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Patlicanda anter kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde
etme iizerinde calasilmistar. De§isik patlican genotiple;inde
besin ortamina katilan seker,aktif karbon, biiylimeyi
dizenleyicilerin etkileri arastaralmistair. Ayraca anterlere,‘
kiiltiire almadan &énce yapilan sofuk uygulamalari ve kiiltiiriin
ilk devresinde yapilan saicak uygulamalara ile donér
bitkilerin yetisme kosullarinin etkileri de arastairilmaistar.

Yapilan sitolojik incelemelerde anter kiiltirii ic¢in en



elverigsli gelisme déneminin birinci polen mitozundan hemen
6nceki dénem oldudu belirlenmis, bu dénemdeki tomurcuklarda
ta¢ ‘yapraklarin seviyesinin g¢anak yapraklarin birlesme
noktasinda bulundudu, anter renginin ise yesilimsi sar:z
renkte oldudu gbzlenmistir.

Patlicanda androgenesis olayinin genotiple yakin bir
iliski ic¢inde oldugu goériilmistiir.Denemelerde yer alan
cesitler icerisinde Halep Karasi ve Baluroi F] c¢esitlerinden
haploid bitki elde edilmisg, Prelane Fj1 ve Kemér ¢gesitlerinde
de embriyolar clusmus ancak bitkiye déniisim
gérgeklesmemistir. Dider g¢esitlerden (Dourga, Pala, Adana
Topadi, Seytan, Black Beauty, Marfa Fj3, Fabina Fj1, Galine
F1) haploid embriyo veya bitki elde edilememi$tir.

" 11k dikim ortami olarak %12 oraninda sakkaroz, 5mg/1
Kinetin ve 5 mg/l 2,4-D katilan ve bilesimi Chambonnet
(1985) 'e gbre hazirlanan ortam en 1iyi sonucu vermistir.
Aktif komlirlin wve kiiltlir Oncesi tomurcuklara soduk
uygulamasinin olumlu etkisi olmamis; en iyi sonu¢ dikimi
izleyen ilk 8 gilin karanlaikta ve +350C sicaklikta tutulan
anterlerden elde edilmistir.

.Dondér bitkilerin kisa gilin wve dlisiik sicaklik
kosullarinda yetistirilmesi androgenesisi uyarici bir etki
yvapmamigtir, Hapleoid Dbitkiler; ilkbahar veya vyaz
baslangicinda ¢igeklenmenin 1ilk d&nemlerinde alinan
tomurguklardan elde edilmistir.

Calismanin dedisik asamalarinda toplam 22 adet embriyo
ve 13 adet haploid bitki elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Patliban, Solanum melongena L., angér
kiiltlrd, androéénesis, hormonlar,
sef;r, aktif/iémﬁr, genotip, sxzcaklik
soklari, dondr bitki.
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On the obtention of haploid plants by anthé? culture
in eggplant was studied. Effects of sugar, active charcoal
and plant growth regulators as well as cold shock traitments
pefore culture and high temperature shock treatments after
culture and the effects of growing conditions of donor
plants were investigated.

In cytological investigation, the most available
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development‘period for anther culture was found as the just
previous period of 1St polen mitosis. The petal levels of
thé‘buds in this period was found as the level of sepals and
the color of anther was observed as greenish yellow.

A relationship between androgenesis and genotype in
eggplants haploid piants could be obtained from Halep Karasi
and Baluroi F1 experimental cultivars only embrioids occured
in Prelane F1 and Kemer cultivars, but not plants. No
hapleid embryos or plants could be obtained from the other
cultivars (Dourga, Pala, Adana Topadi, Seytan, Black Beauty,
Marfa F1, Fabina F71, Galine Fj).

The establishment medium prepared as 12 % saccarose, 5
mg/l~Kinetin and 5 mg/l 2,4-D according ,to Chambonnet
(1985) gave the Dbest results. There wasn't a positive
effect of active charcoal and cold applications to the buds
beforé the cultivation, the best result was obtained from 8
da&s darkngss after the plantation and +35©0C temperature
applied anthers.

The propogation of the donor plants under short day
and low temperature conditions didn't have a stimulative
effect on androgenesis.The haploid plants were obtained from
anthers of the young plants which were grown in spring or
summer time.

In different stages of the research 22 embryos and 13

haploid plants are obtained.

Key Wozrds: Eggplant, Solanum melongena L., anther
culture, androgenesis, hormons,
sugar,active charcoal, genotype, termique

shocks, donor plant.
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Solanaceae familyasina giren patlican (Solanum
melongena L.), iretim alani ve miktari bakimindan lilkemiz
tarim potansiyelinde &nemli "yeri olan bir tilrdiir.

+ Yillik patlican iiretim miktarimiz 730.000 ton'la
toplam sebze iretiminin % 5'ini karsilamakta
(Anonymous,1988); liretim alani bakimindan ise 44.000
ha'lik alanla toplam sebze +iretim alaninin %0,3'ini
kaplamaktadir (Anonymous,1989). Gerek taze olarak, gerekse
konserveye islenerek veya kurutularak degerlendirilen ve
Tirk mutfaginda cok c¢esitli kullanim sekilleriyle &zel bir
yeri olan patlicanan Uretimi yallar igerisinde artais
gbstermektedir.

Son vyaillarda {ilkemizde vyetistirilen patlican
cesitlerinin bir bélimii, Ortid altinda yetistirilenlerin ise
tﬁmﬁne yaklnl yurt daisindan doviz karsiligi satin alanan Fj
hibrit cesitlerdir. Yerli cesitlerimizin hemen hicbiri diisiik
sicaklik kosullarinda meyve tutma 6zelligine sahip dedildir.
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nde yapilan bir
caligsmada, yerli c¢esitlerimizde kis aylarainda serada
¢cimlenme yetenedinde canli polen meydana gelme orani ¢ok
disiik bulunmus; gece minimum sicaklidainain sera ig¢inde
130C'ye ulastidar Mart ayinin sonundan itibaren ¢imlenme
yetenedinde <canli ¢igek tozlarainain orani artmaya
baslamaistir. Gerek yerli c¢esitlerimizin hastaliklara
dayanikla hale getirilmesi, gerekse diisik sicakliklarda
meyve tutma orani yliksek vyeni jéesitlerin elde edilerek

disariya bagaimliliktan kurtulunmasi igin islah
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calaismalarainin baslatilmasi ve hizlandirilmasi gerek-
mektedir. '

Islah c¢alaismalarinda hizli ve glivenilir sonuglaran
alinabilmesi 1i¢in teknolojik gelisimlerden ve yeni
ydéntemlerden yararlanilmasi-zorunlu hale gelmistir. Cagimiza
démga51n1 vuran ve tiim biyolojik konularda genis olanaklar
sunan biyoteknolojinin 6nemli dallarindan birisi olan bitki
doku kiultlird teknikleri, bitki vyetistiricileri ve
i1slahgilaraina biylik kolayliklar saglamaktadir.

Calismamizda degisik patlican genotiplerinde anter
kiiltiirli yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesinde, polen
embriyosu olusumunu artirmak Uzere bazi uygulamalaran
etkilerini belirlemek ve haploid bitki olusum oranina
yiksetmek amag¢lanmistar.
| Elde edilen sonuglarin gelistirilerek yeni cesitlerin
eldesinde kullanildigini gdrmek bizim i¢in mutluluk kaynad:

olacaktar.



vii

TESEKKUR

Hizla gelisen doku kiltird tekniklerinden biri olan ve
sebze aslahi ag¢isindan bilylik 6nem tasaiyan anter kiiltiri
konusunda beni callsmaya y6nlendiren Sayan hocam
Prof.Dr.Kazim ABAK'a (C.U.Z.F.Bahce Bitkileri B&liimii, Adana)
calismalarimin her asamasinda gdstermis oldugu yakin ilgi ve
¢ok dederli katkilari icin tegekkiirlerimi sunaraim.

Bir, bolimi Adana'da yliriitiilen ¢alismanain
gerceklestirilmesinde anlayis ve katkilaraini gdrdiigliim Sayan
hocam Prof.Dr.Mahmut AYFER'e (A.U.Z.F.Bahce Bitkileri BOliimii
Baskani, Ankara); tez calismalarim sliresince yapici &neri ve
dederli katkilaraindan vyararlandaigaim Sayin hocam
Prof.Dr.Y.Sabit AGBAOGLU'na (A.U.Z.F.Dekan Yardamcisa,

~Ankara) tezimin yazimi ve dederlendirilmesi asamasinda

degerli gSriislerinden yvararlandaidim Sayin hocam
Prof.Dr.Atila GUNAY'a (A.U.Z.F.Bahge Bitkileri B&liimi,
Ankara) tesekkiir ederim.

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
B6limli'nde bitkilerin vyetistirilmesi ve denemelerin
kurulmasi asamasinda Bolimiin sera ve laboratuvarlarainda
caligma olanadi saflayan Sayin hocam Prof.Dr.Nurettin
KASKA'ya (C.U.z.F.Bahge Bitkileri Boliimii Baskani, Adana);

Calismanin bir kaismini olusturan sitolojik g®zlemler
ve fotograflarin ¢ekilmesinde yardimci olan dederli
arkadasim Ar.G6r.Uz.Birhan MARASALI'ya (A.U0.Z.F.Bahce
Bitkileri BO6limii, Ankara), Ar.Gdr.Uz.Cafer S.SEVIMAY'a
(A.U.2.F.Tarla Bitkileri B&liumii, Ankara), Y.Do¢.Dr.Ziya
OzCAN'a (A.U.Veteriner Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji



viii

Anabilim Dali, Ankara) ve Ar.Gdr.Uz.Nurhan BAKAR'’a (A.U.Fen
Fakiiltesi, Biyoloji BOlimii, Ankarz);

Tezimde yer alan grafiklerin hazirlanmasi ve basaiminda
yardimcai olan Sayin Nurettin ELLIALTIOSLU (T.C.Ziraat
Bankasi Genel Mdl., Menkul Dederler Miidlrldgii, Md.Y¥Yrd.,
Ankara) ve dederli personeline;

Laboratuvar c¢alismalarim sirasinda yardamci olan
Laborant Handan KIRBAS'a (.0.2.F.Bahgce Bitkileri
BS1lumii, Ankara) ; tezimin yazimi gergeklestiren Sengiil UYGUN'a
(C.U.2.F.Bahce Bitkileri B&liimii, 2Zdana);

Ayrica tez c¢alismam siliresince bana yardimcai olan,
bilgileri ve o®nerileri ile destekxleyen Ankara Universitesi
ve Cukurova Universitesi Bahce Zitkileri Bo&liimii'ndeki tiim
hocalarima ve c¢alaisma arkadaslarima; bu tezi mali yénden
destekleyen TUBITAK Jarim ve Ormancilik Arastirma Grubu'na
ve "NATO-TR Science for Stability” programi'na; maddi ve
manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen dederli annem

ve babama tesekklir ederim.

Ekim, 1991 Sebnem KARAKULLUKCU



ix

SIMGELER
it : mikron
N : Normalite we

mg/l : miligram / litre

g/l : gram/litre

KISALTMALAR

2,4-D 2,4-Dichlorophencxyaceticacid
IAA Indol asetik asit
NAA : Naftalen asetik asit
BAP Benzil amino purin
MS Murashige ve Skoog
Kin Kinetin

Zea Zeatin

ABA Absizik asit

Dour. Dourga

Bal Baluroi Fj

Gal Galine F31

Fab. Fabina Fj

Mar Marfa Fi

Pre. Prelane Fj

H.K. Halep Karasi

A.T Adana Topagi

B.Y. Birecik Yerlisi -
B.B. Black Beauﬁy



Embriyo 01.0r.
Bitki Ol. Or.
E.S.
E.O.
B.S.
B.O.
Sak.

A. Komir

Embriyo olusum orani
Bitki olusum orani
Embriyo sayisi
Embriyo olusum orani
Bitki sayisz

Bitki olusum orani
Sakkaroz

Aktif KOmir



W

A bW N

1
2
2
2
2
2
2
2.
3
3
3
3
3
3
3

xi

ICINDEKILER

KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI .......

Fizyolojik ELMENLET .« vttt
Anterlerin Alinma ZamMaNLl......occeesssonsanas
On Uygulamalar . ..iiuneennnnneennrnneennns
Besin Ortaminin Yapisi ve Bilesimi .........
Fiziksel Etmenler ve Inkiibasyon Kosullarai...

Genotip Etkisi ... i e et i

MATERYAL VE METOD. . ... ..ttt ttnnnronens

1.
.2,
2.1
2.2
2.3
.2.3

.2.3

3.2.3

w Ww w w w w

.2.4.

Materyal ...........c.cictiiitiiiiitieiiiiennnn..
1= oo o
. Bitkilerin yetistirilmesi..................
. Cigek tomurcuklarinin gruplandirilmaszi.....
. Sitolojik yOntemler...... ..ottt innnennnn.
.1. Mikrospor gelisme ddnemlerinin
belirlenmesi ........ciiiurneeentiennnnnnn
.2. KBk ucunda krXOmOZOM SABYIML. .t v veeueonnnas

.3. Incelemelerin yapilmasi ve fotograflarin

. Kiltir kosullaril ....... .ot imtnennenen

1
1.1
4.1.2. Anterlerin cikarilmasi ve dikim .......
1.3
1.4

Haploid bitkilerin dis -sartlara alis-

Rol U I 417 -

13
14
18
26
29
32
32
33
33
35
37

37
39

39
40
40
40
43
45

46



Savfa
.2.4.1.5. Deferlendirme...... ...ttt eenonnnn . 46
2.4.2. Deneme gruplarainda yapilan farkla
UYgUlamalar .. ..ci ittt e e e e 48
2.4,2.1. I.Deneme'‘de yapaildan uygulamalar........ 48
.2.4.2.2. 1II. Deneme'de yapilan uygulamalar...... 49
2.4.2.3. I1I. beneme'de yapilan uygulamalar..... 49
2.4.2.4, IV, Deneme'de yapilan uygulamalar ..... 50
2.4.2.5..V. Deneme'de yapilan uygulamalar ...... 50
2.4.2.6. VI. Deneme'de yapilan uygulamalar...... 51
2.4.2,7. VII. Deneme'de yapilan uygulamalar .... 52
2.4.2.8. VITII. Deneme'de yapilan uygulamalar.... 53
cSONUGLAR . t st v v et v v tn s snsoosnosnsssonsseenneas 56
1. Mikrospor Gelisme D&nemlerinin Belirlenmesi.. 56
2., I. Deneme Sonuglarli .........cieenenenneeenn 63
.3. II. Deneme SONUGLATL ...... ittt ieennneenss 67
4, III. Deneme SonuClarl . .....'eeeoneneeeonnns 73
5. IV. Deneme SONUGLarl ... ..t iictreenneoenaness 76
.6. V. Deneme SONUClarl .....vuveeenneesennnsa ... 78
T7~VI. Deneme SONUCLardl. .. v. ittt reeneenoneneens 82
.8. VII. Deneme SONUGLETI..... vt neeennnnenns 85
8. VIII. Deneme SONUGCLardl.....vveeeernesesoeeenn 95
B 0 104
KAYNAKLAR . ttvvvnnnnnnennannnnnn. [ 119



1. Giris

Bitkilerden ayralan organ, doku, hilicre wveya FLiicre
kisimlarinin steril kosullarda, yapay besin ortamlar:-nda
yetistirilmesi, gelistirilmesi wve yeni Dbitkilere
ddniistiriilmesi islemine bitki doku kiltiirleri ada
verilmektedir.

i1k c¢alismalara XIX. yilizyilin sonlarina rastlzyan
tarihlerdg botanik¢ciler tarafindan bitkisel dokularda
yapilan doku kiiltlirleri, giliniimiize kadar o6nemli gelismesler
kaydetmis ve birgok bitki tilirlinde c¢ofaltim ve islah amaciyla
pratik olarak kullanilmaya baslamistir.

Doku kiiltilirlerinin sagladigi gelismelerden bir b&_umii
de anter kiiltliri sayesinde gergeklesmistir. Anter kiilziird
esas olarak, ic¢erisinde olgunlasmamis ¢igcek tcalarina
(mikrospor) bulunduran anterlerin tomurcuklardan i:zole
edilerek in vitro kosullarda yapay besin ortamlzrina
alinmasi ve burada olgunlasmamis Qiqek tozlaraindan haploid
embriyolar elde edilmesi olayina verilen isimdir.

Bazi kimyasal maddeler yardimiyla kromozom sa§151 iki
katina ¢ikaralabilen ve bir generasyon sonunda % 100
homozigot bitki hatlarinin elde edilmesini saglayan haploid
bitkiler bircok amaca hizmet etmektedirler. Bunlardan
- bazilarini sdylece Szetlemek mimkiindiir:

* Seleksiyon aslahinda: Yetistiriciligi yap:-lan
karisik cesitler veya populasyonlar kisa slirede
saflastirilabilmektedir. Elde edilen saf hatlar arazi
kosullarinda dedisik lokasyonlarda denenerek birkac y:lda
ilging 6zellikleri olan adaptasyon yetenedi genis gesi:tler

gelistirebilmektedir.



* Melezleme islahinda: Baslangi¢ melezlemesinden sonra
acilim generasyonlarainda homozigotlastirma ic¢in gerekli 6-7
generasyonluk siire, bir generasyona indirilebilmektedir. Bu
yolla kombinasyon 1islahi siiresini 12-13 yildan 5-6 yila
indirmek olasidir (Abak, 1986).

| * Mutasyon a1slahainda: BHaploid bitkilerde veya
hiicrelerde ortaya ¢ikan mutasyonlar, bu bitkilerin
kolaylikla diploidlestirilebilmesi wve homozigot hale
getirilmesi nedeniyle yveni cesitlerin haizla
gelistirilmesinde kullanilabilmektedir. Haploid hiicre
kiiltirid, mutasyonlar ve  hiicre modifikasyonlarinan
incelendigi somatik hiicre genetigi c¢alismalarinda c¢ok
elverisli bir yo6ntemdir (Reinert ve Bajaj, 1977). Ayraica
diploid materyale uygulanan mutagenlerin resesif y&nde
yarattigi mutasyonlar, bu materyalden ¢ekilen haploidler
yardimiyla ilk generasyonda belirlenebilmektedir.

* Fl hibrit glici aslahanda: Bu yéntemle ebeveyn adaya
olabilecek materyalin hazirlanmasi 5-6 generasyondan bir
yila indirilebilmektedir. Ozellikle kendine wuyusmazlik
gbsteren tilirlerde oldugu gibi kendileme ile saf hatlaran
olusturulmasinda gilgliiklerle karsilasildidinda veya dogal
olarak yabanci dollendikleri i¢in kendilenmis saf hatlaran
eldesi wuzun siliren tilrlerde anter kiiltiiri devreye girerek
siireyi kisaltmaktadir (Melchers ve Labib, 1970).

* Hastalaklara dayanakli cesit islahanda: Dayanikli ve
duyarli cesitlerin melezlenmesinden elde edilen bitkilerden
anter kiltiri ile elde edilen haploidler katlanmakta ve bu
hatlarain ¢ok sayida irka mukavemet i ayni anda kontrol

edilebilmektedir (Abak, 1982; Abak, 1985).



Haploid bitkiler ayrica genetik calaismalarda (Pochard
ve Dumas de Vaulx, 1871; Abak ve a?k. 1982) ve
fizyolojik arastirmalarda (Abak, 1983) da ©Onemli
avantajlar sadlamaktadair.

