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Somatik hicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklari
bitki tlrinin gamet hiicrelerinde bulunan kromozom
sayisi  kadar olan Dbitkilere
denmektedir.

Haploidler, her bir lokustaki allelerden sadece bir seriyi
icermekte ve bu o6zellikleri ile 1slah c¢alismalarinda
onemli yer tutmaktadirlar.

Haploid bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasi
sayesinde %100 homozigot saf hatlar elde
edilebilmektedir.



Haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan basglangig
materyalleri gametlerdir.

Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi igin iki
yontem bulunmaktadir;

- ya erkek gametten ya da
- disi gametten /n vitro kosullarda bitki  olusumunu
saglanabilmektedir.



Haploid Diploid




ERKEK GAMETTEN HAPLOID BITKE
ELDE ETME (ANDROGENESLS)

In vitro kiltire alinan geng¢ anterlerden haploidlerin
basariyla olusturulmas: ilk kez 1964 yilinda Datura
stramonium  bitkisinde Guha ve  Maheshwari
tarafindan gergeklestirilmistir.

1967 yilinda Bourgin ve Nitsch'in titun bitkisinde anter
kiltiir yoluyla haploid embriyolar elde etmesinden
sonra, ozellikle ekonomik 6nemi fazla olan tahillar,
sebzeler ve gseker pancari basta olmak Uzere
glinimiize degin pek g¢ok bitki tirinde anter kiltird
yoluyla haploid eldesi lzerinde ¢alismalar yapilmis ve
25 familyaya ait 200 bitki tirinde /n wvitro
androgenesis tekniginden basarili sonuglar elde
edilmistir.



ANTER KULTURUNUN YAPILiSI

Heniz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen
mitozu asamasina gelmis tek  ¢ekirdekli
mikrosporlar: bulunduran anterler, anter kilturd
igin uygun baslangi¢ materyalidir.

Belirlenen asamadaki anterleri bulunduran cicek
tomurcuklari, ylizeysel dezenfeksiyon islemine
tabi  tutulduktan sonra steril  kosullarda
tomurcuklarin icerisinden c¢ikartilan anterler,
onceden hazirlanmis ve otoklavlanarak sterilize
hale getirilmis besin ortamlarinin (zerine
yerlestirilmektedir.



Cogunlukla petri kutularina, agarla katilagtirilmisg
besin ortamlarina yerlestirilen anterlerin dikim
islemi tamamlandiktan sonra petri kutularinin
kenarlari bir film seritle kapatilarak herhangi bir
enfeksiyona karsi, dis ortamdaki atmosferle olan
iliski kesilmektedir.

Petri kutular: igerisindeki anterler inkiibasyon igin
degisik kosullara alinabilmekte, titin gibi anter
kiltirine son derece olumlu yanit veren
bitkilerde 24-280C sicaklikta ve fotoperiyodik
bir diizende aydinlatilan bir iklim dolabinda
yapilan inkiibasyon yeterli olmaktadir.



Androgenesis direkt ve indirekt androgenesis olmak lizere
ikiye ayrilmaktadir.

Kidltirin 40. glninden sonra anterlerin igerisinden
embriyolar ¢ikarak gozle gorilebilir asamaya ulagsmaktadir.
Buna direkt androgenesis adi verilmektedir.

Bunun disinda, bazi tirlerde é6nce kallus olusmakta, daha
sonra kallustan organogenesis veya embriyogenesis yoluyla
haploid bitkiler olusabilmektedir.

Bu ikinci olusum yoluna indirekt androgenesis denilmektedir.



ANDROGENESISI ETKILEYEN FAKTORLER

Anter Kkiltiurinden elde edilen basari, yani elde edilen

haploid embriyo sayisi birgok faktérin etkisi altinda
bulunmaktadir.

Bu faktoérlerin bir bélimid, anterlerin alindigi donor
bitkiden kaynaklanmakta olup diger bir bélimi de
anter kiltird tfekniginin uygulanmasi  sirasindaki
kosullarla iligkilidir.
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Anter Kkiltirinde basari, ¢ok blyilk bir oranda
anterlerin alindigi bitkilerin genotipine baglhdir.

