CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

Namik Kemal YUCEL

Solanum melongena L. VE Solanum torvum SW. TURLERI
ARASINDA DOGAL VE IN VITRO KOSULLARDA
MELEZLEME CALISMALARI

BAHCE BiTKiLERi ANABILiM DALI

ADANA-2017



CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

Solanum melongena L. VE Solanum torvum SW. TURLERI ARASINDA
DOGAL VE IN VITRO KOSULLARDA MELEZLEME CALISMALARI

Namik Kemal YUCEL
DOKTORA TEZi
BAHCE BIiTKILERI ANABILiM DALI

Bu Tez 09/03/2017 Tarihinde Asagdaki Juri  Uyeleri  Tarafindan
Oybirligi/Oyeoklugy ile Kabul Edilmistir.

Prof. Dr. Saadet BUYUKALACA Prof. Dr. Sekiire Sebnem ELLIALTIOGLU  Prof. Dr. Salih KAFKAS

DANISMAN UYE UYE
Dog. Dr. Hatira TASKIN Yrd. Dog. Dr. Mehtap YILDIZ
UYE UYE

Bu Tez Enstitumiiz Bahce Bitkileri Anabilim Dalinda hazirlanmistir.
Kod No:

Prof. Dr. Mustafa GOK
Enstitt MOdaru

Bu Cahsma C. U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Tarafindan Desteklenmistir.
Proje No: FBA-2015-3252.

Not:  Bu tezde kullanilan 6zgun ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikimlere tabidir.




0z

DOKTORA TEZi

Solanum melongena L. VE Solanum torvum SW. TURLERI ARASINDA
DOGAL VE IN VITRO KOSULLARDA MELEZLEME CALISMALARI

Namik Kemal YUCEL

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BIiTKILERI ANABILiM DALI

Danisman : Prof. Dr. Saadet BUYUKALACA
Yil: 2017, Sayfa: 153
Juri : Prof. Dr. Sekiire Sebnem ELLIALTIOGLU

: Prof. Dr. Salih KAFKAS
: Dog. Dr. Hatira TASKIN
: Yrd. Dog. Dr. Mehtap YILDIZ

Bu tez ¢alismas; toprak kokenli hastaliklardan Fusarium ve Verticillium’a ve
zararhlardan da Nematod’a dayanmklihg: saglayan genlerin bir arada oldugu Solanum
torvum yabani patlican tiirii ile yaygin olarak yetistirilen patlicamn kiltir formlarindan
(Solanum melongena L.) iki ¢esidi (Aydin Siyahi1 ve Kemer) dogal ve in vitro ortamda
melezleyerek, dayaniklihk 6zelliklerinin  kultir formuna aktariimasi amaciyla
yapilmigtir.

Calismada arazi melezlemeleri ve tohum eldesi, embriyo kurtarma, cicek tozu
¢im borusu biyumesinin incelenmesi, ¢igek tozu canliliklarinin belirlenmesi, in vitro
kiltirden elde edilen melez bitkilerin dig ortama aligtiriimasi, melez bireylerin fertilite
durumlarinin arastiriimasi, embriyogenik kallus eldesi icin uygun ortam denemeleri,
anter kultlrii protokollniin gelistirilmesi, in vitro tozlama ve délleme ve patlicanda
protoplast flizyonu protokollnin belirlenmeye calisilmistir.

Aydin Siyahi x S. torvum ve Kemer x S. torvum melezlemelerden elde edillen
meyvelerde embriyo kurtarma yontemi icin her iki kombinasyonda en uygun zamanin
tozlamadan sonra 35. giin oldugu belirlenmistir. Anter kultiri calismalarinda en
yuksek bitki eldesi (% 36.4) Aydin Siyahi ¢esidinden 1 mg/l 2.4-D +1 mg/l Kinetin +
120 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar ortaminda elde edilmistir. PEG yontemiyle yapilan
protoplast kiltiriinde 4-6 hafta sonra birlesmeye baslayan protoplast hiicrelerinden
mikro kalluslar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tirler arasi melezleme, embriyo kurtarma, Solanum
melongena, Solanum torvum, anter kiltiri, PEG protoplast
flzyonu.
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In this study we aimed to cross Solanum torvum, wild aubergine species,
has genes which enable resistance to Fusarium and Verticillium from soil-derived
diseasesand, Nematode from parasites withtwo varieties (cv Aydin Siyah: ve Kemer)
of the common cultivated eggplant culture forms (Solanum melongena L.) in the
natural and in vitro environment, and also we purposed to transfer resistance
properties to the culture forms.

Land hybridization and seed obtaining, embryo rescue, investigation of
pollen viability and tube growth, acclimazation of hybrid plants which obtained
from in vitro culture, search of hybrids fertility, media treatments for obtaining
embryogenic callus, development of anter culture protocol, in vitro pollination and
fertilization, and detecting protoplast fusion on eggplant were studied in the study.

The most suitable time for the embryo rescue method of fruits obtained
from Aydin Siyaht x S. torvum and Kemer x S. torvum hybrids, in both
combinations were determined as 35th day after pollination. The highest plant yield
(36.4%) in anther culture studies was shown in 1 mg/l 2.4-D +1 mg/Il Kinetin + 120
g/l sakkaroz+ 7 g/l agar media with Aydin Siyahi variety., Microcalluses were
obtained from the protoplast cells starting to join after 4 to 6 weeks in the
protoplast culture carried out by PEG method.

Anahtar Kelimeler: Interspesific hybridization, embryo rescue, Solanum
melongena, Solanum torvum, anter culture, PEG protoplast
fusion.




GENISLETILMIS OZET

Aragtirmada Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda
arazide ve in vitro kosullarda melezlemeler yapilmistir. Calismada hem melez
bireyler elde etmek hem de tozlamadan sonra disicik borusunda doéllenmeye
kadarki asamalari izlemek amaciyla Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum
torvum arasinda resiprokal melezlemeler yapilmistir. Arazide Kemer ve Aydin
Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal melezlemelerde Solanum
torvum’un ana ebebeyn olarak kullanildigi melezlemelerden meyve elde
edilememistir. Kemer x Solanum torvum ve Aydin Siyahi x Solanum torvum
melezlemelerinde tozlamadan 25. 30. ve 35 gin sonra her melezleme
kombinasyonu icin 5’er adet meyve hasat edilerek ‘Tek Tek Ac¢ma yontemi’ ile
embriyo kurtarma yapilmigtir. Hasat edilen melez meyvelerdeki tohumlarin bir
kismi da Dogrudan Ekim Yoéntemiyle in vitro kultlre alinmistir. Hasat tarihi
bakimindan, en yiksek bitki eldesi 35. giinde Kemer x Solanum torvum
melezinden % 90.83, Aydin Siyahi x Solanum torvum melezinden % 78.75
oraninda bitkiye dontsum elde edilmistir. Dogrudan ekim tekniginde ise bitkiye
doénistim oranlar1 (%) acisindan hasat tarihi ve cesitlerin etkisi istatistiksel olarak
Oonemli oldugu tespit edilmistir. Hasat tarihi bakimindan Kemer x Solanum torvum
melezinden 30. gunde (% 16.53), Aydin Siyahi x Solanum torvum melezinden 35.
ginde (% 14.53) en yiiksek bitkiye dontsum elde edilmistir.

Tozlanmadan sonra déllenmenin olmamasinin ya da ¢ok dusik olmasinin
nedenini anlamak amaciyla ¢igek tozu ¢im borusu biytimesi, tozlanmadan sonra 72
saat boyunca her 6 saatte bir her bir melez kombinasyondan dorder adet cicek
ornegi alinarak florasan mikroskop ile incelenmistir. Aydin Siyahi x Solanum
torvum giceklerinde tozlamadan 30 saat sonra sonra gicek tozu ¢im borular
yumurtaliga ulasirken, Kemer x Solanum torvum ciceklerinde tozlamadan 24 saat

sonra sonra ¢i¢ek tozu ¢im borularinin yumurtaliga ulastig: tespit edilmistir.



Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ve Solanum torvum’da gigek tozu canlilig
ve ¢imlenmesi acisindan istatistiki farkin 6nemli olmadig:i belirlenmistir. En
yuksek polen canliligi Kemer (% 70.4) ¢esidinden elde edilmistir. En yiiksek polen
cimlenmesi ise Solanum torvum’dan (% 22.8) meydana gelmistir.

Calismada elde edilen melez bireylerin (Kemer x Solanum torvum ve
Aydin Siyah1 x Solanum torvum) morfolojik gézlemleri yapilmistir. Bu melez
bireylerde hem kendileme hem de geriye melezlemeler [(Kemer x Solanum
torvum) x Kemer ve (Aydin Siyahi X Solanum torvum) x Aydin Siyahi] yapilmis
ancak meyve olusmamistir. Kemer x Solanum torvum melezi ile Aydin Siyahi X
Solanum torvum melezi bitkiler yaprak rengi disinda birbirlerine benzerdir. Kemer
x Solanum torvum melezi bitkilerin yaprak rengi Kemer cesidine benzemistir. Bu
melez bitkiler Solanum torvum bitkilerine yaprak sekli, dikenlilik, tuylulik,
ciceklenme calimsi gelisim yoéninden, Solanum melongena’ya da ¢igek rengi ve
blyukligu, diken rengi, bitki gelisimi yoninden benzemistir. Ancak elde edilen bu
melez bireyler kisir olmustur.

Solanum torvum, Kemer ve Aydin Siyahi gesitlerinin yaprak
eksplantlarindan ve geng meyvelerinin dollenmis yumurta hiicrelerinden elde
edilen embriyogenik kalluslar, protoplast fuzyonu caligmalarinda protoplast
kaynagi olmasi amaciyla elde edilmeye ¢alisilmistir. Embriyogenik kallus eldesi
icin Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum‘un dollenmis yumurta hdcreleri, 1
mg/l 2,4 D + 0,5 mg/l BAP, 1 mg/l 2,4 D + 1 mg/l BAP, 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4
D iceren MS ortaminda kilture alinmistir. Ayrica Solanum torvum icin 3 mg/l BAP
iceren MS ortami da denenmistir. Calisma sonucunda 1 mg/l Kin uygulamasinin
Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum‘un doéllenmis yumurta hiicrelerinden
kallus eldesinde basarili oldugu tespit edilmistir. En yiiksek kallus eldesi ise 1 mg/I
Kinetin uygulanan Aydin Siyah: g¢esidinden (% 84) elde edilmistir. Solanum
torvum, Kemer ve Aydin Siyahi gesitlerinin gencg taze yapraklarin yaprak damar
aras1 (YDA) ve yaprak damar tizerinden (YDU) alinan eksplantlar 1.5 mg/l 2,4 D +

0,1 mg/l BAP ve 2 mg/l 2,4 D iceren MS ortaminda alinmistir. YDA’dan alinan
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eksplantlar i¢in 1.5 mg/l 2,4 D + 0,1 mg/l BAP, YDU’den alinan eksplantlar icin 2
mg/l 2,4 D uygulamalar: daha basarili bulunmustur.

Anter Kkultiru protokoluniin olusturularak hem Solanum melongena ve
Solanum torvum arasinda somatik hibridizasyon yoluyla elde edilebilecek
tetraploid bitkileri fertil dihaploid bitkilere ddnustiirmek, hem de anter kilturtiinden
elde edilen haploid yapidaki embriyogenik kalluslar: protoplast fiizyonunda diploid
bitki eldesi saglamak amaciyla kullanilmistir. Anter kiltart ¢calismalarina 2012 yih
bahar yariyilinda Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’nin kullandig: ortama gore (C, R
ve V3) baslanmistir. Bu dénemde Solanum torvum’dan kallus ve bitki eldesi
saglanamamistir. Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinden ise sadece kallus elde
edilmistir. Calismanin 2014 yili yaz déneminde ise, Dumas de Vaulx ve ark.
(1982), ve CP ortamlarinda kiiltire alinan antelerden en yiiksek kallus gelisimi R
ortaminda Aydin Siyahi ¢esidinden (% 26.65) elde edilmistir. CP ortaminda higbir
genotipten kallus ve bitki elde edilmemistir. Tim genotiplerden elde edilen
kalluslarin buyukltkleri ¢ogunlukla cok kigiuk kompakt-beyaz goriinimiinde
olmuslardir. Bu dénemde de higbir ortamda bitki olusmamistir. 2014 yili giz
donemi anter kilturi calismalarinda, Dumas de Vaulx ve ark. (1982) ve CP
regenerasyon ortamlarinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve tamamen karanlik
kosullarda denenmistir. Farkli ortam ve kosullarin denendigi calismada her
genotipten belli miktarlarda kallus olusumu gérulmustir. En yiksek kallus olusum
oranlar1 karanlik kosullarda R ve V3 ortamlarina ekilen Aydin Siyahi ve Kemer
anterlerinden elde edilmistir (sirasiyla % 30.9 ve % 29.8). En yiiksek bitki eldesi R
ortaminda Aydin Siyahi ¢esidinden elde edilmistir (% 4.6). Calismanin 2015 yaz
doneminde Aydin Siyahi ve Kemer cesitleri anter kultlrd ¢alismalari Dumas de
Vaulx ve ark. (1982)’na gore yapilmistir. Yaz doneminde yeterli sayida anter
petrilere yerlestirilmesine karsin kallus gelisimi disuk oldugu gibi hi¢ bitki
olusmamistir. En yuksek kallus eldesi % 4.5 ile Kemer cesidinden olurken, Aydin
Siyaht cesidinin ise % 2.5 olmustur. 2015 yili giz déneminde anter kultirQ

calismalarinda modifiye edilmis Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’e gére Aydin
Vv



Siyahi ve Kemer cesitleri ile tekrar denenmistir. Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’de
bildirilen C ortaminin 3 farklh 2,4 D, Kinetin ve sakkaroz dozlari denenmistir. En
yuksek bitki eldesi 1 mg/l 2.4-D + 1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakaroz (1/1) ortaminda
(% 36.4) Aydin Siyahi ¢esidinden elde edilmis bunu 5 mg/l 2.4-D + 5 mg/l Kinetin
+ 120 g/l sakaroz (5/5) ortaminda (% 33.8) Kemer cesidi takip etmistir. 2015-Gliz
déneminde anter kiltiriinden elde edilen bitkilerin viyollere aktarilan bitki sayis:
501, araziye aktarilan bitki sayis: ise 90 adet olmustur. Gerek viyollere (171 bitki)
gerek araziye sasirtilan (27 bitki) en fazla bitki sayis1 Aydin Siyahi ¢esidinin 1/1
uygulamasindan elde edilmistir. Bunu Kemer c¢esidinin 5/5 uygulamas: takip
etmistir (sirasiyla, viyollere 124, araziye 22 bitki).

Anter kilturinden elde edilen ve ploidi seviyesi incelenen 79 bitkiden, 60’1
haploid, 13’0 diploid, 4’0 triploid, 1’i tetraploid ve 1’i mixoploid olarak
belirlenmistir.

Tur igi ve turleraras: tozlanma ve dollenme problemlerine alternatif bir
¢cbzum olan in vitro tozlanma ve dollenme yontemi Solanum melongena ile
Solanum torvum arasinda resiprokal melezlemelerle denenmistir. Bu amagla stigma
tozlanmas: ve dollenmesi ve plesanta (ovaryum) déllenmesi yapilmistir. /n vitro
ortamda Solanum torvum ile Solanum melongena arasindaki melezleme
calismalarinda en fazla kallus gelisimi 1 mg/l NAA / 2 mg/l BAP iceren ortamda
Aydin Siyahi x Solanum torvum*un ovaryum déllemesinden elde edilmistir.

Protoplast fizyonunda in vitro ortamda elde edilen ebriyogenik kalluslar
ile  Solanum melongena’nin gen¢ yapraklari protoplast kaynag: olarak
kullanilmastir. Patlicanda kalluslardan ve yaprak mezofil hicrelerinden en yiksek
sayida protoplast izolasyonu saglamak icin enzim (0.7 M mannitol, 18.0 mM
CaCl,, 6.0 MM MES tamponu, 1.4 mM NaH,PO,, %1 Onozuka RS cellulase, %1
Macerase, %0.2 Pectolase Y-23, pH 5.6) ve BH3 kombinasyonlari denenmistir.
Kalluslar igin 1.5 ml enzim solusyonu + 2.5 ml BH3 kltur ortami, yaprak mezofil
hicreleri icin 1.5 ml enzim solusyonu + 4 ml BH3 kltir ortami kullaniminin en

yiksek protoplast verimliligini sagladigi belirlenmistir.  PEG yoOntemiyle
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birlestirilen protoplastlar EMEP kati ortam: (Grosser ve Gmitter, 2011) uzerine 8-
12 damla ortam eklenerek petri kaplarinda karanhk kosullarda kiltiire alinmistir.
Kiltiirden 4-6 hafta sonra birlesmeye baslayan protoplast hicrelerinden mikro

kalluslar gozlenmistir. Ancak mikro kalluslardan sonra gelisim elde edilememistir.
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1. GIRIS Namik Kemal YUCEL

1. GIRIS

Solanaceae familyasina ait olan ve Solanum melongena L., aubergine,
eggplant, melanzani veya brinjal olarak diinyada farkl: isimlerle bilinen patlican
bitkisinin, anavatan1 Hindistan olarak bilinmektedir. Patlican, indo-Burma orijinli
bir bitki olarak tamimlanmaktadir. ikinci derecedeki gen merkezinin de Cin oldugu
yoénunde kayitlar bulunmaktadir (Kalloo, 1993). Daunay ve ark. (2001), patlicanin
kultirt  yapilan tiplerinin orijinini ortaya koymak icin bircok teknikten
yararlanildigini (tohum integtimentlerinin elektron mikroskobisi, melezlemelerdeki
uyusma durumu, tohum proteinlerindeki ve izoenzimlerindeki varyasyon ve
morfolojik dlgtimler); buna gore S. melongena’nin en ilkel formlarinin (S. incanum
L.) Dogu Afrika ‘savana’larindaki ekvatoral bdlgeden ortaya ciktigini ileri
surmektedirler. Ellialtioglu (2010), S. Incanum’un Afrika ve Orta Asya’dan,
Paleolitik ve Neolitik caglarda insanlarin Hind-i Cin lokasyonuna gé¢ etmesiyle
tasindigint bildirmistir. Bu donemlerde patlican bitkisi tibbi amaglarla tiiketilmistir.
Yapraklar: agri kesici, tim bitki ise kalp hastaliklarinin tedavisinde, olgun
meyveler bagirsaklar: galistirmak igin kullanilmistir. Asya’ya girisin ardindan bu
trin S. melongena’ya donustiigl rapor edilmistir. S. melongena’min ilk tir ayrimi
Guney Dogu Asya’da meydana gelmistir. Indo-Burma bolgesi, kiltire alma
isleminin tarihi merkezidir. Patlicamn batiya dogru hareketi, ipek Yolu sayesinde
gerceklesmistir. Turkiye’de patlicamin yetistiriciligi 16. yizyilda baglamistir.
Buradan Kuzey Afrika’ya tasinmis, bunun ardindan Candolle’ye gére Araplar
sayesinde 19. yiizyilda Ispanya’ya getirilmistir.

‘Eggplant’ ad:1 altinda; Gzlmsl meyve yapisindaki etli meyveleri bulunan,
Solanum cinsine ait, kultlri yapilan veya yabani ¢ok sayidaki tir anlasiimaktadir.
Bu bitkilerin meyveleri acims: tadlari, hafif tatli veya keskin baharatl: kokulariyla
deger tasimaktadir. Bu bitkilerin degisik kisimlari yemege tad veren bir ¢esni
olarak kullanilabildigi gibi, meyveleri taze olarak yenebilmekte; pisirilerek veya

kurutularak da sebze niteliginde tuketilmektedir. Yapraklar: eger dikensiz olursa
1
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hafif acihk 0Ozelligine sahip olduklarindan 1spanak gibi  pisirilerek
tiiketilebilmektedir. Sebze olarak tliketiminin yanisira, cogunlukla ytiksek alkaloid
icerikleri nedeniyle bu tirler cok dnceden dini torenlerde ve geleneksel tipta sifa
kaynagi olarak da kullanilmstir (Ellialtioglu, 2010).

Kltard yapilan patlican tiirleri;

Solanum melongena L. (Asya’da ve Akdeniz havzasinda en fazla
yetistirilen patlicanlar bunlardir. Brinjal, eggplant veya aubergine adlariyla
bilinmektedir)

S. aethiopicum L. (Scarlet pathcan1 veya bahge patlicam adiyla
bilinmektedir). Tum Afrika’da ¢ok énemli bir bitki olup Bat1 Afrika’da bamyadan
sonra gelen en 6nemli meyvesi ve yapraklar: tiiketilen sebze konumundadir.

S. macrocarpon L. (Gboma patlicani) Son iki patlican tiri ¢ogunlukla
Afrika’da yetistirilmekte olup; S. aethiopicum ayni zamanda Giiney Amerika’da,
kultart yapilan diger tir S. macrocarpon, Tropikal Amerika ve Asya’da da
yetistirilmektedir. Her Ug¢ tir de diploid yapida olup 2n=24 kromozom sayisina
sahiptir (Ellialtioglu, 2010).

Sekara ve arkadaslarinin (2007) bildirdigine gore, Lester (1998), Solanum
melongena’nin yabani Solanum incanum’dan Hindistan ve Glneydogu Cin'de
Solanum aethiopicum ve Solanum macrocarpon’un Afrika'da yabani akrabalari
olan Solanum anguivi ve Solanum dasyphyllum'dan geldigini bildirmistir.

Patlican, Solanaceae familyas: icerisinde Uretim bakimindan patates ve
domatesten sonra dgunci 6nemli sebze olup, vitamin ve mineral igerigi
bakimindan da oldukga degerlidir (Cizelge 1.1). Diinya toplam sebze Uretiminin
(1169 milyon ton) yaklasik % 4’Gni (50 milyon ton) patlican olusturmaktadir.
Patlican Uretiminin % 93’0 Asya’da, % 6’s1 ise Afrika, Avrupa ve Amerika’da
tretilmektedir (FAO, 2014).

FAO (2014)’e gore Dilinya’da 1870728 ha ‘da 50193117 ton patlican

Uretimi yapilmaktadir. Yanmaz ve ark. (2015), Turkiye’nin toplam sebze
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Uretiminin 28.448.118 ton oldugunu ve patlican tretiminin ise bu tretimin % 3’nu

olusturdugunu bildirmislerdir.

Cizelge 1.1. Patlicanin kimyasal bilesimi ve enerji igerigi (100 g yenilebilir kisim
icinde) (Ellialtioglu, 2010)

Yenilebilir kisim
(%) 92
Su (g) 92.7 Lisin 53.000
Protein (g) 1.1 Histidin 20.000
Yaglar (9) 0.4 Arginin 47.000
Cozunebilir (g) 2.6 Aspartik asit 147.000
Karbon- Amido (g) 0.0 Treonin 41.000
hidratlar Cozinmeyen (g) 2.6 Serin 45.000
Fibra alimentare 2.6 Aminoasitler Glutamik asit 144.000
Enerji Kcal 15 (Toplam_ 1_.1 g Prolin 73.000
Kj 63 proteini Glisin 53.000
Sodyum (mg) 26 olusturan Alanin 56.000
Mineral Potasyum (mg) 184 kistm) (mg) Sistin 0.000
maddeler Demir (mg) 0.3 Valin 60.000
Kalsiyum (mg) 14 Metionin 21.000
Fosfor (mQ) 33 Isoleusin 43.000
Tiamin (mg) 0.05 Leusin 70.000
Riboflavin (mg) 0.05 Tirosin 42.000
Vitaminler | Niasin (mg) 0.60 Fenilalanin 59.000
Vitamin A (mg) 0 Triptofan 11.000
Vitamin C (mg) 11

Diinyada ve llkemizde patlican Gretimini kisitlayan en énemli faktorlerin
basinda toprak kokenli fungal hastaliklar ve zararlilar gelmektedir. Fungal
hastaliklardan Fusarium ve Verticillium, zararlilardan Nematod &énemli verim
kayiplarina neden olmaktadir (Cappelli ve ark.; 1995; Basay, 2006; Mutlu ve ark.,
2008). Bu patojenler hem acikta hem de sera yetistiriciliginde zarar yapmakta,
Oonemli verim kayiplarina neden olmaktadir. S6z konusu hastalik ve zararlilar
sadece Turkiye’de degil Asya ve kismen de Avrupa’da Uretimi kisitlamaktadir
(Kennet ve ark., 1970; Mutlu ve ark., 2008). S6z konusu patojenlerle miicadelede
genellikle kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Ancak guniimizde insan ve
cevreye saghgi Uzerinde yarattigi olumsuz etkiler nedeniyle kimyasal kullanimi

3
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azaltilmis ve alternatif micadele yontemleri denenmeye baslanmistir. Micadele
yontemleri icerisinde en guvenli yol dayanikl gesit veya anag kullanmaktir (Rotino
ve ark., 2002; Toppino ve ark., 2008a). Her (i¢ patojene birden dayanikl ticari bir
cesit bulunmamakla birlikte, patlicanda kullanilan anaglarin performansinin dustik
olmas: da yeni calismalari zorunlu kilmaktadir. Her (¢ patojene dayaniklilig:
saglayan genler pathicanin kiltir formunda bulunmayip yabani akrabasi olan
Solanum torvum Sw.’da mevcuttur (Yamakawa ve Mochizuki, 1979; Ali ve ark.,
1992; Monma ve ark., 1996; Salam ve ark., 2002; Luc ve ark., 2005; Sekara ve
ark., 2007). Ancak Solanum torvum’dan kaynaklanan eseysel uyusmazlik nedeni
ile generatif olarak tlrler arasi melezleme gerceklestirilememekte, dogal yollardan
kultir formuna dayaniklihg: saglayan genler aktarilamamaktadir (Kumar ve ark.,
1998; Sekara ve ark., 2007). Bunun yaninda patlicanda kullanilan anaglar ya
patlicanin yabani formlar: olan Solanum torvum ve Solanum integrifolium, ya da
domates igin gelistirilmis olan ticari anaclardir. Solanum torvum ve Solanum
integrifolium’un anag¢ olarak kullanildigi durumlarda kdltiir gesidinden yeterli
performans elde edilememektedir. Her iki yabani form ekolojik kosullardan
Ozellikle de dusiik sicakliktan olumsuz etkilenmektedir (Boyac: ve ark., 2006).
Islah calismalarinda generatif yolla arzu edilen karakterlerin aktarilamamasi
durumunda devreye genetik manipilasyon girmektedir. Genetik transformasyona
imkan saglayan ve bitkinin en kiiglik birimi olan protoplastlarin kullanildig:
somatik melezleme, bitki 1slahinda bu tur problemlerin Gstesinden gelinmesini
saglayan metot olup, bu sayede pek cok tiurler arasi melezleme basar1 ile
gerceklestirilebilmistir. Ayrica bu ydntem cinsler arast melezlemeye de uygulama
sanst vermek suretiyle yeni turlerin elde edilmesine de olanak saglamaktadir
(Sihachakr ve ark., 1993; Kashyap ve ark., 2003).

Yapilan bilimsel arastirmalara gore, patlicanin kiltir formlar: arasinda
Fusarium, Verticillium ve Nematod’a dayanikli genotipler bulunmamaktadir.
Fusarium ve Verticillium’a kars1 bazi dayaniklilik kaynaklar: tespit edilmekle

birlikte henliz ticari cesitlerde yaygin kullanim olanagi bulamamistir (Rotino ve
4
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ark., 2002; Toppino ve ark., 2008a). Nematodlara karsi dayaniklihk ise Kkultur
patlhicanlarinda tespit edilmemistir. Dolayistyla Fusarium, Verticillium ve
Nematod’a ayni1 anda dayanikl: olan ticari bir ¢esit hentiz gelistirilmemistir. Ayrica
yabani formlarda mevcut dayanikli genler bir ya da iki hastaliga karsidir. Oysa bu
Uc etmene de dayaniklilik saglayan genler bir arada patlicanin akrabasi ve ayni
zamanda yabani tlr olan Solanum torvum’da mevcuttur (Yamakawa ve Mochizuki,
1979; Ali ve ark., 1992; Monma ve ark., 1996; Salam ve ark., 2002; Luc ve ark.,
2005; Sekara ve ark., 2007). Bununla birlikte bu yabani formdaki dayaniklilik
genleri  kdltur  bitkilerine aktarilmaya calisilmig fakat ticari  ceside
donistlrilememistir. Ayrica somatik hicrelerin melezlenmesi ile bazi tirlerden
hastaliklara dayaniklilik geninin kiltir formuna kazandirilmas: mimkin olmustur
(Rotino ve ark. 1997).

Solanum torvum’da ve Solanum habrochaites’te her (i¢ patojen etmene
kars1 dayaniklilik bulunmaktadir. Solanum melongena ile Solanum torvum arasinda
daha once somatik melezleme yolu ile tlrler arasi1 somatik hibritler gelistirilse de
bugline kadar pratige intikal eden bir sonu¢ elde edilememistir (Rotino ve ark.,
2002; Toppino ve ark., 2008a).

Solanum torvum, Kemer ve Aydin Siyahi gesitlerinin yaprak
eksplantlarindan ve geng meyvelerinin dollenmis yumurta hiicrelerinden elde
edilen embriyogenik kalluslar, protoplast fuzyonu caligmalarinda protoplast
kaynagi olmas: amaciyla elde edilmeye ¢alisilmistir.

Anter kultliri protokoliinin olusturularak hem Solanum melongena ve
Solanum torvum arasinda somatik hibridizasyon yoluyla elde edilebilecek
tetraploid bitkileri fertil dihaploid bitkilere dénustiirmek, hem de anter kiilturiinden
elde edilen haploid yapidaki embriyogenik kalluslar: protoplast fiizyonunda diploid
bitki eldesi saglamak amaciyla kullanilmustir.

CGalismanin amaci, toprak kokenli Fusarium ve Verticillium, Nematod’a
dayanikliligi saglayan genlerin bir arada oldugu Solanum torvum yabani patlican

tirt ile yaygin olarak vyetistirilen patlicanin kiltir formlarindan (Solanum
5



1. GIRIS Namik Kemal YUCEL

melongena L.) iki cesidi dogal ve in vitro ortamda melezleyerek, dayaniklihig

kultdr formuna aktarmaktur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hastahklara dayamkhhk ve 1slah ¢cahismalan

Patlicanin 1slah programlari genellikle bu turtin yetistirildigi Glkelerde (Bati
Avrupa, Turkiye, Hindistan, Cin ve Japonya) yuritulmektedir. Son 30 yilda
sonuglandirilan 1slah programlarinda farkli fenotiplerde pek cok F; hibrit
gelistirilmistir (Sekara ve ark., 2007).

Patlican cesitli hastalik ve zararhlara ozellikle bakteriyel ve fungal
solgunluk ile nematodlara ve bdceklere hassastir (Collonnier ve ark., 2001; Sekara
ve ark., 2007; Toppino ve ark., 2008a).

Fusarium oxysporum f.sp. melongenae hastalik etmeni 6zellikle Asya da
ve kismen de Avrupa da patlican Uretimini kisitlayan en énemli etmenlerden biridir
(Kennet ve ark., 1970, Mutlu ve ark., 2008).

Hastaliklar 6nemli verim kaybina sebep olmakta (Cappelli ve ark.; 1995
Mutlu ve ark., 2008), hem agikta hem de sera yetistiriciliginde zarar yapmaktadir.
Fungusitlerin pahali olmasi, ¢evreye verdigi zarar ve hastaligi tamamen kontrol
edememesi dayanikli gesitlerin gelistirilmesinin ve kullanilmasinin 6nemini ortaya
koymaktadir.

Cogu patojenlere dayaniklilik pathicanda bulunmakla birlikte bunlarin
diizeyi yetersiz veya kismi oldugu igin 1slah programinda kullanilmak igin etkin
degildir (Toppino ve ark., 2008a).

Pratikte patlican yetistiriciliginin yogun olarak yapildig: tlkelerde toprak
kokenli patojenler ile nematod zararina karsi dayanikli gesit gelistirmeye ihtiyag
duyulmaktadir (Rotino ve ark., 2002).

