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Arastirmada, beyaz bas lahana (B. oleracea var. capitata subvar. alba), yaprak lahana (B. oleracea var.
acephala) ve siis lahanasinda (B. oleracea var. acephala cv. Chidori Red F1) mikrospor kiiltiirii yoluyla
haploid embriyo elde etme olanaklari tizerinde ¢alisilmistir.

Bu amagla NLN-13 ortaminda izole edilip kiiltiire alinan (40.000 mikrospor/ml) mikrosporlara haploid
embriyo olusumunu uyartmak amacryla ilk yil 3 farkli sicaklik ve siire (30°C, 32°C ve 35°C 1-2-3 giin), 3
kolhisin dozu (25 mg/l, 50 mg/l ve 100 mg/l) ve aktif kdmiir (0.1-0.2 ml/petri) uygulamasi yapilmstir. ik
yil denemelerinde ¢ogu uygulamada goriilen enfeksiyon nedeniyle embriyo sayimlari yapilamamistir.
Ikinci y1l denemelerinde 2 sicaklik (32°C ve 35°C’de 2 giin), 2 kolhisin dozu (50 mg/I ve 100 mg/1), ortam
yenileme (NLN-16 / NLN-13, NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-16, NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-13)
ile yaprak lahana (100 Gy, 300 Gy) ve siis lahanasinda (50 Gy, 75 Gy, 100 Gy, 300 Gy) gama 1s1n1
uygulamalarinin mikrospor kiiltiirii yoluyla embriyo uyartimina etkisi arastirilmistir.

12. ve 19. giin sayim ortalamalarina gore, embriyo olusumunu uyartmada yaprak lahanada 35°C (5.0
embriyo/petri), Ercis lahanasinda 32°C (4.3 embriyo/petri) etkili bulunmus, Yalova-1 bas lahana ¢esidi
(32°C-3.2 embriyo/petri, 35°C-2.4 embriyo/petri) ve siis lahanasinin (32°C-7.9 embriyo/petri, 35°C-7.1
embriyo/petri) sicaklik yoniinden segici olmadigi saptanmustir. Kolhisin ve sicaklik uygulamalarinin
birlikte yapildigi denemelerde doz ve sicaklik interaksiyonunun bulunmasi nedeniyle faktorler bagimsiz
degerlendirilememistir. Bununla birlikte Yalova-1 bas lahana ¢esidinde 32°C + 50 mg/l kolhisin (5.3
embriyo/petri), siis lahanasinda 35°C+50 mg/1 kolhisin (9.4 embriyo/petri) uygulamalarinda daha yiiksek
embriyo sayist elde edilmistir. Yaprak ve siis lahanasinda gama 1sin1 uygulamalarinin etkisi de sicakliga
bagh olarak degisim gOstermistir. Isinlanmis tomurcuklarin 4°C’de kuru ve sivi (NLN-13) ortamda
bekletildigi uygulamalardan yaprak lahanada kuru, siis lahanasinda ise sivi kosullarda bekletmenin yine
sicakliga bagli olarak uyartimi saglamada etkisi goriilmiistiir. Ortam yenileme uygulamalarinin etkisi
lahana tiirlerine gore farklilik gostermekle birlikte kolhisin katilmis ortam yenileme uygulamasinin (Ercis
lahanasinda 3.9 embriyo/petri) daha etkili olabilecegi goriilmiistir. Siis lahanasi ise ortam yenileme
uygulamasina olumlu cevap vermemistir.

Nisan 2010, 96 sayfa

Anahtar Kelimeler: Brassica oleracea, Mikrospor Kiiltiirii, Embriyo Uyartimi, Sicaklik Soku, Kolhisin,
Ortam Yenileme, Gama Igint
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In this study, the possibility to obtain haploid embryo using microspore culture in white head cabbage
(B.oleracea var. capitata subvar. alba), kale (B.oleracea var. acephala) and ornamental kale (B.oleracea
var. acephala cv. Chidori Red F1) was determined.

For this reason, in order to promote haploid embryo production, microspores cultured in NLN-13 medium
(40.000 microspores/ml) were treated with 3 different temperatures and periods (30°C, 32°C and 35°C for
1-2-3 days), three colchicine doses (25 mg/l, 50 mg/l and 100 mg/l) and activated charcoal (0.1-0.2 ml/petri
dish) in the first year. Due to the infections in most of the treatments, embryo countings could not be
performed. In the second year of the experiments, the effect of 2 temperatures (2 days in 32°C and 35 °C),
2 colchicine doses (50mg/l and 100 mg/l), refreshing media (NLN-16/NLN-13, NLN-16+50 mg/I
colchicine / NLN-16, NLN-16+50 mg/I colchicine / NLN-13) and gamma treatments (100 Gy, 300 Gy) in
kale and (50 Gy, 75 Gy, 100 Gy, 300 Gy) in ornamental kales were tested on embryo induction by
microspore culture.

According to the mean countings of 12th and 19th days, 35°C in kales (5.0 embryo/petri dish), 32°C in
Ercis cabbage (4.3 embryo/petri dish) was found effective, while Yalova-1 head cabbage cultivar (32°C-3.2
embryo/petri dish, 35°C-2.4 embryo/petri dish) and ornamental kales (32°C-7.9 embryo/petri dish, 35°C-
7.1 embryo/petri dish) were not selective in terms of temperature. Due to the presence of dose and
temperature interaction with experiments conducted in combination with colchicine and heat treatments, the
factors could not be evaluated independently. In addition, higher number of embryos were obtained in
Yalova-1 head cabbage cultivar at 32°C + 50 mg/1 colchicine (5.3 embryo/petri dish), and ornamental kales
at 35°C+50 mg/l colchicine (9.4 embryo/petri dish). The effect of gamma radiation varied according to
temperature in kale and ornamental kale. Among treatments where irradiated buds were maintained at 4°C
in dry and liquid (NLN-13) conditions, maintaining kales in dry conditions and ornamental kales in liquid
conditions were effective in embryo induction depending on the temperature. It was determined that the
effect of medium refreshment was variable depending on different species and inclusion of colchicine to
the medium refreshment was more effective in (Ercis cabbage, 3.9 embryo/petri dish). Medium refreshment
was not effective in ornamental kales.

April 2010, 96 pages
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ABA Absizik asit

AC Aktif kdmiir

AgNO; Glimiis nitrat

BAP Benzilaminopiirin

BA Benziladenin

B5 Gamborg besin ortami (1968)
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NLN Nitsch ve Nitsch (1967) tarafindan gelistirilen Lichter (1981, 1982)
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vii



ul

uM

t

KH,PO4
KNO;
CaNO3.4H,0
MgS0,.7H,0
CuS04.5H,0
CoCl,.6H,0
H3BO3
MnS0O,.4H,0
CaCl,2H,0
NHiNO;
NaFeEDTA
Na,M004.H,0
ZnS04.7H,0
N

PS

Gy

PEG

NAA

uv

Mikrolitre
Mikromolar
Ton

Potasyum fosfat
Potasyum nitrat

Kalsiyum nitrat tetrahidrat

Magnezyum siilfat hekzahidrat

Bakir siilfat pentahidrat
Kobalt kloriir heptahidart
Borik asit

Mangan siilfat tetrahidrat
Kalsiyum Kloriir dihidrat
Amonyum nitrat
Sodyum demir etta
Disodyum molibdat hidrat
Cinko siilfat hekzahidrat
Izolasyon sayisi

Petri say1s1

Gray

Polietilen glikol

Naftelen asetik asit
Rejenerasyon

Ultraviyole

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1 Mikrospor kiiltiirli ve anter kiiltliriiniin sematik gosterimi........................... 3
Sekil 3.1 Dikim sonras1 gelismekte olan bitkilerin tarladaki goriiniimii......................31
Sekil 3.2.a. Lahana, b. siis lahanas1 bitkilerinin genel gortintimii................................32
Sekil 3.3 Serada hendeklere dikilen kokli lahana bitkileri.................cocooviiiiniininnn, 33
Sekil 3.4.a. Araziye dikilen lahana bitkileri, b. kis1 arazide gegiren siis lahanalari.........34
Sekil 3.5 ikinci yil araziye ¢ikarilamayip serada kislatilan bitkiler........................... 34
Sekil 3.6 Filtrasyon iinitesi ve kabin i¢inde besin ortaminin sterilizasyonunun

VaAPIIIST. e 38
Sekil 3.7 Mikrospor silispansiyonunun siiziilmesinde kullanilan elek sistemi................38
Sekil 3.8 Santrifiij isleminin yapiliSi.........oooiiriiiiiii e 38
Sekil 3.9 Santrifiij islemi sonucunda ¢okelen mikrosporlar...................ooooeiiiiiinn, 38
Sekil 3.10 Thoma laminin yandan gorinlisli...........oevieiitiiiiiiiii e, 39
Sekil 3.11 Thoma lamindaki sayim yapilan kareler.....................oo 40
Sekil 3.12 Inkiibatdrde beklemeye alinan petriler................ccoveueiuiiniineieiniiniin, 41
Sekil 3.13 Orbital ¢alkalayici lizerine alian petriler................c.oooiiiiiiiiiiii i, 41

Sekil 3.14 Kolhisin katilmis ortamlardaki mikrosporlarin orbital ¢alkalayicidaki
GOTUNUIMUL ..ottt et et e e et e e e 43

Sekil 4.1 Asetokarminle boyanmis: a. tetrat asamasi (Yalova-1, 2. gelisme donemi),

b. tek ¢ekirdekli mikrosporlar (yaprak lahana, 1. gelisme donemi)................ 49
Sekil 4.2 DAPI ile boyanmus: a. tek ¢ekirdekli mikrospor (Yalova-1, 2.

gelisme donemi), b. olgun polen (siis lahanasi, 3. gelisme dénemi)............... 50
Sekil 4.3 Kiiltiire alinan mikrosporlarda 28 giin sonra goriilen: a. simetrik ¢ekirdek

boliinmesi (32°C 2 giin + kontrol, Yalova-1), b. ¢cok ¢ekirdekli yap1

(32°C 2 giin + 50 mg kolhisin, siis lahanasi), €. ¢oklu hiicre grubu (32°C

2 giin + kontrol, yaprak lahana) ve d. ¢coklu hiicre yapis1 (32°C 3 giin +

25 mg kolhisin, yaprak lahana)..................cooi 50
Sekil 4.4 Farkli gelisme donemine ait tomurcuklar....................oooiiiiiiiiii i, o1
Sekil 4.5 Cigek salkimi tizerinde tomurcuklarin dizilisi ve i¢ halkadaki tomurcuklar.....52

Sekil 4.6 Kiiltiir ortaminda FDA ile boyanmis canli mikrosporlar........................... 53



Sekil 4.7 Mikrospor kiiltiirlinde 28 giin sonra goriilen: a. yiirek sekilli embriyo
(32°C 2 giin + 50 mg/l kolhisin, yaprak lahana), b. yiirek sekilli embriyo
(35°C 2 giin +kontrol, siis lahanasi), ¢. globular embriyolar (32°C 2 giin +
kontrol, yaprak lahana), d. gelismis embriyo (35°C 1 giin + kontrol, siis
JahANAST) . ...t 55
Sekil 4.8 Kiiltiir stiresinin 12. giiniinde goriilen: a. yiirek sekilli embriyo (32°C +
50 mg/l kolhisin Yalova-1), b. torpido embriyo (35°C + kontrol,
Yalova-1), c. torpido embriyo (32°C + kontrol, Ercis lahanasi1),19
giinliik embriyolar: d. anormal embriyo (32°C + kontrol, Ercis lahanast),
e. torpido embriyo (32°C + 50 mg/l kolhisin, Yalova-1), f. yiiriiyen ¢ubuk
sekilli embriyo (32°C + 50 mg/l kolhisin, Yalova-1)................ccccooeennni 59
Sekil 4.9 Yaprak lahanada farkli kolhisin doz ortalamalarinin embriyo sayisina
BEKIST. e 61
Sekil 4.10 12 giinliik anormal embriyolar: a. 35°C + 100 mg/l kolhisin, b. 32°C +
100 mg/1 kolhisin, 19 giinliik anormal embriyolar: c., d. ve e. 32°C + 100 mg/I
kolhisin, f. 35°C + 100 mg/l kolhisin.............cooeviiiiiiiiiiiiiiiianes 62
Sekil 4.11 Siis lahanasinda farkli kolhisin doz ortalamalarinin embriyo sayisina
BEKIST. « e, 64
Sekil 4.12 Siis lahanasinda 12 giinliik: a. gelismis embriyo (32°C + kontrol),
19 giinliik: b. yiiriiyen ¢ubuk sekilli embriyo (32°C+ kontrol),
c. gelismis embriyo (32°C + 50 mg/l kolhisin), d. gelismis embriyo

(B2°C + KONMIOI) ..t 65
Sekil 4.13 12 giinliik: a. torpido embriyo (32°C + 100 Gy-kuru), b. anormal embriyo

(35°C + 300 GY-KUIU) . ..o vt 68
Sekil 4.14 12 giinliik: a. torpido embriyo (32°C + 300 Gy), b. anormal

EMDBDIIYO 32°C H75 GY )ittt e e 70

Sekil 4.15 a., b., ¢. Farklilasmis yapilar (32°C + 50 Gy-siv1), d. ezilmemis
anter dokusu, e. 12 giinliik geg torpido embriyo, f. 19 giinliikk gelismis
embriyo (32°C + 50 GY SIVI)..uuiini ittt e e 73

Sekil 4.16 Cimlendirme ortamina aktarilan yapilarda enfeksiyon olusumu.................77



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 2.1 Farkli Brassica tiirlerinde embriyo olusumunu uyarici stres uygulamalari...15
Cizelge 3.1 Lahanalarda ekim ve dikim zamanlari ile dikilen toplam bitki sayisi......... 31

Cizelge 3.2 Mikrospor izolasyonu ve kiiltiire alinmasinda kullanilan sivi NLN-13

ortaminin bileSimi. ... ...t e, 37
Cizelge 3.3 Lahana tiirlerinde kullanilan sicaklik uygulamalari.............................. 42
Cizelge 3.4 Denemelerde yer alan kolhisin uygulamalari...........................oe 44
Cizelge 3.5 Denemelerde yer alan besin ortami yenileme uygulamalari..................... 46
Cizelge 4.1 Lahana tiirlerinde tomurcuk iriligine gore tomurcuk 6zellikleri............... 48
Cizelge 4.2 i1k y1l denemelerinde umutvar bulunan uygulamalar............................. 54
Cizelge 4.3 Lahana tiirlerinde sicaklik sokunun embriyo sayisina etkisi (12. giin)......... 56
Cizelge 4.4 Lahana tiirlerinde sicaklik sokunun embriyo sayisina etkisi (19. giin)......... 57

Cizelge 4.5 Bas lahanada (Yalova-1 ve Ercis) farkli sicaklik ve kolhisin dozu
uygulamalarinin embriyo sayisina etkisi (12. glin)..............cooviiininnn. 58
Cizelge 4.6 Bas lahanada (Yalova-1 ve Ercis) farkli sicaklik ve kolhisin dozu
uygulamalarinin embriyo sayisina etkisi (19. glin)..............c.ccovviiiinnnn. 58
Cizelge 4.7 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin
embriyo sayisina etkisi (12. glin)..........coooiiiiiiiiiiiii e, 60
Cizelge 4.8 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin
embriyo sayisina etkisi (19. glin)..........coooviiiiiiiiiii i 60
Cizelge 4.9 Siis lahanasinda farkli sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin
embriyo sayisina etkisi (12. glin).............ccooeiiiiiiiiiiiiiii .03
Cizelge 4.10 Siis lahanasinda farkl sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin
embriyo sayisina etkisi (19. glin)..............ooeiiiiiiiiiiiieeeceeeeene.... 04
Cizelge 4.11 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina
etKiST (12, GUN). et 66
Cizelge 4.12 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina
etkisi (19, @UN)..oviii i e O T
Cizelge 4.13 Yaprak lahanada farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin

embriyo sayisina etkisi (12. glin)...........cooooiiiiiiiiiiiii e, 67

Xi



Cizelge 4.14 Yaprak lahanada farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin

embriyo sayisina etkisi (19. glin)...........c.oooiiiiiiiiiiiiie e, 68
Cizelge 4.15 Siis lahanasinda farkli sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina

CtKIST (12, @UN). . ettt e e 69
Cizelge 4.16 Siis lahanasinda farkl sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina

etkist (19, GUN). .ttt 70
Cizelge 4.17 Siis lahanasinda farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin

embriyo sayisina etkisi (12. glin)........ooveiviiiiiiiiiiiiiii e, 71
Cizelge 4.18 Siis lahanasinda farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin

embriyo sayisina etkisi (19. glin)...........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiie, 72
Cizelge 4.19 Farkli lahana tiirlerinde ortam yenileme uygulamalarinin embriyo

sayisina etkisi (12. gln).......oooeiiiiii e 74
Cizelge 4.20 Farkli lahana tiirlerinde ortam yenileme uygulamalarinin embriyo

sayisina etkisi (19. glin).........oooiuiiiiiiii e 75
Cizelge 4.21 Uygulamalara gore ¢imlendirme ortamina aktarilan embriyo sayilar1 ve

gelisme durumlart ... ... 76

xii



1. GIRIS

Lahana grubu sebzeler, serin iklim sebze tiirleri yetistiriciliginde 6nemli bir paya sahip
olan ve en fazla iiretimi yapilan sebze tiirleridir. Ulkemizde lahana grubu sebzelerin
(beyaz bas lahana, kirmizi lahana, yaprak lahana, briiksel lahanasi) toplam tiretimi
674.017 t olup, bu iiretimin 487.744 t’u beyaz bag lahana, 80.225 t’u yaprak lahana,
104.583 t’u kirmiz1 lahana ve 1.465 t’u da briiksel lahanasina aittir. Yapragi yenen
sebzelerin {iiretimi ise toplam 1.459.058 t’dur (Anonymous 2008). Ge¢mis yillarda
lahanalar tilkemizde iireticiye yiiksek gelir getiren tiirler olmamasina ragmen, son
yillarda oOzellikle saglik degerlerinin 6n plana c¢ikarilmasiyla pazar degerleri de
yukselmistir. Siis lahanalar1 da lilkemizde siis bitkisi olarak yaygin bir sekilde kullanim
alan1 bulmasina ragmen, istatistiklerde iiretim miktar1 ile ilgili herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Ancak konuyla ilgili yapilan arastirmalar sonucunda, Ankara
genelinde 150.000-200.000 adet siis lahanas1 fidesinin dikildigi belirlenmistir. Ozellikle
i¢ bolgelerimizdeki belediyelerin de siis lahanasi talepleri diisiiniildiigiinde, bu sayinin

1.000.000 adetin iizerinde olabilecegi tahmin edilmektedir (Yanmaz ve Tuncer 2008).

Ulkemiz lahana {iretimi yoniinden zengin oldugu kadar gen kaynaklar1 ydniinden de
zengindir (Yanmaz vd. 2000, Balkaya vd. 2005). Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen
tiirler olmalara karsin, 1slah ¢alismalariin uzun yillar almasi, hibrid {iretiminin
zorlugu ve yavashgi, yurt disindan tohum girisi nedeniyle bu tiirler {izerinde yapilan
1slah calismalarinin ¢ok az ve yetersiz oldugu goriilmektedir (Yanmaz vd. 2002). Uriin
kalitesinin ylikseltilebilmesi i¢in kaliteli ¢esit gelistirilmesi lahana islahinin amaglari
arasinda yer almaktadir. Ulkemizde lahana gen kaynaklarinin toplanmasi ve cesit
gelistirilmesi amaciyla Ege Bolgesi (Salk 1982), Marmara Bolgesi (Simsek ve Siirmeli
1991) ve Dogu Anadolu Bolgesi’nde (Alan ve Padem 1995) calismalar yapilmis ve bu
calismalar sonucunda bugiline kadar ancak 2 tane beyaz bas lahana ¢esidi (Yalova 1 ve
Yalova) tescil edilmis; 4 adet F1 (Cerox, Hinova, Cabton, Bowie), 5 adet standart beyaz
bas lahana ¢esidi (Bayrakli 85, Atlas, Globe Master, Grandslam, Ancoma) ise standart
tohumluk kayd: altina alinmistir. Ulkemizde heniiz gelistirilmis olan hibrit lahana ¢esidi
ise bulunmamaktadir. Bununla birlikte Tarim Bakanligit TAGEM biinyesinde 1999

yilindan beri Tarim Bakanlig1 ile ortaklasa yiirlitiilen projede lahana hibritlerinin



gelistirilmesi ic¢in saf hat gelistirme ¢alismalar1 devam ettirilmekte ve hibrit lahana
gelistirme projesi kapsaminda 1slah edilmis lahana hatlar1 da bulunmaktadir. Gelistirilen
hatlarla hibrit kombinasyonlari olusturulmaya baglanmistir. Ancak klasik 1slah
yontemleri kullanilarak devam ettirilen 1slah ¢alismalar1 sonucunda ancak 5. ve 6.

kendileme generasyonlarina ulasilmistir.

Yaprak lahanada ise, TUBITAK tarafindan destek goren seleksiyon g¢alismalari ile
Karadeniz Boélgesi’ndeki yaprak lahana gen kaynaklari toplanmis ve tiiketime uygun
tipler belirlenmistir (Balkaya ve Yanmaz 2005). Su anda se¢ilen hatlardan 3 tanesi tescil
denemelerine sunulmustur. Ancak lahanalarin yabanci tozlanma oraninin yiiksek olmasi
ve 2 yilda bir tohum alma zorunlulugu nedeniyle islah caligmalar1 ¢ok yavas
ilerlemektedir. Oysa tiiketici tercihleri ¢ok hizli degisim gosterebilmektedir. Bu nedenle
1slah caligmalarinin siiresini kisaltmak, cesit adaylarini ve ozellikle hibrit 1slahinda

kullanilan ebeveynlerin saf hatlarini kisa siirede elde etmek biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Giliniimiizde ¢esit gelistirme calismalarinda kullanilacak homozigot saf hatlarin daha
kisa siirede elde edilmesini saglamak amaciyla dihaploidler (Doubled haploids) 6nemli
avantaj saglamaktadir. Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklar1 bitki
tiiriiniin gamet hiicrelerinde bulunan kromozom sayisi kadar olan bitkilere haploid bitki
ad1 verilmektedir. Haploid bitkiler, homolog kromozomlardan sadece bir takimini
icerdiginden, resesif genlerin etkisi ilk generasyonda ortaya cikabilmekte ve bu

ozellikleri ile genetik, sitogenetik ve 1slah ¢alismalarinda 6nemli yer tutmaktadirlar.

Haploid bitkilerin 1slah programlarinda kullanilabilmesi i¢in bunlarin yeniden verimli
diploid bitkilere doniistiiriilmeleri gerekmektedir. Haploid bir bitkinin kromozom
sayisinin baz1 kimyasal maddelerle katlanmasi sonucu, tiirlin normal kromozom
sayisina yeniden kavusturulmasi ve mutlak homozigot bitkilerin elde edilmesine
dihaplodizasyon, bu yolla gelistirilen hatlara da dihaploid hat denilmektedir.
Dihaploidizasyon teknigi; arpa, bugday, musir, ¢eltik, kolza, biber, patlican, Brassica

tiirleri, gerbara, kavun, karpuz, kabakta yaygin olarak kullanilmaktadir.



Giiniimlizde haploid bitkiler; erkek gametin baslangic materyali olarak kullanildigi
androgenetik yontemler (anter ve mikrospor kiltlirii) ve disi gametin baslangic
materyali olarak kullanildig1r ginogenetik yontemler (yumurta (oviil) ve yumurtalik
(ovaryum) kiiltiirii, kromozom eliminasyonu, eksik veya yetersiz polenlerle tozlama) ile
elde edilebilmektedir. Ancak her tiirde dihaploidizasyon yoluyla saf hat gelistirilmesi
saglanamamakta, tiiriin dihaploidizasyona yatkinligir énemli rol oynamaktadir. Ayrica
her tiir farkli dihaploidizasyon tekniginin kullamlmasini isteyebilmektedir. Ornegin;
lahana grubu tiirler anter ve mikrospor kiiltiiriine cevap verirken kabakgil tiirlerinde
ginogenezis basarili olabilmektedir. Ancak Brassica oleracea’ nin bir¢ok formunda;
lahanada (Roulund vd. 1991, Dias ve Martin 1999, Yanmaz vd. 2002) briiksel
lahanasinda (Ockendon 1984, Biddington ve Robinson 1991) ve brokolide (Arnison vd.
1990, Paksoy vd. 1995) anter kiiltlirii calismalar1 yapilmis, ancak embriyo olusum
yiizdesinin diisiik olmasi, Brassica cinsi igine giren bu tiirlerde anter kiiltiiriiniin 1slah
programlarinda kullanimmi smirlandirmistir. Oysaki Brassica’larda, Gramineae’lerde
ve Nicotiana’da mikrospor kiiltiirii ¢aligmalar1 anter kiiltiiriiyle karsilastirildiginda daha
basarili bir teknik olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Bajaj 1990). Anter kiiltiirii ve
mikrospor kiiltiirii tekniklerinin isleyisi sematik olarak Sekil 1.1°de gosterilmistir.

