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OZET

PATLICANDA (SOLANUM MELONGENA L) HAPLOID BITKi ELDE ETME
AMACIYLA ANTER VE SHED-MIKROSPOR KULTURLERININ
KARSILASTIRILMASI

Giilsiin Elif VURAL
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢.Dr. Esin ARI
Haziran 2019; 96 sayfa

Tez ¢alismasinda pathcanda (Solanum melongena L.) haploid embriyo ve bitkicik
verimini arttirmaya yonelik olarak kati ve sivi anter kiiltiirleri ile shed-mikrospor
kiiltiiriintin etkinlikleri karsilagtirnilmistir. Caligma ilkbahar ve sonbahar yetistiricilik
sezonlarinda, A117 F1, Anamur F: ve Darko F patlican ¢esitleri kullamlarak yapilmstir.
Anterler kiiltiire alinmadan 6nce uygun asamadaki mikrospor safhalar1 DAPI boyama
yontemi ile belirlenmis ve belirli araliklarla tekrarlanmistir. Ug farkla besin ortam tipi
olarak kullanilan kati, s1v1 ve ¢ift fazli (shed-mikrospor) ortamlarda; temel besin ortami
olarak DDV-C ve DDV-R ortamlar1 kullanmilmis, bu ortamlardaki 2,4-D ve Kinetin den
olusan bitki gelisim diizenleyicilerinin konsantrasyonlari, ortamlarin aslina uygun olarak
sabit tutulmugstur. Ortamlarda karbonhidrat kaynagi olarak kullamlan sakkaroz ve
maltozun farkli oranlardaki etkinlikleri, bunlara ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki
glimils nitrat ve aktif komiirtin etkileri ile birlikte arastinlmigtir. Calismada olusturulan
¢ok sayidaki besin ortaminin etkinlikleri; anter gelisimi (%), anter kallusu (%), embriyo
(adet/100 anter), bitkicik (adet/100 anter) ve aklimatize edilen bitki (adet/100 anter)
Ozellikleri tizerinde incelenmistir.

Ilkbahar doneminde yapilan c¢alismalarin  sonuglari sonbahar donemi
calismalara 1g1k tutmugtur. Ilkbahar dénemi ¢alismalar1 sonucu maltozun etkinligi
dikkat ¢ekici bulundugu i¢in sonbahar déneminde farkli dozlarin da etkisi arastirilmustir.
Ilkbahar d6neminde Kat1, stv1 ve ¢ift-fazh anter kiiltiirii ortamlarinda ti¢ genotipe ait
toplam 10.800 anter kiiltlire alinmigtir. Bunlardan kati ortamda kiiltiire alinan 3.600
anterden; 64 embriyo, 45 bitkicik ve 45 adet aklimatize bitki elde edilmistir. Sonbahar
doneminde ise kat1 ve sivi anter kiiltiirii ortamlarinda toplam 14.400 adet anterin ekimi
yapilmustir. Bunlardan kati ortamlarda kiiltiire alian iki ¢eside ait 9.600 anterden toplam
3.543 embriyo, 1.604 bitkicik ve 1.445 adet aklimatize bitki elde edilmistir.

Bu calismada ayrica, patlicanda ilk defa sonbahardaki sivi anter kiiltiirii
denemelerinden embriyo ve bitkicik elde edilerek, rejenere olan bitkiler dis kosullara
aktarilmigtir. Patlicanda i¢in bu dncii sonuglar bir 6n ¢alisma niteligindedir ve optimize
edilmesi ile ¢ok daha yliksek embriyo ve bitkicik verimi olusturma potansiyeli
tagimaktadir.



Sonug olarak ¢aligmada; sezon yéniinden sonbahar déneminde yetistirilen donor
bitkilerin, genotipik etki yoniinden A117 Fi ¢esidinin, farkh tipteki ortamlar yoniinden
ise katr kiiltiirlerin patlicanda anter kiiltiiriine daha yiiksek oranda cevap verdigi
belirlenmigtir. Yine patlican anter kiiltiirleri i¢in ¢arpici bir sonug olarak; kat1 ortam
tipinde, maltoz, aktif komiir ve giimiis nitratin uygun dozlarda kullanilmasinin, embriyo
ve bitkicik olusumu tizerine olumlu sinerjistik etkide bulundugu tespit edilmistir. Bu etki
sayesinde patlican anter kiiltiiriinde embriyo verimi 320 embriyo / 100 anter oranina kadar
yiikseltilmistir.
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ABSTRACT

COMPARISON OF ANTHER AND SHED-MICROSPORE CULTURES TO
OBTAIN HAPLOID PLANT IN EGGPLANT (SOLANUM MELONGENA L.)

Giilsiin Elif VURAL
MSc¢ Thesis in Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
June 2019; 96 page

The efficiencies of solid and liquid anther cultures and shed-microspore culture
were compared in order to increase the yield of haploid embryo and plantlet in eggplant
(Solanum melongena L.). A117 Fi, Anamur F: and Darko F; cultivars were used in the
spring and autumn growing seasons. Before the anthers were cultured, the appropriate
microspore stages were determined by DAPI staining method and repeated at certain
intervals. In solid, liquid and double-layered (shed-microspore) cultures; DDV-C and
DDV-R were used as the main nutrient medium, and the concentrations of plant growth
regulators consisting of 2,4-D and Kinetin were kept constant in accordance with the
original DDV media. The efficiencies of sucrose and maltose as the carbohydrate sources
in the media were investigated together with the effects of silver nitrate and activated
charcoal in different concentrations. The efficacy of the numerous nutrient media
prepared in the study were examined on the parameters of anther growth (%), anther
callus (%), embryo (pcs / 100 anther), plantlet (pcs / 100 anther) and acclimatized plant
(pcs / 100 anther).

The results of the studies conducted in the spring period directed the studies in the
autumn period. As the efficacy of maltose was found to be remarkable as a result of spring
studies, the effect of different doses of maltose was investigated in the autumn period. In
spring, a total of 10.800 anthers belonging to the three cultivars were cultured in solid,
liquid and double-layered anther culture media. Of these, 3.600 anthers were cultured in
solid medium; 64 embryos, 45 plantlets and 45 aclimatized plants were obtained. In the
autumn period, 14.400 anthers belonging to two cultivars were cultured in solid and liquid
anther culture media. A total of 3.543 embryos, 1.604 plantlets and 1.445 aclimatized
plants were obtained from 9.600 anthers cultured in solid media.

In this study, embryos and plantlets were also obtained from liquid anther culture
experiments in autumn for the first time in eggplant and regenerated plants were
transferred to external conditions. These pioneering results for eggplant can be described
as a preliminary study and have the potential to generate much higher embryo and
plantlets yield by optimization.

As the result; it was determined that the donor plants grown in autumn season, the
Al17 F among the genotypes and the solid cultures among different culture types
responded much better to eggplant anther cultures. As a remarkable result for again
eggplant anther cultures; it has been found that the appropriate doses of maltose, activated
charcoal and silver nitrate in solid medium type have positive synergistic effect on
embryo and plant formation. Thanks to this effect, embryo yield has been increased up to
320 embryos / 100 anther in eggplant anther culture.
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ONSOZ

Bilinmeyene duyulan merak insanoglunun genel 6zelliklerinden yalmzca biridir.
Yapilan androgenesiz ve diger biyoteknolojk ¢aligmalar ise bilinmeyen diinyalara agilan
en lzh kapilardan sadece birisidir. Bitkileri anlamak onlarin gegmisten giiniimiize var
olma siireglerini bilmekten gegmektedir. Patlicanda (Solanum melongena L.) birgok
maceradan gegerek giintimiize kadar gelmis, gliniimiizde de ekonomik anlamda ¢ok
onemli bir yer edinmigtir. Patlicanin tarihi siireci ¢ok ilgingtir ve incelemekten ¢ok keyif
aldigim bir konudur. Her seyden 6nce yiizyillardir diinyamizda yasayan eski yazitlarda
bile adindan bahsettiren, bazi toplumlarda ilag olarak kullamlirken bazi toplumlarda deli
elmasi olarak bilinip korkulan meyvelere sahiptir. Tam olarak anlamlandirilamasa bile
her zaman adindan bahsettirmis ve dnemini korumustur. Kiiltiire alindiktan ve baz tipleri
pigirilerek yenilmeye baslandiktan sonra kral sofralarinda hak ettigi yerini almastir.

Diinyada ve tilkemizde patlican 1slahina biiyiik 6nem verilmektedir. Islahgilar kisa
stirede saf hat elde ederek verim, kalite, dayamim, pazar talepleri gibi ihtiyaclari
karsilayabilmek adina biyoteknolojik yontemlerden faydalanmaktadirlar. Patlicanda
haploidi ¢alismalarinda simdilik en yaygin ve efektif yéntem olan anter kiiltiirtinde
gelistirilecek etkili protokoller ile islahta kullanilabilecek miktarlarda saf hat elde
edilebilmesi patlican 1slah galigmalarina hiz kazandiracaktir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi
etkili bir patlican anter kiiltiiri protokolii gelistirebilmek amaciyla, su ana kadar patlican
haploidi ¢alismalarinda heniiz kullanilmamus olan farkli ortam tip ve bilesenlerinin ¢ok
¢esitli kombinasyonlarda test edilerek yiirtitildiigi kapsamli bir optimizasyon
¢alismasidir. Calisma sonunda beklenenin de iizerinde ¢ok etkili bir uygulamadan ¢ok
yliksek oranda saglikl embriyo ve bitkicik verimleri elde edilmistir. Elde edilen bu giizel
sonuglarin, Ulkemiz ve Diinyadaki patlican 1slah galismalarina ve literatiire katkida
bulunmas1 umulmaktadir.

Tezimin planlanmasindan baglayarak tamamlanmasina kadar gece giindiiz
demeden bana yardimc olan, gerektiginde islerinden ve zamanindan fedakarlik ederek
tezimin bagarili bir sekilde tamamlanmasini saglayan danisman Hocam Saym Dog. Dr.
Esin ARI’ya cam yiirekten tesekkiir ederim.

Derin bilimsel tecriibelerini biiyiik bir igtenlikle paylasan, iyi ki yollarimz
birlesmis dedigim ve aym zamanda Tez Savunma Jiirimde yer alarak beni onurlandiran
¢ok degerli Hocam Sayin Prof. Dr. Sekiire Sebnem Ellialtioglu’na ne kadar tesekkiir
etsem azdir. Bilgisi ve tezime katkilar: ile Tez Savunma Jiirimde yer alarak ileriye yonelik
tavsiyeleri ile beni yiireklendiren ve bana farkl: bir bakis agis1 kazandiran kiymetli Hocam
Sayin Prof. Dr. Serpil GOK TANGOLAR’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tamigtigimiz giinden bu yana ailemden biri gibi hissettigim her zaman yanimda
olduguna yiirekten inandigim Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS’a ¢ok tesekkiir ederim. Beni
tanimadan bir konusmamuizla bana giivenip referans olan kiymetli hocam Prof. Dr. Nedim
MUTLU’ya gok tesekkiir ederim. Benim doku kiiltiiriine olan ilgimi unutmayarak ilk is
kapimi aralayan Dr. Ogr. Uyesi Giil YUCEL’e, her zaman destek olan, sorularima
sikilmadan cevap veren, yol goésteren, bir ¢6ziim yolu mutlaka bulmaya galisan degerli
hocalarim; Dr. Ogr. Uyesi Kamil ERKEN’e ve Ogr. Gor. Fiisun KOKSAL’a ¢ok tesekkiir
ederim. Egitim hayatim boyunca bana engin bilgileriyle yol gdsteren, emek veren ve
desteklerini her zaman hissettigim ¢ok kiymetli hocalarima minnettarim.



Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢aligmam boyunca desteklerini esirgemeyen
bitkisel materyallerin ekimi, dikimi, yetistirilmesi, bakimi gibi konularda bana yardimec1
olan Antalya Tarim Ar-Ge Merkezi Yéneticisi Dr. Sinan ZENGIN basta olmak iizere
degerli i arkadaglarim Ali KUN, Burcu SUNGU, Cafer DOGANLAR, Emine GUNAY
ve Pmar KARAGOZ e sonsuz tesekkiir ederim. Yiiksek lisans egitimim boyunca bana
yol arkadagh@ yapan Hilal BEDIRe, sen yaparsin diyerek beni yiireklendiren Tugge
OZSAN’a, farkh diisiinceleriyle farkindaligimi arttiran Ugur YAVUZ, Ahmet SOYDAL
ve Cengiz ICEL’e, lisans ve yliksek lisans &grenim hayatim aldigi notlar ve
paylasimlartyla kolaylastiran Aysel UYSAL’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yagsamum boyunca gosterdikleri sevgi, destek, verdigi emek ve ettigi dualar icin
annem Nazmiye VURAL’a, her zaman benim koruyucu melegim oldugu icin babam
Halim VURAL’a, ablam Rahime VURAL’a, abilerim Zafer KARA, Mustafa KARA ve
Muharrem VURAL’a ve tiim aile bireylerime gok tesekkiir ederim. Aile bagim olmasada
beni kizindan ayirmadan seven, koruyan, kollayan, hastayken bana bakan, {iziiliince
kiyamayan Ayse ERYILMAZ’a sonsuz tesekkiir ederim. Ayrica hayatima iyi-kotii
dokunarak benim ben olmamda emek veren, beni bagarabilecegime inandiran biitiin
arkadaslarima en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Yiizde

: Santigrad derece
: Kobalt 60

: gram/litre

: Hektar

: Litre

: Mol

: miligram/litre

: Ultraviyole

: 2,4-Di chloro phenoxy acetic acid

: Absizik asit

: laminocyclopropane-1-carboxylic acid
: Glimiis Nitrat

: Anter sayis1

: Aminoethoxy-vinylglycine

: Benzil amino purin

: Bitki gelisim diizenleyicisi

: Besin ortam

: Bitki olugsum oram

: Bitki sayisi

: Modifiye edilmis farklh C ortamlari

: 4’,6-diamidino-2-phenylindole



DDV-C : Dumas de Vaulx C ortamt

DDV-R : Dumas de Vaulx R ortami

DH : Doubled haploid

EOO : Embriyo olugum oram

ES : Embriyo sayisi

FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

G : Genotip

IAA : Indol-3- asetik asit

IBA : Indol butirik asit

KOO : Kallus olusum oram

Mod-C : Modifiye edilmis Dumas de Vaulx C ortami

Mod-R : Modifiye edilmis Dumas de Vaulx R ortam

MS : Murashige ve Skoog (1962) besin ortarm

NAA : Naftalen asetik asit

NLN : Nitsch ve Nitsch (1969) tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981, 1982)
tarafindan modifiye edilen besi ortamm

NN : Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami

oT : Ortam tipi

RO : R ortam1 ve modifiye edilmis (Mod-R) R ortami

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu
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1. GIRIS

Gida, kozmetik, tip ve stis bitkileri sektdrleri igin 6nemli bitki tiirlerini i¢erisinde
barindiran Solanaceae familyas1 ekonomik deger agisindan diinyada iigiincii sirada yer
almaktadir (Mueller vd. 2005). Solanaceae familyas1 90 cins igerir ve i¢erisinde yaklagik
3.000-4.000 arasinda tiir bulunmaktadir (Knapp vd. 2004). Familyanin hemen hemen
yaris1 Solanum cinsine ait olmakla birlikte bu cinsin igerisindeki tiir sayis1 yaklasik 2.300
civarindadir. Solanum cinsinin igerisinde yer alan ¢ogu tiir Yeni Diinya iilkesi olarak
bilinen Amerika’ya 6zgii olmakla birlikte %20°lik bir kismu Eski Diinya iilkelerinin
tiirleridir. Solanaceae morfolojik agidan farklhilik gosteren birgok kiiltiire alinmis tiiriin
kaynagini olusturmaktadir (Sekara 2007). Bu familyanin iyeleri diinyada Antartika
disindaki tiim kitalarda cok genis bir alanda dagilim géstermekte olup, farkhi ortamlara
hatta ¢61 gibi sert kosullara sahip bolgelere bile adapte olabilmektedirler. Tiir ¢esitliliginin
biiyiik bir béllimii Orta ve Gliney Amerika’da (Amazon ve Andes Bolgelerindeki tropik
iklimlerde) (Knapp vd. 2004) gériilmekle birlikte, kiigiik bir kismi1 Avusturalya, Asya ve
Afrika’da da goriilmektedir.

Solanum cinsi i¢erisinde yenilebilir meyveleri olan en énemli kiiltiir sebzelerini;
patates, domates ve patlican olugturmaktadir. Bunlardan patlican Diinyada ve Ulkemizde
ekonomik degeri oldukc¢a yiiksek sebzelerden birisidir (FAO 2019). Patlican (Solanum
melongena L.) (2n=2x=24) olarak Diinyada ve Tiirkiye’de Onemli sebze tiirlerinden
birisidir ve Asya ile Akdeniz havzasinda yaygin sekilde yetistirilir. Farkli {ilkelerde
‘aubergine’, ‘brinjal’, ‘badanjan’, ‘berenjena’, ‘eggplant’, ‘Gine kabagi’ gibi isimlerle
anilmaktadir (Nothmann 1986, Choudhury 1995, Lawande ve Chavan 1998, Daunay vd.
1999, Kashyap vd. 2003).

Patlican bitkilerinin gévde yapisi dik ve giiglii oldugundan dolay: herhangi bir
dayanaga ihtiya¢ duymamaktadir. Kuvvetli bir kok sistemine sahiptirler. Dallanma 4-5
bogumdan sonra baglar ve buradan da 2. yan dallar olusur. Cigek yapisi erseliktir ve
yaprak koltuklarindan baglarlar. Erkek organlar (anterler) 5-8 adet arasinda
degisebilmekte olup olgun asamada renkleri sar1 olur ve bilesik durumda bulunurlar. Disi
organ erkek organlar (anterler) tarafindan ¢evrelenmigtir. Ta¢ yapraklarn 5-8 arasinda
degismekte olup renkleri mordan agik maviye kadar degisir. Partenokarpiye egilim vardur.
Kendine déllenme oram %60-80 arasinda olup, disi organin erkek organlardan yukarida
olmas: durumunda yabanci déllenme oraninin yaklasik olarak %47 arttigi bildirilmistir
(Aybak 2005). Bir patlican bitkisinden 10-30 meyve hasat edilebilir.

Cok uzun zaman once kiiltiire alinarak yetistirilmeye baslanan patlicanin
anavatani hakkinda birbirinden farkli gériisler bulunmaktadir. 11k kez Afrika, Avrupa ve
Asya’da kiiltiire alinmistir (Daunay vd. 2001; Boyac1 2007). Bununla birlikte, birincil gen
merkezinin Asya bolgesinin Indo-Burma bélgesi ile Hindistan, ikincil gen merkezinin ise
Cin oldugu kabul edilmektedir (Kalloo 1993).

Bitkiler bulunduklar1 ¢evrenin olumlu ya da olumsuz sartlarindan etkilenip o
bélgelere adapte olmaya caligmaktadirlar. Bu adaptasyon siirecinde adapte olamayan
bitkiler hayatlarm kaybederken, adapte olabilenler yasamlarini devam ettirebilmek icin
baz 6zelliklerini saklarlar veya gelistirirler ve bu sayede bulunduklar: bolgelerde degisik
varyasyonlar meydana gelir. Bu nedenle S. melongena’nin da varyeteleri, genotipleri,
yabani ve yan yabani formlan ile ¢esitli karakterler i¢in gozlemlenen ilgili tiirler arasinda
biiytik bir morfolojik ¢esitlilik bulunmaktadir. Meyve rengi, biiyiikliigii, sekli ve tadi bu
bireyler arasindaki farklilif1 olusturan en belirgin 6zelliklerdir (Collonnier vd. 2001;



GIRIS G.E. VURAL

Kashyap vd. 2003; Nothmann 1986; Daunay vd. 2001 ve Frary vd. 2007). Bunlara ek
olarak; habitiis, verim, kullanim alan1 ve benzeri 6zellikler bakimindan da farkliliklar
gostermektedirler (Gliveng 2016). Farkli aragtirmacilar patlicanlar1 erkenci-gegei olma
durumuna, bulundugu cevre sartlarina uyumuna, kokenine, sekline, rengine ve diger
ozelliklerine gore ¢esitli simflara ayirmiglardir (Giinay 1992). Bununla birlikte farkl
tilkelerde kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen S. melongena L. nin genel olarak dort varyetesi
oldugu kabul edilmektedir. Bu varyeteler; 1. var. esculantum, 2. var. serpentium, 3. var.
insanum, 4. var. depressum olup; renk, sekil, habitiis, verim, kullanim alani ve benzeri
ozellikler bakimindan farklhiliklar gostermektedirler (Giiveng 2016). Bu varyeteler:

1. S. melongena var. melongena (syn. melongena var. esculenta Nees), yuvarlak, uzun,
yumurta seklinde meyvelere sahiptir.

2. S. melongena var. serpentium Desf.: uzun ve ince meyveleri (yilankavi) vardir.
3.S. melongena var. insanum; yabani formlu, bitki dikenli olup kii¢iik meyvelere sahiptir.

4. S. melongena var. depressum L.: erkenci ve kisa boylu bitkilerdir. Mor renkli armut
seklinde kiiciik meyvelidir.

Tiiriin kiiltlire alinmadan 6nceki formlar1 dikenli, kiigiik ve ac1 meyveli iken
kiiltlire alinma sirasinda biiytik, lezzetli meyve ve dikensizlik yoniinde segimler yapilarak
glinlimiizdeki formlar1 olusturulmustur (Choudhury vd. 1995; Doganlar vd. 2002;
Daunay vd. 2001). Tiirkiye’deki patlican gesitliligine gelince; farkl iklimsel dzellikler ve
yiizyillardir yetistiriciliginin yapilmas1 Ulkemize 6zgii yerel gesitlerimizin olusmasina
katk1 saglamis ve Tiirkiye'nin patlicanin ikinci gesitlilik bolgesi olarak gosterilmesine
neden olmustur. Zhukovsky 1925-1926 yillar1 arasinda Tiirkiye’de seyahat ederek
patlican drnekleri toplamus ve bunlar iizerinde ¢alismalar yaparak Anadolu topraklarinda
bes farkl: patlican varyetesi tespit etmistir (Galenbus 1951).

Kokeni antik ¢aglara dayanan patlicanin gida ve ilag olarak kullanimi hakkindaki
ilk tanmmlayici bilgilere M.O. 300 yillarinda Sanskritce yazilan dokiimanlarda
rastlanmmgtir. Bu yazilardaki; shakasreshta: mitkemmel sebzeyi, rajakushmand: kraliyet
kavununu, nilphala: mavi meyveyi, kantavrintaki: kantalu: kantapatrika: bitkinin dikenli
karakterine isaret edilmekte, nidralu kelimesi ile de bitkinin narkotik veya hipnotik
ozellikleri ifade edilmektedir (Nadkarni 1927). Hint tip sistemlerinden birisi olan
Ayurveda’da ise diyabetik hastalar i¢in beyaz meyveli patlican tipleri, astim tedavisi
icinse patlicanin kokleri 6nerilmistir (Daunay vd. 2007). Yapilan ¢alismalar patlicanin
icerdigi yliksek orandaki alkoloidler nedeniyle geleneksel Cin ve Hint tibbinda
yiizyillardir kullamldigini (Daunay ve Janick 2007; Daunay vd. 2007), giiniimiizde de bu
onemli kimyasal bilesikler nedeniyle modern tiptaki ¢esitli ilaglarin yapiminda hala
Onemli rol oynadigini ortaya koymustur.

Ote yandan, 4. YY antik Hint yazitlarinda pathicanin istenmeyen bitkiler arasinda
yer aldigim bildirilmistir (Khan 1979b). Ciinkii baz1 insanlarda alerjik reaksiyonlar gibi
olumsuz etkiler olusturdugu bilinmektedir (Siddanakoppalu ve Yeldur 2004). Bu nedenle
bazi kaynaklar besin degeri bakimindan patlicamn insan beslenmesi igin yetersiz
oldugunu ifade etseler de, patlican mineraller ve vitaminlerce zengin bir besin kaynagidir.
Taze pathican % 92.7 su, % 4 karbonhidratlar ve vitaminler, % 1.4 protein, % 1.3 lif, %
0.3 yag ve % 0.3 minerallerden olugmaktadir (Khan 1979; Lawande ve Chavan 1998,
Collonnier vd. 2001). 100 g taze patlican, insanin giinliik ihtiyaci olan potasyumun 198.5
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mg’ nm, fosforun 26.6 mg’ 1 ve bakirin 0,062 mg’1 tek basina saglamaktadir (Mary’a D.
Raigo’n vd. 2008). Tiim bunlarin yaninda patlican ¢ok giiglii bir antioksidan kaynagidir.
Igeriginde gok fazla antioksidan ve fenolik madde barindirmaktadir. Son yillarda yapilan
bir¢ok arastirma antioksidanlar ve fenoliklerce zengin besin maddelerinin giinliik yeterli
miktarlarda tiiketilmeleri durumunda yaglanmanin getirdigi saghk sorunlarmin ve buna
bagh kronik rahatsizliklarin hatta kardiovaskiiler hastaliklar ile kanser gibi 6liimciil
hastaliklarin 6nlenmesinde onemli bir yer tuttugunu géstermistir (Doll 1990; Bravo
1998). Bunlara ek olarak kiiltiire alinmig pathcanlar ve yabani patlicanlar tarafindan
tiretilen alkaloidlerin, tiimor hiicrelerinde programlhi hiicre 6Sliimlerini indiikledigi
belirtilmistir (Kuo vd. 2000; Cham 2007). Ayrica, patlicanin kulak iltihabi, kolera, idrar
zorlugu ve dig agrilarina kars: da etkili oldugu bildirilmistir (Khan 1979a).

Patlican igerdiBi birgok besin elementi ile tibbi faydalarmin yaninda, insan
beslenmesinde de onemli bir yere sahiptir. Tiirk mutfaginin vazgecilmez sebzeleri
arasindaki patlicandan taze, kurutmalik ve dondurulmus olarak tiiketilmesinin yani sira,
regel, tursu, sos ve salatalarda kullanilmaktadir (Kaygisiz 2000). ilave olarak, son
zamanlarda lifli yapisi, diisiik kalorisi nedenleriyle diyet listelerindeki kullanimi ile de
dikkat cekmektedir. Hasat olgunluguna gelmemis patlicanlar ‘solanin’ maddesi igermekte
olup pisirilmeden titketilmesi zehirlenmeye yol agabilmektedir. Solanin maddesi
pisirilirken 1sidan dolay1 pargalanarak zararsiz hale déniigmektedir (Aybak 2005). Diinya
capinda yetistiricilii yapilan pathcanmn tam olgunluga ulagmamis meyveleri ¢ig,
kurutularak ya da pisirilerek tiiketilebilmektedir. Diinya mutfaklarinda dnemli yer tutan
patlican Fransiz mutfaginda ‘ratatouille’, Italyan mutfaginda ‘parmigiana di melanzane’,
Hint mutfaginda ‘sambhar’, ‘dalma’, ‘chutney’, ‘achaar’, iran mutfaginda ‘kashk’, Tiirk,
Yunan, Orta Dogu ve Giiney Asya mutfaginda ‘musakka’ yapiminda ve bunun yamnda
farkl1 salata ve mezelerin yapilisinda katki malzemesi olarak kullamlmaktadir. Tiirk
mutfaginda ise ‘musakka’ mn yam sira ‘karniyarik’, ‘imam bayildr’, ‘saksuka’, ‘kuru
patlican dolmas1’ gibi geleneksek yemeklerin ana malzemesi olarak ¢ok énemli bir yer
tutmaktadir (Altaya 2015). Bunlara ek olarak, patlican son yillarda 6zellikle kurutularak
ve farkli sekillerde konserve edilerek ihrag edilmektedir.

Patlicanin Tiirk mutfaginda ¢ok farkli kullanim alanlari mevcuttur. Patlican genel
inanigin aksine, igerdigi vitaminler ve mineraller bakimindan zengin olup dnemli besin
degerine sahiptir, insan saghg i¢in ¢ok kiymetli antioksidan ve fenolik maddeler
igermektedir. Bu nedenle eski zamanlardan bu yana diinyada ilag yapimi ve alternatif tipta
sik¢a kullamlmistir. Meyve ve yapraklarn kandaki kolesterol seviyesini diisiirticti etki
yaparken; ekstraktinin diyabet, astim, bronsit ve sindirim giicliigii gibi farkli tedavilerde
kullanildig: bilinmektedir (Porcelli 1986; Rotino 1996).

Tiim bu kullanimlar nedeniyle patlican Diinyada ve Tiirkiyede iiretim ve tiiketim
yoniinden 6nemli sebze tiirlerindendir. Tim diinyada 2017 yilinda 1.858.253 hektar
alanda 52.309.119 milyon ton ile Solanaceae familyas: igerisinde patates ve domatesten
sonra liretimi en fazla yapilan ti¢iincii sebze tiirli patlicandir (FAQO 2019) (Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. Solanum cinsi igerisindeki ekonomik 6nemi yiiksek sebze tiirlerinin Diinyadaki
tiretim oranlar1 (FAO 2019)

Yogun olarak Asya kitasinda ve Akdeniz havzasinda yetistiriciligi yapilan
patlicanin tiretimi iilkelere ve kitalara gore degiskenlik gostermektedir. Diinyada iiretilen
toplam patlicanin %85 ini 3 tilke kargilamaktadir. Diinyamn en biiyiik patlican tireticisi
olan Cin toplam tiretimin %57’ sini 19.799.390 ton ile tek basina karsilarken, onu
9.417.909 tonla diinya iiretiminin %26’s1m karsilayan Hindistan ve ardindan sirasiyla
Misir, Tiirkiye ve Iran takip etmektedir (FAO 2017) (Sekil 1.2.).

Tiim tiretimin % 93’1 Asya kitasinda gergeklestirilirken Avrupa kitasindaki %
2.5’luk tiretimin % 1.9’unu 867.514 ton ile Tiirkiye tek bagina gerceklestirmistir. Afrika
kitasindaki en 6nemli tiretici tilke Misir olup 968,155 tonluk iiretim ile Diinyadaki en
biiytik ti¢iincii iretim yapan iilkedir.

2018 TUIK verilerine gore Ulkemizde meyvesi igin yetistirilen sebzelerin tiretim
miktarlarina bakildiginda; domates 12.150.000 ton, biber 2.554.974 ton, hiyar 1.848.273
ton, patlican ise 836.284 ton ile dordiincii sirada yer almaktadir (Anonim 2019).
Ulkemizdeki patlican iiretimi ve tiretim alan: yillara gore dalgalanmalar gostermektedir.
FAQO’dan alinan veriler i131inda Sekil 1.3. ve Sekil 1.4.’te son10 yilin iiretim miktarlan
(ton) ile tiretim alanlar1 (ha) olarak verilmistir. Son yillarda iiretim alaninda ve miktarinda
goriilen artislarin patlicanda tek sezon ortii alt1 yetigtiriciliginden ve gift¢ilerimizin daha
bilingli tiretim yapmalarindan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
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Sekil 1.2. Diinyadaki en biiytik 10 patlican treticisi tilkeler (FAO 2019)
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de 2007-2017 yillar1 aras: patlican iiretim miktarlar1 (FAO 2019)

Tiirkiye cografi yapisi ve konumu itibariyle sebze yetistiriciligi agisindan nemli
merkezlerden birisidir. Toprak yapisi ve iklim &zelliklerinin gegis bélgelerinde bile
farklihk go6stermesi, zengin su kaynaklarma sahip olmasi bir¢ok sebze tiiriiniin
yetistirilmesine olanak saglamaktadir. Bolgelere gore iiretimde patlican yetistiriciligini
kisitlayan en énemli faktor iklimdir. Iklimin daha uygun oldugu 1liman iklim kusagindaki
Akdeniz Bolgesinde Tiirkiye tiretiminin yaklagik olarak 1/3’i yapilmaktadir (Sekil 1.5.).
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Sekil 1.4. Tiirkiye’de 2007-2017 yillar arasi patlican iiretim alanlar1 (FAO 2019)
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Sekil 1.5. Ulkemizde bolgelere gére patlican iiretim alanlar (TUIK 2016)

Diinyada tropik iklim kusaginda yer alan iilkelerde ¢ok yillik olarak yetistiriciligi

yapilan pathcanin serin iklim kusaginda yer alan bolgelerde tek yillik olarak
yetigtirilmektedir. Ulkemizde ise agik alanda yazlik sebze, ortil altinda ise kighk (tek
sezon), ilkbahar ve giizliik (¢ift sezon) olarak yetistiriciligi yapilmaktadar.
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Pathicanin iilkemiz tarihindeki yerine gelince; 1970°li yillara kadar agikta
yetigtiricilik yerel gesitlerden elde edilen standart tohumlarla yapilmaktaydi. 1970°li
yillarn sonlarina dogru patlicanda ortiialt  yetistiriciligi  baslamustir.  Ortiialt:
yetistiriciliginde yerel ¢esitlerimizin standart tohumlan ile baslayan {iretim, son yillarda

tamamen F1 hibrit tohumlar ile yapilmaktadir. Giiniimiizde yerel ¢esitlerin kullanimi
agikta yetigtiricilikte de ¢ok diismiis olup hibrit ¢esitlerin kullanim artmigtir (Boyaci ve
ark. 2010). Pathcanin ¢ift sezon yetistiricilifi son zamanlarda iyi gelir getirdigi igin
siklikla orti altindaki yetistiricilik tercih edilmeye baglanmigtir. Sera ve tohum
teknolojilerinin de gelismesiyle birlikte boylece patlican Tiirkiye’de yil boyunca iiretilen
sebzelerden birisi haline gelmistir. Meyve rengi, uzunlugu, parlaklii ve sekli pazar
belirleyen en Onemli kriterlerden olup aymi zamanda 1slah hedefleri arasinda
bulunmaktadirlar. Patlicandaki diger 1slah hedefleri; pazarin istedigi 6zelliklere sahip,
verimli gesitler, daha kaliteli tirlinler, hastalik ve zararlilara karsi dayamkl, abiyotik stres
kosullarin1 (soguk ve kuraga dayaniklilik ve uygun olmayan toprak kosullarina tolerant
gibi) tolere edebilen bitkiler gelistirebilmektir. Pathcanda heterosisin kesfedilmesinden
(Kakizaki 1931) itibaren glinlimiize kadar 1slah ¢aligmalar: artarak devam etmis ve farkli
melezler gelistirilerek verim arttinlmigtir. Bunun sonucu olarak ticari gesitlerin birgogu
Fi melezlerinden olusmaktadir. Nitekim Ulkemizde ortii alt1 pathican yetistiriciliginde

genellikle uzun silindirik tipte koyu mor ve siyah renkli Fi hibrit cesitler tercih
edilmektedir (Ekiz ve Boyaci 2001). Bu nedenle Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de

patlicandaki 1slah ¢aligmalar ve dzellikle F1 hibrit gesit 1slahi daha da 6nem kazanmistir.

