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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

GENOTIP, BESIN ORTAMI VE SOGUK UYGULAMALARININ
PATLICANDA ANDROGENESIS UZERINE ETKIiLERI

EZGi GURSOY

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAHCE BITKIiLERi ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI:PROF.DR. NAIF GEBOLOGLU

Anter kiiltiirii, patlicanda androgenik haploid ve dihaploid bitkilerin elde edilmesinde
en ¢ok tercih edilen tekniklerden biridir. Patlicanda anter kiiltliriiniin kullanim1 yaygin
olmakla beraber embriyo ve haploid bitki olusumu genotip, besin ortami, stres
uygulamalar1 ve bitki biliylime diizenleyiciler gibi bir¢ok faktére baglidir. Bu
calismada genotip, besin ortamlar1 ve ¢icek tomurcuklarina diisiik sicaklik
uygulamalarinin patlicanda androgenik basari iizerine etkileri arastirilmistir. Anamur
Fi, Anamur F>, Anamur F;, Topan 374 and Yamula genotipleri Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982) (DDVX), Murashige ve Skoog (1962) (MS) ve Gamborg ve ark.
(1968) (B5) tarafindan 6nerilen protokollere gore kiiltiire alinmistir. Cigcek tomurcuklari
4 ve 10 °C sicaklikta 24 ve 48 saat siireyle diigiik sicakliga birakilmistir. Kontrol
uygulamasinda tomurcuklara diisiik sicaklik uygulanmamistir. Denemede Anamur F1,
Topan 374 ve Yamula genotiplerinde DDVX ortami, Anamur F2 ve Anamur F3
genotiplerinde MS ortami en basarili ortam olmustur. En yliksek embriyo olusumu
Yamula genotipinde DDVX ortaminda ve ¢igek tomurcuklarinin 4 °C’de 48 saat
bekletildigi uygulamadan elde edilmistir. Topan 374 ve Yamula genotipleri embriyo
olusumu ve bitkicik gelisimi bakimindan en 1iyi genotipler olmustur. Cigek
tomurcuklarina soguk soku uygulamasinda 4 °C’de 48 saat bekletme en iyi sonucu
vermistir. En diislik embriyo formasyonu diisiik sicaklik uygulanmayan kontrol
grubundan elde edilmistir. Sonug¢ olarak, denemede embriyo olusumu, bitkicik gelisimi
ve haploid bitki elde edilmesi bakimindan tatminkar sonuglar alinmistir. Bununla
beraber androgenik basar1 genotiplere, besin ortamlarmma ve diisiik sicaklik
uygulamalarina bagl olarak farkliliklar gostermistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECTS OF GENOTYPE, NUTRIENT MEDIA AND COLD TREATMENTS
ON ANDROGENESIS IN EGGPLANT

EZGi GURSOY

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF HORTICULTURE

SUPERVISOR: PROF.DR. NAIF GEBOLOGLU

Anther culture is one of the most favorable technique to obtain androgenic haploid and
doubled haploid plants in eggplant. Although the application of anther culture is
widespread in eggplant, the success of embryo inducdion and haploid plant production
depends on a lot factors such as genotype, nutrient media, stress treatments and plant
growth regulators. The effects of genotypes, nutrient media and cold-shock treatment of
eggplant buds on androgenic success were examined in this study. Anthers of Anamur
Fi, Anamur F2, Anamur Fs, Topan 374 and Yamula genotypes were cultured according
to Dumas de Vaulx and Chambonnet (1982) (DDVX), Murashige and Skoog (1962)
(MS) and Gamborg et al. (1968) (B5). Flower buds were treated with at 4 and 10 °C for
24 and 48 h. Flower buds were not treated with cold in control application. The highest
embryo formation observed in DDV X media for Anamur F1, Topan 374 and Yamula
genotypes, and MS media for Anamur F2 and Anamur F3 genotypes. The highest
embryo formation obtained from Yamula genotypes cultured at DDV X media at 4 °C
48 h cold treatment with 110 embryos from 60 anthers. Topan 374 and Yamula
Genotypes were found more tend to embryo and plantlet formation. The best results
were obtained when buds pretreated at 4 °C 48 h before anthers cultured. The lovest
embryo formation obtained from control treatments which buds antreated with cold.
As a result, sufficient embryos, plantlets and haploid plants were achieved in the
study. However, androgenic respons varied according to genotypes, nutrient media
and cold pretreatments.

2019, 64 pages
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ONSOZ

Patlican sebze tiirleri arasinda anter kiiltiiriine yanit veren basarili tiirlerden biridir. Patlican
1slahinda homozigot saf hatlarin elde edilmesinde anter kiiltiirii 6nemli tekniklerden biri
olmustur. Bununla beraber halen daha istenen basar1 oranlar1 yakalanamamistir. Bunun degisik
nedenleri olmakla beraber genotiplerin uygulamalara gore farkli tepkiler gostermesi en énemli
eden olarak goriilmektedir. Dolayistyla anter kiiltiirii ¢alismasina alinan her yeni genotipte
basar1 diizeyi farkli olmaktadir. Bu tez ¢caligmamda patlicanda degisik genotiplerin androgenik
basarisi iizerine farkli besin ortamlarmin ve ¢igek tomurcuklarina 6n soguk uygulamasinin
etkileri arastirilmistir. Tez ¢alismamin {ilkemize ve bilim diinyasina yararli olmasini temenni
ederim.

Tez c¢aligmamda ilgi ve desteklerini esirgemeyen danisman hocam Prof.Dr. Naif
GEBOLOGLU’na ve calismalarmn yiiriitiilmesi sirasinda karsilastigim zorluklart agmamda
yardimlarindan dolay1 Ars.Gor. Sevtap DOKSOZ BONCUKCU’ya ve herzaman yanimda olan
dostum Nigar CAGLAR a tesekkiir ederim. Ayrica yiiksek lisans tez ¢alismam boyunca ayri
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GIRIS

Patlican (Solanum melongena L.) Solanaceae familyasinin énemli tlirlerinden biridir.
Anavatan1 Hindistan olan patlican, Asya, Afrika, Akdeniz Bolgesi ve Gliney
Amerika’y1 igine alan tropik, subtropik ve iliman iklim kusagina adapte olmus ve diinya
genelinde yaygin olarak yetistirilen bir tiirdiir. Tropik bolgelerde ¢ok yillik, subtropik
bolgelerde ve 1liman iklim kusaginda tek yillik 6zellik gosterir. Diinyada iliretim ve
tilketim bakimindan patlican yetistiriciligi 6nemli bir yere sahiptir ve insanlarin gida
ihtiyacin1 karsilamak {izere yetistirilen en eski sebze tiirlerinden biridir. Domates,
karpuz, biber, sogan ve hiyardan sonra en ¢ok iiretilen sebzeler arasindadir. Diinya’da
2017 yil1 verilerine goére patlican tiretimi 1 milyon 858 bin ha alanda 52.31 milyon ton
dolayindadir. Yaklasik 785 bin hektar alanda 33 milyon ton ile Cin ilk sirada
gelmektedir. Tiirkiye tiretim alan1 bakimindan Cin, Hindistan, Misir ve Endonezya’dan
sonra 25.6 bin hektar ile besinci sirada yer alirken, iiretim miktar1 bakimindan 884 bin
ton ile Cin, Hindistan ve Misir’dan sonra diinyada dordiincii sirada yer almaktadir

(Anonim, 2017).

Gilintimiizde tarimda teknoloji kullanilmadan sadece geleneksel yontemlerle basariya
ulagsmak artik s6z konusu degildir. Bugiin diinyada verim ve hastaliklara dayaniklilik
bakimindan istiin nitelikli, kaliteli ve sanayide kullanmaya uygun, raf omrii uzun
cesitlerin 1slah edilmesi i¢in biyoteknolojik yontemler kullanilmakta; bu yontemler
sayesinde genetik temellere dayanan sinirlamalar ortadan kaldirilmakta ve bdylece
biiyiik bir hizla yeni ve iistiin 6zelliklere sahip cesitlerin 1slah1 yapilabilmektedir. Islah
caligmalarinda biyoteknoljinin kullanilmaya baslanmasiyla beraber 1slah siiresi kisalmus,
homozigot hatlarin elde edilmesi kolaylasmistir. Islah calismalarinda biyoteknoljik
yontemlerden biri de anter kiiltiiridiir ve glinlimiizde anter kiiltiiri yanit alinabilen
tirlerde vazgecilmez tekniklerden biri olmustur. Bitki islahiin ¢esitli alanlarinda
kullanilan anter kiiltlirliniin sagladigr avantajlar, géz ard1 edilemeyecek derecede
onemlidir. Klasik 1slah yontemlerine kiyasla sagladigi zaman ve isgiicii kazanci oldukca
onemlidir. Bitki 1slahinin kombinasyon ve seleksiyon 1slahi, mutasyon 1slahi,
dayaniklilik 1slah1 ve Fi hibrit giici 1slah1 gibi alanlarinda anter kiiltiiriinden

yararlanilmaktadir (Alpsoy, 1999).



Bilindigi tizere, kombinasyon 1slahinda ebeveyn olarak kullanilan homozigot saf
hatlarin elde edilmesi i¢in, minimum 5-6 generasyon kendileme yapilmasi
gerekmektedir. Boylece her generasyonda, homozigotluk diizeyi arttirilarak, kendileme
generasyonlart sonunda %100°e yakin bir degere ulagilmaktadir. Oysa in vitro olarak
elde edilen haploid bitkilerin dihaplodi (diploid) hale getirilmesiyle, homozigot hatlarin
daha kolay ve geleneksel yontemlere kiyasla daha kisa zamanda elde edilmesi miimkiin
olmaktadir. Bu yolla homozigotlastirma icin gereken 6-7 generasyonluk siire bir
generasyona, toplam kombinasyon 1slahi siiresi ise 12-13 yildan 5-6 yila
indirilebilmektedir. Ayrica, elde edilen saf hatlar arazi kosullarinda degisik bolgelerde
denenerek, birka¢ yilda adaptasyon yetenegi genis cesitler gelistirilebilmektedir
(Abak,1986). Bir hibrit cesidin gelistirilmesi icin atilmasi gerekli ilk adim, elverisli
populasyonlardan kendilenmis hatlarin elde edilmesidir (Seniz, 1990). Anter kiiltiirii
yoluyla elde edilecek haploid bitkiler sayesinde kendileme islemi ortadan kaldirilmakta,
katlanmis haploid (dihaploid) hatlar dogrudan dogruya genel ve 6zel kombinasyon
yetenegi testlerine alinmaktadir. Boylece, ebeveyn aday1 olacak materyalin hazirlanma
sliresi 5-6 generasyondan 1 yila indirilmektedir. Gebologlu ve ark. (2017), anter
kiiltiiriinde besin ortaminda patlicanda seker ve balin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada
seker yerine bal kullanilmasinin embriyo olusumuna olumlu katki sagladigini, ancak bu
etkinin genotiplere bagli olarak degistigini belirtmektedirler. Ellialtioglu ve ark. (2012),
haploid bitki elde etme frekansinin bir¢ok faktore bagli oldugunu ve bu faktorlerden
birinin de mevsimsel farkliliklar oldugunu belirtmektedirler. Anterlerin i¢inde bulunan
polenlerin yapisal olarak birbirinden farkli olmalarinin mevsimlerin etkisini agiklamada
etkili olabilecegini belirten arastiricilar bu hipotezi agiklamak amaciyla patlicanda farkli
donemlerde yetistirilen bitkilerden alinan anterleri kiiltiire almis ve ayni zamanda

mikrosporlari da yapisal olarak incelemislerdir.

Patlican 1slahinda hibrit ¢esitlerin gelistirilmesi énemli bir hedeftir. Giiniimiizde verim
ve kalite ozelliklerinin yaninda biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karst dayanikli
veya tolerant cesitlerin gelistirilmesi daha da 6nemli hale gelmistir. Dayaniklilik 1slah1
devreye girdiginde patlicanda tiirler arast melezlemelere ihtiyag duyulmaktadir.
Dayaniklilik 1slahinda geriye melezleme, saf hat eldesi gibi yontemler uygulandigindan

stire¢ uzamaktadir. Bunun sonucunda bir yandan maliyet artarken diger yandan gecen
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stire hedeflenen hibrit c¢esidin rekabet giiciinii azaltmaktadir. Biyoteknolojik
yontemlerin devreye girmesiyle patlican 1slahinda bu zorluklar biiyiik oranda asilmustir.
Biyoteknolojik yontemler icerisinde artik geleneksellesen doku kiiltiirii tekniklerinden
birisi olan anter kiiltlirii yoluyla patlicanda dihaploid saf hatlarin elde edilmesi bu
acidan en Onemli asamalardan birisidir (Karakulluk¢u, 1991). Biyoteknoloji
tekniklerinden biri olan bitki doku kiiltiirleri bitkilerden ayrilan organ, doku, hiicre veya
hiicre kisimlarinin  steril kosullarda, yapay besin ortamlarinda yetistirilmesi,

gelistirilmesi ve yeni bitkilere doniistiiriilmesi islemidir.

Bitki 1slahinda haploidizasyon tekniginin kullanilmasinin bir¢ok avantaji vardir. Bu
avantajlar1 Ellialtioglu ve ark. (2001) su sekilde agiklamaktadir. Geleneksel yontemlere
gore ¢ok daha kisa siirede %100 homozigot bitkiye ulasilabilmektedir. Haploid
bitkilerden gelistirilen dihaploid bitkiler sitolojik, fizyolojik ve genetik acidan 6nemli
deneysel materyallerdir. Dihaploid bitkilerin ddllerinde agilim olmadigi i¢in genotipler
arasinda eleme yapmak daha kolay olmaktadir. Haploid bitkiler, farkli patojenler ve
patojenlerin fizyolojik 1rklarmma karsi in vitro seviyede secime olanak vermekte,

hastaliklara dayaniklilik ¢alismalarinda zaman, yer ve maddi kazang saglamaktadir.