Rotino ve ark. (2005), patlican ve yabani akrabalar1 arasindaki somatik
hibritlerin pratik olarak kullanilmasina yonelik temel kisitlamalar kisirhk ve
tetraploididir bu da islah programlarina dahil olmalarini engellemistir. Anter
kilturd yoluyla, patlican ile akraba S. integrifolium ve S. aethiopicum gr Gilo

arasindaki tlrler aras: hibritlerde tetraploid ploidi diizeyi diploid duruma getirmek
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icin basariyla kullanilabilmektedir. Her iki akraba tur de patlicanin 6nemli
hastalilarindan Fusarium oxysporum f. sp melongenae ve bazi bakteriyel patlican
hastaliklarina (Ralstonia solanacearum) direnglidir. Dihaploid androgenetik
bitkiler, [(pathican x S. aethiopicum) x (patlican x S. integrifolium)] melezlenmesi
ile elde edilen cift somatik hibritlerden ve geriye melezlenmis tetraploid S.
aethiopicum ve pathican melezi somatik bitkilerden elde edilmistir. Fenotipik,
molekdler, biyolojik ve biyokimyasal karakterizasyon ve ayrica Fusarium
oxysporum ile suni asilama, melezlesmelerde yer alan tiirlerin genomlar: arasindaki
kombinasyon ile tutarli olmuslardir. Fusarium'a direncli dihaploidler patlican ile
basarili bir sekilde geriye melezlenmistir. Elde edilen islah materyalleri potansiyel
degerli 1slah materyalleri olarak kullanilmalarinin yani sira, S. integrifolium ve S.
aethiopicum gr Gilo'dan geriye melezlenmis hatlari Fusarium'a karsi direng
konusunda genetik ve molekiler arastirmalarda kullanima uygun bulunmustur.
Patlicamin 39 (Solanum melongena) genotipinin  bir germplazm
koleksiyonu ve S. torvum; kontrollii sera testleri kullanilarak kék-ur nematoduna
(Meloidogyne javanica) dayaniklilik acisindan degerlendirilmistir. Test edilen
genotipler arasinda, bu nematod tirlerinin neden oldugu hastaliga kars: farkl
direng dereceleri gozlemlenmistir. Islah edilmis S. melongena tirlerine ait bir hatta
tam direng (inokilasyondan sonra 7 hafta sonrasina kadar nematod ur kutlesi
olusumu yok) tespit edilmistir. Baz:i ticari patlican genotiplerinde kismi direng
goralmistir. Bu bulgularin S. melongena gen havuzundaki M. javanica'ya Kkarsi
tamamen direng kaynag: olan ilk rapor oldugunu bildirmiglerdir. Islah edilmis S.
melongena tirlerinin kok ur nemeatoduna dayaniklilik ézelliklerinin ticari patlican
cesitlerine kolaylikla aktarilabilecegini belirtmislerdir. Daha 6nce cesitli kok-ur
nematod tirlerine (M. javanica, M. arenaria ve M. incognita dahil) direncli olarak
tarif edilen S. torvum’un M. Javanica’nin Brezilya popillasyonuna karsi da
dayanikli oldugunu belirlemislerdir. Bu nedenle, S. torvum’un kék-ur nematodlara
kars1 genis spektrumlu direng genlerinin en umut verici kaynaklarindan biri olarak

gorulebilecegini ileri stirmuslerdir. Genis spektrumlu dayaniklili, farkli ¢cok sayida
8



2. ONCEKI CALISMALAR Namik Kemal YUCEL

Meloidogyne tirlerine sahip dunyanin tropik ve subtropikal bolgelerindeki olan
cesitlerin  gelistirilmesine odaklanan 1slah programlart icin buylk 6nem
tasiyacagini bildirmislerdir (Boiteux ve Charchar, 1996).

Gousset ve ark (2005), patlicanin yabani akrabasi olan Solanum torvum
Sw'a ait bitkiler Endonezya, Java Adasi'nda toplanmistir. Morfoloji, verimlilik,
Ralstonia solanacearum ve Fusarium oxysporum f sp. melongenae’ya direng
seviyeleri ile RAPD ve I-SSR isaretleyicileri kullanarak genetik cesitlilik
degerlendirilmistir. Endonezya, Bogor'da yetisen bitkiler, kdk ¢ap1 ve dal sayilar
harig, toplanan bitkiler arasinda incelenen tiim karakterlerde cok kuvvetli ve
yiksek bir polimorfizm goruldugind bildirmiglerdir. Toplanan 29 S. torvum
genotipi ve pozitif kontrol olarak kullanilan Pusa Purple Long cesidi Bogor'daki
seralarda R. solanacearum'a diren¢ acgisindan degerlendirilmistir. Patlicamin
hastalik agilanmig tiim bitkileri 2 hafta icinde 6ldugini tespit etmislerdir. S. torvum
bitkilerinin alt yapraklarinda bakteri semptomlar: olustugunu bununla birlikte
herhangi bir bitkinin 6lmedigini tespit etmislerdir. ~ Semptomsuz bitkilerin
koklerinde serolojik olarak saptanan bakterilerin varligt R. solanacearum'a
toleransl: oldugunu belirlemislerdir. S. torvum‘un 10 bitkisi Italyan bir F.
oxysporum f sp. melongena izolatina karst da oldukga direncli oldugunu
belirlemislerdir.

Oniki yabani Solanum genotipi, Fusarium oxysporum f sp. melongenae
izolatina direncini belirlemek igin fide evresinde cam serada test edilmistir.
Patojenin dort ayr izolat1 (ic tanesi Turkiye’den temin edilmis ve birisi italya’da
izole edilmis) kullanilmistir. Solanum incanum ve S. linneanum oldukca duyarh
oldugunu, S. sisymbrifolium, S. torvum ve S. aethiopicum Gilo grubunun ise (bir
genotip) direncli oldugunu belirlemislerdir. Solanum aethiopicum Aculeatum’un
iki genotipi, S. aethiopicum Gilo, S. viarum ve S. macrocarpon'da direngli ve
duyarl bitkilerin oldugunu tespit etmislerdir. Yabani Solanum turleri iginde

bulunan diren¢ kaynaklarinin  Fusarium solgunluguna direngli  patlican
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cesitlerininin 1slahinda rahatlikla kullanilabilecegini vurgulamislardir (Stravato ve
Cappelli, 2000).

Boyaci (2007), patlhicanda Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.
melongenae Matuo and Ishigami’ya dayanmiklihk kaynaklari ve dayanikliligin
kalitimini arastirmistir. Calisma dort boliim halinde yiritilmistir. ilk asamada
yerli ve yabanci genotipler ile patlicana akraba yabani turlerin yer aldigi 25 genotip
test edildigini bildirmistir. Yabani genotiplerin bu hastaliga dayanikli, yerli ve
yabanci genotipler ile bazi 1slah hatlarinin ise duyarl oldugu tespit etmistir. Ikinci
asamada ise 15 patlican genotipi ile onbiri tilkemizden izole edilen biri italya’dan
getirilen, F. oxysporum f. sp. melongenae’nin 12 izolat: ile test edilerek genotip x
izolat interaksiyonunu arastirmigtir. Arastirma sonuclarina gére; izolatlar zayif ve
agresif olarak iki farkl: gruba ayrilmis, dayanikli genotipler tiim izolatlar karsisinda
dayaniklilik sergilerken, duyarli genotipler agresif izolatlar karsisinda duyarlilik,
zayif izolatlar karsisinda ise dayaniklilik sergiledigini belirlemistir. Uglinci
asamada, bulunan dayaniklilik kaynaklar: icinden, Solanum melongena tiriine ait
dayanikli genotipler LS 1934 ve LS 2436 ile duyarl: genotip NSFB-99 arasinda
resiprokal melezleme vyapilarak dayaniklihgin  kalitimint — arastirmis  ve
dayanikliligin her iki dayanikli genotip igin de monogenik dominant oldugunu
tespit etmistir. Calismanin son asamasinda ise dayanikli genotip LS 2436 ve
duyarh saf hat NSFB-99 arasinda yapilan melezlemelerden elde edilen F2 ve BC1
populasyonunda 1200 primerle RAPD kullanilarak genetik haritalama yapmis,
dayaniklilik genine 2.6 ¢cM uzaklikta olan H-12 primerini markir olarak tespit
etmistir.

Dervis ve ark (2009), Turkiye'nin t¢ farkli bolgesinde (bati, gliney ve
glineydogu Anadolu bdlgesi) 19 ildeki pathican tarlalarinda Verticillium
solgunlugunu arastirmiglardir. Solgun patlicanlardan Verticillium dahliae'nin 67
soyunu toplamiglar ve nitrat kullanilmayan mutantlari ve bitki uyumlulugu
gruplarinin (VCG'ler) referans test suslari 1A, 2A, 2B, 3B, 4A ve 4B'yi kullanarak

vegetatif uygunluk analizi icin kullanmiglardir. TUm izolatlarin 33 tanesi VCG2B,
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23'0 VCG2A, altis1 da VCG4B'ye, besi VCG1A'a, oldugunu tespit etmislerdir.
VCG3 ve VCGA4A izolatlar arasinda bulunamadigini bildirmiglerdir. V. dahliae'de
VCG ve patojenlik arasinda bir korelasyon olup olmadigin: test etmek icin, VCG'yi
temsil eden 30 izolatin patojenitesi 1sitilmamis serada yetistirilen Solanum
melongena cesitleri olan 'Kemer' ve 'Aydin Siyahi' (izerinde test etmislerdir. Tum
izolatlarin her iki cesitte de patojen oldugunuve iki cesit arasinda duyarlilik
acisindan fark bulunmadigini bildirmislerdir.

Bletsos ve ark. (2004), en iyi ¢ Yunan pathican gesidi olan ‘Langada’,
"Tsakoniki' ve 'Emi', S. macrocarpon yabani tlri ile karsilikli olarak melezlemisler
ve Fl'e ait melez hibritleri Uretmislerdir. F1 hibritlerinin melezligi, morfolojik ve
biyokimyasal MNR isaretleyicileri kullanilarak teyit etmislerdir. F1 melezlerinin
tamami yar1 dik, kisa ve ebeveynlerine kiyasla daha kuguk yaprakli oldugunu
belirlemiglerdir. Bu F1’lerin, ebebeynlerinin higbirisi dikenli olmamasina ragmen
cicek rengi ve ciceklenmesi S. macrocarpon'a benzer mor renkte ve dikenli
yaprakli oldugunu tespit etmislerdir. F1 bitkileri ("Tsakoniki' x S. macrocarpon
harig) acik tozlama, kendileme ve ilgili patlican cesidine geriye melezleme
yapmiglardir. Bununla birlikte, F1 hibritleri ('Emi' % S. macrocarpon, S.
macrocarpon x 'Emi' ve S. macrocarpon x ‘'Langada’) acik tozlandiginda ve
resiprokal F1 hibritler CEmi' x S. macrocarpon ve S. macrocarpon x 'Emi'), Emi
cesidi ile geriye melezlendiginde meyve elde etmislerdir. Geriye melezlemelerden
olusan meyvelerin higbirinin canli tohum icermedigini tespit etmislerdir.

Daunay (2000), patlicanin genetik kaynaklarinin agirlikli olarak Solanum
melongena L. Uyeliginden olustugunu buna S. aethiopicum, S. macrocarpon, S.
muricatum ve S. quitoense gibi diger kultlrl yapilan pathcanlar ve bunlarin her
biriyle ilgili yabani tirler de dahil oldugunu bildirmistir. Elliden fazla tlru
ilgilendirdigi igin, tim yabani akrabalarin kapsamli bir listesi bulunmadigin
vurgulamistir. Yabani patlican akrabalarinin yalnizca yarisinin koleksiyonlarda
(cogunlukla Avrupa'da) tutuldugunu bildirmistir. Diger turlerin toplanmadigini ve

yalnizca yabani olarak dogada (cogunlukla Afrika'da) yetistiklerini belirtmistir.
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Solanum melongena’nin genetik kaynaklari aslinda onun en ciddi hastalik
ve zararliklarina karsi dayaniklilik genlerini barindirmaktadir (Sekara ve ark.,
2007). Kdltard yapilan patlican tiri (S. melongena) Fusarium solgunluguna
dayanikli degildir fakat patlicanin diger yabani tirleri olduk¢a dayaniklidir
(‘YYamakawa ve Mochizuki, 1979, Monma ve ark., 1996). Verticillium’a toleranslik
patlicanin yabani akrabasi olan Solanum torvum’da mevcuttur (Sekara ve ark.,
2007). Ayni zamanda Solanum torvum Meloidogyne incognita ve Meloidogyne
arenaria’ya yiiksek derecede dayaniklilik gostermektedir (Ali ve ark., 1992; Salam
ve ark., 2002; Luc ve ark., 2005). Bu yiizden pathcanin kiltir yapilan gesitlerine
bu ozellikleri, oOzellikle hastaliklara dayaniklihigi aktarmak icin tdrler arasi
melezleme yapmak dikkate alinmalidir (Toppino ve ark., 2008a).

Basay (2006), patlicanda verim ve kalite diistkligtne yol acan Verticillium
dahliae Kleb.’in neden oldugu Verticillium solgunluguna daha az duyarl: hatlarin
gelistirilmesi amaciyla kultur cesitleri olarak, “K-17, “K-2”, “K-3”, “K-4”, “K-5",
“K-6", “K-7” ve “K-8” kullanmistir. Yabani tlrlerden S. torvum, S. sodemeum,
dayanikl: kiltir formlarindan “DK-1”, “DK-2”, “DK-3" ve “DK-4" ve ve “DK-6"
cesitleri ve “DK-5" hattin1 kullanmustir. Klasik testleme sonucu V. dahliae hassas
olan “K-1” gesidi ile tolerant olarak belirlenen “DK-5" hattin1 melezleyerek F1’i ve
F1’i kendileyerek F2’yi elde etmistir. 2006 yilinda patojenisite testinde “K-1”"
cesidi ve “DK-5” hatt1 ile F1 ve F2 bitkilerini testlemistir. Patojenisite testi
sonucunda “K-1” gesidi ve “DK-5" hattimn hastalik siddeti diger yillar ile
paralellik tespit etmis, “F1” bitkilerinin yapraklardaki sararma ve solgunluk
degerleri, gbvde izolasyonu ve reizolasyon sonuglart “F2” bitkileri sonuglarindan
daha yuksek ¢iktigini belirlemistir. Yapraklarindaki sararmadan yola cikarak 0-5
skalas1 kullanilarak yaptigi degerlendirmede “F1” bitkilerinde hastalik siddeti %
38, “F2” de 200 bitkinin % 55’inde hastalik siddeti % 2 ila % 6 arasinda
degistigini, % 45’inde ise %36 ila % 44 arasinda degistigini tespit etmistir.
CGalismanin haploid kisminda; yaz doneminde yetistirilen bitkilerden temin edilen

tomurcuklarla yapilan anter kiltiriinde basarimin ¢ok daha ylksek oldugunu
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belirlemistir. Anter kiltiri uygulanan cesitler ve hattin icersinde en iyi cevabi %
14.2 oraninda embriyo olusumu ve % 5.3 oraninda da bitki olusumu ile “25” nolu
cesidi verdigini belirlemistir. Anter kiltlirinden haploid bitkiler elde edildikten
sonra bitkileri dihaploid hale getirmek amaciyla kolhisin dozu (% 0.5 ve % 1) ve 2
farkli uygulama stresi (1 saat, 2 saat) uygulamistir. Uygulamalar icersinde en iyi
sonucu % 0.5 kolhisin + 2 saat veya %1 kolhisin + 1 saat verdigini tespit etmistir.
.Diploid hale getirilen bitkilerde kromozom sayim: yapmis ve seraya alinan
bitkilerden 2006 yilinda tohum almustur.

Ellialtioglu (2010), tdrler arasi melezlemelerde tek tarafli uyusmazlik,
sitoplazmik faktorler nedeniyle ortaya ciktigint bildirmektedir. Sitoplazmik
faktorler, melezlemelerin c¢ift yonlu (resiprokal) yapilmasini engelleyen ¢ok
kuvvetli bariyer oldugunu ifade etmistir. S. indicum (disi) x S. melongena (erkek)
melezlemesinde basarili; tersi durumda basar1 elde edilemedigini bildirmistir. “S.
melongena’min sitoplazmasinin S. indicum’un genetik materyalinin hiicre icinde
barinmasina uygun olmayabilecegini” ifade etmistir.

Tumbilen (2007), patlicanin (Solanum melongena L.) gittikge artan bir
taninma ile onemli Grlnlerden bir tanesi oldugunu ve su anda kiresel olarak
uretildigini bildirmistir. Ozellikle Hindistan basta olmak tizere, birincil cesitlilik
merkezi olan Asya kitasinda, insan beslenmesinde 6nemli bir yeri oldugunu
vurgulamistir. Uretim miktar1 bakimindan Tarkiye, Avrupa’da birinci ve diinyada
da ilk bes (lke arasinda oldugunu ifade etmistir. S. melongena’nin ait oldugu
Solanaceae ailesi de 6nemli oldugunu ve. 3000-4000 ttrin yer aldigi bu 6nemli
ailede, morfolojik olarak yuksek dizeyde cesitlilik gosterdigini bildirmistir. Bu
cesitliligin sistematik acidan cesitler, tlrler ve cinsler seviyesinde oldugunu
vurgulamistir. Yaptigi calismalarin amacinin, TUrk patlicanlar: ve yabani akrabalar
arasindaki genetik cesitliligi ayr1 ayr1 ve farkli molekuler teknikler kullanarak
belirlemek oldugunu ifade etmistir. Tulrkiye’de yetistirilen patlican kultirleri
arasindaki genetik cesitliligi aciga c¢ikarmak (zere, AFLP isaretleyici sistemini

ornek genotiplere uygulamistir. S. melongena ve yabani akrabalar1 arasindaki
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genetik varyasyonu arastirmak icin ise SSR isaretleyici sistemini kullanmastir. Tark
patlicanlart AFLP verileri icin, 0.97 r degerini bulmustur. Bu degerin en iyi aralik
dahilinde yer aldigini bildirmistir. Ayrica, rapor edilen Eigen degerlerini de
oldukga aciklayict bulmustur. Bu sonuclar, érnekler arasindaki cesitliligin temel
bilesenler analizi ile ilk diizlemde % 64.34 oramnda agiklandigini belirlemistir. Ug
dizlemde ise, toplam varyasyonun % 72.21°i agiklandigini ifade etmistir. SSR
analizlerinin istatistiksel sonuclarina gore, Solanum tirleri genotipik verilerinin r
degerini 0.88 bulmustur. Bu sonucun 6rnek genotipik data ve dendrogram arasinda
bulunan iligkinin ylksek oldugu anlamina geldigini ifade etmistir. Diger
istatistiksel sonuglara gore, Eigen degerlerinin temel bilesenler analizi ile ilk
dizlemde genotiplerin % 46.12°sini agikladigin bildirmistir. Toplam % 55.28’lik
deger ile, 47 farkli genotip, temel bilesenler analizindeki ilk (¢ duzlemde
aciklandigini belirlemistir. AFLP calismalarinin sonuglarinin, yiksek dizeyde
benzerlik degeri gozlenmesine ragmen, tohum o6rnekleri arasinda varyasyonun
tespit edilebilecegini bildirmistir.  SSR c¢alismalarinin  sonuglarinin, énceki
calismalarla uyumlu ve tespit edilen cesitliligin ise istatistiksel olarak anlaml

oldugunu belirlemistir.

2.2. Embriyo kurtarma ve In vitro tozlama ve délleme ¢ahsmalar

Boyaci’nin (2001) bildirdigine gore, Gonllsen (1987), bitki doku kultdrleri
alaninda 1970’lerden sonra olan gelismeler bu teknikten islahta yararlanma sansin
dogurdugunu ifade etmistir. Bitki doku kulttrlerinin islahta dogrudan veya dolayl
olarak kullanilmasi ¢esitli sekilde olabilecegini belirtmistir. Boyaci’nin (2001)
bildirdigine gore, Hatipoglu (1993), /n Vitro Tozlanma ve Déllenme Tekniklerinin
Uc sekilde uygulandigini belirtmistir:

1. Stigma tozlanmasi ve déllenmesi

Bu yontemde erkek kisir organlari uzaklastirilmis bir ¢igcek bilinen
sterilizasyon yontemleriyle sterilize edilerek disi organ besin ortamina yerlestirilir.

Sterilize edilmis olgun bir anterden alinan polen stigma Uzerine yerlestirilir.
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Bitkinin normal doga kosullarindaki tozlanma ve déllenmesine benzeyen bu
yéntem yumurtaligin  olgunlasmadan  6ldigl  Pisum  sativum tlrlerinde
uygulanmaktadir.

2. Plesanta dollenmesi

Bu yontemde cicek sterilize edilir ve déllenmemis yumurtalar1 kapsayan
plasenta stero mikroskop altinda izole edilir. izole edilen plesanta besin ortamina
yerlestirilir. Agilmak Uzere olan anterler sterilize edilir ve anterler agilarak igindeki
polen daneleri yumurtalara yakin kisma yerlestirilir. Bu islemden sonra polen
danelerinin ¢imlenip ¢cimlenmedikleri embriyo kesesine erisip erismedikleri kontrol
edilir.

3. 1zole edilmis yumurtanin /n vitro déllenmesi

Bu yontem plesanta dollenmesine benzemektedir. Ancak /n vitro déllenmis
yumurtadan embriyonun olusmasi ¢ok gii¢ oldugundan bu yontemin uygulanmasi
cok basarih degildir. in vitro tozlanma ve déllenme tekniklerinin sebze 1slahinda ile
kullanim alanlarz:

a) Kendine uyusmazligin énlenmesi:

Plesanta tozlanmasi teknigi ile bazi durumlarda tamamiyla kendine
uyusmaz olan bitkilerde kendilenmis dollerin  elde edilmesi mimkin
olabilmektedir.

b) Melezlenme uyusmazliginin énlenmesi :

Dogada normal olarak mimkin olmayan tirler ve cinsler arasi
melezlemeler /n vitro tozlama ve dolleme teknikleri ile basarilmustir.

¢) Haploid bitkilerin elde edilmesi :

Bir tir baska bir tiriin polen tozlartyla /n vitro kosullarda déllenerek
haploid bitkiler elde edilebilmektedir.

d) Cicek veya yumurtaligin ana bitki tzerinde olgunlagsmadan dokuldigu
durumlarda tohum elde edilmesi:

Boyle durumlarda stigma tozlama ve dollemesi ile tohum elde

edilebilmektedir.
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e) Dollenme fizyolojisinin incelenmesi amaciyla da kullaniimaktadir
(Boyact, 2001).

Emiroglu ve Gilrel (1993), temel arastirmalar ve dormansiyi ortadan
kaldirmak icin uygulanilabilen embriyo kilturlerinin turler aras: ve cinsler arasi
melezlerin elde edilmesi agisindan ayr1 bir éneme sahip oldugunu bildirmislerdir.
Uzak melezlemelerde dollenmeden sonra belirli bir dénemde embriyonun
gelismesinin aksamas: ve dusmesi melez tohum olusmasina engel oldugunu ifade
etmislerdir. Embriyonun gelismesindeki aksaklik herhangi bir dénemde ortaya
cikabilegini ileri stirmusglerdir. Embriyo bu aksakhigin ortaya ¢ikmasindan dnceki
bir donemde in vitro kilture alinmasi gerektigini bildirmislerdir.

Ozellikle dayaniklihikla ilgili 1slah calismalarinda yabani tirlerden gen
aktarimi konusunda turler arast melezlemelerde sorunlarla karsilasilabilecegi ifade
edilmistir. Bazi tirlerde melezlemeden 6 ile 25 giin sonra embriyo aborsiyonu
gorulebildigini bildirilmektedir. Fakat embriyo kiltird yontemi ile bu sorunun
Ustesinden basar1 ile gelinebildigini vurgulamistir. Hibrit embriyo abosiyondan
once in vitro kiltire alimp kurtarilabilecegini bildirilmektedir (Kalloo, 1986,
Hatipoglu, 1993).

In vitro tozlama ve délleme teknigi ile tur ici ve tirler aras: hibritlerin elde
edilmesi yaninda ddllenme problemi olan bazi tlrlerde ¢6zim olabilecegi
bildirilmektedir (Stewart, 1981; Kranz ve Dressethaus, 1996; Taji, ve Williams,
2004).

Douglas (1990), kendine wuyusmaz tirlerin in vitro ortamda
kendilenmelerine ve tirler arast melezlemeye olanak saglayabilecegini
vurgulamistir. /n vitro tozlama ayn: zamanda partenogenesis ve haploid bitki
eldesine olanak sagladigini bildirmistir.

Faure ve ark (1994), Angiosperm ddllenmesinde, dzellikle Zea mays L'de
gerceklestirilen 6nemli gelismeleri bildirmektedir. Bu tlrde, ¢ift dollenme islemi
sirasinda olaylarin kesin sirasini belirlemiglerdir. Beslenme ve gevresel kosullarin

tanimlanmasina olanak taniyan in vitro tozlama yontemi, délleme siireci (izerindeki
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cevresel stres etkilerinin incelenmesi icin uygun bir teknik oldugunu ifade
etmislerdir. Elektroflizyon, izole edilmis gametlerin kalsiyum ile induklenen
flzyonu ve disi hiicrelere sperm gekirdegi mikroenjeksiyonu gibi farkli in vitro
fertilizasyon sistemleri gelistirildigini bildirmiglerdir. Elektroflizyonun, yapilan
zigotlarin melez bitkiler ve izole dollenmis embriyo keseleri kiltiiriine
donustirilmesi, fertilizasyon ve embriyogenesin hiicresel ve molekiiler diizeyde
erken asamalarini arastirmak icin yeni olanaklar saglayabilecegini ifade
etmiglerdir.

Pessarakli ve Ramdane (2004), patlicanda meyve kalitesinin yiikseltilmesi,
verimin arttinlmas: icin 1slah ve tozlagsma hakkinda yenilikleri 6zetledikleri
calismalarinda; in vitro’daki polen ¢imlenmesini canli polenin ¢imlenme
kapasitesi; ¢evre kosullari, ¢cimlenme ortamindaki besin miktarlari, ortamin nemi
ve sicakligi, hava basinct ve pH’in etkiledigini belirlemiglerdir. Eger bunlar
ortamda yeterli degil ise polen canlihgr yuksek bile olsa c¢imlenmenin
gerceklesmedigini ifade etmislerdir. Patlican cicegi kendine ddllenebildigi halde
meyve tutumu ve tohum olusumu icin genellikle tozlayici gerektigini ve serada
domates, biber, patlican Uretiminde tozlanmay: saglamak amaciyla bambus arisi
kullanimini énerdiklerini bildirmislerdir.

Cucumis cinsi icinde Hiyar ve Kavun arasinda tdrler arasi melezleme
engelini asmak icin yapilan in vitro dolleme tekniginde, modifiye edilmis CP ve
YS ortamlarinda fertil melez bitkiler ede etmisler ancak molekiler diizeyde bunu
RAPD teknigi ile belirlenemedigini bildirmislerdir (Sk&lova ve ark., 2010).

Clain ve ark (2004), Solanum torvum’un patlicanin (Solanum melongena)
yabani akrabasi olup, Hindistan’in dogal bitkisi oldugunu bildirmislerdir.
Bakteriyel solgunluga (Ralstonia solanacearum) dayaniklilik kaynagi oldugunu
belirtmislerdir. Gousset ve ark (2005), patlicanin yabani akrabas: olan Solanum
torvum’u Endonezya’nin Java adasindan toplamislar, morfolojisi, fertilitesini
inceleyerek, Bakteriyel ve Fusarium solgunluklarina karsi dayanikliliklarini test

etmislerdir. RAPD ve I-SSR markirlar: yardimiyla genetik gesitliligi incelemigler
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ve incelenen tim genotiplerde hastaliga karsi dayaniklilhik bakimindan farklilik
bulamamuglardir. Solanum turleri igerisinde her bir gigek salkiminda iki tip gigcek
formu gorulebildigi, uzun ve kisa stilli gigeklerin mevcut oldugunu belirlemislerdir.
Bu morfolojik yapinin nemli tropik iklimlere dagilis gdsteren Solanum torvum
icinde gecerli oldugu bildirmiglerdir.

Jaiki ve Chin (2007), patlicanin kultir formu (Solanum melongena L.)
cesitli toprak kokenli hastaliklara karsi hassas oldugu bildirilmistir. Yabani
akrabast olan Solanum torvum’un bu hastaliklara karsi yiuksek derecede
dayaniklilik gosterdigi rapor edilmistir. Bununla birlikte tlrler arasi melezlemede
dollenme oncesi engeller nedeni ile basari saglanamadig: ifade edilmektedir.
Yapilan calismada Solanum torvum’un polenlerinin ¢imlenme ve polen tipu
gelisimi agisindan patlican pistillerinde herhangi bir engelleme ile kasilasiimadig
ancak tersi durumda Solanum torvum’un stillerinde patlicanin polen tiplerinin
engellendigi bildirilmistir.

Caglar ve Bagci (2004), Cucumis cinsi icinde yer alan C. melo ve C.
sativus arasinda tirler arasi melezleme ile gen aktarimini saglayabilme ve C. melo
var. flexuosus’u iki tOr arasinda kopri tird olarak kullanabilme olanaklarin
aragtirmiglardir. Bu amagla C. melo, C. sativus ve C. melo var. flexuosus arasinda
melezlemeler yapmislardir. Kontrollii tozlamalardan iki hafta sonra hasat edilerek
laboratuvara getirilen ve % 30'luk hipoklorit ¢ozeltisinde yiizey dezenfeksiyonuna
tabii tutulan meyvelerdeki tohumlar agilarak icerisindeki embriyolar ¢ikarilip MS
ortaminda in vitro kiltire almislardir. Melezlemelerdeki meyve tutum oranlarinin
C. flexuosus x C. sativus tozlanmasinda % 50, C. flexuosus x C. melo’da % 46.6, C.
melo x C. flexuosus’da % 53.3 ve C . melo x C. sativus’da % 33.3, C. sativus x C.
flexuosus’da % 53.3, C. sativus x C. melo’da % 43.3 oldugunu bildirmislerdir.
Meyve basina tohum sayisi ortalama 117 adet ile C. flexuosus x C. sativus
kombinasyonunda en duslk, 432.8 ile C. melo x C. sativus’da en yiiksek
bulmusglardir. Ancak C. melo x C. sativus’daki tohumlarin ¢ogunun bos oldugunu

ve embriyo igeren tohum oraninin % 32.2 ile en disuk dizeyde kaldigin: ifade
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etmislerdir. Buna karsin C. melo ile C. flexuosus arasinda yapilan melezlemelerde
tohumlarin tamamina yakininin (% 90) embriyo icerdigini belirlemislerdir.
Embriyolarin bitkiye donisiim orant % 12.5 ile % 25.0 arasinda gergekles tigini
belirlemislerdirBu embriyolardan in vitro kiltiirde toplam 32 adet bitki gelistigini
tespit etmislerdir.

Verba ve ark (2010), embriyo kiltlr( yontemi ile patlicanlarin tlrler aras:
melezlerini elde etmek amaciyla Solanum melongena, S. aethiopicum ve S.
integrifolium arasinda resirokal melezlemeler yapmislardir. /n vitro embriyo
kilturd kullanilarak melez kombinasyonlar elde etmislerdir. S. melongena x S.
aethiopikum, S. melongena x S. integrifolium, S. aethiopicum x S. melongena, S.
aethiopicum x S. integrifolium, S. integrifolium x S. melongena S. aethiopicum ve
S. integrifolium meyveleri tozlamadan 20., 25., 30., 35., 40. ve 45. glnlerde,
(caprazlarin  kombinasyonuna ve ana tlrlerdeki embriyogenesin biyolojik
Ozelliklerini goz oOnine alarak) S. melongena’da 20., 23., 27., 31., 35. ve 40.
glinlerde toplandigini bildirmislerdir. Tidiazuron (TDZ) (0,1 mg/l) ve Naftalen
asetik asit (NAA) (10 mg/l) eklenmis Murashige-Skoog ortamina, 20 ml agar ilave
edilmis ortam 100 ml'lik petrilere aktarmiglardir. Embriyo gelisim asamasi, optimal
izolasyon, embriyo ve bitki gelisimi igin en uygun besin ortami bilesimini

belirlediklerini bildirmislerdir.

