid olduklari belirlenen ve topraga alstirilan IMI-K2-R-SN-7/15, IMI-K2-R-SN-22/15 ve
IMI-K2-AD-SN-2/15 bitkilerden tohum alinarak rejenerasyon suresi kisaltiimistir. Bu diploid
bitkilerin aslinda kendiliginden katlanarak gelisen dihaploid bitkiler oldugu gértlda. Dihaploid

oldugu belirlenen bitkilerden fertil olanlarinin gicekleri torbalanarak kendillenmeleri saglandi.

5.3. Haploit ve Dihaploid Bitkilerin Ploidi Diizeylerinin Belirlenmesi
Elde edilen bitkilerin yaprak dokularindan ploidy duzeyleri flow sitometri ydntemiyle, ¢ekirdek
DNA iceriklerinden yararlanilarak saptanmistir. Flow sitometriyle ¢ekirdek DNA analizlerinin
bir kismi, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii Bitki Genetidi ve
Sitogenetigi Laboratuarinda bulunan PARTEC (CyFlow Space) marka Flow sitometri cihazi
kullanilarak gergeklestirildi, bir kismi ise Marmara Universitesi Muhendislik Fakiiltesi
Biyomuhendislik Bolumu Bitki Biyoteknolojisi ve Proteomiks Laboratuvarinda bulunan ayni
model Flow sitometri cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ornekler istanbul’dan Tekirdag’a
buz akuleri ile sogutularak taginmistir. Olgiimlerde standart olarak gavdar kullaniimistir.
Gelisen bitkilerin ploidi seviyesinin belilenmesi amaciyla Namik Kemal Universitesi Ziraat
Fakultesi Tarla Bitkileri Bolumu Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuarinda bulunan
PARTEC (CyFlow Space) Flow sitometri cihazinda Ploidi analizleri gerceklestirildi (Sekil
4.61.). Analizlerde standart olarak ¢avdar bitkisi kullanildi ve 1 birim érnek - 5 birim ¢avdar
DAPI ile hazirlandi. Soldaki pikler drnegi sagdaki pikler cavdari gostermektedir.
Uygulamanin bir gin éncesinden, yaprak drnekleri, icerisinde filtre kagidi bulunan plastik
petri kaplarinda islatilarak muhafazaya alindi. Fideler alinan érnege goére numaralandirilip
etiketlendi, klltir kabinda olan bitkilerin kaplarina not dusuldi. Petriler strafor bir tasiyici
iceriside etraflarina buz akuleri konarak soguk tutuldu. Geceyi sogutucuda gegciren érnekler
ertesi glin yine buz akiileri ile soguk tutularak Tekirdag'a goturilda. ik analiz 07.09.2017
tarihinde diger iki analiz ise 05.10.2017 ve 15.11.2017 tarihlerinde yapildi.
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ilk uygulamada 43 &érnekte ploidi analizi yapildi ve hepsinin 2n kromozoma sahip oldugu
belirlendi. Emaskile hatlar igin kendillenme olasiidi her zaman oldugundan bu hatlarda 2n
bitkiye rastlamak mumkindir. Bes Ekim’de gergeklestirilen ikinci analize yine 43 drnek
g6turaldd. Bu analizde H77 (iki adet), H53 ve H43 numarali kaynaklardan alinip ¢imlenen

bitkiciklerden 4 tanesinin haploid oldugu belirlendi.

5.4. Dihaploit Bitkilerin Dayaniklilik Testleri ile Dogrulanmasi

Haploid teknigiyle elde edilen ve sonra dihaploid olarak saksilara aktarilan bitki tohumlari
Trakya TAE bitki buyltme odasinda yetistiriimigstir. Yetistiriime esnasinda IMI grubu herbisit
uygulanmis ve dayanikh olanlar belirlenmigtir. SU grubu herbisitlere dayanikli materyalde
haploid bitkiler elde edilememistir. Ayrica saksilara ekilirken orobans bulastirimis ve
dayanikl tek bitkiler belirlenmigtir. Bu calismalar kis doneminde buyltme odasinda
yapildigindan dolayi az miktarda tohum elde edilmistir. Proje sonrasindaki yeni sezonda bu
dayanikli dihaploid bitkilerin tohum ¢ogdaltimi yapilarak test hibritleri de olusturulacaktir.