Patlicanda anter kiiltiirii ile ilgili caligmalara 30 yildan daha fazladir devam
edilmektedir. Birgok c¢alismada farkli teknikler kullanilarak basari diizeyi artirilmaya
calistlmistir (Dumas de Vaulx ve ark., 1982; Chambonnet, 1985; Miyoshi, 1996;
Rotino,.1996; Salas ve ark., 2012). Patlicanda anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen birgok
faktor so6z konusudur. Bu faktorlerin basinda genotip gelmektedir. Patlicanda anter
kiiltiiriine yanit almada genotiplerin 6nemli rolii bulunmaktadir. Genotiplere bagh
olarak basar1 diizeyi sifira kadar inebilmektedir (Basay ve Ellialtioglu, 2013; Sharma ve
Rajam, 1995; Basay ve Ellialtioglu, 2013). Patlicanda anter kiiltiirii ¢alismalarinda
basarty1 etkileyen ©Onemli faktorleden biri de besin ortamlaridir. Anter kiiltiirii
calismalarinda farkli besin ortamlari kullanilabilmektedir. Murashige ve Skoog, (1962),
Nitsch ve Nitsch (1969) ve Dumas de Vaulx (1981) tarafindan sebzelerde anter

kiiltiirtine yonelik temel protokoller gelistirilmistir. Daha sonra genelde sebzelerde



0zelde ise patlicanda anter kiiltiirli {izerinde c¢aligmalar yiiriiten arastiricilar bu temel

besin ortamlarinda modifikasyonlar yaparak denemislerdir.

Patlicanda anter kiiltiirlinde basariy1 etkileyen faktorler arasinda donor bitkinin yetisme
kosullari, anter alim doéneminde mikrosporlarin icinde bulundugu gelisme evresi,
tomurcuk uygulamalari, bitki biiylime diizenleyiciler ve stres uygulamalar1 da onemli

rol oynamaktadir (Rotino, 2016).

Patlicanda anter kiiltiirli galigmalarinda gelinen nokta baslangictaki ¢aligmalara gore ¢ok
ileri olmasina ragmen bu konuda ¢alismalar devam etmektedir. Bunun en 6nemli nedeni
ise bagar1 oraninin yiikselebilecegine olan inanctir. Dolayisiyla patlicanda anter kiiltiirii
kullanilarak embryoid ve haploid bitki elde edilmesine yonelik ¢alismalar besin ortami
etkisi, genotip etkisi, bitki biiylime diizenleyiciler, kiiltiir kosullar1 ve stres
uygulamalarinin etkisi iizerinde devam edecektir. Bu tez calismasinda da farkli patlican
genotiplerinde soguk stresi uygulamasi ve degisik besin ortamlarinin anter kiiltiiriinde
embriyo olusumu ve haploid bitki rejenerasyonu iizerine etkileri arastirilmigtir. Ayrica
arastirmada Anamur F1 patlican ¢esidinin F2 ve Fs generasyonlarininin anter kiiliitiiriine
verdigi yanitlar da incelenmistir. Calismada temel amag anter kiiltiirii yoluyla haploid
bitki olusum oranmi yiikseltmek ve bdylece anter kiiltiirii tekniginin patlican 1slahinda

daha etkin bir sekilde kullanilmasini saglamaktir.



KAYNAK OZETLERI

2.1. Hablodi Bitki Uretimi ve Biyoteknoloji

Bitki biyoteknolojisi; biyolojik bilimlerdeki gelismelerin, teknolojik gelismeler
yardimiyla uygulanmasi ve ticari amaclara yonelik olarak kullanilmasidir. Bitki
biyoteknolojisi ile ilgili teknikleri iki ana baslik altinda incelemek miimkiindiir. Bunlar
bitki doku kiiltiirleri ve Rekombinant DNA teknikleri ya da genetik miihendisligidir.
Biyoteknolojinin konularindan biri olan bitki doku kiiltiirleri; bitkilerden ayrilan organ,
doku, hiicre veya hiicre kisimlarinin steril kosullarda, yapay besin ortamlarinda

yetistirilmesi, gelistirilmesi ve yeni bitkilere doniistiiriilmesi islemidir.

Doku kiiltiirii tabiri genel olarak; herhangi bir bitki dokusundan uygun besi ortaminda
ve aseptik sartlar altinda biitiin organlar1 tam olan bitkilerin elde edilmesidir. Ancak
cesitli amaglara gore baslangic materyali degisik kaynaklardan olabilir. Bunlar
meristem, embriyo, anter, tek bir hiicre protoplastt gibi alindig1 bitki pargasina gore
adlandirilir. Doku kiiltiiriiniin amaglar arasinda cesit gelistirmek ve mevcut cesitlerde
genetik varyabilite olusturulmasit 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle bitki doku
kiiltiirleri genetik iyilestirme ¢aligmalarinda énemli bir rol oynamaktadir. Kaybolmakta
olan tiirlerin korunmasinda, c¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde ve ayrica yerel
populasyonlar halinde bulunan ve iilkemiz damak zevkine hitap eden tiplerin daha kisa
zamanda 1slah edilmesi icin de c¢esitli doku kiiltiiri yOntemleri basariyla

uygulanmaktadir.

Bitki doku kiiltiirleri i¢erisinde haploid bitki elde etmek amaciyla kullanilan ve 6zellikle
bitki 1slah1 yoniinden 6nem tasiyan anter kiiltiirii; bir bitkiden izole edilen anterlerin
uygun besin ortamina yerlestirilerek olgun olmayan polen tanelerinden bitkilerin

gelistirilmesi teknigidir.

Haploid bitkiler degisik amaglarla kullanilmaktadir. Ornegin; homolog kromozomlarin

incelenmesinde ve sitolojik aragtirmanin yapilmasinda haploid bitkiler oldukca



degerlidir. Diploid bir bitkiden elde edilen haploid bitkiler, genetik ve biyokimyasal
caligmalar i¢in basit bir sistem (yalniz tek allel gen) saglamaktadirlar. Anter kiiltiirii ile
elde edilebilecek haploid bitkilerle bu, birka¢ ayda gergeklesebilmektedir. Bu sekilde
fazla miktarda haploid bitki iiretimini saglayacak anter kiiltiirii ile istenilen mutant
tiplerin se¢imi ve yeni varyetelerin gelistirilmesi miimkiin olmaktadir (Akgiin ve ark.,

1996).

2.2. Anter Kiiltiirii

Anter kiiltiirii esas olarak; igerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlari)
bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar
elde edilmesi olayma verilen isimdir. Anter kiiltiiri yapilarak, normal kosullarda iki
cekirdekli yapiya doniisecek olan polen tanesinin gametik gelisme yoni; heniiz tek
¢ekirdekli donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve bdylece
mikrospor androgenesisi veya sadece androgenesis olarak adlandirilan olusum

gerceklesmektedir.

Ik kez 1953 yilinda Tulecke, Gingko biloba bitkisine ait olgun polenlerin kiiltiir
kosullarinda haploid kallus olusturmak iizere uyarilabilecegini gdzlemlemistir. Ilk
onemli gelismeyi ise 1964 yilinda Guha ve Maheshwari gerceklestirmis, Datura innoxia
bitkisinin kiiltiire alinan anterlerinde mikrosporlardan haploid embriyo olusumu
saglanmistir (Guha ve Maheshwari, 1966). Sonraki yillarda Bourgin ve Nitsch (1967),
Nicotiana tabacum tiiriinde anter kiiltirii yoluyla tam bir haploid bitki elde etmeyi
basarmiglardir. Bu asamadan sonra bir ¢ok bitki tiirlinde erkek gametten haploid bitki
elde edilmesi maksadiyla ¢alismalar yapilmis, giiniimiize degin yaklasik 250 farkl bitki
tiirtinde in vitro androgenesis tekniginden basarili sonuglar elde edilmistir (Bajaj, 1983;

George ve Sherrington, 1984; Pierik, 1989).

2.3. Pathicanda Anter Kiiltiirii

Patlicanda anter kiiltiirii ¢aligmalar1 konvansiyonel islah programlar1 i¢in dihaploid

hatlarin elde edilmesi iizerinde yogunlagmistir (Rotino, 1996). Dihaploid hatlarin elde
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edilmesi konvansiyonel islah programlarinda kendilemeler yapilarak saf hatlarin elde
edilmesine oranla daha kisa zamanda ger¢eklesmektedir. Dihaploid bitkiler %100
homozigot hatlar olduklar1 i¢in kendilenmis hatlara gore bir¢ok agidan daha
avantajlidirlar ve yiiksek verim, hastaliklara dayanim, abiyotik stres faktorlerine karsi
tolerant, erkencilik gibi Ozelliklerin 1slahinda onemli katkilar saglar (Jacobsen ve
Sopory, 1978; Uhrig ve Salamani, 1987; Waari, 1996). Patlicanda anter kiiltiiriinii
kullanarak homozigot dihaploid hatlarin elde edilmesi ile ilgili ilk basarili ¢alisma Raina
ve lyer (1973) tarafindan yiiriitiilmiistiir. Daha sonra patlicanda haploid bitkiler Isouard
ve ark. (1979) tarafindan elde edilmistir. Dumas De Vaulx ve Chambonnet (1982), anter
kiiltirii ile ilgili daha detayli c¢alismalara baslamis ve anterlerin inkiibasyona
alinmasindan sonra ilk 7-8 giin karanlikta yiiksek sicaklikta (35+2°C) bekletilmelerinin
haploid bitki olusumunu artirdigin1 belirlemislerdir. Arastiricilar oksin ve stokininin
besin ortaminda mutlaka bulunmasi gerektigini belirtmektedirler. Rotino ve ark. (1987),
patlicanda haploid bitki rejenerasyonunun genotip, sicaklik, kiiltiir kosullari, hormonlar
,anter ve mikrosporlarin gelisme evrelerine bagli olarak degistigini belirtmislerdir.
Anterlerin yiiksek sicakliga birakilmalar1 mikrosporlarin gametofitik evreden sporofitik
evreye gecislerini yonetmektedir. Inkiibasyon uygulamasindan sonra regenerasyon
ortaminda sitokinin kullanilmasinin da androgenik basariya katkisi belirtilmektedir

(Rotino, 1996).

Rotino ve ark. (1991), anter kiiltiirii ¢alismalarinda kolhisin uygulamasinin somaklonal
varyasyon olusturup olusturmadigini da arastirmiglar ve bitki boyu, meyve sekli ve
verim gibi Ozelliklerin somaklonal varyasyondan etkilendiklerini belirlemislerdir.
Miyoshi (1996), patlican anterlerinden aldiklar1 mikrosporlar1 4 giin siireyle 0,5 mg/l
NAA ve 0.5 mg/l BA eklenmis Nitsch Lichter Nitsch (Litcher, 1982) ortaminda
beklettikten sonra anterleri 4 mg/l zeatin ve 0.2 mg/l TIAA igeren MS ortamina

aktardiklarinda mikrosporlardan kallus elde etmislerdir.

Anter kiiltiirii teknigi Solanum melongane ile akraba tiirler (S. integrifolium ve S.
aethiopicum gr. Gilo) arasinda yapilan melezlemeler ile elde edilen somatik hibritlerin

kromozomlarinin yariya indirilmesinde de basariyla uygulanabilmektedir (Rotino ve



ark., 2001; Rizza ve ark., 2001; Rizza ve ark., 2002). Boylece tiirler arasi melezlerden
elde edilen dihaploid hatlar S. melongena ile melezlenebilmekte ve akraba tiirlerin sahip

oldugu iistiin 6zellikler kiiltlir patlicanina aktarilabilmektedir.

2.4. Pathcanda Androgenesisin Basaris1 Uzerine Genotipin Etkisi

Anter kiltiiriiniin uygulandig1 bir¢ok bitki tiirlinde oldugu gibi patlicanda da basari
izerine etki eden en 6nemli faktdrlerden biri genotiptir. Salas ve ark. (2011) patlicanda
anter kiiltiiriinde genotipe bagli olarak basari1 oranlarinin %0-60.9 arasinda degistigini,
yakin akraba tiirlerden Solanum incanum, S. macrocarpon ve S. aetiopicum’da ise
embryoid elde edilemedigini, buna karsin kallus gelistigini belirtmektedirler.
Aragstiricilar  embryolarin  bitkiye doniisiimiinde onemli kayiplarin oldugunu, yiiz
anterden 60.9 embriyo elde edilen uygulamada bitkicik elde edilme oranmin %5.8

olarak gerceklestigini belirtmektedirler.

Anter kiiltiirtinde genotipin kiiltiire tepki vermede en 6nemli faktorlerden biri oldugunu
belirten Karakullukgu ve Abak (1992), dort degisik patlican genotipinin anter kiiltiiriine
verdikleri yanit1 incelemislerdir. En iyi sonucun Halep Karasi ¢esidinden alindigini, bu
genotipte embriyo oranmin %7.8 ve haploid bitki oraninin ise % 4.4 oldugunu
belirtmektedirler. Arastiricilar, Adana Topagi, Birecik Yerlisi ve Black Beauty
cesitlerinin anterlerinde irilesme oldugunu, anterlerinden kallus gelistigini, ancak

embriyo ve haploid bitki elde edilemedigini vurgulamaktadirlar.

Karakulluk¢u (1991) tarafindan 13 patlican ¢esidinde yapilan 8 ayr1 denemede
patlicanda androgenesis basarisinin genotiple yakin bir iligki i¢cinde oldugu goriilmiistiir.
Aragstiricilarin kullandiklar ¢esitlerden yalnizca Halep Karasi ve Baluroi Fi‘in haploid
bitki verdigini, Prelane F: ve Kemer ¢esitlerinde ise embriyo olusmasina ragmen bu
embriyolarin  bitkiye donlismedigi belirtilmektedir. Denemede kullanilan diger
cesitlerden (Dourga, Pala, Adana, Topan, Seytan, Black Beauty, Marfa F. , Fabina F,
Galine F1) embriyo veya bitki elde edilemedigi bildirilmektedir. Arastiricilar ¢alismanin

degisik asamalarinda toplam 22 adet embriyo ve 13 adet haploid bitki elde etmislerdir.



