HAPLOID BITKI URETIMI

Somatik hucrelerdeki kromozom sayisi, ait
olduklari Dbitki turunun gamet hucrelerinde
bulunan kromozom sayisi kadar olan bitkilere
haploid bitkiler denir. Haploid sayida kromozoma
sahip hucrelerde (polen/mikrospor veya
megaspor) veya bu hucreleri iceren Dbitki
kisimlarinin (anter veya ovul) doku kulturu
yoluyla elde edilen hucrelerinde veya
rejenerantlarinda yapilan kromozom katlanmasi
sonucu homozigot Dbitkiler elde edilebilir. Bu
teknige in vitro haploidi teknigi denir.




Haploid bitki uretimi

* Erkek gametten * Disi gametten haploid
haploid uyartimi uyartimi (Ginogenesis
(Androgenesis) ve partenogenesis)

- Anter kulturu - Ovul ve ovaryum

- Mikrospor kulturu kulturleri



ERKEK GAMETTEN HAPLOID BITKIELDE ETME
(ANDROGENESIS)

In vitro kulture alinan gen¢ anterlerden haploidlerin basariyla
olusturulmasi ilk kez 1964 yilinda Datura stramonium bitkisinde
Guha ve Maheshwari tarafindan gercgeklestirilmistir. 1967 yilinda
Bourgin ve Nitsch’in tutun bitkisinde anter kultar yoluyla haploid
embriyolar elde etmesinden sonra, ozellikle ekonomik onemi fazla
olan tahillar, sebzeler ve seker pancari basta olmak uzere ginumuze
degin pek cok bitki tirunde anter kulturd yoluyla haploid eldesi
uzerinde calismalar yapilmis ve 25 familyaya ait 200 bitki turinde in

vitro androgenesis tekniginden basarili sonuclar elde edilmistir.



ANTER KULTURUNUN YAPILISI
Henlz olgunlasmamis ve icerisinde birinci polen mitozu

asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran
anterler, anter kaltara icin uygun basglangic materyalidir.

Belirlenen asamadaki anterleri bulunduran cicek tomurcuklari,
yuzeysel dezenfeksiyon islemine tabi tutulduktan sonra steril
kosullarda tomurcuklarin icerisinden cikartilan anterler, dnceden
hazirlanmig ve otoklavlanarak sterilize hale getirilmig besin
ortamlarinin  Uzerine  yerlestiriimektedir. Cogunlukla petri
kutularina, agarla katilastiriimis besin ortamlarina yerlestirilen
anterlerin dikim islemi tamamlandiktan sonra petri kutularinin
kenarlari bir film seritle kapatilarak herhangi bir enfeksiyona

karsi, dis ortamdaki atmosferle olan iligki kesilmektedir.



Petri kutular icerisindeki anterler inklGbasyon icin degisik kosullara
alinabilmekte, tutin gibi anter kulturine son derece olumlu yanit veren
bitkilerde 24-28°C sicaklikta ve fotoperiyodik bir dizende aydinlatilan bir
Iklim dolabinda yapilan inkubasyon yeterli olmaktadir.

Androgenesis direkt ve indirekt androgenesis olmak uzere ikiye
ayrilmaktadir. Kultirun 40. gununden sonra anterlerin icerisinden embriyolar
cikarak gozle gorulebilir agamaya ulagsmaktadir. Buna direkt androgenesis
adi verilmektedir.

Bunun disinda, bazi turlerde once kallus olusmakta, daha sonra kallustan
organogenesis veya  embriyogenesis  Yyoluyla  haploid bitkiler
olusabilmektedir. Bu ikinci olusum vyoluna indirekt androgenesis

denilmektedir



ANDROGENESISI ETKILEYEN FAKTORLER
Anter kultdrunden elde edilen basari, yani elde edilen haploid embriyo

sayisi birgcok faktorin etkisi altinda bulunmaktadir. Bu faktorlerin bir
bolumu, anterlerin alindigi donor bitkiden kaynaklanmakta olup diger bir
bolumu de anter kdlturd tekniginin uygulanmasi sirasindaki kosullarla
iliskilidir.