Seralarda yetistirilen gesitlerin verimi; standart gesitlere gére daha yiiksek verim
degerlerine sahip, fenotipik yonden agilma gdstermeyen ya da ¢ok az a¢ilim gésteren Fi
hibrit gesitler sayesinde ¢ok artmus ve bu nedenle hibrit ¢esitler biiyiik bir hizla piyasaya
girmistir. Ancak bu durum, agilim orani yiiksek fenotipik varyasyonlara sahip standart
gesitlerin ¢ok izl bir sekilde azalmasina, ydresel bazi gesitlerin neredeyse ortadan
kalkmasina sebep olmustur. 1970’lerden bu yana genetik erozyon tiim diinyada baslamis
olup Tiirkiye’de de hizla yayilmaktadir,

Patlican yoniinden zengin genetik kaynaklarina sahip olan Tiirkiye’de; bu genetik
erozyonun karsisinda, kaynaklarinin korunmasi ydntinde ciddi adimlarin atilmasi ve yerel
populasyonlara sahip ¢ikilarak mevcut 1slah programlarina dahil edilmesi zorunludur.
Islah programlarina alinan yerel genotipler saf hat haline getirilerek, bu hatlardan farkh
hibritler gelistirilmesi ve piyasamin istedigi 6zelliklerde yerli patlican hibritlerinin
tiretilmesi miimkiindiir. Bu amagla klasik ve modern islah yontemlerinin birlikte
kullanilmasi daha hizli yol kat edilmesini saglayacaktir.

Modern 1slah teknikleri arasindaki haploidi tekniklerinin kullanimi, 6zellikle tek
generasyonda %100 homozigot saf hatlarin iiretilmesine olanak tamimasi nedeniyle
islahgilar igin ¢ok bilylik avantajlar saglamaktadir. Giiniimiize kadar olan pathcan
haploidi caligmalarinda, androgenezis teknikleri ve bunlar arasinda daha ¢ok anter kiiltiirli
kullanilmistir. Anter kiiltiirlerinde kullanilan protokollerin temeli hala Dumas de Vaulx
vd. (1981)’nin biber anter kiiltiirlinde kullandiklar1 protokoliin farkli versiyonlarina
dayanmaktadir.

Patlicanda izole edilmis mikrospor kiiltiirli ¢aligmalarinda ise giiniimiize kadar
etkin bir protokol gelistirilememis olmasina ragmen anter kiiltiiriine gore farkl avantajlan
nedeniyle bu konudaki ¢alismalara devam edilmektedir. Anter ve mikrospor kiiltiiriiniin
disinda, daha dogrusu ikisinin arasinda bir teknik olarak degerlendirilebilecek olan, diger
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bir androgenesis teknigi shed-mikrospor kiiltiiriidiir. Bu teknik patlicanda heniiz
denenmemis olsa da &ézellikle diger bir Solanaceae tiirii olan biberin sebze ve siis bitkisi
tiplerinde pratik bir haploidi yontemi olarak yiiksek etkinligi ortaya konulmustur.

Kisacas1 patlicanda mikrospor kaynakh embriyogenesise dayali, genetik orijin
yoniinden giivenilir ve pratik bir yontem arayisi hala devam etmektedir. Gelistirilmesi
umulan, uygulamas kolay pratik haploidi protokolleri patlican 1slah galigmalarina biiyiik
ivime kazandirma potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda S. melongena’da
etkin ve hizh bir gekilde haploid bitki elde etmeye yonelik olarak kullanilabilecek pratik
bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda 6ncelikle pathican igin
hala en etkili yontem kabul edilen olan Dumas de Vaulx vd. (1981)’nin kat1 anter kiiltiirii,
simdiye kadar patlicanda galisilmayan sivi anter Kkiiltiirii ve shed-mikrospor kiiltiirii
yontemleri ile kargilagtirilarak, literatiire katki saglanmasi amaglanmigtir. Bu yontemlerin
etkileri ilkbahar ve sonbaharda yetistirilen farkli genotipler iizerinde arastirilmis ve
kullanilan besin ortamlarina ilave edilen farkli katki maddeleri ile yéntem optimizasyonu
yapilmagtir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Patlican 1slahinda biyoteknolojinin ve bunun i¢inde yer alan haploidi tekniklerinin
Onemi her gecen giin daha iyi anlasilmaktadir. Patlicanda bugiine kadar yapilan haploidi
calismalarinda androgenesis tekniklerinden yararlanilmistir. Bunlar arasinda kullanilan
en yaygin androgenesis teknifi ise anter kiiltiirtidlir. Patlican mikrospor kiiltiirii
caligmalarinda heniiz etkin bir protokol gelistirilememis olmakla birlikte calismalara
devam edilmektedir. Shed-mikrospor kiiltiirii ve aym zamanda sivi anter kiiltiirii ise
bilindigi kadar: ile heniiz patlicanda uygulanmamigtir. Dolayistyla pathican haploidi
¢alismalarinin 6niinde hala uzun bir yol vardir ve birgok yeni teknigin kullanimina agiktir.
Bunlar sayesinde embriyo verim ve kalitesi ¢ok daha fazla arttinlabilir. Uygulamas:
kolay, pratik yeni haploidi protokolleri patlican 1slah ¢alismalarina biiyiik ivme
kazandirma potansiyeline sahiptir.

Kaynak taramasi béliimiinde, tez konusu olmasi nedeniyle daha gok anter ve shed-
mikrospor kiiltlirleri, bu kiltiirleri etkileyen faktorler ele alinmug ve ayrica Tiirkiye’de
yapilan patlicandaki androgenesis galigmalarina yer verilmistir.

2.1. Haploidizasyon

Islah ¢aligmalarinda son yillarda hibrit gesitlerin gelistirilmesi asamasinda, doku
kiiltiirti laboratuvarlarinda farkh tekniklerle elde edilen %100 safhatlarin (doubled
haploid= DH) degeri ve Onemi daha iyi anlagilmaya baslanmistir. Islah hatlarinin
saflagtirlma siiresi kendileme ile tlirden tiire deBismekle birlikte genellikle 5-12
generasyon siirdiigii icin 1slahgilar bir generasyonda % 100 saf hatlara ulasabildikleri
haploidi tekniklerini giderek daha ¢ok benimsemigler ve 1slah programlarina dahil etmeye
baslamislardir.

Eseyli ireme ile tiirlinii devam ettiren bireylerin somatik hiicreleri belirli
kromozom sayisina sahiptir ve bu kromozom sayilar1 bitki tiirlerine gore farklilik
gostermektedir. Bir bitkide eseyli tiremenin gergeklesebilmesi i¢in mayoz béliinme ile
kromozom sayis1 yariya inmekte ve daha sonra dollenme ile kromozom sayis: tekrar ikiye
katlanarak ana bitkinin kromozom sayisina ¢ikmaktadir. Mayoz bélinme diploid bir
bitkide gerceklesirse esey hiicreler ana bitkinin yar1 kromozomuna ‘n’ kromozomuna
sahip olur bu bitkilere haploid veya monohaploid bitkiler denilir. Ama tetraploid bir
bitkinin esey hiicrelerinde dollenme olmadan elde edilen bitki de dihaploid olarak
adlandirilmaktadir (Hatipoglu 1999; Giirel vd. 2013). Ait olduklar bitki tiirtiniin
kromozom sayisinin yarisina sahip olan haploid bitkilerin bazi kimyasal maddeler
uygulanarak katlanmas1 sonucu, tiirlin normal kromozom sayisina (2n, 4n, 8n vb gibi)
yeniden ¢ikartilmas1 ve mutlak homozigot (% 100 saf) bitkilerin elde edilmesi islemine
dihaploidizasyon ad1 verilmektedir (Ellialtioglu vd. 2001).

Haploid bitki kavrami ilk kez 1922 yilinda Blakeslee vd (1922)’nin Datura
stramonium’da bitkinin esey hiicrelerinin birinde bulunmasi gereken kromozom sayisi
kadar kromozoma sahip, dogal olarak olusan ve ‘haploid’ olarak adlandirdiklar1 bitkiyi
fark etmeleri ile ortaya ¢ikmistir. Dogada kendiliginden (spontan) haploid olusumlari;
ginogenesis, androgenesis, poliembriyoni ve kromozom eliminasyonu yoluyla
gergeklesmektedir. Dogada kendiliginden haploid bitkilerin olusma frekanslan ¢ok
diisiiktiir. Olusum frekans: tiirlere ve hatta genotiplere gére degismekle birlikte %0.1-
0.001 arasinda olup c¢ogu bitki tiirlinde dogal haploidlere rastlanmamistir (Pocard ve
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Dumas de Vaulx 1971). Patlicanda bugiine kadar spontan partenogenetik haploid bitki
olusumu bildirilmemistir. Kostoff 1929 yilinda Nicotiana tabacum X Nicotiana
langsdorfii tiirlerini melezleyerek dogal haploidlerin elde edilebildigini bildirmistir
(Sangwaan ve Sangwaan-Norrel 1990). Haploid bitkilerin elde edilmesinde farkli
aragtirmacilar tiirler aras1 melezlemelerden bagka ge¢ tozlama, farkhi sicaklik soklari,
isinlanmg polenlerle tozlama, UV ve X isinlar1 (Yeung ve Thorpe 1981; Bajaj 1983;
Pierik 1989), ¢icek tozlarina veya bitkilere farkh kimyasallar (kolhisin, azotoksit vb.) ya
da bitki bliylime diizenleyicileri uygulamiglardir (Bajaj 1983; Hosemans ve Bossoutrot
1983; Pierik 1989).

Haploid bitkiler, elde edildigi bitkinin biitiin organlarina sahiptirler. Morfolojik
olarak elde edildigi bitkiden bazi farklar1 vardir. Haploid bitkilerin hiicreleri daha kiigiik
oldugundan goriintli olarak zayif, giigstiz, bodur ve daha kiigiik yapili bitkiler olup
gelisimleri daha yavastir. Yapraklarn dar ve kiigiik, gévde ve dallarda bogum aralan kisa
iken, ¢igeklenme stiresi daha uzundur. Kiigiik ¢i¢ek acarlar ancak sterildirler ve tohum
baglamazlar. Polenleri kiigiik, anormal sekilli ve igleri bos olup, bu polenlere sahip
anterler agilmazlar. Plastid sayilari azdir. Ayrica stomalar1 daha kiigiiktiir ve birim alanda
daha fazla stoma tasirlar. Haploid bitkiler bu §zellikleri ile ele alindig1 zaman herhangi
bir tarimsal degere sahip degillerdir. Ancak haploid bitkiler spontan olarak katlandiginda
veya herhangi bir kimyasal yardimu ile katlandig1 zaman 6zellikle bitki 1slahinda ebeveyn
adayi olarak kullamlabilmektedir. Bunun yam sira genetik, sitolojik, fizyolojik, biyolojik
ve biyokimyasal ¢alismalar i¢in son derece onemli ve degerli materyallerdir (Emiroglu
1982; Er 1992; Ellialtioglu vd. 2001; Ar1 2006).

Yapilan aragtirmalar sonucu in vitro tekniklerin in vivo haploid bitki elde etme
tekniklerine gére daha etkili ve basarili oldugu belirlenmistir. Bu teknikler; androgenesis
(anter kiltiirti, mikrospor kiiltiirii, shed-mikrospor kiiltiirii), gynogenesis (oviil, ovaryum
kiilttirt)) ve embriyo kurtarmadir. Bu teknikler kullanilarak 37 familyanin 88 cinsine ait
247 farkh tiirde in vitro sartlarda haploid embriyo uyartimi saglanmigtir (Pierik 1987). Bu
teknikler arasinda, anterlerin direkt olarak genellikle kati ortamda kiiltlire alinmasi
esasina dayal anter kiiltiirli pratik olmas1 nedeniyle en fazla tercih edilen yontemdir.

Mikrospor kiiltiirii uygun asamadaki tomurcuklardan ¢ikartilan anterlerden izole
edilen mikrosporlarin yapay besin ortaminda kiiltiire alinarak haploid bitki elde
edilmesine dayanmaktadir. Bir¢ok tiirde mikrospor kiiltiiriinde giiniimiize kadar etkin bir
protokol gelistirilememis olmasina ragmen mikrospor kiiltiirii anter kiiltiiriine gére bazi
avantajlara sahiptir. Anter kiiltiiri ¢aligmalarinda anterlerden tam veya kismen
uzaklastirilmamis filament pargalarindan veya tapetum tabakasi gibi anterde bulunan
somatik dokulardan kallus veya bitkicik rejenerasyonu olusabilmektedir. Hatta bazi
durumlarda mikrospor kaynakh kalluslar ile somatik dokulardan olusan kalluslar
birleserek bunlardan miksoploid bitkicikler olusabilecegi bildirilmistir (Bal 2002).
Mikrospor kiiltiiriinde ise anter duvarlar1 ve diger somatik dokular bertaraf edildigi ve
kiiltiire sadece mikrosporlar alindig: i¢in yukarida belirtilen sorunlar yasanmamaktadir.
Ayrica anter duvarinda bulunan baz1 toksik ve engelleyici maddeler uzaklastirildigr igin
problem olusturmamaktadirlar. Anter dokularindan uzaklagtirilan mikrosporlar besin
ortamu igerisine direkt konuldugu igin besin ortamindaki ihtiyaci olan maddelerden de
direk fayda saglayabilmektedir. Mikrospor kiiltiir sartlarinda mikrosporlarin gelisimlerini
ve embriyo gelisimlerini izlemek daha kolaydir. Ayrica bazi tiirlerde mikrospordan
embriyoya doniisiim direkt saglandif igin gen transferi ¢aligmalan igin uygun materyal
oldugu bilinmektedir. Mutasyon arastirmalar1 ve genetik manipiilasyonlar igin de yine
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mikrosporlar daha ¢ok tercih edilmekte olup, bunun yanisira in vitro seleksiyonda biyotik
veya abiyotik stres sartlarma dayaniklibk incelemelerinde de mikrosporlar uygun
baslangic materyalleri kabul edilmektedir. Tiim bunlarin igerisinde en énemlisi anter
kiilttirtinde kiiltiire alinan bir anterden sinirli sayida embriyo elde edilebilirken, mikrospor
kiiltiirliniin bagariyla uygulandig: tiirlerde mikrosporlardan kat kat yiiksek etkinlikte
embriyo elde etmek miimkiindiir (Sequi-Simarro vd. 2011). Ozellikle Brassica napus gibi
bazi tiirlerde haploid embriyo verimi anter kiiltiiriine oranla ¢ok daha daha yiiksektir
(Ellialtioglu vd. 2001; Ferrie ve Caswell 2011). Tiim bu avantajlar1 nedeniyle mikrospor
kiiltiirli konusundaki ¢aligmalara yogun sekilde devam edilmektedir. Patlican mikrospor
kiiltiirli caligmalarinda ise anterler ya 6n uygulamaya alindiktan sonra mikrosporlar izole
edilerek kiiltiire alinmis (Gu 1979), ya da mikrosporlar izole edilmesini takiben farkl: 6n
uygulamalara maruz birakilmistir (Miyoshi 1994; Rotino 1996; Corral-Martinez ve
Simarro 2012).

Patlicanda en yaygin kullamlan haploidi teknigi; kati, sivi veya cift fazli (shed-
mikrospor kiiltiirii) anter kiiltlirii veya izole edilmis mikrospor kiiltiirii gibi cesitli
androgenesis teknikleri arasindaki anter kiiltiiriidiir. Patlican mikrospor kiiltiirii
caligmalarinda heniiz etkin bir protokol gelistirilememis olmakla birlikte ¢alismalara
devam edilmektedir. Shed-mikrospor kiiltiirli ve aym zamanda sivi anter kiiltiirii ise
bilindigi kadan ile heniiz patlicanda uygulanmamistir. Uygulamasi kolay, pratik haploidi
protokolleri patlican 1slah ¢alismalarina biiytik ivme kazandirma potansiyeline sahiptir.

2.2. Anter Kiiltiiri

Anter kiiltiiriiniin esas1; normal sartlarda polen hiicrelerini meydana getirecek olan
mikrosporlarin tam olgunlasma asamasmndan Once (tiire gore belirlenen uygun
asamalarda) alinarak mikrospor gelisimini yavaglatarak veya durdurarak farkli 6n
uygulamalarla dnce embriyoyu, daha sonra da embriyodan tam bitki olusumunu tesvik
etmek igin uygulanan biitiin islemleri igine alan bir siireci kapsamaktadir. Embriyo
olusturma siireci kat, s1v1 veya ¢ift fazli anter kiiltiirlerinde, olugan embriyolarm bitkiye
doniistiiriilmesi ise gogunlukla kati rejenerasyon ortamlarinda gergeklestirilir.

Anter kiltiirii tekniginin diger in vitro tekniklere gére en &nemli avantaji
uygulanmasinin daha hizh ve kolay olmasidir. Bu nedenle ¢ok sayida tiirde basarili bir
sekilde uygulanmaktadir. Ancak diger androgenesis tekniklerine gére en Onemli
dezavantaji ise kiiltiire alinan anterlerin sadece mikrosporlarindan degil, dzellikle tapetum
gibi diploid karakterleri hiicrelerinin de rejenere olabilme ihtimali ve bunlardan olusacak
diploid bitkilerin spontan DH bitkiler ile karistinlma riskidir. Bu yiizden anter
kiiltiirlerinden elde edilen in vitro bitkilerin molekiiler markérler ile testlenmesi tavsiye
edilmektedir.

Anter kiiltiirii ¢alismalarinin gegmisinden biraz bahsetmek gerekirse; Tulecke
(1953) Gingko biloba bitkisinde yaptigi ¢aligmada ilk defa haploid kallus uyartimi elde
etmistir. Guha ve Maheshwari (1966) Datura inoxia’nin anter kiiltiirlerinden mikrospor
kaynakl1 haploid embriyo elde ettiklerini bildirmiglerdir. 1967 yilinda Bourgin ve Nitsch
Nicotiana tabacum tiiriinde anter kiiltiirii teknigi ile ilk haploid bitkiyi elde etmislerdir.
1970 yilinda Kasha ve Kao ilk maternal haploid bitkileri elde etmislerdir; kiiltiir arpas:
ile yamrulu arpay1 (Hordeum vulgare X Hordeum bulbosum) melezleyerek buradan elde
ettikleri embriyolar: yapay besin ortaminda kiiltiire alarak sonuca ulasmislardir.
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Patlicanda ise giintimiize kadar yapilmis olan ¢ahismalarda anter kiiltiirii teknigi
kullanilarak ¢ok sayida haploid veya spontan dihaploid bitkilerin elde edildigi
bildirilmistir. Patlican tiirlinde haploid bitki elde etme amaciyla yapilan ilk ¢alisma anter
kiiltiirii {izerine olup, Raina ve Iyer (1973) tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra ilk
saghkh haploid veya doubled haploid (DH) pathican bitkilerinin geligtirildigi Cinli
Haploid Aragtirma Grubu (Research Group of Haploid Breeding) tarafindan bildirilmistir
(Anonymous, 1978). Bunlari takip eden diger anter kiiltiirii ¢alismalarinda (Isouard vd.
1979; Dumas de Vaulx ve Chambonnet 1982; Misra vd. 1983; Chambonnet 1988;
Karakullukgu 1991; Karakulluk¢u ve Abak 1993 b; Rotino 1996; Alpsoy 1999;
Ellialtioglu vd. 2012; Dokséz 2015; Rotino 2016; Ozdemir Celik 2018) da haploid ve DH
patlican bitkilerinin Uretimleri bagarili sekilde gergeklestirilmistir. Patlican anter
kiiltlirlerinde uygulanan protokollerin temeli Dumas de Vaulx vd. (1981)’nin biber anter
kiiltiirtinde kullandiklar1 protokoliin farklh versiyonlarina dayanmaktadir. Dumas de
Vaulx ve Chambonet (1982) biber anter kiiltiirii protokoliine benzer bir protokol
gelistirerek patlicanda kullanmaya baglamiglar ve basarili sonuglar elde ettiklerini
bildirmislerdir. Bu protokoliin bagaris1 anterlerin ilk besin ortamina alindiklar1 zaman,
yiksek sicaklik (35 °C) ile muamelesine dayanmaktadir. Yiksek sicaklik
uygulamalarinin haploid embriyogenesisi iizerine olumlu etkileri daha dnce Brassicaceae
familyasinda yapilan ¢alismalarda da bildirilmigstir (Hansson 1978; Keller ve Armstrong
1979).

Sivi anter kiillirlerine gelince; bilindigi kadanyla patlicanda anter kiiltiiriinde sivi
besin ortamn tipinin kullanimina literatiirde rastlanmanmustir. Sivi besin ortaminin igerigi
de kat1 besin ortamlar1 gibi olup, sadece igerisinde katilastirici ajanlar bulunmamaktadir.
Siva kiiltlir tiplerinin kullanminda da farkliiklar uygulamalara gére degisiklikler
gostermektedir. Ornegin s1v1 besin ortaminda kiiltiire alinan eksplant duragan bir sekilde
birakilabilir, hareketli sistemler (¢alkalayicilar) tizerine yerlestirilebilir, ince bir film
tabaka kullamilabilir veya biyoreaktorlerde oldugu gibi eksplantlarin belirli araliklarda
s1v1 besin ortamindan ¢ikartilip sonra tekrar besin ortaminda belirli siirelerle bekletildigi
sistemler kullanilabilir. Ticari olarak yapilan mikro ¢ogaltim ¢aligmalarinda ise genellikle
ozel sirketler klonal gogaltimdaki basarili sonuglardan dolay: biyoreaktér sistemlerindeki
sivi kiiltlirleri yaygin olarak kullanmaktadirlar. Siva anter kiiltiirlerinin kullanimi ise
ozellikle tarla bitkilerinde yaygin olup, sivi besin ortami embriyo oraminda artis
saglayarak albinolu bitki oranimi diigiirdiigii igin tercih edilmektedir. Omegin Zhou vd.
(1991) ve Yorgancilar vd. (2016)’nin bugdayda yaptiklar: anter kiiltiirlerinde, Adelberg
(2005) hosta bitkisinde yaptigi mikrogogaltimda ve Ar1 vd. (2015) Black Mondo’da
yaptiklar1 in vitro klon seleksiyon ¢alismasinda kullandiklari sivi ortamlardan daha
basarili sonuglar elde etmiglerdir.

2.3. Shed-Mikrospor Kiiltiirii

Shed-mikrospor kiiltiirii anter ve mikrospor kiiltiirii arasinda bir “ara yéntem”
olarak kabul edilebilir. Bu y6ntemde anterler kati bir ortamin iizerine eklenen sivi
ortamda kiiltiire alimirlar. Ortamlarin icerisindeki bilesenlere bagh olarak bir siire sonra
acilmaya baglayan anterlerin igerisindeki mikrosporlar sivi ortama bagimsiz sekilde
dagilirlar ve bunlardan olusan embriyolar dogrudan mikrospor orjinlidir. Bu nedenle
embriyo orijini konusunda kat1 anter kiiltiirlerine atfedilen riski tasimazlar ve uygulama
kolaylig1 yoniinden ise izole edilmis mikrospor kiiltiiriine gore avantajlidir (An vd.
2016a, b). Shed-mikrospor kiiltiirii konusunda yapilan ¢aligmalar asagida verilmistir:
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Supena ve ark. (2006a), biberde shed-mikrospor kiiltiirii olarak isimlendirdikleri
bir sistem gelistirmislerdir. Bu sistem Morrison vd. (1986)’nin temelini atti31 ve Dolcet
Sanjuan vd. (1997) tarafindan gelistirilen protokole dayanmaktadir. S6z konusu sistemde
¢ift fazli besin ortaminin etkinligi arastirlmistir. Cahismada, 10 adet Endonezya tipi ac
biber genotipinde biber tomurcuklar1 oncelikle farkl siirelerde (0 giin, 1 giin, 3 giin, 7
giin) +4 °C’de bekletilerek kiiltiire alinmus, ardindan anterler farkli sicakliklarda (4 °C, 9
°C, 28 °C, 32 °C, 35 °C) inkiibe edilmislerdir. Calista sonucunda anterlerden (%50’si
geg tek ¢ekirdekli asamaya sahip mikrosporlari igeren); dnce +4 °C’de 1 giin ve daha
sonra 9 °C°de 7 giin inkiibe edilip, ardindan 28 °C’de karanlik kogullarda bekletilenlerden
en basarili sonug elde edilmistir. Androgenetik tepki yoniinden en basarili besin ortami
icerigi ise kat1 fazinda Nitsch (Nitsch ve Nitsch 1969) ortamu bilesenleri+%?2 maltoz+%1
aktif komiir ile sivi fazinda ise Nitsch bilesenleri ile 2.5 uM zeatin ve 5 uM IAA in
eklendigi ortam en bagarili ortam olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda tomurcuk
bagina Galaxy genotipinden 7 ve Tombak genotipinden 4 bitki elde edilmistir.

Supena vd. (2006) shed-mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda besin ortamlarina
0.025-0.2 g/l konsantrasyonda aktif komiir ilave etmistir. Aktif komiiriin 0.2 g/l ilave
edildigi besin ortamindan, aktif kOmiir icermeyene gére daha saglikli embriyolar
olusmus, embriyo oramnda artiglar goriilmiis ve dzellikle Tombak genotipinde olumlu
sonuclar elde edilmistir. Vagera ve Havranek (1985), Dumas de Vaulx vd.(1981)
tarafindan biber anter kiiltiirii i¢in gelistirilmis olan besin ortamina aktif komiir ilave
ederek basarili sonuglar elde etmislerdir. Dolcet-Sanjuan vd. (1997), dolmalik biberde
¢ift fazli ortamda BGD kullanmadan sadece aktif kdmiir ve maltoz ilave ederek yeni bir

yontem gelistirmislerdir. 14 dolmalik Fi1 hibrit genotipinin kullamldigi ¢alismada,
maltozun 10 g/l ve 20 g/l lik konsantrasyonunda embriyo gelisiminin iyi oldugu ama 40
g/l ik maltozda en fazla embriyo elde edildigi bildirilmistir. Caligmada 100 anter basina
3-750 arasinda embriyo, 0.25-8 arasinda bitki olusumu ger¢eklesmistir.

Supena ve Custers (2011), yukarida bahsedilen kendilerinin gelistirdikleri
protokolleri modifiye ederek olusan embriyolardan ¢ift kotiledonlu normal embriyo
sayisim arttirmay1 hedeflemislerdir. Bu amagla shed-mikrospor kiiltiiriintin 21.giiniinde
siv1 besin ortamlarma 2.5 uM zeatin ve 5 pM IAA ilave etmigler ve ayrica 28°C lik
karanlik kosullarda bekletilen kiiltiirlerin sicakligini 21°C’ye diisiirerek normal embriyo
olusumunda %50 artig saglamislardir. Dondr olarak Galaxy genotipinin kullamldig
¢alismada tomurcuk bagina toplam embriyo verimi 106.4 ve normal embriyo verimi ise
35.3 olarak belirlenmigtir. Ayrica, kat1 ortama ilave edilen %1 oranindaki aktif komiiriin
embriyo kalitesi tizerinde degil, sadece embriyo verimi iizerine etkili oldugu
bildirilmistir.

Arn vd. (2016a), yerel ve ticari siis biberlerinin androjenik kapasitelerini
belirleyebilmek i¢in 48 farkl: genotipte katt MS (Murashige ve Skoog 1962) ve B5
(Gamborg vd. 1968) besin ortamlan ile birlikte shed-mikrospor (Supena vd. 2006a, b;
Supena ve Custers 2011) kiiltlirti ortamlarim1 androjenik performanslar1 yoéniinden
kargilagtirmmslardir. Besin ortamlarinin genotiplerin tepkileri iizerine etkileri bakimindan
MS ortami 7 genotip, BS ortamu 13 genotip ve shed-mikrospor kiiltiir ortami 46 genotipte
olumlu tepki olusturmustur. Tomurcuk basina ortalama embriyo olusumlari ise MS, B5
ve shed-mikrospor kiiltiirlerinde sirasiyla 0.13, 0.70 ve 6.50 olarak ger¢eklesmistir.
Dolayisiyla shed-mikrospor kiiltlirii her iki kati anter kiiltiiriinden ¢ok daha basarili
bulunmustur. Shed-mikrospor kiiltiirleri arasinda en verimli genotip 89 numarali yerel siis
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biberi genotipi olmus ve bu genotipten tomurcuk bagina 102.9 embriyo elde edilirken,
bunlarin 34.11’inin normal embriyo oldugu bildirilmigstir. Calisma sonucunda 122 DH
hatt1 elde edilerek, siis biberlerinde ilk kez uygulanan shed-mikrospor kiiltiiri ydnteminin
siis biberi 1slahinda basariyla kullanilabilecek bir haploidi yontemi oldugu ortaya
konulmugtur.

2.4. Androgenesisde Basariy1 Etkileyen Faktorler
2.4.1. Genotip

Literatlir incelendiginde dondr bitkilerin yetistirme sartlarindan baslayarak
haploid bitkiler elde edilene kadar yapilan biitiin iglemlerin aym olmasma ragmen
genotiplerin embriyo olusum ve haploid bitki verimi tepkilerinde biiyiik farkliliklar
goriilmektedir. Genotipten kaynakli farkliliklarin temeli Dunwell (1976) tarafindan farkl:
genotiplerdeki igsel aminoasit miktarlarinin aym olmamasi ile iliskilendirilmistir.
Yapilan farkl: androgenesis ¢alismalar1 sonucunda; genotip etkisinin bitkinin genetigiyle
iligkili oldugu ve yetistirme kosullari, besin ortamu, inkiibasyon kosullar1 ve androgenesisi
etkileyen diger faktorlerin optimum diizeye getirilmesinin, genotipten kaynaklanan
androgenetik tepkiyi degistiremeyecedi ortaya konulmustur (Mityko vd. 1995;
Ellialtioglu vd. 2001). Ayrica genotipe bagli olarak androjenik bitki meydana getirmede
oranin %0.5-75 arasinda degistigini bildirmislerdir (Mityko vd. 1995).

Farkl bitkilerde yapilan genetik c¢aligmalar sayesinde haploid olusumunun
genlerin etkisinde oldugu bulunmus ve baz tiirlerde haploid olusumunu baglatan genler
tespit edilmistir. Ornegin misirda fig (Kermicle 1969), arpada hap (Hagberg ve Hagberg
1980) geni, haploid olusumundan sorumlu genler olarak tanimlanmiglardir (Foroughi-
Wehr vd. 1982). Dolayisiyla in vitro androgenesis de genetik kontrol altinda olup, bu

olumlu &zellik androjenik genotiplerin androjenik olmayanlarla melezlenmesiyle Fi
dollerine aktarilabilmektedir. Nitekim patlicanda, Tuberosa vd. (1987) degisik
tilkelerden topladig: 8 farkli patlican gesidi ve bunlarin arasinda yaptigi melezlemelerden
elde ettikleri 16 melez genotipin anterlerini kiiltiire almiglardir. Ebeveynlerde %17.3
oraninda embriyo olusurken, melezlerde %42 oraninda embriyo olusumu gergeklesmistir.
Benzer bir ¢aligma Tiirkiye’de, Basay ve Ellialtioglu (2013) tarafindan yapilmistir.
Aragtirmacilar daha dnceki ¢alismalarinda embriyo ve haploid bitki elde ettikleri Topan
ve Halep Karas1’ni anter kiiltiiriine cevap vermeyen 3 farkli genotip ile melezleyerek elde
ettikleri F; hibrit bitkilerin androgenesise verdikleri tepkileri incelemiglerdir. Yapilan
melezlemelerden Topan x Vd-1’den haploid bitkiler, Topan x Teorem F; ve Teorem F; x
Topan melezlerinden embriyo ve haploid bitki elde edilmistir. Caligmada 1.y1l: Topan
genotipinden 321 anter ekimi yapilmis, 8 embriyo, %2.49 embriyo olusum oram, 5 adet
bitki ve %1.55 bitki olusum orani1; Halep Karas1 genotipinden 289 anter ekimi yapilmus,
3 embriyo, %4.49 embriyo olusum orani, 7 adet bitki, %2.42 bitki olusum oran1 sonuglar
elde edilmistir. Calismanin 2. yilinda: Topan genotipinden 240 anter ekimi yapilms , 10
embriyo, %16 embriyo olugsum orani, 8 adet bitki, %3.33 bitki olusum oram; Halep Karasi
genotipinden 380 anter ekimi yapilmig, 10 embriyo, %2.63 embriyo olusum oram, 5 adet
bitki, %1.32 bitki olusum oram elde edilmistir. melezlemeler sonucu elde edilen
bitkilerden: Topan x Vd-1: 320 anter ekimi yapilmuis, %3.33 bitki olusum orani; Topan x
Teorem Fi: 514 anter ekimi yapilmis, 5 embriyo, %0.87 embriyo olusum orani, 4 adet
bitki, %0.69 bitki olusum oran1 ve Teorem Fi x Topan: 466 anter ekimi yapilmus, 12
embriyo, %2.57 embriyo olusum orani, 12 adet bitki, %2.57 bitki olusum oram elde
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edilmis olup bu ¢alismada da melezlemelerden daha yiiksek oranda androjenik tepki
alindif: gortilmektedir. Bu ve buna benzer ¢aligsmalar, patlicanda androgenesis basarinin
yiiksek oranda genotipe bagli oldugunu gostermektedir. Melezlemeler sonucu elde edilen
Fi hibritlerin, anne ya da baba hatlarindan daha yiiksek oranda androjenik kapasiteye
sahip oldugu, yapilan diger g¢aliymalar (Chen vd. 1998b; Achar 2002) ile de ortaya
konulmugtur. Maheswari vd. (1982) ise poliploid yapiya sahip bitki tiirlerinin diploid
yapidaki bitki tlirlerinden daha yiiksek oranda androjenik tepki gosterdigini bildirmistir.