2.3. Anter kultara ve regenerasyon ¢alismalan

Jamil ve ark (2013), patlicanin (Brinjal) en popller besleyici sebzelerden
biri oldugunu bildirmislerdir. Inracata yonelik bir Griin olarak ulusal ekonomide
cok 6nemli bir rol oynadigin: ifade etmislerdir. Patlicanin (Solanum melongena L.)
kalite ve kantitesinin ilerletilmesi icin biyoteknolojik uygulamalar yapildig:
belirtilmistir. Gunimizde doku kilturt tekniklerinin bu amacla genis olglde
kullanildigi  vurgulanmigtir.  Brinjal’in in  vitro rejenerasyonu igin farkh
hormonlarin farkl: kombinasyonlarinin kullanildig: bildirilmistir. Farkl: oranlarda

2,4 D, IAA, BAP, NAA ve kinetin hormonlari cesitli kombinasyonlarda
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kullanmiglardir. Rejenerasyon icin kok ve yaprak gibi cesitli eksplantlar
kullanmislardir. Kok eksplantinin daha iyi yanit verdigini belirlemislerdir. 2 mg/I
2,4 D uygulamasinmin daha iyi kallus olusumu gosterdigini belirlemislerdir. Kok
eksplant: halinde, farkli kombinasyonlar arasinda 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA
uygulamasinin kallus olusumu ve ayrica bir miktar rejenerasyon olusumunda daha
iyi oldugunu belirlemislerdir. 0.5 mg/l kinetin gibi sitokininlerin 1.5 mg/l oksinin
(IAA) kombinasyonuyla birlikte hindistan cevizi suyunun direk slrgin
rejenerasyonunda basarili oldugunu bildirmislerdir. Eksplantlar inokilasyondan
yaklasik 4-5 hafta sonra direk sirgun rejenerasyonu gosterdigini belirlemislerdir.
Ayrica iki farkli besin ortaminda (biri hormon icermeyen MS, digeri 0.5 mg/l IAA
iceren ortam) koklerin rejenerasyonunun gercgeklestigini tespit etmislerdir. Hormon
icermeyen MS ortaminin sirgiin - olusumundan yaklasik 2-3 hafta sonra
kéklenmesinden dolay: en ¢ok tercih edilen ortam oldugunu bildirmislerdir.

Kantharajah ve Golegaonkar (2004), Patlican (Solanum melongena L.)
bircok (ilkede yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik agidan dnemli bir sebze
oldugunu ancak bircok zararhya ve hastaliga duyarli oldugu bildirilmistir.
Geleneksel yontemlerle direncli cesitlerin gelisimi, yabani tlrleriyle uyusmazhga
bagl olarak sinirl bir basariya sahip oldugu belirtilmistir. Patlican, genel olarak
morfogenezise ve 6zellikle de somatik embriyogenesise olduk¢a misait oldugunu
vurgulanmistir. Genotip, eksplant tirii ve yeri, blyume regllatorleri, poliaminler
ve diger bazi faktorlerin somatik embriyogenesisi etkiledigi bildirilmistir. Cogu
arastirma somatik embriyogenesisin induksiyonu, gelisimi ve olgunlasmasi lzerine
yogunlastigi  belirtilmistir. Patlican'da somatik embriyogenesisin molekdler
ozelliklerinin de incelendigi bildirilmistir.

Ellialtioglu (2000), in vitro kiltire alinan gen¢ anterlerden haploidlerin
basariyla olusturulmasimin ilk kez 1964 yilinda Datura stramonium bitkisinde
Guha ve Maheshwari tarafindan gergeklestirildigini bildirmistir. 1967 yilinda
Bourgin ve Nitsch’in tutiin bitkisinde anter kiltur yoluyla haploid embriyolar elde

etmesinden sonra, dzellikle ekonomik 6nemi fazla olan tahillar, sebzeler ve seker
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pancari basta olmak Uzere glnimuze degin pek ¢ok bitki tiriinde anter kultlrd
yoluyla haploid eldesi Uzerinde pek ¢ok ¢alismanin yapildigini ve 25 familyaya ait
200 bitki turinde in vitro androgenesis tekniginden basarili sonuglar elde edildigini
belirtmistir. Anter kiltliriinde basariy: etkileyen faktorlerin, genotip, dénor bitkinin
yetisme kosullar, anterlerin gelisme kosullari, anterlere yapilan én uygulamalar,
besin ortaminin bilesimi ve yapisi, inklibasyon kosullari oldugunu bildirmistir.

Rahman ve ark. (2006), Solanum melongena L.'nin Lodan ¢esidi olan
kotiledon ve yaprak orta damari eksplantlarindan somatik embriyolar elde
edildigini bildirmislerdir. Kallus induksiyonu igin, ortama tek basina veya BAP ile
farkli konsantrasyonlarda oksin ile ilave edildigini belirtmislerdir. En iyi kallus
oraminin % 83-85'lik, 2.0 mgl/l NAA + 0.05 mg/1 BAP igeren MS ortaminda
kultlrlenen her iki eksplanttan elde edildigini bildirmislerdir. BAP, GA3, NAA ve
Zeatin ile takviye edilen MS ortamina kalluslar aktarildiktan sonra, somatik
embriyogenesis ve sirgiin olusumunun saglandigi belirlenmistir. Kotiledon tiirevi
kalluslar, 2.0 mg/l Zeatin + 1.0 mg/l BAP'a sahip olan MS ortaminda alt
kiltarlendiginde rejenerasyon icin daha iyi performans (% 82) gosterdigi tespit
etmislerdir. Kok induksiyonu i¢in, MS + 3.0 mg/l IBA'nin, ortalama say1 (14-15)
ve ortalama uzunlugu (12 cm) icin diger uygulamalardan daha iyi uygulama oldugu
kanitlandigini belirlemislerdir.

Rotino (1996), patlicanda haploid bitki Gretimine yol acan dogal
parthenogenesis olmadigint bildirmistir. Rotino’nun (1996) bildirdigine gore,
Raina ve lyer (1973), bitkilerde anter Kkultlr( ile bitki regenerasyonu
gerceklestirildigini, lIsouard (1979), pathcanda ilk haploid bitki eldesinin
basarildigini, Dumas De Vaulx ve Chambonnet (1982), patlicanda anter kilturiinde
yilksek sicaklik uygulamasinin (35 °C) bitki eldesini artirdigini belirtmistir.

Swamynathan ve ark (2010), biyuk oval meyvesi ve tibbi 6zelligi
nedeniyle vyetistirilen tarimda ©6nemli bir bitki olan Solanum melongena’nin
(Thengaithittu ¢esidinin) in vitro rejenerasyonunun tespit etmislerdir. Olgun

tohumlarin embriyolari, kotiledon ve siirgiin eksplantlar: farkl: konsantrasyonlarda
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1-naftalinasetik asit, kinetin, 2,4-diklorofenoksi asetik asit, thidiazuron ve benzil
amino purin kombinasyonlar: ile takviye edilmis MS ortamina aktarmuglardir.
Kotiledon kultirleri tek basina NAA (10.6 mg/l) ilave edilmis ortamda kallus
Uretimi igin oldukga verimli oldugonu belirlemislerdir. Bununla birlikte, embriyo
eksplant kiltirleri, kallus tretiminde NAA (8.0 mg/l) ve Kinetin (0.1 mg/l) ile
takviye edilen MS ortaminda embriyogenesis igin iyi yamtlar verdigini
belirlemiglerdir. Stirgin kultlrtne tepkinin distik oldugunu tespit etmislerdir. NAA
varlhiginda, embriyo ve kotiledon kilturleri sirasiyla % 40 ve % 80 oraninda yanit
gosterdigini bildirmiglerdir 2.4 D iceren ortamlarda (% 45) embriyo kiltirlerine
verilen tepkinin daha iyi oldugunu belirlemislerdir. Kotiledon eksplantlar1, 2.4 D
ve NAA (% 75) varliginda benzer sekilde yanit verdigini tespit etmislerdir.
Embriyo gelisimi, iki ay icinde NAA (8.0mg/l) ve Kinetin (0.1mg/l) iceren ayn
ortamda gerceklestigini ve toplam 85 embriyo gelistirildigini bildirmislerdir.
Kotiledon eksplantlardan olusan kallus Kkultirlerinde, tek basina yiksek
konsantrasyonda NAA (10.6 mg/l) varliginda toplam 65 embriyo gelistirmislerdir.
Kotiledon, embriyo ve strgiun eksplantlarindan olusturulan embriyolar, ¢cimlenme
icin hormonsuz ortama, 3-4 hafta sonra rejenerasyona ugramis bitkiler seraya
basariyla aktardiklarini bildirmislerdir.

Tuncay (2007), besin ortam: olarak MS temel besin ortami kompozisyonu
kullanmis; bu ortamu iki farkli karbonhidrat kaynag: ile (% 1.5 oraninda glukoz
veya % 2 oraninda sakaroz) zenginlestirdigini bildirmistir. “2 mg/l zeatin ve 0.01
mg/l NAA”; “4 mg/l NAA”;, “10 mg/l NAA” ise, blyume dizenleyici katkis
olarak kullanmistir. Her eksplanttan 50’ser adet olacak bicimde yapilan eksplant
dikimlerinden sonra kultiirler iklim odasinda karanlikta 3 hafta sureyle tutulmus ve
bu siirenin sonunda go6zlemler yapmistir. Gozlemlerde kallus olusturma orani,
somatik embriyo veya organogenesis varligi (surgun ve kék olusumu) belirlenerek
eksplant basina olusan miktarlarini saptamistir. Genotiplere gére besin ortami
bilesiminin cok etkili oldugunu belirlemistir. Genel olarak G3 (MS temel besin

ortami: + % 1.5 Glukoz + 4 mg/l NAA) ve S3 (MS temel besin ortami + % 2
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Sukroz + 4 mg/l NAA) ortamlarinin siirgiin olusturma kapasitesini yuksek
bulmasina ragmen, bazi ¢esitlerde daha uygun ortamlarin da oldugu tespit etmistir.
3x8 melez genotipi, stirgiin olusturma kapasitesi en ylksek genotip oldugunu tespit
etmistir. NAA’in yiksek dozlari, patlicanda stirgiin meristemi olusumu Gzerinde
olumlu etki yaptigini, ancak bunlardan bitkiye doénusim icin besin ortamina
sitokinin ilavesinin gerekli oldugu yéniinde bulgulara ulastigini bildirmistir.

Basay ve ark. (2010), alt1 adet yerli ve yabanci patlican cesidi ve iki yabani
tlr arasindan; Topan 374, Halep Karasi, Aydin Siyahi, Munica F; ve Bonica F;
cesitlerinden anter kilturt yoluyla haploid embriyo elde edildigini bildirmislerdir.
Fakat yabani S. torvum ve S. sodomeum tirlerinde anter kiltiiriinde basaril
olunamadigin: belirlemislerdir. Bonica F; gesidi % 14.29 oraninda bitki olusumuyla
en yuksek performansi gosterdigi belirtilmistir. Ankara kosullarinda 6nceki yillarda
cok sayida denemede yer alan ve embriyo olusumu hic¢ saglanamamis olan Aydin
Siyahi c¢esidinden Yalova ekolojisinde % 1.25 oraninda da olsa ilk kez haploid
bitki elde edilmis olmasinin genotip etkisinin yani sira donor bitkinin yetisme
kosullarinin, anter kilturinden alinan sonucu etkileyen énemli bir faktor oldugunu
tespit etmislerdir.

ZhiQiang ve ark. (2009), Xi'an patlican ¢esidinin anterleri, optimum kultar
kosulunun olusturulmasi icin farkli hormonlar, karbon kaynaklari, amino asitler ve
AgNO;’1n Kkallus oranina etkilerini incelemek (izere kilturle almislardir. Sonuglar
olarak: 1) ortamda tek bir hormon kullanildiginda kallus orani neredeyse sifira,
oksin ve sitokinin ortamda eszamanli olarak kullanildiginda toplam kalus orani ve
merkezi anterin kallus oran1 % 18.0 ve % 4.0'Un Uzerinde oldugunu tespit
etmislerdir. Optimum ortam 0.2 mg /L 2,4-D + 1.0 mg/ L NAA+0.25mg/ L
Kinetin® oldugunu belirlemislerdir. 2) ortamda % 2 sakroz kullanildiginda toplam
kallus oram1 % 57.14, merkezi anterde % 2 sakkaroz ve % 6.5 glikoz
kullanildiginda merkezi anterin kallus orant % 12'nin Ustinde oldugunu
belirlemislerdir. 3) toplam kalus orani ve amino asitler ve AgNO; ilave edilen

uygulamalar merkezi anterinin kallus oran:1 kontrolden yiksek bulmuslardir. Xi'an
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patlican gesidinin anter kallus oranini iyilestirmek icin en uygun ortam, MS + 0.2
mg/L 24-D+1.0mg/LNAA+0.25mg/ L KT +% 2 siukroz +100 mg / L Serin
oldugunu tespit etmislerdir.

Miyoshi (1996), patlicanda mikrospor kultlrlerinden morfogenik kalluslar:
basarili bir sekilde elde etmistir. Mikrosporlarin baslangi¢ kulturleri yuksek
sicakhkta (35 °C’de 3 guin) sakkaroz icermeyen ortamlar, kallus indiksiyonu igin
on kosul Oldugunu belirlemislerdir. Mikrosporlar, % 2 sikroz ve fitohormonlar
(0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA) igeren ortamda karanlikta tekrar kulttrden 4 hafta
sonra, mikrosporlardan turetilen kicik kalluslardan siirgiin rejenerasyonu igin 4
mg/l zeatin + 0.2 mg/l 1AA iceren MS ortamina aktardiklarini bildirmislerdir.
Rasgele secilen 12 rejenerantin ploidisi kok uclarindaki kromozom sayilar: ile
degerlendirmislerdir. Bunlardan sadece biri haploid, 7'si diploid, 3'U triploid ve biri
tetraploid oldugunu tespit etmislerdir.

Alpsoy ve Seniz (2007), 1994-1999 yillar1 arasinda yurdttikleri ¢calismada,
cesitli patlican cesitlerinin  farkli  kultdr ortamlarinda anter gelisimlerini
aragtirmiglardir. 1994 yilindaki 6n arastirmalarda kullanilan anterlerden % 30'luk
ortalama bir kallus olusumu elde etmisler ancak haploid embriyolar olusmadigin
bildirmislerdir. 1995 yilindaki denemelerde, Pala, Kemer, Topan ve Aydin Siyahi
cesitlerinin anterleri, 25 °C'lik bir sicaklikta ve 16 saatlik uzunluk kosullarinda 4
farkli blyume duzenleyici kombinasyonu ile takviye edilmis ortam (zerinde
kurmuslardir. Pala, Kemer, Topan ve Aydin Siyahi gesitleriden sirasiyla % 15.12,
20.00, 24.00 ve 26.42 toplam kallus olusum oranlar1 elde edildigini bildirmislerdir.
1996'da yapilan denemelerinde Kemer ve Baluroi ve Urfa Yerlisi, patlican
cesitlerini kullanilmiglardir. Kallus olusum oranlarinin, 5.56'dan % 49.98'e kadar
degistigini  belirlemiglerdir. 1996 yilinda embriyolar da elde ettiklerini
bildirmislerdir. Haploid embriyoidler ve bitkiler Kemer ve Urfa Yerlisi
cesitlerinden elde etmislerdir. Kemer ve Baluroi ve Urfa Yerlisi gesitlerinin
anterleri, 4 mg/L NAA + 1 mg/L kinetin iceren MS ortaminda ve 5 mg/L 2, 4-D

artt 5 mg / L kinetin iceren C ortaminda kdltiire almiglardir. Kltlrler, inkiibatorde
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35 °C'de ilk 8 gin igin karanlik kosullar altinda tutulmuslar ve daha sonra 16
saatlik bir giin uzunlugunda 25 °C'ye transfer etmislerdir. Embriyolar C ve MS
ortaminda Urfa Yerlisi'nde sirasiyla % 3.67 ve % 2.05 oranlarinda elde edildigini
bildirmiglerdir. Embriyolarin, ayn: kuiltir kosullari altinda 1998'de yapilan
denemelerde de olustugunu belirlemislerdir. Embriyo olusum oranlarinin MS
ortaminda Adana cesidinde % 1.58, Leila ¢esidinde C ve MS ortaminda sirasiyla %
2.72 ve % 2.63 oldugunu belirlemislerdir. Tim bu embriyolarin sonunda bitkilere
donusebildigini tespit etmislerdir.

Bal ve ark. (2009), patlicanda (Solanum melongena L.) tlitin mikrospor
embriyogenesisini indiklemek icin kullanilan bir protokol degisikligini test
etmislerdir. Titinde kullanilan protokolde tek cekirdekli mikrosporlarin, manitol
iceren "B" ortaminda 33 °C'de alti giin slreyle tutuldugunu, daha sonra
gelistirilmesi icin maltoz iceren AT3 ortamina aktarildigint bildirmislerdir.
Aragtiricilar, B ortaminda énceden kiltlrlenen Bambino patlican cesidinin geg tek
cekirdekli ve iki-gekirdekli mikrosporlarini iki giin boyunca sirasiyla + 4 °C, 25 °C
ve 33 °C'de inkiibe etmislerdir. On-muamelelerden sonra mikrospor Kiiltiirlerini,
0.25 M maltoz iceren AT3 ortamina aktarmislar ve karanlikta 25 °C'de muhafaza
etmislerdir. Bir ve iki hafta sonra gekirdegin DAPI boyamasi ile simetrik bélinme
ve cok cekirdekli yapilarin varligint kontrol etmislerdir. Cekirdegin ve ¢ok
cekirdekli yapilarin simetrik boltinmesi, yalnizca iki gin 33 °C'de 6n-muamele
edilmis tek-cekirdekli mikrosporlarda gozlemlemislerdir. Bu kosullar altinda ¢ok
cekirdekli yapilarin sikhgi % 19.4 olarak belirlemiglerdir. Patlicanin, simetrik
bélinme ve cok cekirdekli yapilarin Gretiminde degistirilmis tiitin protokoline
tepki verdigini belirlemiglerdir. Bu sonuclarin, pathicanin tuttin - mikrospor
embriyogenesis yonteminin tamamina adaptasyon igin bir temel olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Basay ve ark. (2011), yaz déneminde yetistirilen patlicanlardan elde edilen
tomurcuklarla kurulan anter kiltirinde, embriyo olusumunun daha yiksek

oldugunu ileri sturmuslerdir. "25" cesidi, embriyo ve bitki olusum oranlar ile
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sirasiyla % 14.2 ve % 5.3 anter kulturu yapilan gesitler arasinda en iyi yaniti
verdigini bildirmiglerdir. Anter kiltira ile haploid bitkiler elde ettikten sonra, in
vitro kosullar altinda dihaploid bitkiler elde etmek icin 1 saat veya 2 saat boyunca
% 0.5 ve % 1 konsantrasyonlarda kolhisin uygulamiglardir. En iyi sonuglarin, 2
saat streyle % 0.5 kolhisin ve 1 saat streyle % 1 kolhisin uygulamasindan elde
edildigini belirlemiglerdir. Dihaploid bitkilerde kromozom sayimlar1 yapmislar ve
bu bitkilerden tohumlar elde etmislerdir.

Matsubara ve ark. (1992), biber ve patlican anterlerinde haploid bitkilerin
Uretimi icin etkili metodlar arastirmiglardir. Tek cekirdekli mikrospor asamasinda
alinan anterleri farkli 2.4 D ve kinetin dozlar1 igeren MS ortaminda kdltlre almiglar
ve daha sonra ylksek ve dusik sicakliga maruz birakilmiglardir. Anterlerden
olusan embriyoidler ve kalluslardan adventif strgiinler gozlemlemislerdir. Olusan
bitkileri MS ortamina aktarmislardir. Sonug olarak: 1- 0.1 mg/l 2.4 D ve kinetin
iceren MS ortaminda 35 °C’de 24 saat bekletilen anterlerden en yilksek oranda
kallus ve embriyoid elde edildigini fakat diisiik sicaklik uygulamasinin (5 °C’de 24
veya 48 saat) etkili olmadigini bildirmislerdir. 2- Kalluslardan olusan adventif
stirgiin ve embriyoidlerin regenerasyonu gerceklesince hormonsuz MS ortami, 1
mg/l kinetin veya 0.05 mg/l NAA iceren MS ortamina transfer etmislerdir. 3-
Bitkiler % 0.8 agar ve % 5-8 seker iceren MS ortaminda gucli gelistigini
belirlemislerdir. 4- En yiiksek kallus ytizdesi 0.2 mg/l 2.4 D + 0.1 mg/l kinetin ve
0.1 mg/l 24 D + 0.1 mg/l kinetin iceren MS ortamlarindan elde edildigini
bildirmislerdir.

Gudeva ve Trajkova (2012), in vitro anter Kkiltirinde indiklenen
androgenesisin etkilerini arastirmiglardir. Biber anter kiltliriinde embriyogenesisin
indiklenmesi icin etkili teknolojilerin gelistirilmesi, steril ortamdaki bitkiciklerin
sera kosullarina adaptasyonu ve aklimatizasyonu ve plastik tiinel kosullarinda elde
edilen androgenetik biber hatlarinin 1slah sireclerini belirlemeye caligmiglardr.
Biber genotiplerinin anterleri 0.01 mg/l Kin + 0.01 mg/l 2.4-D iceren CP ortaminda

35 °C’de 8 gun karanlik kosulda inkiibe etmisler ardindan 4 giin sonra 0.01 mg/I
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Kin iceren R ortaminda 25 °C’ 12 saat karanlhik 12 saat aydinlik kosullar
saglamiglardir. Geng stirgunler gorilince V3 ortamina aktarmiglardir. Arastirma
sonucunda 19 biber genotipinden 12’sinin anter kiltlrinde embriyo olusumu icin
potansiyel oldugunu belirlemiglerdir.

Tagkin (2005), U¢ defa kendilenmis dlsik sicakhga tolerant olarak
belirlenen A71, A269, A313 nolu biber genotipleri ile orta derecede tolerant olarak
belirlenen A109 nolu biber genotipi ve duyarl: olarak belirlenen A74 nolu biber
genotipi olmak Uzere bes farkli biber genotipini en yliksek embriyo uyartimi ve
bitkiye donisimiin belirlenmesi amaciyla dort farkl: kiltiir ortaminda anterlerin
farkli zamanlarda Kkultire alindigini bildirmistir. Kdaltire alinan ortamlarda
gelismesini tamamlayamayan embriyolarin 10 giin suresince 0.5 mg/l absisik asit
iceren besin ortamina alinarak absisik asitin embriyo olgunlagmasina etkisini
belirlenmeye calismustir. Arastirici, gerek embriyo olusumunun gerekse olusan
embriyolarin bitkiye dénisimunin genotiplere, anter alma dénemlerine ve besin
ortamlarina gore degistigini tespit etmistir. Genotipler arasinda en yiiksek embriyo
verimini soguga tolerant olarak belirlenmis olan 269 nolu genotipinden elde
etmistir. Anter alma dodnemlerinden ise en basarili sonuglarin Nisan ve Mayis
aylarindan elde edildigini bildirmistir. Besin ortamlar: arasinda ise Il nolu besin
ortami (Murashige and Skoog + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif kémur + 15 mg/I
glimus nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 1 mg/l benzil amino purin) ve IV nolu
besin ortamindan (modifiye edilmis Murashige and Skoog + 30 g/l sakkaroz + %
0.25 aktif kdmdir + 15 mg/l gimdis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 0.1mg/I
benzil amino purin) diger ortamlara gére daha fazla sayida embriyo elde edildigini
bildirmistir. Olgunlasmamis embriyolara absisik asit uygulamasindan olumlu bir
sonu¢ alinamadigint tespit etmistir. Bitkiye donusiim, hormonsuz MS ortamina
alinan olgun embriyolardan saglandigin: bildirmistir.

Dumas De Vaulx ve Chambonnet (1982), patlican anter kiltiiriinde haploid
ve diploid bitkilerin yuksek oranda Uretimini saglayan yeni gelismeleri

sunmuslardir. +35°C’de karanlikta inkibe edilen anterlerden gelen bitkilerin
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retiminin, in vitro kaltarin ilk 8 guninde + 25°C’de kdltire alinan anterlerle
karsilagtirildiginda onemli 6lctide artirdigim tespit etmislerdir (sirastyla her 100
anterde 12.0 ve 3.4 bitki, cesitli kiltur ortamlarinda alinan veriler). Baz1 2,4 D ve
kinetin konsantrasyonlarinda, sicaklik uygulamasinin anterden bitkiye déntsimi
artirdigint belirlemislerdir. En iyi sonuglarin +35°C’de 8 glinde 0.01 mg/l 2,4 D ve
kinetin uygulmasindan elde etmislerdir. Her 100 kdilttire alinan anterlerden 25 — 30
bitki olustugunu belirlemislerdir. Kultiirden 12 gin sonra oksin igermeyen ve 0.1
mg/l Kinetin igeren yeni besin ortamina aktarilmas: gerektigini vurgulamislardir.
Anterden turetilen bitkilerin % 15-50°si diploid oldugunu bildirmislerdir. Fakat ilk
kiltar ortaminda 2,4 D yerine IAA kullanimi ile sadece haploid bitkiler elde
edildigini belirlemiglerdir.

Basay ve Ellialtioglu (2013), bazi1 pathcan (Solanum melongena L.)
cesitlerinin androjenik kapasitesini, 1slah hatlarint belirlemek ve yiiksek haploid
embriyo olusturma yetenegine sahip daha duyarl: genotiplerle melezlenmesiyle
dusiik duyarlihga sahip genotiplerde androgenesis olusumunu etkilerini
belirlemeye calismislardir. Yesilimsi-sar1 anterleri igeren cicek tomurcuklars,
petallerin gorindr olmadig: bir ¢igek boyutuna es deger zaman olarak distnulen
tek cekirdekli mikrosporun son asamasinda iken toplamiglardir. Anterler 8 giin
35°C’de karanlikta saklandiktan sonra 12 sa 11k periyodunda 25 °C’de 4 gin C
besin ortaminda inkiibe etmislerdir. Daha sonra 30 g/l sakkaroz ve 0.1 mg/I kinetin
iceren kat1 R ortamina transfer etmislerdir. Calismanin ilk kisminda bitki materyali
olarak Topan, Halep karasi1 ve Teorem F1 cesitleri ve Verticillium dahliae Kleb.’e
toleransh 2 islah hatlar1 [Vd-1 ve Vd-2 (LS 2346)] kullanmiglardir. Topan ve Halep
karasindan sirasiyla % 4.16 ve % 2.63 oraninda haploid embriyolar elde
etmislerdir. Topan ve Halep karasi patlican cesitlerinin anter kiltirtine yanitlari
Teorem F1 cesidi ve Vd-1 ve Vd-2 hatlarina goére daha iyi oldugunu
belirlemiglerdir. Anter kultiiriine cevaplarindan dolayr Topan ve Halep karasi
cesitleri ebeveyn olarak kullanmiglardir. Bu cesitler diger 3 genotip (Teorem F1,

Vd-1 ve Vd-2) ile resiprokal bir sekilde melezlemislerdir. Hibritler arasinda
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gametik embriyogenesis sadece Topan x Teorem F1 ve Teorem F1 x Topan
kombinasyonlarindan elde edildigini bildirmislerdir (sirasiyla % 0.87 ve % 2.57).
Haploid embriyolarin gelisimi ve bitki olusumlar1 sirasiyla % 0.69 ve % 2.57
oraminda oldugunu belirlemislerdir. Sonuglara goére, patlicanda androgenesisin
glcli bir sekilde genotiplere baglh oldugunu vurgulamiglardir. Bu melezleme
teknikleriyle  haploid embriyo olusturamayacak genotiplerden  haploid
embriyogenesis etkinligi icin firsatlar: arttirmada kullanilabilecegi bildirilmistir.

Sundar ve Jawahar (2010), Datura stramonium L.’in anter kilttrtinden
direkt somatik embriyogenesis icin etkili bir protokol aragtirmislardir. MS besin
ortam: farkli konsantrasyonlarinda 2,4 D (2.26-18.08 um/l) ve 2,4 D ve 13.32 um/|
BAP’1n kombinasyonlarina 3 m/I CW (Hindistan cevizi suyu) ilave etmislerdir. En
fazla somatik embriyo 9.04 um/l 2,4 D iceren MS besin ortamindan elde
etmislerdir. Daha yiiksek olgunlasma siklig1 ve embriyolardan bitki rejenerasyonu
3 m/l CW ilavesiyle 9.04 um/l 2,4 D ve 13.32 um/l BAP igeren ortamdan elde
edildigini bildirmiglerdir.

Salas ve ark. (2011), anter kulturinin androjenik haploidler ve katlanmis
diploidler elde etmek icin kullanilan yaygin bir teknik oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sekilde patlicanda (Solanum melongena) bu teknik baz: ticari gesitlerin F1
hibrit tohumlarin: tiretmek icin katlanmis diploid (DH) saf hatlar gelistirilmesi igin
kullanildigini ifade etmiglerdir. Ancak bilinen patlican ve ilgili turlerin farkh
materyalleri arasinda bu faydali muamelenin varyasyonlari kapsamli bir
calismadan yoksun oldugunu belirtmiglerdir. Solanum melongena’nin androjenik
tepkilerini arastirmiglardir. Ayni kosullar altinda her genotipten anterleri kiltire
almiglar ve kallus, embriyo ve bitki Uretme yeteneklerinin yanisira Uretilen
embriyolarin orijinleri ve kalitelerini tespit etmislerdir. Arastirilan 12 genotipten
11’inin somatik kallus drettigini, embriyo Kalitesi, embriyo olusturma sikligi ve
bitki ¢cimlenmesi bakimindan gesitli sonuclar elde edildigini bildirmislerdir. Elde
edilen embriyolardan 5 tanesinin mikrospor kokenli oldugunu belirtmislerdir.

Anter kilttrtnden olusan embriyolar ilk olarak haploid oldugunu ve DH statlstuine
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ulastirildigint bildirmiglerdir. Kultarin belirlenmis bir periyodundan sonra SSR
markirlariyla dogrulamislardir.

Khatun ve ark. (2006), patlicanda anter kalttrl protokolini arastirdiklar
calismada, 6 kultir gesidini (Dohazari, IPM 31, Laffa S, Ishurdi L, 1SD-006 ve
Jessore L) MS besin ortaminda farkli hormon dozunda (2 mg/l NAA+ 2 mg/l BAP,
1 mg/l 1AA+ 2 mg/l BAP ve 2 mg/l 2.4 D+ 2 mg/l BAP) Kallus eldesi icin
denemislerdir. En yiiksek canli anter (% 35) ve en fazla kallus gelisimini (% 30)
ISD-006 cesidinin 2 mg/l NAA+ 2 mg/l BAP iceren MS ortaminda elde
etmislerdir. En erken kallus olusumu ISD-006 gesidinde 2 mg/l 2.4 D+ 2 mg/| BAP
iceren MS ortaminda (27.25 gun) gergeklestigini bildirmislerdir. Patlican
anterlerinden elde kalluslar1 surgiun gelisimi igin farkli oksin ve sitokonin
kombinasyon ve konsantrasyonlar: iceren MS besin ortamina aktarmislar fakat
stirgiin elde edememislerdir. Kalluslarda kok yapilari gozlemlemislerdir. Kok
yapilarimin farkli parametreleri arasinda 1SD-006 en iyi sonug gosterdigini bunu
Jessore L cesidi izledigini bildirmislerdir. Ortamlar arasinda 2 mg/l NAA+ 2 mg/l
BAP ve 2,5 mg/l NAA+ 2 mg/l BAP iceren MS ortamlari en iyi performansi
gosterdigini belirlemislerdir.

Patlican ve Solanum aethiopicum gilo arasinda somatik hibritlerin anter
kiltarlerinden dihaploid bitkiler elde etmislerdir. Anter kiiltird Rotino (1996)’ya
gore yapilmistir. Anterler C3 (3 mg/l Kin + 1 mg/l 1AA), C6 (5 mg/l Kin + 5 mg/I
NAA), C9 (1 mg/l Zeatin + 3 mg/l NAA) ve C12 (0.5 mg/l TDZ + 0.1 mg/l Zeatin
+ 0.5 mg/l IAA) ortamlarinda 35 °C’de 8 giin bekletmislerdir. Daha sonra petrileri
25 °C’de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik kosullara almslar, 4 giin sonra anterler
0.1 mg/l sitokinin iceren regeneresyon ortamina almiglardir. Anterlerden
embriyolar gozikince V3 ortamina aktarmislardir. Gelisen androgenik kalluslar:
ise 0.5 mg/l Zeatin, 0.3 mg/l Kinetin ve 0.1 mg/l BAP iceren MS ortamlarina
almiglardir. Dihaploidlerin androjenik kdkenleri ploidi tayiniyle (flow sitometri ve
kloroplast sayimi), izoenzim ve molekiler analizler ile (ISSR ve RAPDS)

belirlemislerdir. Yaptiklar1 analizlerde androjenik bitkilerin  6nemli &lcude
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morfolojik gesitlilik gosterdigini belirlemislerdir. Dihaploid androjenik bitkilerde
polen canliliginin somatik hibritlere gore onemli bir sekilde azaldigint tespit
etmislerdir. Ancak dihaploidlerin gogunun partenokarpik meyveler urettigini
belirlemiglerdir. Solanum aethiopicum Gilo ve somatik hibritler Fusarium
oxysporum f sp. melongenae tarafindan sebep olunan fungal hastaliga tam direng
gosterdigi bildirilmistir. Inokiile edilen 41 dihaploidden 34°ii belirti g6stermedigi
belirlemislerdir. Gelistirilen androjenik bitkilerin patlicana direng kazandirmak igin
onemli bir kaynak sunabilecegini ifade etmislerdir (Rizza ve ark, 2002).