Simdiye dek ¢alisilmis olan tim bitki tirlerinde; ayni
kiltdr kosullari altinda, anter yanitlari bakimindan
genotipler arasinda biytik farkliliklar bulunmugtur.




Herhangi bir genotipten yiiksek oranda haploid embriyo
elde etmek igin;

her genotip igin kiltur kosullarini optimize etmek ve

anter kulturinde embriyo olusturma basarisi yiksek
genotiplerle embriyo olusturma kapasitesi disik olan
genotipleri melezlemek gerekmektedir.




Donér bitkinin genotipi son derece elverigli olsa
bile, mikrosporlardan /n vitro kosullarda haploid
embriyo uyartimini basarabilmek, bu bitkilerin
yetistirildigi kosullara da baglidir.

Bitkilerin yeftistirildigi donemdeki sicaklik, isik
yogunlugu ve gunlik isiklanma siresi, havadaki
CO, konsantrasyonu, bitkinin beslenme kosullar
basta olmak lizere tim cevresel faktérler, o
bitkilerden alinan anterlerden elde edilecek
basari lizerinde etkili olabilmektedir.



Cogu bitki tirdnidn anter kiltirlerinde en iyi sonuglar,
tek ¢ekirdekli mikrospor doneminin erken veya geg
asamasindaki  mikrosporlari  igeren  anterlerden
alinmaktadir.

Mikrosporlar igerisinde nisasta depolanmaya bagladiktan
sonra, gelismeyi sporofitik yone kaydirmak ve haploid
embriyo elde etmek igin yapilacak uyarilar etkili
olamamaktadir.



Mikrospor gelisme agsamasini belirlemek igin kullanilan
yontemler;

- ezme preparasyon teknigi ve asetokarmin ile hizli boyama

> flouresans mikroskobu ve preparat hazirlanmasinda buna
uygun merkdirik asit, DAPTI gibi boyalarin kullaniimasi

- parafine gomerek kesit alma ve bunun ardindan preparatlari
hematoksilin veya metilen mavisi gibi degisik boyalarla
boyama



Anter kilturidnde en etkili on uygulama, tomurcuklara
yaptlan soguk soklaridir.

4-10°C'ler arasinda, 72 saat ile 4 haftaya kadar tutulan
tomurcuklar; arpa, patates, misir, bugday ve biber gibi
bazi tirlerde polen rejenerasyonu bakimindan olumiu
yanitlar vermistir.




Anter  kiltirlerde  soguk  uygulamasinin  eftki
mekanizmasi;

Nisasta birikiminin bloke edilmesi

Tek ¢ekirdekli mikrospor déneminde tutuklanan
mikrospor sayisinin artirilmasi

Anter duvarinin yaslanmasinin geciktirilmesi ve ABA
gibi bazi engelleyici maddelerin etkisinin azaltilmasi



Anter kiltirinde genel olarak ilk asamada gametofitik
dokulari sporofitik gelismeye donlstirme yoninde
uyaracak oksinler gerekli iken; bitkicige donusim
asamasinda sitokininlerin varligina gereksinim duyulur.




Temel besin ortami olarak, anter kdiltirinde en fazla
Murashige ve Skoog, White ve Nitsch ortamlar
kullaniimaktadir.

Karbon kaynagi olarak anter kiltiurlerinde biyik bir
¢ogunlukla sakkaroz kullanilmaktadir.

Besin ortamina ozellikle kiltirdn ilk giinlerinde ilave
edilen yiiksek seker dozlari (%66-12), anter kiiltirinden
haploidlerin elde edilmesinde olumlu etki yapmaktadir.



Besin ortamina katilan serin, glutamin gibi
aminoasitler, AgNO; gibi etilen biyosentezini inhibe
edici maddeler veya aktif komir gibi katki maddeleri
de anter kiltirinden elde edilecek basariyr artirma
yoninde kullanilan gesitli kimyasal maddeler arasinda
yer almaktadir.

LHy

]

Coor



Inkiibasyon sirasindaki 1sik, ya da sicaklik gibi
cevresel kosullar anter kilturinden saglanacak basari
tzerinde etki yapan diger bir grup fakfordiir.