Karakulluk¢u (1991), 13 genotip kullanarak yaptign farkli anter kiiltiirii
denemelerinde, embriyo ve haploid bitki elde etmede genotipler arasindaki farkliliklarin
6nemli oldugunu belirtmistir. Ortam denemelerinde en iyi tepki verdigini tespit edilen 5
mg/l kinetin ve 2-4 D igeren besin ortaminda kiiltiire alinan 13 genotipin sadece 4’iinden
androgenesis tepkisi alinmig, bunlardan Kemer ve Prelane F1’den sadece embrioid
meydana gelmis; Halep Karas1 ve Baluroi F; genotiplerinde ise embriyolar olusmus ve
bunlardan haploid bitkiler elde edilmistir. Kalan 9 genotipten (Dourga, Pala, Seytan,
Birecik Yerlisi, Adana Topagi, Fabina Fi, Galine F1, Black Beauty, Marfa F)) ise hig
embriyo elde edilememistir.

Alpsoy (1999); Pala, Kemer, Topan, Aydin Siyahi, Manisa, Adana, Urfa Yerlisi,
Munica, Baluroi, Mileda, Ancha, Leila, Barbentane, Bellissima, Purpureadan olusan 15
genotip ile yaptig1 anter kiiltiirii denemelerinde Kemer, Urfa Yerlisi, Adana, Barbentane,
Leila genotiplerinden embriyo ve haploid bitkiler elde edebilmis ve anter kiiltiiriindeki
basar1y1 genotipin etkiledigini bildirmistir.

Salas vd. (2011), Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)’in tavsiye ettigi
protokolii kullanarak Almagro, ANS3, ANS26, Bandera, Cristal, CS16, Ecavi, IVIA371,
S. incanum, S. incanum x S. melongena, S. macrocarpon, S. aethiopicum genotiplerinin
anter kiiltiiriine verdikleri tepkileri belirlemislerdir. Calisma sonucunda S. incanum
disindaki biitiin genotiplerden %12.5-45.8 araliginda kallus olusmus, ANS3, ANS26,
Bandera, Ecavi, IVIA371 genotiplerinde %0.7-60.9 arasinda embriyo olusumu
gergeklesmis ve bitkiye doniisen embriyolardan ise ANS26, Bandera ve Ecavi
genotiplerinde sirastyla % 1.0, 2.7 ve 5.8 oraninda bitki elde edilmistir. Ecavi ¢esidinin
%60.9 embriyo olusturma ve %5.8 bitkiye doniistiirme oram ile ¢alismada kullanilan
genotipler arasinda anter kiiltiirline en iyi tepki veren genotip oldugu belirtilmistir.

Eksplant olarak Yamula, Karabag Fi, Malkara Fi, Cantali F; ve Tatlican F;
genotiplerine ait anterleri kullanan Doksoz (2015), sadece Yamula (% 9.4 oraminda) ve
Karabag F (% 1.73 oraninda) genotiplerinden sirasiyla 136 ve 25 embriyo ile 77 ve 15
adet bitki elde etmistir. Ayni sartlar altinda yetistirilen 5 donor bitkinin {igiinden
androjenik tepkinin alinamamasi ve sadece iki genotipten embriyojenik olusum ve bitki
elde edilebilmesi ile genotipin etkisi bir kez daha ortaya konulmustur.

Rivas-Sendra vd. (2017), donér bitki olarak Bandera genotipini kullanarak 100
anterden 146.5 embriyo elde etmigler ve ¢aligmalar1 sonucunda 80 adet DH bitki elde
etmislerdir. Elde edilen bu bitkilerin yapraklari, gigek yapilari, meyveleri, tohumlar ve
bu tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri morfolojik olarak incelenmistir. Bunun yami sira
androjenik tepkilerini belirleyebilmek i¢in bu bitkilere anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirii
denemeleri kurulmustur. 80 bitkide yapilan ¢alismalarda anter kiiltiirtinde 100 anterden
0-237.5 araliginda embriyo elde edilmistir. DH36 hattindan en yiiksek oranda 237.5
embriyo olusumu goézlenmistir. Mikrospor kiiltiirinde de Bandera genotipinde 65.1
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kallus/ml olusum orani gézlenmis olup; DH36 hatt1 267.36 kallus/ml ile yine en yiiksek
cevap veren genotip olarak belirlenmistir. Ayrica, patlicanda androjenik tepkisi yiiksek
model bitki olarak kullamlabilecek genotip arayisina DH36 hattinin cevap verebilecegi
bildirilmisgtir.

Calismalarda genotipin kisitlayici etkisi agik¢a goriilmektedir. Genotip etkisini en
aza indirmek i¢in yapilan ¢alisma ve arastirmalarda son zamanlarda en iyi tepki veren
genotip ile cevap vermeyen ya da daha az cevap veren genotipler melezlenerek olusacak
varyasyondan faydalanma yoluna gidilmistir. Bir diger yéntem de her bir bitki tiirii i¢in
en az bir model genotipin belirlenerek ¢aligmalarda kullanilmasidir. Béylece siire¢ hiz
kazanacak ve daha iyi anlagilacaktir. Nitekim birgok arastirmaci farkl tiirlerde androjenik
verimi yiiksek hatlar bildirmislerdir. Arpada Igri genotipi (Hoekstra vd. 1992), Brassica
rapa da cv. CV2 hatt1 (Ferrie vd. 1995), Brassica napus da cv. Topas DH4079 hatt1 (Ferrie
ve Keller 1995) ve bugdayda Chris, Pavon 70 veya Bob White genotipleri (Kasha vd.
2003) bunun en iyi 6rnekleridir.

2.4.2. Donbr bitkilerin yetistirilme kosullar

Androgenesiste bir bitkinin androjenik tepki vermesi ve embriyo olusturabilmesi
i¢in tek bir faktdriin optimum olmasi yeterli degildir. Hatta herhangi bir seyin olmamasi
yada az olmasi halinde ve diger biitiin sartlarin optimum olmas:1 bile embriyojenik
olusumu indiiklemeyebilir. Androgenesis galismalarinda birgok kombinasyonun eksiksiz
olarak optimum sartlar1 saglamasi ile basarili sonuglar elde etmemiz miimkiindiir. Donor
bitkilerin fizyolojik durumlan ve hangi evrede oldugu, bitki yasi, tohum ekimi-fide
dikimi araliinda yapilan uygulamalar, fide dikimi-fide s6kiimiine kadar olan bitkinin
biiylime ve gelisme kosullar1, sulama siklig1, uygulanan giibreleme programi, kimyasal
uygulamalari, bulundugu ortamdaki stres kosullari, tomurcugun alindi bitki kisimlari
gibi etkenler androjenik tepkiyi etkileyen faktorler arasinda yer almaktadirlar, Donér
bitkinin stres faktérlerinden uzak optimum yetistirilme sartlarinda yetistirilmesi
androgenesis basarisim destekleyecektir.

Yapilan caligmalarda geng bitkilerden alinan tomurcuklarin igerisinde bulunan
anterlerin daha fazla androjenik tepkiye sahip oldugu bitki yaglandik¢a tepkinin diistiigii
bunun yan sira, donér bitkilerin fizyolojik déneminin ve yasinin androgenesiste basariyi
dogrudan etkiledigi gdzlenmistir (Bajaj 1983; Bhojwani ve Razdan 1996; Smykal 2000).

Dondr olarak kullanilacak genotipin androjenik tepkisi yiiksek olsa bile,
yetistirildigi ¢evrenin sartlar1 uygun degilse basar: sans1 diismekte, hatta olumlu sonug
elde edilememektedir. Bir bitkinin in vitro haploid kiiltiirii sirasinda 6zel sicaklik soklari
haricinde uygulanan iklim kosullari, genellikle o bitkinin yetistiriciligi i¢in gerekli ¢evre
sartlarn1 ile uyumlu olmalidir. Donér bitkilerin yetisme kosullarimin mikrosporlarin
gelisimi ve dolayisiyla embriyo verimini etkiledigi, basarili sonuglarin ancak bitki i¢in
uygun sicaklik, 11k yogunlugu ve igiklanma siiresinin optimize edildigi zaman
gergeklesecegi belirtilmistir (Dunwell 1985; Dunwell 1991: Alpsoy 1999 ). Bu nedenle,
dondr bitki yetistiriciliginde optimum g¢evre kosullari bitki tiiriine gore degismekle
birlikte; bitkinin yetistirildigi donemdeki sicaklik, giinlik igiklanma miktan, 1sik
yogunlugunun bitkiye ulagma oram, ortamda bulunan CO: miktan, bitkinin
glibrelenmesi, sulanmas: ve diger kiiltiirel iglemler gibi cesitli parametrelerin dogru
zamanda ve dogru miktarda karsilanmasi gereklidir (Ellialtioglu vd. 2001).
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Patlican yetistiriciligi i¢in uygun ¢evre sartlari; sicakligin gece 15-20 °C, giindiiz
21-30 °C ve igiklanma siiresi ile 151k yogunlugunun yiiksek oldugu yerler olarak
belirtilmistir (Cetinkaya 2009). Ayrica suni aydinlatmanin, giines 15131 kadar verimli
olmadig: da bilinmelidir (Hatipoglu 1999). Ote yandan, androgenesis ¢alismalarinda
kullanilacak olan donér bitkilerde zirai ila¢ uygulamalari 3-4 hafta &ncesinden
birakilarak, mikrospor gelisimi sirasinda bitkilerin strese girmeleri engellenmelidir
(Nitsch 1981; Alpsoy 1999).

Aym genotiple farkli zamanlarda yapilan ¢aligmalardan aym sonuclarin
alinamamasi, donér bitkinin yetistiricilik déneminin ne kadar 6nemli oldugunun
gostergesidir. Ayrica, aym genotip farkl kosullarda farkli tepkiler gdsterebilmektedir.
Buna en iyi 6rnek ‘Dourga’ isimli patlican genotipidir. $6z konusu genotip, Dumas de
Vaulx ve Chambonnet (1982)’in yaptigt calismada embriyo ve haploid bitki olusturmada
yliksek basar1 gosterirken, Tuberosa vd. (1987) ile Rotino vd. (1987a)’nin yaptiklan
¢alismalarda embriyo eldesinde diisiik basar1 gosterdigi, Karakullukgu (1991) nun yaptiga
calismada ise hi¢ embriyo olusumu gergeklesmedigi bildirilmigtir. Hatta Karakullukgu
(1991)’nun 2 farkli lokasyonda (Adana-Ankara) Dourga ve diger genotiplerle yaptig
calismada, bitkilerin ayni laboratuvar sartlarinda, ayni kisi tarafindan kiiltiire alinmas1 ve
aynt uygulamalann yapilmasina ragmen, elde edilen sonuglarin farkl: olmasi donér
bitkilerin yetisme kosullann ve iklimsel farkliliklarin onemini bir kez daha ortaya
koymustur. Karakullukgu (1991) ayrica, kisa giin ve diisiik sicaklik sartlarinda yetistirilen
bitkilerin tomurcuklardan alinan anterlerde emriyo olusumunun gerceklesmedigini
bildirmistir.

Alpsoy (1999) farkli yillarda yaptig1 ¢alismalarda; 1994 ve 1995 yillarinda serada
tirettigi bitkilerden androgenesis tepkisi alamazken, 1996 ve 1998 yilinda arazi sartlarinda
yetistirdigi bitkilerden embriyo ve haploid bitkiler elde edebilmistir. Arastirmac: ayrica,
Bursa ve Ankara lokasyonlarinda farkli uygulamalar ile yetistirme kogullarim optimize
edince 15 farkh genotipin 5’inden (Kemer, Urfa Yerlisi, Adana, Barbentane, Leila)
embriyo ve haploid bitkiler elde etmigstir. Dolayisiyla bu g¢alisma, dondr bitkinin
yetistirme kosullarimin  Snemini ve kosullarin optimize edilmesi gerekliligini
vurgulamaktadir.

Tiirkiye’de patlicanda yapilan androgenesis ¢alismalarinda tizerinde en fazla
durulan genotiplerden birisi olan Aydin Siyahi’ndaki ilk embriyo olusumu (%1.25),
Yalova’da sera ortaminda yetistirdikleri donér bitkilerin anterlerini kiiltiire alan Basay
vd. (2010) tarafindan bildirilmistir. Aym ¢alismada, Ankara ve Bursa kosullarinda
yetistirilen Aydin Siyahi bitkilerinden basan elde edilememesi, yine dondr bitkilerin
yetistigi ortamin ¢evre kosullarindan etkilendigini agik¢a gdstermektedir.

Dogal yetistiricilik kosullarinda yetistirilen dondr bitkilerin androgenesise olumlu
tepki verme orani, yapay kosullarda yetistirilen. bitkilere goére daha yiiksek oranda
gergeklesmektedir. Ancak normal yetistirme doénemi diginda agik arazide, dogal
kosullarda yetistirilen bitkilere gore de, sera kosullarinda veya iklimlendirme odalarinda
ozel sartlarda yetistirilen bitkilerden daha yiiksek anter kiiltiirii bagarisi elde edilmektedir
(Ellialtioglu vd. 2001).
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2.4.3. Tomurcuklarin ve mikrosporlarm gelisim donemleri

Androgenesis ¢aligmalarim1  etkileyen Onemli faktorlerden bir  digeri
mikrosporlarin gelisim agamalaridir. Dogru gelisim asamasinda kiiltiire alinmayan
mikrosporlardan embriyojenik gelisim ve haploid bitkiye dogru ydnelim olmayacaktir.
Pathican androgenesis ¢aligmalarinda vaktinden erken veya ge¢ dénemlerde alinan
mikrosporlarda herhangi bir gelisim gézlenmedigi, kiiltiiriin ilk giinlerinden baslayarak
nekrozlar goriildigi yapilan farkhh c¢alismalarda bildirilmistir (Chambonet 1985;
Karakullukgu 1991). Patlicanda anter kiiltiiriinde uygun mikrospor gelisim doneminin tek
¢ekirdekli mikrosporlar oldugu bildirilmistir (Raina ve Iyer 1973; Anonymous 1978;
Karakulluk¢u 1991; Rotino 2016).

Androgenesis ¢aligmalar1 i¢in uygun asama olarak nitelendirilen mikrospor
safthasi; tiire, genotipe, donér bitkinin yetisme kogsullarina veya kullanilan androgenesis
teknigine gore farkliliklar gostermektedir (Ferrie ve Keller 1997). Bu nedenle her tiir hatta
aym tiriin farkh tipteki genotipleri i¢in bu konuda kiiltiir 6ncesinde ayn bir ¢alisma
mutlaka yapilmalidir. Uygun mikrospor geligme dénemini belirleme asamasinda; ezme
preparatlarin aseto-karmen ile boyanmas: (Nitsch 1981), feulgen y6ntemi (Darlington ve
La Cour 1963), parafinle kesit alma (Stosser vd. 1985; Eti 1987) yontemlerinden herhangi
birisi kullanilabilir. Ancak laboratuvar sitoloji alt yapisi uygunsa, DNA ¢ekirdek boyasi
olan DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) (Vergne vd. 1987)’nin kullanildigi en kolay,
hizh ve giivenilir boyama yontemi tercih edilmelidir (Ar1 ve Buyukalaca 2010). Haploid
bitki eldesi igin genel olarak uygun mikrospor agamasi; ‘mikrosporlarin tek ¢ekirdekli
oldugu donem’ olarak vurgulansa da, farkli bir¢ok tiirde yapilan galismalarda uygun
dénemin; ‘mayoz béliinme sonucu tetratlarin olusumu ile baslayip 1. Mitoz bdliinme
sonucu nigasta birikmesinden 6nceki zaman dilimini kapsadigt® bir dongiide (Sunderland
ve Dunwell 1977; Summers vd. 1992; Binarova vd. 1997; Silva Lauxen vd. 2003; Segui-
Simarro ve Nuez 2005; Bakos vd. 2007; Soriano vd. 2007; Ari, 2006) olustugu ortaya
konulmustur.

Karakulluk¢u (1991) 4 farkl1 patlican genotipine ait uygun tomurcuk morfolojisi
ve mikrospor sathasini tespit etmek i¢in yaptifn ¢alismada; Oncelikle tomurcuklar
morfolojik 6zelliklerine gore 8 farkli gruba ayirmis, parafin ve asetokarmin ydntemleri
ile bu tomurcuklara ait mikrospor gelisim donemlerini belirlemistir. Daha sonra bu
tomurcuk gruplarina ait anterleri esit sartlarda kiiltiire aldig1 ¢caligmada, 4 farkl patlican
genotipini (Baluroi Fi, Prelane Fi, Pala ve Kemer) kullanmstir. 35 °C ve 8 giin karanhk
kosullarda &n uygulamaya alinan anter gruplarindan 1., 2., 3., 7. ve 8. gruplarda yer alan
biitiin anterler kararip herhangi bir gelisim gostermezken, 5. ve 6. gruplardaki anterlerin
anter kiiltirli i¢cin dogfru asamada bulundugu tespit edilmistir. Bu asamalardaki
tomurcuklarin morfolojik goriintisii; 5. grup i¢in ¢anak ve tag yapraklarin esit seviyede
oldugu, 6. grup icinse ¢anak yapraklarin ¢ok hafif agildig1 ve ta¢ yapraklarin 1-2 mm
¢iktig1 asama olarak bildirilmigtir (Karakulluk¢u ve Abak 1993a). Bu gruplarn i¢indeki
uygun mikrospor safhalan ise; 1. polen mitozundan 6nceki asama olan tek ¢ekirdekli
mikrosporlar veya boliinme baglangici olan erken g¢ift ¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar
olarak tespit edilmistir.

Patlicanda bu gostergelerin yaminda anter rengi de yine uygun dénemdeki
tomurcuklar i¢in belirleyici &zellik olabilmektedir. Bitkilerin yaslanmasiyla birlikte
tomurcuklara bakilarak yapilacak olan se¢imlerin hatali olabilecedi gdz éniine alinarak,
ayrica anter rengine de bakilmasi tavsiye edilmektedir. Patlicanda dogru agsamadaki
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anterlerin renginin yesilimsi-sar1 oldugu, sar1 ve koyu sar1 renkteki anterlerin ge¢ asamada
oldugu ve sarimsi-yesil anterlerin ise erken asamada olduklan belirtilmistir (Ellialtioglu
vd. 2012). Tiirkiye’de pathicanda yapilan tiim androgenesis ¢alismalarinin tomurcuk
se¢imi agamasinda Karakullukgu (1991)’nun belirledigi morfolojik kritetler ve fenotipik
belirtegler esas almmustir.

Anter kiiltiirinde yapilan ¢esitli calismalarda morfolojik g6zlemler ile
tomurcuklarin yapisindan veya anterlerin renklenmesine dayali morfolojik markérler
uygun gelisme déneminde olan anterlerin tespit edilmelerini kolaylastirmmstir. Omegin
Arn vd. (2016b), farkl1 kademelerdeki 64 siis biberi genotipinin androgenesise tepkilerini
belirlemek amaciyla yaptiklan shed-mikrospor kiiltiirlerinde, mikrosporlarin uygun
agamasim belirleyebilmek i¢in DAPI yoénteminden yararlanmiglardir. Tomurcuk
morfolojisini belirleyebilmek igin farkli iki genotipin (anterleri antosiyaninli veya
antosiyaninsiz) tomurcuklarm kullanmiglardir. Tomurcuklarin sepal/tomurcuk boyu
oranimin etkin bir markdr olarak her iki genotipte de basarili sekilde kullamlabilecegi
bildirilmistir. Markér olarak kullamlabilecek bir diger morfolojik karakter, biberde anter
ucundan baslayarak anteri zamanla saran antosiyaninlesme oramdir. Calismada bu
antosiyaninlesme oram yesil anterlerin oldugu genotipte %10-40, antosiyaninli anterlerin
oldugu genotipte ise %70-90 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle, biberde anter ucundaki
antosiyaninlesme orammnin antosiyanin igerigi yiiksek olan genotiplerde morfolojik
markdr olarak kullanilmasinin yamltict olacags bildirilmistir.

Uygun mikospor safhasini tespit i¢in anterlerin igerisinde yer alan mikrosporlarin
gelisim safhalar ile tomurcuklarin sekil ve biiyiikliikleri arasinda bir iliski kurulmaktadir.
Birgok arastirmaci dogru asamadaki tomurcuklar igin sepal/tomurcuk boyu oranimin
morfolojik kriter olarak kullanilabilecegini belirtmistir (Supena vd 2006a, Nowaczyk ve
Kisiela 2006, Kim 2008, Parra Vega vd. 2013).

Ayrica, bazi bitkilerin aym anteri igerisinde yer alan mikrosporlarin farkli gelisim
agamalarinda oldugu (An, 2006) bilinmektedir. Mikrosporlarin bu heterojen gelisimi
‘asenkronize’ mikrospor gelisimi olarak da degerlendirilmektedir. Bu diizensiz gelisimin
goriildiigi tiirlerde geg asamada bulunan mikrosporlar kiiltiir ortamina igerigindeki toksik
maddeleri salgilayarak gen¢ mikrosporlar1 baskilayabilirler (Kott vd. 1988; Bal 2002;
Kim vd. 2004; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Bhowmik vd. 2011; Salas vd. 2012; Parra-
Vega vd. 2013). Brassica napus’da farkli asamadaki mikrosporlari ayni kiiltiir ortaminda
birlikte kiiltiire alarak 24, 48 ve 72 saatten uzun siireyle bekletmigler ve ¢alismanin
sonucunda uygun asamada ve ge¢ asamadaki mikrosporlarin aym kiiltiir ortamina
konuldugunda toksik etki olusturdugu ve embriyojenik olusumu olumsuz yonde
etkiledigi bildirilmigtir (Kott vd. 1988). Ancak, asenkronize mikrospor gelisimi bitkinin
kendini abiyotik ¢evre sartlarindan korumak i¢in ve daha uzun siirede daha gok sayida
polen olusturmak i¢in kullandig1 bir sistem gibi digtiniilebilir, Salas vd. (2012) nin
patlicanda yaptiklar1 ¢alismada mikrosporlarin gelisimleri 7 farkhi asamada belirlenmistir.
Bu agamalar; tetrat agama, geng asama, orta asama, ge¢ mikrospor agsamasi, geng ¢ift
¢ekirdekli agama, orta-ge¢ asama ve olgun polen agamasidir. Ote yandan, tomurcuklarin
dogru olarak se¢imini yapabilmek igin sicaklik artis1 veya diigiisii ile birlikte yeniden
mikrospor agamasm: gozden gegirmek gereklidir. Sicaklifin artmasi veya diismesiyle
birlikte dogru tomurcuk boyutu da degisiklik gostermektedir (Ar, 2006).
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2.4.4. Kullanilan besin ortamlari ve katki maddeleri

Anter Kkiiltiirlerinde kullanilacak olan besin ortaminin igerigi mikrospor
gelisiminin ydniinii (direkt embriyogenesis veya kallus olusumu) belirleyen en etkili
faktorlerden biridir (Bajaj 1983). Normal kosullarda polen olarak dongiisiinii
tamamlayacak olan bir mikrospor 2 mitotik boliinme gegirecekken, androgenesis
dongiistine giren mikrosporlarda tekrar eden béliinmeler olacaktir. Tekrar eden
boliinmelerin kesintiye ugramadan devam edebilmesini saglamak ve embriyo olusumunu
desteklemek i¢gin besin ortamina belirli oranlarda ¢ok sayida bilesenlerin ilave edilmesi
gerekmektedir. Bu bilesenler; makro ve mikro elementler, vitaminler, amino asitler, enerji
kaynag olarak karbonhidratlar, bitki biiytime diizenleyicileri, katilagtiric: ajanlar ve aktif
karbon, hindistan cevizi siitli vb gibi tanimlanamayan maddeler olarak adlandirilan
maddeleri kapsamaktadir. Bunlara ilave olarak besin ortaminin nasil hazirlanacag: (kats,
¢ift fazl1 veya siv) ve ortamin pH’s1 gibi etkenler de iizerinde 6nemle durulmas: gereken
faktorlerdendir.

Anter kiiltiirinde kullamlan besin ortamlarmin igerikleri tiirden tiire hatta
genotipten genotipe farklilik gostermektedir. Anter kiiltiiri ¢alismalarinda karbon
kaynag olarak genellikle sakkaroz kullamlirken, petunyada maltozun sukroza gére daha
iyi sonug verdigi bildirilmistir (Raquin 1983). Ayrica, bugday ve arpada da maltozun daha
iyi sonuglar verdigi ortaya konulmustur (Finnie vd. 1989; Fadel ve Wenzel 1990). Scott
vd. 1995) arpada yapti1 ¢alismada maltoz kullanilan kiiltiirlerde embriyojenik tepkinin
glukoz ve sakkaroz kullanilan kiiltiirlere gére daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bunun
sebebinin ise besin ortaminda bulunan mikrosporlar tarafindan sakkarozun hizlica
metabolizmasimin degistirildigi bu degisikligin hiicrelerde etanol birikmesine sebep
olarak hiicre Sliimlerine sebep oldugu, maltozun ise besin ortaminda yavas salmnim
gosterdigi i¢in hiicrelerin ihtiyaci olan oksijenin kullanabilecekleri kadar ortamda
bulunmasina olanak tanidigi agiklanmigstir. Biberde ilk maltoz kullaniminin olumlu
sonuglarimi Dolcet Sanjuan vd. (1997) bildirmis, bunu diger haploidi ¢aligmalan takip
etmistir (Supena vd. 2006a, b; Parra Vega vd. 2013)

Diger tiirlerde de maltozun (Dolcet Sanjuan vd. 1997; Kiviharju ve Pehu 1998;
Guo vd. 1999; Holme vd. 1999) yam sira galaktoz (Kyo ve Harada 1985), mannitol
(Cistue vd. 1994), laktoz (Rihova ve Tupy 1999) ve glukoz (Saji ve Sujatha 1998; Guo
ve Pulli 2000) gibi farkli karbonhidrat kaynaklari anter Kkiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Ayrica besin ortamina ilave edilen etilen inhibitérii giimiis nitrat
(AgNOs), glutamin serin gibi aminoasitler (Paksoy vd. 1995) ve 5-20 g/l araliginda aktif
komiir eklenmesinin de basariyr arttiracagi bildirilmistir (Hatipoglu 1999). Dunwell
(1991) aktif komiirtin besin ortaminin igerigini farkli yollarla degistirdigini bunu
yaparken de besin ortami igerisindeki bitki biiyiime diizenleyicilerini, vitaminleri, demiri
ve bitki dokularinin salgiladig: fenolikleri adsorbe/bloke ettigini belirtmistir. Thomas
(2008), aktif komiiriin besin ortaminda gelisen mikrosporlarca salgilanan, kiiltiire alinmis
materyale zarar veren zehirli ve fenolik bilesenleri adsorbe ederek olusacak zarar
6nledigini bunu da por yapisi ve i¢ hacminin genis olmasiyla sagladigim bildirmistir. Bu
nedenle aktif komiir, hiicre biiylimesi ve gelismesi igin ¢esitli in vitro tekniklerde besin
ortamlari i¢erisinde ¢ok sik kullanilan tanimlanamayan maddelerdendir.

Bajaj (1983), aktif komiiriin por yapisi ile ilgili etki tarzinin ne oldugu tam olarak
bilinmese de bu bilesigin anter bagina embriyo sayisim arttinrken, embriyolarin
rejenerasyon kapasitelerini de arttirdigini bildirmigtir. Buna karsilik Karakullukcu
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(1991), %1 aktif komiir ekledigi besin ortamlarinda kiiltiire alinan anterlerin tamaminin
kararip canliligini kaybettigini ifade etmistir.

Besin ortamlarina eklenerek embriyogenesisi olumlu etkiledigi diistiniilen diger
bir katk1 maddesi glimiis nitrattir (AgNOs). Anter kiiltiiriinde kullanimi her gegen giin
artan AgNOs'm etki mekanizmasmin, etilen biyosentezinde rol oynayan ACC
(1aminocyclopropane-1-carboxylic acid) sentezini bloke ederek, etilen inhibitorii AVG
(aminoethoxy-vinylglycine) gibi davrandigi diigiincesine dayanmaktadir (Heidstra vd.
1997). Kiiltiire ahinan anter veya bitki dokusunun kesilmesi ile olusan stres kaynag besin
ortaminda bulunan oksinler ile biraraya gelince yarali dokuda etilen tiretimi artmaktadar.
Etilen kallus gelisimini, somatik dokulardan gelisecek embriyojenik olusumu ve siirgiin
olusumu gibi farkl olusumlan baskilayip engellemektedir (Comlekgioglu 2001).

Comlekgioglu  vd. (2001), anter kiiltiirih c¢aligmalarinda Sanlwrfa ve
Kahramanmarag populasyonlarina ait yerel biber genotipleri kullanmiglardir. Temel besin
ortami olarak kullanmilan MS besin ortamina, 30 g/l sakkaroz, 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP,
%0.25 g/l ve 10 mg/l AgNO:s ilave edilmis ve AgNO5’iin embriyo olusumuna etkisi
incelenmigtir. AgNOs kullanilmayan kontrol grubunda embriyo olusumu gézlenmezken,
10 mg/l AgNOs ilave edilen besin ortamindaki Sanliurfa genotipinden %51.6 ve
Kahramanmarag genotipinden %35.7 embriyo olusumu bildirilmistir.

Biiyiikalaca ve ark. (2004), biberde yaptiklar1 anter Kiiltiirii ¢alismasinda besin
ortamina farkl miktarlarda 5 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/l ve 20 mg/l ilave edilen AgNOs 1n
embriyo olusumu ve verimi lizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada kullanilan farkl
miktarlardaki AgNOs konsantrasyonlartnin hepsinde farkli oranlarda embriyo olusumu
gézlenmistir. En yiiksek embriyo verimi AgNOs’tin 15 mg/1 eklendigi besin ortaminda
olusmus ve 100 anterden 45.7 embriyo verimi elde edildigi bildirilmistir.

Patlican androgenesis ¢alismalarinda Kkiiltliriin  baglangic asamasinda %12
oraninda eklenen seker miktar1 patlicanda embriyo ve haploid bitkicik elde edilmesini
tesvik etmektedir (Dumas de Valux ve Chambonnet 1982; Karakulluk¢u 1991). Karbon
kaynag olarak genellikle sakkaroz tercih edilmekle birlikte bazi calismalarda ise maltoz
ve glukoz kullanilmigtir (Cizelge 2.1).

Ote yandan, patlican mikrospor embriyogenesisinde gametofitik geligimi
sporofitik gelismeye yonlendirmek igin bitki gelisim diizenleyicilerinin (BGD) kullanimi
zorunludur (Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2014). Bu amagla dncelikle baglangigta
oksin grubuna (2-4 D, NAA, IAA, IBA gibi) ihtiya¢ duyulurken, rejenerasyon
asamasinda sitokinin grubu (Kinetin, BAP, Zeatin gibi) BGD lere ihtiya¢ duyulmaktadr.

Patlicanda yapilan anter kiiltiirii ¢alismalari igerisinde Tiirkiye’de yapilanlar
Diinyada 6nemli bir yere sahiptir. Bu konuda oldukga fazla sayida ve kapsamh ¢alismalar
yapilmistir. Androgenesisi etkileyen énemli faktorler arasindaki besin ortamlar: ve katki
maddeleri ile ilgili daha ayrintih bilgiler Bolim 2.5.°de Tiirkiye’de yapilan patlican
androgenesis ¢aligsmalar1 baglig1 altinda verilmistir.
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2.4.5. Kiiltiirlere uygulanan 6n sicakhk soklar:

Androgenesis ¢aligmalaninda embriyogenesisi tesvik etmek amaciyla ya
tomurcuklar kiiltiire alinmadan 6nce ya da anter veya mikrosporlar besin ortamina
aktarildiktan sonra farkli 6n soklara tabi tutulmaktadir. Ik akla gelen ve yaygin olarak
kullanilan diisiik veya yiiksek 1s1 soklarinin yanisira, karanlik-aydinlik kosullarda farkli
siirelerde bekletme, farkli bitki biiylime diizenleyicilerin farkli oranlarda kullanima, aghik
uygulamalari, yiiksek ozmotik basing, santrifiij, etanol ile muamele, diisiik atmosfer
basinci, UV ve Coeo gibi 151 kaynaklar1 ve gesitli kimyasallarin kullanim diger
uygulamalar arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte, patlican androgenesisinde en
pratik yontem olarak genellikle 1s1 soklar1 kullanilmaktadir ve en yaygin 1s1 soku oldukca
yiiksek bir sicaklik olan 35 °C de 8 giinlitkk uygulanan soktur.

Androgenesis ¢aligmalarinda 1st  soklar1 ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan galigmalar baz tiirlerde diigiik sicakliklar (1 °C ile 10 °C), baz1
tiirlerde ytiksek sicakliklar (28 °C ile 35 °C) baz: tiirlerde de hem diigiik hem de yiiksek
sicakhik uygulamalar sporofitik boliinmeyi baglatabilmektedir. Anterlerin igerisinde yer
alan mikrosporlar igin 181 degisikliklerinin bir tiir gegici mikroklima ortami sagladig1 ve
bu sirada embriyogenesisin indiiklendigi diistiniilmektedir. Diigiik sicaklik uygulamasinin
anter yaglanmasim geciktirdigi (Pelletier ve Henry 1974) ve anterlerde bulunan toplam
serbest amino asitleri arttirdig1 (Sangwan ve Camefort 1978) tespit edilmistir Heberle-
Bors (1985). Disiik sicakliklarda ise anterler zararlanmakta ve anterler igerisinde yer alan
zayif mikrosporlar dlmektedir. Indiiklenmis mikrosporlarda ise gelisme birinci mitoz
agamasinda durdurularak nigasta olusumu bloke edilmektedir. Béylece anter duvarmnin ve
tapetum tabakasimin yaslanmas: geciktirilerek, anter i¢indeki mikrosporlarin sporofitik
yonde hareket etmesine olanak saglanmis olur (Hatipoglu 1999).

Bajaj (1983), diistik sicaklik uygulamasinin androgenesisdeki embriyojenik artis:
dolayli olarak etkiledigini ifade etmistir. Bunun sebebinin de diisiik sicakligin mikrospor
canlilifim daha uzun siire muhafaza etmesinden ve polen gelisimini engelleyerek
embriyo olusumuna yonelebilecek polen sayisim arttirmasi yani anter ve mikrosporun
yaslanmasin geciktirmesinden kaynaklandigini bildirmistir.