GENOTIP

Anter kulturinde basari, cok buyuk bir oranda anterlerin alindigi
bitkilerin genotipine baglidir. Simdiye dek calisiimis olan tum bitki
turlerinde; ayni kultdr kosullari altinda, anter yanitlari bakimindan
genotipler arasinda buyuk farkhliklar bulunmustur. Herhangi bir
genotipten yuksek oranda haploid embriyo elde etmek icin; her genotip
icin kultar kosullarini optimize etmek ve anter kultirGtnde embriyo
olusturma basarisi yuksek genotiplerle embriyo olusturma kapasitesi

dusuk olan genotipleri melezlemek gerekmektedir.



DONOR BITKININ YETISME KOSULLARI

Donor bitkinin genotipi son derece elverisli olsa bile, mikrosporlardan in
vitro kosullarda haploid embriyo uyartimini basarabilmek, bu bitkilerin
yetistirildigi kosullara da baghdir. Bitkilerin vyetistirildigi donemdeki
sicaklik, 1sik yogunlugu ve gunluk isiklanma suresi, havadaki CO2
konsantrasyonu, bitkinin beslenme kosullari basta olmak Uzere tum
cevresel faktorler, o bitkilerden alinan anterlerden elde edilecek basari
uzerinde etkili olabilmektedir

ANTERLERIN GELISME DONEMI

Cogu bitki tarundn anter kudltarlerinde en iyl sonuclar, tek cekirdekli
mikrospor doneminin erken veya ge¢ asamasindaki mikrosporlari igeren
anterlerden alinmaktadir. Mikrosporlar icerisinde nisasta depolanmaya
basladiktan sonra, gelismeyi sporofitik yone kaydirmak ve haploid

embriyo elde etmek icin yapilacak uyarilar etkili olamamaktadir.



Mikrospor gelisme asamasini belirlemek igin kullanilan yontemler;
% ezme preparasyon teknigi ve asetokarmin ile hizli boyama
¢ flouresans mikroskobu ve preparat hazirlanmasinda buna
uygun merkurik asit, DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) gibi
boyalarin kullaniimasi

% parafine gomerek kesit alma ve bunun ardindan preparatlari

hematoksilin veya metilen mavisi gibi degisik boyalarla boyama



ANTERLERE YAPILAN ON UYGULAMALAR

Anter kultirinde en etkili on uygulama, tomurcuklara yapilan soguk
soklaridir. 4-10°C’ler arasinda, 72 saat ile 4 haftaya kadar tutulan
tomurcuklar; arpa, patates, misir, bugday ve biber gibi bazi turlerde polen
rejenerasyonu bakimindan olumlu yanitlar vermistir.

Anter kulturlerde soguk uygulamasinin etki mekanizmasi;
Nisasta birikiminin bloke edilmesi

Tek c¢ekirdekli mikrospor doneminde tutuklanan mikrospor sayisinin
artiriimasi

Anter duvarinin yaslanmasinin geciktiriimesi ve ABA gibi ba2| engelleyici
maddelerin etkisinin azaltiimasi




BESIN ORTAMININ BiLESiMI VE YAPISI

Anter kulturinde ilk asamada gametofitik dokulari uyaracak oksinler gerekili
lken; bitkicige donusum asamasinda sitokininlerin varligina gereksinim
duyulur.

Temel besin ortami olarak, anter kultirunde en fazla Murashige ve Skoog,
White ve Nitsch ortamlari kullaniimaktadir.

Karbon kaynagi olarak gogunlukla sakkaroz kullaniimaktadir.

Besin ortamina oOzellikle kaltaran ilk gunlerinde ilave edilen yuksek seker
dozlar (%6-12), anter kulturinden haploidlerin elde edilmesinde olumlu etki
yapmaktadir.

Besin ortamina katilan serin, glutamin gibi aminoasitler, AQNO3 gibi etilen
biyosentezini inhibe edici maddeler veya aktif komur gibi katki maddeleri de
anter kulturunden elde edilecek basariyr artirma yonunde kullanilan cesitli

kimyasal maddeler arasinda yer almaktadir.