Anter Anter

y — @ — o » )
",,-"" ﬂ? @ Cigek tomurcuiju - i

Mikrospor kiiltiirii :
I _‘L_.__JI

D

DD o = F
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A,

Cok cekirdekli
mikrosporlar

Proembriyoid

Embriyoid

Sekil 1.1 Mikrospor kiiltiirii ve anter kiiltiiriiniin sematik gosterimi (Reynolds 1997)



Mikrospor kiiltiiri, olgunlasmamis mikrosporlarin anterlerden izole edilerek in vitro

kosullarda siv1 besin ortamlarinda gelistirilmesi ve bunlardan haploid embriyolarin elde

edilmesi seklinde tanimlanmaktadir. Mikrospor kiiltiirii, anter kiiltliriiniin baz1 olumsuz

ozelliklerini ortadan kaldirmak amaciyla anter kiiltiirline alternatif olarak gelistirilmis

bir yontemdir. Mikrospor kiiltiiriiniin anter kiiltlirline gore ustiinliiklerini su sekilde

siralamak muimkindiir:

1.

Mikrospor kiiltiirli rejenerasyonun somatik dokulardan meydana gelme riskini
tamamen ortadan kaldirmaktadir. Anter kiiltiiriinde, mikrosporlardan bagka anter
duvari, anterlerden uzaklastirilamamis filament, septum, tapetum gibi diploid yapiya
sahip dokulardan da rejenerasyon gergeklesebilmektedir. Mikrospor kiiltliriinde ise
diploid yapilar ortamdan uzaklastirilmis oldugundan olusan embriyolar tamamen

haploiddir (Ellialtioglu vd. 2001).

Anter dokusunda bulunan engelleyici maddeler (ABA, toksik bilesikler) ortamdan

uzaklastirilmis olacagindan sorun olmaktan ¢ikarlar (Ellialtioglu vd. 2001).

Anter kiiltiirinde mikrosporlar ortamdaki besin maddelerini anter duvarindan
gectikten sonra alabilmektedir. Mikrospor kiiltiiriinde ise mikrosporlar ortamdaki
besin maddeleri ile dogrudan temas halinde olduklarindan besin maddelerini daha iyi

bir sekilde alabilmektedir (Ellialtioglu vd. 2001).

Bazi tiirlerde (6rn: B.napus) haploid embriyo verimi anter kiiltliriine gore daha

yiiksektir (Siebel ve Pauls 1989).

. Gramineae’ larda (6rn: bugday) mikrospor kiiltiirii yoluyla anter kiiltiirline oranla

albino bitki olusumu azalmakta, daha yiiksek oranda yesil bitki olusumu

saglanmaktadir (Holme vd. 1999).



6. Mikrospor kiiltiiriinde mutagenik uygulamalar kolaylikla yapilabilmekte, mutagenik
kimyasal bilesigin uygulanmasi ve ortamdan wuzaklastirilmas: santrifiijleme
yontemiyle kolaylikla gergeklestirilebilmektedir (Bal 2002). B.carinata’da izole
edilen mikrosporlara 10 dakika siireyle UV 1sm1 uygulandiginda elde edilen
dihaploid hatlarin tohumlarinda gulikonilazat ve erusik asit igeriginde Onemli

degisimler oldugu saptanmistir (Barro vd. 2002).

7. Gen transferi ¢alismalarinda da avantajli bir tekniktir. izole edilen mikrosporlara
kiiltiir ortaminda gen aktarilarak haploid bitkiler, bunlarda da kromozom katlamasi
sonucu homozigot diploid transgenik bitkiler elde edilebilmektedir. Bugday’da
mikrosporlar ve mikrospor kokenli kalluslara partikiil tabancasi ile gen aktarimi

sonucu transgenik bugday bitkileri elde edilmistir (Folling ve Olesen 2001).

8. izole edilmis mikrosporlarin olusturdugu populasyon, anter kiiltiiriinde kullanilmak
lizere secilen anterlerin olusturdugu populasyona gore daha homojen bir deney
materyalidir. Karma bir mikrospor populasyonunun farkli deneme birimlerine

dagitilmasi ile elde edilen sonuglarin gecerliligi daha fazladir (Bal 2002).

9. Mikrospor kiiltiirii ile varyasyonu daha da azaltmak miimkiindiir. Mikrospor
populasyonlar1 ‘santrifiijleme yoOntemi’ ile birbirinden ayrilabilmekte, istenilen
Ozellikte ve en az varyasyon gosteren mikrospor populasyonu, bulundugu
gradyanttan alinarak homojen deney iiniteleri olarak denenen faktorlere

dagitilabilmektedir (Bal 2002).

Mikrospor kiiltiiriinde tek ¢ekirdekli mikrosporlart igeren tomurcuklar veya anterler,
farkh tiirler i¢in gelistirilmis olan izolasyon ortaminda homojenizatoér veya cam baget
yardimiyla ezilerek mikrosporlarin serbest hale gelmesi saglanmaktadir. Daha sonra
stiziilen siispansiyon santrifiijlenerek mikrosporlardan olusan ¢okelti elde edilmektedir.
Cokeltiden istenen yogunlukta silispansiyonlar hazirlanarak sivi besin ortamlarina

aktarilir ve mikrosporlarin embriyoya doniismesi saglanir.



Ulkemizde mikrospor kiiltiirii calismalar ile ilgili detayli ¢alisma domateslerde
yapilmis, bu ¢alisma sonucunda simetrik ¢ekirdek boliinmesi ve ¢ok c¢ekirdekli yapilarin
olusumu uyartilmig ancak embriyo olusumu saglanamamistir (Bal 2002). Buna karsilik
yapilan kaynak taramalarinda mikrospor Kkiiltiirii yoluyla haploid bitkilerin elde
edilebildigi belirtilmektedir (Takahata ve Keller 1991, Ferrie vd. 1999, Dias ve Correia
2002, Wei vd. 2008). Daha once de belirtildigi gibi haploidi ile ilgili ¢alismalarimiz

anter kiiltiirii ile baglamis, ancak basarili sonuglar alinamamistir (Yanmaz vd. 2002).

Bu caligmalarimizin devami niteli§inde olan arastirmada, iilkemizde yaygin olarak
yetistirilmekte olan ve halen 1slah ¢alismalarinin devam ettigi Brassica cinsi igine giren
tirlerden beyaz bas lahana (B. oleracea var. capitata subvar. alba) ve yaprak lahana (B.
oleracea var. acephala) ile siis bitkisi olarak kullanilan siis lahanasinda mikrospor
kiiltiirii yoluyla haploid embriyo elde etme olanaklarini ortaya koymak, iilkemizde
heniiz kullanilmayan, ancak yurt disindaki iilkelerde 1slah programlari i¢inde yer alan
teknigin tllkemiz kosullarinda optimizasyonunu saglamak ve bu amagla gereken

arastirmalart yapmak hedeflenmektedir.

Bu amagla yapilan ¢alismada; mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid embriyo elde etmek
icin uygun tomurcuk gelisme devresi ve mikrospor gelisme asamasinin belirlenmesi,
optimumum mikrospor izolasyon yonteminin belirlenmesi, embriyo olusumunu uyarici
uygulamalarin (yiiksek sicaklik soku, aktif komiir, kolhisin, gama 1sin1 ve besin

ortamini yenileme uygulamalari) etkisinin ortaya konmasi amacglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Mikrospor kiiltiirli, heniiz olgunlagmasini tamamlamamis mikrosporlarin anterlerden
izole edilerek serbest halde sivi besin ortaminda kiiltiire alinmasi seklinde

tanimlanmaktadir.

Mikrospor kiiltiirii tekniginde mikrosporlarin anterlerden izole edilmesinden hemen
sonra 6n uygulama yapilmaksizin kiiltiire alinmasi, mikrosporlarin izole edilmesinden
Oonce anterlerin 6n uygulamaya tabi tutulmasindan sonra kiiltiire alinmasi ya da
anterlerin bir s1v1 ortamda kiiltlire alinmasindan sonra mikrosporlarin ortama dokiilmesi

(anter yiizdiirme yontemi) olmak iizere 3 yontemle yapilmaktadir (Bal 2002).

Mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde edilmesi konusundaki ilk ¢calisma Kameya
ve Hinata tarafindan 1970 yilinda B.oleraceae ve B.oleraceae x B. alboglabra melezi
kullanilarak yapilmig ve olgun polen tanelerinden hiicre kolonileri elde edilmis ancak bu
cok hiicreli yapilarin mikrosporlarin kendi igerisinde boliinmesinden meydana geldigi
kesin olarak gosterilememistir (Bal 2002). Daha sonra Nitsch ve Norreel (1973)’in
Datura innoxia’da yaptiklar1 ¢alismadan basarili sonuglar alinmigtir. Brassica’larda
gercek anlamda ilk mikrospor kiiltiirli ¢aligmas1 B.napus’da basartyla gerceklestirilmis
(Lichter 1982) ve B.napus’un mikrospor embriyogenesisi i¢in model bir bitki oldugu
bildirilmistir (Telmer vd. 1992). Brassica napus L.’de (F1 hibritleri ve bunlarin
dollerinde) anter kiiltiri ve mikrospor kiiltlirii tekniklerini karsilagtirildiginda,
mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid embriyo elde etmenin anter kiiltiiriine oranla daha
etkin oldugu ve bu yolla yaklasitk 10 kat daha fazla embriyo elde edildigi
belirtilmektedir (Siebel ve Pauls 1989).

Brassica tiirlerinde mikrospor kiiltiirii galismalari, kolza (Siebel ve Pauls 1989, Zhao ve
Simmonds 1995, Zhang ve Takahata 2001, Segui-Simarro vd. 2003, Weber vd. 2005),
hardal (Barro ve Martin 1999), ¢in lahanasi1 (Cao vd. 1994, Sato vd. 2005), brokoli,
karnabahar, bas lahana, kivircik yaprakh bas lahana (savoy cabbage) briiksel

lahanas1 (Takahata ve Keller 1991, Duijs vd. 1992, Ferrie vd. 1999, Dias ve Correia



2002) ve siis lahanasinda (Wei vd. 2008) basariyla uygulanabildigi ancak basari

oraninin genotipe ve laboratuvar kosullarina gore farklilik gosterdigi belirtilmektedir.

Wang vd. (1999), 4 brokoli hibridinde anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirii yoluyla elde
edilen rejenerantlarin ploidi diizeyini karsilastirmiglardir. Anter kiiltiirii yoluyla elde
edilen rejenerantlarda haploidi olusumu % 1.3-2.5, diploidi olusumu % 39.8-73.8,
tetraploid olusumu % 21.5-57.8 arasinda degisim gosterirken; mikrospor kiiltiirii
yoluyla elde edilen rejenerantlarda bu degerler % 4.3-31.6, % 57.7-71.4, % 5.2-37.2

arasinda degisim gostermistir.

Mikrospor kiiltiiriinde basariy1 etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Bunlar; tiir ve
genotip, ana bitkinin yetistirildigi kosullar, tomurcuk ve mikrospor gelisme donemi,
izolasyon yontemi, kiiltlir ortamindaki mikrospor yogunlugu, haploid embriyo
olusumunu uyarici uygulamalar (sicaklik soklari, karbonhidrat ve azot acligi, kolhisin
uygulamasi, gama 1g1n1, aktif komiir uygulamasi, ortam yenileme, yiiksek PH vs.), besin

ortaminin bilesimi ve yapisi olarak siralanabilmektedir.

2.1 Tiir ve Genotip

Haploid embriyo olusum orani, tiirlere ve tiir icinde de genotiplere gore degisiklik
gostermektedir. Brassica oleracea’nin 6 tiirtinde (brokoli, karnabahar, bas lahana,
briiksel lahanasi, kivircik yaprakli bas lahana, kirmizi lahana) toplam 64 genotiple
yapilan bir ¢aligmada, bu genotiplerin % 86’sindan mikrospor kiiltiirii yoluyla embriyo
elde edilebildigi, en yiiksek oranda embriyo olusumunun 36.3 embriyo/tomurcuk degeri

ile brokolinin New River adli genotipinden saglandigi bildirilmektedir (Duijs vd. 1992).

Cin lahanasinda 12 genotipin 9’undan 0.5-57.4 embriyo elde edilebilirken (Cao vd.
1994), Brassica carinata’ da 16 genotipin 10’undan (% 63) mikrospor kiiltiiriine olumlu

tepki alindig1 bildirilmektedir (Barro ve Martin 1999).



Ferrie vd. (1999), B.oleracea var. botrytis (13 genotip), B.oleracea var. sabauda (1
genotip), B.oleracea var. capitata (5 genotip) olmak {izere toplam 19 genotipin
15’inden mikrospor kiiltiirii yoluyla embriyo elde edebilmisler ve embriyo olusum

oraninin 0-3000 embriyo/100 tomurcuk arasinda degisim gosterdigini saptamislardir.

Zhang ve Takahata (2001), B.napus ve B.campestris L. ssp. pekinensis’de 4x4 diallel
melezleme yoluyla elde edilen cesitlerde mikrosporlardan embriyo olusturma
yeteneklerinin kalitimini arastirmislardir. Her iki tiirde de ¢ogu F1 hibrit embriyo
verimleri agisindan ebeveynlerine benzer ya da ebeveynlerinin lizerinde bir deger
sergilemiglerdir. Aragtirma sonucunda her iki tiirde de embriyo olusturma yeteneginin
genetik kontroliiniin agiklanmasinda dominansi ve eklemeli gen etkisi % 1 diizeyinde
onemli bulunmustur. Dominant gen etkisi mikrospor embriyogenezisi iizerinde pozitif
etki yaparken, B.napus’da eklemeli gen etkisi, ¢in lahanasinda dominasi etkisi daha

onemli bulunmustur.

Wei vd. (2008), 29 farkl siis lahanasinda mikrospor kiiltiirii yoluyla 6 genotipden
embriyo elde edildigini, 7.5 cm’lik petrilerde kiiltiire alinan mikrosporlardan embriyo
olusum oraninin 0.2-43.4 embriyo/petri arasinda degisim gdsterdigini, bu 6 genotipin
4’iinden (Q42, Q45, Q46, BP, HZ) bitki rejenerayonu saglandigini ve elde edilen
bitkilerin bagaril1 bir sekilde dis kosullara alistirildigini belirtmislerdir.

2.2 Ana Bitkinin Yetistirildigi Kosullar

Mikrospor Kkiiltlirlindeki basar1 bakimindan genotip elverisli olsa bile, bitkinin
yetistirilme donemindeki kosullar da onem tagimaktadir. Ana bitkinin yetistirildigi
donemdeki sicaklik, 151k yogunlugu, giinliikk 1siklanma siiresi, beslenme programi ve

bitki saglig1 androgenezisde basar1 lizerinde etkili olmaktadir.

Lo ve Pauls (1992), B. napus’da ana bitkileri 23°C/18°C (16/8 saat) siirekli aydinlik,
23°C/18°C (16 saat aydinlik/8 saat karanlik), 15°C/12°C (16/8 saat) siirekli aydinlik ve
15°C/12°C (16 saat aydinlik/8 saat karanlik) kosullarda yetistirdiklerinde, 15°C/12°C



sicaklikta yetistirilen bitkilerde embriyo veriminin 23°C/18°C sicakliga gore daha
ylksek oldugunu bildirmislerdir.

Cao vd. (1993), 17 ¢in lahanasi genotipinin 2 tanesinden (T11 ve CC11) 35 928 ve 34
132 embriyo/100 tomurcuk elde etmisler ve ana bitkinin yetistirildigi kosullarin da
embriyo eldesi tlizerine 6onemli etkisinin oldugunu vurgulamislardir. Serada 10°C/20°C
(gece/gilindiiz) sicaklik kosullarinda yetisen CCI11 genotipinde 12.991 embriyo/100
tomurcuk elde edilirken, arazide 10-15°C/30-40°C (gece/glindiiz) sicaklik kosullarinda
yetistirilen bu genotipte 3.831 embriyo/100 tomurcuk elde edildigini bildirmislerdir.

Brassica juncea’ nin 3 ¢esidinde yapilan baska bir ¢alismada ana bitkiler, tarla
kosullari, kontrollii kosullar ve ikisinin kombinasyonu olan kosullarda yetistirilmistir.
Kontrollii kosullarda yetistirilen bitkilerde tomurcuk biiyiikliigii mikrospor gelisme
asamasinin belirlenmesinde dogru bir belirleyici olurken; tarla kosullarinda yetistirilen
bitkilerde kesin bir belirleyici olamamustir. Tarla kosullarinda yetistirilen ana bitkilerde
tek c¢ekirdekli mikrosporlar1 iceren tomurcuklar toplanmis ve daha sonra bu bitkiler
kontrollii kosullara transfer edilmis ve genotiplere gore farklilik gostermekle birlikte

diger faktorlere bakilmaksizin 10-35 embriyo/petri elde edilmistir (Prem vd. 2005).

2.3 Tomurcuk ve Mikrospor Gelisme Donemi

Mikrospor kiiltiirii  calismalarinda, embriyo olusumu i¢in mikrosporlarin ig¢inde
bulundugu gelisme donemi 6nem tagimaktadir (Ziauddin vd. 1997). Mikrosporlarin,
olgun polen olusumuyla sonuglanan gametofitik gelisim modundan, haploid embriyo
olusumuyla sona eren sporofitik gelisme yoniine kaydirmak i¢in mutlaka buna uygun
gelisme doneminde bulunmasi gerekmektedir. Mikrospor kiiltiirii caligsmalarinda hedef,
tek c¢ekirdekli mikrospor gelisme asamasindaki ¢icek tomurcuklarindan alinan
mikrosporlar1 kullanmaktir. Tek c¢ekirdekli mikrosporlar, kiiltiir kosullarinda embriyo
olusturmak iizere sporofitik gelismeye dogru daha kolay yonlendirilebilmektedir.

Mikrosporlar igerisinde nisasta depolanmaya basladiktan sonra, gelismeyi sporofitik
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gelisme yoniine kaydirmak ve haploid bitki elde etmek ic¢in yapilacak uyarilar etkili

olmamaktadir (Siebel ve Pauls 1989, Duijs vd. 1992).

Mikrospor kiiltlirlinde kullanilacak mikrosporlarin, ¢ogu tiirde tek ¢ekirdekli
(uninucleate) mikrospor gelisme asamasi veya birinci polen mitozunu gecirmis donem
(Duijs vd. 1992, Carlos ve Dias 1999, Carlos ve Dias 2001, Dias ve Correia 2002) ile
birinci polen mitozundan hemen onceki donemde olmalar1 gerektigi birgok kaynakta
bildirilmektedir (Sarikamis vd. 2000; Ellialtioglu vd. 2001). Mikrosporlarin iginde
bulundugu gelisme donemi ile tomurcuk biiyilikligi arasinda da yakin iligki
bulunmaktadir (Takahata ve Keller 1991, Rudolf vd. 1999, Sarikamis vd. 2000). Ancak
mikrospor gelisme asamasinin belirlenmesinde tomurcuk biiytlikliigii, anter-disi organ
boyu, ta¢ yaprak uzunlugu, petal/anter oran1 dikkate alinarak yapilabilirse de her tiirde

kesin sonu¢ vermemektedir (Telmer vd. 1992).

Duijs vd. (1992), Brassica’larda ayni tomurcuk i¢inde farkli gelisme donemlerine sahip
polenlerin (asinkronize) varli§indan bahsetmislerdir. Her tomurcuktaki polen sayisi da
tirlere gore farklilik gostermekle birlikte bu degerin brokolide 30.000-65.000
polen/tomurcuk, karnabaharda 10.000-25.000 polen/tomurcuk, digerlerinde ise 60.000-
100.000 polen/tomurcuk oldugunu belirtmislerdir. Yapilan sitolojik gézlemler sonucu,
mikrosporlarin boliinmeye bagladigi saftha (lateuninucleate) ile % 10 oraninda cift
cekirdekli mikrospor gelisme safhasinda (binucleate) yani birinci mitoz bdliinmesini
gecirmis sathadaki mikrosporlardan daha yiiksek oranda embriyo elde edildigini

saptamuglardir.

B31-18 (brokoli) hattinda en yiiksek oranda embriyo olusumunun 4-5 mm
biiytikliigiindeki tomurcuklardan (Takahata ve Keller 1991), B.carinata’da ise en
yiiksek hiicre boliinmesi ve embriyo veriminin (%13.9) 2.5-3.5 mm uzunlugundaki

tomurcuklardan saglandigini bildirilmektedir (Barro ve Martin 1999).

Lahanada c¢icek tomurcugu morfolojisi ile mikrospor gelisme donemi arasindaki

iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada, tomurcuklar biiytikliiklerine gore 5
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gruba (2.1-2.5 mm, 3.0-3.5 mm, 3.75-4.0 mm, 4.25-5.0 mm, 5.5-6.0 mm) ayrilmis ve
2.1-2.5 mm uzunlugundaki tomurcuklarda tek c¢ekirdekli mikrosporlarin, diger dort
tomurcuk grubunda ise iki ¢ekirdekli ve olgun polenlerin bulundugu belirtilmektedir
(Sartkamis vd. 2000). Buna karsilik B. rapa var. pekinensis L.’de mikrospor kiiltiirii
caligmalari i¢in 1.5-2.0 mm (petal/anter: 0.5-0.7 mm) uzunlugundaki tomurcuklarda tek

cekirdekli mikrosporlarin bulundugunu bildirmislerdir (Sato vd. 2005).

Prem vd. (2008), B. juncea’ nin 3 g¢esidine (Pusa bold, Varuna, BIO-902)
mikrosporlardan embriyo olusumunun genotip ve tomurcuk biiyiikliigiine gore farklilik
gosterdigini belirtmislerdir. Arastirma sonucunda Pusa bold ve BIO-902 ¢esitlerinde en
yliksek oranda embriyo olusumunun 2.5-3.0 mm biiytikliiglindeki tomurcuklardan (4594
embriyo/100 tomurcuk ve 1034 embriyo/100 tomurcuk), Varuna ¢esidinde ise 3.1-3.5
mm biiyiikligiindeki tomurcuklardan (5390 embriyo/100 tomurcuk) elde edildigini
bildirmislerdir.

Uygun tomurcuk biiylkliigiiniin belirlenmesinde morfolojik goézlemlerin yani sira
sitolojik gozlemlerin de yapilmasinin daha giivenilir sonuglar verdigi literatiirde yer
almaktadir (Deslauriers vd. 1991, Telmer vd. 1992, Bal 2002). Sitolojik yontemler
mikrosporlar1 farkli boyama ydntemleri ile boyama esasina dayalidir. Mikrospor
gelisme asamasi, sitolojik gozlemlerden asetokarminle hizli boyama yapilarak
saptanabilecegi gibi kolzada oldugu gibi kalin bir polen dis tabakasi sézkonusu ise, bir
gece tespit ¢ozeltisinde bekletmenin ardindan asetokarmin ile boyama yontemi de
kullanilabilmektedir (Ellialtioglu vd. 2001). Ancak asetokarmin sitoplazmay1 da yogun

olarak boyadigindan ¢ekirdek boliinme asamalar1 net olarak goriilmeyebilmektedir.