Patlicandaki 6n 1s1 soku uygulamalarina gelince, 1981 yilinda biberde kiiltiiriin ilk
glinlerinde uyguladiklar1 +35 °C sicakligin olumlu etkilerini géren Dumas de Valux vd.
(1981), elde ettikleri sonuglara gore benzer bir denemeyi patlicanda kurmuslardir.
Kiiltiiriin ilk 8 giinii karanlik kogullarda 35 °C’de kiiltiire alinan anterler, 25 °C’de kiiltiire
alinanlardan daha yiiksek oranda basarili sonuglar vermistir (Dumas de Valux ve
Chambonnet 1982). Diger patlican anter kiiltiirlerinde de genellikle bu 1s1 soku kosullar
uygulanmaktadir.

Tirkiye’de ise patlican androgenesisinde 6n sok uygulamalani ile ilgili ilk
denemeler Karakulluk¢u (1991) tarafindan yapilmistir. Omegin tomurcuklara 4 °C’lik
buzdolabinda 12, 24 veya 48 saat 6n soguklatma soku uygulamasinin ardindan,
tomurcuklardan ¢ikartilan anterler kiiltiir ortamina aktarildiktan sonra 35 °C de 8 giin
karanlik uygulamasina tabi tutulmustur. Soguklatma uygulanan tiim anterler kararmis ve
daha fazla gelisememistir. Ayrica, anterler kiiltiire alindiktan sonra 4 ve 8 giin olmak
tizere On sicaklik uygulamasina (25 °C, 30 °C ve 35 °C) maruz birakilmis, ardindan 25
°C lik 16 saat aydinlik 8 saat karanhk 151k rejimli iklim odasinda 12 giin bekletilmistir.
12. giinden sonra kiiltiirler DDV-R ortamina transfer edilerek gdzlenmislerdir. Sekiz
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patlican genotipinde yapilan bu denemede, sicaklik artisi ile birlikte embriyogenesis
oranlarinda diizenli artislar goriilmiistir. Bu sonuglara dayanarak soguk 6n
uygulamasinin patlican anter kiiltiirleri i¢in uygun olmadig1, embriyojenik gelisimi tesvik
i¢in 35 °C lik 8 giin karanlik kosullarda bekletme uygulamasinin, diger uygulamalara gore
daha basarili oldugu bildirilmistir (Karakulluk¢u, 1991).

Alpsoy (1999), anter kiiltlirli ¢alismasinin 1994 - 1995 willarinda 6n sok
uygulamasi yapilmadan kiiltiire aldig1 anterlerin higbirisinden embriyo elde edememistir.
1996-1998’deki denemelerinde 35 °C lik 8 giin karanlik soku uyguladigi anterlerden
embriyo ve haploid bitki olusumu saglamis ve anter kiiltiirii ¢alismalarinda kiiltiirlere
karanlikta uygulanan yiiksek sicakligin androgenesis basarisini olumlu etkiledigini
bildirmistir.

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (1999), Kemer genotipinin ¢igek tomurcuklarina
herhangi bir sok uygulamasinin yapilmadig: kontroliin yanisira, 4 °C’de 80 saat veya 9
°C’de 5 gtin bekleterek soguk soku uygulamislar, ayrica besin ortamina eklenen aktif
komiiriin, anterlerdeki igsel absisik asit miktar1 {izerine etkilerini arastirmslardir.
Calismada uygulanan soguk soklar ve eklenen aktif kdmiir, patlican anterlerindeki ABA
miktarii  diistirmiis fakat embriyo olusumuna olumlu bir etkide bulunmamigtr.
Embriyolarin olusumu sadece kontrol ortamindan (% 7.75) saglanmistir.

Doks6z (2015)’tin anter kiiltiirii caligmasinda, 6n sok uygulamas: olarak ¢icek
tomurcuklarma 4°C’de 24 saat soguklatma soku uygulanmustir. Tomurcuklardan
¢ikartilan anterlerin kiiltiir sonrasi inkiibasyonu +9 °C’de 8 giin karanlikta ve +35 °C’de
8 giin karanlikta olacak sekilde yapilmistir. Ellialtioglu ve Tipirdamaz (1999)1n
¢alismasinda oldugu gibi, bu caliyjmada da 6n uygulama yapilmayan kontrol grubu
tomurcuklar daha basarili bulunmustur. Kiiltiire alinan anterlerden +9 °C’de 8 giin
karanlkta bekletilenlerden genellikle sonug alinamamustir. 35 °C’de 8 giin karanlhk
kosullarda sok uygulanan anterlerden ise 161 embriyo ve 88 bitki elde edilmistir.

Bal vd. (2009)'nin mikrospor kiiltiiri ¢aligmasinda; Bambino cesidinde
mikrosporlar izole edildikten sonra 4°C, 25°C veya 33°C’de 2 giin R ortaminda 6n
muameleye tabi tutulmustur. Mikrosporlar daha sonra AT3 ortamina transfer edilmis ve
25°C karanhikta kiiltiire alinmigtir. Embriyonun olusmadigi ¢ahismada, mikrospor
cekirdeklerinde simetrik boliinme ve gok g¢ekirdekli yapr olusumu (% 19.4) yalmzca
32°C’de 2 giin &n uygulama yapilan mikrosporlarda gézlemlenmistir. Calisma sonunda,
patlicanda mikrospor embriyogenesisi i¢in modifiye edilmis tiitiin protokoliiniin etkili
oldugu, belirli sicaklikta bir 6n uygulama ihtiyacinin bulundugu ve sicakhgin indiikleyici
etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Tiirkiye’de ve Diinyada yapilan galigmalara gére patlicanda uygun asamada alinan
tomurcuklardan izole edilen anterlere uygulanan soguk soklarindan genel olarak sonug
alinamamigstir. Bunun aksine, 6zellikle 35 °C*de 8 giin karanlik uygulamasi gibi yiiksek
sicaklik soklarmin embriyogenesisi tesvik etmede ve rejenerasyonda olumlu etkisinin
oldugu genel kabul gormiigtiir.
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2.4.6. Kiiltiir kosullan

Calismanin niteligine gére anter veya mikrosporlar izole edilerek besin ortamina
yerlestirildikten ve sok uygulamasi yapildiktan sonra kiiltiirlerin inkiibe edildikleri
ortamin iklim verilerine dayal kiiltiir kosullari basariy1 biiyiik oranda etkilemektedir.
Kiiltiir kosullarinda iki 6nemli degisken olup, sicakhik ve 1s1k Kontroliiniin optimum
sekilde ayarlanmasi gereklidir. Isik siddeti in vitro kosullarda kiiltiire alinacak bitkinin
tiiriine, kullamlan eksplantin tipine ve besin ortamina gére 300-10.000 liix 151k intensitesi
arasinda kullanilabilmektedir (Goniilsen 1987). Anter Kiiltiirleri i¢in 151k intensitesinin
diisik olmasi hatta kiiltiiriin ilk giinlerinin karanhkta bekletilmesi tavsiye edilmektedir.
Anterler kiiltiriin ilk déneminde genellikle karanlikta kiiltiire alinmakta, anterlerden
olugan embriyolar 300-10000 liix 151k intensitesinde rejenere edilmekte ve gelisen in vitro
bitkicikler ise 3.000-10.000 lux 1sik intensitesine sahip dis ortama aktarilmaktadir
(Ellialtioglu 2000).

Gerek Diinyada, gerekse Tiirkiye’de yapilan ok sayidaki ¢alisma sonucu patlican
anter kiiltiirleri i¢in tercih edilen iklim kosullan; kiiltiirlerin dncelikle DDV-C ortaminda
35 °C lik karanlikta 8 giin 6n sicaklik sokunda ve buna ilave olarak ayn besin ortaminda
25 °C lik 16/8 saat aydinlik/karanhktan olusan fotoperyot sartlarinda 4 giin daha
bekletilmesidir. Ayrica, bu 12 giiniin sonunda kiiltiirlerin DDV-R ortamina aktarilarak 25
°C’de 16/8 saat aydinhk/karanlik sartlarda embriyo gelisimi goriilmeye baslayincaya
kadar 300-1.000-2.000 liix 151k intensitesinde kiiltiire alinmasi tavsiye edilmektedir. Baz1
¢alismalarda kiiltiire alinmis anterlerin embriyo olusumuna kadar karanlikta bekletilmesi
de literatiirlerde uygun goriilmektedir.

2.5. Tiirkiye’de Pathcanda Yapilan Adrogenesis Calismalar:

Tiirkiye’deki kamu ve &zel sektdr sebze islah caligmalan incelendiginde
biyoteknoloji ve 6zellikle de DH teknolojisi kullamminmin ¢ok eskilere dayanmadig:
gorlilmektedir. Sebzelerdeki ilk DH ¢alismasi 1980°lerde biber tiiriinde yapilmis, daha
sonra diger tiirlerde bu ¢aligmalara devam edilmistir. Patlicandaki ilk DH ¢alismas: ise
1991 yilinda Karakulluk¢u (1991)’nun anter kiiltiirii ile baglamistir. Bunu diger anter
kiiltiirti [Karakulluk¢u ve Abak (1993a), Karakulluk¢u ve Abak (1993b), Ellialtioglu ve
Tipirdamaz (1999), Alpsoy (1999), Ellialtioglu (2005), Ellialtioglu vd. (2006), Basay vd.
(2010), Bagay vd. (2011), Ellialtioglu vd. (2012), Basay ve Ellialtioglu (2013), Doksoz
(2015), Gebologlu vd. (2017)] ve mikrospor kiiltiirii [Bal vd. (2009), Ozdemir (2012,
2018)] caligmalan1 takip etmistir. Yapilan ¢alismalara gére patlicanda yapilan tiim
haploidi ¢alismalar:; androgenesis yani bitkinin erkek gamet hiicrelerinden mikrospor
embriyogenesisi esas alan anter veya mikrospor kiiltiirii ¢alismalarindan olusmaktadir.
Yapilan ¢alismalarin sayisi baslangicta az olsa da, son yillarda 6zel sektoriin de devreye
girmesi ile patlican 1slahindaki DH ¢alismalar ivme kazanmustir. Patlican androgenesis
calismalar1 diinyada 45 yillik, Tiirkiye’de ise 27 yillik bir gegmise sahiptir. Ulkemizde
patlicanda giiniimiize kadar yapilan tiim anter ve mikrospor kiiltiirti calismalar1 ve bunlara
ait detaylar Cizelge 2.1°de kronolojik olarak 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1’¢ gore, Tirkiye’deki ilk patlican anter kiiltiirli ¢alismasinda
Karakulluk¢u (1991), besin ortamina ilave ettigi farkli oranlardaki sakkaroz ve glukoz,
farkl: tip ve konsantrasyonlardaki BGD ve aktif komiiriin etkilerini toplam 13 genotipte
incelemistir. Farkli ortam denemeleri arasindan en bagarili ortam DDV ortaminda oldugu
gibi 120 g/l sakkaroz ve 5 mg/l 2-4 D ile 5 mg/l Kinetin igeren besin ortami oldugu
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belirlenmigtir. S5z konusu ortamdan Baluroi F1 ¢esidinde %12.1, Halep Karas: ¢esidinde
%3.8 ve Turkiye orijinli Kemer ¢esidinde %1.5 oraninda embriyo elde edilmistir. Aktif
komiirlii denemelerden herhangi olumlu bir tepki alinmamigtir. Calisma sonunda Kemer,
Halep Karas: ve Baluroi F; genotiplerinden toplam 22 adet embriyo ve bunlardan 13 adet
haploid bitki elde edilmistir.

Ozzambak ve Atasayar (1994) anter kiiltiirii calismasinda MS ve Nitsch temel
besin ortamlarina ilave ettikleri BAP (0.1, 4, 8, 10,15 mg/1), Kinetin (1, 2, 4 mg/1), 2,4-D
(2 mg/l) ve NAA (0.1 ve 2 mg/l)’in kallus olusumu tizerine etkilerini incelenmistir. En
yuksek kallus oram %8 ile NN + NAA 2 mg/1 + Kinetin 1 mg/l + 40 g/I Sakkaroz igeren
ortamdan elde edilmistir.

Alpsoy (1999)’un temel besin ortami olarak MS ve DDV-C kullandig anter
kiiltiirii calismasinda BGD olarak; NAA (0.3, 1, 2, 4 mg/l), BA (0.7, 1, 3 mg/l), Kinetin
(0.1, 1, 5 mg/l) ve 2,4-D (5 mg/l)’nin farkli kombinasyonlar1 denenmistir. 1994 ve 1995
yillarindaki ¢alismalardan embriyo elde edilememistir. 1996 yilindaki denemelerde
Kemer ¢esidinde DDV-C ortaminda %3.67, MS ortaminda %2.05 oraninda, Urfa Yerlisi
¢esidinde DDV-C ortaminda %4.91, MS ortaminda %1.84 oraminda haploid embriyo elde
edilmistir. 1998 yilindaki denemelerde ise Adana g¢esidinde MS ortaminda %1.58,
Barbentane ¢esidinde DDV-C ortaminda %2.72, MS ortaminda %2.63; Leila ¢esidinde
DDV-C ortaminda %2.43 oraninda embriyo olusmustur. Caligmalarda, haploid bitki
eldesi igin Karakulluk¢u (1991)’nun da belirttigi gibi 5 mg/1 2,4-D ve 5 mg/l kinetin
ilave edilmis olan DDV-C ortami en basarili ortam olarak bulunmusg, bunu 4 mg/1 NAA
ve 1 mg/1 kinetin ilave edilen MS ortami takip etmigtir (Alpsoy 1999).

Dokséz (2015)’tin anter Kkiiltiirii ¢alismasinda MS ve DDV-C ortamlan
karsilagtinlmig; DDV-C ortaminda 2,4-D (0.01 mg/l) + Kinetin (0.01 mg/1), DDV-R
ortaminda ise sadece Kinetin (0.1mg/1) kullanilmis, ayrica besin ortamlarina Vitamin B12
(0.03 mg/l) ilave edilmistir. Caliymada, DDV-C ortaminin embriyo verimi agisindan daha
basarili oldugu bulunmustur.

Tiirkiye’de yapilan son anter kiiltiirii calismasinda Gebologlu vd. (2017), temel
besin ortam1 olarak 6nce DDV-C ortaminda farkl: karbonhidrat kaynaklar ile BGD’lerin
farkl: konsantrasyonlarmin etkisini karsilagtirmiglardir. 0.03 mg/l vitamin B12 eklenen
bu ortamda sakkaroz (30 g/1, 60 g/1, 90 g/1, 120 g/l ve 150 g/1), bal (30 /1, 60 g/1, 90 g/,
120 g/1 ve 150 g/l), kinetin ve 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlardaki (1 mg/l, 3 mg/l, 5
mg/l) kombinasyonlar: test edilmistir. Ardindan DDV-R ortami kullanitmis, bu ortama
30 g/l sakkaroz ve 0.1 mg/l kinetin ilave edilerek 4. haftada ortam yenilenmistir. En
yiiksek embriyo verimi Yamula genotipinde (10.70 embriyo/10 anter) 120 gram sakkaroz
+ 1 mg/l kinetin + 3 mg/l 2,4-D uygulamasindan elde edilmistir. Bu ¢alisma ile patlican
androgenesisinde diinyada ilk defa karbonhidrat kaynagi olarak balin etkisi arastirilmistir.
Baldan elde edilen sonuglar sakkaroz uygulamalarindan diisiik olmasina ragmen,
kullamilan konsantrasyonlarin optimize edilerek protokoliin  gelistirilebilecegini
bildirilmistir.
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Tiirkiye’de yapilan patlican mikrospor kiiltiirlerinde kullanilan besin ortamlarina
gelince; bu konudaki ilk ¢alismay:1 yapan Bal vd. (2009), tiitiinde kullanilan mikrospor
kiiltiirii protokoliinti modifiye ederek Bambino patlican gesidinde test etmistir. Modifiye
protokole gére mikrosporlar B ortaminda 6n kiiltiire ahinms, ardindan 0.25 M maltoz
iceren AT3 ortamina transfer edilmistir. Caligmada embriyo olusmamus, ancak simetrik
cekirdek boliinmesi ve ¢ok ¢ekirdekli yapilarin varlig: tespit edilmistir.

Ozdemir (2012)’in 3 farkli patlican genotipi (Faselis, Amadeo ve Aydin Siyahi)
i¢in kullandi@1 ovaryumlu ko-kiiltiirlti mikrospor kiiltiirii galismasinda NLN ortaminda 2-
4 D, kinetin, NAA, BAP"1n farkli konsantrasyonlarinin etkileri, bugday ovaryumu ile
birlikte incelenmistir. On uygulama olarak pathcan anterleri 0.3 M mannitol
soliisyonunda +35 °C 8 giin karanlik kosullarda bekletilmis, 8. giiniin sonunda anterlerden
izole edilen mikrosporlarin uyarilmasim saglamak i¢in NLN temel besin ortamina 5 mg/I
2,4D + 5 mg/l kinetin ve 5 mg/l NAA+ 5 mg/l BAP eklenmigtir. Mikrosporlar daha sonra
NLN temel besin ortamina ilave edilen bugday ovaryumu ile birlikte 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l kinetin ile 0.5 mg/NAA + 0.5 mg/l BAP igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmagtir.
Kiiltiir sonucu patlicanda androgenesisi tesvik igin kinetin ve 2,4-D’nin daha etkili oldugu
gozlemlenmistir. Embriyo ve bitkinin olusmadig: ¢alismada ¢ok ¢ekirdekli yapilar sadece
0.5 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/l kinetin + ovaryum igeren besin ortaminda elde edilmistir.

Yine Ozdemir’in modifiye etmeye ¢alistgi mikrospor kiiltiirii ¢alismasinda
(Ozdemir-Celik 2018), Amadeo ve A117 genotiplerini kullanmistir. Temel besin ortami
olarak kullamlan NLN (Lichter 1982) ortamindaki farkli oranlarda arabinogalaktan
proteinleri (AGP) (01 mg/l, 1 mg/l, 10 mg/l), farkl: siirelerde (24, 48 ve 72 saat) absisik
asit (ABA) (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mg/l) ve ayrica kinetin ve 2,4-D’nin farkh
konsantrasyonlarmin (0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/l) kiiltire verdigi tepkiler incelenmistir.
Calisma sonunda AGP’nin indiikleyici bir etkisini bulunmadigi, ABA uygulamalarinin
hepsinde mikrospor canlilif1 iizerine etkisi oldugu ama kallus elde etmede kontrol grubu
ile arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli olmadigi ortaya gikmustir. 16 besin
ortaminda farkli oranlarda kullamlan Kinetin ve 2,4 D den ise; A117 genotipinde 1
mm’den biiylik kallus eldesi ve kallus sayis1 yéniinden 12 numaral1 (0.5 mg/l 2,4 D + 1
mg/] kinetin) besin ortam: basarili bulunmugtur. Amadeo genotipinde ise 1 mm’den
biiylik kallus ve kallus sayis1 en fazla kontrol grubundan elde edilmistir. Caligma
sonucunda direk bitki elde edilememis olup, indirekt olarak A117 genotipinden 36
kallustan 18, Amadeo genotipinden 70 kallustan 25 bitkiye doniisiim gerceklestigi
belirtilmigtir. Flow sitometri sonuglarina gore ise kallustan elde edilen bitkilerden diploid
ve triploid bitkiler elde edilmis olup DH bitki oram1 A117 genotipinde %68, Amadeo
genotipinde %60 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 2.1°de goriildigi gibi Tirkiye’de yapilan patlican anter kiiltiirii
¢ahismalarnin da tiimiinde temel besin ortamu olarak DDV-C ve DDV-R ortamlarn
kullamlmistir. Farkli olarak Ozzambak ve Atasayar (1994) MS ve NN ortamlarim,
Alpsoy (1999) ve Doksoz (2015) ise DDV-C ve DDV-R ortamlarinin yaninda MS
ortaminin da etkisini aragturmiglardir. Mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda (Bal vd. 2009;
Ozdemir 2012 ve 2018) ise NLN (Lichter 1981) ortam1 kullanilmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu aragtirma denemeleri 2018 ilkbahar ve sonbahar donemlerinde Antalya Tarim
Uretim ve Pazarlama A.$. Gaziler Istasyonunda bulunan Donor Ebeveyn Yetistirme
Unitelerinde ve Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda kurulmustur. Uygun
mikrospor/tomurcuk safha tespiti Akdeniz Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Bliimil
Bitki Doku Kiiltiirti Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Bitkisel materyal olarak ilkbahar doneminde Anamur Fi, A117 F: ve Darko Fi,
sonbahar doneminde ise Anamur Fi1 ve A117 Fi genotipleri, anterlerin donér bitkileri
olarak kullamlmigstir. Kullanilan genotiplere ait bazi fotograflar Sekil 3.1.’de verilmistir.

@ e ®

Sekil 3.1. Calismada kullanilan donér bitki genotiplerinin seradaki goriintiileri. a/d) A117
F1 genotipi; b/e) Anamur F: genotipi; ¢/f) Darko F, genotipi
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3.2. Metot
3.2.1. Dondr bitki yetistiriciligi

Genotiplere ait tohumlarin ekim islemleri ilkbahar déneminde 02.03.2018,
sonbahar déneminde ise 10.08.2018 tarihinde Antalya Fide’de, torf doldurulmus viollere
yapilmigtir. Fide doneminde 44 g/100 1t 20-10-20 NPK ve 5 g/100 It KNOs karisimu ile
1.3-1.4 EC’yi gegmeyen giibreleme yapilmigstir, Ihtiyag halinde organik madde veya
demir ilavesi de yapilmistir. Bu donemde durdurucu, insektisit, fungusit vb gibi herhangi
bir kimyasal uygulama yapilmamigtir. Dikim boyuna gelen fideler ilkbahar déneminde
02.04.2018, sonbahar doneminde 05.09.2018 tarihinde Antalya Tarim’a ait Gaziler
Istasyonunda bulunan dondr ebeveyn yetistirme iinitesine sira iizeri 40 cm ve sira arasi
80 cm olacak sekilde, her bir genotipten 20°ser fide olarak dikilmistir. Seradaki bitkiler
otomasyon sistemi ile giibrelenmistir. Glibreleme sisteminde 3 tank (A,B,C) kullanilmis
olup, bu tanklardaki giibrelerin igerikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Bitkilere iki farkli
giibreleme programi uygulanmistir. Birincisi fide dikiminden ¢igeklenmeye kadar yapilan
glibreleme (birinci dénem giibreleme), ikincisi ise ¢igeklenmeden sonraki dénemde
(ikinci donem giibreleme) yapilan giibrelemedir. Giibreleme sisteminde EC 1,5’den
baslayarak 2.5°e kadar kademeli olarak yiikseltilmistir. Bu giibrelemelerin miktarlarina
da yine Cizelge 3.1.’de yer verilmistir. Sulama ve diger Kkiiltiirel islemler ise bitkinin
gelisimi takip edilerek bitkinin ihtiyaci dogrultusunda ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Seradaki dondr bitkilere uygulanan giibreler ve miktarlar

Birinci .
Dénem Ikinci Dénem
Giibre Isimleri | Giibreleme Giibreleme | A Tanki | B Tanki | C Tanki
Miktar Miktan
(kg/100 L su) (kg/100 L su)
Potasyum Nitrat 15 kg 30 kg X - -
Amonyum 10kg 15kg X i i
MAP 10 kg 8 kg X - -
M 20 kg 20 kg X i i
Cinko Siilfat 75 or 75 gr X - -
Borax 175 gr 175 gr X - -
Sodyum

Molibdat Ser Sar : : :
Mangan Siilfat 90 gr 90 gr X - -
Bakir Siilfat 10 gr 10 gr X - -
Fosforik Asit 31t 31t X - -
Potasyum Siilfat 6 kg 10 kg X - -
Kalsiyum Nitrat 15 kg 15kg X - -
Nitrik Asit 051t 0,51t - - X
Demir 11t 11t - X -
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Bitkiler sadece dondr olarak yetistirildigi igin tizerlerinde meyve olugsmasina izin
verilmemis, ilk ¢igek (kral ¢igek) ve uygun tomurcuk agamasim gegen biitiin cigek ve
tomurcuklar bitkiden uzaklagtinnilmigtir. Uygun asamadaki tomurcuklar ilkbahar
doéneminde 02.05.2018 - 30.07.2018, sonbahar déneminde 01.10.2018 - 07.12.2018
tarihleri arasinda her giin diizenli olarak sabah 07:00-08:30 arasinda hasat edilmistir.
Tomurcuk alinan dénem boyunca bitkilere kimyasal ila¢ uygulamasi yapilmamis ve
herhangi bir strese maruz birakilmamustir.

3.2.2. DAPI boyama ile uygun mikrospor safhasinin belirlenmesi

Bu amagla oncelikle ait farkli biiyiikliiklerdeki ¢igek tomurcuklari ilkbahar
déneminde 02.05.2018, sonbahar déneminde ise 01.10.2018 tarihinde yani kiiltiiriin
baslangicinda seradan toplandiktan sonra morfolojilerine gore kendi aralarinda 8 gruba
ayrilmstir (Sekil 3.2.).

Efg‘immn umugnumgmnnylnnmgmﬂnmmgwwmﬁimmmmwwé el

1 2 3 4 S 6 7 8

Sekil 3.2. Uygun mikrospor safthasimin belirlenmesi i¢in 3 genotipin morfolojilerine gére
gruplara ayrnilmasi. a) A117 F1 genotipi; b) Anamur F: genotipi; ¢) Darko F: genotipi

Tomurcuklarin ve tomurcuklarn igerisinden ¢ikartilan anterlerin boylan &8l¢iilmiis
ve ayrica anterlerin renk durumlari incelenmigtir. Morfolojik olarak incelenen
anterlerdeki mikrosporlarin uygun asamasini dogru olarak belirleyebilmek icinse 4°,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) adli DNA-spesifik florokrom ile boyama yéntemi
kullamlmigtir. Gruplara ayrilan tomurcuklardan g¢ikartilan anterler birer lam tizerine
yerlestirilerek, anterin tizerine Coleman ve Goff (1985) ile Kim ve Jang (2000)’a gore
hazirlanan DAPI ¢ozeltisinden pastdr pipeti ile birer damla damlatilmug, anter sivri uglu
bir pens yardimiyla bu sivida ezilerek igerisindeki mikrosporlarin lam iizerine dagilmasi
saglanmus ve anter dokusu lamdan uzaklagtirildiktan sonra da iizerine lamel kapatilmistir.
Bu gekilde hazirlanan preparatlar 15-20 dk karanlikta bekletilerek mikrosporlarin
boyanmas: saglanmis, ardindan florasan 1§tk mikroskopunda, DAPI filtresi kullamlarak
365 nm dalga boyunda mikrosporlarin gelisim asamalar1 incelenmistir. DAPI boyama
yontemi yardimiyla uygun asamada oldugu belirlenen mikrosporlan igeren tomurcuklarin
anterleri kiiltlire alinmistir,
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3.2.3. Tomurcuklarn sterilizasyonu

DAPI boyama yontemi yardimiyla dogru agsamadaki mikrosporlar1 igeren ve
morfolojileri belirlenmis uygun biiyiikliikteki tomurcuklar sabah erken saatlerde
toplanarak laboratuvara getirilmigtir. Kavanozlar icerisine aktarilarak steril kabin
igerisine alman tomurcuklar 1 dakika %70’lik etil alkol ile arada ¢alkalanarak ylizey
sterilizasyonunun ilk asamas: gergeklestirilmigtir. Steril saf sudan gegirilerek
sterilizasyonun ikinci agamasina alinan tomurcuklar %15 sodyum hipoklorit ve 1-2 damla
Tween-20 iceren ¢dzeltide 15 dakika arada galkalanarak bekletilmis ve ardindan 3-4 defa
steril edilmis distile saf su ile durulanmastir.

3.2.4. In vitro anter kiiltiirleri

3.2.4.1. Besin ortamlarmmin hazirlanmasi

Calismada ilkbahar ve sonbaharda olmak tizere iki farkli yetistiricilik déneminde
yetistirilen farkli genotiplerin anter kiiltiirlerinde sezonun etkisi kiyaslanmistir. Bu
kiyaslama yapilirken ayrica kati, sivi ve shed-mikrospor kiiltiiriinde kullanilan ¢ift fazli
ortam olmak iizere ii¢ farkli ortam tipinin igerisinde ¢esitli besin ortami uygulamalarinin
pathicanda embriyo ve bitki gelisimi tizerine etkileri karsilastinnlmistir. Bu denemelerin
kontroliinii; patlican anter kiiltiirlerinde yaygin sekilde kullanilan Dumas de Vaulx vd.
(1981) ve Chambonnet (1985)’in gelistirdigi DDV-C ortami (mikrospor
embriyogenesisini inditkleme ortami) ve R ortamindan (rejenerasyon ortami) olusan iki
asamali ortamlar olusturmustur. Bu kontrol ortaminda kullamilan makro — mikro
clementler, vitaminler, biiylime diizenleyici ve diger bilesenlerin igerigi Cizelge 3.2.°de
verilmigtir.

Yukarida bahsedilen ¢ok sayidaki ortam uygulamasi DDV-C nin modifiye
edilmesi ile olusturulmustur. Bu amagla kontrol ortamina gesitli konsantrasyonlarda
glimiis nitrat (AgNQOs), aktif karbon ve sukroz yerine yine farkli dozlarda maltoz
eklenmistir. Bu sekilde olusturulan ortamlarin igeriklerine agagida daha detayli olarak
cizelgelerde yer verilmistir.

Olusan embriyolardan bitkicife doniismeye baslayanlarin  daha iyi
rejenerasyonunu saglamak lizere bu yapilar BGD igermeyen MS temel besi ortaminda
kiiltiire alinmistir. MS temel besi ortamimin igerigi Cizelge 3.3. de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Dumas de Vaulx vd. (1981) ve Chambonnet (1985) tarafindan gelistirilen

patlican anter kiiltiirii protokoliinde kullanilan C ve R besin ortamlarinin igerikleri

Bilesikler DDV-C Ortam: mg/l DDV-R Ortam mg/l
Makro Elementler
KNOs 2150 2150
NH4NO; 1238 1238
MgS0.4-7H:20 412 412
CaCl:-2H20 313 313
KH:PO. 142 142
Ca(NOs)2-4H20 50 50
NaH2PO.-H.0 38 38
(NH4)2SO4 34 34
KCI 7 7
Mikro Elementler
MnSO0.-H20 22.130 20.130
ZnS0O+7H20 3.625 3.225
HsBO:s 3.150 1.550
KI 0.695 0.330
Na:Mo0s-2H20 0.188 0.138
CuSo:-5H20 0.016 0.011
CoCl>-6H-0 0.016 0.011
Vitaminler ve Aminositler
Myo-Inositol 50.300 50.300
Pyridoxin HCI 5.500 5.500
Nicotinic acid 0.700 0.700
Thyamine HCI 0.600 0.600
Calsium panthotenate 0.500 0.500
Vitamin Bz 0.030 -
Biotin 0.005 0.005
Glycin 0.100 0.100
Demir Bilesikleri
Na: EDTA 18.65 18.65
FeS0+-7H20 13.90 13.90
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
2,4-D* 5 0.1
Kinetin* 5 -
Karbonhidrat
Sakkaroz g/1* [ 120 \ 30
Katilastirica Ajan
Plant agar g/1 \ 8 | 8
pH
} 5.9 l 5.9

*Chambonnet (1985) tarafindan oranlari belirlenen bilesikler
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Cizelge 3.3. Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen besin ortaminin igerigi

Bilesikler mg/L mM/L
Makro Elementler
KNO:s 1900 18.79
NH:NOs 1650 20.61
MgSO4 180.54 1.50
CaClz 332.02 2.99
KH:PO; 170 1.25
Mikro Elementler
MnS0.-H20 16.90 100
ZnS0+-7TH20 8.60 29.91
HsBOs 6.20 100.27
KI 0.83 5
Na:Mo0O.-2H-0 0.25 1.03
CuSo4-5H20 0.025 0.10
CoCl-6H.0 0.025 0.11
Vitaminler ve Aminositler
Myo-Inositol 100 554.94
Pyridoxin HCI 0.50 2.43
Nicotinic acid 0.50 4.06
Thyamine HCI 0.10 0.30
Glycin 2 26.64
Demir Selat
FeNaEDTA | 36.70 \ 100
Karbonhidrat
Sakkaroz g/l | 30
Katilastiric1 Ajan
Plant agar g/l | 8
pH
5.9

Anter kiiltiirleri i¢in besin ortamlar1 hazirlarken C ve R ortamlarinin makro, mikro
ve vitamin stok soliisyonlar1 hazirlanmigtir. 2,4-D, Kinetin ve AgNO; icin de stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Besin ortamlart hazirlanirken bu stok ¢ozeltilerden gerekli
miktarlar olgiildiikten sonra sukroz, maltoz veya aktif komiir cesitli ortamlar icin
tartilarak ortama ilave edilmistir. Hazirlanan besin ortamlarinin tamaminin pH’s1 5.9
olarak ayarlanmigtir. pH nin ayarlanmasi 1N HCI ve 1 N NaOH c¢ézeltileri ile yapilmigtur.
pH’s1 ayarlanan besin ortamlarina agarlari daha sonra eklenmis ve agizlan uygun sekilde
kapatilarak 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklavianarak steril edilmistir.
Caligsmalar sirasinda kullanilan besin ortamlarinin yamsira gesitli cam malzemeler ile
pens, bisturi, metal stant, havlu kagit, filtre kagidi, kagit tabak vb steril kabin icerisinde
kullanilacak biitiin malzemelerin sterilizasyonu ise otoklavda 121 °C 1 atm basincta 30
dk boyunca buharla sterilizasyon yoluyla gergeklestirilmistir. Steril edilen kati1 besi
ortami ve ¢ift fazl besi ortamimn kati kismu 80 mm capindaki cam petrilere esit
miktarlarda dokiilmiigtiir. Siv1 besin ortami ve ¢ift fazli ortamin stvi kismu kiiltiire alma
islemi baslayincaya kadar siseler igerisinde karanlik kosullarda ve +4 °C’de
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bekletilmistir. Besin ortamlar1 genellikle kiiltiirden bir giin once hazirlanarak
kullanilmagtir.