Haploid bitkiler; normal bir bitkide bulunan tim
organlara sahip olan, ancak hiicrelerindeki kromozom sayisa
bakimindan indirgenmis gametlerin yapisini g&steren
bitkilerdir. Hiicreleri diploidlere g&re daha kiiciiktiir.
Boylari daha kisa, yapraklari dar ve kig¢lik olan bu
bitkileriﬁ cicekleri de kiiclik olup polen olusturamadiklari
icin kaisardir (Pochard ve Dumas de Vaulx, 1971).

Haploid bitkilerin dogada kendiliginden olusum yollara
bulunmaktadir. Bunlari 5 grupta toplamak olasidir (Sek.
1.1). |

* Birinci yol, dbéllenme olmaksizin yumurta hiicresinin
zigot gibi Dbo6liinmeye Dbaslayarak Thaploid embriyo
olusturmasidir. Gynogenesis diye adlandairilan bu durumda;
disi ve erkek esey hiicreleri birlesmedigi halde, embriyo
kesesi sekonder c¢ekirdekleri ile polen generatif cekirdegi
birleserek endospermi olustururlar.

* Ikinci yolda yumurta hiicresinin déllenmesinden &nce
cekirde§in inaktif hale gecgerek kaybolmasi s&6z konusudur. Bu
sekilde olusan haploidler, hilicrelerinde sadece erkek gametin
kromozom serisini igermektedirler verbu olaya androgenesis
adi verilmektedir.

* Erkek ve disi esey hiicrelerinin birleserek embriyo
olusumuna katildigai halde, c¢ekirdeksel erimenin meydana
gelmedigi semigami durumunda ana.ve babaya ait sektérlerin

bulundugu kimerali haploid bitkiler olusmaktadar.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Haploid bitkilerin elde edilmesine ydbnelik
calasmalar:n 1ilki 1922 yilinda Blakeslee ve ark.
tarafindan Datura stramoniuym bitkisinde yapilmistir. Bundan
sonra bir yandan ¢igeklere dasgssal uygulamalar yaparak, dider
yandan da haploid esey hilicrelerini bulduran dokulari in
vitro kiiltiire alarak haploid bitki elde etme ¢abalara
sirdiirilmiistiir. Her iki cinsiyete ait gametlerde yliiriitiilen
callsmala;dan, disi gametten haploid bitki elde etmeye
ybnelik olanlar 1960'11 yillarda yogunlasmistir. Aalders’'in
1958 vyilaincaki ¢alismalarainai izleyen birgok arastairmadan
sonra, disi kdkenli ilk haploid bitkiler San Noeum (1976)
tarafindan arpa bitkisinden elde edilmistir. Giiniimlizde
birgcok bitki tilirlinde yumurtalik kiltiiri teknidi yoluyla
haploidi, gelistirilmeye ve 1slah programlarinda
kullanilabilir duruma getirilmeye baslanmistar (Dumas de
Vaulx, 1979; Asselin de Beauville, 1980; Chambonnet
ve Dumas de Vaulx, 1985; Hosenans ve Bossoutrot,
1983; Sauton, 1987).

Disi gametten haploid bitki elde etmeye ydnelik
calismalar Tirkiye'de heniliz olduk¢ca yenidir.Kog¢ (1989),
sitoplazmik erkek kisir bir seker pancari cesidinde, steril
kosullarda izole ettigi 1100 adet dSllenmemis ovul (yumurta
hiicresi) 'den 7 adet haploid bitki elde edebilmistir. Bir
diger calismada iri meyveli kavun cesitleri (Cucumis melo
var. inodurus ve C. melo var. reticulatus) ile karpuzda
(Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.) 1isinlanmis polenlerle

tozlamadan sonra partenogenetik haploid embriyolarin elde



edilmesi ve bunlaran in vitro kosullarda Dbitkiye
dénlistiiriilmesi amaclanmis ve olumlu sonuclar'elde edilmistir
(Giirs6z ve ark., 1991 a ve b). Isainlama yoluyla c¢imlenme
yvetened§i korunan ancak délleme yetenedi engellenen
polenlerin disi organda uyartaimlara yol ag¢tidini, bdylece
embriyo kesesi igerisinde ya diizensiz hiicre yigainlara
(kallus) ya da dogrudan embriyolarin meydana geldigini
belirten arastiraicilar, bu yontemle kavunda 327 adet ve
karpuzda 17 adet haploid bitki elde ettiklerini
bildirmekfedirler.

Erkek gametten haploid bitki elde etme calismalaranin
ilki 1953 yilinda Tulecke adli arastirici tarafindan Ginkgo
biloba bitkisinde gercgeklestirilmistir. Bu 4ilk haploid
dokunun, oléun polen tanelerindeki vegetatif cekirdedin
birbiri ardina bélinmesi sonucunda meydana geldidi
belirlenmistir. Bunun ardindan yine ayni arastairici Taxus
bitkisi polenlerinden de haploid dokular elde etmeyi
basarmistir (Tulecke, 1959).

Torreya nucifera, Ephedra foliata ve Pinus resinosa
bitkilerinde de benzer calismalar vyapilmis (Vasil, 1980),
ancak bu ilk calismalarda sadece haploid doku formuna kadar
ulasilmas bitki olusumu meydana getirilememistir. Yamada ve
ark. (1963) 'nin Tradescantia reflexa bitkisinde yaptiklara
anter kiiltiiri sonucunda, mikrospor ana hﬁcresinden’haploid
dokular izole ettiklerini ilk kez rapor etmelerinden hemen
sonra Guha ve Maheshwari 1964 yilinda Datura innoxia
bitkisinde anter kiiltirii yoluyla embriyo elde etmisler ve
bunlarin orijininin olgunlagmamis polen taneleri oldudunu

belirlemislerdir. 1967 yilinda Bourgin ve Nitsch adl:



arastiraicilarin da tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinde
haploid bitkileri elde etmelerinden sonra kﬁnu ile ilgili
calismalar hizla artmistar.

Anter kiiltiiriinde basariyi etkileyen cok sayida etken
bulunmaktadir. Bunlar; dondr bitkiden kaynaklanan fizyolojik
etmenler, anterlerin alinma zamani, tomurcuklara yapilan &n
uygulamalar, besin ortaminin yapisi ve bilesimi, kiiltir
sirasindaki fiziksel etmenler ve inkililbasyon kosullarai ile

bitkinin genotipik &zellikleri olarak sairalanabilir.
2.1. Fizyolojik Etmenler

Anterlerin alindidi dondr bitkinin ig¢inde bulundugu
fizyolojik durum ve bunu etkileyen cevresel faktdrler, anter
kiizcliriinde basaraiyi etkileyen 6nemli konulardan birisidir.

Mevsimsel farklilaklar bircok bitki tiirlinde anterlerin
gbsterdigi reaksivonlari oOnemli derecede etkilemektedir.
Dunwell ve Sunderland {(1973), farkla mevsimlerde
yetistirilerek ciceklenmeleri sadlanan patates (Solanum
tuberosum L.) bitkilerinde yaptiklari anter kiiltiiriinde;
haziran sonundan itibaren c¢igek acan bitkilerden alainan
anterlerin nisan ve mayis ayinda ¢igeklenen bitkilerden
alinan anterlere gbére daha yilksek oranda embriyo
olusturduklaraini bildirmektedirler. Ayrica daha sicak
dénemde alinan anterlerden olusan embriyolarin fazla sayida
hiicre igerdikleri ve daha biliylik olduklari, yasama
oranlarinin arttigdar da belirtilmektedir. Picard ve De
Buyser (1973) de Dbugday anter killtiirinde mevsimsel
farklilaigdin basara {izerinde etkili rol oynadigana

katilmaktadairlar.



Punwell ve Perry (1973), titln (Nicotiana tabacum)
bitkilerinde c¢iceklenme dbéneminin baslang1c1nda alinan
anterlerin en yilksek androgenik kapasiteye sahip
olduklaraini, ¢igeklenmenin sonuna dodru anter kiiltiiriinde
verimin azaldigini bildirmiglerdir. Arastiricilar bu durumu,
yasli bitkilerde ©6zellikle c¢iceklenmenin son dénemlerinde
kiiglik tomurcuklar olusmasi ve bunlarain morfolojik olarak
uygun doénemde gibi gbériinmelerine karsan anterlerin
icerisinde mikrospor ve geng¢ polenlerin heterojen bir
karigsam halinde bulunmalaraina badlamaktadarlar.
Anagnostakis (1974) tlitiinde benzer bicimde ilk ciceklerde
% 15 oraninda haploid liretimi elde ederken, bir hafta sonra
alainan tomurcuklardan % 7, iki hafta sonra alinanlardan ise
sadece % 2 oraninda haploid iliretimi gerceklestirebilmistir.
Dunwell (1976), bitki yasi ve mevsimsel farklaliklaran;
anterlerin kiiltiire alinmasindan sonraki ilk ginlerde aktif
olan anter duvarandaki indiikleyici hormonlarin etkisinden
kaynaklanabilecegini ileri siirmektedir.

Dondr bitkilerin yetistirildidi ortamdaki saicaklak,
glin uzunlugu ve 1$i1k yofunludu gibi cevresel faktdrler de
anterlerden haploid embriyo elde edilmesinde etkili
olmaktadar (Sunderland ve Dunwell, 1974). Nitekim
Dunwell (1976), tiitlinde en yiksek embriyo olusumunun kisa
glin ve yiiksek 1sik yodunlu§unda yetistirilen bitkilerden
alanan anterlerde meydana geldigini belirtmektedir. Nisbeten
' distik sicakliklarda yetistirilen kolza bitkilerinin de

yliksek sicaklikta yetistirilenlerden daha yiiksek androgenik
kapasiteye sahip olduklari belirlenmistir >(Keller ve
Stringham,1978). Rashid (1983) de tiitiinde kiiltiirden &nce



10

bitkileri dilislik sicaklikta tutmanin haploia embriyo olusum
ordnini artirdidini bildirmektedir.

'Bitkideki androgenik potansiyel ile ilgili arastir-
malar sirasainda ilgin¢ bazi bulgular ortaya c¢akartilmistir.
1k kez Sunderland (1971) tarafindan, kiiltiire alinan titin
anterleri icerisinde sitolojik g&zlemlerde daha agik renkli
boyanan ve bilylikliik bakimindan farklilik gbsteren polen
tanelerinin varligi saptanmistir. |

Daha sonra in situ olgunlasmis anterlerin icgerisinde
cévdar (Secale cereale) (Wenzel ve Thomas, 1974) ve
arpada (Hordeum vulgare) (Dale, 1975) polen taneleri
arasanda farkla vapilarda olanlarain buluncdudgu
belirlenmistir. Horner wve Street (1978), pglen dimorfizmi
clarak adlandirilan bu durumu sdéyle aciklamaktadirlar: Polen
dimorfizmi, anterlerin icerisinde iki farkli ySnde gelisme
potansiyeline sahip iki farkli morfolojide polen tanelerinin
bulunmasini: ifade etmektedir ve bu farkli gelismelexzden
birisi gametofitik ydnde, diJeri sporofitik yéndedir. Normal
olarak bir angiosperm poleni biiyilk oranda gametofitik olarak
geligerek erkek gameti olusturmaktadir. Bunun karsiti olan
sporofitik gelisim sonucunda (haploid sporofit) tam bitxiye
déniisme ise yalnizca kontrollu deneme kosullarinda mimxin-
dir.

Horner ve Mott (1979), titin anterlerindeki
embriyogenik yani sporofitik polen taneciklerinin (S—poleﬁi)
orani ile kiiltlire alinan anterlerden elde edilen embriyo ve
bitkicik sayisini karsilastairdiklari calismalarainda, bu iki
parametre arasinda kesin bir korelasyon bulundudunu ortaya

koymuslardir. Arastiricilar polen taneciklerinin embriyo-
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genik kapasitelerini tomurcuklarain ilk asamalaranda
kazandiklarini ve embriyogenik polen olusumunda bitkinin
vetistirildigi ¢evresel kosullarin bu nedenle biliyiik O&nem
tasidigini vurgulamislar, in vitro anter kiltdrd yoluyla
embriyogenik polen tanelerinin frekansinin artirilamadigini
da eklemislerdir.

Heberle-Bors ve Reinert (1979) de dondr bitkilerin
yetistirildigi kosullarin embriyogenik polen tanesi sayisin:i
etkiledidini belirtmektedirler. Titilin bitkilerinin serin
kosullardé yetistirilmesi halinde P-poleni diye adlandairilan
embriyogenik polen tanelerinin arttidia ve anterlerden elde
edilen embriyo oraninin da ylikseldigi bildirilmektedir
(Heberle—Bois, 1981) . Yine Heberle-Bors ' (1982 a),
180C'de yetistirilen tiitiin bitkilerinin 240C'ye
gétiirilmesiyle, transfer aninda polen tetradi ddneminde olan
tomurcuklardaki polen dimorfizminin yari yariya azaldigini
belirlemistir. Titlnde dondr bitkilerin kisa glin ve diislik
sicaklikta yetistirilmesinin embriyocgenik tanelerin sayisini
artirdigina da bir baska c¢alismasinda (Heberle-Bors, 1982
b) rapor eden arastirici, bu kosullaran c¢igeklenmeyi tesvik
ettigini wve cicekteki seks\balan31n1 digilik yoniine dogru
kaydirdigini ileri silirmektedir. Heslop-Harrison (1972)'un
belirttigi gibi kuvvetli g¢icgek olusumunu uyarici kosullaran
¢ift cinsiyetli bitkilerde seks balansini disilik yoniinde
etkiledidi ve polen sterilitesini artirici ydnde etki
yvyaptigi gdrisgiliyle yaptigia arastirmalarinda Heberle-Bors
(1983); disilik yonii adir basan bitkilerde erkek gametlerin
gelisimlerini tamamlayamadlklarlqa, steril formasyonlar ve
muhtemelen embriyogenik polenler olustufunu ortaya

koymustur.
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Embriyogenik polenlerin yapilarini inceledikleri
arastirmalarinda Rashid ve ark. (198l1l), gametofitik
polenlerin kalin bir exine tabakasina sahip olduklaraini,
ribozomca zengin, iyi gelismis mitokondriler igeren yogdun
bir sitoplazmalarinin bulundugunu ve ¢imlenme &zelligi
gbsterebildiklerini, buna karsilik embriyogenik polenlerin
ince bir exine tabakasina sahip olduklarini, acgik renkli
sitoplazmalarainin ribozom bakaimindan fakir oldugunu,
mitokondrilerin kisalip kalainlastidini ve ¢imlenme
yetenedinin bulunmadidini belirlemiglerdir. Rashid (1983),
embriyogenik potansiyel ve mitokondriyal kaisalma ve
farklilasma arasindaki paralel iligkiyi, Leaver adla
arastairaci tarafindan belirlenen erkek kisairlada ile
mitokondriyal azalma arasaindaki dofrusal iliskiye
benzeterek, mitokondrilerin bitkinin cinsiyet g&riiniimii ve
embrﬁyonik potansiyeli {izerinde ©&nemli &etkilerinin
bulundugunu ileri siirmektedir.

Cevresel etkenlerin &zellikle in situ mayoz bédliinme
devresindeki tomurcuklarda P- polenlerinin olusumu lizerinde
etkili oldugu anlasilmistir. Ancak c¢evre kosullarinan
embriyogenik polen olusumu {izerindeki etkisinden baska,
anter duvarinda bulunan bazi inhibitb6r maddelerin diizeyini
de etkileyerek embriyo olusumuna y&n verdidi saptanmistar
(Beberle-Bors, 1984).

Diisiik sacakliklarain c¢igek olusumunu artirici etkisi ve
buna paralel olarak polen embriyogenesisindeki artas 1984
yilinda Thurling ve Chay tarafindan kolza (Brassica napus)
bitkisinde de gbzlenmistir.

Donér Dbitkilerin beslenme kosullara anter

kiiltlirindeki basaraiyi etkileyebilmektedir. Ornedin tiitiin
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bitkileri yetistiricilik sirasinda nitrojen acliina maruz
birakildidinda cinsiyet balansa etkilenmekte ve embriyogenik
polen tanelerinin sayica artisina bagli olarak embriyo
olusum orani da artmaktadir (Heberle-Bors, 1985).

wen

2.2. Anterlerin alainma zamanzi

In vitro androgenesisin basariyla uyartilmasi icin en
bnemli konulardan birisi, anterlerin alindiga zamanda
mikrosporiarln i¢inde bulunduklari gelisme dénemidir. Bircok
bitki tiirtinde mikrospor c¢ekirdedinin mitoz bd&liinmeye
baslamadan hemen &nceki dénem, mitoz béllinme asamasi veya
hemen bu asamayi izleyen bdéliinme sonrasi dénemi en iyi cevap
veren doénemler olarak belirlenmistir. Bununla birlikte baza
bitki tiurlerinde, O6rnedin Nicotiana sylvestris'te iki
cekirdekli gen¢ polen dbnemi en iyi sonucu vermektedir
(Sunderland ve Dunwell, 1974). Hordeum vulgare (arpa)
{Clapham, 1971) ve Atropa belladona (Rashid ve Street,
1973) gibi baza tiirlerde ise tek c¢ekirdekli gencg
mikrosporlar en yiiksek embrioid olusumunu saglamislardir. Bu

dbnemlerin yanisira Greshoff ve Doy (1972b, 1974) adla

arastiricilar Lycopersicon ésculentum ve'Vitis vinifera
tiirlerinde mayoz béllinmenin dedisik asamalarinda haploid
dokular olusturmayar gerceklestirmisler, ancak en iyi
sonu¢larin tetratlari iceren anterlerden alindiginai
vurgulamislardar.

Novak (1974) Dbiber anter kiiltiiriinde 2.6-5.0 mm
arasinda biiylikliige sahip ve a¢ik yesil renkli petalleri olan
tomurcuklardan alinan anterlerin, olgunlagmamis tek

cekirdekli mikrosporlarai icerdidini ve bu dénemdeki
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mikrosporlardan olumlu sonu¢ alindidina bildirmektedir.
Sibi ve ark. (1979), yine biberlerde sépal ve petal
boylarinain esit oldudu ya da petallerin biraz daha uzun
oldugu dénemin, polen mitozu ile ayni dénem oldu§unu ve
anter kiultirine iyi cevap "verdigini bildirmislerdir. Abak
(1983 b) da benzer bic¢imde polen mitozundan hemen &nce veya
mitoz b&liinmenin profaz asamasindaki mikrosporlari igeren
anterlerin uzun meyveli biber g¢esitlerinde 3.6-4.0 mm
¢apindaki tomurcuklarda yer aldidini ve bu asamanin biberde
anter kiiltlirli i¢in en uygun ddnem oldufunu belirtmektedir.
Raina wve Iyer (1973), patlicanda anter kiiltliriine en
iyi cevap veren polen gelisme déneminin, tek c¢ekirdekli
mikrospor doénemi oldudunu rapor etmiglerdir. Ayniai bulgular
1978 yilinda patlican anter kiltirid dUzerinde ¢alisgan
"Research Group of Haploid Breeding" tara*indan da elde
edilmistir. Isouard (1981), Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982) ve Chambonnet (1985) de patlaicanda
anter kiltirdi ic¢in en uygun polen gelisme déneminin mitoz
béliinmenin hemen &ncesindeki tek ¢ekirdekli mikrospor doénemi
oldudunu bildirmislerdir. Chambonnet (1985), birinci polen
mitozu asamasindaki patlican c¢icek tomurcuklarinan
petallerinin heniliz tam olarak gbrinmedigini, ancak kaliks'in

pargalara ayraildigi noktaya ulasmis oldudunu kaydetmistir.
2.3. O6n wuygulamalar
Anter kiiltirliinden daha yliksek oranda haploid bitkinin

elde edilmesi igin tiirlere gbre dégisen ¢ok cesitli sacaklik

soklari denenmistir. Bu amacla digik sicaklik dereceleri
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(4-150C) wveya yiiksek sicaklik dereceleri (30-350C)
kullanilabilmekedir. ’

Nitsch ve Norreel (1973)'in D. innoxia anterlerini
48 saat silireyle buzcdolabinda tutmalara ve bu anterlerden
elde edilen wverimin arttidini belirlemelerinden sonra
sofukta ©6n wuygulame ile 1lgili denemeler yapilmaya
baslanmistir. Genel olarak soduk uygulamasi, anterlerin
cikarailmasindan &nce olgunlasmamis ¢icek tomurcuklaraina
yapilmaktadar.