INKUBASYON KOSULLARI
Inkiibasyon sirasindaki i1sik, ya da sicaklik gibi cevresel kosullar anter

kultirunden saglanacak basari uzerinde etki yapan diger bir grup
faktordur.

Baslangicta anterler genellikle karanlikta ve 20 ila 300C’ler arasinda
kultire alinmaktadir. Kulturun ilerleyen asamalarinda dusuk isik
yogunlugu (2000 lux) ve degisik gunluk isiklanma surelerinde bekletilen
anterlerde embriyo olusumu gerceklestikten sonra; rejenere olan
bitkicikler daha yuksek isik yogunluguna (3000-10000 Ilux) sahip
kosullara aktarilmaktadir.

Bazi bitki tlrlerine ait anter kdlturlerinde inkubasyonun ilk gunlerinde
yuksek sicaklik uygulamalari, embriyo olusumu uzerinde ¢ok olumlu

etki yapmaktadir.
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Figure 7, Disgrammatic llustration showing various modes of andro-
genesis and haploid plant formation by asnther and isolnted pollen
culture. The homozygous plants are obtained by treating haploids with
caolohicine.




Haploid embryos







DISI GAMETTEN HAPLOIDI UYARTIMI
(GYNOGENESIS VE PARTHENOGENESIS)
Ovul ve Ovaryum Kulturleri

Dollenmemisg yumurtaligin ya da yumurta hucrelerinin kulture
alinmasiyla haploid embriyo ve bitki olusumuna ‘ovaryum’ ya da ‘ovul

kulturleri’ adi verilmektedir




EKSIK VEYA YETERSIZ POLENLERLE TOZLAMA
Partenogenetik embriyo olusumunu uyarmak Uzere kullanilacak eksik

veya Yyetersiz polenleri elde etmek icin, degisik kimyasal maddeler ile
radyoaktif 1sin uygulamalarindan yararlaniimaktadir. Ayrica, uzak
akrabalar arasi melezlemeler, tozlamalarin geciktiriimesi, sicaklik soklari

da uygulanan diger tekniklerdir.

Polenlere yapilan bu uygulamalar sayesinde polen generatif cekirdegi
iInaktif hale geciriimekte, bununla birlikte ¢imlenme yetenegini koruyan
polenler disicik tepesi uzerinde cimlendiklerinde olusturduklari uyartim
sonucunda, partenogenetik olarak haploid embriyolar meydana

gelmektedir.



HAPLOID BITKILERDE KROMOZOM KATLAMA

Haploid bitkilerin kromozom setlerinin katlanmasi ve % 100 homozigot
safhatlarin hizla gelistiriimesi, haploidi tekniginin esasini olusturmaktadir.
Kromozom  katlanmasi  pratikte  cogunlukla  kimyasal madde
uygulamalariyla gerceklestirimektedir. GUnumuzde kromozom katlamasi
icin Dbitki islahgilar tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde,
kolhisindir. Kolhisin, uygulandigi dokularin hucrelerinde mitoz bolinmenin
metafaz safhasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayisi ile
replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara cekilmesini onleyerek,

kromozom sayisinin iki katina gikmasini saglar.



PLOIDI BELIRLEME
Fenotipik Gozlemler: Bitkilerin kromozom sayisi arttikgca, bitkinin tim

organlarinda bir irilesme meydana gelmekte; buna karsilik haploid bitkilerin
elde edilmesi halinde bitkinin organlari tam olarak olustugu halde diploidlere
gore daha kucuk olmaktadir.

Kromozom Sayimlari: Bitkilerin genellikle kok uglarinda yapilan kromozom
sayimlari, guvenirliligi en fazla olan yontemdir. Saglikli ve guclu bir gelisme
gOsteren taze kok uclarindan alinan ornekler, kromozom sayimlari icin en
uygun materyaldir.

Flow Sitometri: hucrelerin tek tek flouresans dedektorden gecerken
emdiklerin 1sinin analizine dayanan bir yontemdir. Her bitki trG igin
yontemin optimize edilme gereksinimi, bu yontemin dezavantajlarindan biri
olsa da; miksoploid hucrelerin varliginin ortaya cikartilmasi, bir Kkisinin
gunde 100'den fazla bitkide analiz yapabilme olanagini sunmasi gibi

avantajlari vardir.