Baslangigta anterler genellikle karanlikta ve 20 ila
30°C'ler arasinda kultire alinmaktadir. Kiltirin
ilerleyen asamalarinda disuk 151k yogunlugu (2000 lux)
ve degisik gunlik 1siklanma sirelerinde bekletilen
anterlerde embriyo olusumu gergeklestikten sonra;

jenere olan bitkicikler daha yiksek i1sik yogunluguna

re
(3000-10000 lux) sahip kosullara aktariimakfadir.

Bazi bitki tirlerine ait anter kiltirlerinde
inkibasyonun ilk  glnlerinde  ylksek sicaklik
uygulamalari, embriyo olusumu Gzerinde ¢ok olumlu
etki yapmaktadir.



DISI GAMETTEN HAPLOIDI UYARTIMI
(6YNOGENESIS VE PARTHENOGENESIS)

Oviil ve Ovaryum Kiiltirleri

o Dollenmemis yumurtaligin ya da yumurta hicrelerinin
kiiltire alinmasiyla haploid embriyo ve bitki olusumuna
‘ovaryum’ veya ‘ovil kulturleri® adi verilmektedir.




Partenogenetik embriyo olusumunu uyarmak lzere
kullanilacak eksik veya yetersiz polenleri elde etmek
icin, degisik kimyasal maddeler ile radyoaktif isin
uygulamalarindan yararlaniimaktadir.

Ayrica, uzak akrabalar arasi melezlemeler,
tozlamalarin_ geciktirilmesi, sicaklik goklari da
uygulanan diger tekniklerdir.

Polenlere yapilan bu uygulamalar sayesinde polen
gener‘a’rif cekirdegi inak’ri]‘9 hale gegirilmekte, bununla

irlikte gimlenme yetenegini koruyan polenler disicik
tepesi lzerinde ¢imlendiklerinde  olusturduklari
uyartim sonucunda, partenogenetik olarak haploid
embriyolar meydana gelmektedir.



HAPLOID BITKILERDE KROMOZOM
KATLAMA

Haploid bitkilerin kromozom setlerinin katlanmasi ve % 100
homozigot safhatlarin  hizla gelistirilmesi, haploidi
tekniginin esasini olusturmaktadir.

Kromozom katlanmasi pratikte gogunlukla kimyasal madde
uygulamalariyla gergeklestirilmektedir.

Glnimuzde kromozom katlamasi igin bitki islahgilar
tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde, kolhisindir.

Kolhisin, uygulandigi  dokularin  hiicrelerinde  mitoz
bélinmenin metafaz safhasinda ig ipliklerinin olusumunu
engeller ve dolayisi ile replikasyona ugramis kromozomlarin
kutuplara c¢ekilmesini 6nleyerek, kromozom sayisinin iki
katina ¢ikmasini saglar.



PLOIDI BELIRLEME

Fenotipik Gozlemler: Bitkilerin kromozom sayisi
arttikga, bitkinin tim organlarinda bir irilesme
meydana gelmekte; buna karsilik haploid bitkilerin elde
edilmesi halinde bitkinin organlari tam olarak olustugu
halde diploidlere gére daha kiigiik olmaktadir.




Kromozom  Sayimlari:  Bitkilerin genellikle  kok
uglarinda yapilan kromozom sayimlari, givenirliligi en
fazla olan yontemdir. Saglikh ve glgli bir gelisme
gosteren taze kok uglarindan alinan ornekler,
kromozom sayimlari igin en uygun materyaldir.




Flow Sitometri: hiicrelerin tek tek flouresans
dedektorden gegerken emdiklerin isinin analizine
dayanan bir yontemdir.

Her bitki tird igin yontemin optimize edilme
gereksinimi, bu yéntemin dezavantajlarindan biri
olsa da; miksoploid hiicrelerin varliginin ortaya
¢ikartilmasi, bir kiginin ginde 100'den fazla
bitkide analiz yapabilme olanagini sunmasi gibi
avantajlar: vardir.



Stomatal Incelemeler: Degigik bitki tiirlerinde
stomalarin iriligi, dolayisiyla birim alanda bulunan
stoma sayisi ile ploidi diizeyi arasinda guvenilir iligkiler
saptanmistir.