Kumar ve ark. (2003), u¢ patlican F1 melezinin (Solanum melongena) genc
anterleri, 2-4 D, BA, NAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/l) gibi cesitli blyume regulatorleri
iceren MS ortaminda (Murashige ve Skoog ortami, 1962) ve GD ortaminda
(Gresshoff ve Doys, 1972) kallus indlksiyonu igin kiltire almislardir. Anterlerin,
polen gelisimi asamasini asetonkarmin boyamasi ile test etmislerdir. Geng izole
tomurcuklar sogukta 2-3 saat 6n isleme tabi tutmuslardir. Bu tomurcuklar: % 0.1
HgCl, ile 3 dakika boyunca yiizey sterilizasyonu yapmuslar ve steril su ile i¢c kez
yikamiglardir. Anterleri MS ortaminda oldugu gibi GD ortaminda da aseptik olarak
kiltire almuglardir. Anterlerin filamentleriyle birlikte aseptik kosullar altinda
kesildigini, steril bir petri kabina yatay olarak yerlestirildigini ve parafilm ile
sizdirmaz hale getirildigini bildirmislerdir. Kdltirleri baslangigtaki 20-30 gun
boyunca karanlikta 25 + 2 ° C'de inkiibe edildigini ve kallus gelisimi baslatildiktan
sonra tum kdlttrlerin 16 saatlik 151k periyoduna aktarildigini belirtmislerdir. Her bir
islem icin 5 bitkiden en az 200 anter kiltirlemislerdir. Inkiibasyondan dort hafta
sonra, kalluslarin gozlendigini tespit etmislerdir. Kdlturlerin, dort hafta sonunda
kallus induksiyonu sikhgint tespit etmislerdir. Kallus indiksiyonu veya
rejenerasyona yanit verilen anterlerin sayisi ile kiltirlenen toplam anter sayisi
arasindaki oranm hesaplamiglardir. Anter kultirinden gelismis bitkiler kiguk
kaplara, daha sonra (20-30 giin) seraya aktarmaslardur.

Zayova ve ark. (2012), Solanum melongena’nin (‘Larga Negra' ve Black

Beauty") hipokotil ve kotiledonlarindan olusan kalluslar: kullanilarak indirekt
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organogenesisi icin bir protokol arastirmuglardir. En fazla morfogenik kallus
indliksiyonu, 2.0 mg/l a-naftalen asetik asit (NAA) ve 0.5 mg/l 6-benzilaminopurin
(BAP) iceren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda 30 gunlik fidelerin
kotiledonlardan gdzlemlemislerdir. En yiksek slrgiun olusumu ylizdesini ve en
yuksek slrgun/kallus ortalamasini, hormonsuz MS ortamindan elde etmislerdir.
Kallus indlksiyonu ve sonrasinda bitki olusumu acisindan, Kkotiledon
eksplantlarinin, hipokotil eksplantlardan daha iyi oldugunu tespit etmislerdir.
Olusan sirginleri (2-3 cm), hormonsuz MS ortamda veya 0.1 mg/1 indol-3-biitirik
asit (IBA) iceren ortamda koklendirmislerdir. Rejenerasyona ugramis olan
bitkilerin yaklasik % 90'1nin sera igerisinde ahstirildiktan sonra arazi kosullarinda
hayatta kaldigini bildirmislerdir. Patlican islah programlar: igin onerilebilecek ilk
bitki materyali olarak yararli varyasyon gosteren birka¢ somaklon elde ettiklerini
belitmiglerdir.

Salas ve ark. (2012), anter kdlturintn etkinligi ile ilgili patlicanin gigek
biyolojisinin iki yénund ele almiglardir. Bunlarin anter kaltrd icin en uygun
ciceklenme asamas: secimi ve uygun tomurcuklanma ve anter seciminde
heterostilinin etkisi oldugunu bildirmislerdir. 12 farkli genotipte, embriyogenesis
indliksiyonuna en duyarl: agamalar: olan vakuolat mikrosporlar ve geng iki hicreli
polenlerle zenginlestirilmis tomurcuklar: ve anterleri tanimlamak icin morfolojik
kriterleri (tomurcuk biyukliklerini) belirlemislerdir. Bu mikrospor/polen evreleri
iceren anterlerin, sivi ortamda izole edildiginde ve kilturlendiginde en tepkisel
oldugunu, bu evreleri iceren anterin kultirinin ise basarilh olmadigim
gozlemlemislerdir. Bunun yerine, cogunlukla geng ve orta mikrosporlar: igeren
geng anterler daha uygun oldugunu belirlemislerdir. Patlican anter duvarlar: analiz
edilmis ve anter duvari kalinhgmnin indiklenebilir mikrosporlarin Gzerindeki
etkilerini azalttig1 belirlemiglerdir. Boylece, geng anterlerin kulttrinin, daha geng
mikrosporun indiklenebilir asamalar: bulmalarina izin verecegini tespit etmislerdir.
Ayrica heterostili bir gesit olan Cristal'de bulunan kisa ve uzun boylu stile sahip

tomurcuklarin embriyogenik tepkisini analiz etmislerdir. Her ¢icek morfolojine
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sahip farkli stil uzunluklarinda tomurcuklarin ve anterlerin ayn: miktarda embriyo
uretildigini ve anter kiltlird igin de ayni derecede faydal: oldugunu bildirmislerdir.
Elde edilen sonuglarin pratikte uygulanmasi, yalnizca bu gesitlerde anter kulttru
icin degil, ayn1 zamanda kalin anter duvarl ve heterositil olan diger cesitler igin de
verimliligini artirabilecegini ifade etmislerdir.

Supena ve ark. (2006), Endonezya ac: biberinde (Capsicum annuum L.)
dihaploid Uretim yontemi olusturmak icin cesitli anter ve mikrospor kiltur
sistemleri incelemislerdir. Shed-mikrospor protokolii gelistirilmis ve daha 6nce
bildirilen biber haploid Gretim yontemlerinden daha iyi performans gosterdigi
belirlemislerdir. Protokolin kritik faktorlerini belirlemislerdir. Bunlari:% 50'den
fazla gec tek hucreli mikrospor cigek tomurcugu secimi, tomurcuklarin 1 giin 4 °C
on muamele edilmesi, bunu miteakiben 9 °C'de 1 hafta boyunca ¢ift katmanl
sistemde kiltur yapilmas: ve daha sonra 28 °C'de surekli karanhkta bekletilmesi,
kat1 ortam alt katta % 1 aktif kémdr ile birlikte Nitsch bilesenleri ve % 2 maltoz ve
sivi Ust tabakada 2.5 pM zeatin ve 5 pM indol-3-asetik asit icermesi gerektigini
bildirmiglerdir. Aci biber testi yapilan on genotipin hepsi bu protokole tepki
gosterdigini tespit etmislerdir. En iyi genotipler ¢igek tomurcugu basina dort ile
yedi bitki Urettigini belirlemislerdir. Bu protokoliin, aci biber yetistiriciligi igin iki
misli haploid bitki Gretmek igin potansiyel bir arag olarak kullanilabilecegini ifade
etmislerdir.

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2000), Kemer patlican gesidinde tomurcuklara
uygulanan soguk soku ve besin ortamina katilan aktif komarun, anterlerdeki icsel
absizik asit (ABA) miktar1 Uzerine etkilerini inceledikleri ¢aligmada; uygulanan
soguk soklar: (+ 4 °C de 80 saat ve + 9 °C de 9 giin) ve aktif kdmiiriin (% 0.1, 1 ve
2), patlican anterlerindeki ABA miktarin: azaltirken, embriyogenesise olumlu etki
yapmadigint ve embriyolarin sadece kontrol ortamlarindan elde edildigini rapor
etmislerdir. Ayrica, anterlerdeki ABA miktarimin az veya ¢ok olmasinin anter
kultirlindeki basar1 (zerinde tek basina etkili bir faktér olmadigi da ifade

edilmistir. Benzer bir sonuca gore, Karakulluk¢u (1991),’nun pathcanda yaptigi
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anter kaltird calismasinda da oOzellikle baslangigtaki globuler olusumlardan
cogunun gelisimleri sonradan bloke olmus, bazilar1 kok olusturup siirgiin ucu

vermedigini bildirmistir.

2.4. Protoplast kultura ¢alismalar

Aka Kacar (2011)’1n bildirdigine gore, seltlozik yapidaki hiicre ceperleri,
mekanik ya da enzimatik vyollarla ¢ikarilmis olan hiicrelere “protoplast”
denilmektedir. Protoplast kiltiirli kiltliriind ise, izole edilen protoplastlarin, hiicre
modifikasyonu ve somatik hibridizasyon yontemleriyle, bitki tir ve cesitlerinin
gelistirilmesi amacina yonelik olarak, uygun besin ortamlarinda kiltiire alinmasi
olarak tanimlamustir.

Ilk protoplast hiicresi 1968 yilinda (I. Takebe, G. Labib ve G. Melchers)
domates bitkisini kok hucrelerinden elde edilmistir. 1970 yilinda (I. Takebe, G.
Labib ve G. Melchers) tatin bitkisinin protoplastlarindan regenerasyon
gerceklestirilmistir. Elektrofiizyon teknigiyle ilk melezleme (H.-U. Koop, H.-G.
Schweiger) 1985 yilinda yapilmistir. Somatik diploid hiicrelerin birlesmesi,
cekirdeklerin de kaynasmasi kosuluyla bir tetraploid fuzyon rini Gretmelidir.
Durum buysa, bir synkaryon'dan bahsedilir. Cekirdeklerin ayr1 kalacag: bir flizyon
arind, bir heterokaryondur. ilk tirler arasi heterekaryon ise 1978 yilinda (G.
Melchers) domates ile patates bitkisi arasinda yapilmistir ancak olusan bitkiler
fertil olmadig: bildirilmistir. ilk tohum dreten heterekaryon ise Datura innoxia ve
Datura stramonium arasinda (O. Schieder) gerceklestirilmistir (Anonymous,
2017a).

Patlicanin  kiiltir formu ile vyabani akrabalari arasinda yapilan
melezlemelerde eseysel uyusmazliklara bagli olarak basari sinirhdir (Sekara ve
ark., 2007). Patlicanin dayaniklilik kaynag: olarak kullanilacak olan akraba turleri
ile melezlemelerde sorunlar yasanmas: sebebiyle kullanilan geleneksel bitki islah
yontemleriyle ¢ok énemli bir ilerleme saglanamamistir (Kumar ve ark., 1998). Bu

nedenle, pathicanin kultir formlarina yabani formlarindan gen aktarmak igin
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biyoteknolojik yontemler kullaniimaktadir (Kashyap ve ark., 2003). Biyoteknolojik
yaklasimlar cesit gelistirme calismalarinda kullanilmak Gzere gelistirilmistir
(Sekara ve ark., 2007). Patlicanin dokulari embriyo kurtarma, in vitro seleksiyon,
somatik hibridizasyon ve genetik transformasyon gibi biyoteknolojik calismalar
icin genetik potasiyele sahiptir (Magioli ve Mansur, 2005). Patlicanin (Solanum
melongena L.) protoplastlarinin rejenerasyon yetenegi ylksektir ve bu turler arasi
melezlemede gerekli olan dnemli bir 6zelliktir (Sihachakr ve ark., 1993). Patlican
doku kilturiinde, 6zellikle biyoteknoloji ve uygulama, somaklonal varyasyon,
haploidizasyon, somatik hybridizasyion ve gen transferi icin biyUk bir potansiyele
sahiptir. Somaklonal varyasyon tuz stresi ve hastaliklara dayanikl hat elde etmek
icin kullanilmigtir. Bakteriyel ve fungal solgunluklara kars: dayaniklilik ise somatik
hibridizasyon yodntemi ile basarili bir sekilde aktariimaktadir. Fakat elde edilen
hibritler steril olabilmekte veya morfolojik olarak kiltir formundan
uzaklagmaktadir. Bu durumda devreye geriye melezleme yontemi girmektedir.
Patlicanda genetik muhendisligi ve molekdiler isaretleri konusunda bilgi ¢cok az
olmakla birlikte, iki genetik baglanti haritalar RAPD ve RFLP isaretleri kullanarak
kurulmustur (Collonnier ve ark., 2001). Patlicanda ilk genetik haritalama Doganlar
ve ark. (2002a, 2002b) tarafindan tlrler arasi melezlemeden elde edilen F;
populasyonunda yapilmistir. Bu calismayla pathicanin 12 linkage grubuna 233
restriction lenght polymorphism (RFLP) markerlar: yerlestirilmis, meyve ve bitki
Ozelliklerini kontrol eden 62 QTL tesbit edimistir. Solanum linneanum ve Solanum
melongena arasinda tiirler arasi melezleme yapilarak populasyon gelistirilmistir.
Bu populasyon kullanilarak hastaliklara dayaniklilik ve abiyotik streslere
dayaniklilik igin haritalama yapilacag: bildirilmistir (Frary ve ark., 2003).

Rotino ve ark (2002), birka¢ Solanum spp'de protoplast flizyonu yoluyla
somatik melezler elde edildigini bildirmistir. Somatik hibridizasyon, hem nukleer
hem de sitoplazmik bilesiklerin (deoksiribonikleik asit) rekombinasyonuna izin

verebilecegini, bu nedenle, genetik degiskenligi genisletmek igin somatik
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hibridizasyonun gugli bir ara¢ oldugunu ve yabani akrabalarindan patlican gen
havuzuna yararl genler aktarmaya olanak saglayabilecegini ifade etmislerdir.

Protoplast flizyonu yaygin olarak ticari bir ana¢ olarak kullanilan,
yenilebilir patlican olan Solanum integrifolium ile bakteryel solgunluga toleranslh
yabani patlican tlrt Solanum violaceum arasinda gerceklestirmislerdir. Elde edilen
somatik hibrit hatlardan biri (27-14) ebeveynlerinden ara morfolojik &zelliklere
sahip oldugunu belirlemislerdir. Mikroskobik gdzlemler, hattin amfidiploid
oldugunu tespit etmislerdir. Hibrit hat ve her iki ana tlire, kok kesme yontemi ile
Ralstonia solanacearum susuenfekte etmislerdir. 27-14 hatti, S. integrifolium'dan
daha az siddetli bakteriyel solgunluk semptomlar: gelistirdigini belirlemislerdir.
Asilama isleminden yirmi glin sonra siirglin tepe dokusundaki bakteri yogunlugu,
27-14 hattinda S. integrifolium'dan daha distk oldugunu tespit etmislerdir. Bakteri
cogalmasinin 27-14 hattinda engellendigini ifade etmislerdir (Tamura ve ark,
2002).

Somatik melezlemede kullanilan protoplast fiizyonu patlicanda sekstel
uyusmazlik durumunda tirler arast melezlemede yararl 6zellikleri transfer etmek
icin kullanildigini bildirmislerdir. Somatik hibritin en dnemli avantajlarindan birisi
de gekirdek ozelliklerin yaninda ekonomik 6neme sahip sitoplazmik 6zelliklerinde
hibrite aktarilabilmesi oldugunu vurgulamiglardir (Kashyap ve ark., 2003).

Sihachakr ve ark (1988), patlicanda turler arasi somatik melezlemeler
basar1 ile uygulanabildigini bildirmislerdir. Solanum melongena L. ve Solanum
khasianum arasinda elektrofuzyon yolu ile somatik hibrtiler elde edildigini
belirtmislerdir.

Guri ve ark (1987), Solanum torvum’un protoplastlarindan kallus hucreleri
basaril bir sekilde rejenere edildigini bildirmislerdir.

Guri ve Sink (1988a), protoplast flizyonu yontemi ile Solanum melongena
ve Solanum nigrum arasinda turler aras1 melezleme gerceklestirildigini ve southern

analizi ile hibridizasyonun gosterildigini bildirmislerdir.

36



2. ONCEKI CALISMALAR Namik Kemal YUCEL

Guri ve Sink (1988b), patlican (Black Beauty cv) ve Solanum torvum'un
mezofil protoplastlar: (her ikisi de 2n = 2x = 24), Menczel ve Wolfe PEG/DMSO
prosedurinin bir modifikasyonu kullanilarak fuizyon yapmslardir. Flizyon sonrasi
protoplastlar, S modifiye edilmis KM ortaminda 1 x 10° /ml olacak sekilde
yerlestirmiglerdir. Sirglin rejenerasyonundan bir hafta once, acik yesil on ayr
kallus elde etmislerdir. On somatik melez bitkiyi seraya aktarmislar ve yaprak
boyutu ve sekli, gicek boyutu, sekli, rengi ve bitki boyu gibi morfolojik 6zellikleri
incelemislerdir. Kromozom sayilar1 46-48 (beklenen 2n = 4x = 48) ve polen
canlilig1 % 5-% 70 arasinda degistigini tespit etmislerdir. On melez bitkiden alinan
in vitro sdrgunler  Verticillium  solgunluguna dayanmiklihk  gosterdigini
bildirmislerdir.

Collonnier ve ark. (2003), Solanum melongena L. (2n = 2x = 24) ile
Solanum torvum Sw'un (2n = 2x = 24) iki genotipi arasinda toprak kokenli
hastaliklardan Ralstonia solanacearum ve Verticillium dahliae'ye dayanikliligin
aktarimi icin tdrler arasi somatik melezler elde etmislerdir. TUm somatik
hibritlerin, 2 tanesi hari¢ digerleri Ralstonia solanacearum ve Verticillium
dahliae'ye orta veya yiksek derecede dayanikli oldugunu tespit etmislerdir.

Daunay ve ark. (1992), Solanum melongena ve Solanum aethiopicum
group Aculeatum arasinda fertil somatik hibritlerin elde edildigi bildirmislerdir.
Yaprak mezofil hucreleri elektroflizyon teknigiyle melezlemislerdir. Olusan 85
kallustan olusan 35 bitkinin 32 tetraploid, 1 hexaploid ve 2 mixoploid oldugunu
belirtmislerdir.

Iwamoto ve Ezura (2006), Solanum abutiloides, Solanum integrifolium,
Solanum scarbum ve Solanum toxicarium tdrleri icin kullanilmak tzere protoplast
rejenerasyonu igin etkili protokol gelistirmislerdir.

Borgato ve ark (2007a), protoplast izolasyonu igin Solanum virginianum
bitkilerinin yapraklarint kullanmiglardir. Hiicre duvari olusumunu ve hicre
bolinmesini  desteklemek icin, protoplastlar, sivi ortamda ylizen ince aljinat

katmanlar halinde kultrlemislerdir. Protoplastlar, 0.5 mg/l zeatin, 1.0 mg/1 2,4-
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diklorofenoksiasetik asit ve 1.0 mg/1 a-naftalinasetik asit takviye edilmis Kao ve
Michyaluk (KMp8) ortaminda 1.0 x 106/ml yogunlugunda yerlestirildiginde, %
42.3'U 3-4 hafta icinde mikrokalluslar gelistirdigini bildirmiglerdir. 2.0 g/l zeatin ve
0.1 mg/l 3-indol asetik asit ilave edilmis katilastirilmis KMp8 ortamina aktarilan
protoplastlardan olusan kalluslardan yaklagik 2 hafta icinde % 28'inde
organogenesis yoluyla sirgiin olusumu gozlendigini belirlemiglerdir. Murashige ve
Skoog (MS) ortaminda bilyume regllatorleri olmaksizin daha fazla gelisme
gozlendigini ve koklerin 1.0 mg/l 3-indol butirik asit iceren MS ortamina
aktarildiktan sonra gelistigini tespit etmislerdir. Regenere olan bitkilerin normal
morfolojiye sahip oldugunu ifade etmislerdir.

Borgato ve ark (2007b), meyvesi yenen bitkilerde, yillik bitkiler olmaktan
cok vyilliklara gecis, gelecekteki tarimsal sistemlere daha az enerji girdisi
saglayabilegini bildirmislerdir. Bunun uygulanabilirligini Solanum melongena igin
test etmislerdir. S. melongena (2n = 2x = 24) ve ¢alimsi turlerden biri olan Solanum
marginatum’un (2n = 2x = 24) yaprak protoplastlar: elektrofiizyona tabi tutulmus
ve calimst gelismesi olan verimli somatik hibritler rejenere edildigini
belirlemislerdir. Heterokaryonlarin se¢imi igin manyetik hicre ayirici (MACS)
teknigini kullanilmiglardir. Serada yetistilen melezler ebeveyn tlrlerine kiyasla
daha siddetli bir sekilde blyudiguni ve morfolojik 6zellikleri S. melongena ve S.
marginatum arasinda orta diizeyde oldugunu tespit etmislerdir. Hibritlerin ortalama
% 85 canli polen ve verimli meyveler Urettigini belirlemislerdir. Somatik melezleri
3 yildan fazla bir stre serada tutmuslar ve bol tohumlarla iki gesit meyve olusturan
cicekler tretmislerdir. Meyveler ya ¢imlendirilemeyen tohumlar iceren yesil cizgili
veya tamamen ¢imlenebilen tohumlu sar1 renkli oldugunu bildirmislerdir. Sitolojik
olarak, somatik hibritler beklenen kromozom sayisimi 2n = 4x = 48 gosterdigini
mikrosporogenez sirasinda  kromozom  eslestirmesi, intergenomik eslesme
sikliginin distik oldugunu belirlemislerdir. Somatik hibridizasyon ile bir ¢alimsi
cok yillik tirlin elde edildigi sonucuna varildigint bildirmiglerdir. Bu turin kendi

basina ya da patlican yetistiriciliginde yararliliginin yalmzca ekili pathican gesitleri
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icin ¢ok yillik calims: aligkanliginin iletilmesine degil ayn: zamanda S. melongena
+ S. marginatum melezlerini geriye melezleme suretiyle yaratilmas: gereken
degiskenlige de baglh olacagini belirtmislerdir.

Toppino ve ark. (2008b), patlicanin yabani akrabalari olan Solanum
aethiopicum group Gilo ve Solanum aethiopicum group Aculeatum (Solanum
integrifolium) ile kultir formu (Solanum melongena cv. Dourga) arasinda somatik
melezleme yapmislar ve kiltlr formuna Fusarium’a dayaniklilik aktarilarak
dayanikliligi tasiyan genleri haritalamiglardir. Cahsmada kullanilan tetraploid
somatik  hibtritlerin  protoplastlarin  elektroflizyonu ile elde edildigini
bildirmislerdir.

Filiponne ve ark. (1992), somatik hibritlerin izoenzim 0zellikleri ve
morfolojik yapilari ile iyi karakterize edilebildigini bildirmislerdir. Molekiler ve
fizyolojik calismalarla hibridizasyon dogrulanabildigini belirtmislerdir. Flow
sitometri ile ploidi dlzeyini tespit etmekte kullanildigini ifade etmislerdir.

Sihachakr ve ark. (1989), Solanum melongena ve Solanum torvum arasinda
mezofil protoplastlari kullanilarak elektrofiizyon yolu ile somatik hibridizasyon
gerceklestirildigini ve rejenere olan 124 bitkiden 19’unun hibridize oldugu ve
bulardan 15’inin kromozom sayisimin 46-48 arasinda stabil kromozom sayisina
sahip olduklarin: bildirmislerdir.

Jarl ve ark. (1999), Solanum melongena ile Solanum torvum arasinda
protoplast fiizyonu yaparak somatik hibritleri elde etmislerdir. iki tur arasinda
uyusmazlig: kaldirmak icin Solanum torvum’un protoplastlarina 1sin uygulamslar,
boylece fertil bireyler elde edilebildigini tespit etmislerdir. Tarla kosullarinda
Verticillium’a toleranslik gosteren toplam 12 bitkinin islah programina dahil
edildigini bildirilmiglerdir.

Bletsos ve ark (1998); Bletsos ve ark (2000), patlicanin kultiir formu
icerisinde Verticillium’a dayaniklihk agisindan genetik cesitlilik sinirli oldugunu
bildirmiglerdir. Bu nedenle, yabani tirlerinden bu hastaliga kars1 dayanikli olan

Solanum torvum ve Solanum sisymbriifolium’dan dayaniklilik genlerinin kiltar
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formun aktarilmasi gerektigini ifade etmislerdir. Kaltir cesitleri Emi, Tsakoniki ve
Langada ile bu yabani tlrler rasinda yapilan melezlemelerde sadece ‘'Langada’ x S.
torvum melezinden F1 hibrit elde etmislerdir. Bu F; hibritin morfolojik olarak S.
torvum’a benzedigi ancak steril oldugu tespit etmislerdir. Kolhisin uygulamasinin
sterilitenin kaldirilmasinda basarili olmadigi bildirmislerdir.

Samoylov ve ark. (1996), asimetrik somatik melezleme; tlrler arasinda
sadece sekslel uyumsuzlugun tstesinden gelinmesinin degil, ayn1 zamanda nukleer
ve mitekondrial genomu birlestirmenin bir yolu oldugunu bildirmislerdir. Domates
(Lycopersicon esculentum x L. pennellii) ile patlican (Solanum melongena)
arasinda yapilan asimetrik melezlemeden elde edilen t¢ somatik melez bitkide S.
melongena’nin  tim chloroplast DNA’sim icerdigi ve mitokondrial genomu
(mtDNA) agirlikli patlican oldugu belirlenmesine ragmen, pathican 6zgl bazi
polimorfik bantlarin olusmadigin: tespit etmislerdir.

Jadari ve ark. (1992), patatese (Solanum tuberosum) Verticillium
solgunluguna dayaniklilig: kazandirmak igin, dayaniklilik kaynag: olarak S. torvum
kullanmislar ve turler arasi somatik melezlemeden elde edilen tetraploid hibritleri
isozyme analizi ile dogrulamiglardir. Elde edilen hibritlerin tamaminin
Verticillium’a dayanikli oldugu bildirmislerdir.

Muisir bitkisinden izole edilen polen ve yumurta hiicreleri elektrofiizyonu,
kalsiyumlu ortamda fuzyonu ve mikroenjeksiyon gibi farkli teknikler kullanarak
fertil bitkiler elde edildigini bildirmislerdir (Faure ve ark., 1994; Dumas ve Faure,
1995; Kranz ve Dressethaus, 1996).

Gurel ve ark. (2002), daha 6nceki denemelerden elde edilen CBM315 adli
seker pancari 1slah hattina ait suspansiyon-kdkenli protoplastlar ile yine ¢ seker
pancari 1slah hattina (M114, ELK345 ve M1017) ait mezofil-kdkenli
protoplastlarin fiizyonuna calismuslardir. Ug farkli PEG (% 20, % 25 ve % 30) ile
g farkli uygulama siresinin (15, 20 veya 25 dakika) degisik kombinasyonlarin
denemislerdir. Flzyon etkinligi; canlilik, hetereokaryon siklig: ve fiizyona ugrayan

protoplastlarin PE degerlerinin dort haftalik kiltlrden sonra 6lgilmesi ile
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belirlemiglerdir. Genel olarak, % 25 PEG ile 20 dakikalik uygulama stresinin
kombinasyonunda en yuksek flizyon siklhig: elde etmisler fakat en yuksek canlilik
oran1 % 20 PEG ile 25 dakikalik uygulama siiresi sonunda elde edildigini
bildirmislerdir. Hetereokaryonlarin hiicre kolonisi olusturma kapasitesi, diisik PEG
dizeylerinin (% 20 veya % 25) kisa sureli uygulamalarla (15 veya 20 dakika)
kombine edilmesi halinde daha yulksek oldugunu tespit etmislerdir. Fiizyona
ugrayan protoplastlardan makrokallus veya bitki rejenerasyonu ise elde
edilemedigini bildirmislerdir.

Tirler aras1 melez bir domates hibriti ‘Lycopersicon esculentum x L.
Pennellii’ ile patlican Solanum melongena'nin mezofil protoplastlar: arasinda
slispansiyon hicrelerinden tiretilen protoplastlar ile modifiye edilmis bir
PEG/DMSO flizyon prosedirl ile asimetrik somatik hibritler elde edildigi
bildirilmistir. Domates hibritine daha Onceden Agrobacterium tumefaciens ile
kanamisine direncli marker geni aktarildigint  belirtmiglerdir. Protoplast
flzyonundan énce domates melezinin protoplastlart 9.0 krad'da gama isinlarina
maruz birakmglardir. Bdylece, patlican kanamisin duyarlilig: ile birlestirilmis
isinlanmis domates  hibrit  protoplastlarinin - boélinmemesi  somatik  hicre
hibritlerinin segilmesinin saglandigint bildirmiglerdir. Flizyon sonrasi rejenere olan
kirk dokuz kallusun yaprak benzeri yapilari 50 mg/l kanamisin uygulamiglardir. 49
kallusun sadece dordiintn, 50 mg/l kanamisin uygulamasindan sonra slrgiin ve kok
olusturdugunu ve daha sonra seraya aktarildigin: bildirmislerdir. Fosfo-izoizomeraz
ve peroksidaz izoenzimleri ve nikleer spesifik bir bezelye 45S ribozomal RNA
geni ile yapilan hibridizasyonu, somatik hibrit durumunu dogrulamislardir. Hepsi
steril dort melez bitkinin sirasiyla 45, 60, 42 ve 57 kromozom sayilarina sahip
oldugunu belirlemislerdir (Liu ve ark., 1994).

Geerts ve ark. (2008), Phaseolus vulgaris L. (PV) ile iki donér tir
Phaseolus coccineus L. (PC) veya Phaseolus polyanthus Greenm'in (PP),
arasindaki tlrler arasi melezleme basarisinda donér tirlerin disi ebeveyn olarak

kullanilmasint gerektirdigini tespit etmislerdir. Uyusmazlik engelleri olmasina
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ragmen, bu tir F1 ¢aprazlarindaki basari, embriyo aborsiyonu nedeniyle ¢ok sinirh
oldugunu bildirmislerdir. Globular veya erken kalp seklindeki embriyolar igin
kurtarma teknikleri gelistirildigini ancak melez bitki rejenerasyonu ¢ok zor
oldugunu bildirmislerdir. Phaseolus cinsi iginde protoplast fiizyon tekniklerinin,
PP veya PC ve PV arasindaki melezlemelerin basarili olmasinin bir alternatifi
oldugunu vurgulamiglardir. Cok sayida heterokaryonun elektro-flizyon (750 veya
1500 V.cm™) veya polietilen glikol (PEG 6000) ile fiizyon igin farkl: genotipler ve
prosedirler kullanilarak dretildigini belirtmiglerdir. Her iki teknikte de hem
heterokaryonlarin béliinmeleri hem de heterokaryondan mikrokallus olusumunun

gozlendigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma; Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii
Doku Kaulturi Laboratuvar: ile Arastirma ve Uygulama Arazisi, Cukurova
Universitesi Biyoteknoloji Merkezi ve Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi
Madurligti (BATEM) Sebzecilik ve Sus Bitkileri Bolumi Uygulama Arazisi ve

Laboratuvarinda ydritilmustir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bitkisel materyallerin  tohumlari Bati Akdeniz
Tarimsal Aragtirma Enstitisu  Muadurligti  (BATEM)’nden temin edilmistir.
Ulkemizde ortiialti ve agikta en fazla yetistiriciligi yapilan, ancak hastahiklara
dayaniklilik 6zelligi bulunmayan patlican ¢esidi Solanum melongena cv Kemer ve
Aydin Siyah: gesitleri ile Fusarium, Verticillium ve Nematoda dayanikli oldugu

bilinen Solanum torvum Sw yabani tiiriine ait tohnumlar kullanilmastir.

3.2. Metot

CGalisma 3 kistmda incelenmistir:
1- Dogada tirler arast melezleme
2- In vitro tozlama ve délleme

3- Patlicanda protoplast flizyonu protokoltnin olusturulmasi

3.2.1. Dogada turler arasit melezleme

Calismanmin  bu kisminda hem melez bireyler elde etmek hem de
tozlamadan sonra disicik borusunda déllenmeye kadarki asamalar: izlemek
amaciyla Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal
melezlemeler yapilmistir. Denemenin bu kisminda arazi melezlemeleri ve tohum
eldesi, embriyo kurtarma, ¢icek tozu ¢im borusu biylmesinin incelenmesi, cigcek

tozu canliliklarinin belirlenmesi, Solanum torvum fidelerinin elde edilmesi, in vitro
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kiltirden elde edilen melez bitkilerin dis ortama alistirilmasi, melez bireylerin
fertilite durumlarinin arastirilmasi, embriyogenik kallus eldesi icin uygun ortam
denemeleri, anter kilturt protokoliinun arastirilmas: ve flow sitometri yontemiyle
ploidi seviyesinin belirlenmesi arastirilmustir.