3.2.4.2. Anterlerin kiiltiire alinmasi ve bitki rejenerasyonu

Dumas de Vaulx vd. (1981)’nin protokoliine gére kiiltiire alinan anterler dnce 8
giin 35 °C’de karanlikta ve 4 giin 25 °C’lik fotoperyot kosullarinda olmak iizere toplam
12 giin boyunca DDV-C ortaminda bekletilmektedir, Daha sonra DDV-R ortamina
transfer edilerek bu ortam igerisinde embriyo ve bitkicik olusumu beklenmektedir. Bu
¢alismada klasik DDV-C ve klasik DDV-R ortamlar1 modifiye edilmeye ¢alisilmustir.
Ortamlarin modifikasyonlar1 karbonhidrat kaynag: olan sukroz yerine yine maltozun
eklenmesi ve aktif karbon ve glimiig nitratin farkli dozlarinin ilave edilmesi ile
yapilmstir.,

Calismada yapilan denemeler ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde olmak iizere iki
sezonda gergeklestirilmigtir. Bu denemelerde kullamilan ortamlar arasinda baz
farkhiliklar vardir. Denemelerde kullanilan ortamlarin igerikleri asagida verilmistir:

Itkbahar Donemi Kiiltiirleri:

Ilkbahar dénemi denemelerinde 3 farkli genotip olarak Anamur Fi, A117 Fi ve
Darko F: kullanilmig, her bir genotipte kati, sivi ve shed-mikrospor kiiltiir (¢ift fazh
kiiltiir) tipi ve her bir ortam tipinde 12 farkli modifiye-C (Mod-C) besin ortaminda anter
kiltiirleri yapilmigtir. Farkli uygulamalar; kontrol uygulamasi olan klasik DDV-C nin
yamnda aktif komiir (0 ve 1 g/L), AgNOs (0, 5, 10 mg/L) ve maltozun (0, 60 g/L)
ilavesiyle olugturulmustur. Ilkbahar dénemi denemelerinde kat1, siv1 ve shed-mikrospor
kiiltiirlerinde kullanilan Mod-C besin ortami1 uygulamalar Cizelge 3.4.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.4.de goriildiigli gibi 12 farkh Mod-C ortanu karbonhidrat kaynagd:
farklihigina goére aslinda altisarlik 2 setten olusturulmugtur. Her bir set 0, 5 ve 10 mg/L
AgNOs’iin 1 g/L (%0.1°lik) aktif karbonla birlikte kullanilip kullanilmamasina gore 6
farkli modifikasyon ortamindan olugmaktadir. Bu 12 farkla ortamin kontrolii olarak klasik
DDV-C ortami olan 1 nolu ortam kullanilmasgtir.

Cizelge 3.4. deki her bir ortam tipinde test edilen 12 farkli uygulamanin her biri
i¢in 100 anter, 10 petriye esit olarak 10’ar adet ekilmistir. Bu modifiye C ortamlarinin her
birinde kiiltiire alinan anterler 6n inkiibasyon (8 giin 35°C’de karanlik) uygulamasindan
sonra, kiltiire alindiklarn C ortamina uygun olusturulan modifive R ortamlarina
aktarilmgtir. Boylece kat1 siv1 ve iki fazli her bir ortam tipinde 12 farkli Mod-R besin
ortami kullamlmigtir. Ilkbahar dénemi denemelerinde kati, sivi ve shed-mikrospor
kiiltiirlerinde kullamlan Mod-R besin ortam1 uygulamalar1 Cizelge 3.5.’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.4. {lkbahar dénemi denemelerinde kat1, stvi1 ve shed-mikrospor kiiltiirlerinde
kullanilan Mod-C besin ortami uygulamalari

Iljgng]: Mod-C Sukroz | Maltez | 2,4-D | Kinetin (;l:tl:;f Kﬁfltl(:‘n
1 K1, S1, SM1 (Kontroh) | 120 - 5 5 - -
2 K2, S2, SM2 120 - 5 5 5 -
3 K3, S3, SM3 120 - 5 5 10 -
4 K4, S4, SM4 120 - 5 5 - 1
5 K5, S5, SM5 120 - 5 5 5 1
6 K6, S6, SM6 120 - 5 5 10 1
7 K7,S7, SM7 - 60 5 5 - -
8 K8, S8, SM8 - 60 5 5 5 -
9 K9, S9, SM9 - 60 5 5 10 -
10 K10. S10, SM10 - 60 5 5 - 1
11 K11, S11, SM11 - 60 5 5 5 1
12 K12, S12, SM12 - 60 5 5 10 1

*K=Kati1, S=Sivi, SM=Shed-mikrospor kultiiriy

Cizelge 3.5. Ilkbahar dénemi denemelerinde kat1, stv1 ve shed-mikrospor kiiltiirlerinde
kullanilan Mod-R besin ortami uygulamalar

Ml;d- Mod-R'ye. Aktan.l? " | Sukroz | Maltoz | Kinetin Gi:lmﬁs AR
Ortam Anterlerin Geldigi (/L) @L) | (mg/L) Nitrat | Karbon
No Mod-C Ortam No* (mg/L) (g/L)
1 K1, S1, SM1 (Kontrol) 30 - 0.1 - -

2 K2, S2, SM2 30 - 0.1 5 -

3 K3, S3, SM3 30 - 0.1 10 -

4 K4, S4, SM4 30 - 0.1 - 1
5 KS, S5, SM5 30 - 0.1 5 1
6 K6, S6, SM6 30 - 0.1 10 1
7 K7, S7, SM7 - 20 0.1 - -

8 K8, S8, SM8 - 20 0.1 5 -

9 K9, S9, SM9 - 20 0.1 10 -
10 K10, S10, SM10 - 20 0.1 - 1
11 K11, S11, SM11 - 20 0.1 5 1
12 K12, S12, SM12 - 20 0.1 10 1

*K=Kat1, S=S1v1, SM=Shed-mikrospor kiiltiirit
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Sonbahar Dinemi Kiiltiirleri:

[lkbahar dénemi g¢aligmalarinda shed-mikrospor kiilttrlerinden higbir olumlu
sonug almamadid: i¢in bu kiiltiir tipine ve tohum temininde yaganan sorun nedeniyle de
Darko F: genotipine sonbahar dénemi denemelerinde yer verilmemistir. Bu nedenle
sonbahar donemi denemeleri Anamur Fi ve A117 F: genotiplerinde kurulan kat1 ve sivi
anter kiilttirlerinden olusturulmustur. Kat: ortam tipinde 24 uygulama, sivi ortam tipinde
12 uygulama kullanilmigtir. Bunun sebebi ilkbahar dénemi ¢alismalarinda aktif kmiir
ilave edilen siv1 anter kiiltiirlerinden higbir olumlu sonu¢ alinamadig: icin sonbahar
déneminde siv1 kiiltiirlerde aktif komiirlii uygulamalarin ¢ikartilmis olmasidir.

Kati ortam denemelerinde, ilkbaharda test edilen 12 uygulamaya ilave olarak 12
yeni uygulamaya daha yer verilmesinin sebebi ise ilkbahar denemelerinde maltozlu
uygulamalardaki anter canliklarinin daha yiiksek olmasi nedeniyle maltozun yar ve iki
kati dozlarinin da aragtirilmak istenmesidir. Bdylece sonbaharda kati ortam tiplerinde 24
farkli Mod-C besin ortaminda anter kiiltiirleri yapilmistir. Sonbahar dénemi
denemelerinde kat: ve sivi anter kiiltiirlerinde kullamilan farkli Mod-C besin ortam
uygulamalar1 Cizelge 3.6.’da belirtilmistir.

Cizelge 3.6.’da tipki cizelge 3.4. gibi karbonhidrat kaynagina gore altisarhk
setlerden olusturulmustur. Cizelge 3.6.’daki 24 kati ve 12 siv1 uygulamanin her biri igin
200 anter 20 petriye egit olarak 10°ar adet ekilmistir. Bu Mod-C ortamlarinin her birinde
kiiltiire alinan anterler 6n inkiibasyon (8 giin 35°C’de karanlik) uygulamasindan sonra,
anterlerin yarist yani 10°ar petrideki anterler daha dnce kiiltiire alindiklar1 C ortamlarina
uygun olugturulan Mod-R ortamlarina, yarisi da klasik DDV-R ortamina aktarilmigtir.
Boylece 24 kat1 ve 12 sivi Mod-R besin ortami kullamlmigstir. Sonbahar dénemi
denemelerinde kati1 ve sivi anter Kkiiltiirlerinde kullamlan Mod-R besin ortam
uygulamalar1 Cizelge 3.7.’de belirtilmistir.

Bu ortamlar kiiltlir tarihinden bir giin 6nce hazirlanmistir, Anterlerin kiiltlire
alinma islemlerinde tomurcuklar pens ve bisturi yardimiyla steril edilmis filtre kagitlar
tizerinde agilarak, igerisinden anterler ¢ikartilmig ve Mod-C ortamlan igeren her bir
petriye 10’ar adet olacak sekilde ekim islemleri yapilmigtir. Ekim islemi tamamlanan
petrilerin kenarlar1 strech film ile sarilarak detay: asagida belirtilen 6n inkiibasyona
alimmgtir. Ardindan aktarildiklar1 Mod-R ortamlarinda olugsan embriyolar bitkicik
olusturmaya baslayinca BGD igermeyen tiipler igerisindeki MS temel besi ortamina 30
gr/l sakkaroz ve 8 gr/l agar igeren besin ortamma aktarilarak bitkicikler biiyiitiiliip,
koklendirilerek tam rejenerasyonlar saglanmistir.

3.2.4.3. Anterlere uygulanan én islemler

Bu ¢alismada daha 6nce yapilan Dumas de Vaulx vd. (1981), Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982), Chambonnet (1985), Karakulluk¢u (1991), Doksdz (2015) ve
Ozdemir-Celik (2018)’in galismalar1 dikkate alinarak anterlere bu ¢alismalardan farkli bir
On uygulama yapilmamgtir.

Bu ¢alismada Mod-C besin ortamlarinda yoniinden farkhi bir uygulamaya
gidilmemistir. Buna gore hazirlanan C besin ortamlarinda kiiltiire alinan biitiin anterler
ilk 8 giin 35°C’de karanlk kosullarda inkiibe edildikten sonra 4 giin siireyle 25°C’de 16
saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodik diizende biiyiitme odasinda bekletilmistir.
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Ardindan Mod-R ortamlarina transfer edilen anterler ayni sartlarda biiyiitme odasinda
kiiltiire alinmaya devam edilmistir.

Cizelge 3.6. Sonbahar dénemi denemelerinde kat1 ve siv1 anter kiiltiirlerinde kullanilan
Modifiye C (Mod-C) besin ortami uygulamalari

Uven- =—— .
lgl%la Mod-C Ortam No* Sul;;;oz Ma/lioz 2’4_/3 KKinetin (;l:tn::ts KI:l:lt)l(fn
No @) | L) | mgh) | me) | oy | (@)
1 K1, S1 (Kontrol) 120 - 5 5 - -
2 K2, 82 120 - 5 5 5 -
3 K3, S3 120 - 5 5 10 .
4 K4 120 - 5 5 - 1
5 K5 120 - 5 5 5 1
6 K6 120 - 5 5 10 1
7 K7, S4 - 30 5 5 - -
8 K8, S5 - 30 5 5 5 -
9 K9, S6 - 30 5 5 10 -
10 K10 - 30 5 5 - 1
11 K11 - 30 5 5 5 1
12 K12 - 30 5 5 10 1
13 K13, S7 - 60 5 5 - -
14 K14, S8 - 60 5 5 5 -
15 K15, S9 - 60 5 5 10 -
16 K16 - 60 5 5 - 1
17 K17 - 60 5 5 5 1
18 K18 - 60 5 5 10 1
19 K19, S10 - 90 5 5 - -
20 K20, S11 - 90 5 5 5 -
21 K21, S12 - 90 5 5 10 -
22 K22 - 90 5 5 1
23 K23 - 90 5 5 5 1
24 K24 - 90 5 5 10 1

*K=Kat1 ortam, S=S1v1 ortam
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Cizelge 3.7. Sonbahar dénemi denemelerinde kat1 ve sivi anter kiiltiirlerinde kullanilan
Mod-R besin ortam1 uygulamalari

Mlgd- Mod-R'ye Aktarilan | ¢\ ) | Maltoz | Kinetin | GUmMis | Aktf
Ortam Anterlerin Geldigi (g/L) @L) | (mg/L) Nitrat | Karbon
No Mod-C Ortam No* (mg/L) (g/L)
1 K1, S1 (Kontrol) 30 - 0.1 - -
2 K2, S2 30 - 0.1 5 -

3 K3, S3 30 - 0.1 10 -
4 K4 30 - 0.1 - 1
5 K5 30 - 0.1 5 1
6 K6 30 - 0.1 10 1
7 K7, S4 - 20 0.1 - -

8 K8, S5 - 20 0.1 5 -
9 K9, S6 - 20 0.1 10 -
10 K10 - 20 0.1 - 1
11 K11 - 20 0.1 5 1
12 K12 - 20 0.1 10 1
13 K13, S7 - 20 0.1 - -
14 K14, S8 - 20 0.1 5 -
15 K15, S9 - 20 0.1 10 -
16 K16 - 20 0.1 1
17 K17 - 20 0.1 5 1
18 K18 - 20 0.1 10 1
19 K19, S10 - 20 0.1 - -
20 K20, S11 - 20 0.1 5 -
21 K21, S12 - 20 0.1 10 -
22 K22 - 20 0.1 - 1
23 K23 - 20 0.1 5 1
24 K24 - 20 0.1 10 1

*K=Kat1 ortam, S=Siv1 ortam
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3.2.4.4. Kiiltiir kosullar: ve aklimatizasyon

On uygulama isleminden sonra inkiibatérden ¢ikartilan petriler biiylitme odasina
yerlestirilmistir. Bitki biiylitme odasindaki kiiltiir kosullari; 24 °C £2 °C sicaklik ve 16
saat aydinhk / 8 saat karanlik fotoperiyodik rejimden olusturulmustur. Raflarin
1is1iklandirilmasi bitki yetistirmeye uygun 6zel led lambalarla, 1g1k intensitesi 1.800-2.000
liix arasinda ayarlanarak yapilmistir (Sekil 3.3.). In vitro sartlarda biiyiitiilen bitkicikler
aklimatizasyon iglemleri ve daha iyi gelismeleri i¢in saksilara sagirtilmigtir. Sagirtma igin;
1/3 torf, 1/3 vermikulit, 1/3 perlit karigimi nemlendirilerek, 5 cm uzunlugu, 6 cm capi
bulunan plastik saksilara dikim yapilmigtir. Dikimi gerceklestirilen saksilara etiketler
yapistirilarak genotipleri ve besi ortamlari yazilmistir. Bitkiler adaptasyon odasinda dis
kosullara alistirihirken yani aklimatizasyonlari yapilirken sicaklik 24 °C +2 sabit
tutularak, nem ilk giinlerde %85-90 aralifinda kademeli olarak %40-45 araligina kadar
diistirtilmiis, 151k intensitesi ise ilk giinlerde 2000 liix ile baglayip 6000 liixe kadar
kademeli olarak arttinlmustir. Bitkilere bu sartlardaki adaptasyon odasinda 14-20 giin
boyunca ilk dis kosullara aligtirma iglemleri yapilmistir (Sekil 3.4.). Daha sonra bitkiler
Antalya Fide’ye gotiiriilerek kademeli olarak sera kosullarina ahistirnlmigtir. Bitkiler
topraga dikilebilecek kadar pigkinlestirildikten sonra seradaki yerlerine dikilmislerdir.
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Sekil 3.3. Anterlerin kiiltiire alindig: biiyiitme odas1
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Sekil 3.4. In vitro bitkiciklerin aklimatizasyonu sirasinda ilk dis kosullara alistirma
isleminin yapildig1 adaptasyon odasi

3.2.5. incelenen Deneme Verileri

Ilkbahar ve sonbahar denemelerinde farkli genotipler, farkli besin ortami
tiplerinde olugturulan farkli Mod-C ve Mod-R ortamlarinda kargilagtirilmis ve genotiplere
ait anterlerin besin ortamlarima verdikleri tepkiler gerek sezon, gerekse ortam tipleri ve
gerekse modifiye ortamlar bazinda tesadiif parselleri deneme desenine gore
arastirllmigtir.

Calismanin ilkbahar denemelerinde 3 genotipin her birisi i¢in 3 farkli ortam
tipinde 12 ortamda 100’er anter kiiltiire alinmugtir. Boylece her bir genotip igin 3.600
anter olmak fizere ilkbaharda toplam 10.800 anter kiiltiire alinmigtir.

Sonbahar denemelerinde ise 2 genotipin her birisi i¢in 24 kat1 ve 12 siv1 anter
kiiltiirli ortaminda 200°er anter ve bu bdylece her bir genotip igin 7.200 olmak iizere
sonbaharda toplam 14.400 anter kiiltiire alinmistir. Bu durumda tiim ¢alisma boyunca
kiiltiire alinan anter sayis1 25.200 anter olmustur.

Once Mod-C ortamlarinda kisa bir siire kiiltiire alindiktan sonra ilkbaharda Mod-
R, sonbaharda ise hem Mod-R hemde klasik DDV-R ortamlarina aktarilan anterlerin
tepkisi, kallus gelisimleri ve bunlardan elde edilen rejenerantlarla ilgili olarak petrilerde
alinan deneme gozlemleri sunlardir:
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Gelisen anter yiizdesi (%): Her bir petride kiiltiire alinan 10 anterden gelisen anter
sayisinin, kiiltiire alman anter sayisina oranlanmasi ile elde edilmistir.

‘Anter Kallusu (%): Her bir petride kiiltiire alinan 10 anterden; anter yan duvarlarindan
veya anter omuz baglarindan kallus olugumu gésteren anter sayisimn, kiiltiire alinan
toplam anter sayisina oranlanmasi ile elde edilmistir.

Embriyo (adet) /100 Anter: Her bir petride kiiltiire alinan 10 anterden olusan embriyo
sayisinin 100 antere oranlanmasiyla hesaplanmistir,

Bitkicik (adet) /100 Anter: Her bir petride kiiltiire alinan 10 anterden olusan bitkicik
sayisimn 100 antere oranlanmasiyla hesaplanmigtir.

Aklimatize edilen bitki (adet) /100 Anter: Her bir petride kiiltiire alinan 10 anterden
elde edilen saglikli aklimatize bitki sayisimin 100 antere oranlanmastyla hesaplanmistir.

Elde edilen deneme verilerinin varyans analizleri ve interaksiyonlar1 SAS
istatistik programinda yapilmis, genotipler ve uygulamalar arasindaki farkliliklarin tespiti
i¢in Tukey testi uygulanmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DAPI Boyama ile Uygun Mikrospor Safhasinin Belirlenmesi

Donér bitki yetistirme serasindaki A117, Anamur ve Darko genotiplerinden sabah
erken saatlerde toplanan tomurcuklar morfolojik olarak 8 gruba ayrilmustir. Patlicanda
uygun agama olarak bilinen geg tek cekirdekli ve erken ¢ift cekirdekli agamanimn tespit
edilebilmesi i¢in gruplara ayrilan tomurcuklardaki mikrosporlarin gelisim asamalari
DAPI boyama teknigi ile incelenmistir. Yapilan ¢aligmada geg tek ¢ekirdekli ve erken
¢ift ¢ekirdekli mikrospor agamalar1 Sekil 4.1.°de goriildiigii gibi belirlenmistir.

(b) (c)

Sekil 4.1. Tez ¢aligmasinda belirlenen uygun anter ve mikrospor evreleri. a) Kiiltiir i¢in
uygun mikrosporlar iceren anterler; b) DAPI boyama ile belirlenmis kiiltiir i¢in uygun
agamadaki geg tek gekirdekli mikrosporlar ve; ¢) erken ¢ift ¢ekirdekli mikrosporlar

Genotiplere gore uygun tomurcuk biiyiikliiklerinde farklihklar oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, sicaklik ve diger ¢evre kosullar1 ile bu uygun asamalarin hizla
degisebildigi gézlenmistir. Bu gozlemlerden yola ¢ikilarak diizenli araliklarla uygun
tomurcuk asamasi belirleme g¢alismalarinin tekrarlanmas: gerektigi diistintilmiistiir.
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Nitekim ¢alismanin ilkbahar déneminde hava sicakhigimin artmasiyla uygun tomurcuk
boyutlar1 1-2 mm daha kiigiilmiigtir. Buna karsihik sonbahar doneminde ise hava
sicakhmin diismesiyle birlikte tomurcuk olgunlagmasi yavagladii i¢in uygun tomurcuk
boyutlar1 1-2 mm daha artmigtir. Bu farkhiliklarin daha izl tespit edilebilmesinde, anter
renginde meydana gelen degisiklikler de dikkate alinmistir,

Uygun tomurcuk biiyiikliigtiniin tespiti igin birgok bitki tiiriinde yapilan
androgenesis ¢alismasinda (Kasperbauer ve Wilson 1979; Summers vd. 1992; Silva-
Lauxen vd. 2003; Segui Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012; Parra-Vega vd. 2012)
tomurcuk yapis1 ve anter uzunlugu arasinda bir iligki oldugu belirtilmistir. Patlicanda
anter kiiltiirii i¢in uygun asamada mikrospor igeren tomurcuk biiyiikliigiinde farkliliklar
olugabilecegi ve bu farkliliklarin da gesitlerden, yetisme sartlarindan ve bitkinin yasindan
kaynaklanabilecegini bildirilmistir (Research Group of Haploid Breeding 1978; Isouard
vd. 1979; Chambonnet 1985; Karakulluk¢u 1991). Bununla birlikte bitki yaslandik¢a
tomurcuk igerisindeki mikrosporlarda asenkronizasyonun / heterojenligin arttigs
(Dunwell ve Perry, 1973), aym anter icerisinde yer alan mikrosporlarin gelisim
evrelerinin de farklilastif ifade edilmistir (Segui-Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012).

Sonug olarak patlicanda uygun mikrospor safhasinin; bu ¢alismada da belirlendigi
gibi geg tek cekirdekli ve erken ¢ift gekirdekli evrede bulunan mikrosporlarin oldugu daha
once yapilan bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Tuberosa ve ark., 1987, Karakullukcu, 1991,
Salas ve ark. 2011, Basay ve Ellialtioglu 2012). Patlicandaki uygun tomurcuk morfolojisi
ise Karakulluk¢u (1991)’nun ¢alismasinda ayrintil olarak ifade edilmistir. Buna gore
Karakulluk¢u (1991), 4 farkhi patlican ¢esidinin tomurcuklarim bityiikliikleri yoniinden 8
farkli gruba ayirarak morfolojik ve sitolojik yonden incelemigtir. Morfolojik olarak; tag
yapraklarin seviyesinin, ¢anak yapraklarin birlesme yerinde oldugu ve ta¢ yapraklarin 1-
2 mm’lik kismmin goriilerek, ¢anak yapraklarin hafifee agildign tomurcuklarm uygun
mikrosporlar1 icerdigi tespit edilmistir. Aragtirmaci tomurcuk biiyiikliigiiniin zaman
zaman yaniltici olabilecegini bununla birlikte anter renginin de kullanilabilecegini,
‘sarimsi-yesil renkteki anterlerin erken dénemi, sari-koyu sar1 renkteki anterlerin geg
dénemi ve yesilimsi-sar1 anterlerin ise uygun donemi temsil ettigini’ bildirmistir.

4.2. In Vitro Anter Kiiltiirlerine Ait Sonuclar

4.2.1. ilkbahar anter kiiltiirleri

Ilkbahar déneminde kurulan denemelerde kullanilan ii¢ Fi pathcan cesidine
(A117, Anamur ve Darko) ait anterlerin androgenesis yetenekleri; kat1, sivi ve shed-
mikrospor (¢ift fazli besin ortami) olmak tizere ii¢ farkli kiiltiir ortam tipinin her birisinde
farkh bilegsenlerden olugsan 12 Mod-C ortamunda 100°er anter Kkiiltire ahnarak
karsilastirnlmugtir. Boylece her gesitten kati, sivi ve ¢ift fazl ortam tiplerinin her birisi igin
1.200°er adet anter kiiltiire alinmis olup toplamda 10.800 adet anterin ekimi yapilmistir.
Mod-C ortamlarinda (Cizelge 3.4.) 8 giin 35 °C ve karanlik sartlarda bekletilen ve 8.
giiniin sonunda 25 °C ve 16/8 saatlik fotoperiyod kosullarina transfer edilerek orada da 4
glin bekletildikten sonra (b6ylece petrideki anterler ilk kiiltiire alindiktan toplam 12 giin
sonra) petrilerdeki anterler Mod-R adli rejenerasyon ortamlarna (Cizelge 3.5.)
aktarilmigtir. Anterlerin aktarildig: rejenerasyon ortamlari, anterlerin daha 6nce kiiltiire
alindiklar1 Mod-C ortamlannin igerigine gore dizayn edilmis olup, klasik DDV-R
ortamina aktif komiir ve AgNOs m farkli konsantrasyonlarda ilave edilmesiyle
olugturulmug modifiye rejenerasyon (Mod-R) ortamlaridir (Cizelge 3.5.). Bu sartlarda
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ylriitiilen ilkbahar dénemi anter kiiltiirleri denemelerinde ilk embriyo olusumlan 35.
glinden itibaren sukroz igeren ortamlarda gériilmeye basglanmigtir (Sekil 4.2.). Maltozlu
ortamlardaki embriyo olusumlar ise yaklasik olarak 45. giinden sonra gozlemlenmistir.

Sekil 4.2. Ilkbahar doneminde Anamur genotipinde olugmaya baslayan embriyolar

Petri i¢inde olusan embriyolarin saglikli gelisim gosterenleri yine petri iginde
bitkiciklere déniigmeye baslamustir (Sekil 4.3.). Hem petrideki diger embriyolarin hem de
mikrospor embriyogenesis potansiyeli olan diger mikrospor, ¢ok ¢ekirdekli yapi veya
proembriyolarin embriyoya doniigebilecegi alan olusturarak, petride daha saghkh
gelismelerini siirdiirebilmeleri i¢in olusan bu bitkicikler rejenerasyon ortami igeren kiiltiir
tiiplerine aktanlmigtir. Bu ortamda saglikli sekilde biiyiittilen ve dis kosullara aktarilma
biiyiikliigiine ulasan bitkicikler daha sonra aklimatize edilerek seraya transfer edilmistir.
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Sekil 4.3. ilkbahar déneminde Darko genotipinde kati 12 nolu ortamda olusan ve
rejenerasyon i¢in BGD igermeyen MS ortamina aktarilan bitkicikler

Ilkbahar dénemi anter kiiltiirleri denemelerinde en bagaril sonuglar kati
ortamlardan elde edilmistir. Stv1 anter kiilttirlerindeki tepkiler sadece anter gelisimi ve
anterden kallus olusumu y&niinde olmus, sivi ortamlarda embriyo olusmamustir. Shed-
mikrospor kiiltiirlerinde ¢ift fazli besin ortamindaki anterlerde ise incelenen tiim
dzelliklerden anter gelisimi dahil higbirisi yoniinden tepki almamamustir. Anterlerde ilk
kiilttire alindiklarindan itibaren kararmalar-kahverengilesmeler meydana gelerek anterler
canhliklanm kisa siirede kaybetmigstir. 35 °C’lik inkiibatérden 8. giiniin sonunda
¢ikartilan ¢ift fazli besi ortamindaki anterlerin yasamsal aktivite gostermedikleri
goriilmiig, fakat herhangi bir olusumu gézden kagirmamak amaciyla anterler biiyiitme
odasma alinarak 12. giiniin sonunda ilgili Mod-R ortamlarina aktarilmistir. Shed-
mikrospor kiiltiir ortamlarinda herhangi bir gelisim veya anter canlihgi gériilmedigi igin
bu kiiltiir tipi sonbahar déneminde tekrarlanmamaigtir.

Patlican gibi Solanaceae familyasimin diger bir tiirii olan biberin Endonezya ac1
biber tiplerinde (Supena vd 2006a; 2006b; Supena ve Custers, 2011) ve gesitli siis biberi
tiplerinde (A vd 2016a; 2016b) séz konusu shed-mikrospor kiiltiirlerinde ¢ok basaril
sonuglar alinmasina ragmen pathcanda detayl: sekilde yapilan bu tez galismasinda anter
gelisimi  dahil incelenen tiim deneme ozellikleri yoniinden herhangi bir tepki
olusmamstir. Benzer bir sonug patlican anter kiiltiirlerinde yaptig1 ¢alismada ¢ift fazli
aktif kémiirlii (%1) besin ortaminda, 4 farkh gesitten toplam 476 anteri kiiltiire alan ancak
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higbirinde canlilik géremeyen Karakullukgu (1991) tarafindan da bildirilmistir. S6z
konusu galismada anterlerde, tipki bu ¢aligmada oldugu gibi herhangi bir sisme veya
geligim belirtisi gorilmemis ve anterlerin kahverengi-siyah renk alarak yumusadiklar
belirtilmistir. Bu bilgiler 1s131inda (%0.1 ile %1 araligindaki) yiiksek konsantrasyondaki
aktif karbon kullammimn patlican anterlerinin androgenesis kabiliyeti iizerine olumsuz
etkide bulundugu diistintiimektedir. Bununla birlikte, Dias (2003) ile Prem vd (2005) gibi
aragtiricilar tarafindan izole edilmis mikrospor kiiltiirlerinde mikrosporlar: direkt olarak
aktif karbonlu, ancak diisiik dozlu kullanilan bir ortamda kiiltiire aldiklan ve mikrospor
embriyogenesisi iizerinde aktif karbonun oldukga etkili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle
bundan sonra yapilacak shed mikrospor kiiltiirlerinde aktif karbonun kati ortamdan ¢ok,
s1v1 ortama diigiik dozda ilave edilerek kullanilmasi tavsiye edilebilir.

Bu ¢alismadaki s1vi kiiltiir ortamlarini anter canlhiliklar: yoniinden shed-mikrospor
kiiltiirleri ile karsilagtirmak gerekirse; sivi kiiltiirlerdeki anterler shed-mikrospor kiiltiirii
ortamlarina gére canhiliklarini daha uzun siire korumus, 6zellikle besin ortami icerisinde
maltoz ve AgNOs bulunanlar uygulamalarda, canliliklarini deneme sonuna kadar devam
ettirmiglerdir. Maltoz igeren besin ortamlarinda canlilifin daha uzun stire gézlenmesi
sebebiyle sonbahar déneminde maltozun farkli oranlarida kullamlarak sivi kiiltiirlere
devam edilmesine karar verilmistir.

Bu nedenlerle ilkbahar donemi denemelerine ait sonuglarin degerlendirilme
asamasinda istatistik analizlere shed-mikrospor kiiltiirleri dahil edilmemistir. Ilkbahar
dénemi denemelerine ait varyans analizleri ve interaksiyonlari; 3 genotipte yapilan kati
ve siv1 anter kiiltiirlerinin sonuglarin1 kapsayacak sekilde, bu ortamlarda kiiltiire alinan
anterlerin; anter gelisimi (%), anter kallusu (%), 100 anter bagina olusan embriyo, bitkicik
ve aklimatize edilen bitkilerin ortalama degerleri esas alinarak verilmistir. Ilkbahar
donemi denemelerine ait varyans analizleri ve interaksiyon sonuglann Cizelge 4.1.’de
sunulmustur.

Cizelge 4.1.’e gore genotipler arasinda ortam tipi ve Mod-C ortamlarindan
bagimsiz olarak anterden kallus olusturma (p < 0.01) hari¢ incelenen diger 6zellikler
arasinda anlamh bir fark bulunamamigtir. Anterden kallus olusturma yéniinden Darko
genotipi (% 2.1), A117 (% 1.4) ve Anamur (% 1.1)’ye gore daha yiiksek performans
gostermistir. Bununla birlikte, istatistiksel yénden 6nemli olmasa da A117 genotipi
anterden kallus olusturma hari¢ diger tiim 6zellikler y6niinden diger genotiplerden daha
yiiksek ortalamalar olusturmustur.