Stomatal Incelemeler: Degisik bitki tiirlerinde stomalarin iriligi, dolayisiyla
birim alanda bulunan stoma sayisi ile ploidi duzeyi arasinda guvenilir
iliskiler saptanmistir. Ornegin kereviz, titlin, briiksel lahanasi, havug,
karpuz, kavun, hiyar, biber ve kabakta haploid bitkilerin stomalarinin
diploidlerine gore daha kuguk oldugu, dolayisiyla birim alanda daha fazla

stoma bulundugu saptanmistir



HAPLOIDLERIN SAGLADIGI AVANTAJLAR
1. Haploidleri kullanmanin en onemli avantaji, tam bir homozigotiyi ¢cok

Kisa bir surede saglamasidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla genetik ve
Islah calismalarini yapmak kolaylasmakta ve sonuca daha c¢abuk
ulasilabilmektedir.

2. Resesif genler, dominant genler tarafindan baskilanamayacagindan,
homozigot bireylerde genetik acilimi izlemek daha kolay olacaktir.

3. Homozigot bitkilerin uretimi Ozellikle dioik turlerde ve kendine
uyusmazlik sorunu bulunan bitkilerde zor olup anter kulttr, bu bakimdan
buyuk kolaylik saglamaktadir.

4. Yabanci dollenen tilrlerde heterozigoti orani ¢ok yuksek oldugundan
bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi icin 10-12 generasyon boyunca
kendilemeler yapmak gerekmekte; kendine dollenen turlerde bile ayni

amagcla 5-7 generasyon kendileme islemine gereksinim duyulmaktadir.



5. F1 hibrit cesitlerin gelistiriimesinde homozigot hatlar arasinda ustin
kombinasyon yetenegi verenlerinin belirlenmesi yontemi kullanildigindan,

haploidinin hibrit ¢cesit 1slahinda 6zel bir onemi bulunmaktadir.

6. Yonca ve patates gibi tetraploidlerin bulundugu turlerde haploidizasyon,
diploid bitkilerin uretiminde kullanilabilmektedir. Elde edilen diploidler ticari
olarak ilging olabilecegi gibi; bu yolla bazi tetraploid urlnlerde; yabani
turler ile kdltur cesitleri arasinda diploid seviyede melezleme yaparak

kombinasyon yoluna gidilmektedir.

7. Kombinasyon islahinda da sonuca c¢ok kisa surede ulasmayi saglayan
haploidi sayesinde, Flkademesindeki melez bitkilerden haploid ¢gekerek;
farkli genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte toplanmasi arzu edilen

ozelliklere sahip bitkiler kazanmak mumkundur.



8. Anter kulturUnun tum bitkilere genellenemeyecek, tlrlere 0zgu bazi
avantajlari da bulunmaktadir. Ornegin kuskonmaz bitkisinde XY kromozom
yapisina sahip erkek bitkilerden anter kultird yoluyla DH hatlar elde
edildiginde XX ve YY kromozom vyapisinda bireyler olusmaktadir. Boylece
dogada olusma olasiligi bulunmayan YY kromozom yapisina sahip bitkiler, ya
da diger bir deyisle super erkek bitkiler elde edilebilmektedir

9. DH hatlarin gen haritalarinin ¢ikartilmasinda da kullanilabilir. DH hatlardan
olusan bir populasyonda; heterozigotluk nedeniyle ortaya c¢ikan intermediyer
ekspresyonlara rastlanmaz. Bu nedenle de fenotipik isaretleyicilerin (marker)
tanimlanmasi ¢cok daha etkin olabilmektedir. DH hatlarda herhangi bir gen,
ister bitki isterse marker seviyesinde olsun (genellikle RFLP ile
belirlenmektedir); 1:1 oraninda acllacaktir. Bu durum, ozellikle poligenik olarak
kontrol edilen bir karakterin haritasi ¢ikartiliyorsa onem tagimakta ve kolaylik

saglamaktadir.