BlyUtme odasinda yetistirilen materyal:

1. IMI-K2-R-SN-7/15 (750 gray doz uygulanan restorer materyal -H4, H11-), 2 adet
dihaploid bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkiler IMI grubu herbisitlere ve orobansa
dayaniklidir.

2. IMI-K2-R-SN-22/15 (750 gray doz uygulanan restorer materyal -H68-), 4 adet 2 adet
dihaploid bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkiler IMI grubu herbisitlere ve orobansa
dayanikhdir.

3. IMI-K2-AD-SN-2/15 (1000 gray doz uygulanan ana-maintanier materyal -H65-), 2
adet dihaploid bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkiler IMI grubu herbisitlere ve

orobanga dayaniklidir.

Proje sonucuna gére c¢alismalardan proje amacina uygun herbisit ve orobans
herbisitine dayanikli 8 adet imi grubu herbisitlere ve orobansa dayanikli dihaploid bitki
elde edilmigtir.

Ayrica elde edilen bu tek bitkilerin genetik tabaninda mildiyé hastalidina dayanikhlik geni
mevcuttur. Proje sonrasinda tohum cogaltimi tamamlandiktan sonra inokulasyon yoluyla
mildiyd hastaligina kargi test edilerek dayanikhlar belirlenecektir. Mildiyd hastaligi

inokulasyon yoluyla test ¢calismalarinda fazla sayida tohum gerekmektedir.

Projenin ana amaclarindan birisi, aygiceginde haploid teknigini basaril bir sekilde uygulamak
ve bu konuda protokol olusturmaktir. Proje sonunda isinlanmis polen kaltlra teknigi ile

basarili bir sekilde haploid bitkiler ve bunlardan da dihaploid bitkiler elde edilmis, protokol
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olusturulmustur. Bundan sonra aygicedi i1slahinda projede olusturulan protokole gore haploid

teknigi kullanilarak 1slah ¢galismalar yapilabilecektir.

Dihaploit hatlarin elde edilmesine yonelik tekniginin kullaniimasi ile Ulkesel islah projesinin
diger Ulke 1slah programlariyla rekabet glcu artmig olacaktir. Bitki islahi ¢calismalarinda tercih
sebebi olan dihaploit hatlarin olusturulmasi ve bunlarin gesitli biyotik ve abiyotik stres
etmenlerine dayaniklilik igin 1slahta kullanilma potansiyelinin ortaya konmasi konusunda,
ulkemizde ¢ok az sayida ¢alisma ve yetismis insan gucl vardir. Bu nedenle yurGtilen proje
ile proje suresince gorev alan lisansustlu 6grecilerin ve arastirmacilarin bitkilerde s6zl edilen
yontemleri 6grenip uygulamalari mimkin olmus ve bu sayede kritik arastirmaci kitlesinin

olusumuna katki saglanmistir.

Bu proje kapsaminda (anter ve mikrospor kdltlrleri calismalarindan aygiceginde basaril
sonu¢ elde edilememistir) isinlanmis polen kiltiri kullanilarak elde edilen genetik agidan
guvenilir (homozigot dayanikli)) vyerli aycicegi ebeveyn hatlari, projeden sonrada
gerceklestirilecek diger calismalar icin kullanilabilir niteliktedir ve Ulkemiz tarimina
kazandirilacaktir.

Bu noktada proje sonunda elde edilen bilgiler (gerek anter ve mikrospor kultGrintn
optimizasyonu, gerekse 1sinlanmig polen kaltlri optimizasyonu ile kendilenmis saf hatlarin
elde edilmesi), ¢cok sayida ve nitelikli yeni Ar-Ge projelerinin Uretiimesine neden olacak ve
Ulkemizde yapilacak benzer ¢galismalara dncuilik edecektir.

Elde edilen dihaploid hatlarin kombinasyon kabiliyetlerinin iyi cikmasi durumunda hatlar tescil
edilerek aygicedi islahinda hibrit kombinasyonlarinin olusturulmasinda uzun vyillar
kullanilabilme potansiyelindedir. Imi herbisitine ve orobans parazit bitkisine dayanikh bu
dihaploid gen kaynaklarinin milli servet degerinde olan gelecekte yapilacak ¢alismalara yén

verecek olmasi son derece 6nemlidir.
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