Sitolojik yontemlerden flouresans boyalarla boyama yonteminde DAPI ve ethidum
bromid gibi boyalar kullanilarak mikrospor gelisme asamalart net olarak
gozlenebilmektedir (Vergne vd. 1987, Touraev vd. 1997, Ilic-Grubor vd. 1998,
Samanc1 vd. 1998).
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Kiiltiire alinan mikrosporlarin canliligi da basariy1 etkilemektedir. Deslauriers vd.
(1991), Brassica napus L. mikrosporlarinin embriyogenik siniflandirmasi ve
tanimlanmasinda flow sitometrik ydntemden yararlanmislardir. Bu amagla,
mikrosporlar kiiltiire alindiktan sonra FDA (10 mg/ml) ile boyanarak 0, 1, 3, 5 ve 7 giin
stireyle kiiltiir ortaminda FDA ile boyanan embriyogenik mikrosporlarin canlilik ve
ebatlarindaki degisim incelenmistir. Embriyogenik mikrosporlarin kiiltiir siiresince
bliylimeye devam ettikleri ve boyanmalari durumunda 1smma gosterdikleri ancak
mikrosporlarin %95’inin kiiltiir siiresince canliliklarii kaybettikleri belirlenmistir. Bu
yontem embriyogenik olarak gelisimine baslamis olan mikrosporlarin digerlerinden
ayrilmasimna ve polen olusumuna ait erken donemdeki hiicresel ve molekiiler

degisikliklerin arastirilmasina olanak saglamaktadir.

Nitta vd. (1997), Brassica tiirlerinde in vitro’da kiiltiiriin ilk baslangicinda embriyonik
ve embriyonik olmayan mikrosporlarin ayni morfolojik yapiya sahip oldugunu,
kiiltirden 24 saat sonra mikrosporlarda biiyilikliigiin arttigin1  bildirmislerdir.
Embriyogenik mikrosporlarda iki farkli morfolojik degisimin goriildiigiini, 1. tipte;
mikrosporlarda sadece ¢imlenme diyaframindaki hiicre kiimelerinin hacminin
genisledigini, 2. tipte tiim mikrospor yiizeyinde hiicre kiimelerinde genisleme

goriildiigiinii ve Brassica’ larda 1.tipte gelisimin goriildiigiini belirtmislerdir.

2.4 izolasyon Yéntemi

Tomurcuklarin veya anterlerin, izolasyonu igin tilirlere gore gelistirilmis 6zel ortamlar
gerekmektedir. Bu ortamlarda anterler ezilerek mikrosporlarin serbest hale ge¢cmesi
saglanmaktadir. Her tiir i¢in farkli izolasyon ortamlar1 gelistirilmistir. Brassica’ larda;
Nitsch ve Nitsch (1967) tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981) tarafindan modifiye
edilen s1vi NLN-13 ortami (%13 sakkaroz, hormonsuz, PH: 6.1) (Carlos ve Dias, 1999)
ve stvi B5 ortami (Gamborg vd. , 1968) (%13 sakkaroz, hormonsuz) (Siebel ve Pauls
1989, Takahata ve Keller 1991, Sato vd. 2005) 1izolasyon ortami1 olarak

kullanilmaktadir.
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2.5 Mikrospor Yogunlugu

Kiiltlir ortaminda bulunan mikrospor yogunlugu da basariyr etkileyen onemli bir
faktordiir. Brokolide; 20.000 mikrospor/ml’den az (5000, 10.000 mikrospor/ml) olan
kiltiirlerde tomurcuk basimma 0.4-13.6 arasinda embriyo elde edilirken, ortamdaki
mikrospor yogunlugunun artmastyla (30.000 mikrospor/ml) tomurcuk basina 42
embriyo elde edilmistir (Duijs vd. 1992). Brassica rapa L. ssp. chinensis’in 3 varyetesi
olan var. communis (5 genotip), var. rosularis (3 genotip), var. utilis (4 genotip)’de
100.000-200.000 mikrospor/ml (Cao vd. 1994), B.carinata’ da ise; kiiltiire alinan
mikrosporlarin 150.000 mikrospor/ml yogunlukta olmasi durumunda en iyi sonuglarin

alindig1 belirtilmektedir (Barro ve Martin 1999).

Karnabaharin 3 genotipinde kiiltlir ortaminda 100.000 mikrospor/ml yogunlukta, 50.000
mikrospor/ml  yogunluga gore daha yiiksek oranda embriyo elde edildigi

bildirilmektedir (Ferrie vd. 1999).

2.6 Haploid Embriyo Olusumunu Uyaric1 Uygulamalar

Mikrosporlardan haploid embriyo olusumunu uyarmak amaciyla tomurcuk, anter veya
anterlerden izole edilen mikrosporlara sicaklik soklari, karbonhidrat ve azot agligi,
yiiksek PH, etanol, kolhisin ve gama 1s1n1 gibi ¢esitli stres faktorlerine maruz birakilarak
gametofitik halka kirilabilmekte ve mikrosporlar embriyo olusturma yoniinde
gelisebilmektedir (Touraev vd. 1997). Brassica’ larda embriyo olusumunu uyarmak

amaciyla sadece yiiksek sicaklik uygulamalari bile yeterli olabilmektedir.

Farkli Brassica tiirlerinde embriyo olusumunu uyartmak amaciyla yapilan stres

uygulamalar Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1 Farkli Brassica tiirlerinde embriyo olusumunu uyarici stres uygulamalari
(Shariatpanahi vd. 2006’dan alinarak degistirilmistir.)

Tiir Stres Uyg. | Protokol Sonu¢ | Kaynak

Kolza Kolhisin 25 uM/42 E ve R | Zhao vd. (1996)
saat/25°C/mikrospor
siispansiyonu

Kolza Sicaklik 32°C/3giin/ E ve R | Custers vd. (1994)
mikrospor slispansiyonu

Brokoli Sicaklik 32°C/3giin/ E ve R | Dias (2003)
mikrospor siispansiyonu

Karnabahar | Sicaklik 30°C/2giin/ E ve R | Carlos ve Dias (1999)

Lahana mikrospor siispansiyonu

Cin Sicaklik 33°C/1giin/ EveR | Caovd. (1994)

lahanasi mikrospor siispansiyonu

Kolza Gama Tomurcuklara 450 ve 900 Gy E Pechan ve Keller

uygulamasi (1989)

Karnabahar | Aktif 0.1 ml/petri AC soliisyonu E Carlos ve Dias (1999)

Lahana komiir

Brokoli

Cin Ortam NLN-10 (2 giin)/NLN-10 EveR | Guvd. (2003)

lahanast yenileme

Siis Ortam NLN-16+50 mg/l kolhisin (2 | E ve R | Wei vd. (2008)

lahanast yenileme gilin)/NLN-16

E: embriyo, R: rejenerasyon

2.6.1 Sicaklik soklari

Sicaklik soklar diisiik veya yiiksek sicaklik uygulamalar1 seklinde yapilir. Mikrospor

embriyogenesisi uyarmak amaciyla yapilan sicaklik uygulamalari ana bitkiye, ¢icek

tomurcuklarina, anterlere veya izole edilen mikrosporlara yapilabilmektedir.
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Soguk uygulamalari, mikrospor Kkiiltiirlinde tahillarda yaygin olarak kullanilirken
(Indrianto vd. 1999, Kasha vd. 2001), Brassica’larda nadir olarak kullanilan bir 6n

uygulamadir.

Gu vd. (2004), soguk uygulamalarinin B.napus’un 7 genotipi, B.rapa ve B.oleracea’nin
I’er genotipi iizerine etkisini arastirmislardir. Bu amagla tek g¢ekirdekli mikrospor
gelisme asamasindaki ¢igek tomurcuklar yilizeysel sterilizasyona tabi tutulduktan sonra
petri kutularina %13 sakkaroz igeren s1vi ortama konulmustur. Daha sonra petri kutulari
parafilmle sarildiktan sonra 0, 1, 2, 3, 4 giin siirelerle 4°C karanlikta bekletilmistir.
Soguk uygulamalar1 B.napus’un 7 genotipinde de embriyo olusumu iizerine B.rapa ve
B.oleracea ile karsilastirildiginda 1-7 kat daha olumlu etki yaparken, B.rapa’da bu
uygulama daha az olumlu, B.oleracea’da ise olumsuz etki yapmustir. B.napus’ da 2-4

giin soguk uygulamasi embriyo olusumunu uyarmada en etkili siire olarak belirlenmistir.

B. napus’da yapilan bir diger ¢caligmada, kiiltiir ortaminda (1/2 MS+%?2 sakkaroz+%0.9
agar) kotiledonar asamaya gelen embriyolar 4°C’de 0, 3, 5 ve 7 giin siireyle
bekletildikten sonra 24°C 16 saat giin uzunluguna alinmistir. Arastirma sonucunda 3-5
giin  soguk uygulamalarinda embriyo ¢imlenme oram1 %90 olurken, bu
embriyolarin %56.46’sindan bitkiye doniisiim saglandigi bildirilmistir (Zhang vd.
2006).

Brassica tiirlerinde yiiksek sicaklik soklart etkili bir uygulamadir. Sicaklik soklart izole
edilen mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan sonra uygulandiginda daha etkili olmaktadir.
B. napus’da izole edilen mikrosporlara sicak soklari (8 saat 32°C) uygulamas ile
simetrik ¢ekirdek boliinmesinin uyarilmasi sonucu embriyonik polen olusumu artmakta
ve bu yapilar biiyiimeyi diizenleyici madde igermeyen basit bir ortama aktarildiginda

rejenerasyon basariyla gerceklesebilmektedir (Custer vd. 1994).

Sicaklik derecesi ve siiresi tiirlere gére farklilik gostermektedir. Ornegin; B. napus’da
32 °C’de 3 giin (Siebel ve Pauls 1989), brokolide 30 °C’de 2 giin (Duijs vd. 1992), ¢in

lahanasinda 33°C’de 1 giin (Cao vd. 1994), karnabahar, bas lahana ve B.oleracea var.
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sabauda’da 32°C’de 2 giin (Ferrie vd. 1999), Brassica oleracea var. costata’da 32.5 °C
1 giin (Dias ve Correia 2002) uygulamalarindan daha basarili sonuglar alindigi

belirtilmektedir.

Simmonds vd. (1999), B.napus L. cv Topas’da izole edilen mikrosporlar1 32.5°C’de
18-24 saat siireyle yiiksek sicakliga maruz biraktikdan sonra 25°C’de kiiltiire almiglardir.
Yiiksek sicaklik uygulanmis mikrosporlarda ilk boliinme simetrik boliinme olurken;

stirekli 25°C’de kalanlarda asimetrik bdliinmenin meydana geldigi belirlenmistir.

Barro ve Martin (1999), Brassica carinata’ nin 16 genotipinde mikrosporlari B5
(Gamborg vd. 1968) ortaminda (%13 sakkaroz) izole ettikten sonra NN ortami1 (%]13)
ile tekrar siispansiyon haline getirilerek 3ml/petri olacak sekilde 32°C’de 1, 2, 3, 4 giin
siirelerle karanlikta kiiltiire alindiktan sonra 25°C karanlik kosullara alinmistir. En
yiiksek hiicre boliinmesi ve embriyo veriminin (%13.9) 32°C sicaklikta 3 giin bekletilen

kiiltiirlerden alinmustir.

Karnabaharin 3 genotipinde mikrospor izolasyonundan sonra kiiltiirler 32 °C ve 35
°C’de 48 saat ve 72 saat karanlikta bekletilmis ve her 3 genotipde de 32 °C’de 48 saat
uygulamasindan (Ferrie vd. 1999), brokolide yapilan baska bir ¢alismada ise 32.5°C’de
1 giin uygulamasindan embriyo olusumu agisindan daha basarili sonuglar alindigi

saptanmistir (Carlos ve Dias 2001).

2.6.2 Kolhisin uygulamalar

Kolhisin uygulamalari agirlikli olarak Gramineae ve Cruciferae familyasina ait tiirlerde
embriyo olusumunu uyaran bir stres uygulamasidir. Zhou vd. (2002), B.napus’un 2 F1
hibrit ¢esidinde mikrospor kiiltiirlinde embiyo olusumu ve kromozom katlamasi {izerine
kolhisinin etkisini degerlendirmislerdir. izole edilen mikrosporlara 4 farkli kolhisin
dozunu (0, 50, 500, 1000 mg/l) 30°C karanlikta 15 ve 30 saat siireyle uygulamislardir.
Izole edilen mikrosporlara 2 farkli kolhisin dozunu (50 ve 500 mg/l) 15 saat siireyle

uyguladiklarinda embriyo olusumu ve embriyo kalitesi iizerine olumlu etkilerini
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gormislerdir. Katt MS (Murashige ve Skoog 1962) cogaltma ortamina alinan
embriyolar baslangicta 2°C’de 10 giin boyunca bekletilmis ve daha sonra 24°C’ de
embriyolar ¢imlendirmeye tabi tutularak bitkicikler elde edilmistir. En yiiksek
kromozom katlamas1 (%83-91) 500 mg/l kolhisin dozunda 15 saat uygulamasindan
almmig ve bu dozda disiik frekansta poliploid bitki ve kimerik bitki olusumu
gozlenmistir. 30 saat uygulamasinin embriyo olusumu ve kromozom katlanmasi {izerine
etkisinin diisiik oldugu, 6zellikle siire (30 saat) ve kolhisin dozu (1000 mg/l) arttiginda

olumsuz etki daha da belirginlesmistir.

Weber vd. (2005), B.napus’un 8 genotipinde izole edilen mikrosporlara in vitro
kolhisin uygulamalarimin dihaploidizasyon {izerine etkisini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 caligmalar sonucunda tiim genotiplerde 50 mg/l kolhisin uygulamalarinda
dihaploidizasyon olusum orani (%31-%95) arasinda degisim gosterirken; kontrol
grubunda bu oran daha diisiik (%17-%71) kalmis ve kolhisinin dihaploidizasyon iizerine

onemli etkisinin oldugunu vurgulamiglardir.

2.6.3 Gama radyasyonu uygulamalari

Iyonize radyasyonlar anter ya da mikrosporlardan embriyo olusumunu uyarmak

amaciyla da kullanilabilmektedir

Pechan ve Keller (1989), Brassica napus L.’da gama 1sin1 uygulamalarinin mikrospor
gelisimi ve embriyo olusumu iizerinde etkisini aragtirmiglardir. Bu amagla ¢alismanin
ilk asamasinda tek ¢ekirdekli mikrosporlar1 igeren tomurcuklara 0, 450 ve 900 gray
gama 1511 uygulamiglardir. Isinlama yapilan tomurcuklardan 1ginlamadan hemen sonra,
4-5, 6-7 ve 8-10 giin sonra Lichter’in gelistirdigi ortamda izole edilen mikrosporlar 25
°C ve 32 °C’de kiiltiire alinmustir. Tiim uygulamalarda 1ginlanan polenlerden kontrole
gore daha yiliksek oranlarda embriyo olustugunu ve 25°C  sicaklik
uygulamasinda %0.01’den daha az sayida embriyo olusurken, 32°C sicaklik

uygulamasinda yaklasik %2 oraninda embriyo olustugunu belirtmislerdir.
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2.6.4 Aktif komiir uygulamalar:

Besin ortamina katilan aktif komiir ortamdaki toksik bilesikleri tutarak, embriyo
olusumunu olumlu yonde etkileyebilmektedir. Farkli Brassica tiirlerinde (B.napus,
B.nigra, B.oleraceae var. capitata, B.oleracea var. italica ve Raphanus sativus) her
petriye 0.1 ml aktif komiir ilave edilmesinin embriyo olusumunu artirdig1 saptanmistir

(Lichter 1989).

Carlos ve Dias (1999), Brassica cinsine giren sebze tiirlerinde (karnabahar, brokoli,
lahana) mikrospor kiiltiirii yoluyla embriyo olusumu {izerine aktif komiiriin etkisini
belirlemek amaciyla yaptiklari c¢alismada, 5 ml NLN-13 (40.000 mikrospor/ml=
200.000 mikrospor/petri ) ortamindaki kiiltiirleri, 30°C’de 48 saat karanlikta beklettikten
sonra 25°C’de karanlik ortama almislardir. Her {ii¢ tiirde de kiiltiir ortamina
otoklavlanmig 0.1 ml aktif komiir (1 g aktif komiir + 0.5 g agaroz + 100 ml ¢ift distile
su) sollisyonunun eklenmesiyle, kontrola gdre haploid embriyo olusumunun arttigini,
Ozellikle brokolide bu artisin ¢ok belirgin oldugunu belirtmislerdir. Kontrol grubunda
karnabaharin 2 genotipinde embriyo olusum orani 0.2-3.7 embriyo/petri, lahananin 3
genotipinde 1.3-3.3 embriyo/petri, brokolinin 4 genotipinde 1.1-14.1 embriyo/petri
arasinda degisim gosterirken, aktif komiir katilan uygulamalarda karnabaharda 4.8-17.1
embriyo/petri, lahanada 3.4-6.5 embriyo/petri, brokolide 7.7-54.4 embriyo/petri elde

ettiklerini bildirmislerdir.

Leskovsek vd. (2008), rokada (Eruca sativa L.) izole edilen mikrosporlar1 farkli aktif
komiir igeren (0.2 mg/l ve 1.0 mg/l) NLN-13 ortaminda 24 ve 48 saat siireyle karanlikta
kiiltiire almiglardir. Arastima sonucunda 0.2 mg/1 aktif komiir igeren ortamda 32°C’de
48 saat siireyle kiiltiire alinan mikrosporlardan daha yiiksek oranda embriyo (46.5+4.4
embriyo/petri) elde edildigini ve embriyo doniisim oraninin %23 oldugunu

bildirmislerdir.
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2.6.5 Ortam yenileme uygulamalari

Lionneton vd. (2001), B.juncea’nin 13 genotipinde izole edilen mikrosporlar1 3 farkli
ortamda; 1. siirekli NLN-13 ortami (kontrol), 2. kiiltiiriin ilk 48 saati NLN-13 ortami
daha sonra NLN-10 ortamu, 3. Kiiltiiriin ilk 48 saati NLN-17 ortami daha sonra NLN-10
ortaminda kiiltiire almislardir. Deneme sonucunda gerek embriyo olusumu gerekse bitki
rejenerasyonu agisindan en olumlu ortamin 3 no’lu ortamdan saglandigini tespit
etmislerdir. Arastirma sonucunda B.juncea’ nin 13 genotipinin 12’sinden embriyo elde
edilirken (0-35.1 embriyo/petri), ancak 7 genotipden bitki rejenerasyonunun (1-106
bitki) saglandigini bildirmislerdir.

Mikrosporlarin  besin ortamina alindiktan sonra 2-3 giin araliklarla taze ortama
aktarilmas1 embriyo gelisiminde ve embriyo kalitesinde artisa neden olabilmektedir
Brassica oleracea var. costata olarak bilinen 4 farkli lahana genotipinde ortamin belli
araliklarla yenilenmesinin mikrospor kiiltiirii yoluyla embriyo olusumu iizerine etkisini
arastirmiglardir. Calismanin ilk asamasinda mikrosporlar izole edildikten sonra % 13
sakkaroz katilmig NLN-13 ortamia 40.000 mikrospor/ml (80.000 mikrospor/petri)
olacak sekilde ekilmis ve 0, 24, 48, 72, 96 ve 120 saatte bir taze ortamlara aktarilmistir.
Tiim kiiltiirler karanlikta 30 C’de 48 saat bekletildikten sonra 25 °C’de karanlik ortama
alinmistir. Arastirma sonucunda 24 saat arayla ortam yenileme tiim genotiplerde
embriyo olusumunun azalmasina neden olmustur. Buna karsilik inokiilasyondan 48, 72
ve 96 saat sonra yapilan ortam yenilemesi ise embriyo gelisiminde ve embriyo

kalitesinde artisa neden olmustur (Dias ve Correia 2002).

Gu vd. (2003), B.rapa (B.campestris) ssp. chinensis’in 2 varyetesinde (var. communis,
var. utilis) izole edilen mikrosporlar1 3 farkli ortamda 1. siirekli NLN-10 (kontrol), 2.
kiiltiiriin ilk 48 saati NLN-17 ortam1 daha sonra NLN-10 ortamu, 3. kiiltiiriin ilk 48 saati
NLN-10 ortam1 daha sonra NLN-10 ortaminda kiiltiire almislardir. En yiiksek oranda
embriyo olusumu 3 no’lu ortamdan (42.4 embriyo/tomurcuk) saglanirken, en yiiksek
oranda bitki rejenerasyonu (%44.2) kiiltiir ortaminin yenilendigi ve kiiltiiriin ilk 48 saat

sonunda (32°C’de 48 saat karanlik) ortamin sakkaroz konsantrasyonunun azaltildigi 3
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no’lu ortam bilesiminden saglandigi  uygulamalardan alinmistir.  Gelisen
bitkiciklerin %13-14’i haploid, %70’den fazlasi diploid oldugu, her 2 genotipde de
spontan tetraploid formlarin goriildiigii ve bu tetraploid formlardan B.rapa islah

programlarinda yeni cesitlerin elde edilebilecegini belirtmislerdir.

Wei vd. (2008), 29 farkli siis lahanasi genotipinde, B5-13 ortaminda izole edilen
mikrosporlar1 4 farkli ortamda (1. NLN-13 ortaminda 48 saat bekletildikten sonra /taze
NLN-13, 2. NLN-13+50 mg/l kolhisin ortaminda 48 saat bekletildikten sonra taze
/NLN-13, 3. NLN-16+50 mg/l kolhisin ortaminda 48 saat bekletildikten sonra taze
/NLN-16, 4. NLN-16+50 mg/l kolhisin ortaminda 48 saat bekletildikten sonra taze
/NLN-13 ortaminda) kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda, 29 genotipin 6’sindan
embriyo elde edildigini, farkli ortam bilesimlerinde embriyo olusum oranlarinin da
genotiplere gore farklilik gosterdigini, en yliksek oranda embriyo olusumunun Q45
genotipinde 4 (19.8 embriyo/petri), Q46 genotipinde 3 (19 embriyo/petri), HZ
genotipinde ise 1 (20.1 embriyo/petri) ve 3 (43.4 embriyo/petri) no’lu ortamlardan

saglandigini belirtmislerdir.

2.7 Besin Ortaminin Bilesimi ve Yapisi

Mikrospor kiiltiiriinde kullanilan temel besin ortami embriyo olusumunda etkili
faktorlerin basinda gelir. Farkli Brassica tiirlerinde NLN ortami temel besin ortami
olarak kullanilmaktadir (Ferrie vd. 1999, Carlos ve Dias 1999, Weber vd. 2005).

Takahata ve Keller (1991), 4 brokoli (Brassica oleracea var. italica) hattinda yaptiklari
calismada, sivi (2 ml hormonsuz, 1/2 NLN-13 ortami katilmis), sulandirilmis (1 hafta
sonra 1 ml 1/2 NLN-13 katilmis) ve agarla katilastirtlmis (2 ml 1/2NLN-13 + % 0.35
agar) ortamlarin haploid embriyo olusumuna etkisini belirlemislerdir. Bu amacla
mikrosporlart B5-13 ortaminda izole ettikten sonra 1/2 NLN-13 ortamina, 3 farkli ortam
fazi (swvi, sulandirilmig, agarla katilagtirilmig) kullanarak mikrospor ekimini
gerceklestirmislerdir. Daha sonra tiim ortamlar, 30°C, 32.5°C ve 35°C’ de 1 giin

bekletildikten sonra 25°C” deki karanlik ortama alinmistir. Arastirma sonucunda 32.5
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°C ’de s1v1 ortamda tutulan kiiltiirlerden daha yiiksek oranda embriyo (en iyi kosullarda
400-700 embriyo/tomurcuk) elde edildigi saptanmustir. Kiiltiir asamasindan 2-3 hafta
sonra torpido asamasina gelen embriyolar, filtre kagitlar iizerinde ve katilastirilmig BS
ortaminda ¢imlendirilmis, filtre kagitlar1 {izerinde ¢imlendirmenin daha basarili oldugu
ve bu yolla yaklasik 1.5 kat daha fazla ¢imlenme saglandig1 belirtilmistir. Elde edilen
bitkiciklerin %80’inin haploid oldugu saptanmustir.

Carlos ve Dias (2001), brokolide kiiltiir ortaminin (1/2 NLN-13, NLN-13) embriyo
olusumu tiizerine etkisini arastirdiklar1 caligmada, 1/2 NLN-13 ortaminda kiiltlire alinan
mikrosporlardan (0.47-27.20 embriyo/petri) NLN-13 ortaminda kiiltiire alinan
mikrosporlara gore (0.30-16.98 embriyo/petri) daha yiiksek sayida embriyo olustugunu

belirlemislerdir.