Gebologlu ve ark. (2017), patlicanda androgenik yanit iizerine seker ve bal
uygulamasini karsilastirdiklar1 ¢alismada ticari g¢esit olan Anamur F1 ve populasyon
Ozelliginde olan Yamula patlicanin1 donor bitki olarak kullanmiglardir. Arastiricilar
Anamur F1 patlican ¢esidinin Yamula populasyonunun anter kiiltiiriine yanit vermede ve
anterlerin besin ortaminda gelismelerinde ¢ok basarili genotipler olduklarin

belirtmektedirler.

Tuberosa ve ark. (1987), farkli iilkelerden topladiklar1 8 patlican genotipini
melezleyerek 16 melez bitki elde etmislerdir. Arastiricilar ebeveyn bitkiler ve
melezlerinde anter kiiltlirli ¢alismasi yiiriitmiislerdir. Androgenik basari oraninin
ebeveynlerde %17.3 olurken, melezlerde embriyo olusum oraninin %42’ye kadar

ciktigini belirlemislerdir.

2.5. Androgenik Basarida Donor Bitkinin Yasi ve Yetisme Kosullarinin Etkisi

Anter kiiltiirii calismalarinda dondr bitkilerin yetistirildigi donemdeki ve yetistirildigi
ortamda ki sicaklik, 151tk yogunlugu ve giinliik 1siklanma stiresi, bitkinin beslenme
kosullart ve diger ¢evresel faktorler basart {izerine dogrudan etkili faktorlerdir.
Calismada kullanilacak genotip(ler)in androgenik yanit1 yiiksek olsa bile dondr bitkiler
istenen kosullarda yetistirilmemisse basar1 oran1 diismektedir. Literatiirde yiiriitiilmiis
caligmalara bakildiginda diger anter kiiltiirii uygulamalar1 ayn1 olmasina ragmen donor
bitkinin yetisme kosullarinin farkli olmasi nedeniyle ayni genotiplerin androgenik

performanslarinda farkliliklar gériilmektedir.

Patlicanda dondr bitkilerin yetisme kosullarinin androgenik basar1 iizerine etkileri
konusunda literatiirde yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Bununla beraber

degisik bitki tiirlerinde bu konuda yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir.

Biberde dondr bitkilerin yetisme kosullart ve dondr bitkinin yasinin anter kiiltliriinde
embriyo olusumuna etkisini inceleyen Kristiansen ve Andersen (1993), dondr bitkileri

16-18-22-26 ve 30 °C sicakliga sahip serada 11-19 saat fotoperyotta yetistirmislerdir.



Aragstiricilar anter alimini 6-14 hafatalar arasinda ve her hafta toplamiglardir. Enyiiksek
androgenik basariy1 26 °C derecede yetisen bitkilerden alan arastiricilar basar1 oraninin
16 °C’de sifira yakin oldugunu, 26 °C sicaklikta yetisen bitkilerden alinan anterlerde
basar1 oraninin % 2 oldugunu ve bu dereceden daha yiiksekte yetisen bitkilerde ise
androgenik basarinin distiigiinii, fotoperyod uygulamasinin etkisinin olmadigini
belirtmektedirler.  Arastiricilar donér bikilerin yasi ilerledikge embryo elde etme
basarisinin  da distiiglinii, en 1iyi sonucun geng¢ bitkilerden elde edildigini

belirmektedirler.

Ercan ve ark. (2006), biberde donér bitkinin yasi ve yetisme kosullarinin anter
kiiltiirlinde embryoid olusumuna etkisini arastirdiklar1 ¢alismada dondr bitkinin yasinin
ve yetisme kosullarinin androgenik basari {lizerine Onemli etkileri oldugunu

belirlemislerdir.

Biber disinda lahana, arpa, dugday, piring ve misirda yapilan calismalarda da donor
bitkinin yetisme kosullarinin anter kiiltlirlinde basar1 lizerine etkili oldugu

belirtilmektedir.

2.6. Anterlerin Gelisme Donemi

Anter kiiltiirii ¢aligmalarinda anterlerin kiiltiire alindiklar1 dénemde mikrosporlarin
gelisme evresinin bagar1 tizerine %100 etkisi vardir. Uygun donemde anter aliminin
yapilamamast durumunda basar1 orant diger faktorlere bakilmaksizin sifir
olabilmektedir. Tomurcuklarin hasat edildigi evrede mikrosporlarin optimum gelisme
doneminde bulunmasi ¢ok biiyliik 6dnem tasimaktadir. Bu evre tiirlere gore degisiklik
gostermektedir. Raina ve Iyer (1973)’e gore patlicanda anter kiiltiirline en iyi cevap
veren polen gelisme doneminin tek c¢ekirdekli mikrospor dénemi odugunu

belirtmektedirler.

Karakulluk¢u ve Abak (1993), patlicanda anter kiiltiiriinde haploid bitki elde etmek i¢in

en uygun mikrospor gelisme donemini arastirdiklari calismalarinda Pala, Kemer,
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Baluroi ve Prelane F. ¢esitlerini kullanmiglardir. Arastiricilar 8 farkli biiyiikliige sahip
tomurcuklar kiiltiire almiglardir. Genotiplere bagli olarak tomurcuk biiytlikliiklerinde
farkliliklar olmasina ragmen genel olarak ta¢ yapraklarin seviyesinin ¢anak yapraklarin
birlesme yerinde oldugu besinci gelisme evresi ile ¢anak yapraklarin hafifce agilmaya
basladig1 ve tag yapraklarin 1-2 mm’lik kisminin goriildiigii evre en uygun anter alim
zamani oldugunu belirtmektedirler. Bu evrede tomurcuk uzunluklarinin genotiplere
bagl olarak 22.4-24.7 mm, tomurcuk caplarinin ise 10.8- 12.5 mm arasinda degistigini
bildirmektedirler. Arastiricilar morfolojik gozlemlerini sitolojik ¢alismalarala teyit
etmigler ve bu evrenin polen mitozundan hemen onceki evreye karsilik geldigini

belirlemislerdir.

2.7. Anter Kiiltiiriinde Tomurcuk ve Anter On Uygulamalari

Anter kiiltiirinde tomurcuklara 6n uygulama yapilmasi ve anterlein inkiibasyon
kosullar1 basiriy1 etkileyen onemli faktorler arasindadir. Tipirdamaz ve Ellialtioglu
(1998), patlicanda anter kiiltiirii lizerine yaptiklar1 ¢alismada Kemer patlican cesidine ait
cicek tomurcuklarina soguk soku uygulamislar ve besin ortamina katilan aktif komiir
ilave ederek anterlerdeki igsel absisik asit (ABA) miktarini incelemislerdir. Arastiricilar
bitkilerden topladiklar1 tomurcuklar1 +4 °C’de 80 saat ve +9 °C’de 5 giin
bekletmislerdir. Aktif kdmiir uygulamasini ise rejenerasyon ortamina %0.1, %1 ve %2
dozlarinda vermislerdir. Tomurcuklara soguk soku uygulamasi ve regenerasyon
ortamina aktif komiir ilave edilmesi patlican anterlerinde ABA miktarin1 azaltirken;
embriyo olusumuna etki etmemistir. Arastiricilar sadece kontrol ortamlarindan embriyo

elde ettiklerini (% 7.75) belirtmektedirler.

Patlicanda anter kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde etme iizerine ilk ¢alismalardan birini
yapan Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), yiiksek sicaklikta inkiibasyon (35 +2)
uygulamasinin haploid bitki olusumunda etkili oldugunu belirtmektedirler. Biberde
Terzioglu ve ark. (2000), patlicanda ise Salas ve ark. (2011), Khatun ve ark. (2006) ve
Basay ve Ellialtioglu (2013), anterlerin yiiksek sicaklikta inkiibe edilmesinin haploid
bitki gelistirmede etkili oldugunu belirtmektedirler.
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Ellialtioglu ve ark. (2000) anter kiiltiiriinde ¢igek tomurcuklarindan ¢ikarilan anterlere
On uygulama yapilmasiin mikrosporlarin kiiltiir sirasinda gelismeleri {lizerine olumlu
etki gosterdigini belirtmektedirler. Morrison ve ark. (1986), Biber tomurcuklarini 24,
48, 100 ve 120 saat 4°C’de beklettikten sonra kiiltiire almislardir. Arastiricilar 24 saat
soguk uygulamasinda embriyo olusumunun maksimum 12 oldugunu, 100 saat

uygulamasinda ise embriyo sayisinin 349’a ¢iktigini belirtmektedirler.

Terzioglu ve ark. (2000), biberde anter Kkiiltiirlinde besin ortamimin bilesimi ve
inkiibasyon kosullarinin embriyo olusumu iizerinde oOnemli etkisinin oldugunu
belirtmektedirler. Biberde anter kiiltiiriinde anterlerin ilk 8 giin 35 °C ’de karanlikta
bekletilmesi ve daha sonra 25 °C’ye alinmasi bir¢ok arastirmada kullanilan inkiibasyon
kosulu oldugunu, stirekli 1siklandirilan ve 29° C’de tutulan anterlerden olusan embriyo

sayisinin, 25 ve 35 °C uygulamasindan daha yiiksek oldugunu vurgulamaktadirlar.

2.8. Anter Kiiltiiriinde Besin Ortamlan ve Bilesimlerinin Etkileri

Anter kiiltiirtinde androgenik basar1 iizerine etkili faktorler arasinda besin ortamlarinin
onemli bir yeri vardir. Anter kiiltiiriinde anterlerin kiiltlir ortamina alinmasindan sonraki
siirecte mikrosporlarin gametofitik gelismelerinin sporofitik gelismeye doniistiiriilmesi
gerekir. Bunun icin besin ortaminda oksinlere ihtiya¢ vardir. Daha sonra ise
mikrosporlardan embriyoid ve ardindan bitki olusumu i¢in ortamda sitokininlere ihtiyag
duyulur. Anter kiltliri ¢aligmalarinda besin ortamlarinda sitokinin kaynagi olarak
kinetin, BAP ve zeatin kullanilirken, oksin kaynagi olarak 2,4 D, NAA ve [AA
kullanilmaktadir. Temel besin ortamlari olarak anter kiiltiiriinde en fazla MS
(Murashige ve Skoog (1962), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN (Nitch ve Nitch,
1969) ve CP (Dumas de Valux ve ark., 1981) ortamlar1 kullanilmaktadir. Bu ortamlar

temel besin ortamlar1 olup, igerikleri biiyiik 6l¢iide birbirine benzer.

Anter kiiltlirlerinde besin ortamlarinda karbon kaynagi olarak ¢ogunlukla sakkaroz
kullanilmaktadir. Besin ortamlarina o6zellikle kiiltiiriin ilk donemlerinde ilave edilen
yiiksek seker dozlar1 (%6-12) patates (Sopory ve ark., 1978), biber (Dumas de Valux ve
ark., 1981) ve patlicanda (Dumas de Valux ve Chambonnet, 1982) haploid embriyolarin
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olusmasini tesvik etmektedir. Besin ortamlarma katilan serin, glutamin gibi
aminoasitler, AgNO3 gibi etilen biyosentezini inhibe edici veya aktif komiir gibi

maddeler basariy1 arttirmaktadir.

Kumar ve ark. (2003), patlican anterlerini MS ve GD (Gresshoff and Doys, 1972)
ortamlarinda kiiltiire almislardir. Arastiricilar kallus regenerasyonunu tesvik etmek i¢in
besin ortamlarina bitki biiylime diizenleyicilerin (2-4 D, BA, NAA) farkli dozlarim
(0.5, 1.0, 2.0 mg/l) ilave etmislerdir. Arastiricilar 2.0 mg/l 2,4-D iceren ortamlardan
embryogenic callus elde ettiklerini, anterlerin bazilarinin kallus olustururken, bir
kisminin da embriyo olusturduklarini, anterlere 2-3 saat 5°C soguk uygulamasinin

kallus olusumunu tesvik ettigini belirlemislerdir.

Karakullukgu ve Abak (1993), besin ortamina organik madde olarak sakkaroz, glikoz ve
aktif karbon ve biiylimeyi diizenleyici olarak kinetin, zeatin, 2,4-D ve NAA
eklenmesinin patlicanda androgenik haploid bitki olusumuna etkisini arastirmiglardir.
Arastiricilar ilk 12 gilin boyunca besin ortamina % 12 sakkaroz ilave edilmesi , %3
sakkaroz veya % 6 sakkaroz+% 6.3 glikoz ilave edilmesine oranla daha iyi sonug
verdigini, aktif karbonun embriyo olusumuna olumlu bir etkisinin olmadigini
belirtmektedirler. Besin ortamina kinetin+ 2,4-D ilavesi zeatin+ 2,4-D veya kinetin+
NAA ilave edilmesine oranla embriyo olusumunda daha etkili olmustur. Arastiricilar
calismanin degisik asamalarinda 5mg/l kinetin +5 mg/l 2,4-D ve %12 sakkaroz
kullanilan ortamlarda Baluroi F: ¢esidinde %12.1, Kemer ¢esidinde %1.5 ve Halep

Karasi ¢esidinde % 3.8 oraninda embriyo elde ettiklerini belirtmektedirler.