Malhotra ve Maheshwari (1977), Petunia hybrida
tomurcuklarini 6©C'de 48 saat slireyle tuttuklarinda, ayna
besin ortamaindaki kontrol anterlerine gbre 2 kez fazla
sayida embrioid elde etmislerdir.

Rajasekaran ve Mullins (1279), asma c¢icek
tomurcuklarini +40C'cde 72 saat silireyle soduk uygulamasina
tabi tuttuktan sonra yapilan anter kiiltilirlinde normal gelisim
gbsteren embriyo ve bitkiler elde ederlerken, soguk
uygulamasl yapilmayen anterlerden olusan embriyolarin
gelismesiyle bazi &normal yapilai bitkilerin meydana
geldigini rapor etmislerdir. .

Sunderland ve Dunwell (1974), soduk uygulamasinda
sicaklak derecesi ve slirenin Snemli oldugunu vurgulamis; cok
sojuk olmayan +7 ila +150C gibi sicakliklarda uzun siire
(7-14 giin) yapilan soklamanin, daha dilisiik derecelerde kisa
siire yapilan uygulmalardan daha etkili oldugunu ileri
slirmiistir. Nitekim tilitiinde yapilan bir arastirmada c¢icek
tomurcuklarinin +70C'de 12-14 giin veya +90C'de 7-9 giin
bekletilmesi ve ardindan anterlérin sivi ortamda kiiltiire

alinmasi en yliksek oranda embriyo olusumunu saglamis ve
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+50C'deki uygulamalardan daha iyi sonu¢ vermistir. Soguk
uygulamalari en fazla birinci polen mitozundan hemen &nceki
dénemde etkili olmus, bunu bdlinme dbnemi ve bdllinmeden
hemen sonraki dénem izlemistir (Sunderland ve Roberts,
1979). Benzer bir sekilde .Hyoscyamus niger bitkisinde de
birinci polen mitozundan hemen Onceki dbnemdeki
tomurcuklarin 159C'de 5 giin boyunca tutulmasi, 7.50C veya
50C de degisik sirelerde bekletme uygulamasaindan daha iyi
sonug vermistir (Sunderland ve Wildon, 1979).

Vasil (1980) 'e gbre, kiiltiire alinmadan &énce anterle-
rin belli bir si{ire diisiik sicaklaikta tutulmasi, bunlarin me-
tabolik aktivitelerini siddetle azaltmaktadair. Bu durum,
androgenik gelisme icin uygun doénemdeki mikrosporlaran
yiksek miktafda birikmesiyle sonug¢lanmaktadir. Ayrica soguk
soku, tipik olmayan mitoz béliinmeye udrayan mikrospor
sayisini artirmakta; bunun sonucu olarak karakteristik
bélliinme ile vegetatif ve generatif hilicrelerin olusmaszi
yerine birbirinin aynisi veya benzeri hiicreler olusmaktadar.
Bu hiicreler bdliinmeye devam ederek embrioidleri
olusturmaktadirlar.

Gupta ve Babbar (1980) adli arastiricilar da Datura
metel L. bitkisinde tomurcuklara uygulanan tisilitmenin
kiiltlirdeki basariyi hangi y6nde etkiledidini belirleyebilmek
i¢in yaptiklari arastirmalarainda; 0110C'de 48 saat silireyle
karanlaikta bekletilen tomurcuklardan g¢ikarilan anterlerin
uygulama yapilmayanlara g6re hemen hemen 3 kat daha fazla
androgenik potansiyele sahip olduklarini bulmuslardir. Ancak
bu durum yalnizca % 15 oraninda hindistan cevizi siitii igeren
besin ortamlarinda kendini g&stermis, bu maddenin olmamasa

halinde soguk wuygulamasinin androgenesisi engelleyici
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etkisinden s6z edilebilecedi belirtilmistir.

Rashid (1983), sodguk uygulamalarinin embriyogenik
polen frekansini artirarak etkili oldugunu ileri
sirmektedir. Embriyogenik polen farklilagsmasinin iki asamada
gergeklestidgini, yani Once--bitki lizerinde baslayip kiltir
ortaminda tamamlandigini One siliren arastirici yapmis oldugu
calismalardan birisinde soduk uygulamasindan elde edilen
sonug¢laran, bitkinin yetistirildigi iklimsel degerlerle
iliskili plarak ortaya giktlglnl belirlemistir. 240C‘'de
yetisen tilitlin bitkilerinden aliran tomurcuklarda en az 10
glin +100C'de uygulama yapmak gerekirken, 180C'de yetisen
bitkilerden alinan anterler 7 giin silireyle +100C'de
tutuldudunda ayni sonug¢lar elde edilebilmektedir (Rashid ve
Reinert, 1981).

Chlyah ve .Taarji (1984) . domates anterlerine
+40C'de dedisik sﬁreierde sofduk soku uygulamis; ancak soduk
uygulamasi yapilan anterlerden sadece yesil renkli kallus
meydana gelmis, silirgiin olusumu saglanamamistair,

Kisnis anterlerinde soguk uygulamasinin androgenik
gelisme 1{izerine etkilerini inceleyen Bugara ve ark.
(1985),+70C'de 15 giin siireyle tutulan tomurcuklardan en iyi
sonucun alindidini bildirmektedirler. Arastaricilar, soduk
soklarainin ig¢sel hormonlaran diizeyinde farkliliklar meydana
getirerek etki yaptigini ileri slirmektedirler.

Misir (Zea mays) bitkisinde de soduk soku androgenik
kapasiteyi arttirmakta; +90C'de 6-9 giin sireyle tutulan
misir anterlerinin en yliksek embriyo olusumunu sadladiga
bildirilmektedir (Tsay ve ark. 1986).

Morrison ve ark. (1986) da biber (Capsicum annuum

L.) tomurcuklarina kiltiire almadan O&nce +40C'de degisik
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siirelerde soduk wuygulamasi yapmislar; Emerald Giant
cesidinin 24, 48, 100 ve 120 saat silirelerle soguda tabi
tutulan anterlerinde embriyo olusum frekansini sirasiyla %
0.8, % 27, % 47 ve % 13 olarak bulmuslardar. En yiliksek
embriyo olusumu 100 saat *+4©C'te tutulan tomurcuklarain
anterlerinden elde edilmis, 120 saat uygulamasai kallus

olusumunu artirarak embriyo olusumunu olumsuz yd&nde

etkilemistir.
2.4. Besin Ortaminin Yapisi ve Bilesimi

Erkek esey hiicrelerinden haploid bitkilerin olusumunu
uyarmak igin degisik kiiltilire alma y6ntemleri
kullanilebilmektedir,. En ¢cok kullanilan y6ntem,
tomurcuklardan ¢rkartilan anterlerin agar ile
katilastirilmis besin ortami lizerine yerlestirilerek kiiltiire
alainmasidir (Nitsch wve Nitsch, 1969). Bundan baska sivi
besin ortaminda anterlerin yilizdiiriilmesi (Wernicke ve
Kohlenbach, 1976; Kohlenbach ve Wernicke, 1978;
Morrison ve ark. 1986).; anterden izole edilen
mikrosporlaran ki#ltiirii (Nitsch, 1974; Heberle-RBors,
1981; Rashid, 1982) veya tim ¢icek tomurcudunun sivi
ortamda kiltlire alinmasi (Wilson ve ark. 1978) gibi
degisik uygulamalar da bulunmaktadar. ’

Besin ortaminin bilesimi, mikrosporlarin gametofitik
gelismeden androgenik gelismeye ge¢isi ig¢in anahtar gdrevi
yapmaktadir. Nicotiana'da yalnizca su-agar {lizerinde bile
androgenik gelisim saglanabilirken (Kandeler, 1987), % 0.8

agarla jel haline getirilmis % 2'lik sakkaroz c¢dzeltisi de
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ayni amacla kullanilabilmektedir (Nitsch, 1971).
Androgenik potansiyeli cok yiiksek bir bitki tirid olan tiitiin,
vitamin ve bliyliime dlizenleyicilere ihtiya¢ duymadan, seker ve
mineral madde iceren ortamlarda anter kiiltiird yapildiginda
yliksek oranda bitkicik olusturabilmektedir (Nitsch, 1972).

Temel besin ortami olarak anter kiiltiirlinde en fazla
kullanilan ortamlar arasinda Murashige ve Skoog, White ve
Nitsch ortamlari yer almaktadir (Sink ve Padmanabhan,
1977). Bs-Gamborg ortami da bazi bitkilerde olumlu cevap
vermektedir (Keller ve Armstrong, 1979).

Besin ortamindaki seker orani oldukca Snemli bir rol
oynamaktadir. Normal olarak % 2-4 oraninda kullanilan
sakkaroz, birgok tilirde daha yilksek oranlarda (% 6-12)
kullanllmaktédlr. Yiksek seker oranlar:i, yalnizca gelismenin
ilk glinlerinde kritik rol oynamaktadir ve anterlerin oksin
icermeyen ortamlara transferi sirasinda genellikle diisiik
diizeyde seker igeren ortamlar kulianllmaktadlr (Keller ve
ark. 1975).

Sopory wve ark. (1978), Solanum tuberosum'da % 6
oraninda sakkarozun kullanilmasi gerektidini ortaya
koymuslar; Sopory {1979) yine ©patateste yaptiga
denemelerde % 6 sakkaroz konsantrasyonunda anterlerin %
40'indan fazlasinin olumlu cevap verdigini belirlemistir.
Arastirici, yiksek seker konsantrasyonunun mikrospor
bélinmesinin ilk donemlerinde etkili oldu§unu bildirmekte,
bﬁ etkinin sakkaroz yaninda glukoz kullanarak
tamamlanabilecedini de eklemekte ve ilk dért glinden sonra
anterleri % 2 sakkaroz igeren ortamlara sasirtmak

gerektigini vurgulamaktadair.
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Dumas de Vaulx ve ark. (1981) biberde anter
kiiltiirli i¢cin % 3 oraninda sakkarcz kullanmayi, Abak (1983
b ve ¢) ise yine biberde ilk 12 giin siireyle %12, daha sonra
% 3 sakkaroz iceren besin ortamini kullanmayi O&nermekte;
buna benzer olarak patlicanda da birgcok arastiraici ilk 12
giin anterlerin % 12 oranlndé sakkaroz iceren ortamlarda
tutup, sasirtma ortaminda -sakkaroz seviyesini % 3'e indirmek
gerektigini bildirmektedirler (Isouard 1981; Dumas de
Vaulx ve Chambonnet, 1982; Chambonnet, 1985; Tuberosa
ve ark. 1887).

Aycicedi (Helianthus annuus)'nde % 6 sakkaroz en iyi
sonuclara verirken (Mix, 1985); misirda (Zea mays) bu
deger % 9 olarak bulunmustur (Tsay ve ark., 1986).

Powell ve Uhrig (1987), Solanum papita tiirid
patatesin anter kiltiwilinde sakkaroz oraninin % 9 olmasi
halinde en yliksek embrioid olusumu oldugunu; ancak % 15 gibi
yiiksek kansontrasyonda sakkaroz iceren ortamdan da embrioid
elde edilebildig§ini bildirmektedirler.

Rotino ve ark. (1987 a), sakkarozun yaninda ayni
zamanda glukoz da kullandigi patlican anter kiiltiiriinden
olduk¢a ilging¢ sonuglar almistir. % 6 oraninda sakkaroz ve %
6.3 oraninda glukozun birlikte kullanildigir ortamlarda,
kontrol olarak alinan % 12 ve % 3 sakkaroz konsantrasyonuna
gbre, bazi genotiplerde ortalama 100" kat fazla embrioid ve
bitki olusmustur.

Reinert wve Bajaj (1977), sekerin ortamda osmotik
basinci ayarlayici bir rol oynadigini belirtmektedirler.
Bunun yaninda yiliksek diizeydeki- sekerin, enerji kaynaga

olarak solunumu ve metabolik aktiviteyi artirarak hiicre
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béliinmesi ve embrioid olusumunu artirabilecedi de ileri
siiriilmektedir (Kandeler, 1987).

Demir elementi anter kiiltliriinde etkili bilesiklerden
birisidir. Gzellikle olusan embrioidlerin proembriyo
asamasindan globular embriyo ve dider geligsme asamalarina
gegisi stiresince demirin 6nemli rol oynadiga
bildirilmektedir. Demirin Fe EDDA veya Fe EDDHA gibi selat
bilesikleri, ferrik sitrat gibi demir kaynaklarindan c¢ok
daha etkili olmaktadir (Reinert wve Baijaj, 1977).

Besin ortamina katilan demirin anter kiltiiriinde &nemli
bir yeri oldufunu bildiren Abak (1983 b), Tirkiye orijinli
biber c¢esitlerinden embriyo elde edebilmek ig¢in yabancz
biber ¢esitlerinde kullanilan demir konsantrasyonunun iki
katina clkarfllma31 gerektigini saptamistir.

Chambonnet ve Dumas de Vaulx (1983), patlacan
anter kiiltlirinde ilk dikim ortamina katilan Vitamin B12'nin
de Dbasgari icin gerekli oldugunu, kullanma dozunda 5 kez
yapilan artaisan, olusan embriyo sayisini da yaklasik 5 kere
daha fazlalastirdigani belirtmektedirler. .

Bitki biliylime dilizenleyicileri, 6zellikle oksin ve
sitokininler, androgenik gelismeyi uyarma konusunda en fazla
etkiye sahip faktOrlerdendir. Ortamda oksinlerin
bulunmasi,hizl: hiicre coéalma31 ve kallus olusumuna neden
olmaktadir. Birgok bitki tirlinde, yiliksek aktivitesi olan bir
oksin olan 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxhyaceticacid),
sitokininlerle kombine halde kullanildiginda embriyogenesisi
tesvik etmektedir. Ancak ilk wuyarici etkiden sonra,
embriyolarin gelismesini engelleyici etki yapmasi nedeniyle

(patlican: Research Group of Haploid Breeding, 1978;
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asma: Rajasekaran ve Mullins, 1979) kiiltiiriin ilerleyen
asamalarinda oksinsiz ortamlar kullanilmaktadir (Collins
ve Génouesi, 1982) .

Aktivitesi daha az olan IAA (Indole-3-aceticacid) gibi
oksinlerin de bazi tilirlerde olumlu sonug¢lar 'verdiQi
belirlenmistir (Seitz wve ark. 1985).

Sitokininler, &6zellikle éelismenin ileri safhalarainda
embrioidlerin bitkicik haline doénilistiigii ddnemde etkin role
sahip olmaktadir. Bu amacla c¢cok c¢esitli sitokininler
kullanilmakta, ancak Kinetin ve BAP (benzil amino purin)
birgok tilirde siklaikla kullanilan sitokinin olma 6zelligini
korumaktadirlar (Reinert wve Bajaj, 1977).

Raina wve Iyer (1973), patlican anter kiiltliriinde
Kinetinin dedisik dozlardaki IAA, NAA ve 2.4-D 1ile
hazirlanan kombinasyonlarinin polen embriyogenesisi ilizerinde
etkilérini arastirmislar; uygulanan kombinasyonlar
igerisinde .IAA ve Kinetin'in 2 mg/l kullanildidi uygulama
grubundan siirglin olusumu sadlanmis; ancak bu bitkilerin
diploid yapida olduklari belirlenmistir,

Pekin arastirma grubu (Research Group of Haploid
Breeding, 1978), kiiltlirlin erken dénemlerinde 2 mg/l 2,4-D
ve 1 mg/l Kinetin kombinasyonunda gelistirilen anterlerin
daha sonra 0.005 mg/l NAA ve 1 mg/l Kinetin iceren diisiik
konsantrasyonlu bilesimlere alinmasiyla % 8-20 arasinda bir
oranla bitkicik elde edildidini bildirmektedir.

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), ilk dikim
ortaminda Kinetin wve 2,4-D'yi 5'er mg/l dozunda
kullandiklarinda patlicandan en yilksek embriyo .verimini

almislardir. Arastiricilar daha sonraki bir calismalarainda
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bu sonucu dofrular nitelikte bulgular elde etmigler ve 5
mg/l Kinetin ile 5 mg/l 2.4-D hormon kombinasyonu
kullanarak; elde edilen Dbitki oraninin % 55.5"'%e
ulastarailabilecedini kanitlamislardar (Chambonnet ve
Dumas de Vaulx, 1983).

Rotino ve ark. {1987 a), 2,4-D vyerine NAA
kullanarak 5 mg/l NAA ve 5 mg/l Kinetin kombinasyonunda
deisik patlican genotiplerden ortalama % 76.5 oraninda
embriyo elde etmislerdir. Besin ortamlarina bazi
aminoasitierin ilave edilmesi de bazi durumlarda embrioid
olusumunu stimiile etmektedir. Ornedin Keller ve Armstrong
(1977), Brassica napus'ta ortama 100 mg/l L-serine
katildigdinda % 1 oraninda embriyogenik anter frekansina
ulasildigaini ve bunun olduk¢a basarili bir sonug¢ oldugunu
bildirmektedirler. Dunwell (1976) ise glutamin’in titiin
anter kiiltiriinde basariyi etkilen anahtar nitelidinde bir
aminocasit oldudunu ifade etmektedir.

Aminoasitlerden baska diger bir takim organik kompleks
bilesiklerin de besin ortamlarina katildigi gérilmektedir.
Bu Prganik maddelerden bazilari hindistan cevizi siiti (Guha
ve .ﬁaheshwari, 1964) ve patates ekstrakti (Sopory ve
ark. 1978) 'dar.

Anter duvarainin indilikleyici etkisi bulundugunu ©6ne
siiren ve Dbesin ortamina anter. ekstrakti ekleyen
arastiraicilar da bulunmaktadir. Sharp wve Raskin (1972),
domateste ilging bir teknik denemislerdir. "Besleyici doku
kiiltird" diye adlandirailabilecek bu ydntemde anterler
hazarlanan besin ortamina yatay-olarak yerlestirilmis ve

lizerlerine filtre kagidindan hazirlanan diskler konmus,
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bunlarain iizerine de tek mikrospor tanecikleri silispansiyon
halinde damlatailmistar. Kontrol olarak da  ortamla temas
edecek sekilde filtre kadidi diskleri ve izerlerine polen
taneleri konmustur. Iki haftalik bir silire sonunda anter
lizerine yerlestirilen disklerde yesil renkli parankima
benzeri hiicreler olusmus, kontrolde hic¢ gelisme olmamistair.
Nitsch ve Norreel (1973) adla arastairicailar ise Datura
innoxia bitkisinde vyaptaiklari polen kiiltiiriinde besin
ortamina gnter ekstrakta katmislar ve bu maddenin promotér
gSrevi yaptigdina belirlemislerdir. Daha sonraki ¢alismalarda
anter duvarinda inkiibasyon siresi boyunca "glutamin”
seviyesinin 4-5 kez arttidi, “serin®™ miktarainda da Onemli
degisiklikler oldugu saptanmistir (Maheswari ve ark.,
1980). Bu organik kompleks bilesiklerin, oynadiklari rol
acik olmamakla birliktse, mikrosporlarin béllinmesini tesgvik
edici etki yaptiklarai ileri siirlilmektedir.