Mikrospor  kiiltlirii  caligmalarinda  kiiltiir ortaminda yiiksek diizeyde seker
kullanilmaktadir. Kiiltiir ortaminin karbonhidrat icerigi ve tipi mikrosporlardan embriyo
olusumu ve bitki rejenerasyonu flizerine etkilidir (Indrianto vd. 1999). Genellikle
karbonhidrat kaynagi olarak sakkaroz ve maltoz kullanilmaktadir. Karbonhidratlarin
sadece enerji kaynagi olarak degil ayni zamanda besin ortaminin osmotik basincini

ayarlayici etkisi de bulunmaktadir

Ferrie vd. (1999), karnabaharin (B.oleracea var. botrytis) 4 genotipinden izole edilen
mikrosporlari NLN sivi ortaminda %10, %13 ve %17 olmak iizere 3 farkh
konsantrasyonda sakkaroz igeren ortama almislar ve 48 saat sonra her {i¢ ortamda da
ortamin seker konsantrasyonunu %10’a diistirmiislerdir. Arastirma sonucunda en
yiiksek oranda embriyo olusumunun 3 genotipde (Bol, Bo4, Bo8)’de % 17 sakkaroz

iceren ortamdan saglandigini belirtmislerdir.

Osmotik basincim1  saglamak amaciyla karbonhidrat kaynagi olarak yiiksek
konsantrasyonda sakkaroz kullanilabilecegi gibi, son zamanlarda yiiksek molekiil

agirhigina sahip PEG 4000’ de B.napus’ta ortamin osmotik basincini saglamak amaciyla
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sakkaroz yerine kullanilabilmektedir (Ilic-Grubor vd. 1998). Bundan baska ortamin
PH’ sinin da karbonhidrat alimin1 etkiledigi bilinmektedir (Barinova vd. 2004).

Ilic-Grubor vd. (1998), B.napus’ dan izole edilen mikrosporlara mannitol ve PEG 4000
uygulamalarinin embriyo olusumu iizerine etkisini belirlemek amaciyla, izole edilen
mikrosporlar1 kontrol (1/2 NLN, %13 sakkaroz), (%8 mannitol+1/2 NLN+ %0.08-0.1
sakkaroz), (%25 PEG + 1/2 NLN + 9%0.08-0.1 sakaroz) olmak iizere 3 farkli ortamda
kiiltiire almiglardir. Mannitol iceren ortamda kiiltiire alinan mikrosporlarda embriyo
olusumu ve embriyonik hiicre boliinmesi hi¢ olmazken, PEG igeren ortamda 2 hafta
icinde embriyo olusumu goriilmistiir. PEG’li ortamda bulunan embriyolar aydinlik
ortama alindiginda hizli bir sekilde sar1 renkten yesile doniislirken, sakkaroz iceren
ortamdaki embriyolar baslangigta sarimsi renkte kalmis ve daha sonra yavas bir sekilde

yesil renge doniismiistiir.

Brassica’larda kiiltiir ortamindaki sakkaroz yerine kullanilan PEG 4000’in embriyo
olusumu ve kalitesi lizerine etkisini aragtirildig1 bir calismada, PEG’li ortamda gelisen
embriyolarin morfolojik yapilarinin zigotik embriyolarla benzerlik gosterdigini ve
cimlenme yeteneklerinin sakkaroz iceren ortama gore daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir. B.napus’da mikrosporlar %25 PEG 4000 iceren NLN ortaminda
kiiltiire alindiktan 14 giin sonra 3ml NLN-13 (son konsantrasyon %3 olacak sekilde)
ilave edilmis ortamda kiiltiire alindiginda embriyolarin kalite ve miktarlarinda artis
oldugu belirtilmistir. Kiiltiir ortamina katilan PEG diger Brassica tiirlerinde de (B.nigra,
Crambe abyssinica ve Raphanus oleifera) mikrosporlardan embriyo olusumunun arttigi,
B.napus’da PEG i¢eren ortamda yiiksek sicaklik (32°C) soku uygulanmadan 4°C, 15°C,
18°C ve 24°C’de kiiltiire alinan mikrosporlardan embriyo olusumu saglanirken, PEG
yerine sakkarozun kullanildigi ortamlarda embriyo olusumu uyartilamamistir. Ayrica
PEG iceren ortamda spontan kromozom katlamasinin %64-92; sakkaroz iceren

ortamda %2-18 oldugu belirtilmistir (Ferrie ve Keller 2007).

Kiiltiire alinan mikrosporlar genellikle besin ortaminda biiylimeyi diizenleyici

maddelere gerek duymazken (tiitiin, kolza, Brassica ssp.), bazi tiirlerde (bugday, arpa)
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mikrospor yapilarindan rejenerasyonunun saglanabilmesi i¢in besin ortamina ilave

hormonlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Jahne-Gartner ve Lorz 1999).

Hormonsuz NLN ortaminda (Lichter 1981) B.napus hari¢ diger Brassica tiirlerinde
embriyo olusumunun daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Lichter 1989). Lichter
(1989), farkli Brassica tiirlerinde (B.napus, B.nigra, B.oleraceae var. capitata,
B.oleracea var. italica ve Raphanus sativus) hormonlu, hormonsuz NLN ortami ve aktif
komiir (0.1 ml/petri) ilavesinin embriyo olusumu iizerine etkisini arastirmislardir.
1nkiibasyonun ilk 10 giintinde sicaklik 30°C’ de tutulmus ve daha sonra petriler, 2, 3, 4,
7, 10 gin siireyle 25°C’de 0zel yapilmis bir calkalayici {iizerinde bekletilerek
havalanmaya tabi tutulmus ve bdylece ortamda birikmis olabilecek toksik maddelerin
etkisi azaltilmaya calisilmistir. Inkiibasyondan sonra 3 giin siireyle yapilan
havalandirmanin tiim genotiplerde embriyo olusumunu arttirdigi, 7. ve 10. giine kadar
yapilan havalandirmada ise embriyo olusumunun 6nemli diizeyde azaldigi ortaya
konulmustur. Hormonsuz NLN ortaminda B.napus hari¢ tiim genotiplerde embriyo
olusumunun daha yiiksek oldugu saptanmistir. Charne ve Beversdorf (1988)’ nin
bildirdigine goére B.napus’ da ortamin NAA konsantrasyonunun 0.136-1.85mg/l
arasinda degismesinin embriyo olusumu iizerine hicbir etkide bulunmazken, BAP’ in
(0.01-0.255 mg/l) konsantrasyonlari toplam embriyo veriminde artisa neden olmustur

(Lichter 1989).

Cao vd. (1994), Brassica rapa L. ssp. chinensis’in 3 varyetesi olan var. communis (5
genotip), var. rosularis (3 genotip), var. utilis (4 genotip)’den izole edilen
mikrosporlar, %13 sakkaroz, 0.05 mg/l BA ve 0.5 mg/l NAA ile desteklenen modifiye
NLNS82 (Lichter 1982) ortaminda 100.000-200.000 mikrospor/ml (200.000-400.000
mikrospor/petri) olacak sekilde ekilmis, siirekli 25°C ve 33°C’ de 1, 3 giin siireyle
karanlik kosullarda tutulduktan sonra 25°C’de karanlik kosullara alinmistir. Kiiltiire
alindiktan 3 hafta sonra, embriyo sayimlar1 yapilmis ve petri kaplar1 22°C, 14 saat giin
uzunluguna ayarlanmis iklim odalarina transfer edilmistir. Arastirma sonucunda 12
genotipin 9’undan degisen oranlarda (0.5-57.4 embriyo/tomurcuk) embriyo elde edilmis,
en yiiksek oranda embriyo olusumunun ise 33°C’ de 1 giin sicaklik uygulamasindan

elde edildigi saptanmistir. Embriyolar daha sonra %?2’lik sakkaroz iceren hormonsuz
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B5 (Gamborg vd. 1968) ortamina transfer edilerek yeni bitkiciklerin olusumu

saglanmstir.

Liu vd. (2003), B. napus’da iki farkli besin ortaminin (NLN-13+%0.05 aktif komiir ve
NLN-16+0.1 mg/l 6-BA) mikrosporlardan embriyo olusumu iizerine etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmada, aktif komiir uygulamasinda 24 embriyo/petri elde edilirken,
hi¢bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda ise 1.7 embriyo/petri elde edildigini, 0.1
mg/l 6-BA ilave edilmis NLN-16 ortaminda kiiltiire alinan mikrosporlardan 38.3
embriyo/petri, kontrol grubunda ise 26 embriyo/petri elde edildigini bildirmislerdir.

Zhang vd. (2006) B.napus’un 5 genotipinde torpido asamasina gelen embriyolar1 5
farkli ortam bilesiminde kiiltiire aldiklarinda tiim genotiplerde en yiiksek oranda bitki
rejenerasyonunun 1/2 MS+2 mg/l BAP+%2 sakkaroz+%0.9 agar igeren ortamdan
saglandigin1  saptamiglardir. Calismanin ikinci asamasinda, kiiltiir ortamindaki
kotiledonar asamadaki iyi gelismis embriyolar1 secerek steril petri kutulart i¢inde
kurutma kagitlar lizerine koyarak parafilme sarilan petrileri 0, 1, 2, 4 giin siireyle 16
saat giin uzunlugunda beklettikten sonra 24°C 16 saat giin uzunluguna almiglardir. Tiim
genotiplerde 1 giin slireyle kurutulan embriyolarda ¢imlenme oran1 ve bitkiye doniisiim

oraninin daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Buna karsilik rokada (Eruca sativa L.) yapilan baska bir ¢aligmada, kiiltiirden 3-4 hafta
sonra 4-8 mm biiylikliige ulasan mikrospor kokenli embriyolar degisik oranlarda ABA
iceren (0, 1.0, 3.0, 5.0 mg/l) kat1 BS ortamina aktarildiktan 24 saat sonra embriyolar
petri kutular1 i¢inde steril filtre kagitlar1 lizerine alinmis ve 24°C karanlikta farkli
sirelerde (0, 1, 2 ve 3 hafta) kurutmaya tabi tutulmustur. Arastirma sonucunda
embriyolara yapilan ABA ve kurutma On uygulamalarinin bitki rejenerasyonunu

engelledigi saptanmistir (Leskovsek vd. 2008).

Genellikle mikrospor kiiltiir ortamina, embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonunu
saglamak amaciyla cesitli bilesiklerin de ilave edilmesinin gerekli oldugu bilinmektedir.

I8 - - . v e . . . . +2 .
Ornegin; aktif komiir, nitrat/amonyum orani, polyaminler, vitaminler, Ca = iyonu ve
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myo-inositol’un besin ortamina ilavesinin bir¢ok tiirde mikrosporlardan ve somatik

hiicrelerden bitki rejenerasyonu iizerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Rudolf vd. (1999), 5 bas lahana (B.oleraceae var. capitata) genotipinde mikrospor
kiiltiirtine tepki veren (28.7 embriyo/petri) ve vermeyen genotipler (0.1 embriyo/petri)
ile bunlarin doéllerinde (18.9, 52.9, 64.0 embriyo /petri) mikrospor kiiltiirii ile ¢cogalma
kabiliyetini belirlemek ve kromozom katlamak amaciyla kullanilan maddelerden
trifluarin (0.5, 1.0 mg/l) ve orizalinin (0.125, 0.25, 0.5 mg/l) embriyo verimine etkisini
incelemislerdir. Arastirma sonucunda NLN-13 kiiltlir ortamina uygulanan trifluralin
embriyo sayisi lizerinde etkili olmazken, oriyzalinin 0.125, 0.25 mg/l dozlar1 kismen,
0.5 mg/l dozu ise tamamen engelleyici etkide bulunmustur. Ploidy diizeyini belirlemek
amactyla ortama katilan trifluarin ve orizalin uygulamalarinda ise, ploidy diizeyinin
hem genotipe hem de uygulamalara gore farklilik gosterdigini tespit etmislerdir.
Yapilan ¢alismada en olumlu sonu¢ veren Hawke F1 ¢esidinde 0.125 mg/l orizalin
uygulamasiyla kontrola (%21) gore, oldukca yiiksek oranda (%68) diploid hat elde
edilmistir. Ayrica bu genotipte trifluarin’in artan dozlarinda (4 mg/1 ) en yiiksek oranda
diploid bitki elde edildigi, 5 mg/I’de ise tetraploid bitki olusumunun en yiiksek oranda
(%45) oldugu saptanmustir.

Tian vd. (2004), B. napus’da mikrosporlardan gelisen embriyolar1 biiytikliiklerine gore
2 gruba ayirarak (3 mm ve 7 mm) 4 farkli besin ortaminda (B5, 1/2 B5, MS ve 1/2 MS)
¢imlendirmeye tabi tutmuslardir. B5, 1/2 B5 ve MS ortamina aktarilan embriyolarda
diizensiz yaprak benzeri yapilar gelismis; BS ve 1/2 BS ortaminda embriyolarin bitkiye
donilisiim oranm1 yoniinden c¢ok az farklilik bulunmustur. 7 mm boyundaki embriyolar
icin bitkicige doniisiim oran1 1/2 B5 ortaminda %11, B5 ortaminda %12; 3 mm
embriyolar i¢in ise 1/2 B5 ortaminda %9, BS ortaminda %7 olmustur. MS ortaminda
gelisen embriyolarin kisa hipokotil koyu yesil kotiledonlara sahip olduklar1 ve bitkiye
doniisiim oranlarinin diisiik oldugu belirtilmistir. MS ortaminda 7 mm biiyiikliigiindeki
embriyolarin  %7’sinin, 3 mm biiyiikliigiindeki embriyolarin ise %?2’si bitkiye
doniisiirken; 1/2 MS ortaminda 7 mm biiyiikliigiindeki embriyolarin %31 ’inden

rejenerasyon saglanmistir. 7 mm embriyolar i¢in 1/2 MS+900 mg/l CaCl,.2H,0 igeren
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ortam en uygun ortam olurken bu ortamda gelisen embriyolarin %72’s1 bitkiye
dontismistir. 3 mm boyundaki embriyolar i¢in ise 1/2 MS+450 mg/l CaCl,.2H,0 +100
mg/l NH4sNOs+vitamin ilavesi en uygun ortam olarak belirlenmis ve bu ortamlarda
embriyolarin %68’1 bitkiye doniisebilmistir. Yapilan bu c¢alisma sonucunda; besin
ortamina ilave edilen Ca iyonunun mikrosporlardan embriyo olusumu {izerinde 6nemli

etkisinin oldugu vurgulanmustir.

Prem vd. (2005), Brassica juncea’ nin 3 g¢esidinde mikrospor embriyogenesisi tizerine
ortam bilesimi ve inkiibasyon sicakliklarinin etkisini arastirmiglardir. Embriyo olusumu
lizerine besin ortamina (NLN-13) katilan aktif komiir, polivinilpyrolidin, kolhisin ve
biiylimeyi diizenleyici maddeler (BAP ve NAA) olumsuz etki yaparken, 10 mM AgNOs
olumlu etkide bulunmustur. Yiiksek sicaklik uygulamalarindan 32.5°C 10-15 giin
uygulamasi bagarili  bulunmustur. En yiiksek oranda embriyo olusumu (78
embriyo/petri) genotipe bakilmaksizin NLN-13+10 mM AgNO; ortaminda 32.5°C 10-
15 giin tek ¢ekirdekli mikrosporlart igeren 3.1-3.5 mm biiyiikligiindeki tomurcuklardan

saglanmistir.

Sato vd. (2005), B. rapa var. pekinensis L.’de mikrospor kiiltiirii ¢alismalar1 igin siv1
B5 ortaminda (%13 sakkaroz igeren, L-glutamin, L-serine, ve hormon i¢ermeyen) izole
edilen mikrosporlari, NLN sivi1 ortaminda (%13 sakkaroz, 0.3 mg/l BAP, PH: 6.0)
2ml/petri olacak sekilde kiiltiire almig ve 33 °C’de 1 giin karanlikta inkiibe edildikten
sonra 25 °C karanlik ortama aktarmiglardir. Torpido asamasina gelen embriyolar %0.2
aktif komiir, %1 gelrite igeren siirgiin ¢ogaltim ortamina alinmis, 2 hafta sonra gelisen
sirglinler %0.8 agar iceren ortama alarak alt kiiltiirler yapilmistir. Daha sonra
koklenmeyi uyarmak igin siirgiinler BS ortamina (%2 sakkaroz, %0.8 agar ) transfer
edilmistir. Tiim genotiplerde tomurcuk basina elde edilen bitki rejenerasyonunun %5.6-
313.1 arasinda degisim gosterdigini, elde edilen bitkiciklerin %9.5-60.2 oraninda
haploid, %38.2-69.9 oraninda diploid ve %0-20 oraninda tetraploid yapida olduklarini

belirlemislerdir.
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Prem vd. (2008), B. juncea’ nin 3 ¢esidinde kiiltiir ortamina ilave edilen aktif komiir ve
AgNOs’in mikrospor embriyogenesisi iizerine etkisini arastirmiglardir. Bu amacla her
izolasyonda 12 tomurcuk kullanilmis ve izole edilen mikrosporlar 10uM AgNOj; iceren
NLN-13 ortaminda 40.000 mikrospor/ml olacak sekilde kiiltiire alinmistir. Daha sonra
petri kutularinda kiiltiire alinan mikrosporlara (kontrol ve 0.2 ml aktif komiir soltisyonu)
uygulamislardir. Aktif komiir uygulamasi yapilmis NLN-13+10uM AgNOj; ortaminda
basar1 oramin1 4 kat daha artirdifini ve 100-405 embriyo/petri (2.700-10.935
embriyo/100 tomurcuk) elde edildigini belirtmislerdir. Calismanin bir diger asamasinda
aktif komiir (kontrol ve 0.2 ml AC/petri), ¢cimlendirme ortamina embriyolarin aktarim
kosulunun (direkt ya da kurutulmus) ve ¢imlendirme ortamindaki embriyolara farkli
sicaklik uygulamalarinin (kontrol ve soguk uygulamasi) embriyolarin bitkiye doniisiim
ve ¢imlenme oranina etkisi arastirilmiglardir. Calisma sonucunda aktif komiir ilave
edilmis veya edilmemis ortamlar arasinda bitkiye doniisim yoniinden farklilik
goriilmezken, hava iiflemeli steril kabin iginde steril filtre kagitlar1 iizerinde 15
dakikalik kurutmanin ardindan ¢imlendirme ortamina aktarilan embriyolar ise doniisiim
oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Cimlendirme ortamina aktarilan
embriyolarin 4°C karanlikta 5-10 giin siire soguklatilmasi durumunda, 10 giin
uygulamasinda doniisim oraninin %83 oldugunu ve embriyolardan elde edilen
bitkilerin ¢ogunlugunun haploid oldugu saptanmistir. Kromozom katlanmasi amaciyla
bu embriyolardan gelisen bitkilere 3-4 yaprakli donemde 2-3 saat %0.34 kolhisin
uygulamasi sonucunda canlilik oran1 %70, kromozom katlanmasinda basar1 orani

ise %75 olmustur.

Ulkemizde ise mikrospor kiiltiirii calismalari ile ilgili detayli calisma domateslerde
yapilmis ve bu ¢alismada ¢ok ¢ekirdekli hiicreler olusturulmus ancak embriyo olusumu
saglanamamistir (Bal 2002). Bal ve Abak (2005), domateste (Lycopersicon esculentum
Mill) tek ¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran ¢igek tomurcuklarini mannitol katilmis
ortamda 10°C’ de 7 giin boyunca karanlikta beklettikten sonra, izole edilen
mikrosporlar NLN ortaminda 0.5mg/l BAP, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l NAA ve 2, 4 ml/l
lactalbumin hydrolysate iceren ortamda kiiltiire alindiginda simetrik ¢ekirdek boliinmesi
ve ¢ok cekirdekli yapilarin olusumunun uyartildigini belirtmislerdir. Lactalbumin

hydrolysate yerine casein hydrolysate’in denendigi ikinci bir denemede ise 5 ve 10 g/l
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casein hydrolysate’ in bulundugu NLN+ 0.5 mg/l BAP+ 0.5 mg/l NAA Kkiiltiir
ortamlarinda da simetrik ¢ekirdek boliinmesi ve cok ¢ekirdekli yapilarin olusumunun

uyartildigini, ancak embriyo olusumunun saglanamadigini bildirmislerdir.

Benzer bir g¢alismada, biberde (Capsicum annuum L.) tek c¢ekirdekli mikrosporlu
asamadaki tomurcuklar mannitollu aglik ortaminda 10°C’de 7 giin boyunca bekletmis,
daha sonra izole edilen mikrosporlar 100 g/1, 130 g/l ve 170 g/l sakkaroz katilmis NLN-
ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda yogun kontaminasyon nedeniyle
basar1 elde edilememis, sadece 170 g/l seker katilmis ortamda 30. giinde sayim
sonuclarina gére mikrospor kokenli kallus koloni oraninin % 40.5, 60. giiniinde ise %
67 oldugunu, gelisen kalluslarin 1 ve 2 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda kiiltiire
aldiklarinda gelisemediklerini bildirmislerdir (Bal vd. 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma, 2007-2009 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge

Bitkileri Boliimii’nde yiiriitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak, beyaz bas lahana (B .oleracea var. capitata subvar.
alba), yaprak lahana (B. oleracea var. acephala) ve kirmiz: siis lahanasi kullanilmstir.
Beyaz bag lahanada iilkemizin tescilli 2 ¢esidinden biri olan Yalova-1 ile Van ve
cevresinde yetistirilmekte olan ve yerel bir populasyon olan ‘Ercis Populasyonu’,
yaprak lahana icin Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Boliimii 6gretim tiyesi Dog. Dr. Ahmet Balkaya’dan temin edilen kendilenmis 1 hat ile
0zel bir tohum firmasindan elde edilen 1 adet hibrit siis lahanasi1 (Chidori red) cesidi

kullanilmastir.

3.2 Yontem

3.2.1 Ana (donor) bitkilerin yetistirilmesi

Ana bitkilerin yetistirilmesi i¢in tohumlar tamamen torf doldurulmus viyollere ekilmis
ve gelisen lahana fideleri 60x80 cm, siis lahanasi fideleri ise 30x60 cm araliklarla
arazide hazirlanan yerlerine dikilmistir. Tohum ekimi ile fide dikimi tarihleri ve dikilen
fide sayilarnn Cizelge 3.1°de Ozetlenmistir. Lahana fidelerinin dikilecegi, parsele
sonbaharda derin toprak isleme, ilkbaharda ise ¢apa motoru ile yiizlek toprak islemesi
yapilmistir. Dekara 1-2 ton yanmig ahir giibresi verilmistir. Sulamada damla sulama

sistemi kullanilmigtir (Sekil 3.1).
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Cizelge 3.1 Lahanalarda ekim ve dikim zamanlar1 ve dikilen toplam bitki sayis1

Ekim zamam Dikim zamam
Dikilen fide
1 .yll 1 .yll sayisi
1.ekim 2.ekim 1. dikim 2. dikim

Yalova-1 09.05.2007 | 10.07.2007 | 04.07.2007 | 23.08.2007 183 bitki
Ercis 09.05.2007 | 10.07.2007 | 04.07.2007 | 23.08.2007 177 bitki
Populasyonu
Yaprak 09.05.2007 | 10.07.2007 | 04.07.2007 | 23.08.2007 114 bitki
lahana
Siis lahanasi 23.08.2007 - | 26.10.2007 - 141 bitki
(Chidori red)

2.1 2.yl
Yalova-1 09.05.2008 - 10.06.2008 - 250 bitki
Ercis 09.05.2008 - 10.06.2008 - 315 bitki
Populasyonu
Yaprak 09.05.2008 - 10.06.2008 - 290 bitki
lahana
Siis lahanasi 10.08.2008 - | 03.09.2008 - 200 bitki
(Chidori red)

Sekil 3.1 Dikim sonrasi gelismekte olan bitkilerin tarladaki goriiniimii

Sekil 3.2’de ise gelisimini tamamlamig olan lahana ve siis lahanasi bitkileri

goriilmektedir.
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Sekil 3.2.a. Lahana, b. siis lahanasi bitkilerinin genel goriiniimii

3.2.2 Bitkilerin kislatilmasi

Lahanalar ikinci y1l ¢igeklenebildikleri i¢in, beyaz bas lahanada elde edilen baslar,
yaprak lahanada ise yaprakl bitkiler hasat edildikten sonra koklii sekilde bitkiler, ilk y1l
17.11.2007 tarihinde, ikinci yil 20.11.2008 tarihinde 1sitmasiz sera iginde acilan
hendeklere dikilmis ve tiizerleri toprakla kapatilarak kis aylar1 boyunca muhafaza

edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Serada hendeklere dikilen koklii lahana bitkileri

3.2.3 Bitkilerin ¢iceklenme icin dikimi

Seradan ¢ikarilan kokli lahana bitkileri ilk yil 17.03.2008 tarihinde arazide hazirlanan
yerlerine 40X20-25 cm arayla dikilmis (Sekil 3.4.a) ve ciceklenme baslangicindan
itibaren tomurcuklar hasat edilmeye baglanmistir. Ercis lahanasi bitkileri ilk yil sert
gecen kis nedeniyle donmus ve bitkilerin énemli bir kismi zarar gordiigii igin ilk yil
deneme programina alinamamustir. Siis lahanalari ise kigi arazide gecirmistir (Sekil
3.4.b). ikinci y1l denemelerinde ise; iklim ve arazi kosullarmin uygun olmamasindan
dolay1 serada saklanan koklii lahana bitkileri arazi kosullarina ¢ikarilamamus, ¢icek

tomurcuklar1 seradaki bitkilerden alinmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Ikinci yil araziye ¢ikarilamay1p serada kislatilan bitkiler
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3.2.4 Mikrospor Kkiiltiirii icin uygun tomurcuk gelisme devresi, mikrospor gelisme
donemi ve mikrospor canliiginin belirlenmesi

Mikrospor kiiltlirii yoluyla haploid bitki elde edilmesindeki ilk asama, tek ¢ekirdekli
mikrosporlart bulunduran tomurcuklar1 segebilmektir Uygun tomurcuk gelisme
asamasini belirlemek amaciyla her tiirde ¢iceklenmenin baslamasindan itibaren farkl
irilikteki tomurcuklardan aliman 10’ar tomurcukta tomurcuk uzunlugu, canak ve tag
yaprak uzunlugu ve anter uzunluklari cetvel yardimiyla oOlgiilerek ortalamalart alinmig

ve tomurcuklar iriliklerine gore 5 sinifa ayrilmistir.