Abak (1983), biberde 5 mg/l kinetin ve 5 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda seker ve demir
konsantrasyonlarinin yiikseltilmesinin haploid embriyo ve bitki olusumunu tesvik
ettigini, 90 ve 120 g/l seker iceren ortamlarda, demir konsantrasyonunun da iki katina
cikartilmasinin, hem embriyo, hem de bitki olusumunu 6nemli diizeyde artirdigini

belirtmektedirler.
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Gebologlu ve ark. (2017), patlicanda anter kiiltiirlinde Dumas de Vaulx ve ark. (1981),
tarafindan Onerilen besin ortamina 0,03 mg/l B12 vitamini ile sakkaroz ve balin farkli
dozlarin1 (30-60-90-120 ve 150 g/1) ilave etmislerdir. Calismada ayrica besin ortamina
1.0, 3.0 ve 5.0 mg/l kinetin ve 2,4-D ilave eden arastiricilar uygulamalarin embriyo
olusumuna etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar ¢alismada Yamula patlican genotipini
ve Anamur F1 ¢esidini dondr bitki olarak kullanmiglardir. En yiiksek ortalama
embriyoid olusumu bal uygulamasinda %18.35, seker uygulamasinda %20.95 olmustur.
Yamula daha yiiksek androgenik cevap vermistir. En yiiksek embriyoid olusumu 1,0
mg/l Kinetin + 3,0 mg/l 2,4 D uygulamasindan elde edilmistir. Besin ortaminda
karbonhidrat kaynagi olarak sakkaroz yerine bal kullanilmasimin patlicanda anter
kiiltiirlinde embriyoid olusumu iizerine olumlu etki ederken, besin ortamlarinda bal

kullanilmasi ile ilgili daha ¢ok caligma yapilmasi gerektigini belirtmektedirler.

2.9. Anter Kiiltiiriinde inkiibasyon Kosullari

Anter kiiltiiri caligmalarinda c¢icek tomurcuklarindan uygun doénemlerde alinan
anterlerin besin ortamlarina aktarilmasi ve anterlerin inkiibasyonu agamasinda dikkatli
davranilmasi gerekmektedir. Zira bu asamada yapilacak yanlislar ve eksik uygulamalar
androgenik basarityt olumsuz etkilemektedir. Besin c¢ozeltileri petri kaplarina
aktarilirken, anterler petrilere yerlestirilirken ve inkiibasyon siirecinde sterilizasyona
dikkat edilmesi gerekir. Aksi takdirde anter kiiltiirii ¢aligmalarinda sik sik goriildigii
gibi ortamdan veya anterden kaynaklanan nedenlerle kontaminasyonlar meydana
gelmektedir. Kontaminasyonla karsilasilan petriler deneme dis1 aklmaktadir. Boyle
durumlarda dondr bitkinin yas1 ilerledigi i¢in yeniden anter alinmasi miimkiin

olmamakta veya alinmasi durumunda diger uygulamalarla esitlik bozulmaktadir.

Anter kiltiiriinde tomurcuklardan alinan anterlerin dogrudan besin ortamina temas
etmesi gerekmektedir. Anter alim1 sirasinda anter dokusunun yaralanmamasi veya anter
tizerinde flament pargaciklarinin kalmamasit gerekir. Anterler besin ortamina
yerlestirilirken dorsal yiizeyi ortamla temas edecek sekilde yerlestirilmelidirler.
Anterlerin kiiltiire alindiklar1 ilk asamada anterler genellikle karanlikta 20-30° C

arasindaki sicakliklarda kiiltiire alinmaktadir. Inkiibasyon déneminden sonra diisiik 151k
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yogunlugu ve degisik fotoperyotlarda bekletilen anterler embriyo olustuktan sonra,
rejenere olan bitkicikler daha yiiksek 151k yogunluguna alinir. Bazi bitki tiirlerine ait
anter kiltlirlerinde inkiibasyonun ilk giinlerinde uygulanan yiiksek sicaklik

uygulamalari embriyo olusumu iizerine olumlu etki yapmaktadir (Dumas de Vaulx ve

ark., 1981).

3. MATERYAL YONTEM
3.1. Materyal

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii

Labaratuvar ve aragtirma alaninda yiiritiilmistiir.

3.1.1. Donor Bitkiler ve Ozellikleri

Denemede Anamur F1 patlican genotipi ile Anamur Fr’in kendilenmesi ile elde edilmis
F» ve Fs generasyonlari, Topan 374 standart patlican ¢esidi ve lokal popiilasyon olan
ancak uzun yillardir kendilenerek tohumu alindig1 i¢in varyasyon igermeyen Yamula
genotipi dondr bitki olarak kullanilmigtir. Anamur F1 ¢esidi Tiirkiye’de bir¢ok bolgede
acikta yetistiricilige uygun, yiiksek verimli, siyah uzun meyveli bir g¢esittir. Tiirkiye’de
acik alanda yetistiriciligi en c¢ok yapilan c¢esit durumundadir. Anter kiiltiiri
caligmalarinda androgenik yanit1 iyi genotiplerden biridir. Topan374 cesidi Tirkiyede
uzun yillardir siyah Topan meyveli patlican olarak kullanilan standart gesittir. Ticari
olarak degerli bir genotip olmamasinin yaninda anter kiiltiirii caligmalarinda androgenik
yaniti nedeniyle denemede kullanilmistir. Yamula patlicam1 Kayseri ilinin Yamula
ilcesinde yetistiriciligi yapilan ve bu ydreye has bir genotip oldugu i¢in yore ismiyle
taninmustir. Yapilan 6n ¢alismalarda androgenik yaniti ¢ok iyi olan bir genotiptir.

Denemede kullanilan genotiplerin goriiniimleri Sekil 3.1°de verilmistir.
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3.1.2. Donér Bitkilerin Yetisme Kosullari

Dondr bitkiler yar1 otomasyon bir serada yetistirilmistir. Sera oluk alt1 yiiksekligi 5
metre, taban alani1 2000 m?, 1s1 ve g06lge perdesi bulunan, tstleri kelebek havalandirmali,
sirkillasyon ve egzos fanlarina sahip, yanlart uzay havalandirmali, havalandirma
bosluklari insect net ile kapali, sulama ve glibrele sistemi otomasyona bagli, iginde hem
fide yetistirme boliimii, hem de topraksiz yetistiricilige uygun altyapiya sahip boliimler
mevcuttur. Seranin bulundugu alanin rakimi 595 metre ve konumu 40°19'55.58"K -
36°28'27.49"D seklindedir. Dondr bitkilerin yetistirildigi seradan goriinimler Sekil

3.2’de verilmistir.
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TOPAN 374

Sekil 3.1. Denemede kullanilan dondr bitkilerin goriintimleri
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Sekil 3.2. Dondr bitkilerin yetistirildigi sera

3.1.3. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Ekipmanlar

Doku kiiltiirii labaratuvari: Stres ve inkiibasyon uygulamalari, dezenfeksiyon, besi
ortami hazirlama ve anter atimi ¢alismalar1 Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiiri

labaratuvarinda gerceklestirilmistir.

Iklimlendirme odasi: Anterlerin inkiibasyon evrelerini tamamlamalarindan dis kosullara
aktarilincaya kadarki siireyi gecirmeleri igin 151k, sicaklik ve nem kontrollii
iklimlendirme odasi kullanilmistir. Iklimlendirme odasinda krom nikel malzemeden
imal edilmis raflar bulunmaktadir ve bu raflarin aydinlatilmasi LED lambalarla

saglanmaktadir.

Growth Chamber(Biiyiitme Dolaby): Anterleri 10 °C’de bekletmek igin sicaklik nem ve

151k kontroliinii saglayan 600 It hacimli Niive Test Kabini kullanilmastir.

Floww kabin: Steril ortam ¢alismalarinin yiiriitiilmesi i¢in Telstar Bio II A marka flow

kabin kullanilmistir.
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Inkiibatér: Anterlerin ekimi yapildiktan sonra 8 giin boyunca 35 °C’de karanlik
kosullarda bekletmede Memmert ‘IPP 400’ inkiibator kullanilmustir.

Otoklav: Calisma sirasinda kullanilan malzemelerin (Besi ortami, pens, biistiiri,
erlenmayer, tlip vs.) dezenfeksiyonunda nemli hava (basingla) sterilizasyonu saglayan

ALP CL-3258 L marka 54 It kapasiteli otoklav kullanilmuistir.

Sekil 3.3. Anter kiiltiirii galigmalarinin yiiriitiildiigli laboratuar ekipmanlari
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Sekil 3.4. Denemede kullanilan inkiibator ve otoklav

Isitmali manyetik karigtirici, pH metre ve mikroskop: Besin ortami hazirlanirken gerekli
olan kimyasallarin belirli bir sicaklik ve devirde manyetik alan etkisiyle karigtirilmasini
saglayan karistiric1 cihaz kullanilmistir. Besi ortamlarinin pH degerlerini 6lgmek i¢in
pH metre kullanilmistir. Anterlerin gelisimi ve stoma incelemelerinde mikroskoptan

faydalanilmistir.

Sekil 3.5. Denemede kullanilan mikroskop, manyetik karistirici ve pH metre
Petri: Calismada besin ortamlar1 ve anterlerin anter dikimi igin steril plastik petri

kaplar1 kullanilmigtir. Anterlerin inkiibasyonu agamasinda 60 mm’lik petriler, anterlerin

R1 ve R2 ortamlarina aktarilmasinda ise 90 mm’lik steril plastik petriler kullanilmistir.
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Sekil 3.6. Denemede kullanilan petriler

3.2. Yontem

Calismada 5 genotip, 3 farkli besin ortam1 ve kontrol ile birlikte 5 farkli soguk stres
uygulamasi, 6 tekerrlirlii olarak denenmistir. BoOylece (5x3x5x6): 450 muamele
kullanilmis olup her muamelede 10 anter kullanilmistir. Toplamda ise 4500 anter ekimi

yapilmuistir.

3.2.1. Donor Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemede kullanilan patlican genotiplerine ait tohumlar 25 Nisan 2017 tarihinde ¢oklu
saksilarda torf ortamina ekilmistir. Fideler 30 Mayis 2017 tarihinde 1sitmal1 sera i¢inde
topraksiz tarim sisteminde cocopeat bloklara dikilmistir. Denemede her genotip icin 20
bitki yetistirilmistir. Toplamda 5 genotip ve 100 bitki donor bitki olarak kullanilmistir.
Tomurcuk hasadindan 6nce bitkiler tizerindeki agmis biitiin ¢igekler uzaklastirilmistir.
Bitkiler diizenli olarak budanarak vegetatif-generatif denge saglanmis ve yeni ¢icek

tomurcugu olusumu tesvik edilmistir.
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Sekil 3.7. Dondr bitkilerin goriiniimii

Donor bitkiler yetistirilirken stres olusumunu Onlemek maksadiyla hastalik ve
zararlilara kars1 miimkiin oldugunca ilagh miicadeleden kaginilmis ve kiiltiirel tedbirler
almmugtir. Bitkiler i¢in 2:1:3:1:1 oraninda N:P:K:Ca: Mg igerecek sekilde besin
elementi stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Stok soliisyonlarda 1 nolu tank asit tanki
olarak kullanilmistir. 2 nolu tank Ca i¢in; 3 nolu tank ise N-P-K-Mg ile S ve mikro
elementler i¢in hazirlanmigtir. Baglangicta sulama suyunun EC degeri 1400 pS/cm
olacak sekilde giibreleme yapilmis ve bitkiler c¢igeklenmeye basladiklarinda sulama
suyunun EC degeri 1800 uS/cm ve daha sonraki donemde 2000 puS/cm olarak
ayarlanmistir. Haftada en az bir kere giibresiz sulama yapilmis, ayrica diizenli olarak
drenaj suyu alinmis ve EC ve pH degerleri 6l¢iilmiistiir. Drenaj sularinda EC degerinin
2800 puS/cm’nin iizerine, pH degerinin 7.00’1n {izerine ¢iktig1 durumlarda otomasyona

miidahale edilerek degerler yeniden ayarlanmistir.
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3.2.2. Cicek Tomurcuklarimin Gruplandirilmasi ve Toplanmasi

Anterlerin yesilden sariya donlismeye basladig1 evre anter hasadi i¢in baz alinmistir. Bu
devre tek cekirdekli mikrospor gelismesinin son evreleri ile birinci polen mitozunun
baslangis evresini kapsamaktadir (Sibi ve ark., 1979; Abak, 1983; Karakullukeu,
1991). Genotipler arasinda farkliliklarin olma ihtimaline karsi anterlerin gelisme
asamalarmi belirleyebilmek amaciyla, tomurcuklar 6nce kendi aralarinda morfolojik
Ozelliklerine gore gruplandirilmis ve bu gruplardan alinan anterlerde mikrospor gelisim
asamalarinin kontrol edilmesi i¢in % 2’lik asetokarmin yontemi ile boyama islemi
yapilarak NIKON marka 151k mikroskobu ile mikrosporlar incelenmis ve en uygun
evrenin tespiti yapilmstir. (El¢i,1982; Karakulluk¢u,1991). Mikrosporlarin durumuna
gbre tomurcuk gelisme asamalari belirlenmis ve deneme siiresince tomurcuk hasadinda
aynt kriterler kullanilmistir. Calismada kullanilan ¢igcek tomurcuklarinin morfolojik
goriiniimleri Sekil 3.8’de, ¢igek tomurcugu ve anterlerin goriniimii Sekil 3.9’da

verilmistir. Cigek tomurcuklari sabahin erken saatlerinde hasat edilmistir.
3.2.3. Ci¢ek Tomurcuklarmma Soguk Uygulamasi

Cigek tomurcuklar1 sabah erken saatlerde (07.00 ile 08.00 saatleri arasinda)
toplanmistir. Tomurcuklar cam beher i¢ine konulmus ve soguk uygulamalari igin
sicakliklar1 4 ve 10 °C’ye ayarlanmig buzdolaplarina konulmustur. Tomurcuklar +4 °C
ve +10 °C sicaklikta 24 ve 48 saat bekletilmis ve bu siireler sonunda dolaplardan
cikarilan tomurcuklar dezenfeksiyon islemine alinmistir. Soguk uygulamalarinin
kontrolii olan tomurcuklara ise herhangi bir uygulama yapilmamis, hasat edilen

tomurcuklar dogrudan sterilize edilmis ve anter atimi yapilmustir.
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Sekil 3.8. Cigek tomurcuklarinin gériiniimii

ngmnnnplmnﬂpnunnmmnnpnqnlqmumqnu|nn|unuul,l|n||m|nn|n||||m|u|||nu|m||||u|nu|||||||||||||||||||||||||i
8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sekil 3.9. Uygun ¢icek tomurcugu ve anter asamasi
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3.2.4. Cicek Tomurcuklarinin Dezenfeksiyonu, Anterlerin Cikarilmasi ve Dikimi

Polen embriyogenesisi i¢in en uygun mikrospor gelisme donemine sahip olan anterleri
iceren ¢igek tomurcuklart dezenfeksiyona alinmadan 6nce deterjanli suda 1-2 dakika
siireyle bekletilmis ve ardindan 8-10 dakika ¢esme suyunda yikanmistir. Daha sonra
cicek tomurcuklart birkag damla Tween-20 damlatilmis % 20’lik ticari sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi icerisinde 15 dakika siireyle dezenfekte edilmis, daha sonra {i¢ kez
beser dakika siireyle steril saf su ile durulanmistir. Anterler, cicek tomurcuklari
icerisinden bistiiri ve kivrik uglu bir pens yardimiyla ¢ikarilmistir. Anterler tomurcuktan
¢ikarildiktan sonra bekletilmeden ince uglu bir pens yardimiyla besin ortami {izerine,
dorsal yilizeyi ortamla temas edecek bigimde ve ortama batirilmaksizin yerlestirilmistir.
(Karakulluk¢u, 1991). Her petri kutusuna 2 ¢igek tomurcugundan c¢ikan anterlerin
tamami1 dikilmis olup, bu sayr 10-12 arasinda degismektedir. Dikim islemi
tamamlandiktan sonra petri kutularinin kenarlar1 ince plastik film seritlerle kapatilarak
dis atmosferle iliskileri kesilmistir. Calisma sirasinda izolasyon ve dikim aletleri; sik stk
cam boncuk sterilizatdre batirilarak sterilize edilmistir. Ayrica dikim islemi sirasinda

steril kabin igerisine sik sik % 70’lik etil alkol spreylenmistir.