Besin ortamina aktif komiir katilmasi bircok bitki
tilirtinin anter kililtiiriinde basariyi artiran bir faktor oiarak
belirlenmigtir. Anagnostakis (1974), besin ortamina % 1
oraninda aktif koémiir katildiginda haploid embriyo olusum
oraninin % 15'den % 48'e ylkseldigini rapor etmistir.
Wernicke ve Kohlenbach (1976), aktif kémiir katailmais
agarla ortam lzerine sivai ortam katarak hazairladiklar: cift
fazli sistemin, jel halindeki agarli-ortamdan ¢ok daha iyi
sonu¢ verdidini belirtmektedirler. Arastaraicilar bir baska
¢calismalarainda sonuclaraini pekistirmisler ve aktif komiiriin
agarain ic¢cinde bulunan engelleyici maddeleri absorbe ettigini
ileri silirmiislerdir (Xohlenbach ~ve Wernicke, 1978).

Weatherhead wve ark. {1978), tiutin anter kultiuri

denemelerinde aktif komiirtin, besin ortaminin otoklavda
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sterilizasyonu sirasinda sakkaroz tarafindan agaida cikar:zlan
5-hydroxymethylfurfural (HMF) maddesini tuttugunu; ancaX bu
engelleyici maddelerin yaninda NAA veya bazi sitokininlerin
de aktif ko6mlir tarafindan absorbe edilebilecedini ve
etkilerinin azalmasina .,neden olabilecedini ifade
etmislerdir. Heberle-Bors (1980) selat gibi bazi ©&nemli
bilesiklerin de aktif koémir tarafindan tutulabileceéine
dikkat ¢ekmistir.

Friqborg ve ark., aktif kOmiiriin fenolik bilesikleri de
absorbe éderek Allium ve Daucus tilrlerinde somatik
dokulardan embriyogenesisi artirdaigina belirlemislerdir,
Aktif koOmiiriin anter kiiltiriindeki olumlu etkisinin bir
nedeninin de anter duvaraindaki fenolik bilesiklerin
tutulmasa oidugh ifade edilmektedir (Collins ve Genouesi,
1982).

Johansson (1983), Anemone, Clematis, Nicotianz ve
Papaver tirlerine ait anterleri ABA (Absizik asit) katimis
sivl ortamlarda kiiltlire almis; ortamlardan bazilarini aktif
komirlli agar ortamlarinin ilUzerine dékmistir. Cift.fazll ve
aktif koémiirld uygulamalarda ABA'nin engelleyici etkisinin en
aza indigi belirlenmistir.

Morrison ve ark. (1986), biber anterlerini ilk 12
glinliik silireden sonra iki gruba ayairmislar, bir grup anteri
normal R ortamina transfer etmis, dider bir grup anteri ise
cift fazli R ortamina sasirtmislardir. % 2 orananda aktif
kémir katilan agarla katilastirilmis ortamin iizerine ayni
bilesimde aktif kOmiirsiiz sivi ortam ilave edilmis, bu
sistemde ¢ok yiiksek embriyo olusupi orani elde edilmistir. Bu

y6ntem sayesinde hem anter duvaraindaki engelleyici
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maddelerin aktif kémiir tarafindan absorbe edildigi, hem de
serbest hale ge¢en mikrosporlarain savi ortamda rahatlikla
embriyoya dénilisebildikleri ileri siiriilmektedir. Iki fazla
sistemlerin patates anter kililtiriinde de olumlu sonuglar
verdigi bildirilmektedir (Powell ve Uhrig, 1987)

Ortam pH'si: dile 1ilgili verilerden, genel olarak
5.6-5.8 degerlerinin anter kiltidirli i¢in uygun oldugu
anlasilmaktadir. Sopory ve Maheshwari (1976), Datura
bitkisindq 4.5 ve 6.5 sinirlari arasinda en 1iyi embrioid
olusumunun pH 5.8'de elde edildigini, sinir dederlere
yaklastikca embrioid meydana gelmedigini bildirmektedirler.
Chlyah ve Taarji (1984) ise domates anter kiltiriinde pH
4.6'dan 5.6fya ¢ikartildiginda kallustan % 0.81 oranainda

siirglin olusumu meydana geldidini belirtmektedirler.
2.5. Fiziksel Etmenler ve Inkiibasyon Kosullara

Tomurcuklardan ¢ikartilan anterlerin besin ortamiyla
dodrudan dofruya temas etmesi gerekmektedir. Anterlerin
besin ortam) lizerine yerlestirilme sekli, basari i¢in &nemli
konulardan birisidir. Sopory ve Maheshwari (1976),
Datura innoxia bitkisinde ortam {izerine degisik
pozisyonlarda yeriestirilen anterlerden dorsal (konveks
yliizeyin ortamla temasi) bicimde ortam yiizeyine
yerlestirilenlerden en yiksek oranda embrioid elde
edildigini bildirmektedirler. Arastaracilar anterlerin dik
veya yatay konumda bir kisminin agarli ortama batirilmasinain
oksijen yetersizligdine neden olabildigini ve gelismeyi

engelledig§ini de eklemektedirler.
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Arpa anterlerinin tek 1lokulusu ortama temas edecek
bigimde yan pozisyonda yerlestirilmesi, -olusan kallus
oranini artirmis, bu anterlerin Ustte kalan lokulusu
embrioid olusumu beakimaindan ¢ok verimli bulunmustur
(Shannon ve ark. 1985). Tsay ve ark. (1986) da misar
anterlerinin sart iisti ortama yerlestirilmesinin, karin {istii
yerlestirilmesinden g¢ok daha iyi sonu¢ verdidgini
bildirmektedirler.

Her pir kiltiir xabindaki anterlerin sayisal yogunludu
ve kiUltir kabinin biiyikliigli ile hacmi de anterlerin verdigi
cevap lizerinde etkili olmaktadir. Anter c¢evresindeki
atmosferin gaz bilesimi, CO2 ve etilen yilizdesi androgenesisi
etkileyebilmektedir (Wang ve ark., 1973). Johansson ve
ark. (1982), dort farkli bitki tiiriinde kiiltlir ortamindaki
CO2 oraninin artarazlarak &% 2 dolaylaranda tutulmesinain
embrioid olusumunu artirdigina bildirmektedirler.

Anterlerin tonmurcuktan ¢ikartilmasa sirasinda
zararlanmamasina Ozen gdbstermek gerekmektedir. Bistiiri veya
pens tarafindan zedelenmis anterlerde somatik dokulardan
kallus olusturma oleyi ile sik sik karsailasilmaktadir.
Ayraca filamentlerin de ayni nedenle anterden
uzaklastirilmasi gerekmektedir (Reinert ve Bajaj, 1977).

Inkiibasyon asamasinda 1sik gereksinimi ve aisidain
haploid bitki {retimindeki etkisi tam olarak netlik
kazanmamistar. Iinkubasyon siiresi boyunca araliksaiz
isinlandirma genellikle engelleyici etki yapmaktadir. Isaik
konusundaki veriler tilirden tilire ¢ok biiylik oranda dedisiklik
gbstermektedir. Genel olarak fotoperiyodik olarak

i1siklandirma yapilmektadir (Gresshoff ve Doy, 1972 a;
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Radojevic, 1978) . Ancak bircok bitki tilirinde kiiltiiriin ilk
glinlerinde karanlik inkibasyon yapilmakta, daha sonra
fotoperiyodik 1sgiklandirma sistemine geg¢ilmektedir
{Sunderland ve Roberts, 1977; Keller ve Armstrong,
1978; Dumas de Vaulx wve -ark. 1981l; Dumas de Vaulx ve
Chambonnet, 1982; Abak, 1983 b; Mix, 1985) .
Kiiltilirleri, embrioid formasyonu go&riilene kadar karanlaik
kosullarda bekleten arastiricilar da bulunmaktadar
(Rajasekaran ve Mullins, 1979; Perez-Bermudez ve
ark., 1985). Noth ve Abel (1971), kairmizi 21saidin tiitin
bitkisinde embrioid olusmasina olumlu etkide bulundugunu
bildirirken; Sopory ve Maheshwari (1976), Datura
bitkisinde kirmizi 1si1§in embrioid olusumunu engelledigini
belirlemislerdir.

Anter ve mikro«por kiiltilirleri genellikle 24-270C
arasinda gelismeye birakilmakta, bununla birlikte bitrgok
tiirde saicakligdan 30°9C'ye yikseltilmesiyle daha olumlu
sonu¢lar alinabilmektedir (Reinert wve Bajaj, 1977).
Kiiltiire almadan ©nce tomurcuklara wuygulanan soguk
soklarindan baska, kiltilire aldiktan sonraki giinlerde vyiiksek
sicaklik soklarai, bazi tiirlerde olumlu sonucglar vermektedir.
Ornedin Brassica tilirlerine ait anterler, kiiltiire alindiktan
sonra 3-14 gin silireyle 30-350C'lerde karanlak kosullarda
tutulduktan sonra 250C'ye alindidinda ylksek embrioid
olusumu saglanmaktadair (Keller ve Armstrong 1978,
1979). Keller ve Stringham (1978), genotipik
farklailiklarain sicaklik gereksinmeleri 1iizerinde ©&nemli
etkisinin bulunduduna dikkat cékméktedirler.

Kiltirin ilk giinlerinde uygulanan sicak soku, biber ve

patlican anter kiltilirlinde de olumlu etki yapmistair. +350C'de
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8 gilin siireyle karanlik kosullarda bekletilen biber (Dumas
de Vaulx ve ark. 1981; Abak, 1983 b; Morrison ve ark.
1986) ve patlican (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982;
Tuberosa - ve ark., 1987; Rotino ve ark. 1987 a)
anterlerinin daha sonra + 250C de, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyodik diizenine sahip iklim odalarainda

gelismeye birakilmalarinin yararli oldudu bildirilmektedir.
2.6. Genotip Etkisi

Dojada haploidlerin spontan olarak ortaya ¢ikmasinda
oldugu gibi mikrosporlarin embriyo formuna doniismesi veya in
vitro haploid kallus olusumu da genetik kontrol altinda
bulunmaktadir. Nitsch (1969), 12 farkli Nicotiana tiiriinde
yaptigi anter kiiltiirinde yalnizca 5 tilirden olumlu yanit
alabilmistir. Araétlrlcl poliploid tilirlerin, diploid tiirlere
gbre daha ylksek androgenik kapasiteye sahip olduklaraina
belirtmistir. Arabidopsis thalian; bitkisinde 18 hat
icerisinde sadece 3 tanesi (Gresshoff ve Doy, 1972 a),
Lycopersicon esculentum' da 43 farkli genotip arasindan yine
yalnizca 3 genotip (Gresshoff ve Doy, 1972 b) ve Vitis
vinifera tilirlinde ise 27 bitki hattindan 3 tanesi (Gresshoff
ve Doy, 1974) anter kiiltiirline cevap vermislerdir. Benzer
bir sekilde Solanum cinsinde yer alan 118 klon ve 9 tiirler
arasi melez genotipte yapilan anter kiiltilirli calismasinda da
sadece 19 tilir ve 4 adet tiirler arasi melez genotipten polen
bitkileri elde edilebilmistir (Ixikura, 1975).

Jacobsen ve Sopory (1978), Solanum tuberosum
bitkisinde etkili bazi genlerin bir araya geldigi

genotiplerde embriyo olusumunun_ daha iyi oldudunu ileri

Ed
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sirmektedirler. Arastiracilar, anter kiiltilirline olumlu yanit
veren patates klonlarini belirleyerek bunlar arasindaki
melezlemelerden gelistirilen genotiplerde yaptiklara anter
kiiltlirlerinde; melez bitkilerin ebeveynlerine g&re daha
yliksek oranda embriyo olusturmalari sonucunda bu kaniya
varmislardar.

Ancak bazi c¢alaismalarda anter kiiltiirline vyanat
vermedig§i belirlenen genotipler, bir baska calismada son
derece olumlu sonuglar verebilmektedir. Ornedin daha ©&nceki
bir ¢allémada (Nitsch, 1969%) herhangi bir gelisme
gt6stermeyen bazi Nicotiana tirlerinden Tomes ve Collins
(1976) tarafindan olumlu sonuclar elde edildigi
goriilmektedir.

Ling ve ark. (1978), Oryza sativa (¢eltik)'da erkek
kisir genotiplerden haploid bitkiler elde ederken; Zamir ve
ark. (1980) da Lycopersicon esculentum (domztes)'un erkek
kisir hatlarinda anter kiiltlirlinden yanit &linabildigini
bildirmektedirler. Arastiricilar, domateste yalnizca ms35
kisirlik genini igeren mutant bitkilerin haploid kallus ve
bitki olusturduklarini kaydetmektedirler.

Danell (1976) anter kililtiirinden elde edilen basara
konusunda genotipler arasinda farklilik bulundugunu Onemle
vurgulamakta ve bu farkliligin genotiplerin farkli igsel
aminoasit p;ofillerine sahip olusundan kaynaklandigini ileri
slirmektedir.

Heberle-Bors (1983) ise, androgenetik kapasitenin
bitki genptipinde atipik polen (embriyogenik polen) bulunma
oranayla yakindan iliski icginde bglundugunu belirtmektedir.

Abak (1983 b ve c), Avrupa orijinli biberlerde anter

kiltiri ig¢in kullanilan besin ortaminda Tiirkiye orijinli
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biber c¢esitlerinin cevap vermedigini; ancak ortamdaki seker
miktarinainin 3-4 katina, demir iceridinin "de iki kataina
cikartilmasiyla Tiirk biber genotiplerinde anter kiltlrine
cevap alinabildigini Dbildirmekte, genotipler arasai
farklilaklara dikkati cekmektedir.

Tuberosa ve ark. (1987), dedisik iilkelerden
toplanan sekiz farkla patlican ¢esidi ve bunlarin arasinda
yapilan melezlemelerden elde edilen 16 melez genotipte anter
kiltird yapmislar ve embriyo olusum oranlarainai
belirlemiélerdir. Ebeveynlerde en yiiksek 17.3 embriyo/100
anter elde eden arastaricailar, bazi melez genotiplerde 42.0
embriyo/100 anter sayisina ulasmaislardair. Arastarmadaki
ilging bir bulgu da, Dumas de Vaulx ve Chambonnet
(1982) tarafindan anter kiiltiiriine cok iyi yanit verdigi
bildirilen Fransiz g¢esidi "Dourga”nin ag¢ik arazide yetisen
bitkilerinden embriyo elde edilememis olmasaidair.
Arastiricilar, dondr bitkilerin serada veya agik araiide
yetistirilmesinin genotip etkisinin ortaya ¢ikmasinda &Snemli
rol oynadidini, Dourga'nin serada yetisen bitkilerinden c¢ok
az da olsa (2.3 embriyo/100 anter) embriyo eldg
edilebildigini bildirmektedirler. .

Benzer bir sonug¢ Rotino ve ark. (1987 b) tarafindan
da elde edilmistir. Bu arastairaicilar da Dourga g¢esidinden
olumlu yanit alamamislar ve genotip farkliliginin anter
kiiltlirindeki basariyi etkileyen &nemli bir faktdér oldudunu

vurgulamislardar.
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3. MATERYAL ve METOD

Arastirma 1986-1991 yillarinda Ankara Universitesi
Ziraat Fakliltesi Bahg¢e Bitkileri B&liumiinde yirltiilmiis, ancak
calismalarin bir bolumiinde. Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bah¢e Bitkileri Bo6limidi olanaklaraindan da
yararlanilmistir. Degisik patlaican genotiplerinde anter
kiiltiirii yoluyla haploid embriyo olusumu iizerine sicaklik
soklarai ve Dbesin ortam: bilesimi gibi bazi uyarica
faktdérlerin etkileri arastairalmistir. Bunlarin yaninda
farkla kosullarda yetistirilen dondr bitkilerin wve polen
gelisme doénemlerinin androgenesis izerindeki etkileri de

incelenmistir.
3.1. Materyal

Calaismada yer alan denemelerde toplam 13 dedisik
patlican ¢esidi kullanilmastair. Ilk iki denemede iki adet F1
hibrit (Baluroi F31, Prelane Fj]) ve iki yerli agik dbllenen
cesit (Pala, Kemer) kullanilmistir. Daha sonra yine yabanc:
kokenli ag¢ik dbllenen bir c¢esit olan Dourga denemelerde
devreye sokulmus, III. ve IV. denemelerde Baluori F71, Pala
ve Kemer cesitleriyle birlikte yer almistir. V. Deneme bir
¢cesit denemesi .oldudundan dért yeni genotipten (Halep
Karasi, Adana Topadi, Birecik Yerlisi, Black Beauty) izole
edilen anterler kiiltiire alinmislardir. VI. Denemede fazla
cesit yetistirilmekle‘ birlikte yalnizca diisiik sicaklaik
kosullarinda tomurcuk olusturaPilen doért yabanca hibrit

cesitten anter izole edilebilmistir. Bu g¢esitler Baluroi F3,
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Galine F3, Fabina F1 ve Marfa Fj'dir. Sicaklik soku
uygulamalarainin yer aldigda VII. Deneme'de ise Baluroi Fi,
Dourga, Pala ve Kemer ¢esitlerinin yaninda Galine F3, Fabina
Fi, Halep Karasi ve Adana Topadir ¢esitleri de
kullanailmistair. n

VIII. Denemede ise yedi dedigik patlican genotipi yer
almis, Fabina Fj1, Galina F3, Baluroi Fj], Halep Karasi, Adana
Topradi, Pala ve Seytan patlican cgesitleri anterleri kiiltlire
allnmlsth.

Bitkilerin hem Ankara'da hem de Adana'da
yetistirilmesi ve denemelerin bu iki ilde yliriitlilmesi, zaman
icerisinde bazi yeni g¢esitlerin 1iilkeye girmesi ve
yvetistiriciligin artmasi, baslangicta dilistinilmeyen bu
cesitlerin devreye sokulmasi ile O6zellikle Adana'da yodre
ekolojisine ¢ok uygun bazi c¢esitlerden ¢ok gayada cicek
tomurcugu elde edilebilmesi gibi nedenlerle c¢esit sayisa
artmistir. Ancak bununla birlikte dért esas cesidin (Baluroi
F1, Dourga, Pala ve Kemer) tim denemelerde yer almasina

gayret edilmistir.
3.2. Metod
3.2.1. Bitkilerin yetigtirilmesi

Calismanin ylriitiildigli yillar igerisinde bitkilerin
yetistirilmesi asamasinda ayni yoéntemler izlenmis, sadece
tohum ekim zamani ve bitkilerden tomurcuklarain toplanarak
kiltlire alanma zamanlari farkli olmustur. Tohumlar 2/3
toprak + 1/3 yanmis elenmis ahair gibresi karisimandan olusan

hargla doldurulmus 20x30 cm boyutlarindaki plastik kasalara
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ekilmiglerdir. ¢imlenmeden sonra bitkiler ikiger adet gergek
yaprak olusturduklarinda ©&énce polietilen torbalara
sasartailmig, 5-6 yaprakli devreye ulastiklarinda da serada
veya ag¢ik arazide hazarlanan yetistirme parsellerine
dikilmislerdir. Dikimden sonra bitkilere normal bakaim
islemleri uygulanmistair. Yetistiricilik sarasainda bitki
sagligini korumak i¢in zararlilara karsi diizenli ilag¢lamalar
(Basudin, DDVP) yapilmastair.