Morfolojik  6zelliklerine  gére  smiflandirilan  tomurcuklarin  anterlerindeki
mikrosporlarin canliligmi ve gelisme donemlerini belirlemek amaciyla sitolojik
inceleme yapilmistir. Farkli gelisme donemlerindeki tomurcuk ornekleri toplandiktan
hemen sonra Farmer tespit ¢cozeltisine (3 kisim %96°lik etil alkol: 1 kisim glacial asetik
asit) alinarak 24 saat oda sicakliginda bekletilmis ve daha sonra kii¢iik cam siselere

doldurularak %70’lik etil alkol i¢inde buzdolabinda saklanmistir (El¢i 1982).

Mikrosporlarin gelisme donemlerini belirlemek amaciyla 2 yontemden yararlanilmistir:

a. Asetokarmin yontemi: Anterler bir lam iizerine konarak ok uglu igne ve pens
yardimiyla mikrosporlar serbest hale getirilmis ve El¢i (1982)’ye gore hazirlanan %
I’lik asetokarminden 1 damla karigtirtlmistir. Lamel kapatildiktan sonra preparatin
tizerine bir kurutma kagidi konarak bastirilmis ve hafif ezilmeleri saglandiktan sonra 3-
4 kez ispirto ocaginda kaynatmadan isitilmistir. Daha sonra preparatlar 151k

mikroskobunda incelenmistir (Sarikamis vd. 2000).

b. DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) yontemi: Cekirdeksel DNA materyalinin
tam olarak boyanabilmesini saglayan, ve mikrospor gelisme asamalarinin net olarak
goriilebildigi bu yontemde, DAPI stok soliisyonu (I mg DAPI/Iml bidistile su)
hazirlanmis ve bu stok sollisyon +4°C karanlikta saklanmistir. Mikroskopta inceleme

yapilacagl zaman anterler bir lam iizerine konarak ok uglu igne ve pens yardimiyla
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mikrosporlar serbest hale getirilmis ve bu stok soliisyondan 1 pl karistirilmistir. Lamel
kapatildiktan sonra preparatlar aliiminyum folye ile sarilarak 10 dakika kadar karanlikta
bekletildikten sonra ultraviole 151k altinda incelenmistir (Coleman ve Goft 1985). Ayni
sekilde izole edilmis mikrosporlarin in vitro ortamdaki davraniglarini belirlemek
amaciyla ilk yil denemelerinde kiiltlir siiresinin sonunda (28. giin), kiiltiirlerden lam
tizerine 1 ml 6rnek alinmig ve DAPI ile boyanan preparatlar ultraviole 151k altinda

incelenmistir (Coleman ve Goft 1985).

Kiiltiire alman mikrospor hiicrelerinin canlilifini kontrol etmek amaciyla asagidaki

yontem kullanilmistir.

FDA (fluorescein di acetate): ilk yil denemelerinde kiiltiire alinan mikrosporlarin
canliligin1 test etmek amaciyla FDA (1 mg FDA/1 ml aseton) stok soliisyonu
hazirlanmis ve bu stok soliisyon -20°C’de ve karanlikta saklanmustir. Kiiltiirlerden
kiiltiir siiresinin ikinci gliniinde lam tizerine 1ml 6rnek alinmis ve bu 6rneklere FDA
stok soliisyonundan 4 pl damlatildiktan sonra lamel kapatilmistir. Daha sonra
alimunyum folye ile sarilan preperatlar 5-10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra ultraviole 151k altinda incelenmistir (Heslop-Harrison ve Heslop Harrison 1970,
Deslauriers vd. 1991). Her bir uygulamadan 1 preparat hazirlanarak her tiir i¢in toplam

24 preparattta inceleme yapilmistir.

3.2.5 Mikrospor Kkiiltiirii calismalari

3.2.5.1 Tomurcuk sterilizasyonu

Tek ¢ekirdekli mikrosporlu donemdeki tomurcuklar toplanarak birka¢ damla Tween-20
damlatilmis % 10’luk ticari sodyum hipokolorit ¢ozeltisi icinde 10 dakika bekletildikten

sonra 3 kez bidistile suyla 6’sar dakika calkalanarak yikanmistir.
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3.2.5.2 Mikrosporlarin izolasyonu

Mikrosporlarin anterlerden izole edilmesinde ve kiiltiire alinmasinda mikrospor kiiltiiri
caligmalarinda kullanilan ve Brassica tiirlerinde olumlu sonug verdigi bildirilen Nitsch
ve Nitsch (1967) tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981, 1982) tarafindan modifiye
edilen NLN-13 ortam kullamlmistir. izolasyon ortami ve temel kiiltiir ortami olarak
kullanilan NLN-13 ortaminin bilesimi Cizelge 3.2°de verilmistir. Kiiltlir ortaminin

PH’s1 6.1 olarak ayarlanmistir.

Cizelge 3.2 Mikrospor izolasyonu ve kiiltiire alinmasinda kullanilan s1vi NLN-13
ortaminin bilesimi

Bilesik | Miktar (mg/l)
Makro Elementler

KH,PO, 125
KNO; 125
CaNO3.4H20 500
MgS0,.7H,0 125
Mikro Elementler

CuS0,.5H,0O 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
H;BO; 10
MnS0O,.4H,O 25
NaFeEDTA 40
N32M004.H20 0.25
ZHSO4.7H20 10
Vitaminler

L-Serine 100
Myo-inositol 100
L-Glutamine 800
Glutathione reduced 30
Nikotinik asit 5
Glycine 2
Folik asit 0.5
Pyrodoksin-HCl 0.5
Thiamine-HCl 0.5
D (+) Biotin 0.05
Sakkaroz 130 g/l

Her izolasyonda 40 adet tomurcuk kullanilmistir. Tomurcuklar, Nitsch ve Nitsch (1967)
tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981) tarafindan modifiye edilen filtre ile

sterilizasyonu yapilmis (Sekil 3.6) 3.5 ml NLN-13 ortaminda (%13 sakkaroz, patates
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0zili ve biiylimeyi diizenleyici icermeyen, PH: 6.1) 100 ml’lik beher i¢inde ezilerek
mikrosporlarin serbest hale gecmesi saglanmistir. Daha sonra mikrospor siispansiyonu
40 pm’lik deliklere sahip eleklerden geg¢irilmis (Sekil 3.7), elekte ve beherde kalan
cokelti 6.5 ml NLN-13 ortami ile 100 ml’lik beherlere aktarilmistir. Daha sonra siiziilen

siispansiyon santrifiij tliplerine alinmis, mikrosporlarin ¢dkelmesini saglamak ve

mikrospor safiyetini artirmak amaciyla bu siispansiyon 3 dakika 900 rpm hizda, 4°C’de
3 kez santrifiij edilerek (Sekil 3.8), mikrospor ¢okeltisi elde edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.6 Filtrasyon {initesi ve kabin Sekil 3.7 Mikrospor silispansiyonunun
icinde  besin  ortaminin siiziilmesinde kullanilan
sterilizasyonunun yapilist elek sistemi

Sekil 3.8 Santrifiij isleminin yapilist Sekil 3.9 Santrifiij islemi sonucunda
cokelen mikrosporlar
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3.2.5.3 Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Mikrosporlarin belirli yogunlukta kiiltiire alinmalar1 gerekmektedir. Bu amagla son
santrifiijleme (yikama) isleminden sonra Kkiiltiir ortamima alinan mikrosporlarin
yogunlugu Brassica’larda olumlu sonuglar verdigi bildirilen mililitrede 40.000 adet
olacak sekilde ayarlanmistir (Takahata ve Keller 1991, Carlos ve Dias 1999, Dias ve
Correia 2002, Prem vd. 2008). Mikrospor yogunlugunun belirlenmesinde
Hemositometrik yontemin bir uyarlamasi kullanilmistir (Eti 1990). Bu amagla santrifiij
tiipiinde bulunan mikrospor siispansiyonundan bir damla alinmig ve thoma laminda

sayim yapilarak mikrospor yogunlugu belirlenmistir.

Thoma laminmn esasi, 0, mm’ hacimde sayim yapilmasidir. Thoma lammin yandan
gorlintisii Sekil 3.10°da verilmistir. Sekil 3.10°da goriildiigi gibi, kiigiik kare olarak
belirtilen gercekte bir kare prizmadir. Derinlik boyutu, sekilde verilen g¢ukurun
derinligini gostermekte olup, 1/10 = 0,1 mm dir. 1 kiiciik kare olarak belirtilen kare
prizmanin hacmi = 0,05 mm X 0,05 mm X 0,1 mm = 0,00025 mm?® = 1/4.000 mm®'diir.
Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kii¢iik kare olduguna goére toplam sayim hacmi =
0,00025 mm” X 400 = 0,1 mm’'diir.

Diz kisim
0, mm lcukur kisim) .~

-
.
_____
i

; 0) mm

0,05 mm

Sekil 3.10 Thoma laminin yandan goriiniisii

Sayim yapilacak alan, cam yiizeyindeki ¢izgilerle belirlenmistir (Sekil 3.11).Thoma lam1
ile sayim sonucu A x 10.000 formiilii ile hesaplanir. Burada A = 16 biiyiik karede sayilan
mikrospor sayisi adedidir. 10.000 ise 0,1 mm™ deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya

dontistiirmek ve standart sonu¢ elde etmek i¢in kullanilan bir degismezdir (Giirgiin ve
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Halkman 1990). Derinligi belli ve genellikle 0.1 mm olan lam ¢ukurunda bulunan ve en
x boy x derinlik kombinasyonunun belirledigi hacimde (0.1 mm®) bulunan mikrospor
sayist belirlenmis ve ¢aprazlama 8 biiyiikk kare sayilip sonu¢ 2 ile carpilarak 0.1
mm?”’deki deger bulunmustur. Toplam 16 biiyiik karede sayilan mikrospor sayist 10.000
ile carpilarak 1 ml’de bulunan mikrospor sayisi belirlenmistir. Bu sayim sonucundan
hareketle 6rnegin alindig1 hacimdeki mikrospor sayisina ulasilmistir (Bal 2002, Dogu ve
Yanmaz 2004). Bu amagla denemelerimizde, son santrifiijleme isleminden sonra olusan
mikrospor ¢okeltisi, taze NLN-13 ortamiyla ml’de 40.000 mikrospor igerecek sekilde

yeniden siispansiyon haline getirilirek mikrospor yogunlugu ayarlanmstir.

Sekil 3.11 Thoma lamindaki sayim yapilan kareler

3.2.6 Mikrosporlarn kiiltiire allnmasi

Kiiltiire aliman mikrosporlar tiim uygulamalarin ardindan 25°C sicaklikta karanlik
kosullarda 21 giin siireyle beklemeye alinmistir (Takahata ve Keller 1991, Duijs vd.
1992, Ferrie vd. 1999). Ancak ilk yil denemelerinde 21 giin sonunda ¢ogu petride
goriilen enfeksiyon nedeniyle embriyolar sayillamamistir. Bu nedenle ikinci yil
denemelerinde bekleme siiresi 12 giine indirilmistir. ikinci yil 25°C karanlik kosullarda
12 giin siireyle bekletilen kiiltiirlerde (Sekil 3.12) bir petride 2 ya da daha c¢ok sayida
embriyo ¢iplak gozle goriiliir goriillmez petriler 45 rpm hizli orbital galkalayici {izerine

alinarak 1 hafta siireyle sallanmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12 Inkiibatdrde beklemeye Sekil 3.13 Orbital calkalayict iizerine
alinan petriler alinan petriler

3.2.7 Mikrosporlardan haploid embriyo olusumunu uyarmak i¢in yapilan
uygulamalar

3.2.7.1 Sicakhik uygulamasi

Kiiltiire alinan mikrosporlara kiiltiir siiresinin ilk birkag giinii yliksek sicaklik soklarinin
uygulanmasi embriyo olusumunu uyartmada etkili olmaktadir. 3 farkli lahana tiiriinde
sicakligin haploid embriyo uyartimi {izerine etkisini belirlemek amaciyla ilk yil 3 farkli
sicaklik (30°C, 32°C ve 35°C) ve siire (1, 2 ve 3 giin) denenmistir. ikinci y1l ise
embriyo olusumu agisindan daha umutvar bulunan 32°C ve 35°C’de 2 giin
uygulamastyla devam edilmistir. Ikinci y1l denemelerinde her uygulama 5x6 petri
olacak sekilde planlanmis, her uygulama i¢in toplam 4 adet izolasyon gerceklestirilmis
ve her bir uygulama icin 160 adet tomurcuk kullanilmistir. Cizelge 3.3°de 1. ve 2. yil

denemelerinde kullanilan sicaklik uygulamalar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.3 Lahana tiirlerinde kullanilan sicaklik uygulamalari

Tiir Cesit Sicaklik Siire Izolasyon sayisi Petri sayisi
(°C) (glin) (adet) (adet)
Lyl | 2.yl Lyl | 2.yl
Bas lahana Yalova-1 30 1 - 5
2 - 5
3 - 5
32 1 - 5
2 6 4 5 30
3 - 5
35 1 - 5
2 4 5 30
3 - 5
Ercis lahanasi 30 1 - 5
2 - 5
3 - 5
32 1 - 5
2 6 4 5 30
3 - 5
35 1 - 5
2 4 5 30
3 - 5
Yaprak lahana 30 1 - 5
2 - 5
3 5
32 1 - 5
2 6 4 5 30
3 - 5
35 1 - 5
2 4 5 30
3 - 5
Siis lahanas1 | Chidori red F1 30 1 - 12
2 - 12
3 - 12
32 1 - 12
2 18 4 12 30
3 - 12
35 1 - 12
2 4 12 30
3 - 12

3.2.7.2 Kolhisin uygulamasi

B.napus’da yapilan bir aragtirmada mikrosporlara kolhisin uygulamasinin embriyo
olusumunu artirdiginin belirtilmesi iizerine (Zhou vd.
lahanalarda nasil bir sonug¢ verdigini belirlemek amaciyla ilk yil 25, 50, 100 mg/l

kolhisin dozlari, ikinci yil ise ilk y1l denemelerinde daha olumlu sonug alinan 50 ve 100
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mg/1 kolhisin uygulamasi yapilmistir. Bu amacla %0.2’1lik kolhisin stogu hazirlanmis ve
bu stok soliisyon 4°C sicaklikta karanlik kosullarda saklanmistir. Stok soliisyon
kullanilmadan once filtre ile sterilize edilmistir. Her bir kolhisin dozu i¢in ayr1 500
ml’lik NLN-13 ortami hazirlanmis ve bu ortamlara kolhisin dozlarmi ayarlayacak
sekilde (25 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l) stok soliisyondan eklenmistir. Daha sonra Boliim
3.2.5.2’de agiklanan santrifiiij edilmis pellete tomurcuk basina 1 ml olacak sekilde
kolhisin ¢ozeltisinden eklenerek silispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyonlar
santrifiij tliplerine alinmis ve 30°C sicaklikta karanlik kosullarda 15 saat siireyle 60 rpm

hizli orbital ¢alkalayicida sallanmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 Kolhisin katilmig ortamlardaki mikrosporlarin
orbital calkalayicidaki gériiniimii

15 saat sonra kolhisinin ortamdan uzaklagtirilmasini saglamak amaciyla santrifiij
tiiplerindeki mikrosporlar 900 rpm hizda, 4°C’ de 2 kez santrifiij edilmistir. Daha sonra
40 000 mikrospor/ml yogunlukta olacak sekilde taze NLN-13 ortamiyla tekrar
siispansiyon haline getirilerek 5ml NLN-13/petri (40.000 mikrospor/ml = 200.000
mikrospor/petri) olacak sekilde kiiltire alinmistir. Bu uygulamada ilk yil, serada
saklanan Ercis lahanasi bitkilerinin donmasi nedeniyle yeterli tomurcuk
almamadigindan sadece kontrol grubu denemesi kurulabilmistir. Ikinci yil
denemelerinde; tim genotiplerde ilk yil denemelerinde daha olumlu sonu¢ alinan 50
mg/l ve 100 mg/1 kolhisin uygulamalari denemeye dahil edilmistir. Cizelge 3.4’de 1. ve

2. y1l denemelerinde yer alan kolhisin uygulamalar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.4 Denemelerde yer alan kolhisin uygulamalari

Doz 1.yl 2.1l
(mg/) ["Sicaklik | Sire | IS | P.S | Sicaklk | Sire | LS | P.S
(°C) (gin) °0) (giin)
Kontrol 30 15 - - - -
32 1+2+3 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
25 30 15 - - - -
Yalova-1 32 14243 6 15 - - - -
35 15 - - - -
50 30 15 - - - -
32 1+2+3 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
100 30 15 - - - -
32 1+2+3 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
Kontrol 30 15 - - - -
32 1+2+3 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
25 30 - - - - -
Ercis 32 1+2+3 - - - - - -
lahanasi 35 _ _ R _ _
50 30 - - - - -
32 1+2+43 - - 32 2 4 30
35 - 35 2 4 30
100 30 - - - - -
32 1+2+43 - - 32 2 4 30
35 - 35 2 4 30
Kontrol 30 15 - - - -
32 1+2+43 6 15 32 2 4 30
35 12 35 2 4 30
25 30 15 - - - -
Yaprak 32 14243 6 15 - - - -
lahana 35 15 _ R - -
50 30 15 - - - -
32 1+2+43 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
100 30 15 - - - -
32 1+2+43 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
Kontrol 30 36 - - - -
32 1+2+3 18 36 32 2 4 30
35 36 35 2 4 30
25 30 15 - - - -
Siis 32 1+2+3 6 15 - - - -
lahanasi 35 15 _ R _ _
50 30 15 - - - -
32 1+2+43 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30
100 30 15 - - - -
32 1+2+43 6 15 32 2 4 30
35 15 35 2 4 30

L.S: izolasyon sayisi, P.S: petri sayis1
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Denemede her uygulama i¢in 5x6 petri olmak {izere planlanmis, her uygulama i¢in
toplam 4 adet izolasyon gerceklestirilmis ve her bir uygulamada 160 adet tomurcuk

kullanilmustir.

3.2.7.3 Aktif komiir uygulamasi

Aktif komiirlin etkinligini belirlemek amaciyla ilk yi1l denemelerinde farkli dozlarda
aktif komiir uygulamasi yapilmistir. Bu amagla otoklavda sterilizasyonu yapilan aktif
komiir sollisyonundan (1 g aktif komiir+0.5 g agaroz+100 ml bidistile su) her bir petri
kabina 0.1-0.2 ml ilave edilmis ve sicaklik uygulamasinin ardindan 25°C’de karanlikta

kiiltiire alinmistir (Carlos ve Dias 1999).

Ik y1l denemelerinde herhangi bir embriyo olusumu gézlenemeyen aktif komiir

uygulamasi ikinci yil denemelerinde devre dist birakilmustir.

3.2.7.4 Gama 1511 uygulamasi

Taranan kaynaklarda Brassica napus L.’da tomurcuklara gama 1simm1 uygulamasinin
haploid embriyo olusumunu uyardiginin belirtilmesi {izerine bu uygulama ikinci yil
denemelerine alimmis ve modifiye edilerek yaprak lahana ve silis lahanasinda

denenmistir (Pechan ve Keller 1989).

Bu amacla tek ¢ekirdekli mikrosporlar igeren tomurcuklar gama uygulamasi yapilmak
tizere Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu’na gotliriilmistiir. Gama 151mn1 uygulamasi
yapacak olan cihazin kaynak giicii 0,938 KGy/saat olarak belirlenmistir. Yaprak
lahanada gama dozu olarak 2 doz (100 Gy ve 300 Gy), siis lahanasinda ise 4 doz (50 Gy,
75 Gy, 100 Gy ve 300 Gy) kullanilmistir. Isinlama yapilan yerden tomurcuklarin
laboratuvara hemen ulastirilmast miimkiin olmadigindan isinlamadan bir siire sonra
(yaprak lahanada 19 saat, siis lahanasinda 24 saat) tomurcuklar isleme alinabilmistir.
Isinlanan tomurcuk sayisinin fazla olmasi nedeniyle, izolasyon Oncesi tomurcuklar 5

saat siireyle 4°C’de kuru (dogrudan petri kutular1 i¢cinde) ve sivi (NLN-13) ortamda
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bekletilmis ve boylece 1sinlamanin etkisinin devamlilig1 ve tomurcuk saklama kosullar

arasinda farkliligin olup olmadigi test edilmeye ¢alisilmistir.

Deneme her uygulama i¢in 4x6 petri olmak tizere planlanmis, her uygulama i¢in toplam
3 adet izolasyon gerceklestirilmistir. Her uygulama i¢in toplam 120 adet tomurcuk

kullanilmastir.

3.2.7.5 Besin ortamim yenileme uygulamalari

Yapilan kaynak taramalarinda lahanalarda besin ortaminin seker konsantrasyonunun
degistirilmesi ve ortam yenilemenin mikrospor embriyogenesisi iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir (Lionneton vd. 2001, Gu vd. 2003, Wei vd. 2008). Bu amagla 2. yil
denemelerinde, 3 farkli lahana tiirlinde NLN-16 ortaminda izole edilen mikrosporlar iki
farkli ortamda (NLN-16 ve NLN-16+50 mg/l kolhisin) 32°C sicaklikta karanlik
kosullarda 2 giin siireyle inkiibe edildikten sonra NLN-13 ve NLN-16 ortamlarina
alinarak ortam yenileme uygulamalart gergeklestirilmistir. Ortamlar Cizelge 3.5’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.5 Denemelerde yer alan besin ortami1 yenileme uygulamalari

Tir Cesit Ortam bilesimleri

Bas lahana | Yalova-1 Ortam 1 (NLN-16 / NLN-13)
Ortam 2 (NLN-16+50 mg/I kolhisin / NLN-13)
Ortam 3 (NLN-16+50 mg/1 kolhisin / NLN-16)
Ercis Ortam 1 (NLN-16 / NLN-13)
Ortam 2 (NLN-16+50 mg/1 kolhisin / NLN-13)
Ortam 3 (NLN-16+50 mg/I kolhisin / NLN-16)

Yaprak Ortam 1 (NLN-16 / NLN-13)

lahana Ortam 2 (NLN-16+50 mg/1 kolhisin / NLN-13)
Ortam 3 (NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-16)

Stis Chidori red F1 | Ortam 1 (NLN-16 / NLN-13)

lahanas1 Ortam 2 (NLN-16+50 mg/I kolhisin / NLN-13)

Ortam 3 (NLN-16+50 mg/1 kolhisin / NLN-16)
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Deneme her uygulama icin 4x5 olacak sekilde planlanmis, her uygulama i¢in toplam 3
adet izolasyon gerceklestirilmistir. Her uygulamada toplam 120 adet tomurcuk

kullanilmustir.