Sekil 3.10. Cicek tomurcuklarinin dezenfeksiyonu
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Sekil 3.11. Cigek tomurcuklarindan anterlerin ¢ikarilmasi ve anter dikimi

3.2.5. Besin Ortamlarinin Bilesimi ve Hazirlanmasi

Calismada besin ortami olarak anter kiiltiirinde en c¢ok kullanilan temel besin
ortamlarindan Dumas de VAulx ve Chambonnet (1982) tarafindan onerilen DDVX
besin ortami, Murashige ve Skoog (1962) tarafindan onerilen MS besin ortami ve

Gamborg ve ark. (1968) tarafindan 6nerilen B5 besin ortam1 kullanilmistir.

Besin ortamlart hazirlanirken ortamlarin  katilagtirnlmasinda  %0.8  Agar-agar
kullanilmistir. Ortama ayrica %6 sucrose eklenmistir. Besin ortamlarinin bilesimleri.
Cizelge 3.1’de verilmistir. Besin ortamlar1 erlenmayerler i¢ine konulduktan sonra pH
seviyesi 5.8’e ayarlanmis, agizlari aliminyum folye ile kapatilmis ve otoklava
yerlestirilmistir. Ortamlar otoklavda 15 dk boyunca 121°C’de 1 atm basing altinda
sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besin ortamlari steril kabin iginde petrilere

aktarilmistir. Her petri kabina 10 ml besin ortam1 doldurulmustur. Kabin i¢inde besin

26



ortamlarinin petrilere doldurulmasi ve anterlerin petrilere yerlestirilmesi siiresince kabin

ici sik sik %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir.

3.12. Besin ortamlarinin hazirlanmis sekli

3.2.6. Uygulamalar

Calismada 4 farkli 6n uygulama yapilmistir. Cicek tomurcuklarina herhangi bir
uygulama yapilmadan donér bitkilerden alinarak kiiltiir ortamina aktarilan anterleri

iceren tomurcuklar kontrol uygulamasi olarak kullanilmigtir.
Tomurcuklara yapilan 6n stres uygulamalar1 asagidaki gibidir;

1. Cicek tomurcuklari dezenfekte edilmeden Once 24 saat 4°C’de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 35°C’de 8 giin

stire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur.

2. Cigcek tomurcuklart dezenfekte edilmeden Once 24 saat 10 °C ‘de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 8 giin boyunca

35 °C* de karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur.

3. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden Once 48 saat 4°C’de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 35°C’de 8 giin

siire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur
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4. Ci¢ek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden dnce 48 saat 10 °C ‘de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 8 giin boyunca

35 °C* de 8 giin siire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur.

5. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten sonra anterler bekletilmeden C ortamina
aktarilmis, ardindan anterler 35°C’de 8 giin siire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi
tutulmustur. Bu uygulama tomurcuklara sicaklik uygulamalarinin kontrolii olarak

alinmustir.

Inkiibasyon uygulama siirelerinin sonunda petriler 3000 lux 1s1k intensitesi, 25°C +1°C
sicaklik ve 16 saat fotoperiyoda sahip iklimlendirme odasina alimustir. Petriler
iklimlendirme odasina alindiktan 4 giin sonra anterler iginde R ortam1 bulunan petrilere
aktarilmistir. Her 4 haftada bir anterler yeni bir R ortamina transfer edilmistir. R
ortaminda yaklagik 6-7 hafta sonra anterlerin yilizeyinde embriyoidler gortilmistiir.
Anterler iizerinde embriyoidler goriilince bu embriyoidler steril kosullarda icinde
yenilenmis R ortami bulunan petrilere aktarilmistir. R ortamlar1 her 3 besin ortami i¢in
ortak kullanilmistir. R ortam1 DDV X ortami esas alinarak hazirlanmistir. R ortamina 0,1
mg/l kinetin ilave edilmis, 2,4-D ve Vitamin By, ilave edilmemistir. Ayrica R ortaminda
30 000 mg/l sucrose kullanilmistir. R ortami yaklasik 4 hafta bekledikten sonra
ortamlarin etkinliginin azalmasi nedeniyle bu ortamlar her 4 haftada bir yenilenmistir.
Bunun i¢in taze R ortamlar1 petrilere doldurulmus ve anterler steril kosullarda bu
petrilere aktarilmistir. R ortaminda gelisen embriyoidler yine steril kosullarda i¢cinde V

ortami1 bulunan cam tiiplere aktarilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan besin ortamlari ile R ve V ortamlarimin bilesimi

C Ortamlarn R Vv
Kimyasal Maddeler MS B5 DDVX | Ortamm | Ortamm
Makro elementler (mg/l)
KNO3 1900 3000 2150 2150 1900
NH;NO; 1650 - 1238 1238 1650
MgSQq, 7H,0 370 500 444 444 370
(NH4)2SO, - 134 34 34 -
NaH,PO,42H,0 - 150 38 38 -
CaCl,, 2H,0 440 150 313 313 440
KCI - 7 7
Ca(N03)2, 4H20 - 50 50
KH,PO,4 170 - 142 142 170
Mikro elementler (mg/l)
MnSQ4, H,O 22.300| 13.200| 22.130| 22.130| 22.300
ZnS0y, 7TH,0 8.600 2.000 3.625 3.625 8.600
HsBO3 6.200 3.000 3.150 3.150 6.200
Kl 0.830 0.750 0.695 0.695 0.830
Na,MoQ;,, 2H,0 0.250 0.250 0.188 0.188 0.250
CuS04, 5H,0 0.025 0.025 0.016 0.016 0.025
CoCl,, 6H,0O 0,025 0.025 0.016 0.016 0.025
Fe-EDTA
Na,EDTA. 2H,0 (mg/l) 37.3 37.3 18.65 18.65 37.3
FeSQ,, 7H,0 (mg/l) 27.8 27.8 13.90 13.90 27.8
Vitaminler (mg/l)
Pyridoxin HCL 0.50 1.00 5.500 5.500 0.5
nicotinamic Acid 0.50 1.00 0.700 0.700 0.5
Thiamine HCL 0.10 10.00 0.600 0.600 0.1
Glycin 2.00 - 0.100 0.100 2.0
Miolnositol 100.00| 100.00| 50.300| 50.300 100.0
Vit B, 0.03 0.03 0.030 - -
Calcium panthotenate - - 0.500 0.500 -
Biotine - - 0.005 0.005 -
Karbonhidratlar
Sucrose (mg/l) 60.000 | 60.000 | 60.000 | 30.000 | 30.000
Biiviimeyi diizenleyiciler
Kinetin (mg/l) 1.0 |1.0 1.0 0.1 -
2,4-D (mg/l) 1.0 |10 1.0 -
Agar
Agar-agar (mg/l) 8000 8000 8000 8000 8000
PH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
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MS besin ortam1 V ortami olarak kullanilmigtir. MS besin ortamina gore sucrose miktari
30 000 mg/l olarak alinmigtir. Ayrica V ortaminda kinetin, 2,4-D ve Vitamin Bj
kullanilmamustir. R ortaminda gelisme godsteren embriyo ve V ortamindaki geligme

durumu Sekil 3.13’de verilmistir.

Sekil 3.13. R ve V ortaminda embriyoid ve bitki gelisme durumu
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3.2.7. Ploidi testi (Stomal inceleme):

V ortaminda gelismesini tamamlayan bitkicikler dis kosullara alistirilmak icin saksilara
alinmistir. Icinde 2:1 oraninda torft+perlit karisimi bulunan saksilara bitkicikler
dikildikten sonra iizerleri beherle kapatilarak aligtirmasi saglanmigtir. Beherler 3 giin
kapali tutulduktan sonra bitkilerin iizeri agilmig ve iklim odasinda gelismeye

birakilmistir.

Dis kosullara alistirilan ve 8-10 yaprakli agamaya gelen bitkilerden yaprak ornekleri
alinmig yapraklarin alt yiizeyindeki stoma biiytlikliigii ve stoma sayilart NIKON Eclipse
E600 marka 1sik mikroskobunda 40x100 biiylitmeli olarak incelenmistir. Stomal
incelemede kontrol olarak AnamurF: ¢esidinin diploid bitkileri kontrol olarak
kullanilmistir. Anter kiiltiiriinden elde edilen ve haploid oldugu diisiiniilen bitkiler ile
diploid bitkilerin goriintiileri karsilastirilmis, kontrole gore stoma sayisi daha fazla ve
stoma ebatlar1 daha kiiciik olan ornekler haploid olarak kaydedilmistir. Sitolojik
caligmalarda haploid bitkilerinin stomalarinin diploid bitkilere gore daha fazla sayida ve
daha kiigiik olduklar1 bilinmektedir (Ellialtioglu ve ark. 2001). Denemede kullanilan
genotiplerin (diploid) stoma goriintiileri Sekil 3.14-3.18’de ile bu genotiplerden elde

edilen haploid bitkilerin stoma goriintiileri verilmistir.

Anamur F, Haploid Bitki ‘ Anamur Diploid Bitki (Kontrol)

Sekil 3.14. Anamur F: genotipinin haploid ve diploid (kontrol) bitkilerinin mikroskobik
stoma gorunimi
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Anamur F> Haploid Bitki Anamur Diploid Bitki (Kontrol)

Sekil 3.15. Anamur F2 genotipinin haploid ve diploid (kontrol) bitkilerinin mikroskobik
stoma gorunumu

Anamur F; Haploid Bitki Anamur Diploid Bitki (Kontrol)

Sekil 3.16. Anamur F3 genotipinin haploid ve diploid (kontrol) bitkilerinin mikroskobik
stoma gorunimu
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Topan 374 Haploid Bitki Topan 374 Diploid Bitki (Kontrol)

Sekil 3.17. Topan 374 genotipinin haploid ve diploid (kontrol) bitkilerinin mikroskobik
stoma goruniimu

Yamula Haploid Bitki Yamula Diploid Bitki (Kontrol)

Sekil 3.18. Yamula genotipinin haploid ve diploid (kontrol) bitkilerinin mikroskobik
stoma goruniimu
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3.2.8.Gozlemler

Calismada anterlerden elde edilen embriyo sayilari, embriyolardan elde edilen bitkicik
sayilar1 ve dis kosullara alistirilan bitki sayilar1 kaydedilmistir. Embriyo sayilar kiiltiire
alman anter sayisina oranlanmis, bitkicik ve dis kosullara aligturilan bitki sayilar
kiiltiire alinan anter ve embriyo sayilarina oranlanmistir. Ayrica stomal inceleme
yapilarak haploid bitki sayilar1 belirlenmistir. Ayrica genotiplere, soguk uygulamalarina
ve besin ortamlarima gore basari oranlart da hesaplanmistir. Anter kiiltiiri
caligmalarinda sonuclarin analizinde iki farkli yontem kullanilmaktadir. Kullanilan
uygulamalara gore basart orani sifira kadar indiginden uygulamalar arasindaki
farkliliklarin istatistiksel analizi pek tercih edilmemektedir. Bu nedenle genelde
uygulamalardan elde edilen sayisal degerler ve bu verilerin anter veya embriyo sayisina
oranlart verilmektedir. Bu nedenle denemede basari oranlari say1 ve yiizde olarak

verilmigtir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 5 patlican genotipinden alinan ¢igek tomurcuklarindan toplam 4500 adet
anter besin ortamlarina aktarilmistir. Anterlerin besin ortamlarina aktarilmasindan 12
giin sonra tiim uygulamalarda anter gelismesi takip edilmistir. Kiiltiir ortamina alinan
anterlerden anormal sisme, kuruma veya bozulma olmadan canliliklarini siirdiiren
anterle besin ortamlarinda normal olarak gelisen anterler olarak kabul edilmistir.
Normal gelisimini siirdiiren anterlere ait gortintiiler Sekil 4.1°de verilmistir. Calismada
genotip, besin ortamlart ve tomurcuklara soguk stresi uygulamasma bagli olarak
androgenik basarida farkliliklar goriilmiistiir. Anamur F: patlican ¢esidinin F» ve F;
generasyonlart ile karsilastirildiginda generasyonlar arasinda farkliliklar goriilmustiir.
En yiiksek embriyo olusumu 110 embriyo/60 anter ile Yamula genotipinden DDVX
ortaminda ve tomurcuklarin 4 °C sicaklikta 48 saat bekletildigi uygulamadan elde
edilmistir. Denemede genotipler, besin ortamlar1 ve soguk soku uygulamalari1 dikkate
alindiginda 75 uygulama kullanilmis ve bu uygulamalarin 51’inden embriyo elde

edilmistir.
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Sekil 4.1. Normal geligimini siirdiiren Topan 374 ve Anamur F2 genotiplerine ait anterler