Bu kisimda arastirilan, Solanum torvum, Kemer ve Aydin Siyahi
cesitlerinin yaprak eksplantlarindan ve gen¢ meyvelerindeki dollenmis yumurta
hiicrelerinden elde edilen embriyogenik Kkalluslar, protoplast flizyonu

calismalarinda protoplast kaynagi olarak kullaniimstir.

3.2.1.1. Arazi melezlemeleri ve tohum elde edilmesi

Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal
melezlemeler yapilmistir (Sekil 3.1). Ancak bu dénemde Solanum torvum’un ana
ebeveyn olarak kullanildigi melezlemelerden meyve elde edilememistir. ‘Kemer x
Solanum torvum’ ve ‘Aydin Siyah: x Solanum torvum’ melezlemelerinden 5’er
meyve olacak sekilde tohumlar olgunlasmaya birakilmis ve olgun meyveler hasat
edilerek tohumlar: ¢gikartilmastir.

Kemer ve Aydin Siyahi cesitleri kendileme yapilarak tohumlart alinmistir
Ayrica Solanum torvum’un meyveleri toplanarak tohumlar: ¢ikartilmistir (Sekil
3.2).

3.2.1.2. Embriyo kurtarma

Tozlamadan 25, 30 ve 35 gun sonra her melezleme kombinasyonu igin 5’er
adet meyve hasat edilmistir (Sekil 3.3). Hasattan sonra laboratuvara getirilen
meyveler musluk suyunda yikanip kurulandiktan sonra steril kabin icerisinde ylizey
dezenfeksiyonu islemi (kuru yakma) yapilarak steril kabin icerisinde acilarak
tohumlar: ¢ikartilmigtir. Her meyveden elde edilen tohumlardan 40 adet embriyo
Tek Tek Acma Yontemi ile binokller mikroskop altinda agilarak igersinde,
hormonsuz MS besin ortami bulunan cam tiplerde in vitro kiltire alinms, kalan

tohumlar ise petri kaplarinda Dogrudan Ekim Yontemi’yle in vitro kiltire
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alinmigtir (Sekil 3.4). Kiiltire alinan embriyolar iklim odasinda 25+1°C sicaklik,

16/8 saatlik fotoperiyot ve 2000 lux'lik 1s1k rejiminde tutulmuslardir.

\ ; e Y

Sekil 3.1. Aydin Siyahlve Kemer pathcan cesidi ile Solanum torvum arasinda
yapilan melezlemelerden gérinim
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Sekil 3.2. Solanum torvum meyvelerinin hasati

Sekil 3.3. Aydin Siyahi1 ve Kemer patlican cesitlerinin Solanum torvum ile
melezlenmesinden elde edilen meyvelerin farkli hasat tarihlerindeki
goranimleri (25., 30. ve 35. glin)
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Sekil 3.4. Kemer ve Aydin Siyahi cesitleri ile Solanum torvum arasinda yapilan
melezlemelerden elde edilen tohumlarda Tek Tek A¢ma ve Dogrudan
Ekim yontemleriyle embriyo kurtarma ve melez bitkilerin eldesi
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Sekil 3.4. devam
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Sekil 3.4. devam

49



3. MATERYAL VE METOT Namik Kemal YUCEL

Sekil 3.4. devam

50



3. MATERYAL VE METOT Namik Kemal YUCEL

3.2.1.3. Cicek tozu ¢im borusu buyiimesinin incelenmesi

Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal
melezlemeler yapilmistir. Ancak Solanum torvum’un ana ebeveyn olarak
kullanildigi melezlemelerden meyve elde edilememistir. Tozlamadan sonra
déllenmenin olmamasinin ya da ¢ok dlsuk olmasinin nedenini anlamak amaciyla
cicek tozu ¢im borusu blyumesi incelenmistir. Bunun igin, tozlamadan sonra 72
saat boyunca her 6 saatte bir her bir melez kombinasyondan 4’er adet cigek
ornekleri alinarak tespit cozeltisi (FPA-70) igersine konulmus ve mikroskop
incelemelerine kadar bozulmadan muhafaza edilmistir.

Cicek tozu c¢im borusu buylmesinin mikroskobik olarak incelenmesi
Geraci ve ark. (1978)’nin belirttigi sekilde ezme preparat yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ezme preparat yapmak icin Once tespit ¢ozeltisi icerisinde
bulunan ornekler, yikama setine baglanarak bir gece boyunca (yaklasik 12 saat)
cesme suyu altinda yikanmis, daha sonra yikama setinden alinan 6rnekler 8 N
NaOH cozeltisi igersinde konularak 6-8 saat sureyle dokularin yumusamasi
saglanmustir. Bu surenin sonunda 6rnekler NaOH’den arindirilmak amaciyla yine
bir gece boyunca yikama setine baglanarak ¢cesme suyu altinda yikanmastir (Sekil
3.5). Yikama isleminin bitmesinin ardindan érnekler anilin mavisi boya ¢dzeltisine
aktarilmistir. Ornekler floresans mikroskopta incelemeye hazir hale gelmesi icin en
az 24 saat anilin mavisi boya ¢ozeltisi igersinde bekletilmistir.

Anilin mavisi boya ¢ozeltisi hazirlamak igin 1 g anilin mavisi ile 11.28 g
tripotasyum fosfat, 250 ml saf su icersinde ¢Oziinerek anilin mavisi stok ¢ozeltisi
hazirlanmis ve fungal enfeksiyonlar: engellemek icin icerisine yaklasik 1 g thymol
kristali eklenmistir. Hazirlanan bu stok c¢ozelti, bir gin sireyle buzdolabinda
bekletilmistir. Kullanilacagi zaman stok ¢ozeltiden bir birim alinarak 3 birim saf su

ile seyreltilmistir.
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fy

Sekil 3.5. Tespit ¢ozeltisi icerisinde bulunan orneklerin y1kama'setine blaglaniﬁaa

Inceleme yapilacak oOrneklerde disicik borusu, yumurtalikla birlestigi
yerden kesilerek bir lam (zerine konulmus ve uzunlamasina ortadan ikiye
kesilmistir. Bu sekilde hazirlanan érneklerin Uzerine bir damla anilin mavisi boya
cozeltisi damlatilmis ve lamelle kapatilarak yumusak bir lastik silgiyle Ustten
bastirilarak ezilmeleri saglanmistir. Hazirlanan érneklerde ¢icek tozu ¢im borulart
floresans mikroskopta incelenmis ve Olclimleri  okiler mikrometre ile
gerceklestirilmistir. Degisik zaman araliklariyla alinan 6rneklerde ¢icek tozu ¢im
borularinin ka¢ giinde tohum taslaklarina ulasarak dollenmeyi gerceklestirdikleri
belirlenmistir

3.2.1.4. Cicek tozu canhilik ve ¢cimlenme oranlarimin belirlenmesi

Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ve Solanum torvum’da gigek tozu canlilig
icin her bir parseli olusturan bitkilerden karisik olarak toplanan giceklerden elde
edilen ¢icek tozlari kullanilmstir. Cicek tozlarinin canhihklart TTC testi ile
incelenmistir (Sekil 3.9). Bunun igin 0.1 g TTC (Triphenyl Tetrazolium Chlorid)
10 ml saf suda cozdurulip 6 g sakkaroz eklenerek % 1’lik TTC cozeltisi
hazirlanmistir (Guler ve ark., 1993; Boyaci ve ark., 2009). Hazirlanan bu cozelti
lam Uzerine damlahik ile damlatilarak gicek tozlari bir sulu boya fircasiyla bu
damlalarin (zerine ekilmis ve lamelle kapatilmistir. Cicek tozu canliliklarinin
belirlenmesi ekimden 20 saat sonra yapilmis, koyu kirmizi ve kirmizi boyanan
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cicek tozlari canli, agik kirmizi ve pembe boyananlar ile hi¢ boyanmayanlar cansiz
olarak kabul edilmistir (Gller ve ark., 1993). Cicek tozu canlilik testinde her
genotipten 2 lamel hazirlanmis, tesadifi secilen 5 alanda sayim yapilip gicek tozu
canlilik yuzdeleri tespit edilmistir.

Cicek tozu ¢cimlenme yeteneginin belirlenmesi igin yine gigek tozu canlilik
testinde oldugu gibi her parselden karigik olarak toplanan cigeklerden elde edilen
cicek tozlar ‘petride agar’ yontemiyle incelenmistir. Gller ve ark. (1993)’mn
yapmis oldugu calismalarda patlican polenlerinin ¢cimlenmesi igin tespit ettikleri en
uygun ortam olan % 1 agar +% 12 seker + 300 ppm H3;BO; +300 ppm Ca(NO,),
kullaniimis, bu ortamlar iizerine ekilen polenler 25 °C’de 20 saat bekletildikten
sonra 151tk mikroskobunda sayimlar: yapilmistir. Cigek tozu cimlendirme testinde
her genotip igin 3 petri kutusu hazirlanmus, tesadifi segilen 5 alanda sayim yapilip

cicek tozu ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir.

3.2.1.5. Solanum torvum fidelerinin elde edilmesi

Gerek melezlemeler, gerekse protoplast fiizyonunda kullanmak (zere
Solanum torvum tohumlarindan elde edilen fideler serada gelistirilerek uygun
asamaya geldiginde Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolimi Uygulama Arazisine sira arast 1 m sira Uzeri 80 cm mesafelerde
dikilmiglerdir (Sekil 3.6).

3.2.1.6. In vitro kiiltiirden elde edilen melez bitkilerin dis ortama alistiriimasi
Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal
melezlemeler yapilmis, sadece ana ebeveynin Kemer ve Aydin Siyahi olmasi
halinde meyve ve tohum elde edilebilmistir. Kemer ve Aydin Siyahi cesitleri ile
Solanum torvum arasinda yapilan melezlemelerden elde edilen meyveler
tozlamadan 25., 30. ve 35. glinlerde hasat edilmis olup tohumlarindan embriyolar

izole edilerek kdilttire alinmustir.
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Sekil 3.6. Solanum torvum’un tohumlarindan fide elde edilmesi ve araziye
sasirtiimasi

Embriyo kurtarma teknigi ile doku kiltirtinde elde edilen bitkiler 1:1 perlit
ve torf karistmi olan viyollere dikilmistir. Dikimden sonra sisleme (nitesi iceren
polietilen plastikle oOrtilt tavalar iceren seraya alinmis ve kademeli olarak
nemlendirme azaltilirken havalandirma artirilmis ve 2 hafta sonra normal bir serada

glibreleme ve sulamalar1 yapilarak gelismeleri saglanmistir (Sekil 3.7).
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L

i * . i
Sekil 3.7. Doku kilttriinden elde edilen melez bitkilerin dis ortama alistiriimas:

3.2.1.7. Melez bireylerin fertilite durumlarinin arastiriimasi

Elde edilen melez bireylerin (Kemer x Solanum torvum ve Aydin Siyahi X
Solanum torvum) (Sekil 3.8) morfolojik gézlemleri alinmistir. Bu melez bireylerde
hem kendileme hem de geriye melezlemeler [(Kemer x Solanum torvum) x Kemer
ve (Aydin Siyahi x Solanum torvum) x Aydin Siyahi] yapilmistir. Melez bitkilerin
cicek yapisi ve rengi, yaprak yapisi ve bitki gelisimi Solanum torvum ile
karsilagtirilmastir.

Aydin Siyaln x Solanum torvum Eemer x Solanum torvum

Sekil 3.8. Melez bireylerin arazideki goranima
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3.2.1.8. Embriyogenik kallus eldesi i¢in uygun ortam denemeleri

Embriyogenik kallus eldesi i¢in iki farkl: eksplant kaynag: denenmistir. Bu
amacla Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum’un gen¢ meyvelerindeki
doéllenmis yumurta hiicreleri ve geng taze yapraklar: kullaniimustir.

Araziden getirilen gen¢ meyvelerin (Sekil 3.9) 6nce canak yapraklar
uzaklastirilmis sonra musluk suyunda yikanmis ve steril kabin igersinde % 70 lik
etil alkolde 5 dakika sonra % 1 aktif sodyum hipoklorit icersinde 15 dakika
bekletilerek 3 defa steril saf su ile calkalanmistir (Sekil 3.10). Aydin Siyahi, Kemer
ve Solanum torvum’un déllenmis yumurta hiicreleri 1 mg/l 2,4 D + 0,5 mg/l BAP,
1 mg/l 2,4 D + 1 mg/l BAP, 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4 D iceren MS ortaminda
kultire alinmigtir. Ayrica Solanum torvum icin 3 mg/l BAP iceren MS ortami da
denenmigtir. Her uygulamadan 5 tekerrir, her tekerrlirde 5 petri olacak sekilde

petriler 25 °C’de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik kosullara alinmustir.

Sekil 3.9. Kallus eldesinde kullanilan geng meyveler
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Sekil 3.10. Geng meyvelerin sterilizasyonu

Solanum torvum, Kemer ve Aydin Siyahi gesitlerinin geng taze yapraklar
steril kabin icerisinde % 1 aktif sodyum hipoklorit icersinde 15 dakika bekletilerek
3 defa steril saf su ile calkalanmistir. Steril edilen yapraklarin yaprak damar arasi
(YDA) ve yaprak damar iizerlerinden (YDU) 0.5 cm? bilyiikligiinde eksplantlar 1.5
mg/l 2,4 D + 0.1 mg/l BAP ve 2 mg/l 2,4 D iceren MS ortamlarina, her uygulamadan
en az 25’er petri olacak sekilde, 25 °C’de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik kosullara
alinmstir (Sekil 3.11).
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=5

Sekil 3.11. Solanum torvum, Kemer ve yd1n Siyahi gesitlerinin yapraklarindan
kallus eldesi

3.2.1.9. Pathcanda anter kultlria protokolinin arastirnimasi

Anter kiltiri caligmalarinda 2012 yili bahar yariyihinda Dumas de Vaulx
ve ark. (1982)’ye gére C ve R ortamlart kullanilmistir. Ortamlar ve icerikleri
Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Patlicanda anter kultirinde kullanilan C, R ve V3 ortamlar: (mg/)

Cizelge 3.2.

Cortami | Rortami | V3 ortami

Makroelementler
KNO4 2150 2150 1900
NH4NO4 1238 1238 1650
MgSQO,4-7H,0 412 412 370
CacCl,-2H,0 313 313 440
KH,PO, 142 142 170
Ca(N03)2'4H20 50 50 -
NaH,PO,-H,0 38 38 -
(NH4),S0O, 34 34 -
KCI 7 7 -

Mikroelementler
MnSQO,-H,0 22.130 20.130 0.076
ZnS0O,-7H,0 3.625 3.225 1.000
H;BO; 3.150 1.550 1.000
Kl 0.695 0.330 0.010
Na,Mo0O,-2H,0 0.188 0.138 -
CuSQ;-5H,0 0.016 0.011 0.030
CoCl,-6H,0 0.016 0.011 -
AlCl;-6H,0 - - 0.050
NiCl,-6H,0 - - 0.050
Vitamin ve aminoasitler
Myo-inositol 100.00 100.00 100.00
Pyrodoxin HCI 5.500 5.500 5.500
Nicotinic acid 0.700 0.700 0.700
Thyamine HCI 0.600 0.600 0.600
Calcium panthotenate 0.500 0.500 0.500
Vitamin By, 0.030 - -
Biotin 0.005 0.005 0.005
Glycin 0.100 0.100 0.200

Selatl Demir

Na,-EDTA 18.65 18.65 37.30
FeS0O,-7H,0 13.90 13.90 27.80

Anter kiltiriinde kullanilan C, R ve V3 ortamlarinin igerikleri

Ortamlar

icerikleri

C ortami + 5mg/l 2.4-D +5 mg/l Kinetin + 100 g/l sakaroz+ 8 g/l agar

R ortami + 0.01 g/l Kinetin + 30 g/l sakaroz + 8 g/l agar

V3 ortami + 30 g/l sakaroz + 8 g/l agar
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Solanum torvum (act sari-sar1 arasi yani petalin 5-6 mm gorindugi dénem)
ve Solanum melongena’nin (aci sari-sari arasi yani petalin 2 mm goérindigl
donem) anterleri tek cekirdekli mikrosporun son asamasinda alinarak steril
edilmistir (Sekil 3.12). Alinan tomurcuklar steril kabin icersinde % 70’lik etil
alkolde 5 dakika bekletilmis daha sonra % 1’lik aktif sodyum hipoklorit icersinde
15 dakika bekletilerek 3 defa steril saf su ile galkalanmigtir. Steril edilen anterler
(Dumas de Vaulx ve ark., 1982) Cizelge 3.1°de igerigi verilen C ortamina konup
inkiibatorde karanhkta 35 °C’de 8 giin bekletilmistir. Daha sonra petriler 25 °C’de
16 saat aydinlik/8 saat karanhk kosullara alinmigtir. Anterler 13. giin sonra C
ortamindan R ortamina aktarilmistir. R ortaminda kalluslar olusmus ancak

embriyolar olusmadig: i¢in V3 ortamina aktarilamamastir.

Sekil 3.12. Solanum torvum ve Solanum melongena da anter Klturd icin uygun
tomurcuk secimi
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Patlican anter kiltirt ¢alismalarinin 2014 yilinda bahar ve giiz vegetasyon
doneminde Dumas de Vaulx ve ark. 1982 (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2) ve CP
(Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4) regenerasyon ortamlari denenmistir. Her cigek
tomurcugundan ¢ikan anterler CP ve C ortamlarina yerlestirilmistir (Sekil 3.13). C
ortaminda anterler inkiibatérde karanlikta 35 °C’de 8 giin bekletilmistir. Daha
sonra petriler 25 °C’de 16 saat aydinhk/8 saat karanlik kosullara alinmustir.
Anterler 13. gln sonra C ortamindan R ortamina aktarilmistir. R ortaminda
embriyolar olusmaya baslayinca V3 ortamina aktarilmistir (Cizelge 3.1). V3
ortaminda bitkiler olustuktan sonra tiiplere oradan da dis ortama aktarilmistir. CP
ve R ortamlarinda Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerine ait 15’er petri aliminyum

folyo ile sarilarak karanlikta kallus gelisimi incelenmistir.

izelge 3.3. Patlicanda anter kiiltiriinde kullanilan CLC/Ipomoea CP ortami

Makroelement mg/l
CaCl, 332.2000
KCI 2235.0000
KH,PO, 170.0000
KNO; 2022.0000
MgSO, 180.7000
NH4NO; 1601.0000
Mikroelement

CoCl, . 6H,0 0.0300
CuS0, 5H,0 0.0300
EDTA, Disodium, Dihydrate (C1oH14N2,Na,Og 2H,0) 37.2600
FeS0,.7H,0 27.8000
H;BO; 6.2000

Kl 0.8300
MnSO, . H,O 16.9000
Na,Mo0O, .2H,0 0.2500
ZnS0, . 7TH,0 8.6000
Vitamin

Myo-Inositol 90.1000
Nicotinic Acid 1.2300
Pyridoxine, Hydrochloride 1.0300
Thiamine, Hydrochloride 1.6900
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Cizelge 3.4. Anter kulturunde kullanilan CP ortaminin igerigi

icerik

CP + 3mg/l kinetin +3 mg/l 2.4-D +3 mg/l vitamin B12 + 1mg/l
Ortamlar | caNO; + 1mg/l AgNO; + 1 mg/l Vitamin C + 1000 pl Fe- EDTA+
120 g/l sakaroz+ 10 g/l agar

Sekil 3.13. CP ve C ortamlarinda ortamlarinda Kemer, Aydin Siyahi ve Solanum
torvum anterlerinin gelisimi
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2014 yili anter kaltird calismalarinda Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinden
bitki elde edilmesine ragmen yeterli olmadig: i¢in 2015 yilinda Modifiye edilmis
Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’na gore tekrar denenmistir. Patlican anter
kultiriinde CP ortaminda higbir basarili sonu¢ elde edilmediginden tekrar
denenmemistir. Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’de bildirilen C ortaminin 3 farkh
2,4 D Kinetin ve sakkaroz dozlari denenmistir (Cizelge 3.5). Cizelge 3.5’teki
ortamlara yerlestirilen anterlerden bitki eldesine (Sekil 3.14) ve araziye dikilene

kadar asamalari1 gbzlemlenmistir (Sekil 3.15).

Cizelge 3.5. Anter klturtinde kullanilan C, R ve V3 ortamlarinin icerikleri
icerikleri

C ortami

+ 5 mg/l 2.4-D +5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar
Ortamlar | + 1 mg/l 2.4-D +1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar

+ 0.01 mg/l 2.4-D + 0.01 mg/l Kinetin + 30 g/l sakaroz+ 7 g/l agar
R ortami + 0.01 g/l Kinetin + 30 g/l sakaroz + 7 g/l agar

V3 ortami + 30 g/l sakaroz + 7 g/l agar
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Sekil 3.14. Anterlerden bitki gelisimi
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Sekil 3.15. Anterlerden olusan bitkileri kavanozlara, dis ortama ve araziye aktarma
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3.2.1.10. Flow sitometri yontemiyle ploidi seviyesinin belirlenmesi

2015 yil anter koltiri calismalarindan elde edilen bitkilerden (konrol
bitkisi dahil 80 bitki) yaprak ornekleri Tuna (2014)’e gore alinarak Alata Bahce
Kultarleri Arastirma Enstitisti Mudirligi’nde bulunan flow sitometri cihaziyla
(Partec CyFlow Space) ploidi dlzeyleri incelenmistir. Flow sitometri analizleri
ilgili cihazin kit proseduriine bagl kalinarak gerceklestirilmistir. Anterlerden
olusan bitkilerin gen¢ yapraklarindan alinmis yaklasik 15 pg doku kullaniimstir.
Bitki dokulari, hicre cekirdeklerinin ayiklanmas: amaciyla tek tarafli nesterler
aracihgiyla igerisinde 0.5 ml dograma tamponu (Partec HR-A) eklendikten sonra
jilet yardimyla iyice kiyilmistir (Sekil 3.16). Kiyilmis o6rnekler 30 pm
gecirgenligindeki filtre yardimyla suzilerek Uzerine DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) iceren Partec HR-B soliisyonu eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda kontrol uygulamasina ait Kemer patlican
cesidinin yapraklarinin DAPI ile boyanmis c¢ekirdeklerinin niklear DNA icerigi
365 nm dalga boyunda UV led kaynakli cekirdek floresanindan gegirilerek
Olculmustar. Her yaprak ornegi icin 1000- 3000 cekirdek analiz edilmistir.
Orneklerin ploidi seviyeleri referans cekirdek DNA miktarinin verdigi ortalama
1sima yogunlugu degeri ile kiyaslama yapilarak belirlenmistir. Ploidi seviyesi
triploid olan bitkinin yaprak hiicresi cekirdek DNA igerigi ve 1sima yogunluk

noktas: Sekil 3.17“de verilmistir.

i
- P

Sekil 3.16. Yaprak 6rneklerinin hazirlanisi
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Sekil 3.17. Flow sitometri cihazinda triploid bitkinin yapragindan elde edilen pik

3.2.2. In vitro tozlama ve délleme
Tar ici ve tlrler aras1 tozlanma ve dollenme problemlerine alternatif bir
¢bzum olan in vitro tozlanma ve doéllenme yontemi Solanum melongena ile

Solanum torvum arasinda resiprokal melezlemelerle denenmistir.

3.2.2.1. Stigma tozlanmasi ve déllenmesi

Bu yontemde bir glin sonra acacak asamaya gelmis olan tomurcuklar
alinmis ve steril kabin igerisinde % 70’lik etil alkolde 5 dakika sonra % 1 aktif
sodyum hipoklorit icersinde 15 dakika bekletilerek 3 defa steril saf su ile

calkalanmistir. Yizey dezenfeksiyonu isleminden sonra tomurcuklar steril kabin
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icerisinde acildiktan sonra disi organ alinarak besin ortamina yerlestirilerek olgun

bir anterden alinan ¢igek tozlari stigma zerine yerlestirilmistir.

3.2.2.2. Plesanta dollenmesi

1-2 gun sonra acacak olan ¢icek tomurcuklari alinmis ve steril kabin
icerisinde % 70’lik etil alkolde 5 dakika sonra % 1 aktif sodyum hipoklorit
icersinde 15 dakika bekletilerek 3 defa steril saf su ile ¢alkalanmigtir. Daha sonra
tomurcuklar steril kabin icerisinde, dollenmemis yumurtalari kapsayan plasenta
stero mikroskop altinda izole edilerek besin ortamina yerlestirilmistir. Acilmak
Uzere olan cicek tomurcuklar: yine ayni yontemle sterilize edilerek ve anterler
acilarak icindeki polen daneleri yumurtalara yakin kisma yerlestirilmistir.

Her iki yontemde de MS besin ortami kullanilmistir. Besin ortamina oksin
olarak NAA sitokinin olarak BAP eklenmistir. Oksin/sitokinin dengesi 1/1, 1/2, 2/1
olacak sekilde ayarlanmigtir. Her melez kombinasyondan petride 5 disi
organ/plesenta olacak sekilde 4 tekerr(rll olacak sekilde yapilmustir.

Stigma tozlama ve ddllemesinde kesim yiizeyinden meydana gelen salgilart
engellemek icin ayrica MS ortamina 0.5 mg/l aktif karbon eklenerek de deneme
kurulmustur.

In vitro tozlama calismasinda kallus gelisimi, yumurtalik irilesmesi

belirlenmistir.

3.2.3. Pathcanda protoplast flizyonu protokoli olusturulmas:

Yontem su asamalardan olusmaktadir:

1. Hucre duvarinmin enzimlerle parcalanarak protoplastlarin elde edilmesi

2. ki farkl tire ait protoplastlarin fiizyonunun saglanmasi

3. Somatik melezlerin selekte edilmesi ve melez protoplastlarin kiltire
alinmasi

4. Melez bitkilerin rejenerasyonu
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3.2.3.1. Embriyogenik Kkalluslar ve vyaprak mezofil protoplastlarinin
izolasyonu

In vitro ortamda elde edilen ebriyogenik Kkalluslar ile Solanum
melongena’nin geng yapraklar: protoplast kaynag: olarak kullanilmistir. Protoplast
izolasyonuna baslamadan 6nce protoplast fiizyonunda kullanilan PEG y6nteminde
kullanicak ¢ozeltiler hazirlanmistir (Sekil 3.18). Hazirlanan ¢ozeltiler ve enzim
solisyonlar1 kullamilacagi zamana kadar -18 °C’de saklanmustir. Cahsmaya
baslamadan birkag saat 6ncesi dondurulmus c¢ozeltiler ¢ozdirilmistir. Ozellikle
enzim solusyonu ¢ozdurilmesinde enzimlerin parcalanmamas: icin falkon tupler
hafifce hareket ettirilmistir.

Seradaki bitkilerden alinan Aydin Siyah: ve Kemer cesidine ait yaprak
materyali laboratuvara getirilerek ylzey sterilizasyonu igin %70 oranindaki etil
alkol icerisinde 2 dk, sonrasinda 1-2 damla tween 20 iceren % 10’luk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk bekletilmis ve 4-5 kez steril saf su ile durulanarak
yuzey sterilizasyon islemi tamamlanmustir. Sterilizasyon islemi tamamlanan
yapraklar pens yardimiyla steril petri kutularina aktarilarak bistlri yardimyla ince
seritler halinde kesilmistir. Her genotipe ait yaprak ¢rnekleri tGizerine 2,5 ml 0.6 M
BH3 protoplast kultlr ortami1 (Grosser ve Gmitter, 2011) eklenmistir (Cizelge 3.7).
BH3 ortami eklendikten sonra enzimatik sindirmenin gerceklesmesi icin besin
ortami igerisinde bulunan kiyilmis yaprak parcalari (zerine hiicre duvarim
parcalayacak olan filtre sterilizasyonu yapilmis enzim solisyonundan (0.7 M
mannitol, 18.0 mM CaCl,, 6.0 mM MES tamponu, 1.4 mM NaH,PO,, %1 Onozuka
RS cellulase, %1 Macerase, %0.2 Pectolase Y-23, pH 5.6) 2,5 ml eklenmistir.
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-

Sekil 3.18. Steril kabin icerisinde filtre stefilizasyonu iI hazirlanan PEG ¢ozeltisi

Genotiplere ait embriyogenik kalluslardan yaklasik 400 mg kolay dagilir
(dagilgan) (Sekil 3.19) yapida olan hiicreler secilerek 60 x15 mm’lik petri
kaplarina aktarilmigtir. Kallus hiicreleri tzerine 4 ml 0.7 M BH3 protoplast kiltir
ortami (Cizelge 3.7) eklenerek kalluslar ortam icerisinde pastor pipet ile hiicrelere
zarar vermeyecek sekilde dagitilmistir. Daha sonra besin ortami icerisinde bulunan
hiicrelerin Uzerine 1.5 ml hiicre duvarini parcalayacak olan filtre sterilizasyonu
yapilmis enzim solusyonu (0.7 M mannitol, 18.0 mM CaCl,, 6.0 mM MES
tamponu, 1.4 mM NaH,PO,, %1 Onozuka RS cellulase, %1 Macerase, %0.2
Pectolase Y-23, pH 5.6) eklenmistir (Sekil 3.20).

Enzim ve protoplast kaltir( soliisyonu icerisinde yaprak ve kallus
orneklerini iceren petri kaplari, hicre duvarinin parcalanmas: igin inkibatorli
yatay hareketli calkalayiciya aktarilmistir. Petri kaplart 15-16 saat boyunca
26°C’de 40 rpm’de calkalanmstir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.20. Kalluslara enzim ¢ozeltisi eklenmesi
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3.2.3.2. Protoplastlarin saflastiriimasi ve sayimi

Petri kaplar1 icerisinde ve ‘BH3 + enzim solusyonu’nda bekletilen
protoplast hucreleri ile birlikte yaprak parcalar1 da bulundugu icin protoplastlart
diger yaprak dokularindan ayirmak amaciyla protoplast saflastirma islemi
yapilmistir. Saflastirma isleminde filtrasyon ve santrifilj yontemleri kullaniimastir.
Petri kaplar icerisindeki enzimatik sindirme soliisyonu 40 pmesh’lik BD Falcon
Cell Strainer (REF352340) filtreden gegirilerek pastor pipet yardimi ile 15 ml’lik
steril falcon tlplerine aktarilmis ve 100 g devirde 4 dakika santrifiij edilerek
hiicrelerin tupe pellet seklinde ¢okmesi saglanmigtir (Sekil 3.22). Daha sonra pellet
Uzerine yavas bir sekilde 5ml % 25 sakkaroz iceren CPW besin ¢ozeltisi (27.2 mg/I
KH,PO,, 100 mg/l KNOs;, 150 mg/l CaCl,, 250 mg/l MgSO, 2.5 mg/l
Fe2(S0,4)3.6H,O, 0.16 mg/l KI, 0.00025 CuSO,, pH 5.8) eklenerek pellet

¢cozdurtlmistur. Daha sonra 2 ml % 13 mannitol iceren CPW besin ¢dzeltisi pastor
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pipet yardimiyla sakkaroz cozeltisi Uzerine eklenmistir (Banks ve Evans, 1976).
Bdylece falcon tupinde yogunluk farkindan dolay: iki faz olusturulmus ve 10
dakika 100 g de santriftjlenerek protoplast hicrelerinin olusan iki faz arasina
toplanmasi saglanmustir. Protoplastlar pastor pipet yardimiyla iki faz arasindan
alinarak falcon tiplerine aktarilmis ve tzerine 15 ml protoplast yikama soliisyonu
(0.8 M Mannitol, 0.5 mM CaCl,) eklenerek 4 dakika 100 g’de santrifujlenmustir.
Santrifuj sonras: protoplastlar pellet halinde dibe ¢oktirilip yikama sollsyonu
falcon tlipunden pastor pipet aracihigr ile uzaklastirilmigtir. Yikama islemi iki defa
gerceklestirilmistir. Son yikama islemi sonrasinda kalluslarda ¢okeltiye kadar,
yaprakta ise yesilin yogun oldugu yere kadar soliisyon ¢ozeltisi atilmis ve kallusta
4 ml, yaprakta ise 1 ml protoplast yikama sollsyonu eklenerek pellet sayim igin
cozundurtlmastir. Protoplast sayiminda kullanilan lam (zerinde hacmi belli olan
kutucuklar yer almaktadir. Bu lam tizerine 1 ml protoplast ¢6zeltisinden bir damla
damlatilarak sayim preparati olusturulmus ve mikroskop altinda yikama sonrasi
protoplast varlig: belirlenmistir (Dambier ve ark., 2011).