3.2.8 Embriyolarin cimlendirilmesi

Kiiltiir stiresinin sonunda (izolasyondan 19 giin sonra) embriyo ya da embriyo
baslangic1 yapilar %2 sakkaroz, %0.9 agar takviyeli Gamborg vd. (1968) tarafindan
gelistirilen ve hormon icermeyen B5 ortaminda 25 °C ve 16 saat giin uzunlugundaki
iklim odasinda ¢imlendirmeye alinmistir. Embriyolarin bir bolimi diisiik agarli (7 g
agar/l) ortama aktarilmig, boylece embriyolarin gelisebilmeleri i¢in gevsek bir ortam
saglanmaya calisilmistir. Ayrica olasi enfeksiyonu engellemek amaciyla besin ortamina

cok diisiik dozda antibiyotik katilmistir (250 mg augmentin/It).

3.2.9 Yapilan ol¢iim ve degerlendirmeler

- Embriyo ya da embriyo baslangici yapilarin sayimi (Embriyogenik kapasite):
Izolasyondan 12 giin sonra ve orbital calkalayici iizerinde sallanan petrilerde 1 hafta
sonunda (izolasyondan 19 giin sonra) petri basina embriyo veya embriyo baslangici

yapilar sayilmistir.

3.2.10 istatistiki degerlendirme

Denemeler ilk yil tiir x sicaklik uygulamalar1 x dozlar (gama ve kolhisin) arasindaki
iligkileri ortaya koymak amaciyla faktoriyel deneme diizenine gore kurulmustur. Ancak
2. y1l denemelerinde her faktoriin etkisini belirlemek amaciyla faktoriyel varyans analizi
yapilmistir. Varyans analizini takiben farkli gruplari belirlemek amaciyla Duncan ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmustir. Ikili ve {iclii interaksiyonlar istatistik olarak dnemli
bulundugundan, Duncan c¢oklu karsilagtirmalar1 alt gruplar diizeyinde yapilmustir.
Hesaplamalarda istatistik onemlilik diizeyi % 5 olarak alinmis ve hesaplamalar SPSS

istatistik paket programinda yiiriitilmistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Mikrospor Kiiltiirii icin Uygun Tomurcuk Gelisme Devresi, Mikrospor

Gelisme Donemi ve Mikrospor Canhiliginin Belirlenmesi

Ik cigek tomurcuklar1 1. y1l Yalova-1 beyaz bas lahana cesidinde 24.03.2008, Ercis
lahanasinda 27.03.2008, yaprak lahanada 28.03.2008, siis lahanasinda ise 20.04.2008
tarihinde goriiliirken, ikinci yil ise bu tarihler Yalova-1 ¢esidinde 25.02.2009, yaprak
lahanada 01.03.2009, Ercis lahanasinda 07.03.2009, siis lahanasinda 09.04.2009 olarak
belirlenmistir. Denemelerde tek cekirdekli mikrospor gelisme asamasindaki tomurcuk
biiytlikliigiinii belirlemek amaciyla hasat edilen tomurcuklar 5 farkli gruba ayrilarak, her
bir gelisme donemine ait tomurcuk uzunlugu, c¢anak yaprak uzunlugu, ta¢ yaprak

uzunlugu, anter uzunlugu ve petal/anter oranlarinin ortalama degerleri Cizelge 4.1°de

verilmistir.

(izelge 4.1 Lahana tiirlerinde tomurcuk iriligine gore tomurcuk 6zellikleri

Gelisme Tomurcuk Canak Tag¢ yaprak Anter Petal/anter
donemi uzunlugu yaprak uzunlugu uzunlugu orani
(mm) uzunlugu (mm) (mm)
(mm)

Yalova-1
1 3.6 2.3 1.1 2.3 0.47
2 5.3 4.2 1.5 3.1 0.48
3 5.5 4.4 1.8 3.7 0.48
4 7.0 5.0 2.1 4.2 0.50
5 8.1 7.2 4.4 5.3 0.83

Ercis

lahanasi 1 2.2 2.0 1.7 2.0 0.85
2 4.4 4.0 2.0 3.0 0.66
3 5.0 43 2.4 3.5 0,68
4 5.9 5.0 3.0 4.1 0,73
5 6.3 6.1 4.3 53 0,81

Yaprak
lahana 1 6.2 4.7 1.6 4.1 0.39
2 6.7 4.9 2.0 4.6 0.43
3 7.1 5.9 3.5 5.2 0.67
4 8.3 6.3 5.1 6.2 0.82
5 10 9.6 7.0 7.2 0.97

Siis

lahanasi 1 2.4 2.0 1.2 2.0 0.60
2 4.4 2.8 1.5 2.8 0.53
3 6.3 5.3 1.8 3.7 0.48
4 7.2 5.8 2.1 4.2 0.50
5 9.3 7.2 3.8 6.1 0.62
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Cizelge 4.1’e gore yaprak lahananin diger tiirlere gore daha iri tomurcuklara sahip
oldugu, bunu siis lahanast ve Yalova-1’in izledigi, Ercis lahanasinin ise en kiiclik
tomurcuklara sahip oldugu anlagilmaktadir. 5 farkli gelisme donemindeki
tomurcuklarda mikrospor gelisme donemi asetokarmin ve DAPI yontemi ile boyanarak
mikroskop altinda incelenmistir. inceleme sonuglarina gére, Yalova-1 cesidinde ve siis
lahanasinda asetokarmin yontemiyle boyanmis tek ¢ekirdekli mikrosporlar ve tetratlar 2.
gelisme donemindeki tomurcuklarda goriiliirken, yaprak lahana ve Ercis lahanasinda

1. gelisme donemindeki tomurcuklarda goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Asetokarminle boyanmis: a. tetrat asamasi (Yalova-1, 2. gelisme donemi),
b. tek ¢ekirdekli mikrosporlar (yaprak lahana, 1. gelisme donemi)
(x 40 biiytitme)

DAPI yonteminde ¢ekirdeksel DNA materyali tam olarak boyanabilmekte ve mikrospor
gelisme asamalarini net olarak belirlenebilmektedir. Sekil 4.2°de DAPI ile boyanmis
preparatlarda tek ¢ekirdekli mikrospor ve olgun polenler goriilmektedir. Kiiltlire alinan
mikrosporlarin besin ortaminda 28. giin sonraki goriintiileri incelendiginde, ¢oklu hiicre
gruplart ve simetrik c¢ekirdek bdliinme asamasindaki mikrosporlarin yaninda c¢ok

cekirdekli yapilara (embriyoid) da rastlanilmistir (Sekil 4.3 ).
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Sekil 4.2 DAPI ile boyanmus: a. tek ¢ekirdekli mikrospor (Yalova-1, 2. gelisme dénemi),
b. olgun polen (siis lahanasi, 3. gelisme donemi) (x 40 biiyiitme)

Sekil 4.3 Kiiltiire alinan mikrosporlarda 28 giin sonra goriilen: a. simetrik ¢ekirdek
boliinmesi (32°C 2 giin + kontrol, Yalova-1), b. ¢cok ¢ekirdekli yap1 (32°C 2
giin + 50 mg/l kolhisin, siis lahanas1), ¢. ¢oklu hiicre grubu (32°C 2 giin +
kontrol, yaprak lahana) ve d. c¢oklu hiicre yapis1 (32°C 3 giin + 25 mg/l
kolhisin, yaprak lahana) (x 40 biiyiitme)
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Elde ettigimiz bulgular, tomurcuk biyiikliigiiniin tiirlere gore degisim gosterdigini,
yapilan sitolojik gozlemler sonucunda tiim tiirlerde mikrosporogenesis asamalarinin,
tomurcugun ¢ok kii¢iik oldugu donemde (1. ve 2. gelisme donemi) goriilebilecegini, 3.
ve daha sonraki gelisme asamalarinda bulunan tomurcuklarin tiimiinde gen¢ veya

olgunlagmakta olan ¢igek tozlarina rastlanildigini géstermistir.

Bu sonuglara gore tek ¢ekirdekli mikrosporlar tiirlere gore farkli gelisme donemindeki
tomurcuklardan elde edilmistir. Bu asama Sekil 4.4’de halka icine alinarak, Cizelge

4.1°de ise koyu renkle belirtilmistir.

Yalova-1

Ercis lahanas:

Yaprak lahana

Sekil 4.4 Farkli gelisme donemine ait tomurcuklar
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Denememizde uygun tomurcuk donemi olarak belirlenen tomurcuklarin bitkide ¢icek
salkim1 tlizerindeki dizilisi gozlenerek, pratik agidan bu tip mikrosporlar1 bulunduran
tomurcuklarin, tomurcuk kiimesinin en i¢ halkasindaki kiime iginden alinmasinin

avantaj saglayacagi sonucuna varilmigtir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Cicek salkimi tizerinde tomurcuklarin dizilisi ve i¢
halkadaki tomurcuklar

Boyama caligmalar1 sonuglar1 ve tomurcuk 6l¢iim sonuglari birlikte degerlendirildiginde
(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4) Yalova-1 ¢esidinde 5.3 mm, Ercis lahanasinda 2.2 mm,
yaprak lahanada 6.2 mm, siis lahanasinda ise 4.4 mm ve daha kii¢iik tomurcuklarinin

tercih edilmesinin gerektigi sonucuna varilmistir.

Mikrospor kiiltiirtinde kiiltiire alinan mikrosporlar canliliklarini ¢ok kisa siirede
kaybedebilmektedir. Bu nedenle kiiltlire alinan mikrosporlarin canli olup olmadiklarinin
belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Mikrospor canliligt FDA ile boyanarak tespit
edilmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi canli olan mikrosporlar flouresans 1sikta parlak

goriinmektedir. (Maraschin vd. 2003). Bizim c¢alismamizda canlilik ilk yil
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denemelerinde test edilmistir. Kiiltiir siiresinin ikinci giiniindeki sonuglara gore tiim

mikrosporlarin canli oldugu saptanmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Kiiltiir ortaminda FDA ile boyanmig canli mikrosporlar
(x 40 biiyiitme)

4.2 Farkh Uygulamalarin Haploid Embriyo Olusumu Uzerine Etkileri

4.2.1 Birinci y1l sonuglar

IIk yil denemelerinde, mikrospor kiiltiirii tekniginin lahanalarda ilk defa denenecek
olmas1 nedeniyle uygulamalara goére embriyolar elde edilmis, ancak kaynak verilerine
gore kiiltiirlerin son giine kadar bekletilmesi sonucu enfeksiyon nedeniyle rakamsal veri
elde edilememistir. Kaynak verilerine gore mikrospor izolasyonundan 4 hafta sonra
kotiledonar ~ asamadaki  embriyolarin  goriilebildigi  belirtilmektedir.  Bizim
denemelerimizde izolasyondan 21 giin sonra petrilerin biiylik bir ¢ogunlugunda

enfeksiyon olusumu nedeniyle embriyo sayimi olanaksiz hale gelmistir.

Ancak ikinci y1l ¢aligmalarina 151k tutacak sekilde gozlemler degerlendirilmis ve 2. yil

denemeleri bu sonuglara gore sekillendirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 11k y1l denemelerinde umutvar bulunan uygulamalar

Tiir Cesit Uygulama Adi
Bas lahana Yalova-1 Tiim uygulamalarda enfeksiyon
gorillmiistiir.
Ercis lahanasi Tiim uygulamalarda enfeksiyon
gorillmiistiir.
Yaprak lahana 32°C-2 giin
32°C -3 giin

32°C - 1 giin + 25 mg/I kolhisin
32°C - 3 giin + 25 mg/I kolhisin
32°C - 1 giin +50 mg/1 kolhisin
32°C - 2 giin +50 mg/1 kolhisin

Siis lahanasi

Chidori red

32°C -1 giin
32°C -2 gin
32°C -3 giin
32°C 1 giin + 100 mg/I kolhisin
32°C 2 giin + 100 mg/1 kolhisin
32°C 3 giin + 100 mg/1 kolhisin
35°C -1 giin
35°C -2 giin
35°C - 3 giin
35°C 1 giin + 100 mg/1 kolhisin
35°C 2 giin + 100 mg/1 kolhisin
35°C 3 giin + 100 mg/I kolhisin

Ik yi1l denemelerinde kiiltiir siiresinin sonunda yapilan mikroskopik incelemelerde
sadece yaprak ve siis lahanasindaki kiiltiirlerde embriyolara rastlanilmis (Sekil 4.7), bas

lahanada (Yalova-1 ve Ercis lahanasi) ise tiim petrilerde enfeksiyon olusumu meydana

gelmistir.

Gozlem sonuglarina gore sicaklik soku olarak 32°C ve 35°C + 2 giin, kolhisin dozu
olarak 50 ve 100 mg/l kolhisin uygulamalar ikinci y1l ¢calismalarma aktarilmistir. i1k

yil sonuclarina gore, her 3 tiirde de higbir ortam ve kosulunda embriyo olusumu

gbzlenemeyen aktif komiir uygulamasi devre dist birakilmistir.
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Sekil 4.7 Mikrospor kiiltiiriinde 28 giin sonra goriilen: a. yiirek sekilli embriyo (32°C 2
giin + 50 mg/1 kolhisin, yaprak lahana) (x 1.25), b. ytirek sekilli embriyo (35°C
2 glin, siis lahanasi) (x 1.0), c. globular embriyolar (32°C 2 giin, yaprak lahana)
(x 1.25), d. gelismis embriyo (35°C 1 giin, siis lahanasi) (x 1.25)

4.2.2 ikinci y1l sonuclar

Ik y11 denemelerinde kiiltiir siiresinin sonunda (28. giin) enfeksiyon nedeniyle embriyo

sayimlart yapilamamistir. Sayim sirasinda enfeksiyon nedeniyle yasanan sikinti
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nedeniyle 2. y1l denemelerinde sayimlar, kiiltiirlerin 12. ve 19. giinlinde olmak iizere 2

kez yapilmustir.

4.2.2.1 Sicakhik uygulamasi

Sicaklik soku olarak 2 sicaklik derecesi (32°C ve 35°C) 2 giin siireyle denenmistir. 12.
ve 19. giin sayimmlarina gore elde edilen sonuclar Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir.
Cizelge 4.3 ve 4.4 incelendiginde embriyo sayisi agisindan tiirler arasindaki farklilik
istatistiki olarak 6nemli bulunurken (P<0.05), sicaklik dereceleri arasindaki farklilik

onemli bulunmamustir.

Cizelge 4.3 Lahana tiirlerinde sicaklik sokunun embriyo sayisina etkisi (12. giin)

Sicaklik (°C)
Cesit 32 35
Tiir
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri

Bas lahana Yalova-1 2,66£1,00 b 2,53+0,59 be

3 Ercis lahanast | 5,23+2,33 ab 0,36+0,28 c
Yaprak lahana 3,12+0,75b 6,03+1,78 ab

Siis lahanast | Chidori red F1 | 7,46+2,16 a 7,13+0,69 a

Ayni siitunda farkl harfler tiirler arasi farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
Sicakliklar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamuistir.

Cizelge 4.3°de siis lahanasi ve yaprak lahananin bas lahanaya gére mikrospor kiiltiiriine
daha iyi cevap verdigi goriilmektedir. Siis lahanasindan her iki sicaklikta da daha fazla
embriyo (7,46 ve 7.13 embriyo/petri) elde edilmistir. Yine cizelgedeki rakamlara gore
sicakliklar arasinda istatistik olarak onemli farklilik olmamasina ragmen, siis lahanasi
ve Yalova-1 bas lahana ¢esidinin sicaklik yoniinden secici olmadigi, buna karsilik Ercis
lahanasinda 32°C (5.23 embriyo/petri), yaprak lahanada ise 35°C sicaklik
uygulamasinin (6.03 embriyo/petri) daha basarili oldugu dikkat ¢cekmektedir (Cizelge
4.3).

Ayni sekilde 19. giin sayim sonuglarinda da basarili olan uygulamalar 12. giin

sonuclarina benzerlik gostermistir. 32°C sicaklikta Yalova-1 cesidi (3.80 embriyo/petri)
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ve sls lahanasinda (8.46 embriyo/petri) embriyo sayis1 12. giine gore artis gosterirken,

Ercis lahanasi ve yaprak lahanada azalmistir. (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Lahana tiirlerinde sicaklik sokunun embriyo sayisina etkisi (19. giin)

Sicaklik (°C)
Tiir Cesit 32 35
Embriyo sayisi/petri | Embriyo sayisi/petri
Bas lahana Yalpva—l 3,80+1,42 b 2,36+0,85b
Ercis lahanasi 3,45+1,49b 0,43+0,24 b
Yaprak lahana 0,96+0,54 b 4,06=1,64 ab
Siis lahanas1 | Chidori red F1 8,46+2,19 a 7,13t1,37 a

Ayni siitunda farkl harfler tiirler arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Sicakliklar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamuistir.

4.2.2.2 Kolhisin uygulamasi

2 sicaklik derecesi (32°C ve 35°C) ve 2 kolhisin dozu (50 mg/l ve 100 mg/l)
kullanilarak yapilan denemenin 12. ve 19. giin sonuclart tiirler bazinda ayri ayri

incelenmistir.

Bas lahana

Cizelge 4.5’e gore ‘sicaklik x doz’ interaksiyonunun istatistik olarak dnemli bulunmasi
nedeniyle, faktorlerin bagimsiz etkilerinden s6z edilememistir. Buna gore, Yalova-1
¢esidinde 32°C + 50 mg/1 kolhisin dozu (6.59 embriyo/petri) daha basarili bulunmustur.
Buna karsilik, aymi sicaklik derecesinde Ercis lahana c¢esidinde hi¢ kolhisin
uygulanmayan denemelerden (5.23 embriyo/petri) ve 100 mg/l kolhisin uygulamasinda
(4.19 embriyo/petri) embriyo sayisinin arttigi belirlenmistir. 100 mg/l kolhisin
uygulamalar1 35°C sicaklikta tutulan petrilerde her iki ¢esitte de daha etkili bulunmustur
(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Bas lahanada (Yalova-1 ve Ercis) farkl sicaklik ve kolhisin dozu
uygulamalarinin embriyo sayisina etkisi (12. giin)

. . Kolhisin dozu Sicaklik (°C)
Tiir Cesit (mg/l) 32 35
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri

Yalova-1 Kontrol 2,66+1,00b B! 2,53+0,59 a AB !

50 6,59+1,48a A ' 1,06+0,35a B *

Bas 100 2,16:036aB ' 4,86+232a A"

lahana | Ercig Kontrol 5234233 aA ' 0,36+0,28 a B *
50 0,79+0,27 b B ' 1,56+0,53 a AB '

100 4,19+0,71 a A 3,9240,52a A’

Ayni siitunda farkl bilyiik harfler kolhisin dozlar1 arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Ayni kolhisin dozunda farkli kiigiik harfler gesitler aras1 farklilig1 géstermektedir (p<0.05).

Ayni satirda farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Kiiltiir siiresinin 19. gilinlinde yapilan embriyo sayim sonuglari incelendiginde (Cizelge

4.6), sonuglarin 12. giin sonuglartyla benzer oldugu dikkat cekmektedir. Yine en yiiksek

embriyo sayist Yalova 1 ¢esidinde 32°C + 50 mg/l dozundan alinmustir.

Cizelge 4.6 Bas lahanada (Yalova-1 ve Ercis) farkl sicaklik ve kolhisin dozu

uygulamalarinin embriyo sayisina etkisi (19. giin)

Tur . Kolhisin dozu Stcakhik (°C)
Cesit (mg/l) 32 35
Embriyo sayisi/petri | Embriyo sayisi/petri
Bas Kontrol 3,801,422 A" 2,36+0,85a A
lahana Yalova-1 50 4,06+0,76a A ' 0,93+ 0,282 A *
100 1,91£0,71a A ' 3,10£1,17a A’
Kontrol 3,45+1,49a A’ 0,43+0,24 a A *
Ercis 50 0,66+0,28b B 1,5240,61 a A '
100 2,91+0,65a AB ! 2,86+0,55a A '

Ayni siitunda farkl bilyiik harfler kolhisin dozlar1 arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Ayni kolhisin dozunda farkl: kiigiik harfler gesitler arasi farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

Ayni satirda farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4.8°de kiiltiir siiresinin 12. ve 19. giiniinde Yalova-1 ve Ercig lahanasinda olusan

embriyolarin fotograflar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.8 Kiiltiir siiresinin 12. giiniinlinde goriilen: a. yiirek sekilli embriyo (32°C + 50
mg/l kolhisin, Yalova-1) (x 0.63), b. torpido embriyo (35°C + kontrol,
Yalova-1) (x 0.8), ¢. torpido embriyo (32°C + kontrol, Ercis) (x 1.0), 19
giinlik embriyolar: d. anormal embriyo (32°C + kontrol, Ercis) (x1.0), e.
torpido embriyo (32°C + 50 mg/l kolhisin, Yalova-1) (x 0.63), f. yiiriiyen
cubuk sekilli embriyo (32°C + 50 mg/I kolhisin, Yalova-1) (x 1.25)
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Yaprak lahana

Yaprak lahanada 12. giin sonuglarina gore yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda,
embriyo sayis1 bakimindan kolhisin dozlar1 arasindaki farklilik énemli bulunmustur.
Buna karsilik sicaklik dereceleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmamustir. En yiiksek
embriyo sayist 35°C’de kontroldan alinmustir (6.03 embriyo/petri). Bunu 32°C + 100
mg/l kolhisin uygulamasi (4.99 embriyo/petri) izlemistir. 50 mg/1 kolhisin dozu etkili
bulunmamistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin embriyo
sayisina etkisi (12. giin)

Tur Kolhisin dozu Sreakhik (°C)
(mg/1) - 32 - - 35 -
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Yaprak Kontrol 3,12+0,75 AB 6,03£1,78 A
lahana 50 0,36+0,14 B 0,93+0,85 B
100 4,99+0,94 A 3,99+£1,47 AB

Aynut siitunda farkli harfler kolhisin dozlari arasi farkliligi géstermektedir (p<0.05).
Sicakliklar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamuistir.

Kiiltiir siiresinin 19. giiniinde yapilan embriyo sayim sonuglar1 da 12. giin sonuglar ile
pararellik gostermistir (Cizelge 4.8). Hem sicakliklar arasi farkliligin hem de ‘sicaklik x
doz interaksiyonunun’ istatistik olarak onemli olmamasi nedeniyle, doz ortalamalar1
aliarak yapilan degerlendirmede dozlarin etkisi daha iyi izlenebilmektedir (Sekil 4.9).
Bu sonuglara gore yaprak lahanasinda kolhisin uygulamalarinin etkisinin dikkate deger

olmadig1 anlagilmaktadir.

Cizelge 4.8 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin embriyo
sayisina etkisi (19. giin)

Tiir Kolhisin dozu Sicaklik (°C)
(mg/l) ; 32 ; - 35 .
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Kontrol 0,96+0,54 AB 4,06+1,64 A
Yaprak lahana 50 0,30+0,12 B 0,43+0,43 B
100 3,42+1,37 A 2,73+0,99 AB

Aynit siitunda farkli harfler kolhisin dozlari arasi farkliligi géstermektedir (p<0.05).
Sicakliklar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamuistir.
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Sekil 4.9 Yaprak lahanada farkli kolhisin doz ortalamalarinin embriyo sayisina etkisi

Sekil 4.10°da kiiltiir siiresinin 12. ve 19. giiniinde yaprak lahanada kolhisin
uygulamalar1 sonucu olusan anormal embriyolarin binokiiler mikroskopta c¢ekilen

fotograflar goriilmektedir.
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1.5 mm
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1.5 mm
 —

Sekil 4.10 12 giinliik anormal embriyolar: a. 35°C + 100 mg/I kolhisin (x 1.0), b. 32°C
+ 100 mg/1 kolhisin (x 1.25), 19 giinliik anormal embriyolar: ¢, d ve e. 32°C +
100 mg/1 kolhisin, f) 35°C + 100 mg/1 kolhisin (x 1.25)
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Siis lahanasi

Cizelge 4.9’a gore, siis lahanasinda, embriyo lretiminde sicakliklar arasinda goriilen
farklilik istatistik olarak onemli bulunmazken, kolhisin dozlar1 arasindaki farklilik
onemli bulunmustur (P<0.05). Cizelge 4.9 incelendiginde, 32°C sicaklikta kontrol ve 50
mg/l kolhisin uygulamalarinin istatistiki olarak ayni grupta yer aldigi, 35°C sicaklikta
ise tiim dozlar arasindaki farkliligin 6nemli olmasina ragmen yine ayni uygulamalarin
etkili oldugu goriilmektedir (P<0.05). En yiiksek embriyo sayist1 35°C + 50 mg/l
kolhisin uygulamasindan 11,59 embriyo/petri ile elde edilmis, bunu, 32°C + 50 mg/l
(8.09 embriyo/petri) uygulamasi izlemistir. Buna karsilik 100 mg/1 kolhisin uygulamasi
ise her iki sicaklikta da embriyo olusumunu engelleyici etkide bulunmustur (Cizelge

4.9).