4.1. Genotiplerin Uygulamalara Gore Androgenik Performanslari

Anamur F. genotipinde 4 uygulamadan embriyo elde edilememistir. Androgenik basari
elde edilen uygulamalarda embriyo olusum orani % 5.00 — 26.67 arasinda degismistir.
Anamur F: genotipinde en yiiksek basart DDVX ortamindan ve tomurcuklarin 4 °C
sicaklikta 24 saat bekletildigi uygulamadan (60 anterden 16 embriyo ve 9 bitkicik) elde
edilmistir. Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra stoma incelemeleri yapilmis ve
haploid bitki sayilar1 belirlenmistir. En yiliksek haploid bitki DDVX ortaminda 4°C 24
saat uygulamasindan (60 anterden 4 haploid bitki) elde edilmistir. Biitiin uygulamalar
dikkate alindiginda Anamur F. genotipinde toplamda 110 embriyo, 43 bitkicik ve 10
haploid bitki elde edilmistir. Anamur F. genotipinde uygulamalara gbre embriyo,
bitkicik ve haploid bitki sayilar1 ile anter ve embriyo sayisina gore basari oranlari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Anamur F2 genotipinde 4 uygulamadan embriyo elde edilememistir. Androgenik basari
elde edilen uygulamalarda embriyo olusum orani % 3.33 — 56.67 arasinda degismistir.
Denemede Anamur F2» genotipinde en yiiksek basart MS ortamindan ve tomurcuklarin
10 OC sicaklikta 24 saat bekletildigi uygulamadan (60 anterden 34 embriyo ve 13
bitkicik) elde edilmistir. Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra stoma incelemeleri
yapilmis ve haploid bitki sayilar1 belirlenmistir. En yiiksek haploid bitki sayis1 DDV X
ortaminda 10°C 48 saat uygulamasi ile MS ortaminda 4°C 48 saat uygulamalarindan
elde edilmistir (60 anterden 6 haploid bitki). Biitiin uygulamalar dikkate alindiginda
Anamur F. genotipinde toplamda 121 embriyoid, 60 bitkicik ve 24 haploid bitki elde
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edilmistir. Anamur F» genotipinde uygulamalara goére embriyo, bitkicik ve haploid bitki

sayilar1 ile anter ve embriyo sayisina gore basar1 oranlari. Cizelge 4.2°de verilmistir.

Anamur Fs genotipinde 9 uygulamadan embriyo eclde edilememistir. Bu genotipin
androgenik basar1 diizeyi oldukc¢a diisiik ¢ikmistir. Embriyo elde edilen uygulamalarda
embriyo olusum orant % 1.67 — 31.67 arasinda degismistir. Denemede Anamur Fs
genotipinde en yiiksek basar1 MS ortamindan ve tomurcuklarin 10 °C sicaklikta 48 saat
bekletildigi uygulamadan elde edilmistir (60 anterden 19 embriyo ve 6 bitkicik).
Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra stoma incelemeleri yapilmis ve haploid bitki
sayilar1 belirlenmistir. En yliksek haploid bitki sayis1t MS 10 °C 48 uygulamasindan elde
edilmistir (60 anterden 2 haploid bitki). Biitiin uygulamalar dikkate alindiginda Anamur
Fs genotipinde toplamda 39 embriyo, 14 bitkicik ve 4 haploid bitki elde edilmistir.
Anamur Fs genotipinde uygulamalara gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki sayilari ile

anter ve embriyo sayisina gore basar1 oranlar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Topan 374 denmede en yiiksek androgenik performansi gosteren genotip olmustur. Bu
genotipte 5 uygulamadan embriyo elde edilememistir. Androgenik basari elde edilen
uygulamalarda embriyo olusum orani1 % 8.33 — 133.33 arasinda degismistir. Denemede
Topan 374 genotipinde en yiiksek basart DDVX ortaminda tomurcuklarin 4 ©C
sicaklikta 48 saat bekletildigi uygulamadan elde edilmistir (60 anterden 80 embriyo ve
45 bitkicik). Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra stoma incelemeleri yapilmis ve
haploid bitki sayilart belirlenmistir. En yiliksek haploid bitki BS ortaminda 4°C 48 saat
uygulamasindan elde edilmistir (60 anterden 22 haploid bitki). Biitiin uygulamalar
dikkate alindiginda denemede Topan 374 genotipinde toplamda 439 embriyo, 244
bitkicik ve 100 haploid bitki elde edilmistir. Topan 374 genotipinde uygulamalara gére
embriyoid, bitkicik ve haploid bitki sayilar1 ile anter ve embriyo sayisina gore basari

oranlan Cizelge 4.4’de verilmistir.

Denemede Yamula genotipi Topan 374’ten sonra en yliksek performansi gosteren ikinci
genotip olmustur. Bu genotipte 2 uygulamadan embriyo elde edilememistir. Androgenik
basar1 elde edilen uygulamalarda embriyo olusum orant % 5.00 — 183.33 arasinda

degismistir. Denemede Yamula genotipinde en yiiksek basart DDV X ortamindan ve
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tomurcuklarin 4 °C sicaklikta 48 saat bekletildigi uygulamadan elde edilmistir (60
anterden 110 embriyo ve 101 bitkicik). Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra stoma
incelemeleri yapilmis ve haploid bitki sayilar1 belirlenmistir. En yiliksek haploid bitki
sayist DDVX ortaminda 4°C 48 saat uygulamasindan elde edilmistir (60 anterden 32
haploid bitki). Biitiin uygulamalar dikkate alindiginda denemede Yamula genotipinde
toplamda 387 embriyo, 266 bitkicik ve 73 haploid bitki elde edilmistir. Yamula
genotipinde uygulamalara gére embriyo, bitkicik ve haploid bitki sayilar1 ile anter ve

embriyo sayisina gore basari oranlar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.

Anter kiltiiri calismalarinda basar1  birgcok  faktorden etkilenebilmektedir.
Arastirmalarda birden fazla faktorin kullanildigi durumlarda basar1 oranlarinda
farkliliklar ¢ikmaktadir. Denemede uygulamalara bagli olarak embriyo ve bitki olusum
oranlar1 farkliliklar géstermistir. Embriyo ve bitkicik olusum orani yiiksek genotiplerin
yaninda diisiik basar1 gdsteren genotipler de olmustur. Ayni genotipin farkli besin
ortamlarinda farkli androgenik yanitlar verdigi goriilmiistiir. Genotiplere gore degisen
bazi uygulamalarda embriyo olusumu yiiksek olmasmna ragmen, bitkiye donilisim
oranlar1 diisiik kalmistir. Literatiirde degisik bitki tiirlerinde anter kiiltlirii calismalarinda
basari {izerine birgok faktdriin etkili oldugu belirtilmektedir. Ozellikle genotip ve besin
ortaminin bilesimi basta olmak {izere stres ve inkiibasyon kosullar1 gibi faktorlerin de
etkisiyle embriyo olusum oran1 ve bitkiye doniismede farkliliklarin oldugu degisik
arastiricilar tarafindan ortaya konmustur. Karakullukeu (1991), Karakulluk¢u ve Abak
(1992), Salas ve ark. (2011) ve Ellialtioglu ve ark. (2012) patlicanda; Smith (2013),
Touraev ve Heberle-Bors (2003) ve Belogradova ve ark. (2009) tiitiinde; Achar (2002),
Zhang ve ark. (2005) ve Cardoza ve Stewart (2004) lahanada; Ochoa-Alejo ve Ramirez-
Malagon (2001), Ercan ve ark. (2006) ve Kothari ve ark. (2010) biberde anter kiiltiirii
ile ilgili yirittiikleri ¢alismalarda androgenik basar1 {izerine bir¢cok faktoriin etkili
oldugunu belirtmektedirler. Literatiirde bahsedilen ve anter kiiltiirii c¢alismalarinda
kullanilan faktorlere bagli olusan androgenik basari farkliliklar1 denemede de benzer

sekilde goriilmiistiir.
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Cizelge 4.1. Anamur F: genotipinde uygulamalara gére embriyoid, bitkicik ve haploid

bitki olusumu

Genotip Ortam  Soguk Uygulamasi El Bl E2 B2 B3 B4 B5 B6

MS Kontrol
MS 4 °C’de 24 saat 11 3 1833 500 2727 1 167 9.09
MS 10 °C’de 24 saat
MS 4 °C’de 48 saat 16 5 26.67 833 3125 2 333 1250
MS 10 °C’de 48 saat 7 11.67
DDVX  Kaontrol 13 2 2167 3.33 1538
DDVX 4 °C’de 24 saat 16 9 2667 1500 5625 4 6.67 25.00

Anamur Fi1  DDVX 10 °C’de 24 saat 6 2 10.00 3.33 33.33
DDVX 4 °C’de 48 saat 11 4 1833 6.67 3636 2 333 18.18
DDVX 10 °C’de 48 saat 15 6 2500 10.00 4000 1 1.67 6.67
B5 Kontrol
B5 4 °C’de 24 saat 3 3 5.00 5.00 100.00
B5 10 °C’de 24 saat 7 5 1167 833 7143
B5 4 °C’de 48 saat 2 2 3.33 3.33  100.00
B5 10 °C’de 48 saat 3 2 5.00 3.33  66.67

E1: Embriyo sayisi1 (60 anterden)
B1: Bitkicik sayis1 (60 anterden)
E2: Embriyo olusum oran1 (%)
B2: Bitkicik olusum orani1 (%)

B3: Embriyodan bitkicik olusum oran1 (%)

B4: Haploid bitki say1st

BS5: Anterden haploid bitki olusum orani (%)

B6: Embriyoidden gelisen haploid bitki oran1 (%)
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Cizelge 4.2. Anamur F: genotipinde uygulamalara gére embriyoid, bitkicik ve haploid
bitki olusumu

Soguk
Genotip Ortam  Uygulamasi E1l BT E2 B2 B3 B4 B5 B6
MS Kontrol
MS 4 °C’de 24 saat
MS 10 °C’de 24 saat 34 13 56.67 21.67 38.24 1 167 294
MS 4 °C’de 48 saat 29 18 48.33 30.00 62.07 6 10.00 20.69
MS 10 °C’de 48 saat
DDVX Kontrol 4 6.67
DDVX 4 °C’de 24 saat 5.00 1.67 33.33
Anamur F.  DDVX 10 °C’de 24 saat 5 15.00 8.33 55.56 6.67 44.44
DDVX  4°C’de 48 saat 12 10 20.00 16.67 83.33 6.67 33.33
DDVX 10 °C’de 48 saat 18 6 30.00 10.00 33.33 10.00 33.33
B5 Kontrol
B5 4 °C’de 24 saat 3 2 500 3.33 66.67 1 1.67 33.33
B5 10 °C’de 24 saat 2 1 333 1.67 50.00
B5 4 °C’de 48 saat 5 3 833 5.00 60.00 2 3.33  40.00
B5 10 °C’de 48 saat 2 1 333 1.67 50.00

E1: Embriyo sayis1 (60 anterden)
B1: Bitkicik sayis1 (60 anterden)
E2: Embriyo olusum oran1 (%)
B2: Bitkicik olusum orani1 (%)

B3: Embriyodan bitkicik olusum oran1 (%)
B4: Haploid bitki sayist

BS5: Anterden haploid bitki olusum orani (%)

B6: Embriyoidden gelisen haploid bitki orani (%)
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Cizelge 4.3. Anamur Fs genotipinde uygulamalara gére embriyoid, bitkicik ve haploid

bitki olusumu

Soguk
Genotip Ortam  Uygulamasi El BL E2 B2 B3 B4 B5 B6
MS Kontrol
MS 4 °C’de 24 saat
MS 10 °C’de 24 saat
MS 4 °C’de 48 saat 11 2 1833 3.33 18.18 1 1.67 9.09
MS 10 °C’de 48 saat 19 6 31.67 10.00 31.58 2 3.33 10.53
DDVX Kontrol
DDVX 4 °C’de 24 saat 3 1 500 1.67 33.33 1 1.67 33.33
Anamur
Fs DDVX 10 °C’de 24 saat
DDVX 4 °C’de 48 saat
DDVX 10 °C’de 48 saat
B5 Kontrol
B5 4 °C’de 24 saat 3 3 5.00 5.00100.00
B5 10 °C’de 24 saat 2 2 3.33 3.33 100.00
B5 4 °C’de 48 saat
B5 10 °C’de 48 saat 1 1.67

E1l: Embriyo sayisi (60 anterden)
B1: Bitkicik sayist (60 anterden)
E2: Embriyo olusum orani (%)
B2: Bitkicik olusum orani (%)
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B3: Embriyodan bitkicik olusum oran1 (%)

B4: Haploid bitki sayis1

B5: Anterden haploid bitki olusum orani (%)

B6: Embriyoidden gelisen haploid bitki orani (%)



Cizelge 4.4. Topan 374 genotipinde uygulamalara gore embriyoid, bitkicik ve haploid

bitki olusumu

Soguk
Genotip  Ortam  Uygulamass E1 Bl E2 B2 B3 B4 B5  B6
MS Kontrol
MS 4°C'de 24 saat 14 3 2333 500 2143 2 333 1429
10 °C*de 24
MS saat
MS 4°C'de 48 saat 44 14 7333 2333 3182 11 1833 2500
10 °C*de 48
MS saat 37 13 6167 2167 3514 5 833 1351
DDVX Kontrol
DDVX  4°C’de24saat 5 3 833 500 60.00
Topan 374 DDVX il 68 36 11333  60.00 5294 4 2333 2059
DDVX  4°C’de48saat 80 45 13333 7500 56.25 17 2833 21.25
10 °C*de 48
DDVX  saat 24 16 4000 2667 66.67 4 6,67 16,67
B5 Kontrol
B5 4 °C’de 24 saat
BS couif o 34 19 5667 3167 5588 S 2000 3529
BS 4°Cde 48 saat 73 60 12167 100.00 82,19 22 3667 3014
10 °C°de 48
B5 saat 60 35 10000 5833 5833 13 2167 2167