Sekil 3.22. Protoplaslarin santrif(j ile saflastiriimasi
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3.2.3.3. PEG (polietilen glikol) yontemiyle protoplastlarnn fiizyonu

PEG yontemiyle protoplast flizyonuna baslamadan 6nce EMEP (Cizelge
3.7.) kat1 ortam igeren petrileri hazirlamak gerekmektedir.

PEG (polietilen glikol) yontemiyle protoplast flizyonu icin asagidaki
protokol, basit, verimli, ucuz ve bitki protoplastlarina toksik olmayan bir
protokoldlr (Grosser ve Gmitter, 2011). Elektroflizyon yontemi de oldukca
basarihdir (Guo ve Deng 1998). BH3 ortaminda (Cizelge 3.6) her ebeveyn
kaynagindan vyaklasik olarak esit hacimlerde saflagtirnlmis protoplastlar
karistirtlmistir (Jarl ve ark., 1999) ve 100 g'da 4 dakika boyunca santrifijlenmistir.
Yeniden stispanse edilen karisimin iki damlas: 60 9 15 mm plastik petriye pipetle
alinmis ve her flizyon petri kabina 2 damla taze PEG solusyonu (% 40 polietilen
glikol 8000, 0.3 M glikoz ve pH = 6'da 66 mM CaCl2) ilave edilerek 8 dakika
inkibe edilmistir (Sekil 3.31.). Depolanmis PEG cozeltisi kullanildiysa, pH
yeniden ayarlanmistir. Daha sonra kullanimdan hemen 6nce karistirilan 2 damla
PEG plus (A + B) ¢ozeltisi (9: 1 v: v, pH = 6'da A = 0.4 M glikoz, 66 mM CaCl, ve
% 10 dimetil stlfoksit; pH = 10.5'de KOH kullanilarak B = 0.3 M glisin) ilave
edilmistir. 12 dakika daha inkiibasyonun ardindan (Sekil 3.23), protoplastlarinin
cevresine 12-15 damla BH3 ortam eklenmis ve 5 dakika inkiibasyondan sonra PEG
plus [A + B] soliisyonunu bir pastor pipetle dikkatlice ¢ekilmis ve 15 damla BH3
ortam ile eklenmistir. 10 dakika daha inkiibe ettikten sonra, bir pastor pipetle BH3
ortami ¢ikarilmis ve 12-15 damla taze BH3 ortami ile eklenmistir. Bu yikama
adimi iki kez daha tekrarlanmistir. Yikama islemi yaparken protoplastlarin
cekilmemesine 6zen gosterilmistir. Son yikamadan sonra, flizyonu izlemek igin
mikroskop altinda incelenmis ve daha sonra protoplastlar EMEP kati ortami
lizerine 8-12 damla ortam eklenen petri kaplarinda karanlik kosullarda kilttre

alinmustur.
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Sekil 3.23. PEG sollsyonu eklenmis protoplast karigimi

Cizelge 3.6. Protoplast kiltir ortami (Grosser ve Gmitter, 2011).

Bilesen Konsantrasyon (mg/l)

0.6 MBH; | 0.7 M BH3 EMEP EME
NH;NO; - - 1,650 1,650
KNO; - - 1,900 1,900
KH,PO, 170 170 170 170
MgSO,-7H20 370 370 370 370
CaCl,-2H20 440 440 440 440
Na, EDTA 37.3 37.3 37.3 37.3
FeSO,-7H20 27.8 27.8 27.8 27.8
MnSO,-H,O 22.3 22.3 22.3 22.3
ZnSO,-7H,0 8.6 8.6 8.6 8.6
H,BO, 6.2 6.2 6.2 6.2
KCI 1500 1500 - -
KI 0.83 0.83 0.83 0.83
Na,MoO,-2H,0 0.25 0.25 0.25 0.25
Glutamine 3100 3100 - -
Thiamine-HCI 10 10 10 10
Pyridoxine-HCI 10 10 10 10
Myo-inositol 100 100 100 100
Malt extract 500 500 500 500
Casein hydrolysate 250 250 -
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Cizelge 3.6. Devami

Nicotinic acid 1 1 1 1
Mannitol 81.900 81.900 - -
Sucrose 51.350 85.560 205,400 50,000
Coconut H,0 20 ml 20 ml - -
Fructose 250 250 250 -
Ribose 250 250 250 -
Xylose 250 250 250 -
Mannose 250 250 250 -
Rhamnose 250 250 250 -
Cellobiose 250 250 250 -
Galactose 250 250 250 -
Glucose 250 250 250 -
Sodium pyruvate 20 20 20 -
Citric acid 40 40 40 -
Malic acid 40 40 40 -
Fumaric acid 40 40 40 -
Vitamin B, 0.02 0.02 0.02 -
Calcium pantothenate 1 1 1 -
Ascorbic acid 2 2 2 -
Choline chloride 1 1 1 -
p-aminobenzoic acid 0.02 0.02 0.02 -
Folic acid 0.4 0.4 0.4 -
Riboflavin 0.2 0.2 0.2 -
Biotin 0.01 0.01 0.01 -
Vitamin A (retinol) 0.01 0.01 0.01 -
Vitamin D,

(cholecalciferol) 0.01 0.01 0.01 i
Agar - - - 8,000

3.2.4. Sonugclarin Degerlendirilmesi

Tirler arasi melezlemelerden elde edilen tohumlarda yapilan Embriyo
kurtarmada gelismeyen embriyo, anormal bitki ve saghkl bitki sayilari alinarak %
bitkiye donisiim degerleri hesaplanmistir. Dogrudan ekimde ise petrideki tohum
sayist ve c¢imlenen tohum sayisi alinarak % bitkiye donlsim degerleri
hesaplanmistir. Deneme sonunda elde edilen % bitki olusum degerleri Agikgdz
(1990)’0n onerdigi sekilde ag¢i transformasyonu uygulandiktan sonra “Tesadif

Parselleri Deneme Deseni”’ne gére SAS paket programinda varyans analizine tabi
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tutulmustur. istatistiksel olarak onemli bulunan uygulamalara ait ortalamalar LSD
coklu karsilastirma ile P=0.05 6nem diizeyinde karsilastirilmastir.

Deneme sonunda elde edilen % cigek tozu canlilik ve ¢cimlenme degerleri
Acikgdz (1990)’Un onerdigi sekilde agi transformasyonu uygulandiktan sonra
“Tesaduf Parselleri Deneme Deseni”ne gore SAS paket programinda varyans
analizine tabi tutulmustur. Istatistiksel olarak 6nemli bulunan uygulamalara ait

ortalamalar LSD ¢oklu karsilastirma ile P=0.05 6nem diizeyinde karsilastirilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Dogada turler arasi melezleme

Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda arazide ve in
vitro kosullarda melezlemeler yapilmistir. Bu amacgla hem melez bireyler elde
etmek hemde tozlamadan sonra disicik borusunda déllenmeye kadarki asamalar:
izlemek amaciyla Kemer ve Aydin Siyahi cesitleri ile Solanum torvum arasinda
resiprokal melezlemeler yapilmistir. Denemenin bu kisminda, arazi melezlemeleri
ve tohum elde edilmesi, embriyo kurtarma, gicek tozu ¢im borusu blyimesinin
incelenmesi, cigek tozu canhihiklarinin belirlenmesi, melez bireylerin fertilite
durumlarinin arastirilmas: ve embriyogenik kallus eldesi icin uygun ortam

denemeleri yapilmustir.

4.1.1. Arazi melezlemeleri ve tohum elde edilmesi
Kemer x Solanum torvum ve Aydin Siyahi Xx Solanum torvum
melezlemelerinden 15’er meyve olacak sekilde tohumlar olgunlasmaya birakilmis

ve olgun meyveler hasat edilerek tohumlari ¢ikartilmistir.

4.1.2. Embriyo kurtarma ile ilgili sonuglar

Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal
melezlemeler yapilmistir. Ancak Solanum torvum’un ana ebeveyn olarak
kullanildigi melezlemelerden meyve elde edilememistir. Tozlamadan 25, 30 ve 35
giin sonra her melezleme kombinasyonu igin 5’er adet meyve hasat edilmistir.
Embriyolar Tek Tek A¢ma Yontemi (Sekil 4.1) ve Dogrudan Ekim Yontemi ile

(Sekil 4.2) in vitro kiltire alinmustr.
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Sekil 4.1. Tek Tek Acma Yontemi ile binokiler mikroskop altinda ¢ikarilan Aydin
Siyahi x S. torvum ve Kemer x S. torvum embriyolarindan gelistirilen
bitkicikler

Sekil 4.2. Dogrudan Ekim Yontemiyle in vitro kultire alinan Aydin Siyahi x S.
torvum ve Kemer x S. torvum tohumlarindan olusan bitkicikler

Aydin Siyah1 x Solanum torvum ve Kemer x Solanum torvum
melezlemelerinden in vitro kosullarda embriyo kurtarma teknigi uygulanarak
saghkli bitki, anormal bitki ve gelismeyen embriyo durumlar: belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Bitkiye donusim oranlar1 (%) acisindan hasat tarihi istatistiksel
olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir. Cesitlerin etkisi ve hasat tarihi X ¢esit
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interaksiyonun bakimindan ise istatistiksel olarak onemli fark saptanmamistir
(Cizelge 4.2). Hasat tarihi bakimindan en yiiksek bitki eldesi 35. glinde Kemer x
Solanum torvum melezinden % 90.83, Aydin Siyah1 x Solanum torvum melezinden
% 78.75 oraninda bitkiye dénusim elde edilmistir. En disuk bitkiye dénusim ise
25. gun hasatlarindan elde edilmistir.

Ozellikle dayaniklilikla ilgili 1slah calismalarinda yabani tiirlerden gen
aktarimi konusunda turler arast melezlemelerde sorunlarla karsilasilabilecegi ifade
edilmistir. Baz: tlrlerde melezlemeden 6 ile 25 giin sonra embriyo aborsiyonu
gorulebildigini bildirilmektedir. Fakat embriyo kilturt yontemi ile bu sorunun
Ustesinden basar1 ile gelinebildigini vurgulanmigtir. Hibrit embriyo abosiyondan
once in vitro kiltire alimp kurtarilabilecegini bildirilmektedir (Kalloo, 1986;
Hatipoglu, 1993; Emiroglu ve Gdrel, 1993). Bizim ¢alismamizin sonuclar1 yapilan
bu calismalarla uyum icersindedir. Aydin Siyah1 x S. torvum ve Kemer x S. torvum
melezlemelerden elde edillen meyvelerde embriyo kurtarma yontemiyle her iki
kombinasyon igin en uygun zamanin tozlamadan sonra 35. gin oldugu
belirlenmistir. Turler arasi melezlemelerden elde edilen meyvelerin tamaminda,
tohumlarin ya cok az endosperme ya da tamamen endospermsiz oldugu
gozlenmistir. Embriyo kurtarma yoénteminin tir ici veya tirler aras1 uyusmazlik
problemi olan melezlemerde bitki eldesinde kullanilabilecek in vitro teknik

oldugunu soyleyebiliriz.

Cizelge 4.1. Solanum melongena x Solanum torvum melezlerinin in vitro
kosullarda embriyo kurtarma teknigi ile bitki eldesi

Aydin Siyahi x Solanum torvum Kemer x Solanum torvum
Embriyo - — - =
kurtarma Toplam| Geligmeyen | Anormal |Saglikli| Toplam | Geligmeyen | Anormal |Saglikl
embriyo bitki bitki embriyo bitki bitki
25.9Un | 4o 9 12 19 40 21.8 2.2 16
30.gtn | 49 8 75 | 245 | 40 6.8 0 33.2
35.9Un | 4o 45 4 315 | 40 2.33 133 | 36.33
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Cizelge 4.2. Solanum melongena x Solanum torvum melezlerinin in vitro
kosullarda embriyo kurtarma ile bitkiye donlisum ytzdeleri

. Bitkiye donusim (%)
Embriyo kurtarma Hasat tarini
Cesit 25 30 35 Ort
Aydin Siyahi x %47.5 %61.25 %78.75 52 59
Solanum torvum (33.23%) (51.56) (62.91) '
Kemer x Solanum %40 %83 %90.83 5833
torvum (38.69) (67.44) (75.89) '
Ort 40.53 b 61.49 a 69.40 a

Prob>F: Hasat tarihi, 0.0021; Cesit, 0.0178; Cesit*hasat tarihi, 0.3221
: Varyans analizi igin ortalama % degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmig halidir.

Aydin Siyah1 x Solanum torvum ve Kemer x Solanum torvum
melezlemelerinden in vitro kosullarda dogrudan ekim teknigi uygulanarak
cimlenen tohum sayilar: belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bitkiye donusiim oranlari (%)
acisindan hasat tarihi ve cesitlerin etkisi istatistiksel olarak énemli oldugu tespit
edilmistir. Hasat tarihi x gesit interaksiyonun bakimindan ise istatistiksel olarak
onemli fark saptanmamistir (Cizelge 4.4). Hasat tarihi bakimindan Kemer X
Solanum torvum melezinden 30. gunde (% 16.53), Aydin Siyahi x Solanum torvum
melezinden 35. glinde (% 14.53) en ylksek bitkiye donlsim elde edilmistir. En

dusiik bitkiye dénusim ise 25. gun hasatlarindan elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Solanum melongena x Solanum torvum melezlerinin in vitro
kosullarda dogrudan ekim yontemiyle bitki eldesi

Aydin Siyahi x Solanum Kemer x Solanum torvum
torvum
DOgl:Jn?an Petrideki | Cimlenen tohum Petrideki Cimlenen tohum

tohum sayisli tohum sayisi sayisl
sayisli

25. gln 52 33 1 56.86 86

30. gln 38.58 483 50.77 11.30

35. giin 37 63 6.75 5171 1029
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Cizelge 4.4. Solanum melongena x Solanum torvum melezlerinin in vitro
kosullarda dogrudan ekim yontemiyle bitkiye donlsim yizdeleri

Dogrudan Bitkiye donlisim (%)
ekim Hasat tarihi

Cesit 25 30 35 Ort

éﬁ?;ﬂusr:]yah' X %1.94 %11.29 %14.53 18.39 b
(7.97) (18.67) (21.87) '

torvum

Kemer x o
610.31 %16.53 %15.97

Solanum (16.90) (23.22) (22.86) 22.63a

torvum

Ort 12.43*b 20.94 a 22.36 a

Prob>F: hasat tarihi, 0.0001; Cesit, 0.0331; Cesit*hasat tarihi, 0.6581
: Varyans analizi igin ortalama % degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmis halidir.

4.1.3. Cigek tozu ¢im borusu buyimesinin incelenmesi ile ilgili sonuglar
Tozlamadan sonra déllenmenin olmamasinin yada ¢ok distik olmasinin
nedenini anlamak ve ¢igek tozu ¢im borusu buyiimesini incelemek amaciyla,
tozlamadan sonra 72 saat boyunca her 6 saatte bir her bir melez kombinasyondan
4’er adet cigek ornekleri alinarak tespit ¢ozeltisi igerisine konulmus ve mikroskop
incelemelerine kadar bozulmadan muhafazaya alinmistir. Aydin Siyahi x Solanum
torvum giceklerinde tozlamadan 30 saat sonra sonra gicek tozu ¢im borular
yumurtaliga ulasirken, Kemer x Solanum torvum ciceklerinde tozlamadan 24 saat
sonra sonra gicek tozu ¢im borulari yumurtaliga ulasmistir (Cizelge 4.5 Sekil 4.3).
Yumurtalikta alinan boyuna ve enine kesitlerde (Sekil 4.4), Kemer x Solanum
torvum cigekleri 30 saat sonra dollenmeye baslamis, Aydin Siyahi1 x Solanum
torvum ciceklerinde de déllenme 30 saat sonra baslamasina ragmen daha sonraki
saatlerde alinan gigeklerde doéllenme sorunlari goriilmektedir (Cizelge 4.6).
Pessarakli ve Ramdane (2004), canli polenin ¢imlenme kapasitesi; cevre
kosullari, ¢imlenme ortamindaki besin miktarlari, ortamin nemi sicakligi, hava
basinci ve pH, in vitro’daki polen ¢imlenmesini etkiledigini, eger bunlar ortamda
yeterli degil ise polen canlihig: ylksek bile olsa ¢imlenmenin gerceklesmedigini
bildirmektedir. Jaiki ve Chin (2007), Solanum torvum’un polenlerinin gimlenme ve
polen tupl gelisimi acisindan pathcan pistillerinde herhangi bir engelleme ile
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kasilasiimadigi ancak tersi durumda Solanum torvum’un stillerinde patlicanin polen
tiplerinin engellendigi bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizin sonuglart yapilan bu ¢alismalarla uyum icersindedir.
Ayrica tlrler arast melezlemelerde cesitlerin tozlanma ve déllenmeye birbirinden

farkli tepkiler verdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Solanum melongena x Solanum torvum cigeklerinde tozlamadan sonra
cicek tozu ¢im borularinin ilerlemesi

Aydin Siyahi x S. torvum Kemer x S. torvum
Disicik . . :
Saatler bo?usu Gigek tozu ¢im Disicik borusu glgek tozu
uzunlugu bOI’?SU uzunlugu (pMm) ¢im b?rusu
(M) uzunlugu (uUM) uzunlugu (uMm)
6 9817,95 4299,31 8693,10 2919,45
12 9594,74 5864,48 8654,52 6001,11
18 9574,59 5971,31 11435,39 8143,65
24 10344,35 9410,04 8477,56 8477,56
30 9250,41 9250,41 9624,69 9624,69
36 9861,51 9861,51 8730,15 8730,15
42 10208,77 10208,77 9052,86 9052,86
48 11242,86 11242,86 9825,12 9825,12
54 10635,33 10635,33 8891,18 8891,18
60 10445,03 10445,03 8854,38 8854,38
66 10928,70 10928,70 9551,09 9551,09
72 10847,73 10847,73 8282,47 8282,47
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Cizelge 4.6. Tozlamadan sonra farkli saatlerde alinan Solanum melongena x

Solanum torvum cigeklerinin déllenme durumu

Aydin Siyahi x S. torvum Kemer x S. torvum
Cicek tozu .
Saatler | Kesitler K cim ) Gigek tozu )
c Dollenme ¢im borusu Dollenme
S borusu girisi
girigi
6 Boyuna 1 - - - -
kesit 2 - - - -
Enine kesit ; i
12 Boyuna 1 - - - -
kesit 2 - - - -
Enine kesit ;
18 Boyuna 1 - - - -
kesit 2 - - - -
Enine kesit ;
24 Boyuna 1 - - - -
kesit 2 - - - -
Enine kesit ; +
30 Boyuna 1 - - < +
kesit 2 + + - -
. . 1 - - + -
Enine kesit 5 + " ) )
36 Boyuna 1 - - + +
kesit 2 - - + +
: : 1 - - + +
Enine kesit 5 ] ] N +
42 Boyuna 1 + - + +
kesit 2 + - + -
. . 1 + + - -
Enine kesit > ) ) + )
48 Boyuna 1 - - + +
kesit 2 + - + +
. . 1 + + + +
Enine kesit 5 + ) + +
54 Boyuna 1 + + + +
kesit 2 + + + +
. . 1 - - + +
Enine kesit > + + + +
60 Boyuna 1 + + + +
kesit 2 + + + +
. . 1 + + + +
Enine kesit 5 + + + +
66 Boyuna 1 + + + +
kesit 2 + + + +
. . 1 + + + +
Enine kesit > + + + +
72 Boyuna 1 + + + +
kesit 2 + + + +
. . 1 + + + +
Enine kesit 5 + + + +

Not: +: var - yok
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Avdm Sivah1 x S forvum (30 saat) Kemer x 5. torvum (24 saat)

Sekil 4.3. Solanum melongena x Solanum torvum g¢igek tozu ¢im borularinin
sirasiyla stigma, disicik borusu ve yumurtalik girisindeki durumu
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Sekil 4.4. Aydin Siyahi1 ve Kemer ¢esitlerinin yumurta hticrelerinin dollenmesi

4.14. Cicek tozu canhhk ve c¢imlenme oranlarimn belirlenmesi ile ilgili
sonuglar

Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ve Solanum torvum’da gigek tozu canlilig
ve cimlenmesi agisindan (Sekil 4.5) istatistiki farkin  6nemli olmadig:
belirlenmistir. En yuksek polen canlihgi Kemer (% 70.4) cesidinden en yiksek

polen cimlenmesi Solanum torvum’dan (% 22.8) elde edilmistir (Cizelge 4.7).
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v .T%i"l'_ -._;' l"_ .-.h..;';"?i...l_ .

Sekil 4.5. Aydin Siyahi, Kemer gesitleri ve Solanum torvum’da cicek tozu canlilik
ve ¢imlenmesi

Cizelge 4.7. Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum’un polen ¢imlenme ve
canlilik yuzdeleri

Cesitler Cicek Tozu Cimlenmesi (%) | Cicek Tozu Canliigi (%)
Aydin Siyahi 20.8 (20.9) 62.7 ab (58.5)
Kemer 22.4 (28.2) 70.4 a (55.4)
Solanum torvum 22.8 (28.1) 56.4 b (50.9)

LSD 9.306 OD 7.795 OD

(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gdsterilmistir.
(2): O.D.: Onemli Degil.. ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
(3): Parantez icinde ytizde degerlerin transforme edilmis hali gosterilmistir.
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4.1.5. Melez bireylerin fertilite durumlarinin arastirniimasi

Elde edilen melez bireylerin (Kemer x Solanum torvum ve Aydin Siyahi X
Solanum torvum) morfolojik goézlemleri yapilmistir (Cizelge 4.8). Bu melez
bireylerde hem kendileme hem de geriye melezlemeler [(Kemer x Solanum
torvum) x Kemer ve (Aydin Siyahi x Solanum torvum) x Aydin Siyahi] yapilmig
ancak meyve olusmamistir (Sekil 4.6). Melez bitkilerin cicek yapis1 ve rengi,

yaprak yapisi ve bitki gelisimi Solanum torvum ile kiyaslanmistir (Sekil 4.7).

% & ]

Sekil 4.6. (Kemer x Solanum torvum) x Kemer griye melezleme
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S.melongenax 5. torvim melez 5. torvum

Sekil 4.7. Solanum melongena x Solanum torvum melezi ile Solanum torvum’un
bitkisel 6zelllikleri
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Kemer x Solanum torvum melezi ile Aydin Siyahi x Solanum torvum
melezi bitkiler yaprak rengi disinda birbirlerine benzerdir. Kemer x Solanum
torvum melezi bitkilerin yaprak rengi Kemer cesidine benzemistir. Bu melez
bitkiler Solanum torvum bitkilerine yaprak sekli, dikenlilik, tlylulik, ciceklenme
(Sekil 4.8), calimsi gelisim yonunden, Solanum melongena’ya da ¢igek rengi ve
blyuklugu, diken rengi, bitki gelisimi yoninden benzemistir. Ancak elde edilen bu
melez bireyler kisir olmustur.

Bletsos ve ark. (1998); Bletsos ve ark. (2000), patlicanin kiltir formu
icerisinde Verticillium’a dayaniklilik acisindan genetik cgesitlilik sinirhdir. Bu
nedenle, yabani turlerinden bu hastaliga kars1 dayanikli olan Solanum torvum ve
Solanum sisymbriifolium’dan dayaniklilik genlerinin kiltir formun aktarilmas:
gerekmektedir. Kultlr cesitleri ile yabani tlrler arasinda yapilan melezlemelerde
sadece 'Langada’ x S. torvum melezinden F1 hibrit elde edilebilmistir. Bu F;
hibritin morfolojik olarak S. torvum’a benzedigi ancak steril oldugu tespit
edilmistir. Kolhisin uygulamasinin sterilitenin kaldirilmasinda basarili olmadig:
bildirilmistir. Collonnier ve ark. (2001), bakteriyel ve fungal solgunluklara karsi
dayaniklilik ise somatik hibridizasyon yontemi ile basarili bir gsekilde
aktarilmaktadir. Fakat elde edilen hibritler steril olabilmekte veya morfolojik
olarak kiltir formundan uzaklagmaktadir. Bu durumda devreye geriye melezleme
yoéntemi girmektedir. Jarl ve ark. (1999), Solanum melongena ile Solanum torvum
arasinda protoplast fiizyonu yaparak somatik hibritleri elde etmislerdir. ki tur
arasinda uyusmazligi kaldirmak igin Solanum torvum’un protoplastlarina 1sin
uygulamiglar, boylece fertil bireyler elde edilebildigini tespit etmislerdir. Tarla
kosullarinda Verticillium’a toleranslik gdsteren toplam 12 bitkinin islah programina
dahil edildigini bildirilmislerdir.

Yapilan ¢ok sayida arastirmalarla benzer sonuglar elde edilmistir. Turler
arasi1 melezlemelerde (yabani formlarla melezlemelerde) uyusmazlik problemiyle

karsilasilabilmektedir.
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EKemer x Selamum torvum melezi Avdin Sivalu x Solanum torvim melezi

Sekil 4.8. Calismada kullanilan bitkilerin cicek gérintimleri

4.1.6. Embriyogenik kallus eldesi icin uygun ortam denemeleri ile ilgili
bulgular

Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum‘un déllenmis yumurta hticreleri 1
mg/l 2,4 D + 0,5 mg/l BAP, 1 mg/l 2,4 D + 1 mg/l BAP, 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4
D ayrica Solanum torvum icin 3 mg/l BAP iceren MS ortaminda 5 tekerriir her
tekerrurde 5 petri olacak sekilde yerlestirilmistir. Deneme sonucunda 1 mg/l Kin
uygulamasinin Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum‘un dollenmis yumurta
hiicrelerinden kallus eldesinde basarili oldugu tespit edilmistir. (Cizelge 4.9 Sekil
4.9). En yiksek kallus eldesi ise 1 mg/l Kinetin uygulanan Aydin Siyahi ¢esidinden
(% 84) elde edilmistir.

Patlicanda farkli eksplant kaynaklar1 kullanilarak kallus indiiksiyonu icin

yapilan calismalarda, eksplant kaynagina gore degisen oksin ve sitokinin
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dozlarinda basarili olunmustur. Kantharajah ve Golegaonkar (2004), Patlican,
genel olarak morfogenezise ve 0Ozellikle de somatik embriyogenesise oldukca
misait oldugunu vurgulanmistir. Genotip, eksplant tarl ve vyeri, biyime
regllatorleri, poliaminler ve diger bazi faktorlerin somatik embriyogenesisi
etkiledigi bildirilmigtir. Cogu arastirma somatik embriyogenesisin indlksiyonu,
gelisimi ve olgunlagmasi (zerine yogunlastigi belirtilmistir. Rahman ve ark.
(2006), Solanum melongena L.'nin kotiledon ve mibrid eksplantlarindan somatik
embriyolar elde edildigini bildirmislerdir. Kallus induksiyonu igin, ortama tek
basina veya BAP ile farkli konsantrasyonlarda oksin ile ilave edildigini
belirtmislerdir. En iyi kallus oraninin % 83-85'lik, 2.0 mgl/ NAA + 0.05 mg/1
BAP iceren MS ortaminda kultirlenen her iki eksplanttan elde edildigini
bildirmislerdir. BAP, GA3, NAA ve Zeatin ile takviye edilen MS ortamina
kalluslar aktarildiktan sonra, somatik embriyogenesis ve sirgin olusumunun
saglandigi belirlenmistir. Kotiledon tirevi kalluslar, 2.0 mg/l Zeatin + 1.0 mg/1
BAP'a sahip olan MS ortaminda alt kilturlendiginde rejenerasyon igin daha iyi
performans (% 82) gosterdigi tespit etmislerdir. Swamynathan ve ark (2010),
Solanum melongena'nin (Thengaithittu ¢esidinin) in vitro rejenerasyonunun tespit
etmislerdir. Olgun tohumlarin embriyolari, kotiledon ve strgln eksplantlar: farkl:
konsantrasyonlarda NAA, kinetin, 2,4-D, TDZ ve BAP kombinasyonlar: ile
takviye edilmis MS ortamina aktarmiglardir. Kotiledon kulturleri tek basina NAA
(10.6 mg/l) ilave edilmis ortamda kallus Uretimi icin oldukca verimli oldugonu
belirlemislerdir. Bununla birlikte, embriyo eksplant kiltirleri, kallus Uretiminde
NAA (8.0 mg/l) ve Kinetin (0.1 mg/l) ile takviye edilen MS ortaminda
embriyogenesis icin iyi yamtlar verdigini belirlemislerdir. Strgln kiltiriine
tepkinin distk oldugunu tespit etmislerdir. NAA varliginda, embriyo ve kotiledon
kultlrleri sirastyla % 40 ve % 80 oraninda yanit gosterdigini bildirmislerdir.
Yapilan kallus indlksiyonu c¢alismalarinda oksin ve sitokinin farkh
oranlarda kullanmiminda basarili sonuglar alinirken bizim ¢alismamizda ise kallus

indlksiyonu igin farkli ortamlar denemis ve 1 mg/l Kinetin uygulanan MS
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uygulamasindan embriyogenik kalluslar elde edilmistir. Bilindigi lzere bitkinin
bitin kisimlarindan kallus elde edilebilir ancak rejenere Kkabiliyeti yiiksek,
embrogenik kalluslar gogunlukla gametik hiicrelerden elde edilmektedir. Patlicanda
dollenmis yumurta hicrelerinden embriyogenik kalluslarin elde edilerek protoplast
flzyonuna rejenere kabililiyeti ylksek hiicrelerle baslanmasi: amaglanmustir.

Sekil 4.9. Solanum melongena ve Solanum torvum’un ddllenmis yumurta
hicrelerinin 1 mg/l Kinetin ortaminda kallus geligimi
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Cizelge 4.9. Farkli ortamlarda Solanum melongena ve Solanum torvum’un
doéllenmis yumurta hucrelerinden kallus gelisimi (mg/I)

Cesitler Ortamlar KUIthe alinan Kallus Olugumu
petri sayisi petri %
124D+0.5BAP 25 5 20
Aydin 12.4D+1BAP 25 4 16
Siyahi 124D 25 5 20
1 Kin 25 21 84
124D +0.5BAP 25 5 20
Kemer 124D +1BAP 25 3 12
124D 25 3 12
1 Kin 25 17 68
124D+ 0.5BAP 25 - -
124D+ 1BAP 25 - -

Solanum

torvum 1 Z'Af D 25 - .
1 Kin 25 19 76
3 BAP 25 9 36

Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinin yapraklar: sera igersinde yetistirilen
bitkilerden, Solanum torvum’un ise acikta yetistirilen bitkilerden alindigi igin
Solanum torvum’da enfeksiyonlu petri sayis1 oldukca yiksek c¢ikmustir (Cizelge
4.10). Buna ragmen rejenerasyonu kultur gesitlerine gore daha zor olan Solanum
torvum’dan istenilen 6zellikte kalluslar elde edilmistir (Sekil 4.10). Diger 6nemli
nokta ise caligmada kullanilan tum genotipler icin YDA eksplantlar: i¢in 1.5 mg/I
2,4 D + 0,1 mg/l BAP, YDU eksplantlar igin 2 mg/l 2,4 D uygulamalar: daha
basarili  bulunmustur. En Ylksek kallus eldesi ise Kemer cesidinin YDA
eksplantlarinin 1.5 mg/l 2,4 D + 0,1 mg/l BAP ortamindan saglanmistir (% 40).