Ortam tipleri, genotip ve Mod-C ortamlarindan bagimsiz sekilde, incelenen
ozelliklerin tiimii agisindan ¢ok 6nemli (p < 0.001) farklilklar meydana getirmistir,
Bunlar arasindan kat1 ortam tipi anter gelisimi (% 36.6), anterden kallus olusturma (%
3.6), embriyo ve (1.7 adet embriyo/100 anter) bitkicik olusturma (1.3 adet bitkicik/100
anter) ile aklimatize edilen bitki ortalamasi (1.3 adet aklimatize bitki/100 anter) yoniinden
stv1 ortam tipine gére daha bagarili sonuglar olusturmustur. Kat1 kiiltiir ortaminda elde
edilen embriyo ve bitkicikler bagarih sekilde aklimatize edilmis ve seraya dikilen bu
bitkiler kendilenerek 1slahta kullanilmak iizere tohumlan alinmigtir. Sivi kiiltiirlerde
embriyo ve dolayisiyla bitkicik olusmamustir. Sivi kiiltiirlerde sadece anter gelisimi (%
22.3), ve anterden kallus olugturma (% 1) yoniinden olumlu tepki alinmistir.
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Cizelge 4.1. Patlicanda ilkbahar déneminde yapilan anter kiiltiirii denemelerine ait
varyans analizleri ve interaksiyonlar

Incelenen Ozellikler
Faktorler S.D. | Anter Anter Embriyo | Bitkicik | Aklimatize
Gelisimi Kallusu (%) (adet) (adet) | Bitki (adet)
(%) /100 anter|{/100 anter| /100 anter
Varyasyon Kaynagi (P degerleri ve 6nem seviyeleri belirtilmistir)
Genotip 9 0.0716 0.0143 02370 | 0.6106 0.6106
(G) od o od od od
Ortam Tipi 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
(OT) 1 ook ok ok *ok %k sk *kok
Mod-C Ortamlari 0.0001 0.0001 0.0002 | 0.0008 0.0008
(CO) 11 otk *okk otk ok * ok
0.0001 0.0036 0.2370 | 0.6106 0.6106
G*OT e *x 8d 5d sd
G*CO 2 0.26339 0.%%155 0.3321 0.2321 O.Si)f]
oreco | 1 | "WT | oo | om | w0 | ogme
G*OT*CO 7 0.0i 92 0.({)5393 O.gi)gl 0.2331 0.3331
Varyasyon Katsayis1 | % 0.68 % 3.12 % 6.22 | % 6.49 % 6.49
|Genotip
All7 21.0 1.4 ab 0.9 0.5 0.5
Anamur 19.0 I.1b 04 0.3 0.3
Darko 18.9 2.1a 0.5 0.4 0.4
Ortam Tipi
Kati 36.6 a 3.6a 1.7 a 1.3a 1.3a
Sivi 22.3b 10b 00b 0.0b 0.0b
lMod-C Ortamlan
1 (Kontrol) 25.1b 23b 0.1¢c 0.1b 0.1b
2 259b 1.7 be 0.7 be 0.6 ab 0.6 ab
3 244b 20b 00c 0.0b 0.0b
4 14.2 c-e 03cd 0.0c 00b 00b
5 152 ¢cd 0.2cd 21a 13a 13a
6 16.8 ¢ 0.1d 1.1 ac 0.7 ab 0.7 ab
7 18.7¢ 20b 0.4c¢ 02b 02b
8 313a 50a 04c 0.6 ab 0.6 ab
9 28.3 ab 44a 0.6 be 02b 02b
10 9.7e¢ 0.0d 00c 0.0b 00b
11 11.2 de 0.1d 0.1c 0.01b 0.01b
12 14.9 cd 0.2¢d 1.7 ab 1.3a 13a

Cizelge 4.1.’in devami arkada
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Cizelge 4.1.”in devam.
Genotip*Ortam Tipi Interaksiyonlar:
Al17*Kat 394a 35b 2.6 1.5 1.5
Al17%Sivi 23.5¢ 0.8 cd 0.0 0.0 0.0
Ana.*Kati 38.8a 1.9¢ 1.3 9.0 9.0
Ana.*Sivi 18.3d 13¢ 0.0 0.0 0.0
Darko*Kati 316b 53a 1.4 1.3 1.3
Darko*S1vi 252¢ 1.0 cd 0.0 0.0 0.0
!?enotipler*Mod-C Ortam Interaksiyonlarnn (p degeri 0.001 kiiciikk olan
interaksiyonlara yer verilmemistir)
Al117%5 18.0 0.1 3.6ab 20D 2.0b
Al17%6 22.7 0.3 33ab 2.0b 2.0b
Al117*7 20.0 3.0 1.3c-e | 0.7b-d 0.7b-d
A117*8 29.0 33 1.0c-e | 0.7b-d | 0.7b-d
A117%9 27.0 5.0 1.0c-e | 0.7bd 0.7 b-d
Anamur*2 26.0 1.3 2.0b-d 1.7 be 1.7 be
Anamur*5 14.3 0.3 2.7bc 2.0b 20b
Anamur*$8 30.3 5.3 0.3 de 0.1d 0.1d
Anamur*9 27.7 2.6 0.3 de 0.1d 0.1d
Darko*1 10.3 4.0 0.3de 0.3cd 0.3cd
Darko*2 25.0 2.3 0.1e 0.1d 0.1d
Darko*8 34.7 6.3 0le 1.0 b-d 1.0 b-d
Darko*9 30.3 5.7 003 de 0.1d 0.1d
Darko*12 14.3 0.7 5.0a 4.0 a 4.0 a
Ortam Tipi*Mod-C Ortam Interaksivonlari
Kati*1 58.0a 7.0 be 0.3 de 03cd 03cd
Kati*2 58.3a 4.0d 2.0cd 1.7 be 1.7 bc
Kat1*3 543 a 50cd 0.0e 0.0d 0.0d
Kati*4 26.0 cd 0.7¢ 0.0e 0.0d 0.0d
Kat*5 26.3¢c 0.7¢ 6.3a 4.0 a 4.0 a
Kat1*6 27.0¢ 03¢ 33 bc 2.0b 20b
Kati*7 44.0b 6.0 cd 1.3 de 0.7 b-d 0.7 b-d
Kati*8 533a 10.0 a 1.3 de 1.7 be 1.7 be
Kati1*9 437b 8.7 ab 1.7cde | 0.7b-d 0.7 b-d
Kati*10 12.6 hi 03e 00e 0.0d 0.0d
Katr*11 15.3 g1 03¢ 00e 0.0d 0.0d
Kati*12 203 c-g 0.7e 5.0 ab 4.0a 4.0a
Sivi*1 17.3 f1 0.1e 0.0e 0.0d 0.0d
Sivi*2 19.3 d-h 1.0e 0.0e 0.0d 0.0d
Sivi*3 19.0 e-h 1.0e 0.0e 0.0d 0.0d
Sivi*4 16.6 f1 03e 0.0e 00d 0.0d
S1vi*5 19.3 d-h 0.1e 0.0e 0.0d 0.0d
Sivi*6 233 c-f 03e 0.0e 0.0d 0.0d
Stvi*7 12.01 O0.le 0.0e 0.0d 0.0d
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Cizelge 4.1.’in devami.

Sivi*8 40.6 b 5.0 cd 0.0e 0.0d 0.0d

Sivi*9 413D 4.7 cd 0.0e 0.0d 0.0d

Siv1*10 16.3 g1 0.1e 0.0e 0.0d 0.0d

Sivi*11 18.3 e-1 0.1e 0.0e 0.0d 0.0d

Svi*12 24.3 c-e 0.1e 0.0e 0.0d 00d
Genotip* Ortam Tipi*Mod-C Ortamu Interaksiyonlar (Bu iiglii interaksiyonlarin
ortalamalar1 Cizelge 4.2°de ayrica verilmisgtir)

Mod-C ortamlar1 denemede incelenen tiim parametreler iizerinde, genotip ve
ortam tipinden bagimsiz olarak, tek baslarina olduk¢a dnemli (p < 0.001) farkhiliklar
olusturmustur. Farkli Mod-C ortamlarinda olusan en yiiksek parametreler olarak; anter
gelisimi (% 31.3) ve anterden kallus olusturma (% 5) 8. ortamda gergeklesmistir. Anter
kiiltiiri basarisimt dogrudan ortaya koyan ozellikler olan 100 anter basina elde edilen
embriyo (2.1 ve 1.7 adet) ve bitkicik (1.3 adet) ile aklimatize edilen bitki ortalamasi (1.3)
yoniinden ise 5. ve 12.ortamlar hemen hemen aym oranda en yiiksek olumlu tepkiyi
meydana getirmistir. Bu ortamlardan 5. ortam; 120 g/L sukroz, 5 mg/L 2,4-D ve 5 mg/L
kinetin den olusan klasik DDV ortamina 5 mg/L AgNOs ve 1 g/L aktif kémiir ilavesiyle
olusturulmustur. 12, ortam ise 60 g/L maltoz, 5 mg/L 2,4-D, 5 mg/L kinetin, 10 mg/L
AgNOs ve 1 g/L aktif komiir igerigine sahiptir. Bu iki ortamin bu ¢aligma ile ortaya konan
ortak dzellikleri %0.1 lik aktif karbon igerikleri ile etilen inhibit6rii olarak da bilinen
AgNOs 1n 5 veya 10 mg/L lik dozlaridir. S6z konusu iki ortamin birbirinden en belirgin
farki ise 5. ortamda sukroz, 12. ortamda ise maltozun kullanilmis olmasidir. Ancak bu iki
farklh karbonhidrat kaynagina ragmen 5. ve 12. ortamlardan hemen hemen aym
sonuglarin almmis olmasi, farkli karbonhidrat kaynaklarma hemen hemen aym
konsantrasyonda eklenen aktif karbon ve glimiis nitrat varh@indan kaynaklanmig
goziikmektedir. Bu iki ortam bilegeninin etkinligi Cizelge 4.1.”de agik¢a goriilmektedir.

Interaksiyonlar yéniinden ise oncelikle genotip ile ortam tipi arasindaki ikili
interaksiyondan bahsedilecektir. Genotip ile ortam tipinin etkilesimi ilkbahar
denemelerinde anter geligimi (p < 0.001) ve anterden (p < 0.01) kallus olusturma iizerinde
oldukg¢a 6nemli farkhliklara neden olurken, embriyo ve bitkicik olugumlan ile dolayisiyla
aklimatize edilen bitki sayis1 ortalamalar tizerinde istatistiki agidan énemli bir farklilik
olusgturmamigtir. Bununla birlikte tiim genotip*ortam tipi interaksiyonlarinin embriyo ve
bitkicik olusturma yetenekleri kat1 ortamda gergeklesmistir (Cizelge 4.1).

ve anterden kallus gelistiren anter sayisi ortalamalari iizerine 6nemli bir etkide
bulunmazken, 100 anter bagina olusan embriyo (p < 0.001), bitkicik (» < 0.001) ve
aklimatize edilen bitki ortalamasi (p < 0.001) bakimindan ise istatistiki agidan ¢ok dnemli
etkiye neden olmustur. Bu interaksiyon tipinde 100 anter bagina en yiiksek embriyo (5
adet) ve bitkicik (4 adet) ortalamasi Darko genotipi anterlerinin 12. ortamda kiiltiire
alindi1 uygulamadan elde edilmistir. Aym genotipin kontrolii olan ve 1.ortam olarak
adlandinlan klasik DDV ortaminda 100 anter basina elde edilen embriyo ve bitkicik
ortalamasi ise sirasiyla 0.3 adet ve yine 0.3 adet olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.1).

53



BULGULAR VE TARTISMA G.E. VURAL

Bir bagka ikili interaksiyon olan ortam tipi ile Mod-C ortamlan arasindaki
etkilesim degerlendirildiginde; anter gelisimi, anterden kallus olusturma, 100 anter basina
elde edilen embriyo, bitkicik ve aklimatize edilen bitki ortalamasi yoniinden ¢ok dnemli
(p <0.001) farkliliklar tespit edilmistir. Karakulluk¢u (1991) besin ortamina yerlestirilen
anterlerin gelisimlerinin gostergelerinden birisinin sigme oldugunu bildirmistir. Ctinki
anterler eger canliligimi kaybetmiyor ve siserek besin ortamindan fayda saglayabiliyorsa
androgenesis yoniinden potansiyel tasimaktadir. Bu interaksiyon tipinde siserek gelisen
anter ortalamasi Kat1*2, Katr*1, Kat1*3 ve Kat1*8 numaral besin ortamlarinda sirastyla
% 58.3, 58, 54.3 ve 53.3 olarak bulunmustur. Anter gelisimi sonuglar1 incelenirken S1v1*9
(% 41.3) ve S1v1*8 (% 40.6) numarali besin ortamt interaksiyonlarinin oranlan da dikkat
¢ekici bulunmugtur. Bu besin ortamlarinda bulunan anterlerin canliliklarim koruyarak
renklerinin digerlerine gore daha parlak ve yesilimsi gériindiigii gozlenmistir. Anterlerin
bazilarinda hafif sisme goriilmiis olup pensle dokunuldugunda yapilarinin sertlestigi
gorlilmiigtir. Bu olusumlarin sebeplerinin maltoz ve AgNOs’ten kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu bulgular g6z 6niine alinarak, sonbahar dénemi denemelerinde farkh
maltoz dozlarina sahip gesitli s1v1 ortam uygulamalan gergeklestirilmigtir. Ortam tipi ile
Mod-C ortamlar: arasindaki etkilesimlerde 100 anter bagina en yiiksek embriyo (6.3 ve 5
adet) ve bitkicik (4 adet) ortalamalar1 5 ve 12 nolu katt Mod-C ortamlarinda olusmustur.
Kat1 ortamlarin kontrolii olan ve 1.ortam olarak adlandirilan klasik DDV-C ortamindaki
embriyo ve bitkicik ortalamasi da yine sirasiyla 0.3 adet ve yine 0.3 adet olarak
bulunmustur (Cizelge 4.1.). 5 ve 12 nolu kat1 Mod-C ortamlarim hatirlatmak gerekirse;
5.ortam DDV makro ve mikro tuzlan + 120 g/L sukroz + 5 mg/L 2,4-D + 5 mg/L kinetin
+ 5 mg/L AgNOs + 1 g/L aktif kémiirden, 12.ortam ise DDV makro ve mikro tuzlan +
60 g/L maltoz + 5 mg/L 2,4-D + 5 mg/L kinetin + 10 mg/L. AgNO:s + 1 g/L aktif kémiirden
olusturulmustur (Cizelge 3.4.).

Genotip, ortam tipi ve Mod-C ortamlarmdan olusan ii¢ farkli degiskeninin
birbirleri ile olan iiglii interaksiyonlar: ele alindiginda ise bu iglii interaksiyonun;
anterden kallus olusturma 6zelligi haricinde, anter gelisiminde p < 0.05 seviyesinde, 100
anter basina elde edilen embriyo, bitkicik ve aklimatize bitki ortalamasi dzelliklerinin
tlimi yoniinden ise p <0.001 diizeyinde ¢cok 6nemli farkhiliklara yol agtig1 tespit edilmigtir
(Cizelge 4.1). lIlkbahar doneminde yapilan anter kiiltiiri denemeleri iizerinde
genotip*ortam tipi*Mod-C ortamu seklindeki iiglii interaksiyonlarin her bir gézlem
parametresi lizerinde olusturdugu ortalamalar Cizelge 4.2°de ayrica verilmistir.
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Cizelge 4.2. Ilkbahar donemi anter kiiltiirleri sonuglanna ait 3°lii interaksiyon
(genotip*ortam tipi*C ortami) ortalamalar

IncelenerfC Ortam Al17 Anamur Darko

Ozellik| No Kati Siv1 Kati Sivi Kat1 Sm
Ortam | Ortam | Ortam | Ortam | Ortam | Ortam

1 (K) 59 asd 16 uw\ 55 bf 19 s 60 a-d 17 t-\

2 58 ae 22 s-y 68 a 10 z-7 49 d-h 26 pv

3 65 ab 25 qw 54 bf 11 y-] 44 fk 21 sz

4 25qgw 26 pv 28 nt 14 w-\ 25 gqw 10 z]
5 35 j.q 19 sf[ 29 m-s 14 w-\ 15 v\ 25 g-w

G‘:;:;f;l 6 39 hn 29 ms 22 sy 14 w\ 20 s[ 27 o-u
(%) 7 47 e1 13 x\ 51 d-g 6 -] 34 ko 17 t\
8 46 fj 41 g1 51 d-g 40 gm 63 ac 41 gl

9 44 fk 37 -p 49 d-h 34 kr 38 h-o 53 cf

10 13 x\ 16 v\ 15 v\ 12 x\ 10 z] 21 sz

11 22 s,y 15 v\ 15 v\ 26 p-v 9 [[1 14 wA

12 20 s-[ 23 rx 28 nt 20 s 13 x\ 30 Is

1 (K) 7 c-¢ 0 h 2 f-h 0 h 12 ab 0 h

2 4 e-h 0 h 4 e-h 0 h 4 e-h 3 eh

3 3 eh 1 gh 3 eh 0 h 9 b-d 2 fh

4 1 gh 1 gh 0 h 0 h 1 gh 0 h

5 0 h 0 h 1 gh 0 h 1 gh 0 h

Ig‘l‘l‘::u 6 Oh 1gr Oh Oh 0 h 0 h
(%) 7 9 b-d 0 h 4 e-h 0 h 5 d-g 0 h
8 7 c-e 3 eh 7 c-e 9 bd 16 a 3 e-h

9 11 be 4 e-h 2 f-h 6 d-f 13 ab 4 e-h

10 0 h 0 h 0 h 0 h 0 h 0 h

11 0 h 0 h 0 h 0 h 0 h 0 h

12 0 h 0 h 0 h 0 h 2 fh 0 h

1 (K) 0 f 0 f 0 f 0 f 1 ef 0 f

2 0 f 0 f 6 cd 0 f 0 f 0 f

3 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f

4 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f

5 11 b 0 f 8 bc 0 f 0 f 0 f

6 10 b 0 f 1 ef 0 f 0 f 0 f

Embriyo 7 4 de 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f
(adet) 8 3df 0 f 1 ef 0 f 0 f 0 f
/100 9 3df O f 1 ef 0 f 1 ef 0 f
anter 10 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f
11 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f 0 f

12 0 f 0 f 1 ef 0 f 15 a 0 f

Cizelge 4.2.’nin devam arkada

55



BULGULAR VE TARTISMA G.E. VURAL

Cizelge 4.2.’nin devam.

1 (K) 0 e 0 e 0 e 0 e 1 de 0 e

2 0 e 0 e 5 be 0 e 0 e 0 e

3 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

4 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

Bitkicik 5 6 b 0 e 6 b 0 e 0 e 0 e
(adet) 6 6 b 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e
/100 7 2 de 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e
anter 8 2 de 0 e 0 e 0 e 3 cd 0 e
9 2 de 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

10 0 e 0 e 0 e 0 e 0 0 e

11 0 e 0 e 0 e 0 e 0 0 e

12 0 e 0 e 0 e 0 e 12 a 0 e

1 (K) 0 e 0 e 0 e 0 e 1 de 0 e

2 0 e 0 e 5 be 0 e 0 e 0 e

3 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

) . 4 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e
 Klimatizd™ 5 6 b 0e 6b 0e 0e 0 e
(;?t(l;ti) 6 6 b 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e
100 7 2 de 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e
anter 8 2 de 0 e 0 e 0 e 3 cd 0 e
9 2 de 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

10 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

11 0 0 e 0 e 0 e 0 e 0 e

12 0 0 e 0 e 0 e 12 a 0 e

Cizelge 4.2.°deki genotip*ortam tipi*Mod-C  ortamn  seklindeki iiclii
interaksiyonlara gore anter gelisimi yoniinden en yilksek bagart (% 68) Anamur Fi
¢esidinin 2 nolu kat1 ortamda kiiltiire alinan anterlerinden elde edilmistir. Bunu kat1 3
nolu ortamda kiiltiire alinan A117 F: ¢esidi (% 65) ve kat1 1 nolu ortamda kiiltiire alinan
Darko F1 (% 60) ¢esidinin anterleri takip etmistir.

[Ikbahar denemelerinde anterden kallus gelistirme ozelligi bakimindan ise en

yiiksek basar1 (%16, %13 ve %12) Darko F1 ¢esidinde 8, 9 ve kontrol olan 1 nolu kati
ortamlarda kiiltiire alinmis olan anterlerde gorilmiistiir.

100 anter basina elde edilen en yiiksek embriyo ortalamasi (15 adet) Darko F1
¢esidinin 12 nolu kati1 ortaminda kiiltlire alinan anterlerde ger¢eklesmis olup yine aym
ortamdan 100 anter basina olusan bitkicik (12 adet) ve aklimatize edilen bitki (12 adet)
ortalamalar1 da bagarili bulunmustur (Sekil 4.4). Ilkbahar denemelerinde sadece kati
ortam tipinden embriyo, bitkicik ve aklimatize bitki elde edilmistir. Kat1 ortam tipinde 12
farkli Mod-C ortaminda kiiltiire alinan 3 genotipin olugturduklar1 100 anter basina elde
edilen embriyo sayis1 ortalamalan sekil 4.4.’te verilmistir.
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Mod-C Ortamlari

Sekil 4.4. Ilkbahar dénemi kati ortam tipinde farkli Modifiye-C ortamlarinda kiiltiire
alman genotiplerin 100 anter bagina elde edilen embriyo ortalamalar: fizerine etkisi
(p<0.0001)

Sekil 4.4. e gore karbonhidrat kaynagi olarak sukrozun kullanildig1 ve 1 nolu besin
ortami olarak numaralandirilan kontrol ortaminda 100 anter bagina elde edilen embriyo
say1 ortalamasi 1 adet olmugtur. 12 nolu besin ortaminda ise karbonhidrat kaynag olarak
ilave edilen 60 g/L maltozun ve bunun yanisira eklenen 10 mg/L. AgNOs ve 1 g/L aktif
kémiir bilesenlerinin, maltozla birlikte sinerjistik etkide bulunarak embriyo olusumunu
arttirdig1 ve saglikl bitkiciklerin geligimini saglayabildigi diisiiniilmektedir.

Bunun yaminda Al117 genotipinin 12 nolu Mod-C ortaminda embriyo
olusturmazken, Anamur genotipinin de 100 anter bagina 1 adet embriyo gibi diisiik bir
verim olusturmas: ve bu embriyonun bitkicige ddniigememesinin genotip etkisinden
kaynaklanmis olabilecegi tahmin edilmektedir. Ciinkii Darko g¢esidi 100 anter basina
embriyo, bitkicik ve aklimatize edilen bitki ortalamasinda karbonhidrat kaynag: olarak
maltozun kullamildifi kati 12. ortamda en yiiksek (15 adet embriyo/100 anter)
ortalamasim verirken, A117 ve Anamur gesitleri sukrozun kullanildig: kat1 5. ortamda en
yiiksek ortalamalan (sirasiyla 11 adet embriyo/100 anter ve 8 adet embriyo/100 anter)
olusturmustur.

[lkbahar déneminde daha &nce belirtildigi gibi sadece kat1 besin ortamlarindan
embriyo ve bitkicik olugmustur. Bu dénemde elde edilen toplam embriyo, bitkicik ve
aklimatize edilen bitki sayilar1 Sekil 4.5. ve Cizelge 4.3.’de belirtilmistir.

Sonug olarak ilkbahar deneme sonuglarinda maltozun etkinligi dikkat cekici
bulunmus olmakla birlikte, belirli ortamlara eklenen aktif karbon ve glimiis nitratin
ozellikle embriyo ve bitkicik olusumu iizerine sinetjistik olarak pozitif etkiye neden
oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle sonbahar denemelerinde maltozun farkli dozlarinda
da sdzii edilen katki maddelerinin etkisinin aragtirilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.5. Ilkbahar dénemi kati anter kiiltiirlerinde elde edilen toplam embriyo, bitkicik
ve aklimatize edilen bitki sayilar

Cizelge 4.3. Tikbahar donemi kat: anter kiiltiirlerinde elde edilen toplam embriyo, bitkicik
ve aklimatize edilen bitki sayilari

Kiltlire | e Edilen | Elde Edilen tide Edilen
. Alman . e Aklimatize
Genotip Embriyo Bitkicik o
Anter Sayisi (adet) Sayisi (adet) i
Sayisi ¥ Y Sayis1 (adet)
All17 1.200 31 18 18
Anamur 1.200 16 11 11
Darko 1.200 17 16 16
Toplam 3.600 64 45 45

4.2.2. Sonbahar anter kiiltiirleri

Sonbahar donemi anter kiiltiirleri denemelerinde kati ortamdaki kiiltiirlerden sivi
ortamdakilere gore daha bagarili sonuglar alinmustir. Her iki kiiltiir tipinden elde edilen
sonuclara agagida ayr1 ayn yer verilmistir.

4.2.2.1 Sonbahar kati anter kiiltiirleri

[Ikbahar déneminde genotiplerin higbirisinde shed-mikrospor kiiltiirlerinden anter
gelisimi 6zelligi dahil incelenen 6zelliklerin higbirisinden tepki alinamadig igin bu kiiltiir
tipine sonbahar dénemi ¢alismalarinda yer verilmemigtir. Ayrica fide temininde yasanan
sorun nedeniyle ilkbahar doneminde kullamilan Darko genotipi de sonbahar dénemi
calismalarina dahil edilmemistir.

Sonbahar dénemi denemelerinde iki F1 patlican ¢esidine (A117 ve Anamur) ait
anterlerin androgenesis yetenekleri kat1 ve s1v1 olmak tizere iki farkli kiiltiir ortam tipinin
her birisinin igerisinde ayn ayri olusturulan farkli Mod-C (indiikleme) ortamlar ve iki tip
R (rejenerasyon) ortamu kombinasyonlan ile kargilagtirlmigtir. Ortam tiplerinden kati
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besin ortaminda Cizelge 3.6. da belirtilen 24 Mod-C ortaminin her birinde 200’er anter,
siv1 besin ortaminda ise yine Cizelge 3.6. da belirtilen aktif kémiir igermeyen 12 Mod-C
ortamunin her birinde 200’er anter kiiltiire alinmis olup, bdylece toplamda iki patlican
¢esidi igin 14.400 adet anterin ekimi yapilmistir. Kat1 ortam tipinde 24, siv1 ortam tipinde
12 uygulama ortaminin kullanilmasinin nedeni; ilkbahar d6neminde aktif karbon ilave
edilen siv1 ortamlarin higbirisinden olumlu sonug alinamadigi i¢in sonbahar déneminde
siv1 kiiltlirlerde aktif komiirlii uygulamalarin ¢ikartilmis olmasidir. Mod-C ortamlar
igerisinde 8 giin 35 °C’de karanlik kosullarda inkiibe edilen anterler 8. giiniin sonunda
bliyiitme odasina alinarak 12. giiniin sonuna kadar burada 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
kosullarda bekletilmigtir. 12. giiniin sonunda, anterlerin 100’er adedi klasik DDV-R
ortamina, 100’er adedi ise Cizelge 3.7. de belirtilen farkla Mod-R ortamlarina aktanlarak;
bu ortamlarmn anter gelisimi (%), anter kallusu (%), 100 anter basina elde edilen embriyo,
bitkicik ve aklimatize edilen bitki ortalamalari tizerine etkileri aragtirilmstir.

Bu gartlarda yiiriitiilen sonbahar donemi anter kiiltiir denemelerinde ilk embriyo
olugumlari, tahmin edilenden farkh olarak ilkbahar denemelerinden daha erken sekilde
27. giinden itibaren, sukroz igeren ortamlarda, 35. giinden itibaren de maltoz igeren
ortamlarda goriilmeye baglanmigtir. Embriyolardan saghkli gelisim gostererek petri
igerisinde bitkiciklere doniismeye baglayanlar, daha saghikl biiyiiyebilmeleri i¢in BGD
icermeyen MS besin ortamu igeren kiiltiir tiiplerine aktarilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Sonbahar déneminde olugan embriyo ve bitkicikler (a-¢) ve tiiplere aktarilan
bitkicikler (d)
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Bu ortamda saglikh sekilde bitkicige doniistiiriilen ve dis kosullara aktarilma
biiyiikliigiine ulagan bitkicikler aklimatize edilerek seraya transfer edilmistir (Sekil 4.7.).

@)

Sekil 4.7. Sonbahar doneminde anter kiiltiirlerinden iiretilen ve aklimatize edilerek seraya
transfer edilen bitkiler: (a, b) aklimatizasyon sonrasi seraya aktarilan ex vitro rejenere
bitkicikler (¢) daha biyiik saksilara sasirtilan rejenerantlar ; (d) in vitro kokenli bitkilerin
seradaki farkli gelisim agamalari
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Sonbahar denemelerine ait varyans analizleri ve interaksiyonlari; 2 genotipte
yapilan kati ve s1v1 anter kiiltiirlerinin sonuglarini kapsayacak sekilde, bu ortamlarda
kiiltiire alinan anterlerin anter gelisimi (%), anter kallusu (%), 100 anter basina olusan
embriyo, bitkicik ve aklimatize edilen bitkilerin ortalama degerleri esas alinarak
yapilmigtir. Sonbahar dénemi kati anter kiiltiirii denemelerine ait varyans analizleri ve
interaksiyon sonuglar1 Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Patlicanda sonbahar doneminde kati ortamda yapilan anter kiiltlirii
denemelerine ait varyans analizleri ve interaksiyonlari

Incelenen Ozellikler
. Anter | Anter | Embriyo |Bitkicik | Aklimatize
Hialctorier SD.| Celisimi | Kallusu | /100 | /100 | Bitki
(%) (%) anter anter (/100 anter
Varyasyon Kaynag
Genotip (G) 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
A117—Anamur 1 desksk Heskeok &%k Heskok %k ok %k
Mod-C Ortamlan 0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
(CO) (1—24) 23 ok ok ek kK EEE Hekok
R Ortamlar1 (RO) 0.0001 | 0.0144 0.7252 | 0.7911 0.7704
(R. Mod-R) 1 ki e 6d od 6d
0.0001 | 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
G*CO 23 # ok % Hesdesk ook skkesk ok
0.1429 6d| 0.8355 0.1626 | 0.3419 | 0.4100
G*RO 1 od od od od
0.0003 | 0.0001 0.0832 | 0.0693 | 0.0650
RO*CO 23 Gl i od 6d od
0.3482 0.1071 0.1376 | 0.1310
G*CO*RO 23 10.0011 **|  &d od 6d od
Varyasyon Katsayisi | % 0.56 | % 130 | % 1.99 [%249 | % 2.51
|Genotip (A117 - Anamur)
Al117 32.6a 7.6 a 55.6 a 26.2 a 23.8a
Anamur 243D 4.4b 182 b 7.0b 6.1b
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Cizelge 4.4.”tin devam.

Mod-C Ortamlari (1-24)

1 (Kontrol) 60.0a | 88ce | 448c-e |21.0c-f| 18.0c-f
2 523b | 11.5b-d| 17.8ea 55 fg 53e-g
3 433cd | 11.0c-e 9.0 g-1 1.8¢g 1.5¢g
4 154 h1 1.3h 10.1 g1 3.8 fg 2.71{g
5 198h | 2.8gh | 33.84d-h |17.0d-g| 14.5d-g
6 29.0fg | 3.0gh 53.0cd |29.3b-d| 25.0b-d
7 380c-e | 85¢cf 93 g1 0.1g 0.1g
8 443 cd | 9.0c-e 12.5 f1 0.lg 0.1g
9 345ef | 7.8ef 155e1 | 4.0fg 3.8e-g
10 3.81 0.0h 1.31 1.0g 1.0g
11 7.3kl 0.0h 10.3 g1 28¢g 2.8fg
12 143h4| 03h 40.8c-g |24.8b-e| 22.8cd
13 425cd | 11.8ac | 24.0d1 | 6.0fg 55eg
14 353ef | 88ce | 285d1 |10.5e-g| 9.5d-g
15 40.5 cde | 10.0c-¢ 85h 1.0g 10g
16 7.0kl 0.0h 12.5 f11 6.3 fg 55e-g
17 7.8 -1 0.5h 273d-1 |11.3d-g| 10.0d-g
18 1201k | 1.3h 40.0d-h [21.5¢f| 19.5c-e
19 448c | 148ab | 725bc |16.5d-g| 16.3¢c-g
20 440cd | 15.0a 958b |355bc| 325bc
21 375de | 83d-f | 44.5¢cf [16.5d-g| 145d-¢g
22 6.0kl 1.5h 123g1 | 73e-g | 63e-g
23 1731 | 2.5gh 86.0b 428b 39.8b
24 275g | 53fg 1758a |112.8a| 101.0a
[R Ortamlar (R, Mod-R)
R 31.6 a 54b 36.0 16.3 14.6
Mod-R 253b 6.6 a 37.7 17.0 15.3
|Genotip (A117, Anamur) x R Ortamlari (1-R, 2-Mod-R) interaksiyonlari
A117*R 35.0 6.9 58.0 271 244
A117*Mod-R 30.3 8.3 53.1 25.3 23.1
Anamur*R 28.2 3.8 14.0 54 4.8
Ana.*Mod-R 20.4 4.9 22.4 8.6 7.5
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Cizelge 4.4.”iin devam.
lGenotip (1-A117. 2-Anamur)*Mod-C Ortamlari(1—24) interaksiyonlari
Anter Gelisimi Anter Kallusu Embriyo (adet) Bitkicik (adet) Ainn(n:(tii:te) Bitki
(%) (%) /100 anter /100 anter /100 anter
1*1 69.0 a 1%2 185a | 1%24  290.0a 1*24 185.0 a 1*24 169.0 a
1*2 64.5a 1¥19 18.0a 1*23 151.5b 1*23 740a 1#23 685b
1*19  60.5ab 1¥15  17.0ab | 1*2 118.0bc | 1*12  49.5bc 1#12 45.5bc
1*#3 54.5be 1¥2 155ac | 1*19 114.5bc 1%2 45.0 cd 1*2 42.5 ¢d
2%1 51.0b-d 1*¥3 145ad | 1*12  81S5cd 2%24  405c-e | 2¥24  33.0c-e
1*13  48.0c-e 1*¥13  140a-e | 1*1 74.0 c-¢ 1*1 355 ¢ f 1#6 30.5cf
1*15  48.0c-e 1¥14  13.0b-f | 220 73.5c-e 1*6¢  355c¢f 1*#1 30.0 c-g
1#7 46.5 c-f 1*1 125b-f | 1*21  65.0d-f | 1*¥18 33.0c-g | 1*18  29.0c-h
1*8 45.5 c-f 2*¥2 115c¢-g | 2%24  61.5d-g 2*2  26.0c-h 1*19 23.5¢c1
2%2 450cf | 2¥19 115c-g | 1*¥18 60.5d-h | 1*21  255¢ 1#21 23.0 ¢+
1*2 430d-g | 2*21 10.5d-h | 1%6 55.0d-1 1*19  24.0c~1 2*2 22.5¢+
2*8  43.0d-g | 1*24 10.0d-h | 2%6 51.0 d-j 2*6  23.0d- 2*6 19.5 d-j
2%21  425d-h 1*#8 95e1 | 1*14 495d-k | 1*14 20.5d- 1*14 18.5 ej
2%2 40.0 e-1 1*9 95e1 | 1*17 47544 1*17  20.0 d- 1*#17 1754
1*%6 39.0 e 2*%13  95ex 1*¥13  37.5d-m 1*5 18.5 e-1 1*5 155 e
2%9 37.5fk 1#7 8.5 £ 1*5  345em | 2*5 155 e-1 2*5 13.5 e+
2*¥13  37.0f%k 2%7 851 2*¥5  33.0em | 1*16 1251 1*16 11.0 e+
1*14  37.0fk 2*8 8515 | 2*19 305em | 2*23 11.5f4 2*23 11.0e4
1¥24  335¢gk 2¥2 75gk | 1*¥16  250fm | 1*22 11.0fa 1#13 10.0 e+
2%¥14  335¢gk 2¥3  75gk | 2%¥21  240fm | 1*13  11.0fa 1#22 10.0 e-j
2*%15  33.0h-l 2¥9 6.0 h-l 1*2 225fm | 2*18 100 f~ 2*18 10.0 e+
1*21 32.51-1 1#21 6.0 h-l 1¥9  205fm | 2*¥19  9.0g-1 2*19 9.0 f-j
243 32.01-1 2%] 501-m | 2*23  20.5fm 1*2 8.5 g4 1%¥2 8.0 f-j
1*9 31511 2¥14  45jn | 2*18 19.5fm 1*9 7.5 g1 1*¥9 7.0 g-j
2*7  295jm | 1*23  3.5kn | I*11  195fm | 2*¥2] 7.5 g1 2%] 6.0 h-j
2*19  29.0k-m 1*6 35kn | 1%22  19.0g-m | 2*1 6.5 2*21 6.0 h-j
1*5 23.51n 2*5 3.0k 1*#8 18.0g-m | 1*11 5.5 1*11 5.51j
2*24  215mn | 2*¥15  3.0kn | 2%¥1 15.5h-m | 2*4 4.6 2*4 3.5y
1*4 21.5mn 1*18  2.51-n 2%4 1421-m | 2%22 35 2%2 2514
2*%23  20.0 m-o 1*5 251 | 2*15 13.01m 1*4 3.0 2*22 2.5y
2*%6 19.0 n-p 2*6 2.51n 2%2 13.01-m | 2%17 25 2*17 2.5y
1*12 170n-q | 2*22 2.01n 2%7 10.5 1-m 2%2 25 1*1 2.014j
2%5 16.0 n-r 1*4 2.01-n 2%9 10.51-m 1*1 20 1*4 2.0y
1*18 1500+ | 2*23  1.5}n | 2*¥13  10.51-m 2%3 2.0h 1*3 1.5
1*23  14.5n-s 1¥22 1.0mn 1*3 9.5 -m 1*3 1.5 2*15 1.514j
2*%12 1150+t 2*4  0.5mn 2%3 8.5 j-m 2*15 1.5 2*3 1.514j
1*¥11 11.00t | 2*¥24 0.5mn 1*7 8.0 j-m 2*13 1.0 2*13 1.0 4
2%4 9.3 p-u 2*17  05mn | 2*14 7.5 j-m 1*15 0.5 2*14 0.51j
2¥18 9.0q-u 2*¥12  0.5mn | 2*8 7.0 j-m 2*14 0.5 h1 1*15 0.51j
2*17 8.0q-u 1*17  0.5mn | 2*17 7.0j-m 2*9 0.5 2%9 0.51j
1*#17 7.5 q-u 2*¥18  0.01n 1*4 6.0 i-m 1*8 0.011 2*16 0.01j