Cizelge 4.9 Siis lahanasinda farkl sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin embriyo
sayisina etkisi (12. giin)

.. Kolhisin dozu Sreakhik (°C)
Tiir (mg/l) . 32 . ‘ 35 :
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Stis Kontrol 7,46+2,16 A 7,13+0,69 B
lahanasi 50 8,09+1,22A 11,59+1,92 A
100 0,22+0,10 B 0,21+0,12C

Ayni siitunda farkl1 harfler kolhisin dozlar1 arasi farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
Sicakliklar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamustir.

19. giin sonunda yapilan embriyo sayim sonuglarinda da basarili uygulamalar 12. giin
sonuclar ile benzerlik gostermistir. Kiiltiir siiresinin 19. giiniinde, kontrol disinda tiim
dozlarda ortalama embriyo degerlerinde azalis oldugu dikkat cekmektedir (Cizelge
4.10).

63



Cizelge 4.10 Siis lahanasinda farkl sicaklik ve kolhisin dozu uygulamalarinin embriyo
sayisina etkisi (19. giin)

Tiir Kolhisin dozu Sicaklik (°C)
(mg/1l) - 32 - - 35 -
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Siis lahanasi Kontrol 8,46+2,19 A 7,13£1,37 A
50 5,23£1,18 A 7,16+£1,06 A
100 0,18+0,08 B 0,18+0,09 B

Aynut siitunda farkli harfler kolhisin dozlar1 aras1 farkliligt gostermektedir (p<0.05).
Sicakliklar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamistir.

Sicakliklar arasi farklilik ile sicaklik x doz interaksiyonunun onemli ¢ikmamasi
nedeniyle, uygulamalarin etkisini daha iy1 gozleyebilmek amaciyla, doz ortalamalarina

gore diizenlenen Sekil 4.11°de dozlarin etkileri belirgin olarak izlenebilmektedir.

\'\'
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6,19

M12.gln

M 19.gln

1L 0,21 0,18
L

Embriyo sayisi/petri
O = MW bk U N 0w
\

0 50 100

Kolhisin dozu (mg/1)

Sekil 4.11 Siis lahanasinda farkli kolhisin doz ortalamalarinin embriyo sayisina etkisi

Siis lahanasinda kolhisin uygulamasi sonucunda elde edilen embriyolarin binokiiler

mikroskopta ¢ekilen fotograflar Sekil 4.12°de goriilmektedir.
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Sekil 4.12 Siis lahanasinda 12 giinliik: a. gelismis embriyo (32°C + kontrol) (x 0.63), 19
giinliik: b. yiiriiyen ¢ubuk sekilli embriyo (32°C + kontrol) (x 0.63), c.
gelismis embriyo (32°C + 50 mg/l kolhisin) (x 0.63), d. gelismis embriyo
(32°C + kontrol) (x 0.63)
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4.2.2.3 Gama uygulamasi

Gama uygulamalart Tez Izleme Komitesi tarafindan sadece yaprak lahana igin
ongoriilmiisse de, slis lahanast da bu denemelere ilave edilmistir. Yapilan gama

uygulamalari tiirler bazinda ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Yaprak lahana

2 gama dozu (100 Gy ve 300 Gy) ve 2 sicaklik derecesinin (32°C ve 35°C) kullanildig:
denemede 151nlanan tomurcuklardan 19 saat sonra mikrospor izolasyonu yapilabilmistir.
Bu siire iginde 1smlanmis tomurcuklar 4°C’de petride muhafaza edilmistir.

[zolasyondan 12 giin sonra yapilan embriyo sayim sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 Yaprak lahanada farkli sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina etkisi

(12. giin)
Sicaklik (°C)
Gama dozu (Gy) 32 35
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Kontrol 1,37+0,77 ° 3,02+0,86 '
100 0,58+0,04 * 5,95+1,46
300 0,24+0,08 * 3,66<1,33

Ayni satirda farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Dozlar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamustir.

Yapilan istatistiki analizler sonucunda gama dozlar1 arasindaki farklilik 6nemli
bulunmamis, ancak sicakliklar arasi farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.05). Bununla
birlikte gama uygulamalar1 ile 35°C sicaklik derecesinde daha yiiksek embriyo
degerlerine ulasilmistir. En yiiksek embriyo sayist 5,95 adetle 35°C + 100 Gy

kombinasyonundan elde edilmistir.

19. giin saymmi sonuglari da 12. giin sayimlartyla uyumlu sonuglar vermistir. Ekim

sonrasi gecen siire icinde embriyo sayisinda azalma goriilmiistiir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12 Yaprak lahanada farkl sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina etkisi

(19. giin)
Sicaklik (°C)
Gama dozu (Gy) 32 35
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Kontrol 0,75+0,59 A ° 2,34+0,71 B!
100 0,29+0,19 A * 5,2841,06 A
300 0,08+0,08 A ° 1,93+0,93 B !

Aynit siitunda farkli harfler dozlar arasi farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
Ayni satirda farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Isin uygulamalart ile ilgili denemelerde, 1sinlanmis tomurcuklarin izolasyon oncesi
dogrudan petri kutulart i¢inde (kuru) ve sivi besin ortami iginde (NLN-13)
saklanmasiin (5 saat), embriyo olusumunu uyarict bir etkisinin olup olmadigir da

arastirilmistir. 12. giin sonunda elde edilen embriyo sayilar1 Cizelge 4.13°de verilmistir.

Cizelge 4.13 Yaprak lahanada farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin
embriyo sayisina etkisi (12. giin)

Sicakhik Gama Dozu Saklama kosulu

©C) (Gy) . Kuru . . Sivi .
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri

Kontrol ~ [2,87+0,84 A ' 2,83+0,41 B'

32 100 4,16:139 A 3,20+0,93 B !

300 4,45+0,76 A" 3,1840,55 B !

Kontrol 1,79+0,55 A 1,41£020 A '

35 100 1,91+£0,22 A * 2,49+091 A

300 2,74+0,57 A ° 1,20+0,20 B

Ayni satirda farkli harfler saklama kosullari aras1 farkliligi géstermektedir (p<0.05).
Ayni1 doz igerisinde farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<<0.05).
Dozlar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamustir.

Cizelge 4.13’e gore gama dozlar1 arasinda farklilik istatistiki olarak Onemli
bulunmamustir. ‘Sicaklik x saklama kosulu’ interaksiyonu ise énemli bulunmustur. 35°C
sicaklikta kontrol ve 100 Gy dozu harig, saklama kosullar1 arasinda farklilik istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Tomurcuklarin kuru muhafazasinin etkili oldugu
belirlenmistir. Buna gore en yiiksek embriyo sayisi, kuru kosullarda saklanan 32°C +
300 Gy (4.45 embriyo/petri) uygulamasindan alinmistir. 100 Gy dozu (4.16

embriyo/petri) da bunu izlemistir
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19. giin sayimlarinda da sonuglar birbirine benzerlik gostermistir. En basarili uygulama
olarak, 32°C + 100 Gy (4.25 embriyo/petri) ve 300 Gy (3.99 embriyo/petri)
uygulamalari belirlenmistir (Cizelge 4.14). Sekil 4.13°de bu deneme sonucu elde edilen

embriyolarin binokiiler mikroskopta ¢ekilen goriintiileri goriilmektedir.

Cizelge 4.14 Yaprak lahanada farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin
embriyo sayisina etkisi (19. giin)

Sicakhik Gama Dozu Saklama kosulu

©C) (Gy) ‘ Kuru ‘ . Sivi .
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri

Kontrol 2,01+0,55b ' 1,94+022 a !

32 100 425+1,75a " 2,95+0,63 a '

300 3,99+0,50 a' 2,94+0,80 a |

Kontrol 1,01+0,58 b ' 0,81+0,17 b '

35 100 1,29+0,61 ab * 2,23+0,90 a '

300 2,52+0,58 a | 2,16x1,33a '

Ayni siitunda farkli harfler dozlar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Ayni1 doz igerisinde farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<<0.05).
Saklamalar arasi fark 6nemli olmadigindan harflendirme yapilmamustir.

Sekil 4.13 12 giinliik: a. torpido embriyo (32°C + 100 Gy-kuru) (x 0.80), b. anormal
embriyo (35°C + 300 Gy-kuru) (x 2.0)
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Siis lahanasi

Siis lahanasinda 4 gama dozu (50 Gy, 75 Gy, 100 Gy ve 300 Gy) ve 2 sicaklik derecesi
(32°C ve 35°C) denenmistir. Bu uygulamada isinlanmis tomurcuklar 24 saat siireyle

4°C kuru kosullarda bekletildikten sonra mikrospor izolasyonu gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.15’de 12. giin sonunda yapilan embriyo sayim sonuglar1 gosterilmektedir.
Cizelge incelendiginde ‘Sicaklik x doz’ interaksiyonun istatistiki olarak dnemli oldugu
goriilmektedir. Buna gore en yiiksek embriyo sayist her 2 sicaklikta da kontrol
denemelerinden elde edilmistir (32°C-5.11 embriyo/petri, 35°C-3.35 embriyo/petri).
Gama dozlarmin etkisi ise dikkate deger bulunmamistir. Sekil 4.14’de bu uygulama

sonucu elde edilen embriyolar goriilmektedir.

Cizelge 4.15 Siis lahanasinda farkli sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina etkisi

(12. giin)
Sicaklik (°C)
Gama Dozu (Gy) 32 35
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri

Kontrol 5,11+£1,01 a, A 3,35+1,17a, B

50 2,70+£0,73 b, A 2,45+0,75 ab, A

75 3,58+0,49 ab, A 1,24+0,43 b, B

100 3,37+0,50 ab, A 0,95+0,49 b, B

300 3,04+0,56 b, A 2,2940,36 ab, A

Aynut siitunda farkli kiigiik harfler dozlar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Ayni satirda farkli biiylik harfler sicakliklar arasi1 farkliligi gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 4.14 12 giinliik: a. torpido embriyo (32°C + 300 Gy) (x 0.80), b. anormal embriyo
(32°C+75 Gy ) (x 1.0)

Cizelge 4.16’da ise 19. giin sonunda elde edilen embriyo degerleri gosterilmektedir
(Cizelge 4.16). Degerler incelendiginde 1s1n uygulamalarinda embriyo sayisinin
dramatik sekilde azaldigr dikkat c¢ekmektedir. Bunda tomurcuklarin dikim Oncesi

bekletilme siirelerinin etkisinin bulundugu diistiniilmektedir.

Cizelge 4.16 Siis lahanasinda farkli sicaklik ve gama dozlarinin embriyo sayisina etkisi

(19. giin)
Sicaklik (°C)
Gama Dozu (Gy) 32 35
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Kontrol 1,54+0,63 1,11+0,55
50 0,86+0,43 0,95+0,66
75 1,43+0,66 0,49+0,29
100 0,65+0,42 0,85+0,49
300 0,35+0,21 2,21+0,37

Dozlar ve sicakliklar arasi fark 6nemli bulunmamustir.

Siis lahanasinda 151 uygulamalar ile ilgili yapilan diger bir denemede ise, yaprak
lahana 6rneginde oldugu gibi 1sinlanan tomurcuklar izolayon Oncesi 5 saat siireyle 2

farkli saklama kosulunda 4°C’ de kuru (dogrudan petri kutular1 i¢inde) ve sivi besin
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ortaminda (NLN-13) bekletilmistir. Bu uygulamada 12. giin sonunda elde edilen

embriyo degerleri Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17 Siis lahanasinda farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarimin
embriyo sayisina etkisi (12. giin)

Sicakhik Gama dozu Saklama kosulu
©C) (Gy) . Kuru . . Sivi .
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Kontrol  [3,98+0,82a A ' 4,32+0,83 a AB '
50 479+145a A" 5,54+0,36 a A |
32 75 1,53£0,32 aB ' 3,70+1,00a B~
100 0,22+0,10a B ! 0,23+0,11aC '
300 0,49+0,21 aB ' 0,17+0,06 a C '
Kontrol | 2,0940,27 a AB ' 2,23+0,41 aBC?
50 3,160,862 A ! 3,79+0,98 a AB °
35 75 1,45+0,59 b AB ' 5,20£1,06a A '
100 0,37+0,15aB ! 0,54+0,26 aCD !
300 0,30+0,15aB ' 0,37+0,14aD '

Aynit siitunda farkli biiyiik harfler dozlar arasi farkliligi gostermektedir (p<<0.05).
Aynit sicaklikta farkl kiigiik harfler saklama kosullar1 arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Ayni dozda farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Cizelge 4.17 incelendiginde, ‘doz x sicaklik x saklama kosulu’ interaksiyonu istatistik
olarak onemli bulunmasi nedeniyle faktorler bagimsiz olarak degerlendirilmemistir.
35°C + 75 Gy uygulamasi hari¢ saklama kosullar1 arasinda goriilen farklilik istatistik
olarak 6nemli bulunmamistir. Ancak, her iki sicaklik derecesi ve tiim dozlarda sivi
(NLN-13) saklama kosullarinda daha yiliksek embriyo degerlerine ulasilmistir (Cizelge
4.17). Buna gore en basarili kombinasyonlar 32°C + 50 Gy (5.54 embriyo/petri) ve
35°C +75 Gy (5.20 embriyo/petri) olarak belirlenmistir. Bu uygulamalar1 4.32
embriyo/petri ile 32°C sicaklikta kontrol izlemistir. Yine Cizelge 4.17’den her iki
sicaklik ve saklama kosulunda da 100 Gy’in iizerindeki dozlarda embriyo degerlerinin

azalis gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.18’de ise 19. giin sonunda elde edilen embriyo degerleri gdsterilmektedir.
Degerler incelendiginde, yaprak lahanada oldugu gibi 12. giline gore embriyo

degerlerinde belirgin azalislarin oldugu dikkat gekmektedir.
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Cizelge 4.18 Siis lahanasinda farkli saklama kosulu, sicaklik ve gama dozlarinin
embriyo sayisina etkisi (19. giin)

Gama dozu Saklama kosulu
Sicaklik (°C) (Gy) Kuru Sivi
Embriyo sayisi/petri Embriyo sayisi/petri
Kontrol 1,51£0,97 a A ' 1,50+0,50 a AB
50 1,28+0,72 a A ' 2,09+0,73 a A '
32 75 0,36:0,23 a A ' 1,92+0,58 a A '
100 0,160,082 A ' 0,22+0,11 aB !
300 0,44+023 a A ' 0,21+0,08 a B!
Kontrol | 0,79+047 a A 1,94+0,06 a AB |
50 0,41£024a A’ 1,83+1,13 a AB !
35 75 0,20:020b A ! 3,16:0,98 a A !
100 0,27+0,11a A 0,81+0,33 aB '
300 0,23+0,14a A ' 0,82+0,28 aB '

Ayni stitunda farkl biiyiik harfler dozlar aras1 farkliligi gostermektedir (p<<0.05).
Ayni sicaklikta farkl kiigiik harfler saklama kosullar1 arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
Ayni dozda farkli rakamlar sicakliklar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4.15°de bu uygulamadan elde edilen yapilarin binokiiler mikroskopta g¢ekilen

goriintiileri goriilmektedir.
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1.5 mm

——(

Sekil 4.15 a., b., ¢. Farklilasmis yapilar (32°C + 50 Gy-siv1) (x 1.0), d. ezilmemis anter
dokusu (x 0.80), e. 12 giinliik gec¢ torpido embriyo (x 0.63), f. 19 giinliik
gelismis embriyo (32°C + 50 Gy-sivi) (x 1.25)
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4.2.2.4 Besin ortamin yenileme uygulamalar

Besin ortamini yenileme uygulamalarinin embriyo olusumu iizerine etkisini belirlemek
amaciyla 3 farkli lahana tiirlinde izolasyon ortami olarak NLN-16 ortami (160 g
sakaroz/l) kullanilmistir. Bu ortamda izole edilen mikrosporlar 2 farkli ortamda (NLN-
16 ve NLN-16+50 mg/l kolhisin) 32°C sicaklikta karanlik kosullarda 2 giin siireyle
bekletildikten sonra taze NLN-13 ve NLN-16 ortamlarina aktarilarak ortam yenileme
uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Ortam bilesimleri Boliim 3.2.7.5’de detayli olarak

aciklanmustir.

Cizelge 4.19°da ortam yenileme uygulamalarina ait 12. giin embriyo sayim sonuglari

verilmigtir.

Cizelge 4.19 Farkli lahana tiirlerinde ortam yenileme uygulamalarinin embriyo sayisina
etkisi (12. giin)

Cesit Ortam 1 Ortam 2 Ortam 3

Tiir Embriyo Embriyo Embriyo
sayisi/petri sayisi/petri sayisi/petri
Bas Yalova-1 |2,80+0,58 a, A 1,15+0,62 a, B 0,70+0,38 b, B
lahana Erels = 169500006, B |045£0,12a,B | 4,00£0,60 a, A
lahanasi

Yaprak 30540582, A | 0.1550.11a,B | 033012, B
lahana
Sus Chidorired || 15,0615 A |0.65:0.65a, A | 0,75£0.51 b, A
lahanasi Fl1

Aynu stitunda farkli kiigiik harfler tiirler aras1 farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
Ayni satirda farkl biiytlik harfler ortamlar arasi farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

Cizelge 4.19’a gore bas lahananin Yalova-1 ¢esidi (2.80 embriyo/petri) ve yaprak
lahanada (3.05 embriyo/petri) Ortam 1, Ercis lahanasinda ise Ortam 3 (4.00
embriyo/petri) diger iki ortamdan da embriyo sayis1 bakimindan istatistiki olarak énemli
farklilik gostererek daha basarili bulunmustur. Siis lahanasinda ise ortamlar arasinda
istatiksel anlamda onemli bir farklilik bulunmazken 3 ortam bilesiminde de diisiik

sayida embriyo elde edilmistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.20°de ise 19. giin sonunda elde edilen embriyo degerleri goriilmektedir. 19.
gilinde basarili olan uygulamalar 12. gline benzerlik gdstermistir. Yalova-1 bas lahana
¢esidinde Ortam 1 ve 2’de, Ercis lahanasinda ise Ortam 2’de embriyo sayilarinda 12.
giine gore artislar olmustur (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 Farkli lahana tiirlerinde ortam yenileme uygulamalarinin embriyo sayisina
etkisi (19. giin)

Cesit Ortam 1 Ortam 2 Ortam 3

Tiir Embriyo Embriyo Embriyo
say1si/petri sayisi/petri sayisi/petri
Bas Yalova-1 |3,05+1,35a, A 1,50+1,03 a, AB 0,70+0,70 b, B
lahana | % | 065£047b,B | 1,60£0224a, B 3.80+0.71 a, A
lahanasi

Yaprak 220+0,78 ab, A |0,20+0,14 a, B 0,310,11 b, AB
lahana
Sts Chidori 16 95 050b, A |0,60£044 2, A 0,5240,34 b, A
lahanasi red F1

Ayni siitunda farkli kiigiik harfler tiirler aras1 farkliligi géstermektedir (p<0.05).
Ayni satirda farkli bitylik harfler ortamlar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).

4.3 Embriyolarin Cimlendirilmesi

25°C karanlik kosullarda 45 rpm hizli orbital calkalayici iizerinde sallanan petrilerdeki
embriyo ya da embriyo baslangici yapilar (izolasyondan yaklagik 19-20 giin sonra) %2
sakkaroz, %0.9 agar takviyeli Gamborg vd. (1968) tarafindan gelistirilen ve hormon
icermeyen B5 ortaminda 25 °C ve 16 saat giin uzunlugundaki iklim odalarinda
cimlendirmeye almmustir. Bir kisim denemede ortama katilan agarin miktari
disiiriilerek (7 g agar/l) embriyolarin gelisebilmeleri i¢in daha gevsek bir ortam
saglanmigtir. Ayrica olasi enfeksiyonu engellemek amaciyla besin ortamina ¢ok diisiik
dozda antibiyotik katilmistir (250 mg augmentin/lt). Ancak her tiirlii sterilizasyon
Onleminin alinmasina ragmen kat1 ortama aktarilan bu yapilarda enfeksiyon olusumu

engellenememistir. Cizelge 4.21°de uygulamalara gore kat1 ortama aktarilan embriyo

sayilar1 ve sonuglar1 gosterilmektedir.
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Cizelge 4.21 Uygulamalara gore ¢imlendirme ortamina aktarilan embriyo sayilar1 ve

gelisme durumlari

Uygulama D.E.S Sonug¢ D.E.S Sonug¢
32°C + Kontrol 15 10E, 5 GY 22 22 E
32°C + 50 mg/l kolhisin 65| 50E, 15GY Z’ 18 18 E
'; 32°C + 100 mg/I kolhisin 18 1I8E | § 46 46 E
2| 35°C + Kontrol 21| 13E.8GY| § - -
=| 35°C + 50 mg/l kolhisin 30 30E | = - -
>[35°C + 100 mg/l kolhisin 29 29E| 2 14 14E
Ortam 1 6 6E| = 6 6 E
Ortam 2 8 8 E 2 2E
Ortam 3 1 1 GY 18 18 E
32°C + Kontrol 13 10E, 3 GY 90** 90 E
32°C + 50 mg/1 kolhisin - - 92** | 61E,31GY
32°C + 100 mg/1 kolhisin 30 30E - -
35°C + Kontrol 30| 12E, 18 GY 101** 101 E
35°C + 50 mg/1 kolhisin - - 105** | 95 E,10 GY
35°C + 100 mg/1 kolhisin 50 | 30E,20GY - -
Ortam 1 18 18 E - -
32°C + 100 Gy kuru, 19 saat 2 2E - -
32°C + 100 Gy kuru, 24 saat 30 26 E, 4 GY - -
| 32°C + 100 Gy s1vy, 24 saat 10 10E - -
51 32°C + 300 Gy kuru, 24 saat 20 17E,3 GY Z) - -
S| 32°C +300 Gy sivi, 24 saat 20 20E| £ - -
22| 35°C + 100 Gy kuru, 19 saat 20 20E | 5 - -
g 35°C + 100 Gy kuru, 24 saat 6 6E E - -
| 35°C + 100 Gy s1v1, 24 saat 10 10E | @ - -
> 35°C + 300 Gy kuru, 19 saat 12 5E,7GY - -
35°C +300 Gy kuru, 24 saat 8 7E,1GY - -
35°C + 300 Gy s1v1, 24 saat 11 4E,7GY - -
32°C + 50 Gy kuru, 24 saat - - g* 8E
32°C + 50 Gy s1vi, 24 saat - - 2% 2 E
32°C + 75 Gy kuru, 24 saat - - 20* 20E
35°C + 50 Gy kuru, 24 saat - - 13* 13 E
35°C + 50 Gy kuru, 29 saat - - 4% 4E
35°C +75 Gy kuru, 29 saat - - 9* 9E
35°C + 75 Gy sivi, 29 saat - - 17%* 17E

*: Biiylimeyi diizenleyici madde (1.5 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA) ve 7 g/agar igeren besi ortami
*%*: 7g agar/l igeren Gamborg besi ortami, D.E.S: dikilen embriyo sayisi, E:enfeksiyon, GY:gelisme yok.
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Sekil 4.16’da kati Gamborg ortamina aktarilan yapilarda meydana gelen enfeksiyon

olusumlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.16 Cimlendirme ortamina aktarilan yapilarda enfeksiyon olusumu
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5. TARTISMA VE SONUC

Arastirmanin temel amaci, Brassica cinsi i¢inde yer alan beyaz bas lahana (B. oleracea
var. capitata subvar. alba), yaprak lahana (B. oleracea var. acephala) ve siis
lahanasinda mikrospor Kkiiltliri yoluyla haploid embryo uyartimin saglamak ve
tilkemizde lahana 1slahinda mikrospor kiiltiirinden yararlanacak arastiricilara yol

gosterebilmektir.