Kantharajah ve Golegaonkar (2004), Patlican, genel olarak morfogenezise
ve Ozellikle de somatik embriyogenesise oldukga musait oldugunu vurgulanmastir.
Rahman ve ark. (2006), Solanum melongena L.'nin kotiledon ve mibrid
eksplantlarindan somatik embriyolar elde edildigini bildirmiglerdir. Kallus
induksiyonu igin, ortama tek basina veya BAP ile farkli konsantrasyonlarda oksin
ilave edildigini belirtmislerdir. Swamynathan ve ark (2010), Solanum

melongena’nin (Thengaithittu ¢esidinin) olgun tohumlarin embriyolar1, kotiledon
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ve sirgiin eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda NAA, kinetin, 2,4-D, TDZ ve
BAP kombinasyonlar: ile takviye edilmis MS ortamina aktarmislardir. Kotiledon
kiltarleri tek basina NAA (10.6 mg/l) ilave edilmis ortamda kallus Gretimi icin
oldukga verimli oldugonu belirlemislerdir. Bununla birlikte, embriyo eksplant
kiltarleri, kallus Uretiminde NAA (8.0 mg/l) ve Kinetin (0.1 mg/l) ile takviye
edilen MS ortaminda embriyogenesis icin iyi yanitlar verdigini belirlemislerdir.
Sonuclar literattrlerle uyum igersindedir. Fakli miktardaki oksin ve
sitokinin dozlarinda kalluslar elde edilmistir. Elde edilen kalluslar protoplast

flzyonunda kullanilmustir.

Cizelge 4.10. Solanum torvum, Kemer ve Aydin Siyahi cesitlerinin geng
yapraklarindan kallus eldesi

Toplam | Enfeksiyon Enfeksiyon ve Kallus
Uygulama petri olugsumu kallus olugumu olugsumu

sayisl adet % adet % adet %
gtéL%A 26 26 100 - - - -
f_t;;[’)f[) +0.1BAP 27 21 | 777 2 7.4 4 14.8
g;;%u 26 24 | 923 - - 2 7.7
f.téth,)4UD +0,1 BAP 25 24 96 1 4 i )
%‘?ABDA 27 16 |59.3 5 55.6 6 22.2
’?édz'j;%ﬁ o1gap | 13 | 52| 5 20 7 | 28
g/;ggoo 26 14 |538| 3 11.5 9 | 346
f}édz'LDDUJr o1gap | 26 18 |692| 8 | 308 | - :
g‘;ﬂgDA 25 6 | 24 | 14 56 5 | 20
T.‘;”;"IDDﬁ 01BAP 25 12 | 48 3 12 10 | 40
g‘;’;gDU 27 12 |444a| 6 222 | 9 | 333
T‘;”;ZS Li 0.1BAP 26 7 |269]| 15 57.7 4 | 154
Toplam 311 193 62 56
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1.5 mg/l 2.4D + 0.1 mg/l BAP 2 mg/l 2,4D

Sekil 4.10. Yaprak ekplantlarindan kallus gelisimi

4.1.7. Pathcanda anter kultird protokolinun arastiriimas ile ilgili sonuclar

Anter kulttrd calismalarina 2012 yili bahar yariyilinda Dumas de Vaulx ve
ark. (1982)’na gore baslanmistir. Bu dénemde Solanum torvum’dan kallus ve bitki
eldesi saglanamamstir. Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinden ise sadece kallus
gelisimi saglanmustir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Aydin Siyahi ¢esidinin R ortaminda kallus gelisimi
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Sekil 4.12. Kemer cesidinin R ortaminda kallus gelisimi

Anter kulturt calismalarina 2014 yili yaz déneminde Dumas de Vaulx ve
ark. (1982), ve CP ortamlarinda kulture alinan antelerden en yiksek kallus gelisimi
R ortaminda Aydin Siyahi gesidinden (% 26.65) elde edilmistir (Cizelge 4.11). CP
ortaminda hichir genotipten kallus ve bitki elde edilmemistir. Tim genotiplerden
elde edilen kalluslarin biyuklikleri gogunlukla ¢ok kiglk (1) olmustur (Cizelge
4.12). Kallus tipi ve rengi bakimindan en fazla kalluslar kompakt-beyaz
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gorinimiinde olmuslardir (Cizelge 4.13). Bu donemde hicbir ortamda bitki

olusmamustir.

Cizelge 4.11. Pathcan genotiplerinde 2014 yaz déneminde anter kilttrinden elde
edilen sonuglar

Kultdre I
il ortaml Alinan Kallus Olugsumu OIE;t:rlnu
Cesitler rtamlar | a ey
Sayisi
(adet) (%) (adet) (%)
; R 434 107 26.65 = -
Aydin Siyahi cp 93 - - - -
Kemh R 450 114 25.33 - -
CP 89 - - - -
Solanum torvum R 144 5 3.47 - -
Cizelge 4.12. 2014 yaz doneminde anter kilturiinden elde kallus biytklikleri
. Kallus Buyuklugu
Cesitler Ortamlar
1 2 3 4 5
Aydin Siyahi R 71 17 I 9 3
CcP - - - - -
Kemer R 92 6 3 5 8
CP - - - -
Solanum torvum R 5 - - - -
Not: 1 ¢ok kiicuk; 2 kiglik; 3 orta; 4 blyik; 5 cok blyuk
Cizelge 4.13. 2014 yaz déneminde anter kilturiinden elde kallus tipi ve rengi
Kallus Tipi ve Rengi
| g s |s4ls. |5, £_|%
Gesitler 5 2:5|o8|2t % o8 % | 2% 28| amad
5 53 50089500 |S5C|SPELIED
O 2 R8N >N@L>|D>1538|c>|ca
a o |0 o VA
Aydin Siyahi R ' > 3 ' ~ > 38 | 57
CP | - - - - - - - -
Kemer R - 3 - 4 2 | 1| 7 |99
CP - - - - - - - -
Solanum torvum R - - - - 1 - - 3
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Aydin Siyahi, Kemer ve Solanum torvum’un serada 2014 yih guz
peryodunda yetistirilen bitkilerinden izole edilerek kiltire alinan anterlerde yapilan
gozlemler sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.14.’de verilmistir. Bu dénemde
anter kaltira calismalarinda, Dumas de Vaulx ve ark. (1982) ve CP regenerasyon
ortamlarinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve tamamen karanlik kosullarda
denenmigtir. Her gicek tomurcugundan ¢ikan anterler CP ve C ortamlarina birer
petriye yerlestirilmistir. C ortanimda anterler inkiibatérde karanlikta 35 °C’de 8
giin bekletilmistir. Daha sonra petriler 25 °C’de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
kosullara alinmistir. Anterler 13. giin sonra C ortamindan R ortamina aktarilmistir.
R ortaminda embriyolar olusmaya baslayinca V3 ortamina aktaridmistir. V3
ortaminda bitkiler olustuktan sonra tuplere oradan da dis ortama alistirilarak
aktarilmistir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). CP ve R ortamlarinda Solanum torvum,
Aydin Siyah1 ve Kemer cesitlerinin 10’er petri aliminyum folye ile sarilarak
karanlikta kallus gelisimi incelenmistir.

Farkli ortam ve kosullarin denendigi calismada her genotiplerden belli
miktarlarda kallus olusumu goértlmustir. En yuksek kallus olusum oranlar
karanlik kosullarda R ve V3 ortamlarinda yerlestirilen Aydin Siyah: ve Kemer
anterlerinden elde edilmistir (sirastyla % 30.9 ve % 29.8). Solanum torvum’dan ise
sadece R ortaminda % 7.2 oraninda kallus olusmustur. CP ortaminda Kemer ve
Aydin Siyahi gesitlerinden az sayida kallus elde edilmistir (Sekil.4.15) Anter
kultiriinde direkt olarak embriyo olusumu gerceklesebildigi gibi bazen kallus
olusumunun ardindan embriyo olusumu gerceklesebilmektedir. Bu dénemde elde
edilen bitkilerin tamami kallus olusumunun ardindan gergeklesmistir. En yiksek
bitki eldesi R ortaminda Aydin Siyahi cesidinden elde edilmistir (% 4.6). Bunu
Kemer cesidinin karanhk kosullarda R-V3 ortamindaki anterler takip etmistir (%
1.3). Kemer cesidi R oartaminda % 1.2 oraninda embriyo olusum oram elde

edilirken, bitkiye dénisiim oran1 % 0.8 olmustur.
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Cizelge 4.14. Patlican genotiplerinde 2014 giz doneminde anter kiltiirtinden elde

edilen sonuglar

Kultture Kallus Embriyo Bitki
: Alinan Olugsumu Olugsumu Olugsumu
Cesitler Ortamlar A
nter
Sayist | adet % adet | % | adet | %
R 560 138 24.6 - - 26 4.6
R-V3
Aydin Karanlik 333 103 30.9 - B - -
Siyahi CP 773 1 0.13 - - - -
CP-
Karanlk 55 B ) B ) - -
R 592 123 20.8 7 1.2 5 0.8
 ° 319 95 | 29.8 g ’ 4 |13
Kemer Karanlik
CP 805 4 0.5
CP-
Karanlik 51 9 17.6 - " - -
R 292 21 7.2 - - N N
R-V3 51 p ] i ] ] ]
Solanum | Karanlik
torvum CP 70 - - - - : -
CP-
Karanhk 45 B ) B : - -

Karanlik kosullardaki R-V3 ortamlarindaki anterlerden 16 saat aydinlik/8
saat karanlik kosullardaki R-V3 ortamlarina kiyasla daha buyik kalluslar elde
edilmistir. Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinin her iki ortamda olusan kalluslarinin
blyuklikleri daha homojen bir dagilim gostermistir (Cizelge 4.15). Farklh
ortamlardan elde edilen kalluslarin buytkltkleri cogunlukla ¢ok kiguk (1)
olmustur. Kallus tipi ve rengi bakimindan kalluslarin biylk c¢ogunlugu ya
kompakt-beyaz ya da dagilgan beyaz gériniminde olurken karanlik kosullardan

elde edilen kalluslarin ¢cogu dagilgan beyaz oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.15. 2014 glz doneminde anter kiltirinden elde edilen kallus

buyuklikleri

Ces Ortamlar I > 3 2 5
R 68 27 10 9 23
Aydin Siyahi R-V3 Karanlik 9 5 3 9 25
CP 1 - - - -
CP- Karanhk - - - - -
R 72 16 13 4 22
Kemer R-V3 Karanlik 2 8 4 3 16
CP 4 - - - -
CP- Karanhk 2 3 3 1 -
R 18 3 4 3 9
R-V3 Karanlik - - - - -

Solanum torvum
CP - - - - -
CP- Karanhk - - - - -

Not: 1 ¢ok kiicuk; 2 kiigiik; 3 orta; 4 bulyik; 5 cok blyuk

Cizelge 4.16. 2014 glz doneminde anter kultirinden elde edilen kallus tipi ve

rengi
Kallus Tipi ve Rengi
%"‘ = N N —_
. c o c | L ko] T o @© o
Cesitler Ortamlar EX - 5S> 88 |S= g§ E‘ o
S0 S| oY ED|E QIEXI| 5| 3
c ol = S >| oa|o O m o A
o o)) No| XY X XY O c )
© o | D
o
Avdin R 28 6 11 56 27 1 9 5
y R-V3 Karanlik 51 - - - - - _
Siyahi cpP - - - - 1 - - -
CP- Karanhk - - - - - - - R
R 33 2 10 45 28 5 1 3
Kemer R-V3 Karanlik 26 - - 5 - 2 -
CP - - - 1 3 - - -
CP- Karanhk - - - 9 - - - R
R 9 4 3 3 2 - - -
Solanum R-V3 Karanlik - - - - - _ -
torvum CP - - - - - - - R
CP- Karanhk - - - - - - - R
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Sekil 4.13. Aydin Siyahi1 ve Kemer gesitleri_nde anter kaltard ortamindan (Dumas
de Vaulx ve ark. 1982’e gore) elde edilen kallus ve bitkiler

Sekil 4.14. Anter kultlrtyle olusan bitkile1§ ortama aligtirma
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Sekil 4.15. Solanum torvum, Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinin anterlerinin farkl
ortam ve kosullardaki kallus gelisimi

2014 y1h anter kalttra calismalarinda Aydin Siyahi ve Kemer ¢esitlerinden
bitki elde edilmesine ragmen yeterli olmadigi igin 2015 yilinin yaz ve glz
donemlerinde tekrar denenmistir. Patlican anter kultirinde CP ortaminda hicbir
basarili sonug elde edilmediginden tekrar denenmemistir.

2015 yaz doneminde Aydin Siyahi ve Kemer cesitlerinin anter KkiltirQ
calismalart Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’na gore yapilmistir. Yaz déneminde
yeterli sayida anter petrilere yerlestirilmesine karsin kallus gelisimi distk oldugu
gibi hig bitki olusmamstir. Yaz déneminde serada yetistirilen patlican bitkilerinde
alinan anterler, kiltir ortaminda gelismeye birakildiklarinda; gelisme olarak kabul
edilen olgu, anterlerin kiltir ortamina alindiktan sonra siserek farklilagsmalari veya
bozulma, kuruma olmaksizin canhliklarini stirdirmeleri olarak degerlendirilmistir.
Kemer cesidinin anterlerinin % 4.8’i gelisirken, aydin Siyahi cesidinin % 3.2’si
gelismistir. Benzer sekilde en yiksek kallus eldesi % 4.5 ile Kemer cesidinden
olurken, Aydin Siyahi ¢esidinin ise % 2.5 olmustur (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. Aydin Siyahi1 ve Kemer cesitlerinin 2015 yaz ddneminde anter
kaltarinden elde edilen sonuclar

l;\lljll;l;;e Geligen anter Kallus Bitki
i sayisl Olusumu Olusumu
Cesitler Anter y $ $
Sayisi adet % adet % adet %
Aydin Siyahi 761 24 3.2 19 2.5 - -
Kemer 1445 70 4.8 65 4.5 - -

2015 yili giz déneminde anter Kkiltiri calismalarinda modifiye edilmis
Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’e gbre Aydin Siyahi ve Kemer cesitleri ile tekrar
denenmistir. Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’de bildirilen C ortamimin 3 farkh 2,4

D, Kinetin ve sakkaroz dozlari denenmistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Anter kolturinde kullanilan modifiye edilmis C, R ve V3
ortamlarinin icerikleri

icerikleri

C ortami

+ 5 mg/l 2.4-D +5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar

Ortamlar | + 1 mg/l 2.4-D +1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar

+ 0.01 mg/l 2.4-D + 0.01 mg/l Kinetin + 30 g/l sakaroz+ 7 g/l agar

R ortami + 0.01 g/l Kinetin + 30 g/l sakaroz + 7 g/l agar

V3 ortami + 30 g/l sakaroz + 7 g/l agar

Anter kultirt calismalarina 2015 yili giiz déneminde modifiye edilmis
Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’nin kullandiklar1 ortam, 0.01 mg/l 2.4-D + 0.01
mg/l Kinetin + 30 g/l sakkaroz ortaminda Aydin Siyahi gesidinin anter gelisim
oram % 75.2, Kemer gesidinin ise % 72.6 olmustur. Kulttre alinan antelerden en
yuksek kallus gelisimi Aydin Siyah: gesidinde % 3.3 olurken, Kemer gesidinin ise
% 2.1 olarak tespit edilmistir. Yine benzer sekilde en yliksek embriyo olusumu (%
4.23) ve bitki eldesi (% 3.78) Aydin Siyah:i ¢esidinden elde edilmistir. (Cizelge
4.19).
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Cizelge 4.19. 2015-Giiz déneminde 0.01/0.01 ortaminda anter kultirunden elde
edilen sonuglar

Kiltire Geligen Kallus Embriyo Bitki
Cesitler ,?::]nt:? Anterler Olusumu Olusumu Olusumu
Sayisi adet % adet % | adet % adet %
aydn 899 | 676 | 752 | 22 |33 | 38 | 423 | 34 | 378
iyahi
Kemer 1338 971 | 72.6 28 2.1 17 1.27 1 0.07

1 mg/l 2.4-D +1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz ortaminda Aydin Siyah:
cesidinin anter gelisim orant % 82.9, Kemer ¢esidinin ise % 77.9 olmustur. Aydin
Siyahi ¢esidinin kallus gelisimi % 34.7, Kemer ¢esidinin ise % 21.6 olmustur. En
yuksek embriyo olusumu (% 54.2) ve bitki eldesi (% 36.4) Aydin Siyahi
cesidinden elde edilmistir. Kemer ¢esidinin bu ortamda embriyo olusum orani %

21.5, bitki olusum oraninin % 14.1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. 2015-Giiz déneminde 1/1 ortaminda anter kiltiriinden elde edilen

sonuglar
Kiltire Geligen Kallus Embriyo Bitki
. Alinan Anterler Olusumu Olusumu Olusumu
Cesitler Anter
Sayisi adet % adet % adet % adet %
é_ydm 936 776 | 829 | 325 | 347 | 507 | 54.2 | 341 | 36.4
iyahi
Kemer 1290 1005 | 779 | 278 | 21.6 | 277 | 215 | 182 | 14.1

5 mg/l 2.4-D + 5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz ortaminda Aydin Siyahi
cesidinin anter gelisim orant % 85.5, Kemer cesidinin ise % 78.6 oldugu
belirlenmistir. Aydin Siyahi gesidinin kallus gelisimi % 53,1, Kemer gesidinden ise
% 34 oraninda kallus elde edilmistir. En yiiksek embriyo olusumu (% 35.7) ve bitki
eldesi (% 38.8) Kemer cesidinin anterlerinden elde edilmistir. Aydin Siyahi
cesidinin 5/5 ortaminda embriyo olusum orani % 29.1, bitki olusum oraninin ise %
28.1 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.21. 2015-Giiz déneminde 5/5 ortaminda anter kiltiriinden elde edilen

sonuclar
Kiltire Geligen Kallus Embriyo Bitki
Anterler Olusumu Olusumu Olusumu

Cesitler '?‘A!:]nt:? $ g $

Sayisi adet % adet % adet % adet %
Aydin 922 788 | 855 | 490 | 53.1 | 268 | 29.1 | 171 | 28.1
Siyahi
Kemer 1323 1040| 78.6 450 34.0 472 35.7 394 | 33.8

Farkli C ortamlarinda (0.01 mg/l 2.4-D + 0.01 mg/l Kinetin + 30 g/l
sakaroz + 7 g/l agar, 1 mg/l 2.4-D +1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz + 7 g/l agar,

5 mg/l 2.4-D +5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar) kltire alinan Aydin

Siyaht ve Kemer gesidinin anterlerinin kallus buytklukleri bakimindan oldukga

anlamli sonuglar elde edilmistir. C ortamina uygulanan 2.4 D, Kinetin ve sakaroz

dozlarinin artmasiyla hem kallus miktar1 hemde kallus irilikleri artmigtir. 5 mg/I

24-D + 5 mg/l Kinetin uygulanan C ortamindaki (5/5) Kemer cesidinin

anterlerinden cok kugik (1) kallus sayist en fazla olurken, ¢ok blyiik kalluslarin

(5) sayist en fazla 5 mg/l 2.4-D + 5 mg/l Kinetin uygulanan C ortaminda Aydin

Siyahi anterlerinden elde edilmistir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. 2015-Glz doneminde anter kiltirinden elde edilen Kkallus

blyiklukleri
_ Kallus Buyuklugu
Cesitler C ortami

1 2 3 4 5

Ayn 0.01/0.01 13 3 3 0 0
Siyahi 1 126 106 64 18 12
5/5 180 135 89 41 46

0.01/0.01 o5 1 0 1 0

Kemer 11 102 77 50 28 19
oI5 216 92 57 45 37
Toplam 662 414 263 133 114

Not: 1 ¢ok kiicuk; 2 kiiglik; 3 orta; 4 blyik; 5 cok blyuk
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Anter kultirinde olusan kalluslarin embriyogenik karekterli olmasi,
kallustan bitki olusmasini desteklemektedir. Calismanin bu déneminde anter
kultiriinden elde edilen bitkilerin olduk¢a fazla olusu, dagilgan kalluslarin fazla
olmasindan kaynaklanmaktadir. Tim uygulamalarda (0.01/0.01, 1/1 ve 5/5) ve
cesitlerde (Aydin Siyahi ve Kemer) olusan Kallluslar en fazla dagilgan tipte
olmustur. En fazla dagilgan sar1 renkli kallus 5/5 uygulamasinda Aydin Siyahi
cesidinden (163 adet)elde edilirken bunu yine 5/5 uygulamasinda Kemer cesidi
(128 adet) izlemistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. 2015-Guz doneminde anter kiltiriinden elde edilen kallus tipi ve

rengi
Kallus Tipi ve Rengi
c c cC=| c uw kv kv kv

Cesitler Cortami | S- | SN (S8 SL| & |§=|C _|S 3
o) ) o O D= | O © = E g E %) E —_
© CM G gl O > " (=] =} o o
o [a) Npn|lQoo = 4 ¥ Y O
ol S >

0.01/0.01 5 1 - - . 1 ; 1

Aydin Siyahi 11 158 7 26 5 6 3 -

5/5 163 | 104 |57 | 19 | 16 | 4 | 2 | 16

0.01/0.01 3 1 1 - - - _ -

Kemer 171 71 57 |34 | 43| 3 | 7| 4| -

5/5 128 | 19 |52 | 4 2 | 15| 4 | -

2015 gliz déneminde Ekim ay1 boyunca serada yetistirilen pathcanlardan
alinan anterden, hem direkt bitki olusumu (Sekil 4.17) hemde indirekt bitki (Sekil
4.18) olusumunda oldukca yiksek basari saglanmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil
4.21). 2015-Guz doéneminde anter kilturinden elde edilen bitkilerin viyollere
aktarilan bitki sayis1 501, araziye aktarilan bitki sayisi ise 90 adet olmustur
(Cizelge 4.24, Sekil 4.16). 1/1 uygulamasinda Kemer cesidinde bitki elde
edilemezken Aydin Siyahi cesidinden 19 bitki /n vitro ortamdan dis ortama
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aktarilmis (Sekil 4.22) ve bunlarin 6°s1 araziye sasirtilmistir. Gerek viyollere (171
bitki) gerek araziye sasirtilan (27 bitki) en fazla bitki sayis1 Aydin Siyahi ¢esidinin
1/1 uygulamasindan elde edilmistir. Bunu Kemer ¢esidinin 5/5 uygulamasi takip
etmistir (sirasiyla, viyollere 124, araziye 22 bitki).

Icerisinde olgunlasmamus cicek tozlarini (mikrospor) bulunduran anterlerin
tomurcuklardan izole edilerek in vitro kosullarda yapay besin ortamlarina alinmasi
ve burada mikrosporlardan haploid embriyolarin elde edilmesine anter kilturt ad:
verilmektedir  (Ellialtioglu, 2010). Anter kdlturlerinde asil amag, 1slah
calismalarinda homojen yapida baslangic materyali elde etmektir. Ancak bizim
calisgmamizdaki amacimiz ise pathcanda anter kultlrd protokoliniin olusturularak
Solanum melongena ve Solanum torvum arasinda somatik hibridizasyon yoluyla
elde edilebilecek bitkileri fertil dihaploid bitkilere donustirmektir. Boylelikle
somatik hibridizasyondan elde edilecek tetraploid bitkiler dihaploid bitkilere
donustirilmesi saglanacaktir. Benzer bir galismada, Rizza ve ark. (2002), patlican
ve Solanum aethiopicum gilo arasinda somatik hibritlerin anter kulturlerinden
dihaploid bitkiler elde etmislerdir. Dihaploid androjenik bitkilerde polen
canlilhiginin somatik hibritlere gére dnemli bir sekilde azaldigini tespit etmislerdir.
Ancak dihaploidlerin ¢cogunun partenokarpik meyveler Urettigini belirlemiglerdir.
Solanum aethiopicum Gilo ve somatik hibritler Fusarium oxysporum f sp.
melongenae tarafindan sebep olunan fungal hastaliga tam direng gosterdigi
bildirilmistir.

Patlicanda kultir cesitleri ve yabani tirlerde anter kultirinde ¢ok sayida
basarili ¢ahismalar yapilmistir. Ellialtioglu (2000), anter kultirinde basariy
etkileyen faktorlerin, genotip, donor bitkinin yetisme kosullari, anterlerin gelisme
kosullari, anterlere yapilan &n uygulamalar, besin ortaminin bilesimi ve yapist,
inklibasyon kosullar1 oldugunu bildirmistir. Rotino (1996), patlicanda haploid bitki
Uretimine yol acan dogal parthenogenesis olmadigini bildirmistir. Basay ve ark.
(2010), anter kalturile Bonica F; cesidi % 14.29 oraninda bitki ettiklerini, S.

torvum ve S. sodomeum tirlerinde anter kultirinde basarili olunamadigin
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belirlemiglerdir. Ayrica anter kiilturtinde genotip etkisinin yani sira dondr bitkinin
yetisme kosullarinin, anter kiiltiriinden alinan sonucu etkileyen énemli bir faktor
oldugunu tespit etmislerdir. Alpsoy ve Seniz (2007), anter kilturuyle Urfa Yerlisi
cesidinden % 3.67 oraminda bitki elde etmislerdir. Basay ve ark (2011), yaz
déneminde yetistirilen pathcanlardan elde edilen tomurcuklarla kurulan anter
kultlrtnde, embriyo olusumunun daha yiiksek oldugunu ileri stirmuslerdir. Anter
kilturd ile haploid bitkiler elde ettikten sonra, in vitro kosullar altinda dihaploid
bitkiler elde etmek i¢in 1 saat veya 2 saat boyunca % 05 ve % 1
konsantrasyonlarda kolhisin uygulamiglardir. Matsubara ve ark. (1992), tek
cekirdekli mikrospor asamasinda alinan anterleri farkli 2.4 D ve kinetin dozlar
iceren MS ortaminda kulture almiglar ve daha sonra yiiksek ve distk sicakhga
maruz birakilmiglardir. Basay ve Ellialtioglu (2013), anter kiltlrtinde kullanilan
cicek tomurcuklarinin, yesilimsi-sar1 anterleri iceren cigek tomurcuklari, petallerin
gorindr olmadigi bir cicek boyutuna es deger zaman olarak duslintlen tek
cekirdekli mikrosporun son asamasinda iken almiglardir. Ellialtioglu ve Tipirdamaz
(2000), Kemer pathican c¢esidinde tomurcuklara uygulanan soguk soku ve besin
ortamina Kkatilan aktif komirin, patlican anterlerindeki ABA miktarini azaltirken,
embriyogenesise olumlu etki yapmadigini belirlemislerdir.

Dumas De Vaulx ve Chambonnet (1982), + 35 °C’de karanlikta inkiibe
edilen anterlerden gelen bitkilerin Gretiminin, in vitro kiltiirtin ilk 8 glininde + 25
°C’de kulttre alinan anterlerle karsilastirildiginda 6nemli 6lgude artirdigini tespit
etmislerdir (sirasiyla her 100 anterde 12.0 ve 3.4 bitki, gesitli kultlr ortamlarinda
alinan veriler). Baz1 2,4 D ve kinetin konsantrasyonlarinda, sicaklik uygulamasinin
anterden bitkiye dontsumu artirdigint belirlemiglerdir. En iyi sonuglarin +35°C’de
8 glinde 0.01 mg/l 2,4 D ve kinetin uygulmasindan elde etmislerdir. Her 100
kultire alinan anterlerden 25 — 30 bitki olustugunu belirlemislerdir. Kultirden 12
giin sonra oksin icermeyen ve 0.1 mg/l Kinetin iceren yeni besin ortamina

aktarilmas: gerektigini vurgulamislardir. Anterden tlretilen bitkilerin % 15-50°si
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diploid oldugunu bildirmislerdir. Fakat ilk kiltir ortaminda 2,4 D yerine IAA
kullanim ile sadece haploid bitkiler elde edildigini belirlemislerdir.

Anter kiltrt calismalarimizin her déneminde kullanilan ve 2015 yih giiz
doéneminde biraz modifiye edilerek kullanilan Dumas De Vaulx ve Chambonnet
(1982), anter kaltur ortami, pathcanda anter kiltirt calismalarinin ¢coguna temel
teskil etmigtir. Modifiye edilmis Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’nin kullandiklari
ortamda anter kiltir ¢calismalarinda oldukga ylksek bitki eldesi saglanmistir. (her
100 anterde 36.4 bitki).

Cizelge 4.24. 2015-Guz doneminde anter kultirinden elde edilen bitkilerin dis
ortama alinmasi

) Viyollere aktarilan bitki | Araziye aktarilan bitki
Cesitler C ortami
sayisi sayisi
0.01/0.01
Aydin 1 e 6
Siyahi i e
5/5 115 22
0.01/0.01 - -
Kemer 11 72 13
5/5 124 22
TOPLAM 501 90

Sekil 4.16. Anter kultliriinden elde edilen bitkileri dis ortama alistirma
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Sekil 4.17. Anterleren direkt bitki olusumu
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Sekil 4.18. Anterlerden indirekt bitki olusumu
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Sekil 4.19. 0.01 mg/l 2.4-D + 0.01 mg/l Kinetin + 30 g/l sakaroz iceren ortamda
(0.01/0.01) patlican anterlerinin gelisimi
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Sekil 4.20. 1 mg/l 2.4-D + 1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakaroz iceren ortamda (1/1)
patlican anterlerinin gelisimi
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Sekil 4.21. 5 mg/l 2.4-D + 5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakaroz iceren ortamda (5/5)
patlican anterlerinin gelisimi
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i P N
.

Sekil 4.22. 2015 glz yariyihinda anter kiltiirinden elde edilen bitkilerin araziye
sasirtilimasi

4.1.8. Flow sitometri yontemiyle ploidy seviyesinin belirlenmesi ile ilgili
bulgular

Anter kilturinden elde edilen ve ploidi seviyesi incelenen 79 bitkiden, 60’1
haploid, 13’G diploid, 4’G triploid, 1’i tetraploid ve 1’i mixoploid olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.25). Cizelge 4.24’de ploidi seviyesi belirlenen bitkilerin
26 tanesi Aydin Siyahi 1/1, 20 tanesi Aydin Siyahi1 5/5, 23 tanesi Kemer 5-5 ve 8
tanesi Kemer 1/1 uygulamasindan elde edilmistir.
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Cizelge 4.25. 2015-giiz doneminde anter kiltirinden elde edilen bitkilerin ploidi

seyiyeleri

Kontrol Diploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Diploid
Ayd 5-5 Diploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 5-5 Triploid Ayd 5-5 Haploid Kem 1-1 Haploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 5-5 Haploid Kem 1-1 Haploid
Ayd 5-5 Haploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 1-1 Haploid Kem 1-1 Haploid
Ayd 1-1 Tetraploid | Ayd 1-1 Haploid Kem 1-1 Haploid
Ayd 1-1 Triploid Ayd 1-1 Haploid Kem 1-1 Diploid
Ayd 5-5 Haploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Diploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 5-5 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 5-5 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 1-1 Triploid Ayd 5-5 Haploid Kem 5-5 Mixoploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 5-5 Haploid Kem 5-5 Diploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 5-5 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 5-5 Haploid Ayd 5-5 Diploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 5-5 Diploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 1-1 Haploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 5-5 Haploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 5-5 Triploid Ayd 5-5 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 5-5 Diploid Ayd 5-5 Diploid Kem 5-5 Diploid
Ayd 5-5 Haploid Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 0.01/0.01 | Haploid Kem 5-5 Diploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 0.01/0.01 | Haploid Kem 1-1 Haploid Kem 5-5 Diploid
Ayd 1-1 Haploid Kem 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid
Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid

Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Haploid

Ayd 1-1 Haploid Kem 1-1 Haploid

Ayd 1-1 Haploid Kem 5-5 Diploid

4.2. In vitro tozlama ve délleme ile ilgili sonuglar
Tur ici ve tlrler arasi tozlanma ve dollenme problemlerine alternatif bir
¢bzum olan in vitro tozlanma ve doéllenme yodntemi Solanum melongena ile

Solanum torvum arasinda resiprokal melezlemelerle denenmistir.
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4.2.1. Stigma tozlanmasi ve déllenmesi
4.2.2. Plesanta (Ovaryum) déllenmesi

Her iki yontemde de, MS besin ortami kullanilmistir. Besin ortamina oksin
olarak NAA sitokinin olarak BAP eklenmistir. Oksin/sitokinin (mg/l) dengesi 1/1,
1/2, 2/1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her melez kombinasyondan petride 5 disi
organ/plesenta olacak sekilde 4 tekerrirl{i olacak sekilde yapilmustir.

Stigma tozlama ve déllemesinde kesim yiizeyinden meydana gelen salgilar:
engellemek icin ayrica MS ortamina 0.5 mg/l aktif karbon eklenerek de deneme
kurulmustur.