Cizelge 4.4.’tin devam: arkada
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Cizelge 4.4."1in devam.
1%22 7.0 r-u 2*11 0.0l n 2#*22 5.5 j-m 1*7 0.011 1*7 0.01j
1*16 7.0 r-u 2*16 0.0l n 1*15 4.0 k-m 2*8 0.011 1*8 0.01]
2*16 7.0 r-u 2*1 0.01n 1*1 2.51m 2*12 0.011 2%12 0.01j
1*1 6.5r-u 1*#11 0.0l n 2*11 1.0m 2*16 0.011 2%] 0.01j
2%22 5.0 s-u 1*16 0.0l n 2*1 0.1m 2%1 0.011 2*11 0.01]
2*11 3.5t 1*1 0.01n 2*16 0.1m 2*%11 0.011 2%7 0.01j
2*1 1.0u 1*¥12 001 n 2*¥12 0.1m 2*%7 0.011 2*8 0.01 j
R Ortamlani (1-R. 2-Mod-R)*Mod-C Ortamlari (1—24) interaksiyonlar
Anter Geligimi | Anter Kallusu | Embriyo (adet) | Bitkicik adety | 41ITace Btk
(%) (%) /100 anter /100 anter /100 anter
1*1 66.5a 2%2 21.0a 2%24 177.0 a 2%24 1185a 2%24 1055 a
1#2 60.0 ab 2*19  20.0a | 1*24 174.5a 1*24  107.0 a 1*24 96.5a
2*] 53.5bc 2%2 145b 1*2 106.5b 2#23 5150 2%23 48.5Db
1*15 49.5 cd 2*15  13.0bc | 1*19 91.0 be 1*2 48.0 be 1*2 43.5bc
2*8 48.5¢cd 2*%13 125bc | 1¥23  88.0b-d 2%6  41.5b-d | 2*12 37.0 b-d
1*%21 475¢cd 1¥21 120bc | 2*20 85.0b-d | 2*12  40.0b-d 2%6 36.5b-¢
1*2 47.0cd 1*14  115b-d | 2%23  84.0b-d 1*1 37.5b-¢ 1#1 33.0bf
1*¥7 45.0c-¢ 2*¥8  11.5bd | 1*1 79.0 b-e 1*#23  34.00b-f 1#23 31.0b-g
2*¥19  45.0c-e 1*3  11.5b-d | 2*6 77.5 b-e 119 29.0b-g 1*19 28.5b-h
1*13 445 c-e 1*13  11.0b-e | 2*12 64.5 b-f 2% 290b-g 2*5 24.5 ¢
1¥19 44.5c-e 2*¥3 105 bf | 2%21 62.5b-g 1¥18  25.0 c-h 1*18 22.0 ¢4
2%2 44.5 c-e 2%¥7  100b-f | 2*19  54.0c-h 2%2  23.0c¢-h 2*2 21.5¢4
1*3 44.0 c-e 1*¥19  95c¢-f 2*5 51.5 ¢ 2%14  20.5d-h 2*14 18.5 d-j
2%3 42.5d-f 2*1 9.0cg | 2*14 51.5 ¢ 2*¥21  20.0d-h 2%21 17.5 d+j
1*14 42.0d-f 1*2 9.0 c-g 1*18 43.0d4j 2*18  18.0d-h 2*%18 17.0 d-j
2%2 41.0d-g 1*1 85¢c-h | 2*18 37.0 e+ 1*6 17.0 d-h 1*6 135
2*13 40.5 d-h 2%9 85¢c-h | 2*17 35.5e 1¥22 13.5¢-h 1*21 11.5
1*8 40.0 d-h 1%2 8.5¢c-h 1*6 28.5 f+j 1¥21  13.0e-h 1%22 1151
1*9 36.0 e-1 1*7 7.0 d- 1*13 28.5 f+j 2*17  12.0e-h 2*%17 11.0 f5
1*%6 3351 1*15  7.0d- 1*¥21 26.5 £+ 1*16  11.5fh 1*16 10.0 f+
2%9 33.0f 1*9 7.0 d-1 1*9 2351 1*13 11.0fh 1*13 10.0 £
2¢15  315g§ | 1*24  65ej | 1*¥16  23.0fj |1*17 105fh | 1¥17  9.0g
2*%7 31.0 h-k 1*8 6.5 e 1%22 22.5 1*12 9.5 t-h 1*¥12 8.5 g-j
2#%24 28.51-1 2%¥14 6.0 f-k 1*%2 21.0 f+ 1*9 7.5 gh 1*9 7.0 h-j
2*14 28511 | 2*21  45gl [ 2%13  195fj | 2*4  56¢gh 1%2 5.5 h-j
2¥21 27.51-m 1*6 4.5 ¢ 1*¥17 19.0 f+j 1*2 55gh 2%*2 504
1*¥24  26.51-m | 2*24  4.0h-l | 2*¥11 18.0 g-j 2%2 5.5 gh 2*11 5.01
2%6  245jm | 2*23 3.0 | 1*¥12  170gj | 1*5  50gh | 1*S 4.51]
1¥12 21.5k-n 2*5 3.01-1 1*5 16.0 h-j 2*11 5.0 gh 2*4 4.51j
2*5 20.51n 2*18  2.51-1 1*8 15.5 h+ 2%] 4.5 gh 2*19 4.073j
1#18 20.0 I-n 1*5 2.51-1 2%4 15.2 h-j 2*19 4.0 gh 2*] 3.0y
2*23 20.0 1-n 1¥22 2.0 2%2 14.5 h-j 1*4 20h 2*] 2.0y
1*5 19.01-0 1*23 2.0 -1 1*7 13.0 h-j 2%3 2.0h 2*3 1.51

Cizelge 4.4.’iin devami arkada
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Cizelge 4.4.’tin devami.
1*4  185m-o | 2*6 15kl [2*15 120h§ | 2*1  20h 1#3 1.51j
1¥23  145np | 1*4 15kl | 1*3  11.0h- | 1*3  15h | 2*16 1.0j
2*4  123n-q | 2%4 101 | 2*1  105h- |2*22  1.0h | 2#13 1.0j
1¥17 1000 |2%22 101 | 2*8  95h- |1*15 1.0h | 222 1.0j
1*16 950 |2*17 101 | 2%9 751 | 2¥15  1.0h | 1*15 1.0j
1*11  80pr | 1*12 051 | 2#3 7015 | 2*13  1.0h | 2*15 1.0j
2¢12  7.0pr | 1*18 011 | 27 55] 2*16  1.0h 1#4 1.0j
2¢11  65pr | 2*11 011 |1*14 55 1*14  05h | 1*14 0.5]
1*22 60pr |2%¥16 011 |[1*15  50] 2*9  0.5h 2%9 05]
2422 60pr | 1¥17 011 | 1*4 50j 1*11  05h | 1*11 05]
2¥17  55pr | 1*16 011 | 2%1 25j 1*8  001h | 2¥7 0.1j
¥ S55pr |11 011 | 1*11 25j 2% 0.01h | 2+8 0.1j
2%16  4.5qr | 2*1 011 | 2%22  2.0j 1*1 001h | 1% 0.1j
2¢18  4.0qr | 2*12 011 |2*16  2.0j 247 001h | 1%¥7 0.1j
2%1 2.0r 1*1 01l | 1% 0.1j 1*7  0.0lh | 1*8 0.1]
Genotip*Mod-C Ortami*R Ortamlar Interaksiyonlar1 (Bu interaksiyonlarin
ortalamalar1 Cizelge 4.5.’de ayrica verilmistir)

Cizelge 4.4.’e gore genotipler arasinda, Mod-C ve R ortamlarindan bagimsiz

olarak, incelenen tiim &zellikler agisindan istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p < 0.001)
farkliliklar bulunmus ve tiim 6zellikler agisindan A117 genotipi daha basarili sonuglar
ortaya koymustur. A117 genotipinde 6zellikle 100 anter basina elde edilen embriyo (55.6
adet embriyo/100 anter) ve bitkicik (26.2 adet bitkicik/100 anter) verimleri, Anamur
genotipinin embriyo (18.2 adet embriyo/100 anter) ve bitkicik (7 adet bitkicik/100 anter)
verimlerinden daha yiiksek olugsmustur (Sekil 4.8.).

Embriyo veya Bitkicik (adet)/100

Anter

60

50

40

30

20

10

5567

—262A

A 117

®m Embriyo » Bitkicik

182 b

Anamur

Sekil 4.8. Sonbahar dénemi kati anter kiiltlirlerinde genotiplerin 100 anter basina elde

edilen embriyo ve bitkicik sayisi ortalamalari iizerine etkisi (P <,0001)
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Mod-C ortamlarimin incelenen ozelliklerin tlimii {izerinde genotip ve R
ortamlarindan bagimsiz olarak, ¢ok Gnemli (p < 0.001) istatistiksel farkliliklar
olusturdugu tespit edilmistir. Bunlar arasindan kontrol olan 1. ortam anter gelisimi (%
60), 20.ortam anter kallusu (% 15), 24.ortam ise 100 anter bagina elde edilen embriyo
(175.8 adet embriyo/100 anter), bitkicik (112.8 adet bitkicik/100 anter) ve aklimatize
edilen bitki (101 adet aklimatize bitki/100 anter) ortalamasi yoniinden en basarili Mod-C
ortamlar olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4.) (Sekil 4.9.). Kat1 kiiltiir ortamlarinda elde
edilen embriyo ve bitkicikler bagaril sekilde aklimatize edilerek (Cizelge 4.4.) seraya
aktarilmis ve seraya dikilen bu bitkiler kendilenerek tohumlan 1slah programlarinda
kullanilmak lizere muhafaza edilmistir.
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Sekil 4.9. Sonbahar donemi kat1 anter kiiltiirlerinde Mod-C ortamlarinda kiiltiire alinan
anterlerin 100 anter bagina iirettikleri embriyo ve bitkicik ortalamalan (P <,0001)

R ortamlarn incelenen &zelliklerden genotip ve Mod-C ortamlarindan bagimsiz
sekilde, sadece anter gelisimi (p < 0.001) ve anter kallusu (p < 0.05) yéniinden Snemli
farklilik olusturmustur. Bunlardan klasik DDV-R ortamu olan ve R olarak ifade edilen
rejenerasyon ortamu (% 31.6) anter gelisimi yoniinden Modifiye R ortamlarindan (%
25.3) daha bagarili bulunmugtur. Anterden kallus olusumu yoniinden ise Modifiye R
ortamlar1 (% 6.6), klasik R ortamindan (% 5.4) nispeten daha yiiksek sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.4.).

Ikili interaksiyonlar yoniinden ise oncelikle genotip ile Mod-C ortamlari
arasindaki interaksiyondan bahsedilecektir. Genotip ile Mod-C ortamlarinin etkilesimi
incelenen &zelliklerin tiimii tizerinde istatistiki a¢idan ¢ok dnemli (p < 0.001) etkilere
neden olmustur. Anter gelisimi yoniinden A117*1.ortam (% 69) ile A117*2.ortam (%
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64.5), anter kallusu yoniinden A117*2.ortam (% 18.5) ile A117*19.ortam (% 18), 100
anter bagina elde edilen embriyo yoniinden A117*24.ortam (290 adet embriyo/100 anter)
ve A117*23.ortam (151.5 adet embriyo/100 anter), bitkicik yéniinden A117%24.ortam
(185 adet bitkicik/100 anter) ve A117*23.ortam (74 adet bitkicik/100 anter), aklimatize
edilen bitki yoniinden yine A117*24.ortam (169 adet aklimatize bitki/100 anter) ve
A117*23.ortam (68.5 adet aklimatize bitki/100 anter) en bagarili genotip*Mod-C ortam
kombinasyonlar olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4.) A117 ve Anamur genotiplerinin
Mod-C ortamlar: ile etkilesimlerinin 100 anter bagina elde edilen embriyo verimi iizerine
etkileri tek grafife sigmadig1 i¢in ayr1 ayr1 Sekil 4.10. ve Sekil 4.11. de belirtilmistir.

A117 F1 Cesidinin Embriyo (adet) /100 Anter Verimi
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Sekil 4.10. Sonbahar dénemi kati anter kiiltiirlerinde A117 F1 ¢esidinin Mod-C ortamlar
ile etkilesimlerinin 100 anter bagina elde edilen embriyo verimi iizerine etkileri (p<,0001)
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, ‘ Anamur F: Cesidinin Embriyo (adet) /100 Anter Verimi
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Sekil 4.11. Sonbahar dénemi kati anter kiiltiirlerinde Anamur ¢esidinin Mod-C ortamlart
ile etkilesimlerinin 100 anter basina elde edilen embriyo verimi {izerine etkileri (p<,0001)

Genotip*R ortamlar interaksiyonlari denemede incelenen ozelliklerin higbirisi
tizerinde nemli farklilifa neden olmamustir (Cizelge 4.4.).

Bir bagka ikili interaksiyon tipi olan R ortamlari ile Mod-C ortamlar1 arasindaki
etkilesimler incelendiginde; bu etkilesimler embriyo ve bitkicik olusumu ile aklimatize
edilen bitki 6zellikleri tizerinde 6nemli bir farklilik olugturmamigtir. Buna karsihik anter
gelisimi ve anter kallusu 6zellikleri yoniinden ¢ok onemli (p < 0.001) farkliliklar tespit
edilmistir. Bunlardan klasik DDV-R ortami R*1.ortam kombinasyonu anter gelisimi (%
66.5) ve Mod-R*2.ortam interaksiyonu ise anter kallusu (% 21) olusturma yéniinden en
yiiksek ortalamalarin olugmasini saglamagtir.

Genotip, Mod-C ortam1 ve rejenerasyon (R) ortamlarindan olugan ii¢ farkl
degiskeninin birbirleri ile olan interaksiyonlar1 incelendiginde ise bu tiglii interaksiyonun;
anter gelisimi (p < 0.01) 6zelligi haricinde, incelenen diger 6zelliklerin higbirisi {izerinde
onemli bir farklilik olugturmadig: belirlenmistir (Cizelge 4.1). Istatistiki anlamda nemli
olmamakla birlikte sonbahar déneminde yapilan anter kiiltiirii denemeleri tizerinde
genotip*Mod-C*Rejenerasyon (R) ortami seklindeki iiglii interaksiyonlarin her bir
gozlem parametresi lizerinde olugturdugu ortalamalar Cizelge 4.5°de ayrica verilmistir.

Cizelge 4.5°e gore anter gelisimi yoniinden A117*1.ortam (kontrol Mod-C
ortami1)*R ortami (kontrol klasik R ortami) (% 78), anter kallusu yoniinden A117*Mod-
20C ortam1*Mod-20R ortam (% 26), 100 anter bagina elde edilen embriyo yéniinden
A117*Mod-24C ortam*R ortami (320 adet embriyo/100 anter) ile A117*Mod-24C
ortam1*Mod-24R ortami (290 adet embriyo/100 anter), bitkicik yoniinden A117*Mod-
24C ortamm* klasik R ortami (200 adet bitkicik/100 anter) ile A117*Mod-24C
ortami1*Mod-24R ortami (170 adet bitkicik/100 anter), aklimatize edilen bitki yoéniinden
yine A117*Mod-24C ortami* klasik R ortamu (182 adet aklimatize bitki/100 anter) ile
A11*Mod-24C ortam1*Mod-24R ortami (156 adet aklimatize bitki /100 anter) en basarili
genotip*Mod-C ortam kombinasyonlar: olarak tespit edilmigtir (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Sonbahar déneminde iki genotiple yapilan kat1 anter kiiltiirleri sonuglarina
ait 3’1t interaksiyon (genotip*Mod-C ortami*R ortamlari) ortalamalar:

ol incelenen Ozellik
§ 8 ) Anter Geligimi Anter Kallusu Embriyo (adet) Bitkicik (adet) Aklimatize Bitki
5 - Z (%) (%) /100 anter /100 anter (adet) /100 anter
= R | Mod-R| R [ ModR R | Mod-R R | ModR R | ModR
1(K)| 78 a 60b-e | l4cg 1le 134 be 14 I-m 63 b-e 8 1-m 55 b-e 5 k-
2 | 67 ab 62 be 11 e 20 a-c 30 1-m 15 I-m 10 1-m 7 j-m 10 1-1 6 k-
3 | 54 b4 55b-h | 17be 12d- 11 I-m 08 I-m 2m 1 m 21 11
4 | 23¢] 20 v-_ 2 m-o 2 m-o 8 I-m 4m 3 1-m 31m 21 21
5 |26 21 2m-o 3l 25 j-m 44 f-m 9 1-m 28 e-m 8-l 23 el
6 | 40j-q 38 k-s 6 1-0 1 no 27 j-m 83 c-k 14 h-m 57 b-f 91 52 bf
7 | 47 el 46 f-m 5 j-o0 12 d-1 12 I-m 4m I m 1m 11 11
8 |3lnw 60b-e 5 j-o 14 c-g 24 j-m 12 I-m 1m I m 1 11
9 [33mv 30o0x 9 gl 10 fk 37 f-m 4m 15 g-m I m 14 h-1 11
10 9 "d 4 ad 0o 0o Im Sm Im 4 1-m 11 41
11 9°d 13[d 0o 0o 5m 34 h-m 1m 10 -m 11 10 14
&1 12 | 20v-_ 14 zc 0o 0o 34 h-m 129 be 19 g-m 80 be 17 g-1 74 be
13 ]s5b-h 41 1-p 16 b-f 12 d 55 e-m 20 k-m 22 f-m Im 20 -1 11
14 [45fm 29py | 17b-e 9gl I'm 99 c-g Im 41 d-k 11 37 d-k
15 [ 58 b-f 38 ks 13d-h  21ab 7m Im Im lm 11 11
16 | 9~d 5°'d 0o 0o 46 f-m 4m 23 fm 2m 20 £ 21
17 | 10 }d 5°-d 0o 1 no 38 fm 57 e-m 20 g-m 20 g-m 17 g-1 18 gl
18 | 28 p-y 2cd 0o 5j-o 86 c-j 35 g-m 50 b-h 16 g-m 44 ¢c-h 14 h-l
19 | 61b-d 60be |l14cg 22ab 133 be 96 ¢-h 42 d- 6 j-m 41 d-1 6 k-1
20 | 48d-k 38 k-s 11 e+ 26 a 113 b-e 123 b-d 5t b-g 39 d-l 48b-g 37dk
21 | 38ks 27qz 8 g-m 4 k-0 44 f-m 86 c-j 24 fm 27 e-m 21 £ 25 d-l
22 5°d 9°d 1 no 1 no 34 h-m 4m 20 g-m 2m 18 g-1 21
23 | 11]d 18 w-' 3lo 4 k-0 170 b 133 be 63 b-e 8 b 57 b-d 800b
24 |36kt 31nw | 12d4 8g-m | 3202 260 a 200 a 170 a 182 a 156 a
1(K)| 55b-h 47 el 310 7 24 j-m 7m 12 1-m Im 11 1 11
2 | 53¢ 27 g-z 6 1-0 9 gl 12 Im 14 Im 1m 4 Im 11 41
3 |34]u 30 o-x 61-0 9 g-l 11 Im 6m Im 31m 11 21
4 | 14zc 4 a-d 1 no 1 no 2m 26 j-m Im 8 1-m 11 7 j-
5 | 12\d  20v-_ 3t1o 3lo 7m 59 d-m Im 30 e-m 11 26 d-t
6 |27qz 11]d 310 2 m-o0 30 1-m 72 ¢ 20 g-m 26 f-m 18 g 21 1
7 |43h0 16y-b 9 g 8 g-m 14 Im 7m Im 0Om 11 01
8 |49ck 37k-s 8 g-m 9 gl 7m 7m Om 0m 01 01
9 | 39kr 36kt 5j-o 7 h-n 10 Im 11 Im Om Im 01 11
10 | 2cd 0d 0o 0o Om 0m 0Om 0m 01 0l
L1 7_d 0d 0o 0o 0Om 2m 0Om 0m 0l 0l
E 12 | 23 t-] 0d 1 no 0o Om Om 0Om 0Om 01 01
E 13 | 341-u 40j-q 6 1-0 13 d-h 2m 19 k-m Om 2m 01 21
14 | 39kr 28 p-y 6 1-0 3o 11 Im 4m 1m 0Om 11 01
15 | 41 1-p 2584\ 1 no 5 j-0 3m 23 j-m 2m I m 21 11
16 | 10]-d 4 ad 0o 0o 0m Om 0m 0m 01 01
17 | 10 1d 6°-d 0o 1 no Im 14 Im Im 4 1m 11 41
18 | 12\d 6 -d 0o 0o 0m 39 f-m Om 20 g-m 01 20 -1
19 | 28p-y 30 0x 5 j-o 18 b-d 49 e-m 12 Im 16 g-m 2m 16 g-1 21
20 | 46 fm 44 g-n 7hn 16 b-f 100 c-f 47 fm 45 c-1 7 j-m 39 d+ 6 k-1
21 | 57b-g  28py | 16bf 5jo0 9 Im 39 fm 2m 13 1-m 21 10 1l
22 7 _d 3bd 3lo 1 no 11 Im 0Om 7 j-m Om 5kl 01
23 [ 18w 22 u" 1 no 2 m-0 6m 35 g-m 5 k-m 18 g-m 5kl 17 g
24 | 17xa 2671 1 no 0o 29 j-m 94 c-1 14 h-m 67 b-d 11 - 55 b-¢

*Her bir genotip igin her bir Mod-C ortaminda 200’er anter kiltare alimmig, daha sonra bunlarm 100 adedi R, 100 adedi de Mod-R
ortamina transfer edilmigtir.
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Androgenesis i¢in anter gelisimi, anter canhlif: ile olan baglantis1 nedeniyle
onemli olmakla birlikte yapilan bu galismada, herhangi bir ortamdaki anter gelisiminin
yiiksek olmasimn, o ortamin olusturacagi embriyo ve bitkicik verimi ile dogrudan
baglantili olmadig: ortaya konulmustur. Ciinkii bazen kahverengi-siyaha dénen anterler
igin fenotipik olarak canli olmadiklari sdylenebilecek olmasina ragmen bu anterlerden de
embriyo ve bitkicik olustugu gozlemlenmistir. Cizelge 4.5’¢ gore bu ¢alismada kontrol
grubunda anter gelisimi en yiiksek oranda gériilmesine ragmen, elde edilen en yiiksek
embriyo ve bitkicik olusumuna bakildiginda, 24 nolu besin ortaminin kontrol ortamindan
¢ok daha basarili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5). Istatistiki analizlere bakildiginda
anter geligimi agisindan 24 numarali besin ortaminin gok basarili olmadig: halde, en fazla
embriyo ve bitkicik olusturabilme yetenegine sahip olmasit bunun bir kanitidir. Bu
nedenle asil {izerinde durulmasi gereken konunun, genotipler bazinda embriyo
olusumunu tesvik ederek saglikli embriyo ve bitki olusumlarimi arttiracak ortamlarin
gelistirilmesi oldugu diistintilmektedir. Ciinkii son y1llardaki androgenesis ¢alismalarinda
gesitli genotiplerde yiiksek oranlarda embriyolar elde edilebilmesine ragmen, olusan
embriyolarin kalitesinin diigitk olmasi, anormal embriyolarin yiiksek olusumlari ve
bitkiye doniistiiriilmesinde yasanan sikintilar nedeniyle, bu embriyolarin saglikli sekilde
bitkiye doniistliriilmesine yonelik ¢6ziimler aranmaktadir. Dolayisiyla androgenesis
¢ahigmalart i¢in indiiksiyon ortamlar1 kadar rejenerasyon ortamlarmin da optimize
edilmesi gerekmektedir.

Ote yandan, patlican anter kiiltiirii ¢alismalarinda filamentten kallus zaten
istenmedigi gibi anterden kallus gelisimi de miimkiinse istenmez ve direkt
embriyogenesis tercih edilir. Bu ¢alismada verilen anter gelisimi ve anter kallusu gézlem
sonuglan, kullamlan Mod-C ve R ortamlarmin etkilerini ortaya koymak acisindan
onemlidir. Ayrica patlicanda yapilan izole edilmis mikrospor kiiltiirli ¢alismalarinda
simdiye kadar heniiz direkt yolla embriyogenesis elde edilememistir. Bu ¢alismalarda DH
patlican bitkilerini elde edebilmek i¢in ilk etapta kallogenesis ve ardindan organogenesis
ile rejenere bitkiler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Rivas-Sendra vd 2015). Bu nedenle bu
tez ¢alismasinda belirlenen en yiiksek anter kallusu olusturan ortam bilesenleri,
patlicanda yapilabilecek izole edilmis mikrospor kiiltiirleri i¢in embriyojenik anter
kallusu elde etme konusunda yol gésterici olabilir.

Cizelge 4.5. de verilen Genotip*Mod-C*R ortamlar iiglii interaksiyonlar1 Cizelge
4.4’deki varyans analizlerine gore anter gelisimi haricindeki ozelliklerin hicbirisi
lizerinde 6nemli farkliliklara neden olmamistir. Ancak yine varyans analizlerine gére
Genotip*Mod-C ortamlarindan olugan ikili interaksiyonlarin etkisi incelenen tiim
ozellikler iizerinde p < ,0001 diizeyinde énemli farkhliklar olusturmustur. Bu ikili
interaksiyonlarda 100 anter basina en yiiksek embriyo, bitkicik ve aklimatize bitki
verimleri daha Once Dbelirtildigi gibi Al117*Mod-24C ve A117*Mod-23C
interaksiyonlarindan elde edilmistir. 23 ve 24 numarali Mod-C besin ortamlarinin
iceriginde 90 g/L Maltoz, 5 veya 10 mg/L. AgNOs ve 1 g/L. aktif kémiir yer almaktadir
(Cizelge 3.6.). Ortam igeriklerinin bulundugu Cizelge 3.6. da g6z 6niine alindiginda,
maltoz oram arttikga embriyo ve bitkicik verimi de artmaktadir. Ancak bu galismada en
yiiksek verimin alindi1g1 90 g/L maltoz oranimin bile optimize edilerek, embriyo ve bitki
gelisiminin daha da arttirilabilecedi diisiiniilmektedir. 23 ve 24 numarali besin
ortamlarimin basarih sonug vermesinin ana sebebi; maltozun uygun dozunun kullamlmig
olmasi olmakla birlikte, ortamlarin basarisinda AgNOs ve aktif kémiiriin yine uygun
dozlarda birlikte kullamlmis olmasidir. Clinkii ilgili Cizelge 3.6., Cizelge 4.4. ve Cizelge
4.5.’in birlikte degerlendirilmesi durumunda, ortamda maltoz bulunsa bile maltozun
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sadece AgNOs veya sadece aktif kémiir ile birlikte kullamldig1 ortamlarm, 23. ve 24.
ortamlarin basarisini yakalamaktan uzak olduklari goriilecektir. Bu nedenle maltoz,
AgNO:s ve aktif komiirtin ti¢lii kombinasyonu ile yapilacak ilerideki ¢alismalarda bu ii¢
ortam bileseninin oranlarinda yapilacak olan degigikliklerle embriyo veriminin daha da
arttirllabilecegi diistintilmektedir.

100 anter basina meydana gelen bitkicik olusumlar incelenirse; Cizelge 4.5.°e
gore A117 genotipinde 200 adet bitkicik olusumu ile 24 nolu Mod-C ortamimn aktanldig
R ortamindan ve bunu takiben 170 adet bitkicik olusumu ile 24 nolu Mod-C ortaminin
aktar1ldig1 24 nolu Mod-R ortamindan elde edilmistir. Anamur genotipinde ise 67 adet
bitkicik olusumu ile 24 nolu Mod-C ortamimn aktarildigi 24 nolu Mod-R ortamindan elde
edilmigtir. Burada genotiplerin besin ortamlarina verdikleri tepkiler incelenecek olursa;
Al117 genotipi aktif komiir ve giimiis nitratin kullanilmadi@ klasik DDV-R besin
ortaminda daha yiiksek sayida embriyo ve bitkicik olugtururken, Anamur genotipinde ise
en yiiksek verim Mod-R’de daha yiiksek saglanmigtir

Tiim androgenesis ¢aligmalarinda oldugu gibi patlican anter kiiltiirlerinde de en
onemli etki genotipten kaynaklanmaktadir. Gimiimiize kadar yapilmis olan birgok
caligmada farkl genotipler kullanilarak pathicamin androgenesise tepkisi incelenmistir.
Ornegin Salas vd. (2011) nin gerceklestirdikleri calismada, 12 genotip kullarularak bu
genotiplerin androgenesise tepkileri incelenmistir. Caligmada 7 genotipten hi¢ embriyo
olusumu meydana gelmemis, diger 5 genotipten % 0.7-60.9 oraminda embriyo elde
edilmigtir. Bu ¢alismada ise kullanilan genotiplerden embriyo ve bitkicik olusturma
agisindan A117 genotipi, Anamur genotipinden daha fazla kapasiteye sahip bulunmugtur.
Bu genotiplerde daha once yapilan galismalar incelendiginde; Ozdemir-Celik (2018)
A117 ve Amadeo genotiplerini kullanarak yaptig1 ¢alismada; A117 genotipinden % 42.68
embriyo olusumu, %16.81 bitki olusumu ve elde ettigi embriyolarin % 41.33 {inden de
bitki elde etmistir. Anamur genotipi ydniinden ise; Gebologlu vd. (2017)’nin
calismasinda, Anamur genotipinde karbonhidrat kaynagi olarak sukroz kullamlan
uygulamada % 6.3 (0.63 embrioid/10 anter) ve bal kullamlan uygulamada ise % 2.2 (0.22
embrioid/10 anter) elde edildigi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise A117 genotipinden
320 embriyo/100 anter, Anamur genotipinde ise 100 embriyo/100 anter elde edilmistir.
Bu sonuglarin Diinyadaki androgenesis ¢alismalarinin mikrospor embriyogenesis
etkinligi ile karsilagtinlmasina gelince; patlican anter kiiltiirii galigmalarindan simdiye
kadar elde edilen en yiiksek embriyogenesis oranlar1 Bandera F1°den gelistirilen DH36
hattindan saglanmistir. Bu hattan % 237.5 (237.5 embriyo/100 anter) (Rivas-Sendra vd
2017), bu hattin ebeveyni olan Bandera F1°den % 146.5 (Rivas-Sendra vd. 2017), Ecavi
F1’den % 60.9 (Salas vd. 2011) ve Cristal F1°den ise % 53 (Salas vd. 2012) oraninda
embriyo verimleri elde edilmistir. Bu degerler de g6z 6niine alindiginda bilindigi kadan
ile patlican anter kiiltiirii caligmalarinda en yliksek embriyo ve bitkicik verimleri bu
¢alisma ile elde edilmistir. Sonbahar déneminde kati ortamda en bagarili bulunan 24.
ortamda elde edilen baz: embriyo gériintiileri Sekil 4.12. de verilmistir.
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(e)
Sekil 4.12. Sonbahar doneminde kat1 24.ortamindan elde edilen embriyo goriintiileri a)
Embriyo verimi gok yiiksek bir anter, b) Petride olusan bitkicikler, e-d) A117 genotipinde
24 nolu Mod-C ortaminda kiiltiire alindiktan sonra Mod-R ortaminda gelisen embriyo ve
bitkicikler, e-f) A117 genotipinde 24 nolu Mod-C ortaminda kiiltiire alindiktan sonra
DDV-R ortaminda gelisen embriyo ve bitkicikler
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Sonbahar déneminde yapilan kati anter kiiltiirlerinin sonuglarim1 genel olarak
degerlendirmek gerekirse; yapilan ¢alismada elde edilen yiiksek basarinin ana kaynag:
besin ortamu igerisinde karbon kaynagi olarak yer verilen maltozun varligidir. Scott vd
(1995) maltozun etkinliginin yavas metabolize olmasindan kaynaklandigim bildirmistir
(An vd 2016a). Maltozun bu ¢aligmadaki etkinligini daha iyi ortaya koyabilmek i¢in
sonbahar denemelerinde elde edilen embriyo ve bitkicik verimleri kullanilan besin
ortamlarindaki karbon kaynaklarina gore gruplandirilarak Cizelge 4.6. olusturulmustur.
Bu noktada g¢aligmada kullanilan Mod-C ortamlarimin ashnda oncelikle karbon
kaynaklarina gore 6’sarlik setlerden olusturuldugunu (Cizelge 3.6.) ve daha sonra bu
setler icerisinde farkli oranlarda AgNOs ve aktif koémiir dozlarmn kullanildigim
belirtmekte fayda goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Sonbahar donemi kat1 anter kiiltiirlerinde Mod-C ve R ortamu gruplarina gore
elde edilen toplam embriyo, bitkicik ve aklimatize edilen bitki sayilan

Mod-C Kiiltiire
Besin Karbon | Alinan . EeaE e Toplam AKlimatize
Ortam Kaynag1|| Anter Toplam Embriyo | Toplam Bitkicik Edilen Bitki
Gruplan Sayisi
R [ Mod-R R | Mod-R R | Mod-R
Al117
1-6 120 g/L 1200 235 168 101 104 86 89
Sukroz
7-12 30 g/L. 1200 113 188 38 97 35 91
Maltoz
13-18 60 g/L 1200 233 216 117 81 103 73
Maltoz
1924 | 208L 1 500 814 702 |  400| 329 367 306
Maltoz
ANAMUR
1-6 120 g/L. 1200 86 184 36 72 33 61
Sukroz
30g/L
7-12 Maltoz 1200 31 27 1 1 1 1
138 | S0L | 1900 17 99 4 27 4 27
Maltoz,
19-24 90 g/L 1200 204 227 89 107 78 90
Maltoz

Cizelge 4.6’ya gore maltozun en yiiksek oranda 90 g/L (19-24 nolu Mod-C besin
ortamlarinda) kullamlmasi ile birlikte olusan embriyo artisi, hemen hemen diger 18
ortamin toplamindan daha fazladir. 19-24 numarali Mod-C besin ortamlar1 kendi icinde
incelendiginde ise en fazla embriyo olusumu yine 24 nolu besin ortaminda
gergeklesmistir. Bu ortamin igerigini hatirlatmak gerekirse; MS + 90 g/L maltoz + 5
mg/L 2,4-D + 5 mg/L Kinetin + 10 mg/L AgNOs + 1 g/L aktif kémiirden olusmaktadir.
Bu ortamda en fazla embriyo verimi 320 adet embriyo / 100 anter olarak gerceklesmistir.
Bu ortam bilesenleri olan maltoz, AgNOs ve aktif kdémiir dozlarinda yapilacak
optimizasyonlarla embriyo veriminin daha da arttirilabilecedi diistiniilmektedir. Ancak
genotiplerin farkli kimyasal bilesenlere verdikleri tepkiler degisiklik gosterdigi igin
yapilacak optimizasyonlarin genotipler bazinda yapilmasi 6nemli olabilir.
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Sonbahar kat1 anter kiiltiirli denemelerinde sonug olarak Cizelge 4.6. ve Cizelge
4.7. de sayilan belirtilen bitkiciklerden, aklimatize edilerek sera kosullarina A117
genotipinden toplam 1.150 adet, Anamur genotipinden toplam 295 adet olmak iizere
toplam 1.445 adet bitki aktarilmustir. Sonbahar doneminde elde edilen toplam embriyo,
bitkicik ve aklimatize edilen bitki sayilari $ekil 4.13. ve Cizelge 4.7. de belirtilmistir.