E1: Embriyo sayis1 (60 anterden)
B1: Bitkicik sayis1 (60 anterden)
E2: Embriyo olusum oran1 (%)
B2: Bitkicik olusum orani (%)

B3: Embriyodan bitkicik olusum orani (%)

B4: Haploid bitki say1st

BS5: Anterden haploid bitki olusum oran1 (%)
B6: Embriyoidden gelisen haploid bitki oran1 (%)
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Cizelge 4.5. Yamula genotipinde uygulamalara gére embriyoid, bitkicik ve haploid bitki
olusumu

Genotip  Ortam Soguk Uygulamas1  E1 Bl E2 B2 B3 B4 B5 B6

MS Kontrol
MS 4 °C’de 24 saat 11 4 18,.3 6,67 36.36 2 3.33 18.18
MS 10 °C’de 24 saat 13 5 21.67 8.33  38.46 1 1.67 7.69
MS 4 °C’de 48 saat 49 30 81.67 50.00 61.22 6 10.00 12.24
MS 10 °C’de 48 saat 23 11 38.33 18.33  47.83 4 6.67 17.39
DDVX Kontrol 3 2 5.00 3.33  66.67
DDVX 4 °C’de 24 saat 15 13 25.00 21.67  86.67 3 5.00 20.00

vamula DDVX 10 °C’de 24 saat 35 28 58.33 46.67  80.00 9 1500 2571
DDVX 4 °C’de 48 saat 110 101 183.33 168.33  91.82 2 5333 29.09
DDVX 10 °C’de 48 saat 20 15 33.33 25.00 75.00 4 6.67 20.00
B5 Kontrol
B5 4 °C’de 24 saat 30 14 50.00 23.33  46.67 4 6.67 13.33
B5 10 °C’de 24 saat 38 24 63.33 40.00 63.16 6 10.00 15.79
B5 4 °C’de 48 saat 32 14 53.33 2333 4375 2 3.33 6.25
B5 10 °C’de 48 saat 8 5 13.33 8.33  62.50

E1: Embriyo Sayis1 (60 B3: Embriyodan bitkicik olusum oranit (%)

anterden)

B1: Bitkicik sayist (60 B4: Dihaploid Bitki Sayist

anterden)

E2: Embriyo olusum orani B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

(%)

B2: Bitkicik olusum orani (%) B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)
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4.2. Genotiplere Gore Embriyo, Bitkicik ve Haploid Bitki Olusumu

Denemede kullanilan 5 patlican genotipinin hepsi androgenik yanit vermis, ancak
genotipler arasinda 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Anamur patlican ¢esidinin Fi, F2
ve Fs generasyonlart birbiri ile karsilastirildiginda F» generasyonunun F: ve Fs
generasyonuna gore androgenik basarist daha yliksek ¢ikmistir. Topan 374 genotipi en
1yl performansi gosteren genotip olurken bunu Yamula genotipi izlemistir. Anamur
genotipinin Fi, F» ve Fs generasyonlarinda elde edilen bitkicik sayilar1 embriyo
sayilartyla benzerlik gostermistir. Ancak genotipler arasinda en yiiksek bitkicik sayisi
Yamula genotipinden elde edilmistir. Yamula genotipini Topan 374 genotipi izlemistir.
Embriyo olusumunda en iyi genotip Topan 374 olurken bitkicik sayisi bakimindan
Yamula Topan 374 genotipinden daha basarili olmustur. En yiiksek haploid bitki
olusumu Topan 374 genotipinden elde edilmistir (toplamda 100 anter). Embriyolarin
bitkiye doniisiim orani bakimindan en basarili genotip %13,87 ile Anamur F2 genotipi
olurken, ne fazla haploid bitkinin elde edildigi Topan 374 ¢esidinde embrolarin haploid
bitkiye dontisiim oranm1 %13,23 olarak gerceklesmistir. Bu durum genotiplerin tirettikleri
embriyo sayilar1 ile embriyolarin haploid bitkiye doniisiimii bakimindan farkliliklar
gosterdigini ortaya koynaktadir. Genotiplerin embryo ve bitkicik olusumu Cizelge

4.2°de haploid bitki olusum diizeyleri Cizelge 4.3°de verilmistir.

Anter kiiltiiri calismalarinda haploid bitki elde edilmesinde basariy1 etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri genotiptir. Degisik bitki tiirlerinde yiiriitiillen anter kiltliri
caligmalarinda androgenik basar1 genotiplere bagli olarak cok ©nemli farkliliklar
gostermektedir. Anter kiiltiirii caligsmalarinin yogun olarak yiiriitiildiigii tiirlerinden biri
olan biberde androgenik basar1 lizerine genotipin O6nemli bir etkisi oldugu degisik
arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (Rodeva ve ark., 2004; Mityko ve ark., 1995;
Qin ve Rotino, 1995; Popova ve ark., 2016; Parra-Vega ve Segui-Simarro, 2016; Ari ve
ark., 2016). Biber disinda solanum tiirlerinde (Powell ve Uhrig, 1987), musirda
(Genovesi ve Collins (1982), tiitiinde (Smith, 2013; Touraev ve Heberle-Bors, 2003),
lahanada (Achar, 2002; Zhang ve ark., 2005; Cardoza, ve Stewart, 2004) ve patateste
(Tai ve Xiong, 2003; Liang ve ark. 2006) anter kiiltiiriinde basarmin genotipe bagh
olarak degistigi belirtilmektedir. Birgok bitki tiirtinde oldugu gibi patlicanda da anter

42



kiiltiirii ile ilgili yapilan ¢aligmalarda basariyr etkileyenen 6nemli faktorlerden birinin
genotip oldugu degisik ¢alismalarla ortaya konmustur (Chambonnet ve Dumas de
Vaulx, 1983; Sharma ve Rajam, 1995; Alpsoy ve Seniz, 2004; Khatun ve ark., 2006;
Salas ve ark., 2011). Literatiirde belirtilen genotipik farkliliklarin etkisi denemede de
goriilmiistiir. Denemede kullanilan genotiplerden Topan ¢esidini kullanan Basay ve
Ellialtioglu (2003), 5 farkli patlican genotipiyle ilgili yiiriittiikleri anter kiiltiirii
calismalarinda embriyo ve bitkicik olusumu bakimindan Topan genotipinin 5 genotip
arasinda 1. yil denemelerinde ikinci sirada, 2 yi1l denemelerinde ise birinci sirada yer
aldigimi, Anamur F: ve Yamula ¢esitlerini kullanan Gebologlu ve ark. (2017) ise,

Yamula genotipinin Anamur F: genotipine gore daha basarili oldugunu belirtmektedir.

500 - B Embriyo Sayisi u Bitkicik Sayist
450 - ® Embriyo Olusum Orani (%) m Bitkicik Olusum Oran (%)
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Sekil 4.2. Genotiplerin androgenik basar1 durumu
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20 m Haploid Bitki Sayisi

m Haploid Bitki Olusum Oram (%)
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Anamur Fi Anamur F2 Anamur Fs Topan 374 Yamula

Sekil 4.3. Genotiplerin haploid bitki olusum oranlari

4.3. Besin Ortamlarina Gore Embriyo, Bitkicik ve Haploid Bitki Olusumu

Genelde Solanacea familyas: tiirlerde 6zelde ise patlicanda yiiriitiillen anter kiltiirii
calismalarinda Dumas de Vaulux (1982) (DDVX) ve Murashige ve Skoog (1962) (MS)
tarafindan Onerilen ortamlar en c¢ok tercih edilen ve giiniimiize kadar bir¢ok defa
modifiye edilerek kullanilmis ortamlardir. Literatiirde anterlerden embriyo ve bitkicik
rejenerasyonu bakimimdan DDVX ortaminin MS ortamina gore daha iyi sonug verdigi
belirtilmektedir. Denemede bu iki ortama ilave olarak Gamborg (B5) ortami da
denemistir. Ortamlara gére embriyo olusum miktar1 ve oranlarinda 6nemli farkliliklar
olusmustur. Toplamda en yiliksek embriyo sayis1t DDVX ortamindan (470 embriyo) elde
edilirken, bu ortam1 MS ortami izlemistir. Embriyolardan gelisen bitkicik sayisi
bakimindan en iy1 sonu¢ 305 bitkicik ile DDVX ortamindan elde edilirken bu ortami
195 bitkicik ile B5 ve 127 bitkicik ile MS ortami izlemistir. En basarili ortam olan
DDVX ortaminda embriyo olusum orani %31,33, bitkicik olusum oram1 %?20,33
olmustur. Embriyo olusum oram1 bakimindan MS ortami ikinci sirada yer alirken,
bitkicik olusum orani1 bakimindan DDVX ortamindan sonra B5 ortamu ikinci sirada yer
almistir. Ortamlara gore toplam haploid bitki olusumunda DDVX ortam1 % 7,29 basari
orani ile ilk sirada yer almistir (105 haploid bitki). Haploid bitki sayist bakimindan B5
ortam1 MS ortamina gore daha basarili olmustur. Ebriyolarin haploid bitkiye doniisiim

orani enyiiksek %14,48 ile DDVX ortami olmus ve bu ortami %7,83 ile B5 ve %6,93
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ile MS ortami izlemistir. Ortamlara gore embriyoid ve bitkicik olusum oranlar1 (bkz.

Sekil 4.4, haploid bitki olusum oranlar1 Sekil 4.5’de verilmistir.

500 -
450 - mMS DDVX mB5

0 - . ——
Embrivo Sayist Bitkicik Sayisi Embrivo Olusum  Bitkicik Olusum
Orani (%) Orani (%)

Sekil 4.4. Besin ortamlarina gére androgenik bagar1 durumu
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Sekil 4.5. Besin ortamlarina gore haploid bitki olusum durumu

Anter kiiltiirii ¢calismalarinda besin ortamlarinin etkisi genotiplere gore degistigi gibi
tirlere gore de degigsmektedir. Ayrica besin ortamlarinin igeriklerinde yapilan
degisiklikler veya ilaveler de 6nemli rol oynamaktadir. Anter kiiltiirlinlin yaygin olarak
kullanildig: tiirlerden biri olan biberde degisik ortamlar1 deneyen arastiricilar en etkili
ortamlarin sirasiyla MS ve DDVX ortamlar1 oldugunu belirtmektedirler (Irikova, ve
ark., 2011; Irikova ve Rodeva, 2004; Koleva-Gudeva ve ark., 2008; Irikova ve ark.,

2011). Patlicanda yiiriitillen anter kiltiiri ve mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda
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ortamlarin  karsilastirilmasina  yonelik kannat ortaya koyacak bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bununla beraber patlicanda yiiriitiilen anter kiiltiirii ¢alismalarinda
agirlikli olarak Dumas de Vaulx and Chambonnet (1982) tarafindan 6nerilen protokoliin
modifiye edilmis sekli tercih edilmektedir. Patlicanda anter kiiltiirii ¢aligmalart yiiriiten
Salas ve ark. (2011 ve 2012), Asay ve Ellialtioglu (2013) ve Rivas-Sendra ve ark.
(2013) besin ortami1 olarak Dumas de Vaulx and Chambonnet (1982) tarafindan 6nerilen
ve denemede DDVX ortami olarak adlandirilan besin ortamini tercih etmisler ve
uygulamalara gore degismekle beraber basarili sonuglar almislardir. Kumar ve ark.
(2003), MS ortam1 (Murashige and Skoog medium, 1962) ile GD ortamini (Gresshoff
and Doys, 1972) kullandiklar1 ¢alismada androgenik basari tizerine MS ortaminin daha
etkili oldugunu belirlemislerdir. Literatiirde en c¢ok tercih edilen DDVX ortami

denemede de en basarili ortam olmustur.

4.4. Cicek Tomurcuklarina Soguk Soku Uygulamasimin Embriyo, Bitkicik ve
Haploid Bitki Olusumu Uzerine Etkileri

Cigek tomurcuklarina diisiik sicaklik soku uygulamasinin embriyo olusumuna 6nemli
bir etkisi olmustur. Diisiik sicaklik soku uygulamasi androgenik basariyr artirirken
uygulamalara gore de farklar olusmustur. En yiiksek etki ¢icek tomurcuklarinin 4°C’de
48 saat bekletildikleri uygulamadan (toplamda 474 embriyo ve 308 bitkicik) elde
edilirken, bunu 10°C’de 24 saat uygulamasi izlemistir. Diislik sicaklik uygulamasi
haploid bitki olusumunda da etkisini gdstermis, kontrol uygulamasinda haploid bitki
elde edilemezken en yiiksek oran 4°C sicaklikta 48 saat bekletilen uygulamadan elde
edilmistir (107 haploid bitki ve %11,89 embriyodan haploid bitkiye doniisiim orani)
Diisiik sicaklik uygulamalariin androgenik basariya etkileri Sekil 4.6’de, haploid bitki

olusumuna etkileri Sekil 4.7’de verilmistir.