I. ve II. Deneme'lerde yer alan bitkilerin tohumlara
Subat 1986'da 1sitilan seradaki kasalara ekilmislerdir. Bu
bitkilerin yetistirildig§i serada subat ve mayis aylara
arasinda yapilan gilinliik rasatlar sonucunda bu siire
icerisinde sera i¢i giindliz sicakliganin 20-330C'ler arasinda
degistigi; gece sicakliginin genellikle 18-270C ler arasanda
bulundudu belirlenmistir (Anonymous, 1986). Isatilan
seraéa 70%x40 cm aralik ve mesafe ile hazirlanan esas
yerlerine 25 Mart'ta sasartilan patlican bitkilerinden mayais
ay: basaindan itibéren cicek tomurcuklarar toplanarak
denemelerde kullanilmistar.

III. ve 1IV. Deneme'lerde kullanilan bitkilerin
tohumlarai 15 Mart 1989'da i1sitilmayan cam serada kasalar
icerisine ekilmigtir. 10 Mayis 1989' da acik arazide
hazarlanan parsellere 80 cm sira arasa, 40 cm sira fizeri
mesafe barakilarak dikilmislerdir. Temmuz ayinin basaindan
‘itibaren ¢icek tomurcuklari toplanmaya baslanmistar.

V. Deneme'de kullanilan tomurcuklar ise tohumlara
subat ayainda ekilerek mart sonunda seradaki yerlerine
dikilen ve Adana'da yetistirilen bitkilerden alinmistar.

Tomurcuklar haziran ayi icerisinde toplanmistar.
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VI. ve VII. Deneme'lerde kullanilan bitkilerin
tohumlarai 25 Eyliil 1989'da Adana'da 1isitilmayan cam
seralardaki kasalara ekilmisler, kasim ayinin 20'sinde yine
serada hazirlanan parsellere 70 x40 cm aralaik-mesafe
bairakilarak dikilmislerdir. VII. Deneme’'de kullanilan
tomurcuklar Subat 1990'da, VII. Deneme'de kullanilan
tomurcuklar ise nisan aya igerisinde toplanarak anterler
izole edilmis ve ki{iltlire alainmislardir.

VIII. Deneme'de yer alan bitkilerin tohumlara 1990
yi1li Ekim ayi basinda yine Adana'da isitilmayan cam seradaki
kasalara ekilmis, Kasim ayinin sonunda ayni serada bir
6nceki yetistirme teknigi kullanilarak bitkiler
yetistirilmistir. Nisan 1991 ayi icerisinde bu bitkilerden
alinan tomurcuklardan anterler c¢aikartilarak denemelerde

kullanilmistir. -

3.2.2, GCigek tomurcuklarainin gruplandirilmasa

Farklzi biiylikliiklerdeki cicek tomurcuklarinan
igcerisinde Dbulunan anterlerin gelisme asamalarin:
belirleyebilmek amaciyla tomurcuklar o6nce kendi aralarainda
morfolojik 6zelliklerine gére gruplandirilmigslardair.

D6rt farkla patlacan c¢esidinde (Baluroi F3, Prelane
F1, Pala ve Kemer) morfolojik o6zelliklerine gbre sekiz gruba
ayrilan tomurcuklarin ve anterlerin biliyliklikleri .ile
gbriniigsleri bir ¢izelge halinde gésterilmistir (Cizelge
3.1). Sekiz farklar gelisme doénemine ayrailan ¢igek

tomurcuklarainin g&riinimleri de Sek. 3.1'de oldudu gibidir.
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Cizelge 3.1.Sekiz farkli gelisme doénemine ayrilan dért
dedisik patlican ¢esidinin morfolojik &zellikleri
Tomurcuj Tomurcuk Tomurcuk Tomurcuk
Gelisme Boyu Capa GO riiniimii Tomurcuk
Dénemi Cesitler {mm) (a) (mm) (b) {cv.Bal.F1) Ozellikleri
Baluroi F3i| 10.0+1.2 5.2%0.3 . Tomurcuklar kiigiik ve kapala
Prelane Fj} 10.210.8 5.0%£0.7 b anter rengi c¢ok acik yesil
1 Pala 9.6+1.4 | 6.0%0.2 ==
Kemer 10.8%0.4 5.41+1.0
Baluroi’ Fj| 15.510.7 7.0%0.8 ‘ Tomurcuklar kapali, ug
Prelane Fj| 15.0%1.1 | 7.4%+0.4 kisamlarinda hafif dilimli-
2 Pala 14.5%1.2 7.8%0.2 ] lik baslamis, anterler sa-
Kemer 15.241.5 | 7.0+0.5 rimsi yesil
Baluroi F3} 17.3%1.8 8.410.6 Tomurcuklarda ¢ok hafif
Prelane Fj| 18.1%0.6 8.2+0.3 o = acilma var, ancak canak
3 Pala 16.8%1.2 9.1+0.4 — ' yapraklarin ucu a¢ilmadan
Kemer 17.7%1.4 8.6+0.7 tac¢ yapraklar gériinmiiyor
anterler sari yesil
Baluroi Fj| 22.5%0.3 10.1%1.0 Ta¢ yapraklar hafifce g&-
Prelane Fj}| 20.8%1.0 10.3%1.2 riilnmeye baslamis, anterler
4 Pala 19.6+1.4 9.6+1.2 yesilimsi sar:
Kemer 22.9%0.8 10.4%0.7
Baluroi F3i| 24.7%0.5 11.0+1.8 Canak yapraklar agilmak i-
Prelane Fi1| 23.4%0.6 10.8+0.9 zere, ta¢ yapraklar birles-
5 Pala 22.4%1.1 10.1%1.3 me yerine gelmek iizere,an-
Kemer 24.5%1.6 11.7+0.4 terler yesilimsi sara
Baluroi Fj| 24.3%1.2 | 12.5%1.5 Ta¢ yapraklar, canak yap-
Prelane F3| 24.1%0.4 11.7%1.6 raklarin birlesme yeri se-
6 Pala 23.6%1.0 11.9+1.3 viyesinde ve hafifce g&rii-
Kemer 24.6%1.2 12.4%0.7 niiyor, anterler yesil sara
Baluroi F3} 20.4%2.7 13.6%1.0 Tag yapraklarin seviyesi
Prelane F3| 23.2%1.6 12.731.2 canak yapraklarin birlesme
7 Pala 20.1+2.0 13.410.4 noktasini gecmis, canak
Kemer 20.8%+1.7 13.810.6 yaprak ug¢lara kivrilmis
anterler sara
Baluroi F3| 23.4%1.3 13.9+1.3 Tomurcuklar patlamak lizere
Prelane F3j| 24.3%1.2 13.2%1.6 tac yapraklar pembe, anter-
8 Pala 22.6%1.0 13.140.4 ler koyu sari,kenarlari mor
Kemer 24.0%0.7 14.710.2 ¢izgili
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Sekil 3.1.Morfolojik &6zelliklerine gdre
siniflandaralan tomurcuklarin gdriiniimleri
(cv. Baluroi F1).

3.2.3. 8Sitolojik yéntemler

3.2.3.1.Mikrospor gelisme dénemlerinin belirlenmesi
Morfolojik sekillerine ve Dbiiyiikliiklerine gbre
sainiflandirilan anterlerdeki mikrosporogenesis asamalarini
belirlemek amaciyla sitolojik gézlemler yapilmis, bu amacla
iki yoéntemden yararlanllmstffz parafin y&éntemi ve

asetokarmin y&éntemi. Orneklerin dehidrasyonu asamasinda
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kullanilan ksilol+alkol serileri, Algan (1981)'a uyularak
hazirlanmig; diger islemler, Johansen (1940)'a gdbre
yliriitilmiistiir. Dehidrasyon isleminden gegirilen farkla
geligme doénemlerindeki anterlerin parafine doyurulmasi
amaciyla ilk asamada 45°C "de eriyen parafin kullanllmls;
daha sonraki giinlerde 57-600C sicaklikta eriyen parafinle
doyurma islemi tamamlanmigtir. Parafine gdmiilen ve tahta
bloklar ilizerine yapistiralan anterlerden Rotary mikrotom ile
10p kalinligainda enine kesitler alinmistir. Gliserin-albiimin
sliriilmlis lamlara yapistirilan kesitler, Johansen (1940)'de
belirtilen Heidenhain demir hematoksilin teknigi
kullanilarak boyanm:islardir. Boyama isleminden sonra
preparatlar Kanada balsami veya Entellan kullanilarak 24x32
mm boyutlarindaki lamellerle kapatilmislar ve sabit prepearat
haline getirilmislerdir. o
Asetokarmin y&6nteminde ©&6rnekler Once Farmer tesbit
¢6zeltisinde (3 kisim alkol: 1 kisim glasial asetik asit) 24
saat oda sicakliganda bekletilmisg, bu silirenin sonunda %
70'1ik etil alkol icinde birkac kez calkalandiktan sonra
~yine % 70'lik alkol doldurulan kiiciik cam siselere konmus ve
bu sekilde saklanmisladair. Elg¢i (1982)'ye gbre hazirlanan %
1'1ikx asetokarmin ile boyama yapilacag§i zaman, anterler bir
lam {izerine konarak ok wuc¢lu igne ve pens yardimiyla
mikrosporlar serbest hale getirilmis ve bir demla
asetokarminle karistirilmislardir. Lamel kapatildaktan sonra
preparatain iizerine bir kurutma kagidi konarak bastirilmis ve
3-4 kez ispirto ocaginda kaynatmadan 1sitilmigtir. Boyama

islemi tamamlanan preparatta mikreskopla gdzlem yapilmistair.
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3.2.3.2, K6k ucunda kromozom sayimi

.Kromozom sayimlarinda Feulgen ile boyama ydrntemi
kullanilmistir. Anterlerden elde edilen bitkicikler serada
dis kosullara alistirildiktan sonra 7x7 cm boyutlarirdaki
kiiciik plastik saksilardan daha biliyik saksilara sasirtil:rken
kdk uclari kesilerek doymus O -monobromonaftalin ¢&zeltisine
konmuslardir. 16 saat silireyle bu ¢bzeltide tutulan ko&k
uc¢lari daha sonra glasial asetik asite alinarak bu kez 30
dakika siireyle bekletilmislerdir. Elg¢i (1982) 'nin O&nerdigi
bigimde % 70'lik etil alkole aktarilarak burada saklanar kok
uclari, boyanmadan &nce musluk suyunda 3 kez beser dekika
yikanmig ve 600C saicakliktaki etlivde 1 N Hidroklorik asitte
12 dakika bekletilmistir. Feulgen ile boyanéﬁ k6k ug¢larinin
boyanmasi ve preparatlarin hazirlanmasinda Elg¢i (1982) wve
Sevimay (1986) '1n Onerdikleri y&6ntem dizlenmiszir.
Araétir1C1lar1n belirttidi bicimde boyada bir saat tutulan
k6k ug¢larinin koyu kirmizi-menekse <zrenkte boyznan
kisimlarindan preparatlar yapilmistir. Bu amadia kOkin en
ucundaki 2-3 mm'lik kismi Jiletle kesilmis, lam {izezine
damlatilmis % 45'1lik asetik asit damlasi icinde parcalararak

dadatailmis ve lamel kapatilmistair.

3.2.3.3. incelemelerin yapilmasi ve fotodraflarin
¢cekimi
Hem parafin ydntemiyle hem de asetokarminle hazirlanan
preparatlarda incelemeler 1sik mikroskobunda yapilmistir.
Mikroskoptan ¢ekilen fotograflar ig¢in 25 ASA'lik renkli
veya siyah-beyaz Kodak Pan film kullanllmlstlr.Mikroskoptan
vapilan fotodraf -gekimlerinde preparatlar 45%2.5x1 = 112.5

kez biiylitilmiistir.
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3.2.4. In vitro kiltiirler
3.2.4.1. Kullanailan genel yéntemler

3.2.4.1.1, Besin ortamlarainin hazirlanmasa

Denemelerde kullanalan temel besin ortamainain
kompozisyonu GCizelge 3.2'de verilmistir. Ortamain mineral
madde bilesimlerinin sec¢iminde Chambonnet (1985) 'ye
uyularak patlaican anter kiiltiirinde en iyi sonu¢ verdigi

bildirilen besin ortami esas alinmistar.

Cizelge 3.2. Patlicanda anter kiiltiirdi ig¢in kullanalan
besin ortami

(C ortama) (R ortami)

KNO3 2150 2150
NH4NO3 1238 1238
MgS04.7H20 412 412
CaCl2. 2H20 313 313
KH2PO4 142 142
Ca (NO3)2. 4H20 50 50
NaH2PO4 .H20 38 38
(NH4)2 SO4 34 34
KC1 7 7
Mikro elementler (mg/l)

MnS0O4. H20 22.130 20.130
ZnSO4. TH0 3.625 3.225
H3BO3 3.150 1.150
KI 0.695 0.330
Na2MoOg4 . 2H20 0.188 0.138
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CuSO4. 5H20 0.016 0.011
CoClz. 6H20 0.016 ' 0.011
Vi ' i itler (

Meso-inositol 50.300 50.300
Pyridoxine HC1l 5.500 5.500
Nicotinique acid 0.700 0.700
Thiamine ﬁbl 0.600 0.600
Ca-pantothenat 0.500 0.500
Vit.B32 0.030 =
Biotin 0.005 0.005
Glycin 0.100 0.100

—-sel mag/l

Na2 EDTA | 18.65 18.65
FeS0O4. 7H20 13.90 13.90
Agar (Difro-Bacto) (g/1) 8 8
PH 5.8 5.8

Besin ortamlarinin hazirlanmasanda kullanilan % 100
saf kimyasal maddelerin 8nce stok ¢cbzeltileri
hazarlanmistir. Organik maddelerin x100'liik stok ¢O6zeltileri
-200C'de derin dondurucuda, inorganik tuzlaran x10'luk stok
cbzeltileri 42 ve +40C' de buzdolabinda saklanmistir. Bu

kosullarda ¢6zeltilerde biyolojik bulasmalarin kontrolu
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basaraili olarak yapilabilmektedir (Street, 1973). Dikim
yapilmasaindan bir gin ©Once stok cézeltiierden gerekli
miktarlar alinip karastirilmis ve sulandirilarak esas besin
ortami hazirlanmistar.

Ortamlarin pH'si, agar.ve seker katilmasindan 6nce 1 N
HCl ve 1 N NaOH ile, patlican anter kiiltiirinde olumlu
sonuclar verdigi Dbildirilen (Dumas ve Vaulx ve
Chambonnet, 1982) ortamlardaki deder olan 5.8 olacak
sekilde ayarlanmlstlr. Il1kx dikim ortamindaki seker miktarai
ile bﬁyﬁﬁe diizenleyicilerin kullanam dozlara, farkli
uygulama gruplarainda dedigik diizeylerde tutulmustur. Bu
nedenle 1ilgili degerler 3.2.4.2. No.'lu bdliimde
verilmistir.

Birbiri ardina ylirlitlilen besin ortami bilesimleri ile
1lgili denemelerin timii, anterlerin 1ilk_, dikimlerinin
yapi1ldigi ve 12 gun boyunca izerinde kaldiklari "C ortami”
icerigindeki degisikler ile sinirlandaralmastar.

Dikimden 12 giin sonra anterlerin transfer edildigi
sasirtma ortami bilegsimi ise tim uygulamalarda sabit
tutulmustur. "R ortami" olarak adlandirilan (Dumas de
Vaulx wve Chambonnet, 1982) ortamda oksin bulunmamakta ve
0.10 mg/l Kinetin yer almaktadir. Bu ortamda seker miktara
disik dliizeyde tutulmus, % 3 oraninda sakkaroz
kullanilmistir.

Mineral madde, vitamin, aminoasit ve  Dbiiylime
diizenleyici karisamlari tamamlanarak pH'si ayarlanan ortamain
sicakligar 800C civarinda iken seker ve agar eklenmis, 1isitma
sirasinda erlenmayerlerdeki ortamlar elektromanyetik

karistarici yardimayla karistairailarak icgerisindeki
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maddelerin erimeleri ve ortama esit olarak dagilmalara
sagdlanmistar. Bundan sonra erlenmayerlerin agzi aliiminyum
folye ile kapatilarak otoklava yerlestirilmistir. Gautheret
(1859) ve Street (1973)'e uyularak otoklavda
sterilizasyon islemi 1219C de 15 dakika siire ile
gerceklestirilmistir.

Kiiltiire alma isleminde kullanilan 8 cm ¢apindaki cam
petri kaplara, besin ortamlarindan O6nce otoklavda 125©C de
bir saat siireyle tutularak sterilize edilmis ve izolasyon
kabininde sof§umaya birakilmistair. Besin ortamlara,
otoklavdan c¢ikarildiktan sonra steril kabin icerisinde ve
aseptik kosullarda, her bir petri kabina yaklasik 10 ml
disecek sgekilde doldurulmustur. Ortamlar, petri iaplarl
icerisinde 15-20 dakika kadar bekleyince agarain etkisiyle
jel klvamlna ulasmis ve dikime hazir hale gelmistir,

Anterlerden gelisen bitkiciklerin gelistirilmesi igin
ise herhangi bir biliylime diizenleyici madde igermeyen, % 2
oraninda sakkaroz ilave edilmis, Murashige ve Skoog
(1962) ortami kullanilmlstlr. Karisimlarai tamamlanap
pH'lara 5.7'ye ayarlanan, sgseker ve agara katildiktan sonra
kaynatilan ortamlar; 2.5x10 cm boyutlarindaki cam tiiplere
10'ar ml doldurulmus ve tiliplerin adzi cam kapak ile
kapatailmistir. Tiplere esit sekilde dagitilan ortamlar
sterilizasyon isleminden sonra dikime hazar hale

getirilmislerdir.
3.2.4.1.2, Anterlerin g¢akartilmasi ve dikim

Polen embriyogenesisi ic¢in en uygun mikrospor gelisme

dénemine sahip anterleri iceren ¢icek tomurcuklara, birkacg
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damla Tween 20 eklenmis % 20'lik sodyum hipoklorit c¢ézeltisi
iginde 15 dakika siireyle dezenfekte edilmis, daha sonra ii¢
kez beser dakika slireyle steril saf su ile durulanmaistar.
Anterler, c¢icek tomurcuklari icerisinden bistiiri ve kivraik
ug¢lu bir pens yardimaiyla c¢ikartilmistair. Anterlerin
tomurcuktan cikartilmasa sirasinda hicbir sekilde

zedelenmemesine O6zen g&sterilmig, filamentler de dikkatlice

kesilerek anterlerden wuzaklastairalmastar. Anterler
tomurcuktan ¢ikarildiktan sonra bekletilmeden ince uc¢lu bir
pens yardimiyla besin ortami ilizerine, dorsal ylizeyi ortamla
temas edecek bicimde ve ortama batirilmaksizin
yerlestirilmistir. Sekil 3.2.'de dikim islemi tamamlanmis
bir petri kabi ve icerisinde heniiz kiiltiire alinmigs ahterler

gbriilmektedir.