In vitro tozlama galismasinda kallus gelisimi, yumurtalik irilesmesi ve bitki
gelisimi belirlenmistir (Sekil 4.23). Cizelge 4.26’da verilen sonuglara gore, in vitro
ortamda Solanum torvum ile Solanum melongena arasindaki melezleme
calismalarinda en fazla kallus gelisimi 1 mg/l NAA / 2 mg/l BAP iceren ortamda
(11 adet) Aydin Siyahi x Solanum torvum’un ovaryum dollemesinden elde
edilmistir. Yine ayni sekilde en fazla yumurtalik/yumurta irilesmesi (11 adet) de 1
mg/l NAA / 2 mg/l BAP igeren ortamda Aydin Siyahit x Solanum torvum’un
ovaryum doéllemesinden meydana gelmistir. Kemer cesidi disi ebeveyn olarak
kullanildiginda her iki in vitro tozlama dolleme yonteminde de kallus gelisimi
meydana gelmemistir. Solanum torvum disi ebeveyn olarak kullanildiginda daha
fazla kallus elde edilmistir (Cizelge 4.26)

Aktif karbon ilave edilmis Aydin Siyahi x Solanum torvum ve Kemer x
Solanum torvum stigma tozlamalarinda denenen biitiin ortamlarda kallus gelisimi
ve yumurtalik irilesmesi meydana gelmistir (Cizelge 4.27 ve Sekil 4.24).

Denemede in vitro kosullarda resiprokal melezlemelerle tozlama ve
délleme yaparak kalluslar elde edilmis ve gelisen kalluslar alt kiiltiirlere alinmasina
ragmen bitki elde edilememistir.

Boyaci’nin (2001) bildirdigine gore, Hatipoglu (1993), in vitro tozlanma ve
doéllenme tekniklerinin (¢ sekilde uygulandigini belirtmistir: Stigma tozlanmasi ve

dollenmesi, plesanta dollenmesi ve izole edilmis yumurtanin in vitro dollenmesi. /n
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vitro tozlanma ve déllenme tekniklerinin sebze islahinda kullanim alanlarinin ise,
kendine uyusmazhgin énlenmesi, melezlenme uyusmazliginin énlenmesi, haploid
bitkilerin elde edilmesi, cicek veya yumurtaligin ana bitki tizerinde olgunlasmadan
dokuldigl durumlarda tohum elde edilmesi, déllenme fizyolojisinin incelenmesi
amaciyla da kullanilidigini bildirmistir.

In vitro tozlama ve délleme teknigi ile tir ici ve tiirler aras: hibritlerin elde
edilmesi yaninda déllenme problemi olan bazi tlrlerde ¢6zim olabilecegi
bildirilmektedir (Taji, ve Williams, 2004; Stewart, 1981; Kranz ve Dressethaus,
1996).

Douglas (1990), kendine wuyusmaz tirlerin in vitro ortamda
kendilenmelerine ve tirler arast melezlemeye olanak saglayabilecegini
vurgulamistir. /n vitro tozlama ayn: zamanda partenogenesis ve haploid bitki
eldesine olanak sagladigin: bildirmistir.

Faure ve ark (1994),. beslenme ve cevresel kosullarin tanimlanmasina
olanak tantyan in vitro tozlama yontemi, dolleme sireci Gzerindeki gevresel stres
etkilerinin incelenmesi igin uygun bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.

Galismanmin bu kisminda tirler arast melezlemeye olanak saglayabilen in
vitro tozlama dolleme yontemleriyle, Solanum torvum ile Solanum melongena
arasinda resiprokal melezlemeler yapilarak iki tiir arasinda somatik hibrit bitkiler
elde edilmeye calisilmigtir. Daha 6nce in vitro tozlama ve ddlleme ile ilgili ¢ok
fazla calisma olmadigindan in vitro ortamda farkli buylme regulatorleri
kullanilarak protokol olusturulmaya ¢ahsilmistir. Calismada denenen 1/1, 1/2, 2/1
oranlarinda NAA/BAP igceren MS ortamlarinda kallus ve yumurtalik/yumurta
irilesmesi istenilen diizeyde olmamis ancak ¢alismamizda in vitro ortamda tozlama
ve dblleme calismalarinda yetistirme ortamina aktif komdr ilavesinin olumlu
etkilerinin oldugunu soyleyebiliriz. Pathicanda in vitro ortamda farkli biyime
regulatdrleri  kullanilarak in vitro tozlama dolleme yodntemine protokol

olusturulmasi gerekmektedir.
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Cizelge 4.26. In vitro tozlama/d6lleme ile melezleme

Ortamlar tcl)gl\g::;/ Ovaryum/tozlama qulgs_ YumL_Jr_tallk/yumurta
délleme saylsl geligimi irlesmesi
Ayd x St Stigma 20 - -
1 NAA/1BAP | Ovaryum 20 - -
Ayd x St Stigma 20 - -
1 NAA/2BAP | Ovaryum 20 11 11
Ayd x St Stigma 20 2 2
2 NAA/1BAP | Ovaryum 20 -
Kem x St Stigma 20 - -
1 NAA/1BAP | Ovaryum 20 - -
Kem x St Stigma 20 - -
1 NAA/2 BAP | Ovaryum 20 - -
Kem x St Stigma 20 - -
2NAA/1BAP | Ovaryum 20 - -
St x Ayd Stigma 20 4 4
1 NAA/1BAP | Ovaryum 20 5 2
St x Ayd Stigma 20 - -
1 NAA/2BAP | Ovaryum 20 5 3
St x Ayd Stigma 20 1 1
2 NAA/1BAP | Ovaryum 20 - -
St x Kem Stigma 20 3 1
1 NAA/1BAP | Ovaryum 20 5 2
St x Kem Stigma 20 1 1
1 NAA/2BAP | Ovaryum 20 2 5
St x Kem Stigma 20 - -
2 NAA/1BAP | Ovaryum 20 - -

Cizelge 4.27. Stigma tozlamasinda aktif karbon ilave edilmis ortamlar

élt?g:(:rbon Ovaryum sayisi | Kallus gelisimi | Yumurtalik irilesmesi
?yI\(IjA)fAS/tl BAP 25 2 3
’]A.\yNdA)fAS/tZ BAP 20 3 5
gyNdA)fAS/tl BAP 20 9 8
L NAA/ 1 BAP 24 0 5
L NAA 2 BAP 20 L L
2 NAA/ 1 BAP 25 0 5
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Sekil 4.24. Alt kalture alinmig in vitro melezlemelerden meydana gelen kalluslar
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4.3. Pathcanda protoplast fiizyonu protokoli olusturulmas ile ilgili sonuclar

Protoplast flizyonunda kullanilmas: planlanan rejenerasyon kabiliyeti
yuksek kallus veya genc¢ bitkilerin calismaya baslamadan 6nce hazir olmasi
gerekmektedir. /n vitro ortamda elde edilen ebriyogenik kalluslar ile Solanum
melongena’min gen¢ yapraklari protoplast kaynagi olarak kullanimstir (Sekil
4.25).

Sekil 4.25. Patlican yaprak ve kalluslarindan izole edilen protoplastlar

4.3.1. Embriyogenik kalluslar ve vyaprak mezofil protoplastlarinin
izolasyonuna ait sonuclar

Grosser ve Gmitter (2011), Embriyogenik kallus veya suspansiyon
kultariinden, protoplast izolasyonu icin kullanilan hicrelerin, bolinme fazinda
olmas: gerektigini bildirmislerdir. Kalluslar igin en iyi sonuglarin, 2 hafta alt
kiltire ahnmis 4-12 glnlik eksplantlar oldugunu belirtmistir. Patlicanda
kalluslardan ve yaprak mezofil hicrelerinden en yilksek sayida protoplast
izolasyonu saglamak igin farkli enzim (1, 1.5 ve 2) ve BH3 kombinasyonlar: (2.5, 4
ve 8 ml) denenmistir. Kalluslar igin en iyi kombinasyonun 1.5 ml enzim solusyonu
+ 2.5 ml BH3 kulttr ortami, yaprak mezofil hiicreleri igin en iyi kombinasyonun
1.5 ml enzim solusyonu + 4 ml BH3 kiltir ortami kullaniminin en yuksek

protoplast verimliligini sagladig: belirlenmistir.
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Genotiplere ait embriyogenik kalluslardan yaklasik 400 mg dagilgan (Sekil
4.26) yapida olan hiicreler secilerek 60 x15 mm’lik petri kaplarina aktarilmstir.
Kallus hcreleri tizerine 1,5 ml 0.7 M BH3 protoplast kiltur ortami, yaprak mezofil

hicreleri icin 0.6 M BH3 protoplast kiltur ortami kullanilmastr.

Sekil 4.26. Embriyogenik kalluslarin BH3 ¢ozeltisinde dagilmasi

4.3.2. Protoplastlann saflagtiriimasi ve sayimi

BH3 + enzim soliisyonunda bekletilen petri kaplar: icerisinde protoplast
hiicreleri ile birlikte yaprak parcalari da bulundugu icin protoplastlart diger
dokulardan ayirmak amaciyla protoplast saflastirma islemi yapilmigtir. Saflagtirma
isleminde filtrasyon ve santrifiij yontemleri kullanilmistur.

Protoplast sayiminda kullanilan lam Gzerinde hacmi belli olan kutucuklar
yer almaktadir. Bu lam Gzerine 1 ml protoplast c¢o6zeltisinden bir damla
damlatilarak sayim preparati olusturulmus (Sekil 4.27) ve mikroskop altinda
yikama sonrasi protoplast varligi belirlenmistir (Sekil 4.28) (Dambier ve ark.,
2011).
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Sekil 4.28. Binokiler mikroskopta protoplastlarin kontrolli ve sayimi

4.3.3. PEG yontemiyle protoplastlarin fizyonu ile ilgili bulgular
PEG (polietilen glikol) yontemiyle protoplast flizyonu igin protokol, basit,
verimli, ucuz ve bitki protoplastlarina toksik olmayan bir protokoldir (Grosser ve
Gmitter, 2011). Elektroflizyon yontemi de oldukga basarilidir (Guo ve Deng 1998).
PEG yontemiyle birlestirilen protoplastlar (Sekil 4.29), EMEP kat: ortami
lizerine 8-12 damla ortam eklenerek petri kaplarinda karanlik kosullarda kultire
alinmustir.
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Sekil 4.29. PEG plus (A+B) soliisyonundan sonra protoplaslarin fiizyonu

Kultirden 4-6 hafta sonra birlesmeye baslayan protoplast hicrelerinden
mikro kalluslar gozlenmistir (Sekil 4.30). Ancak mikro kalluslardan sonra gelisim
elde edilememistir. Benzer sekilde turler arast somatik melezleme calismasinda,
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Geerts ve ark. (2008), Phaseolus vulgaris L. (PV) ile iki dondr tir Phaseolus
coccineus L. (PC) veya Phaseolus polyanthus Greenm'in (PP), turleri arasinda hem
elektrofiizyon hemde PEG yoOntemiyle hem heterokaryonlarin béltinmeleri hem de
heterokaryondan mikrokallus olusumunun gézlendigini bildirmislerdir.

Aka Kacar (2011)’1n bildirdigine gore, seltlozik yapidaki hiicre ceperleri,
mekanik ya da enzimatik vyollarla ¢ikarilmis olan hiicrelere “protoplast”
denilmektedir. Protoplast kultliriini ise, izole edilen protoplastlarin, hiicre
modifikasyonu ve somatik hibridizasyon yontemleriyle, bitki tir ve cesitlerinin
gelistirilmesi amacina yonelik olarak, uygun besin ortamlarinda kultiire alinmasi
olarak tanimlamustir.

Pathicanin  kiiltir formu ile vyabani akrabalari arasinda yapilan
melezlemelerde sekstiel uyusmazliklara bagl olarak basari sinirhdir (Sekara ve
ark., 2007). Patlicanin dayaniklilik kaynag: olarak kullanilacak olan akraba turleri
ile melezlemelerde sorunlar yasanmas: sebebiyle kullanilan geleneksel bitki 1slah
yoéntemleriyle ¢cok énemli bir ilerleme saglanamamistir (Kumar ve ark., 1998). Bu
nedenle, patlicanin kultir formlarina yabani formlarindan gen aktarmak igin
biyoteknolojik yontemler kullaniimaktadir (Kashyap ve ark., 2003). Biyoteknolojik
yaklasimlar cesit gelistirme calismalarinda kullaniimak Gzere gelistirilmistir
(Sekara ve ark., 2007). Patlicanin dokulari embriyo kurtarma, in vitro seleksiyon,
somatik hibridizasyon ve genetik transformasyon gibi biyoteknolojik calismalar
icin genetik potasiyele sahiptir (Magioli ve Mansur, 2005). Patlicanin (Solanum
melongena L.) protoplastlarinin rejenerasyon yetenegi ylksektir ve bu turler aras
melezlemede gerekli olan dnemli bir 6zelliktir (Sihachakr ve ark., 1993). Patlican
doku kilturiinde, 6zellikle biyoteknoloji ve uygulama, somaklonal varyasyon,
haploidizasyon, somatik hybridizasyion ve gen transferi icin biyUk bir potansiyele
sahiptir. Rotino ve ark (2002), birka¢ Solanum spp'de protoplast flizyonu yoluyla
somatik melezler elde edildigini bildirmistir. Somatik hibridizasyon, hem nukleer
hem de sitoplazmik bilesiklerin (deoksiribontkleik asit) rekombinasyonuna izin

verebilecegini, bu nedenle, genetik degiskenligi genisletmek icin somatik
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hibridizasyonun gugli bir ara¢ oldugunu ve yabani akrabalarindan patlican gen
havuzuna yararl genler aktarmaya olanak saglayabilecegini ifade etmislerdir.

Kashyap ve ark. (2003), somatik melezlemede kullanilan protoplast
flizyonu patlicanda seksiel uyusmazlik durumunda tarler arast melezlemede yararl
Ozellikleri transfer etmek icin kullanildigint bildirmiglerdir. Somatik hibritin en
onemli avantajlarindan birisi de cekirdek 6zelliklerin yaninda ekonomik 6neme
sahip sitoplazmik 6zelliklerinde hibrite aktarilabilmesi oldugunu vurgulamiglardir.

Sihachakr ve ark (1988), patlicanda tirler arasi somatik melezlemeler
basar1 ile uygulanabildigini bildirmislerdir. Solanum melongena L. ve Solanum
khasianum arasinda elektrofuzyon yolu ile somatik hibritler elde edildigini
belirtmislerdir.

Guri ve ark (1987), Solanum torvum’un protoplastlarindan kallus hticreleri
basarili bir sekilde rejenere edildigini bildirmislerdir. Guri ve Sink (1988a),
protoplast fuzyonu yontemi ile Solanum melongena ve Solanum nigrum arasinda
tarler arast melezleme gerceklestirildigini ve southern analizi ile hibridizasyonun
gosterildigini bildirmislerdir.

Guri ve Sink (1988b), patlican (Black Beauty cv) ve Solanum torvum'un
mezofil protoplastlar: (her ikisi de 2n = 2x = 24), Menczel ve Wolfe PEG/DMSO
proseduriinin bir modifikasyonu kullanilarak flizyon yapmislardir. Elde ettikleri 10
melez bitkiden alinan in vitro surginler Verticillium solgunluguna dayaniklilik
gosterdigini bildirmislerdir.

Collonnier ve ark. (2003), Solanum melongena L. (2n = 2x = 24) ile
Solanum torvum Sw'un (2n = 2x = 24) iki genotipi arasinda toprak kokenli
hastaliklardan Ralstonia solanacearum ve Verticillium dahliae'ye dayanikliligin
aktarimi icin tlrler arasi somatik melezler elde etmiglerdir. Tum somatik
hibritlerin, Ralstonia solanacearum ve Verticillium dahliae'ye orta veya yiiksek
derecede dayanikli oldugunu tespit etmislerdir.

Daunay ve ark. (1992), Solanum melongena ve Solanum aethiopicum

group Aculeatum arasinda fertil somatik hibritlerin elde edildigi bildirmislerdir.
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Yaprak mezofil hucreleri elektroflizyon teknigiyle melezlemislerdir. Olusan 85
kallustan olusan 35 bitkinin 32 tetraploid, 1 hexaploid ve 2 mixoploid oldugunu
belirtmislerdir.

Borgato ve ark (2007b), S. melongena (2n = 2x = 24) ve c¢alims: turlerden
biri olan Solanum marginatum’un (2n = 2x = 24) yaprak protoplastlari somatik
hibridizasyon ile bir ¢alimsi ¢ok yillik bir tlrin elde edildigini bildirmislerdir.
Toppino ve ark. (2008b), patlicanin yabani akrabalar: olan Solanum aethiopicum
group Gilo ve Solanum aethiopicum group Aculeatum (Solanum integrifolium) ile
kiltar formu (Solanum melongena cv. Dourga) arasinda somatik melezleme
yapmiglar ve kiltir formuna Fusarium’a dayanikhilik aktarilarak dayanikliligi
tastyan genleri haritalamiglardir. Calismada kullanilan tetraploid somatik
hibtritlerin protoplastlarin elektroftizyonu ile elde edildigini bildirmislerdir.

Sihachakr ve ark. (1989), Solanum melongena ve Solanum torvum arasinda
mezofil protoplastlari kullanilarak elektroflizyon yolu ile somatik hibridizasyon
gerceklestirildigini ve rejenere olan 124 bitkiden 19’unun hibridize oldugu ve
bulardan 15’inin kromozom sayisinin 46-48 arasinda stabil kromozom sayisina
sahip olduklarin: bildirmislerdir.

Jarl ve ark. (1999), Solanum melongena ile Solanum torvum arasinda
protoplast fiizyonu yaparak somatik hibritleri elde etmislerdir. iki tur arasinda
uyusmazlig: kaldirmak i¢in Solanum torvum’un protoplastlarina 1sin uygulamaslar,
boylece fertil bireyler elde edilebildigini tespit etmislerdir. Tarla kosullarinda
Verticillium’a toleranslik gosteren toplam 12 bitkinin islah programina dahil
edildigini bildirilmiglerdir.

Solanum melongena ile yabani tlrler arasinda ¢ok sayida somatik
hibridizasyon calismas: ve dayanikl bitkiler elde edilmesine ragmen patlicanda
Fusarium ve Verticillium, Nematod’a dayanikl: ticari bir gesit gelistirilememistir.
Bu konudaki c¢alismalar arttikca fertil Fusarium ve Verticillium, Nematod’a

dayanikli ve kiltir gesitleri 1slah edilecektir.
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Sekil 4.30. PEG yontemiyle proplast flizyonu sonrasi olusan mikro-kalluslar
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde ve diinyada 6nemli miktarlarda yetistiriciligi yapilan sebze tiirii
olan patlicanda hastalik ve zararlilara dayanikli yeni cesitlerin gelistirilmesi biyuk
Onem tasimaktadir. Hastaliklar 6nemli verim kaybina sebep olmakta fungusitlerin
pahali olmasi, gevreye verdigi zarar ve hastaligi tamamen kontrol edememesi
dayanikli  gesitlerin  gelistirilmesinin  ve  kullanilmasinin ~ 6nemini  ortaya
koymaktadir.

Solanum melongena L. ve Solanum torvum Sw. tirleri arasinda dogal ve in
vitro kosullarda melezleme olanaklarinin arastirildigi doktora calismasinda elde

edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir:

1. Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile Solanum torvum arasinda arazide ve in
vitro kosullarda melezlemeler yapilmstir. Arazide Kemer ve Aydin Siyahi
cesitleri ile Solanum torvum arasinda resiprokal melezlemelerde Solanum
torvum’un ana ebeveyn olarak kullanildigi melezlemelerden meyve elde
edilememistir. Aydin Siyah1 x S. torvum ve Kemer X S. torvum
melezlemelerden elde edillen meyvelerde embriyo kurtarma yontemi igin
her iki kombinasyonda en uygun zamanin tozlamadan sonra 35. gin
oldugu belirlenmistir. Meyvedeki tohum sayisi1 az olan ¢ok hassas
calismalarda Tek Tek A¢ma yonteminden faydalanilabilir. Dogrudan ekim
yéntemi hem daha az isglici hem de zaman kazanci nedeniyle embriyo
kurtarma da basariyla kullanilabilir.

2. Tozlamadan sonra dollenmenin olmamasinin ya da ¢ok dusiik olmasinin
nedenini anlamak amaciyla her bir melez kombinasyonun gicek tozu ¢im
borusunun blyumesi incelenmistir. Aydin Siyaht x Solanum torvum
ciceklerinde tozlamadan 30 saat sonra ¢igek tozu ¢im borulari yumurtaliga
ulasirken, Kemer x Solanum torvum ¢igeklerinde tozlamadan 24 saat sonra
sonra gicek tozu ¢im borulart yumurtaliga ulasmistir. Yumurtalikta alinan

133



5. SONUCLAR VE ONERILER Namik Kemal YUCEL

boyuna ve enine kesitlerde Kemer x Solanum torvum cicekleri 30 saat
dollenmeye baslamis, Aydin Siyahit x Solanum torvum cigeklerinde de
déllenme 30 saat sonra baslamasina ragmen daha sonraki saatlerde alinan
ciceklerde dollenme sorunlari géralmastr.

3. Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ve Solanum torvum’da gicek tozu canlihg:
ve ¢imlenmesi agisindan istatistiki farkin énemli olmadig1 belirlenmistir.
En ylksek polen canlihg Kemer (% 70.4) gesidinden, en yiksek polen
cimlenmesi Solanum torvum’dan (% 22.8) elde edilmistir.

4. Calismada elde edilen melez bitkilerin (Kemer x Solanum torvum ve Aydin
Siyahi x Solanum torvum morfolojik gdzlemleri yapilmistir. Bu melez
bireylerde hem kendileme hem de geriye melezlemeler [(Kemer x Solanum
torvum) x Kemer ve (Aydin Siyah: x Solanum torvum) x Aydin Siyahi]
yapilmis ancak meyve olusmamistir. Kemer x Solanum torvum melezi ile
Aydin Siyahi1 x Solanum torvum melezi bitkiler yaprak rengi disinda
birbirlerine benzer 6zellikte olmustur. Melez bitkiler Solanum torvum
bitkilerine yaprak sekli, dikenlilik, tiylulik, ciceklenme calimsi gelisim
yoéninden, Solanum melongena’ya da cicek rengi ve buyikligi, diken
rengi, bitki gelisimi yoninden benzemistir. Ancak elde edilen bu melez
bireyler kisir olmustur.

5. Patlicanda embriyogenik Kkalluslar elde edilerek protoplast fuzyonuna
rejenere kabililiyeti yliksek hcrelerle baslanmas: amaglanmistir. Aydin
Siyahi, Kemer ve Solanum torvum’un déllenmis yumurta hiicrelerinden
kallus indlksiyonu igin farkli ortamlar denenmis ve 1 mg/l Kinetin
uygulanan MS uygulamasindan embriyogenik kalluslar elde edilmistir. En
yiksek kallus eldesi ise 1 mg/l Kinetin uygulanan Aydin Siyahi ¢esidinden
(% 84) elde edilmistir. Solanum torvum, Kemer ve Aydin Siyahi
cesitlerinin geng taze yapraklarin YDA ve YDU’den alinan eksplantlar 1.5
mg/l 2,4 D + 0,1 mg/l BAP ve 2 mg/l 2,4 D iceren MS ortaminda

alinmistir. Rejenerasyonu Kkultlr gesitlerine gore daha zor olan Solanum
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torvum’dan istenilen ozellikte kalluslar elde edilmistir. Diger 6nemli nokta
ise calismada kullanilan tim genotipler icin YDA’dan alinan eksplantlar
icin 1.5 mg/l 2,4 D + 0,1 mg/l BAP, YDU’den alinan eksplantlar igin 2
mg/l 2,4 D uygulamalari daha basarili bulunmustur. En yiksek kallus
eldesi ise Kemer ¢esidinin YDA eksplantlarimin 1.5 mg/l 2,4 D + 0,1 mg/I
BAP ortamindan saglanmistir (% 40).

6. Islah calismalarinda anter kdltiri %2100 homozigot saf hatlarin elde
edilmesinde kullanilmaktadir. Calismada anter kultiirti protoplast flizyonu
calismalarinda elde edilecek olan tetraploid bitkilerin ploidi seviyesini
diploid hale getirmek hem de anter kiltlrinden olusan Kkalluslarin
protoplast fiizyonu calismalarinda haploid eksplant kaynagi olmasi
amaciyla kullanilmistir. Anter Kkulttrd ¢ahsmalarina 2012 yili bahar
yariyilinda Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’nin kullanmis oldugu yénteme
gore baslanmistir. Bu dénemde Solanum torvum’dan kallus ve bitki eldesi
saglanamamistir. Aydin Siyah: ve Kemer cesitlerinden ise sadece kallus
elde edilmistir. 2014 yili yaz déneminde ise, Dumas de Vaulx ve ark.
(1982), ve CP ortamlarinda kulttre alinan antelerden en yiiksek kallus
gelisimi R ortaminda Aydin Siyahi cesidinden (% 26.65) elde edilmistir.
CP ortaminda higbir genotipten kallus ve bitki elde edilmemistir. 2014 yih
guz dénemi anter kilturi ¢alismalarinda, en yiksek kallus olusum oranlar
karanhk kosullarda R ve V3 ortamlarinda yerlestirilen Aydin Siyahi ve
Kemer anterlerinden elde edilmistir (sirasiyla % 30.9 ve % 29.8). Solanum
torvum’dan ise sadece R ortaminda % 7.2 oraninda kallus olusmustur. CP
ortaminda Kemer ve Aydin Siyahi cesitlerinden az sayida kallus elde
edilmistir. En yuksek bitki eldesi R ortaminda Aydin Siyahi ¢esidinden
elde edilmistir (% 4.6). Bunu Kemer c¢esidinin karanlhik kosullarda R-V3
ortamindaki anterler takip etmistir (% 1.3). 2015 yaz déneminde anter
kultirl calismalarinda Dumas de Vaulx ve ark. (1982) kullanmis oldugu

yonteme gore Aydin Siyahi ve Kemer cesitleri kullanilmstir. Yaz
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doneminde yeterli sayida anter petrilere yerlestirilmesine karsin kallus
gelisimi dustik oldugu gibi hi¢ bitki olusmamustir. En yiksek kallus eldesi
% 4.5 ile Kemer gesidinden olurken, Aydin Siyahi cesidinin ise % 2.5
olmustur. 2015 yili giiz doneminde anter kiltlrt calismalarinda modifiye
edilmis Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’a gore Aydin Siyahi ve Kemer
cesitleri ile tekrar denenmistir. Modifiye edilmis Dumas de Vaulx ve ark.
(1982), 0.01 mg/l 2.4-D + 0.01 mg/l Kinetin + 30 g/l sakkaroz ortaminda
en yuksek bitki eldesi (% 3.78) Aydin Siyah: ¢esidinden elde edilmistir. 1
mg/l 2.4-D +1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz ortaminda en yuksek bitki
eldesi (% 36.4) Aydin Siyahi gesidinden elde edilmistir. Kemer ¢esidinin
bu ortamda bitki olusum oraninin % 14.1 olarak tespit edilmistir. 5 mg/I
2.4-D + 5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz ortaminda en yiksek bitki eldesi
(% 33.8) Kemer cesidinin anterlerinden elde edilmistir. Aydin Siyahi
cesidinin bu ortamda bitki olusum oranimin ise % 28.1 oldugu
belirlenmistir. 2015-Gliz déneminde anter kiltirinden elde edilen
bitkilerin viyollere aktarilan bitki sayis1 501, araziye aktarilan bitki sayisi
ise 90 adet olmustur. Anter kiltiriinde olusan kalluslarin embriyogenik
karekterli olmasi, kallustan bitki olusmasini desteklemektedir. Calismanin
bu déneminde anter kulturtiinden elde edilen bitkilerin oldukca fazla olusu,
dagilgan Kkalluslarin  fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.  Tim
uygulamalarda (0.01/0.01, 1/1 ve 5/5) ve cesitlerde (Aydin Siyahi ve
Kemer) olusan kallluslar en fazla dagilgan tipte olmustur. Pathcan anter
kilturinde basariy: etkileyen faktérlerin basinda anterlerin uygun zamanda
alinmas: gelmektedir. 2014 ve 2015 yillarinda ydritilen anter kiltiiri
calismalarinda giiz déneminde daha basarili sonuglar alinmistir (en fazla
tek bir anterden 53 bitki). Anter kiltiriinde basariyr etkileyen diger faktor
uygun uygun hormon ve sakkaroz dozu sec¢imi oldugunu sdylemek gerekir.
Gunku aym kosullarda ayni yetistirme ortamina yerlestirilen anterler

sadece hormon ve sakkaroz miktar1 daha dusik olmasindan bitkiye
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7.

8.

dontsmemistir. 5 mg/l 2.4-D +5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz igeren
artamda Kemer c¢esidinden 394 bitki elde edilirken 0.01 mg/l 2.4-D +0.01
mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz i¢eren ortamdaki Kemer ¢esidinden sadece
1 tane bitki elde edilmesi bunu kanitlar niteliktedir. 2015 yili guz
doneminde kullanilan Aydin Siyahi, Kemer cesitlerinde C ortaminda
eklenen 1 mg/l 2.4-D + 1 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz ve 5 mg/l 2.4-D
+ 5 mg/l Kinetin + 120 g/l sakkaroz dozlarinin her ikisinde de yeterli
sayida bitki elde edilmesine ragmen 5 mg/l 2.4-D +5 mg/Il Kinetin + 120
o/l sakkaroz eklenmis C ortaminda bitkiyle birlikte kallus olusumu fazla
olmustur.

2015 yili anter kulttrd calismalarindan elde edilen ve ploidi seviyesi
incelenen 79 bitkiden, 60’1 haploid, 13’( diploid, 4’0 triploid, 1’i tetraploid
ve 1’i mixoploid olarak belirlenmistir.

Turler aras1 tozlanma ve déllenme problemlerine alternatif bir ¢6ziim olan
in vitro tozlanma ve déllenme yontemi Solanum melongena ile Solanum
torvum arasinda resiprokal melezlemelerle denenmistir. Bu amagla stigma
tozlanmasi ve dollenmesi ve plesanta (ovaryum) dollenmesi yapilmistir en
fazla kallus gelisimi 1 mg/l NAA / 2 mg/l BAP igeren ortamda Aydin
Siyahi x Solanum torvum ‘un ovaryum déllemesinden elde edilmistir. Yine
aynm sekilde en fazla yumurtalik/yumurta irilesmesi de 1 mg/l NAA / 2
mg/l BAP iceren ortamda Aydin Siyahit x Solanum torvum‘un ovaryum
dollemesinden meydana gelmistir. Kemer cesidi disi ebeveyn olarak
kullanildiginda her iki in vitro tozlama dolleme yonteminde de kallus
gelisimi meydana gelmemistir. Solanum torvum disi ebeveyn olarak
kullanildiginda daha fazla kallus elde edilmistir. Aktif karbon ilave edilmis
Aydin Siyah1 x Solanum torvum ve Kemer x Solanum torvum stigma
tozlamalarinda denenen bitin ortamlarda kallus gelisimi ve yumurtalik

irilesmesi meydana gelmistir.
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9. In vitro ortamda elde edilen ebriyogenik kalluslar ile Solanum
melongena’nin gen¢ yapraklar: protoplast kaynagi olarak kullanilmistir.
Galismada, hem kalluslardan hemde yaprak mezofil hiicrelerinden etkin
protoplast izolasyon kosullari (uygun enzim ve BH3 kombinasyonlari)
belirlenmistir. Kalluslar i¢in 1.5 ml enzim solusyonu + 2.5 ml BH3 kultur
ortami, yaprak mezofil hiicreleri icin 1.5 ml enzim solusyonu + 4 ml BH3
kultdr ortami kullaniminin en yiiksek protoplast verimliligini sagladig:
belirlenmistir. Basarili bir sekilde izole edilen saflastirilan protoplastlarin
fuzyonu igin PEG yontemi kullanilmistir. PEG yontemiyle birlestirilen
protoplastlar EMEP kati ortamu izerine 8-12 damla ortam eklenerek petri
kaplarinda karanlik kosullarda kiltiire alinmistir. Kiiltlirden 4-6 hafta sonra
birlesmeye baslayan protoplast hiicrelerinden mikro kalluslar gézlenmistir.

Ancak mikro kalluslardan sonra gelisim elde edilememistir.

Sonug olarak, yapilan bu calisma ile palicanda Solanum melongena ve
Solanum torvum arasinda yapilan melezlemeden bitki elde edilmesi, tlrler aras
hibrit bitkilerin kisirlik sorununu ¢ézmek amaciyla haploidizasyon tekniginden
yararlanabilmek (zere tekniklerin uygulanabilecek protokollerinin olusturulmasi
veya var olanlarinin gelistirilmesi, protoplast fuzyonuna iliskin temel bilgilerin elde
edilmesi gerceklestirilmistir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarla, patlicanda anag

1slahi konusunda yeni adimlar atilabilecektir.
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