- Sonbahar Kat1 Anter Kiiltiirleri

g

3 3000 T

=

2500

8

E 5 2000

E 2 1500

NE —1267

=2 1150

& |

2 1000 | 873

=]

2 500 .‘33.7___295

§5

E A

=] 0 S
All 7 F1 Anamur Fi

® Embriyo Sayis1 = Bitkicik Sayis Aklimatize Bitki Sayisi

Sekil 4.13. Sonbahar dénemi kat1 anter kiiltiirlerinde elde edilen toplam embriyo, bitkicik
ve aklimatize edilen bitki sayilari

Cizelge 4.7. Sonbahar dénemi kat1 anter kiiltiirlerinde elde edilen toplam embriyo,
bitkicik ve aklimatize edilen bitki sayilar

Kiiltiire Embriyo Bitkicik Aklimatize Bitki
Genotip A:I:::::‘l Sayl:[ . Saylls;I Sayisi
Sayisi R l: ) R ﬁd- R Mod-R
Al117 4.800 1.395 | 1.274 | 656 611 591 559
Anamur 4.800 338 536 130 207 116 179
Toplam 9.600 1.733 | 1.810 | 786 818 707 738
Genel Toplam 9.600 3.543 1.604 1.445
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4.2.2.2 Sonbahar sivi anter kiiltiirleri

Sonbahar doneminde kurulan denemelerde iki Fi patlican ¢esidine (A117 ve
Anamur) ait anterlerin androgenesis yetenekleri; sivi kiiltiir ortam tipinde farkli maltoz
konsantrasyonlarindan olugan farkli Mod-C ve R ortamlarinda kiyaslanmigtir. Ortamlarin
her birinde 200’er anter kiiltiire alinmis olup iki patlican ¢esidi igin toplamda 4.800 adet
anterin ekimi yapilmistir. Mod-C ortamlari igerisinde 8 giin 35 °C’de karanhk kosullarda
inkiibe edilen anterler, 8. gliniin sonunda biiyiitme odasina alinarak 12. giiniin sonuna
kadar burada 16 saat aydinhk ve 8 saat karanlik kosullarda bekletilmistir. 12. giiniin
sonunda kiiltire alinmis olan anterlerin 100°er adedi klasik DDV-R ortamina aktarilmis
olup, 100°er adeti ise icerisinde farkli bilesenler barindiran Mod-R ortamlarina
sagirtilarak gelisen anter sayisi, anterden kallus olusumu, embriyo olusumu, bitkicik
olusumu ve aklimatize edilen bitki sayilarinin ortalamalari ve toplamlar1 yoniinden
karsilastirilmstir.

Ilkbahar déneminde elde edilen veriler sonucunda, sivi ortam kiiltiiriinde aktif
koémiir iceren besin ortamlarinda herhangi bir gelisim olmadifi ve anter gelisimini
olumsuz etkiledigi diistiniildiigiinden, sonbahar donemi sivi kiiltiirlerinde aktif kémiir
kullamlmamgtir. Aktif kémiiriin sivi kiiltiirdeki olumsuz etkisinin, s1iv1 ortamda patlican
anterlerinin salgiladigi fenolik maddeler ile etkilesime girerek toksik etki
olusturmasindan kaynakli olabilecegi diigiiniilmektedir. Bunun bir diger sebebinin bizim
¢alisma kosullarimizdan veya aktif kémiir oraninin fazlaligindan kaynakl olabilecegi
tahmin edilmektedir. Yapilan literatiir caligmalarinda patlican anter kiiltiiriinde s1vi kiiltiir
kosullarinda androjenik tepkinin incelendigi herhangi bir g¢alismaya rastlanilmamustir.
Stvi ortamlar hazirlanirken kat1 ortamlar ile aym igeriklere sahip ortamlar hazirlanmus,
ancak sivi ortamlara sadece agar ilave edilmemistir.

Sonbahar donemi sivi anter kiiltlir denemelerine ait varyans analizleri ve
interaksiyonlar1; iki genotipte yapilan sivi anter kiiltiirlerinin sonuglarin1 yansitacak
sekilde, bu ortamlarda kiiltiire alinan anterlerin anter gelisimi (%) ve anter kallusu (%),
100 anter bagina olusan embriyo, bitkicik ve aklimatize bitkilerin ortalama degerleri esas
alinarak yapilmistir. Sonbahar donemi sivi anter kiiltiirii denemelerine ait varyans
analizleri ve interaksiyon sonuglari olarak Cizelge 4.8.’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Patlicanda sonbahar déneminde sivi ortamda yapilan anter kiiltiirii
denemelerine ait varyans analizleri ve interaksiyonlari

Incelenen Ozellikler
Faktorler | S.D Anter Anter | Embriyo | Bitkicik | Aklimatize
"7 | Gelisimi | Kallusu |(adet) /100|(adet) /100|Bitki (adet)
(%) (%) anter anter | /100 anter
Varyasyon Kaynagi
Genotip (G) 1 0.4606 0.9025 0.3056 0.3179 0.3179
(A117. Anamur) od od od od od
Mod-C 0.0001 0.0019 04112 0.4454 0.4454
Ortamlar1 (CO) | 11 ) ’ S T S
M o od od 6d
(1—-12)
R Ortamlan 0.0001 | 03273 | 03056 | 03179 | 03179
(RO) P e 5d od ad 5d
(R, Mod-R)
0.0002 0.8879 0.3947 0.4454 0.4454
*
GFCO | T 5d 6d 5d sd
0.0671 0.3273 0.2619 0.3179 0.3179
*
G*RO Pl e 5d 5d 5d od
0.0001 0.6916 0.3947 0.4454 0.4454
*
CO'RO | T s 8d 8d 6d 5d
0.0045 0.2372 04112 0.4454 0.4454
LS *
G*CO*RO | 11| 7y, od 6d 5d od
Varyasyon Katsayisi| % 035 | % 3.03 | %1950 | % 21.91 | % 21.91

‘Genotip (A117. Anamur)

Al117 62.3 2.5 1.8 0.2 0.08

Anamur 60.9 24 0.8 0.0 0.0
|C Ortamlan (1-12)

1 (Kontrol) 223 ¢ 0d 0.0 0.0 0.0

2 448 f 0.3 cd 0.0 0.0 0.0

3 455f 0.5b-d 0.0 0.0 0.0

4 75.8b 3.0 b-d 0.0 0.0 0.0

5 68.0b-d 3.0bd 0.0 0.0 0.0

6 89.8a 73a 0.0 0.0 0.0

7 71.8 be 1.8 b-d 0.0 0.0 0.0

8 74.5 be 3.5bc 0.0 0.0 0.0

9 70.0 be 3.8b 0.0 0.0 0.0

10 59.0de  2.0b-d 0.0 0.0 0.0

11 525ef  2.0bd 0.0 0.0 0.0

12 65.5cd  2.5b-d 10.5 1.0 0.5

Cizelge 4.8.”in devami arkada:

76



BULGULAR VE TARTISMA G. E. VURAL
Cizelge 4.8.”in devam.
R Ortamlar (R, Mod-R)
R 532b 2.1 1.8 0.2 0.08
Mod-R 69.9 a 2.8 0.08 0.0 0.00
Genotip (A117, Anamur) * R Ortamlan (1-R, 2-Mod-R)

Al17*R 52.2 2.5 3.7 0.3 0.1
A117*R-Mod 72.5 2.5 0.0 0.0 0.0
Anamur*Kati 54.3 1.8 0.1 0.0 0.0
Anamur*Sivi 67.4 3.1 0.0 0.0 0.0

Genotip (1-A117. 2-Anamur)*C Ortamlari(1—12) interaksiyonlarl

Anter Gelisimi Anter Embriyo Bitkicik A.kli.matize
(%) Kallusu (adet) (adet) Bitki (adet)

(%) /100 anter | /100 anter /100 anter

1%6 96.0a | 2*6 8.0 |1*12 21.0| 1*12 2.0| 1*12 1.0
2*%6 835ab | 1*6 6.5 |2*11 1.0 | 1*2 0.0 1*2 0.0
2*5 80.5bc | 2*5 5.0 | 1*1 1.0 | 1*3 0.0 1*3 0.0
1*4 76.5b-d | 1*9 45 | 1*2 0.0 | 1*4 0.0 1*4 0.0
1*8 755b-d | 1*4 40 | 1*4 0.0 | 1*5 0.0 1*5 0.0
2%4 750b-d | 1*8 35 | 1*6¢ 0.0 | 1*6 0.0 1*6 0.0
1*9 745b-e | 2*8 35 | 1*7 0.0 | 2*1 0.0 2% 0.0
2*8 73.5b-e | 1*11 3.0 | 2*1 0.0 | 2*2 0.0 2%2 0.0
2%*7 725b-e | 2¥9 3.0 | 2*2 0.0 | 2*3 0.0]| 2*3 0.0
1*7 710b-f | 1*12 3.0 | 2*3 0.0 | 2*4 0.0 2%4 0.0
1*12 69.5¢cf | 2*¥1 25 | 2*¥4 0.0 | 2*5 0.0 2%5 0.0
2*%9 65.5d-g | 1*7 20 | 2*S 00 | 2%6 0.0 2*6 0.0
1*1 64.0d-g | 2*4 20 | 2*6 0.0 | 2*¥7 0.0| 2*7 0.0
2*12 61.5eh [2*¥12 2.0 | 2*7 0.0 | 2*¥8 0.0 2*8 0.0
1*11 580f1 | 1*1 15 | 2*8 00 | 2*9 0.0 2%9 0.0
1*5 555g1 | 2%7 1.5 | 2*1 0.0 | 2*1 0.0 2*1 0.0
2*] 540g1 | 1*3 1.0 | 1*9 0.0 | 2*11 0.0 2*11 0.0
1*2 525g49 | 1*5 1.0 | 2*¥9 0.0 | 1*1 0.0 1*1 0.0
2*3 50.5h |2¥11 1.0 | 1*5 0.0 | 1*7 0.0 1*7 0.0
2*11 47.01-k | 2*2 05 |[1*11 00 | 1*8 0.0 1*8 0.0
1*3 40531 | 1*1 00 | 1*1 00 | 1*1 0.0 1*1 0.0
2%2 370kl | 2*1 0.0 [ 1*3 0.0 | 1*11 0.0 1*11 0.0
2%] 30.01 1*2 00 | 1*8 00 | 1*9 0.0 1*9 0.0
1*1 145m | 2*¥3 0.0 [2*¥12 0.0 | 2*12 0.0 | 2*12 0.0

77

Cizelge 4.8.’in devami arkada



BULGULAR VE TARTISMA G.E. VURAL

Cizelge 4.8."in devami,
R Ortamlari (1-R. 2-Mod-R)*Mod-C Ortamlan (1—12) interaksiyonlarl
Anter Geligimi Anter Embriyo Bitkicik Aklimatize
(%) Kallusu (adet) (adet) Bitki (adet)
(%) /100 anter | /100 anter /100 anter
2*%6 93.5a 2% 9.0 |1*12 21.0| 1*12 2.0| 1*12 1.0
2*4 89.0ab | 1*6 5.5 [2*11 1.0 | 1*2 0.0 1*2 0.0
1*6 86.0ab | I*5 50 | 1*1 1.0 | 1*3 0.0 1*3 0.0
2%8 80.0bc | 2*8¢ 45 | 1*2 0.0 | 1*4 0.0 1*4 0.0
2%7 78.0b-d | 1*9 40 | 1*4 0.0 | 1*5 0.0 1*5 0.0
2*1 77.0b-e | 2*1 40 [ 1*6 00 | 1*6 0.0 1*6 0.0
2%12 76.0b-e | 2¥*9 35 [ 1*7 0.0 | 2*1 00| 2*] 0.0
2*9 76.0b-e | 2¥4 35 [ 2*1 0.0 | 2*2 00| 2*2 0.0
2*5 700cf | 1*4 25 | 2*2 0.0 | 2*¥3 0.0 2%3 0.0
1*8 69.0c-f | 1*8 25 | 2*3 00 | 2*4 00| 2*4 0.0
2*11 66.0d-g | 1*12 25 | 2*4 0.0 | 2*5 0.0 2%*5 0.0
1*5 66.0d-g [2*¥12 25 | 2*¥5 00| 2*6 0.0| 2%6 0.0
1*7 65.5d-g | 1*11 2.0 | 2*6 0.0 | 2*7 0.0| 2%7 0.0
1*9 64.0e-g | 2*7 2.0 | 2*¥7 0.0 | 2*8 0.0 2*8 0.0
1*4 625fg |2*11 2.0 | 2*8 00 | 2*9 00| 2%9 0.0
2%2 605fg | 1*7 1.5 | 2*1 00 | 2*1 00| 2% 0.0
2%3 555¢ 2*¥3 1.0 | 1*9 0.0 | 2*11 0.0 2*11 0.0
1*12 55.0¢g 2*5 1.0 [ 2*9 00 | 1*1 0.0 1*1 0.0
1*1 41.0h 2%2 05 [ 1*5 00 | 1*7 0.0 1*7 0.0
1*11 390l | 2*1 0.0 |1*11 0.0 | 1*8 0.0 1*8 0.0
1*3 355 1*1 0.0 | 1*1 0.0 | 1*1 0.0 1*1 0.0
1*2 29.0hy | 1*3 0.0 | 1*3 0.0 | 1*11 0.0| 1*11 0.0
1*1 26.5 4 *2 00 | 1*8 0.0 | 1*9 0.0 1*9 0.0
2*] 18.0 j 1*1 0.0 |2*12 0.0 [ 2*12 0.0| 2*12 0.0
Genotip* C Ortami*R Ortamn Interaksiyonlar1 (Bu interaksiyonlarin
ortalamalan Cizelge 4.9.’da ayrica verilmistir)
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Cizelge 4.8.’e goére genotiplerin ve genotip*R ortamlar interaksiyonlarinin
incelenen ozelliklerin higbirisi {izerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
olusturmadifr belirlenmistir. Mod-C ortamlar1 genotip ve R ortamlarindan bagimsiz
sekilde anter gelisimi tizerinde p< 0.001 ve anter kallusu iizerinde p< 0.01 diizeyinde
istatistiksel yénden anlamli sonuglar ortaya koyarken embriyo ve bitkicik olusumu
lizerinde ise anlaml bir fark olusturmamistir. Mod-C ortamlarindan 6.ortam anter
geligsimi (% 89.8) ve anter kallusu (%7.3) agisindan istatistiksel olarak olduk¢a anlaml
farkhihiklar olugturmustur.

R ortamlarmdan Mod-R ortam (%69.9) klasik R ortamina (%53.2) gére anter
gelisimi yoniinden daha basanli bulunmustur. R ortamlan genotip ve Mod-C
ortamlarindan bagimsiz olarak sadece anter gelisimi yéniinden p < 0.0001 diizeyinde
farkhilik ortaya koymustur. R ortamlart Genotip*Mod-C (p < 0.001) ve Mod-C*R
ortamlarmdan olusan (p < 0.001) ikili ve Genotip*Mod-C*R ortamlar (p < 0.01) ucli
interaksiyonlar1 sadece anter gelisimi {izerinde istatistiksel agidan anlamh (p <0.001 veya
p <0.01 diizeyinde) farkliliklar meydana getirirken, diger incelenen dzellikler acisindan
ise fark olugturmamstir (Cizelge 4.8.). Bununla birlikte sonbahar déneminde yapilan s1vi
anter kiiltlirii denemeleri {izerinde genotip*Mod-C*R ortamlan seklindeki gl
interaksiyonlarin her bir gézlem parametresi iizerinde olusturdugu ortalamalar Cizelge
4.9’da ayrica verilmistir.

Cizelge 4.9. Sonbahar dénemi sivi anter kiiltiirleri sonuclarma ait 3°lii interaksiyon
(genotip*C ortam1*R ortami) ortalamalar

Incelenen Ozellik

Ty T
Ort. (%) (% /100 anter anter /100 anter
No R M]gd- R Mod- R Mod- Mod- R Mod-

1(K) |15 T 14 T
2 |24 qr 81 af
3 |25 qr 56 j-n
4 |69 e-k 84 a-e
5 |47 lp 64  fl
6

7

8

93 ab 97 a

All7 58 1m 84 ae
68 e-k 83 a-e
9 73 d-j 76 ¢
10 |47 I-p 81 af
11 |46 I-p 70 e
12 | 59 h-1 80 a-g
1(K) |38 n-q 22 g
34 0-q 40 m-q
46 I-p 55 j=n
56 jn 94  a-c
85 a-¢ 76 cA
77 b-h 90 a-d 1
Anamur

70 e 77  b-h
35 jn 76 ¢
35 0-q 73 d4
32 p-r 62 gl
12 [ 51 k-0 72 d-

2
3

4

5

6

7 173 a5 72 dy
8

9

10

11

== O NWNWOeoOoODOoOOOC|RWOARAN == UmoCooD
w»—-u-h-h-—w—-ho-—oNwmwu.mu.—wmocw
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C OO0 OO0 DO DD OOD ]
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Cizelge 4.9.’a gore (iglii interaksiyonlar varyans analiz tablosundan (Cizelge 4.8.)
da gortildiigii gibi anter gelisimi haricinde higbir dzellik yoniinden 6nemli bir farklilik
olugsmamigtir. Ancak genotipler arasinda anter gelisimi yoniinden de fark olusmamustir.
Al117*Mod-6C*Mod-6R interaksiyonu anter gelisimi yoniinden en yiiksek ortalamayi (%
97) olusturmustur. 100 anter bagina elde edilen en yiiksek ve aslinda neredeyse tek
embriyo olusumu (42 adet embriyo/100 anter), bitkicik (4 adet bitkicik/100 anter) ve
aklimatize bitki (2 adet aklimatize bitki/100 anter) olusumu A117*Mod-12C*klasik R
ortami kombinasyonunda meydana gelmistir. Bu ortamda olugan bazi tepki ve emriyolar
Sekil 4.14. te verilmistir.

Sekil 4.14. Siv1 kiiltiirlerde en bagarili embriyo veriminin elde edildigi A117 genotipinin
12 nolu Mod-C ortamindan sonra Mod-R ortaminda kiiltiire alman anterlerdeki farkli
gelisim agsamalarindaki embriyolar
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Sonbahar dénemi siv1 anter kiiltiirii denemelerinde genotipler bazinda olusan
toplam embriyo, bitkicik ve aklimatize edilen bitki sayilar1 Cizelge 4.10. da ve Sekil 4.15.

te verilmistir.

Cizelge 4.10. Sonbahar dénemi sivi1 anter kiiltiirlerinde elde edilen toplam embriyo,
bitkicik ve aklimatize edilen bitki sayilan

Kiiltiire Embriyo Bitkicik Akll;liltllzit 1ze
X Alman Sayisi Sayis1
Genotip Sayisi
sl Mod- Mod-
Sayis1 R Mod-R | R R R R
All17 2.400 44 0 4 0 2 0
Anamur 2.400 0 2 0 0 0 0
Toplam 4.800 44 2 4 0 2 0
Genel Toplam 4.800 46 2
® A117 Embriyo A117 Bitkicik
45 42A
w40
3
S 3
S 10
% 20
=
g 15
S
_E 5 1A 4a
A, K
1 3 5 6 7 8 9 0 1 12
Mod-C Ortamlan

Sekil 4.15. Sonbahar dénemi sivi anter kiiltiirlerinde A117 genotipinden elde edilen

toplam embriyo ve bitkicik sayilari

Cizelge 4.10. ve Sekil 4.15te goriildiigii gibi siv1 kiiltiirlerde ¢ok fazla embriyo
ve bitkicik olusmamugtir. Ancak bu s1vi kiiltiir ¢alismasi, literatiirde heniiz ele almmamus
bir konu olan patlicanda siv1 anter kiiltiirii i¢in bir 6n ¢alisma niteligindedir. Ayrica izole
edilmis mikrospor kiiltiirleri de siv1 kiiltiirde yiriitiildiigii i¢in bu ¢aligmadaki bulgular,
bu konuda yapilacak galigmalar igin farkli bir fikir verebilir. Ozellikle S12 ortam
etrafinda maltoz ve AgNOs n farkli dozlarimin denenmesi ile elde edilebilecek embriyo
ve bitkicik sayisim arttirmak miimkiin olabilir.
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda pathicanda (Solanum melongena L.) etkin bir sekilde haploid
embriyo ve bitkicik elde etme verimini arttirmaya yonelik protokol gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla kat1 ve siv1 anter kiiltiirleri ile shed-mikrospor kiiltiiriiniin
etkinlikleri kiyaslanmistir. Gergeklestirilen kapsamli anter kiiltiirti denemeleri iki
yetistiricilik sezonunda (ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde) yapilmas olup, ilk denemeler
ilkbahar déneminde kurulmus, bu denemelerin bulgular 1s131nda sonbahar denemelerine
yon verilmistir. Ilkbahar ve sonbahar denemelerinde farkli genotipler, farkli besin ortami
tiplerinde olusturulan farkl1 Mod-C ve Mod-R ortamlarinda karsilagtirilmis ve genotiplere
ait anterlerin besin ortamlarina verdikleri tepkiler gerek sezon, gerekse ortam tipleri ve
gerekse modifiye ortamlar bazinda aragtirilmistir. Tez cahsmasinda kurulan tiim
denemelere ait genel sonuglar asagida 6zetlenmistir:

e Ilkbahar déneminde kati, stvi ve gift-fazli (shed-mikrospor) ortam tipinin her
birisinde A117 F1, Anamur F: ve Darko F: patlican gesitlerine ait toplam 10.800
anter 12 farkli besin ortaminda kiiltiire ahnmistir. Bunlardan sivi ve shed-
mikrospor kiiltiirlerinden embriyo elde edilemezken, sadece kat1 ortamda kiiltiire
alinan 3.600 anterden 64 embriyo, 45 bitkicik ve 45 adet aklimatize bitki elde
edilmistir.

e [lkbahar denemeleri arasindaki shed-mikrospor kiiltiiriinde, anter gelisimi dahil
higbir gelisim goriilmedigi i¢in shed-mikrospor kiiltiiriine sonbahar déneminde
yer verilmemistir. Ancak bundan sonra yapilabilecek shed-mikrospor ¢alismalar
i¢in 6ncelikle aktif komiirtin bu ¢aligmada oldugu gibi sivi faz ortaminda degil,
sadece kat1 faz ortaminda ve farkhi konsantrasyonlarda kullanilmas: ile
inkiibasyon sartlarinda optimizasyon yapilmasi 6nerilmektedir.

e llkbahar denemelerinde ayrica sivi kiiltiir denemelerinde aktif komiirlii besin
ortamlarinda anterlerde herhangi bir gelisim olmamasi, buna karsihk aktif
koémiirsiiz bazi besin ortamlarinda anterlerin canhilik ve saglikli renklerini
korumasi nedeniyle sonbahardaki sivi kiiltiir denemelerinin aktif komiirsiiz olarak
kurulmasina karar verilmistir. Cinkii bu ¢aligmada kullanilan 1 mg/L
konsantrasyondaki aktif kémiiriin s1v1 besin ortamlarinda patlican anter gelisimini
durdurdugu ve gelisimi olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, pathicanda bundan sonra yapilabilecek sivi anter kiiltiirii ¢alismalarinda
aktif komiiriin 1g/L’den daha diigiik miktarlarda kullamlarak yapilacak ortam
optimizasyonunun, embriyo olusumu ve Kalitesi ilizerine olumlu etkide
bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

e llkbahar dénemindeki sivi ve kati ortam denemelerinde maltozun kullanildig:
besin ortamlarinda anterlerin gelisimi ve canliliklar lizerinde olumlu farkliliklar
g6zlemlendigi igin sonbahar denemelerinde, ilkbahar denemelerinde kullanilan
maltoz dozundan daha diisiik ve daha yiiksek dozlarin da kullamilmasina karar
verilmistir.

e Sonbahar doneminde A117 F1 ve Anamur F patlican ¢esitlerinin her birisi igin 24
kat1 ve 12 siv1 anter kiiltiiri ortaminda toplam 14.400 anter kiiltiire alinmustir.
Bunlardan kat1 ortamlardaki kiiltiirlerden siv1 ortamdaki kiiltiirlere gére ¢ok daha
fazla basar1 saglanmigtir. Kati ortamlarda kiiltiire alinan iki ¢eside ait 9.600
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anterden toplam 3.543 embriyo, 1.604 bitkicik ve 1.445 adet aklimatize bitki elde
edilmigtir. Siv1 anter kiiltiirii denemelerinden ise 46 embriyo, 4 bitkicik ve 2
aklimatize bitki elde edilmistir.

e Calismadaki en yiiksek embriyo ile bitkicik verimleri ve dolayisiyla aklimatize
bitki verimi; ortam tiplerinden kati besin ortamlarinda, genotipler arasindan A117
Fi ¢esidinde ve besin ortamlar1 arasindan 24. Mod-C ortaminda gergeklesmistir.
24. Mod-C ortaminda ilk 12 giin kiiltiire alindiktan sonra rejenerasyon ortamina
aktarilan anterlerden klasik rejenerasyon ortami olan R ortamina aktarilanlardan
100 anter bagina elde edilen en yiiksek embriyo sayis1 A117 genotipinde 320
embriyo/100 anter, modifiye rejenerasyon ortami olan Mod-R ortamina
aktarilanlardan ise 260 embriyo/100 anter elde edilmistir. Bilindigi kadari ile bu
sonuglar patlican anter kiltiirlerinde simdiye kadar elde edilen tiim embriyo
verimlerinden daha yiiksektir. En bagarili ortam olarak belitrlenen 24 nolu Mod-C
ortamm MS + 90 g/L maltoz + 5 mg/L 2,4-D + 5 mg/L Kinetin + 10 mg/L AgNOs
+ 1 g/L aktif komiirden olusturulmustur.

o Ozellikle sonbahar denemelerinde elde edilen yiiksek embriyo ve bitkicik
verimindeki basarmin en 6nemli kaynaklarindan birisi, besin ortami igerisinde
karbon kaynag1 olarak yer verilen maltozun varlii ve artan dozudur. Ciinkii
maltoz dozu arttik¢a embriyo ve bitkicik verimi de artmistir. Hatta bu ¢alismada
kullamlan ve en yiksek verimin alindig1 90 g/L maltoz oraninin bile optimize
edilerek, embriyo ve bitkicikk olusumunun daha da arttirilabilecegi
diistiniilmektedir.

e 24 numarali Mod-C besin ortaminin bagarii sonu¢ vermesinin ana sebebi;
maltozun uygun dozunun kullamlmig olmasi ile birlikte, bu maltozlu ortama aktif
komiir ve AgNOs 1n yine uygun dozlarda birlikte ilave edilmis olmasidir. Ciinkii
yapilan farkli ortam denemelerinde, ortamda maltoz bulunsa bile maltozun sadece
AgNOQOs veya sadece aktif komiir ile birlikte kullamildigi ortamlarin, 24. ortamin
bagarisim yakalamaktan uzak olduklari tespit edilmistir. Dolayisiyla, 6zellikle
kat1 ortam tipinde; maltoz, aktif komiir ve AgNOs i uygun dozlarda kullanlmast,
embriyo ve bitkicik olusumu tizerine olumlu sinerjistik etkide bulundugu
sonucunu ortaya koymaktadir. Bu etki sayesinde patlican anter kiiltiirtinde
embriyo verimi 320 embriyo / 100 anter oranina kadar yiikseltilmistir.

e Son yillarda pathcan dahil farkhh bitki tiirlerinde yapilan androgenesis
calismalarinda; ¢esitli genotiplerde yiiksek oranlarda embriyolar elde
edilebilmesine ragmen, olusan embriyolarin genellikle kalitesinin diisiik ve
anormal embriyo orammnin yiiksek olmasi ile embriyolarin bitkiye
doniistiirilmesinde yasanan sikintilar nedeniyle, bu embriyolarin saglikh sekilde
bitkiye doniigtiiriilmesine yonelik ¢oziimler aranmaktadir. Dolayisiyla patlican
androgenesis ¢alismalar1 i¢in de indiiksiyon ortamlar1 kadar rejenerasyon
ortamlarinin da optimize edilmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada hem indiiksiyon
hem de rejenerasyon ortamlarinda optimizasyon yapilmis ve basarili sonuglar
alinmistir. Bundan sonra yapilacak g¢aligmalarda; indiikksiyon ortaminin sabit
tutularak, rejenenerasyon ortamlarinda yapilacak gesitlendirmeler ile de yeni
optimizasyonlarin yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bu ¢aligma ile pathicanda ilk defa sivi anter kiiltiirii denemelerinden embriyo,
bitkicik ve aklimatize bitki elde edilmistir. Kat1 kiiltiirlere oranla, siv1 kiiltiirlerde
her ne kadar fazla sayida embriyo ve bitkicik olusmamis olsa da, bu siv1 kiiltiir
calismasi literatiirde heniiz ele alinmams bir konu olan pathicanda sivi anter
kuiltiirii igin bir 6n caligma niteligindedir. Ayrica izole edilmis mikrospor
kiiltiirleri de s1v1 kiiltiirde yiirtitildiigii icin bu ¢alismadaki bulgular, bu konuda
yapilacak ¢alismalar i¢in farkli fikirler verebilir. Ozellikle s1vi 12. Mod-C ortami
etrafinda maltoz ve AgNOs 1n farkli dozlarinin optimizasyonu ile daha yiiksek
oranda embriyo ve bitkicik verimi saglanabilir. Yine optimizasyon konusunda
ileride yapilabilecek sivi anter kiiltiirlerine fikir vermesi agisindan, siv1 besin
ortamlarimin  anter canlih@im olumlu yénde etkilediginin g6zlemlendigini
belirtmekte fayda goriilmektedir. Bu gézlemden hareketle, Mod-C ortaminda sivi
ortam tipini kullanarak saglikli gelisimleri saglanan anterlerin, R ortamina
transferinde kati1 ortam tipi kullamminin etkinligi aragtirilabilir. Ayrica, siv1
kiilttirlerin bir¢ok faydas1 olmakla birlikte, doku kiiltiirii ¢aligmalarinda maliyeti
arttiran agar kullammina olan ihtiyaci ortadan kaldirmasi nedeniyle de sivi
kiiltiirlerin yaygimlagtinlmasi énemli olabilir,

Pathcan anter kiiltiirii ¢alismalarinda anterden kallus gelisimi miimkiinse
istenmez ve direkt embriyogenesis tercih edilir. Bu ¢alismada ortaya konulan
anter kallusu sonuglari, kullanmilan Mod-C ve R ortamlarinin etkilerini ortaya
koymak agisindan dnemlidir. Ayrica patlicanda yapilan izole edilmis mikrospor
kiiltiirli ¢alismalarinda simdiye kadar heniiz direkt yolla embriyogenesis elde
edilememistir. Bu ¢alismalarda DH patlican bitkilerini elde edebilmek igin ilk
etapta kallogenesis ve ardindan organogenesis ile rejenere bitkiler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda belirlenen en yiiksek anter kallusu
olusturan ortam bilesenleri, patlicanda yapilabilecek izole edilmis mikrospor
kiiltiirleri igin embriyojenik anter kallusu elde etme konusunda yol gdsterici
olabilir.
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