Sekil 3.2. Tomurcuklardan izole edilerek besin
ortamlarina dikilen anterlerin g&riintlisii
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Her petri kabana iki adet ¢icgek tomurcugundan c¢ikan
anterlerin timii dikilmis, bu sayi 12 iia 15 arasinda
dedismistir. Dikim islemi tamamlanan petri kaplarinin kapak
kenarlari ince plastik film seritlerle kapatilmis ve dais
atmosferle iliskileri kesdilmistir. Izolasyon ve dikim
aletleri calisma sirasainda sik sik Snce % 96'lik etil alkole
batirilarak ve hemen ardindan aleve tutularak stérilize

edilmislerdir.
3.2.4.1.3. Kiiltiir kosullara

Farkla sok uygulamalarinin denendidi VII. Deneme
grubundakiler harig, dikim dislemi tamamlanan petri
kaplarinan fﬁmﬁ Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) ve
Chambonnet (1985)'ye uyularak + 350C saicakliga ayarlanmis
karanlik etilive yerlestirilmistir. Kiltiirler burada 8 gin
boyunca bekletilmisler, bu siirenin sonunda 259C + 1.5' de
kontrol edilen iklim odasina alinmislardir. Iklim odasindaki
fotoperiyodik diizen 16 saat aydainlik ve 8 saat karanlak
olacak sgekilde ayarlanmistir. Floresan lambalarin aisik
kayna&di olarak kullanildigar odada, petri kaplarinain tek
sirali olarak yerlestirildidi seviyedeki 1sik siddeti 2000
Lux degerinde Ol¢ililmiistiir. Bu kosullarda 4 giin daha
bekletilerek dikimden sonra 12. glinini tamamlayan kiltiirler,
yeniden laboratuvara getirilmis, anterler hazirlanan
sasirtma ortamlarina (R) steril kosullarda transfer
edilmigslerdir. R ortamina sasirtilan anterler, iklim

odasinda ayni kosullarda gelismey€ birakilmaislardar.
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3.2.3.1.4. Elde edilen bitkilerin dis sartlara

adaptasyonu

Tiplerde gelismelerini tamamlayarak gen¢ bitkicik
gérintimiinii alan materyal, dis kosullara alistirilmak {lizere
tiiplerden c¢ikartilap saksilara dikilmistir. Bu amag¢la 7 cm
capinda ve 7 cm yiikseklidindeki plastik saksilardan
yararlanilmistair. Saksilar 2/6 toprak + 1/6 yanmis elenmis
ahir glibresi + 3/6 torf ile hazirlanan yeni bir harcla
doldurulmﬁstur. Harg¢, dikimden &nce otoklavda 1250C de 1.5
saat tutularak sterilize edilmistir. Ilk sulama, steril saf
su ile yapilmis, daha sonraki sulamalarda musluk suyu
kullanalmistar,

Dikimi yapilan saksilar gindiiz sicakligi 20-250C
arasinda degisen, gece sicakligi minimumu 150C olan seraya,
10 dakikada bir kez olmak lizere ince zerrecikler halinde su
plskiirten "mist propagation® altina yerlestirilmislerdir.
Canliligaini siirdiiren bitkiler bir hafta sonra buradan
alinarak seranin bir baska k&sesine yerlestirilmis ve

gelismelerine devam ettirilmistir.
3.2.4.1.5. Degerlendirme

Doku kiiltiirlerinde kullanilan materyalin sayilari esit
olmadigar ic¢in ¢ogunlukla istatistiksel dederlendirme
yapilamamaktadir. Bu ¢alismada da ayni nedenle istatistiki
analizler yapalamamigs, degerlerin ortalamalarainin veya

oransal (%) degerlerinin verilmesiyle yetinilmistir.
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Tomurcuk biiylikliikleri ve anter uzunluklari ile ilgili
sayisal degerlerin yorumlanmasi ve standarf.sapmalarlnln
hesaplanmasinda Diizgiines (1963) ve Karman (1971)' dan
yararlanilmisgtar.

Calismada esas olarak embriyo ve bitki olusumu
lizerinde durulmustur. Bu nedenle gdzlemlerde anterlerin
gelisim orani (%), embriyo clusum orani (%) gibi &zelliklere
dikkat edilmistir.

Kﬁltﬁre alinan anterler icerisinde hacim olarak
genisleyeﬁ, renkleri sarimsi beyaz veya ac¢cik kahverengine
dénlisen anterlerin gelistidi kabul edilmis; kavrilarak koyu
kahverengine doénlisen, yumusayan ve hafif bizilen anterler
ise 06143 anter olarak nitelendirilmistir. Chambonnet
(1985) 'in de yaptigas gibi gelisen anterlerin sayisai,
kiiltlire alinan anter sayisina bo&liinlip 100 ile c¢arpilarak %
gelisme orani hesaplanmistir. Anterlerin duvarini catlatarak
disariya ¢ikan ve gOriilebilir duruma gelen embriyolarln
olusum oranlarainin hesaplanmasinda da benzer bir yol
izlenmis; bu amag¢la olusan embriyo sayisi, kiiltiire alinan
anter sayisina bdélinmis ve 100 Ele carpilmistir. Bdoylece %
embriyo olusum orani bulunmustur.

Tam bitki haline doniisen embriyolaran kiltiire alinan
anter sayisina bolinmesiyle elde edilen dederin 100 ile
¢arpilmasi bitki olusum oranini vermistir.

% oranlarinin belirlenmesinde, enfeksiyona u§rayan
petrilerdeki anter sayilara diisiildiikten sonra, enfektesiz
anter sayilari esas alinmistar.

Kallus olusumunun besin’ ortami vyapisaina gbre

dedisiklik gbstermesi, bazi ortamlarda yof§un kallus ortaya
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¢cikmasiyla denemelerde kallus olusum siddeti de
dederlendirilmistir. Ortalama 1 cm ¢apinda kallus olusturan
kombinasyonlara "+", 1-2 cm caplnda.kallus olusturanlara
"++47, 2 cm'den fazla kallus olusturanlara ise "+++" isareti
verilmistir.Hi¢ kallus olusumu gdstermeyenler ise "-"

isareti ile g&sterilmistir.

3.2.4.2 Deneme gruplarainda yapilan farkla

uygulamalar
3.2.4.2.1. I. Denemede yapilan uygulamalar

Dedisik gelisme dbnemlerinde bulunan patlican ¢icek
tomurcuklarindaki anterlerin igerisinde yer alan
mikrosporlarin geligsimi bir yandan sitolojik olarak
incelenirken, diger yandan her gelisme d&nemine ait anterler
gruplandirilmis ve Chambonnet (1985) tarafindan O6nerilen
besin ortamina dikilerek burade in vitro gelismeleri
incelenmistir.

Denemede yer alan Boluroi FL, Prelane Fj, Pala ve
Kemer c¢esitlerine ait tomurcuklar, morfolojik g6riinilimlerine
ve biliyliklliklerine g&dre sekiz gruba ayrailmislardar. Her
cesitten ve gelisme déneminden 30'ar adet tomurcuk alinmis;
tomurcuklardan cikarilan anterler steril kosullarda petri
kaplarindaki ortamlarin {izerine yerlestirilmislerdir.
3.2.4.1.3. No.'lu Bééliim'de agiklanan normal prosediire
uyularak inkiibasyon kosullarinda bekletilen kiiltiirlerde
anterlerin renk dedisimleri, sigsme veya kallus olusturma

durumlari gdzlenmistir.
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3.2.4.2.2. 1I1. Denemede yapalan uygulamalar

Bir o6nceki denemede yer alan Baluroi Fj, Prelane Fj,
Pala ve Kemer patlican c¢esitlerinin en uygun gelisme
dbnemindeki tomurcuklary toplanarak, bu denemede
kullanailmistir. Besin ortami olarak Chambonnet (1985)'nin
6nerdigi temel besin ortami esas alainmig; ancak biyiime
dizenleyicilerin ve sekerin dilizeyinde dedgisiklikler
yapilmistair. Kinetin ve 2,4-D'nin birlikte kullanildaiga
ortamlardé iki farkli dozda (0.01 ve 5.0 mg/l) Kinetin ile
yine iki dedisik dozda (0.01 ve 5.0 mg/l) 2,4-D kombine
edilmistir. Ayrica her hormon kombinasyonu iki farkla
sakkaroz dilizeyi (30 ve 120 g/l1) ile cgesitlendirilmistir.

Her uyéulama grubu icin c¢esitlerden ayra ayrar 10'ar
adet tomurcuk toplanmis ve 1izole edilen anterler besin
ortamlarina dikilmislerdir. Tek ¢ekirdekli mikrospor dénemi
veya 1. polen mitozundan hemen O&nceki doénemde bulunan
mikrosporlari igeren anterlerin kullanildagi bu denémede
embriyo olusumunun olup olmadidi gbzlenmis ve embriyo olusum

oranlaraini belirlemek amaclanmistar.
3.2.4.2.3. 1III. Denemede yapilan uygulamalar

On deneme niteliginde gerceklestirilen 4ilk iki
denemenin sonunda; bundan sonraki denemelerde Baluroi Fji,
Pala ve Kemer c¢esitlerinin yaninda dérdﬁncﬁ ¢esit olarak
Dourga'nin kullanilmasina karar verilmistir.

Bu denemede 1ilk dikim ortamina katilan farkl:

dozlardaki Kinetin ve 2,4-D'nin embriyo olusumu t{izerindeki
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etkileri incelenmistir. Bu amag¢la 0.2, 1.0 veya 5.0 mg/l
dozunda Kinetin iceren ortamlar, yine ayni diizeylerdeki
2,4-D 1ile cesitlendirilmis ve béylece ortaya c¢ikan dokuz
farkli hormon kombinasyonunun anterlerin gelisme oranlara,
kallus olusum siddeti, embriyo ve bitki olusumu lUzerindeki

etkileri belirlenmistir.
3.2.4.2.4. 1IV. Denemede yapilan uygulamalar

Patlican anter kiiltirlinde besin ortamina katilan aktif
k6miiriin polen embriyogenesisi lizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla yapilan bu denemede Onceki denemelerde en iyi
sonucu veren 5 mg/l Kinetin + 5 mg/l 2,4-D ve 120 g/1
sakkaroz iceren besin ortamina % 1 oraninda aktif ko&miir
eklenmistir. Anterlerin bir kismi, agarla Jjel haline
getirilmis aktif kémﬁrlﬁ' ortamlara direkt temas edecek
big¢imde dikilmis, bir diger uygulama grubunda ise c¢ift fazla
sistem diye adlandirilan yéntem uygulanmistir. Bunun ic¢in %
1 oraninda aktif kOmir katailan ve agarla katilastairilan
ortamin {izerine, ayni bilesimde fakat aktif koémiir ilave
edilmeyen siaivi ortamdan 10 ml kadar eklenmistir. Anterler bu
sivi ortam icerisinde ylizer durumda kiiltiire alinmistar.

Baluroi F1, Dourga, Pala ve Kemer patlican cesitlerine
ait anterlerin kullanildigi denemede; anterlerdeki gelisme

durumlara izlenerek kaydedilmistir.

3.2.4.2.5. V. Denemede yvyapilan uygulamalar
I1II. Deneme'de iyi sonug¢ alinan Kinetin + 2,4-D

kombinasyonunu (5+5 mg/l) iceren besin ortamina (Cg), dért
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adet yeni patlican genotipine ait anterler dikilmis ve
bunlarain gelismeleri ile embriyo olustﬁrma durumlara
incelenmistir. Yeni genotiplerden ii¢ tanesi yerli (Halep
Karasi, Adana Topadr, Birecik Yerlisi) ve birisi de yabanca
({Black Beauty) patlican ¢esididir. Denemede ayni besin
ortami fdzerinde kiiltiire. alinan dedisik genotiplerin
anterlerinde kallus olusumu, gelisme oranlari ve embriyo

olusumu ile bitkiye déniistim durumlari belirlenmistir.
3.2.4.2.6. VI. Denemede yapilan uygulamalar.

Dliglik sicaklik ve kisa giin kosullarinda yetistirilen
bitkilerden alinan anterlerin polen embriyogenesisi
lizerindeki etkisini belirleyebilmek amaciyla Subat 1990
déneminde Adana'da aisitilmayan seralarda yetistirilen
bitkilerden toplanan tomurcuklar bu denemede kullanilmistair.

Dondr bitkinin yetistidi kosullarin yaninda ortama
katilan degdisik dizeylerdeki oksin ve sitokininlerin haploid
embriyo olusturma yonlindeki etkilerini belirlemeyi amacg¢layan
bu denemede sitokinin olarak Kinetin ve Zeatin, oksin olarak
da valnizca 2,4-D kullanilmistar. Her ii¢c hormon da 0.2, 1.0
veya 5.0 mg/l dozlarainda kullanilarak dokuz adet Kinetin x
2,4-D ve dokuz adet Zeatin x 2,4-D Xkombinasyonu
olusturulmustur. Boylece 18 degisik hormon kombinasyonunun
temel besin ortami ayni kalmak kosuluyla patlicanda in vitro
androgenesis tiizerindeki etkisi belirlenmeye calisilmistair.
Ortamlardaki seker konsantrasyonu % 12 oraninda sakkaroz

olarak sabit tutulmustur. b
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Bu denemede d&ért yabanci patlican c¢esidi (Baluro? Fi,
Galine F1, Fabina F31 ve Marfa F1) kullanilmis; yerli
genotiplerden Halep Karasi, Adana Topadi, Pala, Kemer ile
bir yabanci genotip (Dourga), serin kosullarda yeterli cicek
tomurcudu olusturamadiklary ve olusan tomurcuklarda da
anterlerin <canlai olmamasi nedeniyle denemede yer
alamamistir.

Denemede yer alan ¢esitlerden, her bir ortam bilesimi
icin 20'$§r adet ayni gelisme déneminde tomurcuk toplanmis;
anterler Steril sartlarda izole edilerek ortamlarin tizerine
yerlestirilmigslerdir.

Kiltire alinan anterlerde inkiibasyon siliresi boyunca
gelisme durumlari, kallus olusturma veya embriyo olusum
durumlari ile renk dedisimleri gbzlenerek kaydedilmistir.

-

3.2.4.2.7. VII. Denemede yapilan uygulamalar

Anterlerin kiiltiire alinmasini izleyen ilk 4 veya 8
glinlik doénemdeki farklai sicakliklarin anter gelisimi wve
embriyo olusumu {izerindeki =etkilerinin incelenmesi
amac¢lanmigtir. Bunun i¢in serada yetistirilen bitkilerden
Nisan 1990 ilkbahar doéneminde toplanan tomurcuklardan
¢ikartilan anterler, embriyo ve bitki olusumu saglayan tek
ortam olan Cg kodlu ortam izerine -yerlestirilmislerdir.
Dikimi yapilan petri kaplarindan bir kismi 250C‘ye bir kisma
300C'ye ve diger bir kasmi da 350C'ye ayarlanan karanlaik
etlivlere konmuslardir. Bu sicakliklarda 4 veya 8 giin siireyle
birakilan kiiltiirlerden uygulama siiresi tamamlananlar

250C'deki fotoperiyodik aisiklanmaya sahip iklim odalaraina
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alinmislardir. Burada 12. ginini tamamlayan anterler, daha
sonra "R" transfer ortamina sasirtailmislardar.

Bundan baska, kiltiire alinmadan ©&nce tomurcuklara

soduk soku uygulanmasi halinde androgenesisin olumlu y&nde

etkilenip etkilenmedigini belirlemek amaciyla bir de soduk
soku uygulamasi yapilmistar. Bu amag¢la tomurcuklar +40C deki
buzdolabainda 12, 24 veya 48 saat silireyle agzi aliliminyum
folye 1ile kapatilmis cam beherlerde bekletilmislerdir.
Uygulama sonunda tomurcuklardan anterler c¢ikartilarak
ortamlara~yerle$tirilmi$ ve petriler +350C'de karanlikta 8
glin boyunca tutulmuslardir. Dider islemlerde Chambonnet
(1985) 'nin yo6ntemi izlenmis ve normal prosediire uyulmustur.

Sicaklik soku denemelerinde Baluroi F3, Dourga, Pala
ve Kemer ceéitlerinden baska 4 genotip daha (Galine F7,
Fabina Fj, Halep Karasi, Adana Topadi).yer almistir. Her
genotipten her bir uygulama grubu igin 15-20 adet tomurcuk
kullanalmistar.

Adana'da yapilan bu uygulamalardan sonra, haziran
sonu, temmuz basinda, Ankara'da yetistirilen bitkilerde
olusan tomurcuklar alinmis, yiksek saicaklik soklara
yinelenerek denenmistir. Bu kez denemelerde saﬁece Baluroi
F1, Dourga, Pala ve Kemer gesitleri kullanalmistar,

Bu denemelerin dederlendirilmesinde de diderlerinde
oldugdu gibi anterlerdeki gelisme orani, kallus olusturma,

embriyo olusturma gibi 6zellikler dikkate alinmistar.

3.2.4.2.8. VIII. Denemede yapilan uygulamalar
Ardarda yapilan ve beklenen sonuglara ulasilamayan

uygulamalarda, yébntemden kaynaklanabilecek baza
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yetersizliklerin olabilecedi diislincesiyle kullanilan biylime
diizenleyicilerinde ve seker igeriginde bazi dedisiklikler
yapilmasi yoluna gidilmistir.Baska ilkelerde elde edilen
bazi yeni bulgularin (Rotino ve ark., 1987 a wve D)
1s1g1 altanda hazarlanan ortamlarda mineral madde ve vitamin
icerikleri sabit tutulmus ,seker ve hormon katkilarinda
dedisiklikler yapailmistar. Ayrica bazi ortamlara % 1
oranainda aktif k&mir de ilave edilmistir. Yedi farklai
bilesime sahip ortamlarin icerikleri asagida oldufu gibidir

(Cizelge ’3.3.)

Cizelge 3.3. VIII. Denemede yer alan besin ortamla-
rinda de§isgik diizeylerde kullanilan
maddelerin miktarlari ve ortamlarain

kodlara
Ortam
Maddeler kodu a B c D E F G
Kinetin (mg/1) 5 5 5 5 5
2.4-D (mg/l) - 5 5 - 5 - -
NAR (mg/1l) 5 - - 5 - 5 5
Sakkaroz (g/1) 120 120 60 60 120 120 60
Glukoz (g/1) - - 63 63 - - 63
Aktif komlr (%) - - - - 1 1 1

Denemede yedi patlican genotipine ait anterler
kullanilmistir. Bunlardan ii¢c tanesi yabanci k&kenli olup Fj
hibrit c¢esittir (Fabina F31, Galine F1, Baluroi F3). Halep

Karasi, Adana Topadi, Pala ve Seytan adli yerli patlacan
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genotipleri ise denemede vyer alan diger c¢esitleri
olusturmustur. Her c¢esitten, her uygulama drubu icin esit
sayida anter kullanilmaya gayret edilmis, 10'ar adet
tomurcuktan ¢ikarilan anterler ortamlar tizerine
yerlestirilmistir. -

Deneme sonuclari, anter gelisim oranlar: ve embriyo

olusumu yOniinden dederlendirilmistir.
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4. SONUGLAR
4.1 . Mikrospor Gelisme Dénemlerinin Belirlenmesi

Morfolojik ézellikleygne gbre sekiz grupta toplanan
dedisik gelisme asamalarindaki tomurcuklara ait anterlerdeki
mikrospor gelisim d&énemlerinin belirlenmesinde kullanilan
yéntemlerden birincisi parafin yo&ntemidir. Farkla
biiyiikliiklerdeki anterlerin enine kesitlerinden elde edilen
bulgular aéaglda verilmigtir.