Calisma kapsaminda, mikrospor kiiltiirii i¢in uygun tomurcuk gelisme donemi ve
mikrospor gelisme asamasi belirlendikten sonra haploid embriyo olusumunu uyarmak
amaciyla izole edilen mikrosporlara farkli sicaklik (32°C ve 35°C), aktif komiir (0.1-0.2
ml/petri), kolhisin (25 mg/l, 50 mg/l ve 100 mg/l) ve gama uygulamalar1 ile besin

ortami1 yenilemenin embriyo olusumu iizerine etkisi aragtirilmigtir.

Arastirmadan elde edilen sonuglar ayr1 basliklar altinda tartigilmistr.

5.1 Mikrospor Kiiltiirii Icin Uygun Tomurcuk Gelisme Devresi, Mikrospor
Gelisme Donemi ve Mikrospor Canlihiginin Belirlenmesi

Haploid bitki elde edilmesinde mikrosporlarin gelisme donemi etkilidir. Bu amagcla ilk
asamada sitolojik yontemlerden asetokarmin ve DAPI boyama ydntemlerinden
yararlanilmistir. Mikrospor kokenli embriyo olusumu i¢in en uygun mikrospor gelisim
sathas1 bir ¢ok arastirici tarafindan geg¢ tek cekirdekli satha ile %10-30 c¢ift ¢ekirdekli
polen yani birinci polen mitozunu geg¢irmis donem olarak bildirilmektedir (Duijs vd.
1992, Carlos ve Dias 1999, Carlos ve Dias 2001, Dias ve Correia 2002). Buna karsilik
Sarikamis vd. (2000), Ellialtioglu vd. (2001) ise birinci polen mitozundan hemen 6nceki
donemdeki tek cekirdekli mikrosporlarin kiiltiir kosullarinda embriyo olusturmak tizere
sporofitik gelismeye dogru daha kolay yonlendigini belirtmektedir. Bizim ¢alismamizda
alman tomurcuk orneklerinde tek c¢ekirdekli mikrosporlara sahip olan tomurcuklar
dikkate alimmustir. Daha sonra tomurcuklarin morfolojik O6zellikleri belirlenmistir.

Tomurcuklarin morfolojik goriintimleri, uygun asamadaki tomurcuklarin se¢imi ve
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toplanmasinda biiyiik kolaylik saglamakta, bu nedenle tomurcugun morfolojik
goriiniimiiyle mikrospor gelisim asamalar1 arasindaki iliskinin ortaya g¢ikarilmasi biiytlik
Oonem tasimaktadir. Nitekim denemelerimizde uygun biiyiikliikteki tomurcuklarin
bitkide tomurcuk kiimesinin en i¢ halkasindaki kiime ic¢inde dizili olduklar
belirlenmistir. Tomurcuklarda morfolojik gozlem olarak tomurcuk biiyiikligi, ¢anak
yaprak uzunlugu, ta¢ yaprak uzunlugu, petal/anter oram1 dikkate alinmistir. Bununla
birlikte morfolojik gozlemlere dayali belirleme her zaman saglikli sonug
vermeyebilmektedir. Embriyonik mikrosporlart bulunduran tomurcuklarin gelisme
donemi ana bitkinin yetistirildigi kosullara, bitkinin yasina ve genotipe gore farklilik
gostermektedir (Telmer vd. 1992, Duijs vd. 1992). Nitekim yapilan bircok calismada
ayni tiir hatta ayni tiir i¢indeki ¢esitlerde bile uygun tomurcuk biiytikliigiiniin oldukca
farklilik gosterdigi saptanmustir. Ornegin; lahanada 3.0 mm < (Paksoy vd.1995), 3-6
mm (Takahata ve Keller 1991), 3.5-5.0 mm (Rudolf vd. 1999), 2.1-2.5 mm (Sarikamis
vd. 2000), karnabahar ve lahanada 2-3 mm uzunlugundaki tomurcuklarda tek ¢ekirdekli
mikrosporlarin bulundugunu bildirilmistir. (Ferrie vd. 1999). Bizim denememizde ise
bas lahananin Yalova-1 ¢esidinde 5.3 mm (2. gelisme asamasi), Ercis lahanasinda 2.2
mm (1. gelisme asamasi), yaprak lahanada 6.2 mm (1. gelisme asamasi), siis
lahanasinda ise 4.4 mm (2. gelisme asamasi) ve daha kiiclik tomurcuklarin uygun
biiytlikliikteki tomurcuklar oldugu belirlenmis, sonuclar Ercis bas lahana genotipi
disinda Paksoy vd. (1995) ve Takahata ve Keller (1991)’in sonuglariyla benzerlik

gostermistir.

Mikrospor kiiltiirli caligmalarinda  kiiltiire alinan mikrosporlarin  canli  olup
olmadiklarinin belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir (Deslauriers vd. 1991, Maraschin
vd. 2003). Mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda kiiltlire aliman mikrosporlarin
cogunlugunun (%95) kiiltiir siiresi boyunca canliliklarin1 kaybettigi, embriyonik
mikrosporlarin ise kiltliriin 1 ile 3. giiniinde genisleyerek canliliklarini koruduklar
bildirilmektedir (Deslauriers vd. 1991). Bu kaynak bildirisi dikkate alinarak, ilk yil
denemelerinde kiiltiir siiresinin 2. gilinlinde mikrosporlarin canli olup olmadiklar
arastirilmistir. Mikrosporlarin canlilik durumlarini belirlemek amaciyla FDA ile yapilan

boyamalarda, kiiltiir siiresinin 2. giliniinde mikrosporlarin canliliklarint  devam
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ettirdikleri belirlenmis ve mikrosporlarin embriyonik gelisim moduna ydnlendikleri

diistintilmistiir (Sekil 4.6).

5.2 Sicakhik Uygulamalar:

Brassica tiirlerinde mikrosporlardan embriyo olusumunun uyarilmasinda kiiltiirlerin 1-3
giin siireyle yliksek sicaklikta tutulmalar1 gerekmektedir. Optimum inkiibasyon sicaklig1
ve siiresi tiirlere gore degisim gostermekle birlikte 30°C-33°C birgok arastirici
tarafindan onerilmektedir. (Takahata ve Keller 1991, Duijs vd. 1992, Barro ve Martin
1999, Carlos ve Dias 2001, Sato vd. 2005, Wei vd. 2008). Calismamizda optimum
sicaklik ve siireyi belirlemek amaciyla, literatiir bildirisleri dikkate alinarak ilk yil
denemelerinde 3 farkli sicaklik (30°C, 32°C ve 35°C) ve siire (1 giin, 2 giin, 3 giin)
kullamlmustir. Ikinci y1l denemelerinde ise daha umutvar olan 32°C ve 35°C sicaklikta 2
giin uygulamasi tercih edilmistir. Her 3 tiirde de yapilan embriyo sayim sonuglarina
gore sicakliklar arasi farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. Bununla birlikte
Ercis bag lahanasi genotipinde 32°C (5.23 embriyo/petri), yaprak lahanada ise 35°C
sicaklik uygulamasinin (6.03 embriyo/petri) embriyo olusumu agisindan daha umutvar
oldugu, siis lahanas1 ve Yalova-1 bag lahana c¢esidinin ise sicaklik yoniinden secici
olmadig1 ortaya konulmustur. Her ne kadar sonuglar sicaklik dozlarinin istatistiki
onemde olmadigin1 gosterse de gozlemlerimiz tiirlere gore farklilik olusabildigini, bu
nedenle ileride yapilacak caligmalarda 32°C ve 35°C’de 2 giin uygulamasinin

kullanilabilecegini gdstermistir.

5.3 Kolhisin Uygulamalari

Yapilan arastirmalar kolhisin uygulamalarmin &zellikle Cruciferae familyasina giren
tirlerde mikrosporlardan embriyo olusumunu uyardigini belirtmektedir (Zhao ve
Simmonds 1995, Zhou vd. 2002, Weber vd. 2005, Wei vd. 2008). Belirtilen
arastirmalarda ¢cogunlukla 50-500 mg/1 dozlar 6nerilmektedir. Calismamizda bu kaynak

bildirisleri dikkate alinmus ve kolhisinin 25, 50 ve 100 mg/I’lik dozlar1 denenmistir. Tlk
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yil denemelerinde tiim uygulamalarda embriyo sayimlari i¢in kaynak bildirisleri dikkate
alinarak 28 gilin sonra sayim yapilmasi planlanmistir. Ancak enfeksiyon nedeniyle veri
elde edilememistir. Bu nedenle 2. yil denemelerinde sadece 50 ve 100 mg’l dozlar
denenmis ve sayimlar 12. ve 19. giinde yapilmistir. Kolhisin uygulamalarinin etkisi
sicakliga bagli olarak degisim gostermistir. Buna gore en basarili kombinasyonlar,
Yalova-1 bas lahana c¢esidinde 32°C + 50 mg/l kolhisin uygulamasindan (6.59
embriyo/petri) elde edilmistir. Ercis lahanasi ile yaprak lahanada kolhisin uygulamasi
etkili bulunmamistir (Cizelge 4.6 ve 4.7). Buna karsilik siis lahanasinda ise her iki
sicaklikta da 50 mg/l dozunun embriyo olusumunu uyarici etkisi net olarak goriilmiistiir
(Cizelge 4.9). 100 mg/l dozu basarisiz doz olarak belirlenmistir. Siis lahanasinda elde
edilen sonuglar Wei vd. (2008) verileri ile uyumlu bulunmustur. Digerlerindeki sonuglar
ise Brassica napus tiiriinde yapildigi igin, tiir farkliligindan kaynaklanan nedenlerle
uyumlu bulunmamistir. Yine de ileride yapilacak calismalarda ayni tiirde daha fazla
sayida ¢esitle 50-100 mg/l arasindaki dozlarin denenmesinin diisiiniilebilecegi kanisina

ulasilmstir.

5.4 Gama Uygulamalan

Brassica tiirlerinde mikrosporlardan veya anterlerden embriyo olusumunu uyarmak
amactyla gama 1sin1 uygulamalarindan da yararlanilabilmektedir. Bununla birlikte
konudaki caligma sayis1 sinirhidir (Pechan ve Keller 1989). B. napus’da yiiriitiilen bu
aragtirmada doz olarak 450 Gy ve 900 Gy kullanilmis ve 900 Gy dozu (5.98
embriyo/petri) embriyo olusumu acisindan daha etkili bulunmustur. Bizim
calismamizda 15in kaynaginin yer aldigir kurulusta gorevli Dr. Yaprak Kantoglu’nin
onerileri dikkate alinarak gama i1sminin yaprak lahanada 100 Gy ve 300 Gy, siis

lahanasinda ise 50 Gy, 75 Gy, 100 Gy ve 300 Gy dozlar1 kullanilmustir.

Gama 151n kaynaginin uzakligl nedeniyle 1sinlanan tomurcuklardan i1ginlamadan hemen
sonra izolasyonu gerceklestirmek miimkiin olamamistir. Bu nedenle yaprak lahanada
uygulamadan 19 saat, siis lahanasinda ise 24 saat sonra izolasyon yapilabilmistir.

Bekleme siiresince tomurcuklar 4°C’de muhafaza edilmistir. Yaprak lahanada gama
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1sinlarinin etkisi sicakliga bagl olarak degisim gostermistir. En yiiksek embriyo sayisi
35°C + 100 Gy (5.95 embriyo/petri) kombinasyonundan elde edilmistir (Cizelge 4.11 ve
4.12). Bekleme siiresinin yaninda tomurcuklarin saklama kosullar1 da degerlendirilmeye
almmistir. Degerlendirme sonuglarina gore tomurcuklarin kuru muhafazasinin daha
etkili olabilecegi goriilmiistiir. Buna karsilik siis lahanasinda gama 1511 uygulamalari
etkili bulunmamistir (Cizelge 4.15). Buna karsilik tomurcuk saklama kosullarinin
etkisinin arastirildigi denemede, 35°C + 75 Gy (5.20 embriyo/petri) ve 35°C + 50 Gy
(3.79 embriyo/petri) uygulmalarinda kontrola gore daha yiiksek embriyo degerleri elde
edilmistir (Cizelge 4.17). Bu sonuglarin alinmasinda i1simlamadan hemen sonra
izolasyonun yapilamamasinin etkisinin énemli oldugu diisiiniilmektedir. Benzer konuda
Pechan ve Keller (1989) tarafindan Brassica napus’ta yiiriitiilen bir ¢alismada da gama
1s1n1 uygulamasinin etkinliginden séz etmisse de embriyo orami ¢ok az farklilik
gostermistir. Bizim c¢alismamizda her iki tiirde de Pechan ve Keller (1989)’1n
bildirdiginden daha yiliksek embriyo sayisina ulasilmistir. Bunda bizim segtigimiz
dozlarin daha diisiik olmasinin ve tiir farkliigmin etkisi olabilir. ileride yapilacak
calismalarda daha genis gama dozu araliklarindaki dozlarin, 1ginlamadan hemen sonra
izolasyonun yapilmasi kosuluyla denenmesinin gama 1sim1 uygulamasimin etkisinin

netlestirilmesi agisindan daha faydali olacagi kanisina varilmistir.

5.5 Aktif Komiir Uygulamalari

Besin ortamina katilan aktif komiiriin brokoli, karnabahar, lahana ve hardalda (B.
juncea) embriyo sayisinin yaninda embriyo olgunlasmasinda da artisa neden oldugu
belrtilmektedir (Carlos ve Dias 1999, Prem vd. 2008). Bu durum dikkate alinarak
denemelerimizde aktif komiir soliisyonunun her bir petri kutusuna 0,1 ve 0,2 ml’lik
dozlar1 denenmistir. Ancak ilk yil denemelerinde hicbir kosulda embriyo olugsmamasi
nedeniyle bu uygulama 2. yil denemelerine alimmamistir. Oysa yukaridaki
arastirmalarda 6zellikle brokolide embriyo sayisi1 yiiksek (54.4 adet/petri) bulunurken
lahanada daha diisiik sayida (6.5 adet/petri) embriyo elde edilmistir. Dolayisiyla aktif
komiire gosterilen tepkinin tiirlere gore farklilik gosterdigini sdylemek yanlis

olmayacaktir. Internet araciligi ile yapilan yazili gériismelerde B. juncea’da bos
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santrifiij tliplerinin santrifiijleme islemi 6ncesi de 4°C’de bekletilmesinin basarida ¢ok
etkili olabildigi 6grenilmistir (Prem 2010). Gland vd. (1988) ve Kott vd. (1988) B.
napus’da ortama katilan aktif komiiriin embriyo verimini artirmamasinin nedeninin aktif
komiir ile agarozun tam olarak birlesememesi oldugunu belirtmektedir. Nitekim bizim
denememizde de ortama katilan aktif komiir ve agarozda birlesme saglanmadigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglar aktif komiriin etkili olamamasinin nedenini

acgiklamaktadir.

5.6 Besin Ortamini Yenileme Uygulamalari

Mikrosporlarin besin ortamina alindiktan sonra 2-3 giin araliklarla taze ortama
aktarilmasinin  embriyo gelisiminde ve embriyo kalitesinde artis sagladig
belirtilmektedir (Lionneton vd. 2001, Dias ve Correia 2002, Gu vd. 2003, Wei vd.
2008). Bizim g¢alismamizda 3 farkli ortam bilesimi denenmistir. Ortam yenileme
denemeleri toplu olarak degerlendirildiginde ortam yenilemeye gosterilen tepkide tiir
farklilig1 etkili olmustur. Buna gore Yalova 1 ¢esidinde ve yaprak lahanada NLN-
16/NLN-13), Ercis lahanasinda (NLN-16+50 mg/l kolhisin/NLN-16) ortamlarinda daha
yiiksek embriyo degerlerine ulasilirken, siis lahanasinda ortamlar arasinda istatistiki
diizeyde 6nemli bir farklilik goriilmemistir. Oysa Wei vd. (2008), bizim de deneme
programina aldigimiz ortam bilesimlerini denedikleri 29 siis lahanasi genotipinin
6’sindan embriyo elde edildigini belirtmektedir. Ancak arastiricilar genotiplere ve ortam
bilesimlerine gore degismekle birlikte 0.2-43.4 embriyo/petri arasinda embriyo elde
etmiglerdir. Bizim elde ettigimiz rakamlar daha diisiik diizeylerde kalmistir. Bundan
sonra yapilacak olan ¢aligmalarda daha farkli ortam bilesimlerinin denenmesi

planlanmaktadir.

5.7 Embriyo Sayim Siiresinin Belirlenmesi

Mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde etme c¢aligmalarinda izolasyondan 3 hafta

sonra, kiiltlirlerin orbital ¢alkalayiciya alinmasi ve 1 hafta siireyle bekletildikten sonra
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embriyolarin sayilarak kotiledon asamasindaki embriyolarin ¢imlenme ortamina
alinmas1 ongoriilmektedir (Carlos ve Dias 1999, Ferrie vd. 1999, Carlos ve Dias 2001,
Dias ve Correia 2002, Gu vd. 2003). Bu durum dikkate alinarak ilk yil denemelerinde
izolasyondan 28 giin sonra sayim yapilmasi planlanmistir. Ancak bu siire sonunda ¢ogu
petride enfeksiyon olusumunun goriilmesi nedeniyle embriyo sayimlari yapilamamustir.
Son yillarda yaymlanmis olan makalelere ulasildiginda ise (Wei vd. 2008, Prem vd.
2008), ilk y1l denemelerindeki basarisizlikta, petrilerin ¢alkalayici lizerine alinmaksizin
21 giin siireyle 25°C’deki inkiibatorde bekletilmesinin rolii oldugu diistiniilmektedir.
Nitekim 2. y1l denemelerinde, kiiltiire alinan petrilerde kontroller siklastirilmis, 2 ya da
daha cok sayida embriyo ciplak gozle goriildiigiinde (yaklasik kiiltiir siiresinin 10.-
11.glinti) petriler 45 rpm hizli orbital calkaliyic1 itizerine alinarak 25°C karanlik
kosullarda kotiledonar embriyo olusum asamasina kadar bekletilmistir. Ancak orbital
calkalayict lzerinde bekleyen kiiltiirlerde 1 hafta sonunda tekrar enfeksiyon
olusumlarinin goriilmeye baslanmasi nedeniyle denemeler izolasyondan 19 giin sonra
sonlandirilmistir.  Kiiltlirlerde goriilen enfeksiyonun bakteri kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Tomurcuklarin alinmasindan izolasyonuna kadar olan asamalarda
gerekli sterilizasyon kosullarina azami derecede 6zen gosterilmesine ragmen olusan
enfeksiyonun nedeni anlasilamamustir. Ileride yapilacak c¢alismalarda tomurcuk

strerilizasyonunda doz ve siire ¢aligmalarinin yapilmasi 6nerilmektedir.

Embriyo sayimlarinin kiiltiir siiresinin 12. ve 19. giinli olmak tizere 2 farkli zamanda
yapilmasi basarili olan uygulamalari belirlemek ve 1 haftalilk zaman diliminde
embriyolarin yap1 ve kalitelerinde meydana gelen degisimleri belirleme agisindan 6nem
tagimaktadir. Hemen hemen her uygulamada 12. giin sonunda embriyo sayisi daha
yiiksek iken, 19. giinde yapilan sayimlarda enfeksiyon nedeniyle embriyolarin yap1 ve
kalitelerinin bozuldugu ve 12. giine gore azalma oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
Lichter (1989)’in goriisleri ile uyumlu goriinmektedir. Arastirici, farkli Brassica
tirlerinde (B.napus, B.nigra, B.oleraceae var. capitata, B.oleracea var. italica ve
Raphanus sativus) ortamda birikmis olabilecek toksik maddelerin etkisini azaltmak
amaciyla, petri kutularini, 2-10 giin silireyle 25 °C sicaklikta calkalayict iizerinde

bekletmistir. 3 giin araliklarla calkalama yoluyla yapilan havalandirmanin tiim
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genotiplerde ilk giinlerde yiliksek olan embriyo sayisinin daha sonra azalttigi

belirlenmistir.

5.8 Embriyolarin Cimlendirilmesi

Denemelerimizde tiim uygulamalardan elde edilen embriyolar 19. giin sonunda hormon
icermeyen katt Gamborg ortamina (7-9 g/l agar, 20 g sakaroz/l) aktarilmig ve 25 °C ve
16 saat giin uzunlugundaki iklim odalarinda ¢imlendirmeye alinmustir. Ayrica olasi
enfeksiyonu engellemek amaciyla besin ortamina ¢ok diisiik dozda antibiyotik (250 mg
augmentin/lt) ilave edilmistir. Ancak c¢alisma ortaminda her tiirlii sterilizasyon
tedbirinin alinmasina ragmen, kati ortama aktarilan bu yapilarda birka¢ uygulama
disinda enfeksiyon olusumu engellenememis (Cizelge 4.21), embriyolar1 ¢imlendirme
denemeleri basarisiz olmustur. Kiiltiir siliresinin sonunda (19. giin) ¢imlendirme
ortamina aktarilan embriyolarin globular, kalp ve torpido asamasinda oldugu
saptanmigtir. Kotiledon asamasindaki embriyolara rastlanmamistir. Cimlendirme
denemelerinde embriyolardan bitkiye doniisiimiin saglanamamasinda enfeksiyon
nedeniyle embriyolarin yeterli olgunluga (kotiledonar embriyo) ulasamamasi etkili
olmustur. Mikrospor kiiltiirinde hardalda (Brassica juncea) yapilan bir g¢alismada,
kiiltiir stiresinin 10-11. giiniinde kalp sekilli embriyolarin, 18-20 giin sonra kotiledon
asamasindaki embriyolarin, 25-30. giiniinde ise her petride kalp, torpido ve kotiledon
asamasindaki embriyolar1 gormek miimkiin olmustur. Bu embriyolar ¢imlendirme
ortamina aktarildiginda, kalp ve torpido sekilli embriyolarin biiyliyemedikleri, yalnizca
kotiledonar agamadaki embriyolarin gelismelerini tamamladig1r ve bitkiye doniistiigii

bildirilmektedir (Prem vd. 2008).

Sonug olarak bas lahana, yaprak lahana ve siis lahanasinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile,
lahana grubu sebze tiirlerine uyarlanabilecek bir protokol olusturulmustur. Ulkemizde
bu tiirlerde ilk kez yapilan bu ¢alisma ile yurt disinda yiiriitiilen arastirma sonuglari
dikkate alinarak tilkemiz kosullarina adapte edilmeye calisilmistir. Bu caligmalar
sonucunda mikrospolardan embriyo elde edilmesi basarilmis, ancak enfeksiyon

nedeniyle embriyolar yeterli olgunluk agsamasina kadar gelememis ve dolayisiyla bitkiye

85



donilistim saglanamamustir. Bununla birlikte, uygun mikrospor asamasi, izolasyon
yontemi, embriyo olusumunu uyarict uygulamalarin etkisi ile kiiltiir kosullar1 (sicaklik

ve siire) belirlenmistir.

Ileride yapilacak ¢aligmalarda, tomurcuk alma dénemini uzatici ¢aligmalarmn yapilmasi
faydali olacaktir. Ayrica bitkilerin yetistirme ortaminin kontrollu hale getirilmesi de

androgenesisde basari ilizerine olumlu etki yapacaktir.

Mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda kiiltiir kosullar1 6nemlidir. Bizim ¢aligmamiz ile her
ne kadar 2 farkli sicaklik derecesi (32°C ve 35°C) denenmis ve tiirlere gore sicaklik
faktoriiniin etkisi ortaya konulmussa da belli tiirlerde daha fazla sayida genotiple

tekrarlamali ¢caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda optimum sicaklik ve siiresi belirlendikten sonra, bazi
uygulamalarla embriyo olusumunu uyarmak miimkiin olmaktadir. Kolhisin
uygulamalarinin daha genis doz araliklarinda denenmesi faydali olacaktir. Ayrica aktif
komiir ve ortam yenileme caligmalar1 da dikkate alinabilecek uygulamalar olarak

goriilmektedir.
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