Ornegin kereviz, titiin, briiksel lahanasi, havug,
karpuz, kavun, hiyar, biber ve kabakta haploid
bitkilerin stomalarinin diploidlerine gore daha kiiguk
oldugu, dolayisiyla birim alanda daha fazla stoma
bulundugu saptanmistir.




HAPLOIDLERIN SAGLADIGI
AVANTAJLAR

Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam
bir homozigotiyi gok kisa bir sirede elde etme
olanagini sunmasidir. Dihaploid hatlarin
kullaniimasiyla genetik ve islah galismalarini yapmak
kolaylasmakta ve sonuca daha cabuk
ulasilabilmektedir.

Resesif genler, dominant genler tarafindan
maskelenemeyeceginden, homozigot bireylerde
genetik acilimi izlemek daha basit bir iglem haline
gelmektedir.

Homozigot bitkilerin Uretimi ozellikle dioik tirlerde
ve kendine uyusmazlik sorunu bulunan bitkilerde zor
olup anter kuiltird, bu bakimdan biyik kolaylik
saglamaktadir.



Yabanci déllenen tirlerde heterozigoti orani gok yiksek
oldugundan bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi
igin 10-12 generasyon boyunca kendilemeler yapmak

erekmekte; kendine dadllenen tiirlerde bile ayni amagla
-7 generasyon kendileme islemine gereksinim
duyulmaktadir.

F1 hibrit gesitlerin gelistirilmesinde homozigot hatlar
arasinda Ustin kombinasyon yetenegi verenlerinin
belirlenmesi yontemi kullanildigindan, haploidinin hibrit
cesit 1slahinda 6zel bir 6nemi bulunmaktadir.

Yonca ve patates gibi tetraploidlerin bulundugu tirlerde
haploidizasyon, diEploid bitkilerin Uretiminde
kullanilabilmektedir. Elde edilen diploidler ticari olarak
ilginc olabilecegi gibi; bu yolla bazi tetraploid
Urinlerde; yabani tirler ile kultiur gesitleri arasinda
diploid seviyede melezleme yaparak kombinasyon yolund
gidilmektedir.



Kombinasyon islahinda da sonuca ¢ok kisa sirede
ulagsmayr  saglayan  haploidi  sayesinde, Fl1
kademesindeki melez bitkilerden haploid ¢ekerek;
farkli genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte
toplanmasi arzu edilen o6zelliklere sahip bitkiler
kazanmak mimkindir.

Haploidi, resesif mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasi ve
bunlardan homozigot bireylerin elde edilmesini de
saglayabildigi gibi; somatik hibridizasyon isleminin
diploid protoplastlara gére daha kolay yapilabilmesine
olanak tanimaktadir. Ayrica iki haploid protoplastin
birlesmesinin sonucu “diploid” olacagindan; protoplast
kiltird kullanilarak yapilan somatik hibridizasyon
tekniginin bilinen dezavantajlarinin biyik bir kismi
boylece ortadan kalkacaktir.



Anter Kkilturdnin tim bitkilere genellenemeyecek,
tirlere o6zgli bazi avantajlari da bulunmaktadir.
Ornegin kuskonmaz bitkisinde XY kromozom yapisina
sahip erkek bitkilerden anter Kkiiltird yoluyla DH
hatlar elde edildiginde XX ve YY kromozom yapisinda
bireyler olusmaktadir. Béylece dogada olugsma olasilig
bulunmayan YY kromozom yapisina sahip bitkiler, ya
da diger bir deyisle siper erkek bitkiler elde
edilebilmektedir.



DH hatlarin glincel uygulamalarindan biri de gen
haritalarinin ¢ikartilmasinda kullanimlaridir. DH
hatlardan olusan bir populasyonda; heterozigoti

nedeniyle ortaya ¢ikan intermediyer
ekspresyonlara rastlanmaz. Bu nedenle de
fenotipik isaretleyicilerin (marker)

tanimlanmasi ¢ok daha etkin olabilmektedir. DH
hatlarda herhangi bir gen, ister bitki isterse
marker seviyesinde olsun (genellikle RFLP ile
belirlenmektedir); 1:1 oraninda agilacaktir. Bu
durum, ozellikle poligenik olarak kontrol edilen
bir karakterin haritasi ¢ikartiliyorsa 6nem
tasimakta ve kolaylik saglamaktadir.
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