Anter kiiltiiri ve mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda soguk soku uygulamasinin
mikrosporlardan haploid bitki gelismesini artirdig eskiden beri bilinmektedir (Nitsch ve
Norreel, 1974; Duncan ve Heberle 1976; Gaillard ve ark. 1991; Dunwell, 1996).
Mikrosporlarin gametofitik durumdan sporofitik duruma gecebilmeleri i¢in diisiik veya

yiiksek sicaklik, ozmotik stres veya fizyolojik, yani aglik stresi uygulanabilir
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(Maraschin ve ark., 2005; Koleva-Gudeva ve ark., 2008). Duncan and Heberle (1976),
soguk uygulamasinin anterlerin kiiltiir asamasinda kararmasma neden olan anter
dokularindaki bozulmay1 yavaslattigin1 ve buna baglh olarak ta mikrosporlarin toksik
bilesiklerin etkisinden korundugunu belirtmektedirler. Titiinde soguk sokunun
mikrosporlardan embriyo gelisimini inceleyen Sunderland and Roberts (1979) 7°C
sicakligin embriyo gelisimini arttigimi belirlemislerdir. Briiksel lahanasinda farkli
sicaklik soklarinin angrogenesisi iizerine etkisini inceleyen Krzyzanowska ve Goérecka
(2008), 35°C sicak uygulamasinin 4°C’ye gore daha etkili oldugunu belirtmektedirler.
Patlicana en yakin tiirlerden biri olan biberde yapilan ¢alismalarda soguk uygulamasinin
etkilerinin farkli oldugu belirtilmektedir. Biberde ¢icek tomurcuklarina 24-100 saat
soguk uygulamasinin androgenik yanit1 artirdigi belirtilirken (Morrison ve ark., 1986;
Supena ve ark., (2006), bazi arastiricilar biberde ¢icek tomurcuklarina soguk
uygulamasimin Onemli bir etkisinin olmadigin1 vurgulamaktadirlar (Vagera ve
Havranek, 1985; Munyon ve ark., 1989; Ozkum ve ark., 2001; Kim ve ark., 2005).
Ozkum and Tipirdamaz (2002) ise, biberde ¢icek tomurcuklarina soguk
uygulamasimnin embriyo gelisimini azalttigint ve eksplantlarda kallus olusumunun

arttigini belirtmektedirler.

500 - m Embriyo m Bitkicik

Kontrol 4°C24h 4°C48h 10°C24h 10°C48h

Sekil 4.6. Diisiik sicaklik uygulamalariin androgenik basari iizerine etkileri
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Sekil 4.7. Diisiik sicaklik uygulamalarinin haploid bitki olusumuna etkileri

Patlicanda c¢igek tomurcuklarina soguk uygulamasinin androgenesis basarisina etkisi
konusunda ¢ok smirli ¢alisma bulunmaktadir. Tipirdamaz ve Ellialtioglu (1998),
patlicanda ¢igek tomurcuklarina soguk uygulamasinin androgenik basariya etkisini
incelemisler ve soguk uygulamasi yapilmayan kontrol grubundan embriyo elde ederken,
+4°C’de 80 saat ve +9°C’de 9 gilin beklettikleri anterlerden embriyo elde
edememislerdir. Bizim ¢alismamizda ise bunun tam tersi sonuglar alinmis, soguk stresi
uygulanmayan anterlerden embriyo gelismezken, soguk stresi uygulamasi embriyo
olusumunu tesvik etmistir. Denemede e¢lde edilen sonuglar ile Tipirdamaz ve
Ellialtioglu (1998)’nun sonuglarinin uyusmamasinin nedeni arastiricilarin  soguk

uygulamasini denemeye gore ¢ok uzun tutmalarindan kaynaklandig: diistintilmektedir

4.5. Genotip x Besin Interaksiyonunu Androgenik Basariya Etkileri

Anter kiiltiirii ¢aligmalarinda uygulamalar arasindaki interasiyonlarin da incelenmesi
gerekir. Denemede kullanilan genotiplerin besin ortamlarina gore gosterdikleri tepkiler
incelenmistir. Buna gére Anamur F: genotipinde en yiiksek embriyo sayisi DDVX
ortamindan elde edilmistir (300 anterden toplam 61 embriyo). Bunu MS ve BS
ortamlar izlemistir. Bitkicik olusumunda DDVX ortam1 en etkili ortam olurken (300
anterden toplam 23 bitkicik), BS ortami ikinci sirada yer almistir. Haploid bitki
olusumunda ise DDVX ortami1 ilk sirada yer almis (300 anterden toplam 7 haploid
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bitki), bu ortam1 MS ortami izlemistir. Anamur F: genotipinde B5 ortaminda haploid

bitki elde edilememistir.

Anamur F» genotipinde en yiiksek embriyo sayist MS ortamindan elde edilmistir (300
anterden toplam 63 embriyo). Bunu DDVX ve B5 ortamlar izlemistir. Bitkicik
olusumunda MS ortami en etkili ortam olurken (300 anterden toplam 31 bitkicik),
DDVX ortami ikinci sirada yer almistir. Haploid bitki olusumunda ise DDVX ortama ilk
sirada yer almis (300 anterden toplam 14 haploid bitki), bu ortami1 MS ortami izlemistir.

Anamur Fs genotipinde en yiiksek embriyo sayis1t MS ortamindan elde edilmistir (300
anterden toplam 30 embriyo). Bunu B5 ve DDVX ortamlar izlemistir. Bitkicik
olusumunda MS ortam1 en etkili ortam olurken (300 anterden toplam 8 bitkicik), BS
ortami ikinci sirada yer almistir. Haploid bitki olusumunda ise MS ortami ilk sirada yer
almis (300 anterden toplam 3 haploid bitki), bu ortami DDVX ortami izlemistir.
Anamur Fs genotipinde B5 ortaminda haploid bitki elde edilememistir.

Topan 374 genotipinde en yiiksek embriyo sayis1t DDVX ortamindan elde edilmistir
(300 anterden toplam 177 embriyo). Bunu B5 ve DDVX ortamlari izlemistir. Bitkicik
olusumunda B5 ortami en etkili ortam olurken (300 anterden toplam 114 bitkicik),
DDVX ortami ikinci sirada yer almistir. Haploid bitki olusumunda ise BS ortamu ilk
sirada yer almis (300 anterden toplam 47 haploid bitki), bu ortami DDVX ortami

1zlemistir.

Yamula genotipinde en yliksek embriyo sayis1t DDVX ortamindan elde edilmistir (300
anterden toplam 183 embriyo). Bunu B5 ve MS ortamlari izlemistir. Bitkicik
olusumunda DDVX ortam1 en etkili ortam olurken (300 anterden toplam 159 bitkicik),
BS5 ortamu ikinci sirada yer almistir. Haploid bitki olusumunda ida DDVX ortami ilk
sirada yer almis (300 anterden toplam 80 haploid bitki), bu ortam1 B5 ortami izlemistir.
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Genotiplerin besin ortamlarina gore gosterdikleri androhenik basarilar Sekil 4.8, 4.9 ve

4.10°de verilmistir.
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AnamurF:  AnamurF: AnamurFs Topan374  Yamula

Sekil 4.8. Genotip ve besin ortamlarina gore toplam embriyo sayilart (300 anterden)

50



180 -
160 - =MS =DDVX mBS
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

AnamurFi  AnamurF> AnamurFs Topan374  Yamula
Sekil 4.9. Genotip ve besin ortamlarina gore toplam bitkicik sayilart (300 anterden)

80 - mMS =DDVX mB5
70 -

60 -
50 -

0 _w - |
AnamurF:  AnamurF: AnamurFs Topan374  Yamula
Sekil 4.10. Genotip ve besin ortamlarina gore toplam haploid bitki sayilar1 (300

anterden)



5. SONUC

Islah ¢alismalarinda ebeveyn hatlarin elde edilmesinde 6nemli katkilar saglayan anter
kiltiirii son elli y1l i¢inde 6nemli mesafeler almistir. Giinlimiizde artik biyoteknolojik
altyapisin1 kuran islah firmalar1 anter kiiltiirinden 6nemli faydalar saglamaktadirlar.
Patlican anter kiiltiiriine en kolay tepki veren tiirlerden biridir. Patlicanda anter kiiltiirii
caligmalarinda halen daha eksik veya yetersiz noktalar bulunmaktadir. Baslangica gore
androgenik bagarida gelinen nokta cok yiiksek olsa da o6zellikle genotipe gore basari
diizeyinde ¢ok ciddi farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica yapilan androgenik ¢alismalarda
besin prtamlarinin karsilastirilmasi, genotip x besin ortami ve genotip x 6n uygulama
interaksiyonlar1 konusunda yeterli arastirma bulunmamaktadir. Buradan hareketle ele
alan ¢alismada degisik patlican genotiplerinin farkli besin ortami ve diisiik sicaklik

uygulamalarina verecekleri androgenik tepkiler aragtirilmistir.

Denemede uygulamalara gore farkliliklar olmakla beraber biitiin genotiplerden embriyo
elde edilmistir.  Anamur F: genotipinin F. ve Fs generasyonlar1 ile birlikte
karsilastirmasinda en iyi sonucu Anamur F. genotipi vermistir. Bununla beraber
denemedeki 5 genotip icinde basari siralamasi Topan 374, Yamula ve Anamur F:
seklinde gerceklesmistir. Androgenik basar1 oranlar1 60 anterden elde edilen embriyo ve
bitkicik sayisi ile Ol¢iilmiis ve en yiiksek sonu¢ alan uygulamada 60 anterden 110
embriyo, 101 bitkicik ve 32 haploid bitki elde edilmistir (Yamula genotipi DDVX
ortami1 4 °C’de 48 saat uygulamasi).

Genotip ortam interaksiyonuna bakildiginda embriyo sayist bakimindan Anamur F:
genotipi DDVX ortaminda daha basarili olurken, Anamur F> ve Anamur Fs genotipleri
MS ortaminda daha basarili olmuglardir. Topan 374 ve Yamula genotiplerinde en
yiiksek embriyo gelisimi DDVX ortaminda gerceklesmistir. Bu interaksiyon bitkicik
olusumunda da benzer ¢ikmistir. Denemede her ne kadar DDVX ortami en basarili
ortam olarak belirlense de ozellikle androgenik yamitin diisik oldugu Anamur
generasyonlarina ait genotiplerde androgenik basar1 ortamlara gore farklilik

gostermistir.
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Haploid bitki sayis1 bakimindan genotiplerin ortamlara gore gosterdikleri tepkiler de
farkli olmustur. Anamur F: ve Anamur F. genotiplerinde en yiliksek haploid bitki
DDVX ortamindan elde edilirken, Anamur Fs genotipinde MS ortamindan elde
edilmistir. Topan 374 genotipinde ise en yiiksek haploid bitki sayis1t BS ortamindan elde
edilmistir. Yamula genotipinde ise haploid bitki olusumu bakimindan en iyi sonucu

DDVX ortami1 vermistir.

Calismada kullanilan {i¢ farkli ortamdan da embriyo, bitkicik ve haploid bitki elde
edilmistir. Ancak basar1 diizeyi uygulamalara gore farkliliklar gostermistir. Embriyo
olusumu bakimindan ortamlar siralandiginda en iyi ortam DDVX ortami olurken, bu
ortami1 MS ve B5 ortamlar1 izlemistir. Denemede MS ve B5 ortamlarinin birbirine ¢ok
yakin olmalar1 dikkat ¢ekmektedir. DDVX ortami embriyo olusumnda oldugu gibi
bitkicik ve haploid bitki olusumunda da en etkili ortam olmustur. Ancak, embriyo
olusumunda MS ortami en basarili ikinci ortam olurken bitkicik ve haploid bitki

olusumunda B5 ortami1 MS ortamindan daha basarili sonug vermistir.

Denemede anter kiiltiiriinde en etkili uygulamalardan biri de ¢igek tomurcuklarina
diisiik sicaklik uygulamasi olmustur. Cigcek tomurcuklarina diisiik sicaklik
uygulanmayan kontrol grubunda androgenik basar1 sifira yakin ¢ikarken, sicaklik
diizeyi ve uygulama siiresine gore farkliliklar olmakla beraber diisiik sicaklik
uygulamasi androgenik basariyr artirmistir. Embriyo ve bitkicik olusumu bakimindan
4°C’de 48 saat bekletilen tomurcuklar en 1yi sonucu verirken, bunu 10 °C’de 24 saat ve

10 °C’de 48 saat bekletilen tomurcuk uygulamalar1 izlemistir.

Cicek tomurcuklarina diisiik sicaklik uygulamasi embriyo olusumuna etki ettigi gibi
haploid bitki olusumuna da etkili olmustur. Denemede haploid bitki olusumu en yiiksek
4°C ‘de 48 saat bekletilen tomurcuk uygulamalarindan elde edilirken, bu uygulamayi
10°C ‘de 24 saat ve 10°°de 48 saaat bekletilen tomurcuk uygulamalar1 izlemistir.
Haploid bitki olusumu bakimindan 4°C’de 24 saat tomurcuk bekletilmesi uygulamalar
arasinda en diisiik degeri verirken, ¢igcek tomurcuklarina 6n uygulama yapilmayan

kontrol uygulamasi en diigiik uygulama olmustur.
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Sonug olarak patlicanda degisik genotipler iizerinde farkli besin ortamlar1 ve on stres
uygulamasmin anter kiiltiirinde basar1 iizerine etkisinin incelendigi caligmada
genotiplere, besin ortamlarina ve 6n uygulamalara bagli olarak androgenik yanitlarda
farkliliklar olmustur. Deneme sonuglar1 literatiirde bugiine kadar yiiriitiilen patlicanda
anter kiiltliri ¢alismalar1 ile karsilastirildiginda embriyo, bitkicik ve haploid bitki
olusumu bakimindan bazi uygulamalarin literatiire goére daha basarili 2o0ldugu, bazi
uygulamalarin ise literatiirde belirtilen basar1 oranlarinin altinda kaldig1 goriilmektedir.
Anter kiiltiirlinde basari lizerine bir¢ok faktoriin tek basina veya interaksiyonlar seklinde
etkisinin oldugu disiiniildiigiinde denemede elde edilen sonuglar normal, hatta basarili
bulunmustur. Calismada elde edilen embriyo ve bitki sayilarinin yaninda haploid bitki
sayisinin  diisiik olmas1 dikkat ¢ekmektedir. Bu durum embriyolarin bitkiye
dontisiimiinde yasanan zorluklardan kaynaklanmistir. Literatiirde de anter kiltiirii
calismalarinda embriyolarin bitkiye donilisimiinde zorluklarin oldugu siirekli olarak
tartisilmaktadir. Embriyolarin bitkiye doniistimiinde basar1 oraninin artirilmasina

yonelik yeni ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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