Tanimlari 3.2.2"'de yapilan tomurcuk gelisme
asamalarindan 1 no'lu olana ait anterlerde yapilan
gbzlemlerde yvalnizca mikrospor ana hiicrelerine
rastlanmistir. Anter duvarindaki arkesporial tabakanain
igeriye dodru verdigi hiicrelerin olusturdugdu "primer

sporogen tabaka" tarafindan meydana getirildigi bildirilen

I v R 7 € 0 Gl S A SR A0y
D ""‘,‘-‘."— ot PR Mg
-, s
e

\‘ww‘v 4

A

—
P

.,w
67

. <3 e '..
o NN , 1
S ek s
SR s RV

O T ¥

Sekil 4.1.Birinci asama tomurcuklarindaki anterlerde
mikrospor ana hiicresi (Ma)
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(Yentir, 1982) diploid yapidaki mikrospor ana
hiicrelerinin, koyu bir hiicre ceperine ve yine koyu renkli
boyanan iri bir hiicre ¢ekirdedine sahip oldudu goriilmiistiir
(Sek.4.1).

Ikinci asamadaki tomurcuklarin anterlerinde gogunlukla
mayoz bdéliinme devresindeki hiicreler ile bunun yanainda tetrat

olusumunun 1lk devrelerine rastlanilmistair (Sek.4.2).

Sekil 4.2.1ikinci asama tomurcuklaraindaki anterlerde
mayoz bdlinme (Bh: B&liinen hiicre)

Uclincii asamadaki tomurcuklarin anterlerinden
hazairlanan preparatlarda ise §$ek.4.3.'de de gO6rildiigii gibi
tetrat déneminde c¢ok sayida mikrospor belirlenmistir. Ancak
bunun yanisira bazi hilicrelerde bdéliinmenin devam ettigi de

gbrilmiistir.



Sekil 4.3.Uclincli asama tomurcuklardaki anterlerde
tetrat déneminde mikrosporlar (Te)

D6rdiincli asamadaki tomurc&klarln anterlerinde yapilan
sitolojik incelemelerde birbirinden ayrailmak lizere dért adet
mikrospor iceren gelismis tetratlar ile bunlaran yanisira
tek c¢ekirdekli haploid yapidaki serbest hale geg¢gmis
mikrosporlarin bulundugu belirlenmistir (Sek.4.4).

Besincli asama tomurcuklarinda ise serbest durumda cok
saylda. ték cekirdekli mikrospor bulunmus, ancak bunun
yaninda, tetratlara da rastlanmistir ($ek.4.5).

Altainci gelisme d&nemindeki tomprcuklarln anterlerinde
1. polen mitozu asamasinin dedisik devrelerindeki
mikrosporlar (Sek.4.6), yedinci asamada ise iki cekirdekli
gen¢ polen taneciklerinin hakim oldugu (Sek.4.7)
belirlenmistir. Sekizinci asamadaki tomurcuklarda g¢ogunlukla

olgun polen tanecikleri saptanmlsélr.



Sekil 4.4. DO6rxdincli asama tomurcuklarindaki
anterlerde,tetrat'in son devreleri
(Te:tetrat, Ms: tek cekirdekli mikrospor)

Sekil 4.5.Besinci asama tomurcuklarandaki anterlerde
serbest kalmis tek ¢ekirdekli mikrosporlar
ve tetratlar (Ms: tek cekirdekli
mikrosporlar, Te: tetrat)
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Sekil 4.6.Altinca asama tomurcuklarindaki anterlerde
' 1. polen mitozu devresindeki mikrosporlar
(Pm: polen mitozu)
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Sekil 4.7.Yedinci asama tomurcuklaraindaki anterlerde
iki evcikli genc¢ polen tanecikleri (Ip: iki
¢ekirdekli geng polen)
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Parafin yoéntemi ile gelisme asamalari belirlenen
tomurcuklarla ayni gelisme déneminde bulunan- tomurcuklardan
izole edilen anterlerin kiiltiire alinmasindan sonra, elde
edilen bulgular (Bdliim 4.2), anter kiltiiri 4icin en
elverisli dénemin 1. polen..mitozundan hemen &nceki d&nem
(5.d6nem) oldudunu gdstermistir. Bu ddénemdeki tomurcuklarin
ortalama 23.8%1.0 mm uzunludunda ve 10.911.2 mm genisliginde
oldudu belirlenmistir. Ancak bu Olg¢limlerin yapildiga
cesitler uzun meyve sekline sahip olduklaraindan birbirlerine
yvakin degerler vermislerdir. Oysa ki Galine Fj] c¢esidinde
meyve sekli yuvarlak oval oldudundan tomurcuklar da daha
kisa boylu ve genis olmaktadir. Her c¢esitteki morfolojik
dénem ile mikrospor gelisme doénemi arasindaki iliskinin
belirlenerek kiiltire alinacak tomurcuklarain secilebilmesi
i¢in daha g¢abuk sonu¢ veren aseto karmin ile boyama ydntemi
uygulanmistir. Bu amag¢la kiltirll yapilacak her g¢esitte,
morfolojik olarak elverisli doénemlere vyakin gériilen
biytikllikteki tomurcuklar toplanarak anterlerindeki mikrospor
gelisme dbnemleri incelenmistir. Tek c¢ekirdekli
mikrosporlarin yodun olarak bulundudu morfolojik tomurcuk
gelisme dénemi Dourga ¢esidi hari¢ diderlerinde birbirine
cok benzer bulunmus; tag¢ yapraklaran seviyesinin c¢anak
yapraklarin dilimlendid§i noktaya ulastigi ancak tam olarak
gdriilmedigi dbénemde anter icgerisinde ¢ok sayida mikrospor
g6rilmistiir ($ek.4.8). Dourga cesidinde ise bu morfolojik
yapidaki tomurcuklarda heniiz tetrat déneminde mikrosporlarain
bulundugu belirlenmis; ta¢ yapraklarin c¢anak yapraklarin
dilimlendigi noktayi 2-3 mm ge¢tidi asamada tek cekirdekli

mikrosporlaran yogunludunun arttigdir gdriilmiistir.



Sekil 4.8.Aseto-karmin ile boyanmis tek cekirdekli
mikrosporlar

Sekil 4.9.Vegetatif ve generatif cekirdekleri gbriilen
bir polen tanesi (V¢: vegetatif cekirdek,
G¢: generatif cekirdek)
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Aseto-karmin boyama yéntemi, parafin y&ntemi kadar net
ve acgik gbriintiiler vermemekle birlikte, mikrospor gelisim
evrelerinin belirlenmesinde yeterli sonug¢lar
saflayabilmektedir. Ornedin Sek.4.9'da vegetatif ve
generatif cekirdekleri ayirdedilebilen gen¢ bir polen tanesi

gbrilmektedir.
4.2. I.Deneme Sonug¢lara

Dért dedisik patlican genotipine ait sekiz farkla
biiylikliikteki tomurcuklardan g¢ikarilan anterlerin besin
ortami tlizerindeki gelismeleri incelenmistir. Denemede
kullanilan c¢esitlerin 1, 2 wve 3. tomurcuk gelisme
dénemindeki anterlerinin higbiri 350C'de 8 giin
birakildiklari «inkiibasyon kosullarinda gelisme
gbstermemigslerdir. Bu anterler, 1ilk iki giin igerisinde
kararmislardair. Tomurcuklardan cikarildiklarinda beyaz-yesil
veya saramsi yesil renkte olan geng anterlerin kiiltiir
ortaminda verdikleri yanita benzer olarak 7. ve 8. gelisme
dSnemindeki tomurcuklardan alindiklarinda sari veya koyu
sari renge sahip olan anterler de dikimden sonra 35°C deki
etive konulduktan birkac saat sonra kararmaya
baslamiglardir. Ilk iki gilin icerisinde bu anterler herhangi
bir gelisme g&stermeksizin kararmig ve uc¢ kisimlarindan
yukaraiya dogru kaivrailmislardar.

Bir ©&nceki bolimde (4.1.1) igerisinde degisik
yodunluklarda tek g¢ekirdekli veya 1. polen mitozundan hemen
6nceki asamada mikrosporlara buluddurdugu belirlenen 4, 5 ve

6. tomurcuk gelisme donemindeki anterlerin bir kaismi, besin
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ortamina dikildikten sonra 350C'deki sicaklik uygulamasi
sirasinda sismeye baslamistar. Bu gruptaki anterlerin
bazilari sicaklik soku siliresince ve kiiltiirlin ilerleyen
inkiibasyon asamalarinda renklerini kaybetmemis ve ac¢ik sara
olan renklerini korumus, ancak biylik c¢ofunludu kahverengine
déniismiistiir. Sek.4.10' da kiltiire alindiktan sonra siserek
gelisen, kahverengine d&niisen ve androgenik bir yapa

gbsteren anterler gSriilmektedir.

Sekil 4.10.Besinci gelisme dbénemindeki tomurcuklar-
dan izole edilerek kiiltiire alinan ve
gelisen androgenetik anterler
(cv. Baluroi Fj).

1., 2., 3., 7. ve 8. gelisme ddnemlerindeki anterlerin
ilk gilinlerde nekroze olmasi ve~ gelismemesi nedeniyle R
ortami {lizerine yalnizca, 4., 5. ve 6. gelisme devresine ait

anterler sasirtilmistar.
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Baluroi Fji, Prelane F31, Pala ve Kemer patlican
cesitlerinin tomurcuklarindan alinan 4, 5 've 6., gelisme
dénemindeki anterlerin besin ortamindaki gelisme durumlarina
iliskin dederler Cizelge 4.1'de gbsterilmistir.

Cizelge 4.1.Dort degisik patllcén'genotipinde 4, 5

ve 6. gelisme dénemindeki tomurcuklardan

alinan anterlerin besin ortami idzerindeki
gelisme oranlara

Tomurcuk| Dikilen| Gelisen | Gelisme ’ Olusan | Embriyg

gelisme Anter Anter Orani Kallus | Embriyol 01.0r.
Cesitler| ddnemi Sayisi Sayisi (%) Olusumu| sayisa (%)
4 172 21 12.2 + 0 0.0
Baluroi 5 161 48 29.8 + 0 0.0
F1 6 180 36 20.0 ++ 0 0.0
4 153 18 11.8 + 0 0.0
Prelane 5 164 31 18.9 + 0 0.0
F1 6 178 36 20.2 + 0 0.0
4 130 14 10.8 + 0 0.0
Pala 5 166 35 21.1 ++ 0 0.0
6 142 16 11.3 ++ | 7o 0.0
4 157 22 14.0 + 0 0.0
Kemer 5 163 37 22.7 ++ 0 0.0
6 160 48 30.0 ++ 0 0.0

Cizelgeden de izlenebilecedi gibi 5 ve 6. gelisme
dénemindeki tomurcuklar, 4. gelisme dbnemindeki
tomurcuklardan daha fazla sayldé "gelisen anter yilizdesi"ne

sahip olmuslardir. 4. dénemdeki tomurcuklardan alinan
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anterler, tim g¢esitlerin ortalamasa itibgriyle % 12.2
oraninda gelisme gbstermislerdir. Bu deder 5. gelisme
dénemindeki tomurcuklardan alinan anterlerde % 23.1 olarak
bulunurken, 6. gelisme doéneminde biraz azalmis ve % 20.4
olmustur. =

Cesitlerin meyve sekline g&re tomurcuk biiylikliikleri
veya uzunluklar: arasinda farklalaklar olmakla birlikte,
genel olarak tag¢ yapraklaran seviyesinin c¢anak yapraklarin
birlesme :yerinde oldugu 5. gelisme doénemi ile c¢anak
yapraklarin hafifgce ag¢ilmaya basladigi ve tag¢ yapraklarain
1-2 mm'lik kisminin gdriildligi dénem olan 6. gelisme ddénemi,
patlican anter kiiltirli yoluyla haploid embriyo elde etmek
icin en uygun dénemler olarak g&rinmistiir.

Ciceklenme basladiktan bir ay kadar sonra bitkilerin
vaslanmasiyla birlikte, tomurcuk fenotipine bakilarak
vapilan tomurcuk sec¢iminin =zaman =zaman yaniltici oldudu
gbzlenmistir. Tag¢ yapraklar ile g¢anak yapraklarin birlesme
yerinin ayni seviyede oldugdu durumda toplanan baza
tomurcuklarin daha ileri gelisme asamasindaki anterlere
sahip olduklaraina rastlanmistir. Benzer bir durum, bitkinin
ayni noktasaindan ¢ikan ikincil tomurcuklarda da
gbzlenmistir. Bu gibi durumlar veya besin ortamina dikim
asamasinda yapilacak ikinci bir seleksiyon i¢in ayirdedici
kriter olarak "anter rengi"nin gbz 6éniinde
bulundurulabilece§i belirlenmistir. Yapilan gdzlemlerde
yesilimsi-sar: renkteki anterlerin kiiltliir kosullarainda
gelisme gO6sterdikleri; sarimsi-yesil renktekilerin heniiz
erken doénemde oldﬁklarl, sari’ veya koyu sari renkli

anterlerin ise geng¢ polenlere sahip olan ge¢ dénemde
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bulunduklari gézlenmistir. Erken veya ge¢ dénemde bulunan
anterler killtlire alindiklarinda ¢ok daha az vyanait

vermektedirler,

4.3. II.Deneme Sonuglari--

ikinci denemede, ilk denemede yer alan dért patlacan
cesidinin anter kiiltiiri i¢in en uygun olarak belirlenen
geligme ddnemindeki tomurcuklari segilerek, anterler dedisik
hormon ve seker kombinasyonlarina sahip ortamlara
dikilmislerdir., Kinetin, 2,4-D ve sakkarozun ikiser farkla
dozunu igeren sekiz dedisik besin ortamina dikilen anterler
arasaindan sadece Baluroi Fj] ¢esidine ait olan anterlerden
haploid embriyo ve bitki edilebilmistir. Gizelge 4.2.'de
besin ortamlarinin hormon ve seker bilesismleri, dikilen
anter sayilari ile yalnizca Baluroi Fj ¢esidindeki embriyo
ve bitkiye donlisiim sayilari ve oranlarai gdsterilmistir.

Ci1 ve C2 ortamlari lzerinde tiim cesitlerde anterlerin
bir kisminda sisme meydana gelmistir. Anterlerin bazilarinan
yan kasimlarainda c¢atlamalar oldudu, bir kisminin ise
kavralip siyahlastiga goriilmiistiir. Hormonlaran diigiik diizeyde
tutuldudu bu ortamlarda kallus olusumu c¢ok az miktarda
ortaya ¢ikmistar.

C3 ve C4 no'lu ortamlarda sari-kahverengi renk alan
anterlerin bir kisminda sisme meydana gelmis, &zellikle
sakkarozun 120 g/l dozunda kullanildigi Cg4 ortaminda
anterler patlayarak olusan kallus dokusu disariya tasmistair.

Cs5 ortaminda yesilimsi renkteki anterler dikkati

cekmigtir. Ayni durum Cg ortaminda da gdzlenmistir. Yo&un
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kallus olusturan anterlerin yaninda, bazi anterlerin
baslangictakil biuylikliklerinin 1{i¢ kata kédar biyiikliige
eristikleri belirlenmistir. Ancak hacim olarak biiyiliyen
anterlerin i¢ kisimlarinin bos oldugu, kallus veya embriyoya
benzer bir olusum bulundurmadiklari gbriilmistiir.

C7 ve Cg ortamlarinda kallus olusumu, Cs ve Cg
ortamlarina gdre daha az yodun bulunmustur. Tim cesitler
ortalamasi olarak anterlerin % 24.3'll siserek gelisme
gOstermislerdir. Renkleri ise sari-kahverengine donismlistiir.
Nadiren bazi anterlerin yesilimsi bir renkte ve kirailgan,
sert bir doku seklinde gbrindiikleri kaydedilmistir. Baluroi
F1 cesidinin Cg no'lu ortam (5 mg/l Kinetin + 5 mg/l 2,4-D
ve 120 g/l sakkaroz) lizerindeki anterleri igerisinden farkla
petri kaplarindaki 3 adet anterinden toplam 7 adet embriyo
ve embriyo benzeri yapi meydana gelmistir. Bunlardén 2
embriyo ve 2 embriyo benzeri olusum tek bir anterden, 1
embriyo ve 1 embriyo benzeri olusum ikinci anterden, son
embriyo ise iligclincli anterden olusmustur. Sek.4.11'de Baluroi
F1 c¢esidine ait anterden meydana gelerek gelismesini
sirdiiren, embriyodan gen¢ bitkiye dOnilisglim asamasinda bir
bitkicik gériilmektedir.

Embriyo olusan anterler incelendidinde, bunlaran
sari-kahverengi ve parlak g6riinimlii olduklarai; kallus
olusturmayan anterlerden embriyo meydana geldigi
gbzlenmistir. Embriyolar, anterlerin yan tarafinda olusan
¢atlama sonucunda gObrilebilir duruma gelmislerdir. Anterin
icinden c¢iktigi goériilen embriyolar, steril sartlarda ortamla
temas edecek pozisyona getirildikten sonra, burada bir siire

gelistirilmisler, ardindan da petri kaplaraindaki MS ortamla-
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Sekil 4.11.Balouri F3 ¢esidinde anter kiltirid yoluyla
elde edilen bir haplojd bitkicik

Sekil 4.12.Anterlerden ¢ikislarindan 14 gin sonra
yeni ortamlara sasairtilan ve burada
gelisen haploid bitkicikler
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rina sasirtilmislardar. Sek.4.12" de anterlerden
cikislarindan 14 gin sonra petri kaplarindaki yeni ortamlara
transfer edilen haploid bitkiciklerin durumu goriilmektedir.
Sek.4.13' de ise MS ortamina sasartildiktan U¢ hafta
sonra bitkiciklerin gelisme durumu gérilmektedir. Burada
kdk1ll ve vyaprakli, saglaikli tam bir bitki formuna doénlsen
materyaller, daha sonra cam tiplere sasgsirtilmislar (§ek.

4.14), bu tiuplerde gelistirilmislerdir (Sek.4.15).

Sekil 4.13.MS ortamina sasartaldaiktan l¢ hafta sonra
haploid bir bitkicigdin gelisme durumu

Prelane Fj1 ¢esidinin anterlerinden bir tanesinde de C7
ortaminda embrioid olusumu farkedilmis, ancak dider ortama
sasirtilan bu doku normal bitkiye dOnilisemeyerek dejenere

olmustur.



Sekil 4.14.Cam tiplere sasirtilan bitkiciklerin
gelisme durumlara

Sekil 4.15.Cam tilplerde gelismelerinin 3. haftasa
ig¢erisindeki patlican bitkicikleri
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4.4. 1III.Deneme Sonug¢larai

Bu denemede Baluroi Fj1, Dourga, Kemer ve Pala patl:ican
cesitlerinin dokuz dedisik hormon kombinasyonunda anter
kiiltiriine wverdikleri vyanit incelenmistir. Kinetin ve
2,4-D'nin iigcer dozunun kombine edilmesiyle olusturulan
ortamlarin dort dedisik genotipteki anter gelisimi ve
embriyvo olusumu Uzerindeki etkilerine 1liskin degerler
Cizelge 4.3.'de verilmistir.

Bu denemede ilk kez Tirkiye orijinli bir genotipten
haploid embriyo elde etmek mumkin olmustur. "Kemer" patlican

cesidinden anter kultiurd yoluyla elde edilen embriyolar,

Sekil 4.16.Kemer patlican c¢esidinde 5 mg/l Kinetin ve
1 mg/l 2,4-D kombinasyonunda olusan
embriyolar
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5 mg/l Kinetin ve 1 mg/l 2,4-D katilan ortam {izerinde
meydana gelmistir. Sek.4.16'da Kemer patlican ¢esidinde
olusan embriyolar gdrilmektedir.

Kemer c¢esidinde farklai iki anterden olusan iki adet
embriyodan baska, Baluroi Fj] c¢esidinde de yine ayni ortam
iizerinde embriyo benzeri beyaz renkli olusumlar dikkati
cekmistir. Dider kombinasyonlara sahip ortamlarda anterler
sisme ve gelisme gdsterdikleri halde embriyo farklilasmasa
meydana gelmemigtir. Bununla birlikte &zellikle kinetinin 5
mg/1l dozunda kullanildig: ortamlar tlUzerindeki anterler,
yvodun bir kallus olusumu gercgeklestirmislerdir (Sek.
4.17). Denemede yer alan Dourga ve Pala c¢esitlerinin

anterleri hicbir hormon kombinasyonunda embriyo meydana

Sekil 4.17.5 mg/l Kinetin ve 1 mg/l 2,4-D igeren
ortamda Dourga ¢esidinde kallus olusumu.
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getirmemislerdir. Yalnaizca Pala c¢esidinde bir hormon
kombinasycnunda (5 mg/l Kinetin ve 1 mg/l 2,4-D) kdk olusumu
meydana gelmistir (Sek.4.18).

Sekil 4.18.Pala cesidinde ko&k ve yodun kallus olusumu
(Fk:filamentten olusan kallus, Ak:anter-
den olusan kallus, K: kok.)

4.5, 1IV.Deneme Sonuglara

Bir Onceki denemede yer alan cesitlerin anterleri, bu
kez aktif komlir igeren agarli besin ortamlarina veya c¢ift
fazli sivi ortama dikilmislerdir. Cizelge 4.4.'de Baluroi
F1, Dourga, Pala ve Kemer patlican g¢esitlerinden, iki farkl:
ortama dikilen anter sayilara gdsterilmistir.

Aktif komiir igeren agarli ortama dikilen patlican

anterleri, ¢esitler arasinda davranis farki gostermeksizin
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Cizelge 4.4.Aktif komlr katilan agarli ve ¢ift fazla
besin ortamlari lizerinde dort farkla
patlican ¢esidi anterlerinin gelisme

durumlara.
Dikilen Anter Sayisi Gelisen Anter Sayisi
Cesitler Agarla Cift fazlx Agarli Cift fazla
A.kOmir A . kOmir A.kO&mir A.komir
ortamai ortami ortami ortama
Baluroi Fy: 121 161 0 0
Dourga 132 124 0 0
Kemer 98 96 0 0
Pala 114 95 0 0

kiiltirtin ilk glnlerindeki saicaklik uygulamasi sirasainda
sisme veya gelisme gibi degisiklikler gdstermemisler ve
baslangic¢ctaki Dbiylklikleri kadar kalmislardir. Anterlerin
timi kahverengi-siyah bir renk almistir. Sasirtma ortamina
transfer etmek amaciyla pens ile dokunuldugunda anterlerin
yumusadigi ve canliliklarini kaybettikleri g&rlilmiistir.Bu
duruma benzer olarak agarla katiailastirilmis aktif kOmirli
ortam lizerine eklenen sivi besin ortamina yerlestirilerek
dikimden sonra sicaklik uygulamasina tabi tutulan anterler
de, uygulamanin henliz birinci ginlinde kararmis ve
canliliklarini yitirmislerdir. '

Ilk 12 giinlitk inkiibasyon siiresi sonunda canliliklarini
surdiiremeyip kararan anterler ikincil bir ortama sasir-

tilmamislardir.Bu asamadan sonra gbzlemlere son verilmistir.
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4.6. V.Deneme Sonuglara

Daha ¢&énce yapilan denemelerde embriyo ve bitki elde

edilen hormon kombinasyonuna (5 mg/l Kinetin 4+ 5 mg/1l

2,4-D) sahip besin ortaminda yeni bazi genotiplerin

verecekleri reaksiyonlara belirleyebilmek amaciyla

gerceklestirilen bu denemeden elde edilen sonug¢lar Gizelge

4.5.'de oldudu gibidir.

Cizélge 4.5.D6rt yeni patlican genotipine ait anter-
lerin gelisme ve embriyo olusturma

durumlara

Dikilen| Gelisen| Gelisme|Kallus | Embriyo| Embriyo|Bitki| Bitki
Cesit.| anter anter Orana olusu- | olusu- {ol. or.lolu- Jol.or.

sayisi sayisi (%) mu mu (%) surmu (%)
H.K. 90 24 26.7 - 7 7.8 4 4.4
A.T 140 32 22.9 + 0 0.0 0 0.0
B.Y. 73 10 13.7 ++ 0 0.0 0 0.0
B.B. 86 11 12.8 + 0 0.0 0 0.0

Bu denemede yerli genotiplerden "Halep Karasi”,

oldukg¢a iyi performans gdstermistir. Anilan cesitten 7 adet

embriyo meydana gelmistir. Embriyo meydana gelme orani % 7.8
olarak belirlenen Halep Karasi c¢esidinden elde edilen
embriyolardan 4 tanesi Dbitki haline dénlismilstir.

Sek.4.19'da Halep Karasi c¢esidinde olusan embriyolar

gbriilmektedir,

Bitkicik haline gelen gelismis embriyolar MS ortam:i
igeren cam tiuplere transfer edildikten sonra bunlardan mikro
gelikler alinarak ¢ogaltma yoluna gidilmistir.

Sek. 4.20'de

erlenmayer igerisinde tek bir bitkicikten gelistirilen ayn:
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Sekil 4.19.Halep Karas: cesidinde anter kiiltirinde
olusan embriyo ve bitkicikler

genotipe sahip patlican bitkicikleri gdrilmektedir.

Olusan embriyolardan 4 tanesi ayni petri kabindaki iki
farkl: anterden elde edilmistir. Bunlardan birisinde ig,
digerinden bir embriyo gelismistir. Diger {¢ embriyo ise
degisik petri kaplarindaki anterlerden birer birer elde
edilmistir. Toplam 7 adet olusan embriyolardan 3 tanesi
dejenere olarak bitki haline doéniligememisgtir.

Bitkicik haline dénﬁ$enler;d15 kosullara uyum sadlama
asamasi basarildiktan sonra serada kontrolld kosullarda

gelistirilmistir (Sek.4.21)
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Sekil 4.20.Halep Karasi ¢esidinde olusan bir embri-
yodan codaltilan bitkicikler

Sekil 4.21.Halep Karas: éesidinden anter kiultird
yoluyla elde edilen bitkiler.
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Bu bitkilerin morfolojik yapalari, normal kromozom
yapisina sahip patlican bitkilerden ¢ok farkli olmustur.
Yapraklarai cok kic¢ik, gelismesi daha yavas olan bitkiler
cicek acmislar, ancak bitkilerin fertil olmadiklara
g6rilmiistliir. Tim bu 6zellikleri nedeniyle bitkilerin haploid
kromozom yapisinda olduklari kanisina varilmistar. Nitekim
bitkilerin k&k uc¢larinda yapilan kromozom sayimlarinda da
n=12 o0ldudu, bitkilerin haploid yapida olduklara
belirlenmistir (Sek.4.22).

Sekil 4.22.Halep Karasi ¢esidinden anter kiiltiri
' yoluyla elde edilen bitkilerin kromozom

sayilari (n=12).
Denemede yer alan Adana Topadi, Birecik Yerlisi ve
Black Beauty ¢esitlerinin anterlerinde kallus gelisimi

olmus, ancak embriyo veya benzeri bir farklilasma

saflanamamastair.
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4.7. VI.Deneme Sonuglara

Sitokinin oclarak Kinetin ve Zeatin'in, oksin olarak da
2,4-D'nin yer aldiga denemede 18 farkli hormon kombinasyonu
kullanilmistir. DOrt dedisik yabanci patlican genotipinde
anter kidltlirld yoluyla embriyogenesisi uvyarmak amaciyla,
dikimden sonraki 12 glinlik siire ic¢in besin ortamina katilan
farkli dizeylerdeki "Kinetin + 2,4-D" ve "Zeatin + 2,4-D"
kombinasyonlarinin haploid embriyo olusumu {zerindeki
etkileri arastirilmistar.

Ayrica minimum sicaklik ortalamasinin 8.50C ve gilinliik
ortalama sicakligin 20.4°9C oldudu Subat 1990 ayainda cam
serada yetistirilen dondér bitkilerden alinan anterlerin,
kiiltlir kosullarindaki performanslarinin belirlenmesi
denemenin bir diJer amacini olusturmus:tur.

Subat 1990 ddéneminde Adana'da serada yetistirilen
bitkilerden alinan anterlerle yirittililen denemenin
sonuglarina iliskin dedgerler Cizelge 4.6.'da
gbsterilmistir.

"Kinetin + 2,4-D" kombinasyonlarinda her iki maddenin
dozlarzi, III.Deneme'de kullanilan dozlar ile ayni
tutulmustur. Bdylece Baluroi F31, Dourga, KXemer ve Pala
cesitlerinin yaz aylarinda alinan tomurcuklarai ile
gerceklestirilen &nceki deneme sonuclarr: ile serin
kosullarda yetisen bitkilerden alainan tomurcuklardan elde
edilecek deneme sonuclarlnin karsilastairilabilecegi
diisiiniilmistir. Ancak, Baluroi F1 ¢esidinin disainda kalan
diger {i¢ ¢esidin Subat ayinda c¢igek tomurcudu olusturmamis

clmalari, az sayida olusan tomurcuklardzki anterlerin de
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canli polen meydana getirme oranlarinin dislik bulunmasi
nedeniyle Dourga, Kemer ve Pala c¢esitleri denemede yer
alamamiglardir. Bunlarain yerine tomurcuk olusumu normal olan
Galine F31, Fabina Fj1 ve Marfa Fj <cesitlerinden alinan
anterler denemede kullanalmisgtar.

Bu dénemde yapilan cicek tozu ¢imlendirme
denemelerinde Marfa F3j, Fabina F3;, Baluroi Fj1, Galine F3
cesitlerinde canli c¢igek tozu oranlarinin % 20-40 ara51nda
bulundugu belirlenmistir (Abak ve Giiler, 1991).

Denemede yer alan cesitlerin anterlerinden "Kinetin +
2,4-D" kombinasyonu igeren ortamlarda embriyo elde etmek
miimkiin olmamistir. Her iki biiyime dlizenleyici maddenin de 5
mg/l dozunda kullanildigd: ortamda da herhangi bir
farklilasmanin olmamasi nedeniyle, patlican bitkilerini kisa
giin ve disik sicaklaik gibi stresli kosullarda yetistirmenin
antef kiltliriinde polen embriyogenesisini olumlu yoénde
etkilemedidi kanisina varalmastar.

Anterlerdeki gelisme oranlari Kinetin'li ortamlarda,
Zeatin igeren ortamlara g&ére daha yiksek bulunmustur.
Ornedin ayni dozda 2,4-D (5 mg/l)'ye sahip ortamlardan 5
mg/l Kinetin katilanda % 28.4 oraninda anter gelismesi
meydana gelirken; 5 mg/l Zeatin kataildiginda gelisme orani
sadece % 13.5 olmustur. Ayraca tim Kinetin'li ortamlardaki
ortalama anter gelisme orani % 15.1 olarak hesaplanirken,
Zeatin'li ortamlardaki ortalama anter gelisme orani % 9.6
bulunmustur.

Besin ortamina Zeatin katildiginda, Kinetin iceren
ortamlara gdre daha yofun kallus olusumu meydana gelmistir.

Ozellikle Zeatin'in 1.0 mg/l ve 5.0 mg/l dozlaranda
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kullanildigr ortamlarda anterlerin kesilmis filament
uclaraindan kallus olusmasina karsilik, anterlerin c¢codunlugu
canlilagini wuzun sire devam ettirememis ve kivrilip
kurumuslardar.

Kisa glin ve diisiik sicaklik kosullarainda yetistirilen
bitkilerden alinan anterler, dedisik dozlarda "Kinetin +
2,4-D" wveya "Zeatin + 2,4-D" Xkombinasyonlarini icgeren
ortamlarin hic¢birinde, hatta 5 mg/l Kinetin + 5 mg/1 2,4-D
iceren ortamlarda bile normal kosullarda elde edilene benzer

gelisme ve embriyo clusumunu gerceklestirememislerdir.
4.8. VII.peneme Sonug¢lara

Dikimi izleyen glinlerde anterlerin dedisik siirelerde
farkla sicakliklarda tutulmasinin androgenesis iizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla vyapilan bu denemede dért
yabanci patlican ¢esidi (Dourga, Baluroi Fj, Galine F1,
Fabina F31) i1ile doért yerli patlican cesidi (Pala, Kemer,
Halep Karasi, Adana Topagi) vyer almistar. Uc¢ degisik
sicaklikta iki farkli slire boyunca tutulan ortama vyeni
dikilmis anterlerin gelisme durumlara: Gizelge 4.7.'de
verilmistir.

Tim c¢esitler birlikte diusiniildiiginde 25©C'de 4 giin
boyunca karanlikta tutulan anterlerde gelisme disik oranda
(¥ 6.0) meydana gelmis ve kallus olusumu gd&riilmemistir.
250C'de 8 giin karanlikta tutulduktan sonra inkiibasyona devam
ettirilen anterler ise biraz deha yiiksek oranda (% 7.4)
siserek gelismisler ve bir miktar kallus olusturmuslardair.

Dikimi izleyen giinlerde anterlerin tutuldudu sicakligain
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Cizelge 4.7. Degisik sicaklik soku uygulamalarainin
sekiz farkli patlican genotipinde anter
gelisme orani, kallus ve embriyo
olusumu Uzerine etkileri

Dikilen|Gelisen|Gelis- Embrivyo
Cesitler |Uygula-| anter |anter |me or. |Kallus ve bitki
malar* sayisi |[sayisi | (%) olusumu jolusumu
a 100 6 6.06 ~ 0
b 103 4 3.9 + 0
Dourga c 86 17 19.8 + 0
d 111 31 27.9 ++ 0
e 79 28 35.4 + 0
f 93 39 41.9 ++ 0
a 132 9 6.8 - 0
b 118 12 10.2 + 0
Baluroi Fy < 105 11 10.5 + 0
d 141 23 16.3 + 0
e 109 17 15.7 ++ 0
£ 118 19 16.1 ++ 0
a 91 3 3.2 = 0
b 86 7 8.1 + 0
Galine F3 o] 102 19 18.6 + 0
d 86 13 15.1 ++ 0
e 81 25 30.9 ++ 0
f 82 30 36.6 ++ 0
a 110 4 3.6 - 0
b 95 10 10.5 + 0
Fabina Fj c 83 12 14.5 + 0
a o1 11 12.1 ++ 0
e 85 16 18.8 + 0
f 92 23 25.0 ++ 0
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Cizelge 4.7'nin devama

Dikilen|Geligen |Gelisg~— Embriyo
Cesitler | Uygula—- | anter anter me or Kallus ve bitki
malar* sayisi | sayisi (%) olusumu| olusumu

a 76 3 3.9 0

b 85 5 5.9 + 0

Kemer c 81 11 13.06 + 0

d 83 ) 10.8 + 0

e 83 15 18.1 + 0

f 85 13 15.3 + 0

a 79 7 8.9 - 0

b 75 5 6.7 + 0

Pala c 86 10 11.6 + 0

d 80 12 15.0 + 0

e 76 19 25.0 ++ 0

f 84 24 28.6 + 0

a 105 8 7.6 - 0

b 112 9 8.0 + 0

Halep c 109 20 18.3 + 0

Karasa d 121 23 12.0 ++ 0

e 120 26 21.7 + 0

f 118 40 33.9 ++ 0

a 85 8 9.4 - 0

b 86 7 8.1 + 0

Adana C 91 12 13.2 + 0]

Topadz d 100 19 19.0 + 0

e 92 23 25.0 + 0

f 90 31 34.4 ++ 0

(*) Uygulamalar:

i 250C
250C
300C
300C
350C
350C

Hh® Q00w

de
de
de
de
de
de

4 gin
gin
gin
gln
gin
gun

QO > O D O
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artmasiyla gelisen anter yilizdesinde de artais meydana
gelmistir Sek.4.23' de tim cesitlerin ortalamasi lzerinden
hazirlanan diyagramlardan da izlenebilecedi gibi, sicaklidan
300C'ye ylikseltilmesi anter gelisme oranini artarmigtair. 4
gln siireyle 300C'de tutulan patlican anterlerinde gelisme
orani % 14.0 olarak bulunurken, 8 giin sireyle 300C’'de
tutulan anterlerde gelisme orani % 17.6'ya ylikselmistir.
350C'de 4 giin siireyle karanlikta bekletilen petri

kaplarandaki anterler % 21.1 oraninda sisme ve geligme
gOstererek sicakligda paralel artaisi sirdirmislerdir.
bekletme siiresinin 8 gline ¢ikartilmasiyla gelisme orani

artarak % 27.4 oranina ulasmistair.
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Sekil 4.23.Dedisik sicakliklarda ve farkli siirelerde
karanlaikta tutulan in vitro patlacan
anterlerinin gelisme oranlari (%)
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Sicakliktaki artasin, gelisme oranini artirmasinin
yvaninda ayni sicaklikta daha uzun silre karaﬁllkta tutma da
gelisen anter sayisi izerinde olumlu bir etki yapmistir.
Denemede uygulanan her 1¢ sicaklikta da 8 gin boyunca
karanlaikta bekletilen ‘anterler, 4 gin sureyle
bekletilenlerden daha yiiksek geligme ylizdelerine sahip
olmuslardir. Sonug¢ olarak en yiksek gelisme orani tilm
cesitler ortalamasa olarak % 27.4 ile 350C' de 8 giin siire
boyunca karanlikta bekletilen anterlerden elde edilmistir.

Ayni wuygulamalara c¢esitlerin verdikleri vyanaitlar
arasinda da farkliliklar Dbulunmaktadir. Bununla birlikte
Sek.4.24 incelendiginde de goriildiigi gibi tim c¢esitlerde
sicaklik artisa ile beraber gelisme oranlarinda dizenli
artis meydana gelmistir.Ayni uygulama grubunda tum
cesitlerden” elde edilen dederlerin genelde birbirine yakin
oldugu; sicaklik ve inkilibasyon slresindeki artaslaran anter
gelisme orani izerinde olumlu etki vaptida Sekilden acikca
izlenebilmektedir.

Dikimi izleyen 1lk glnlerde vylksek sicakliklarda
bekletme sonucunda anterlerde meydana gelen gelismeye radmen
bu denemede embriyo veya haploid bitki elde etmek mimkin
olamamistir. Daha ©Onceki denemelerde haploid bitki elde
edilen kontrol ortamlarinda da embriyo veya benzeri bir
farklilasma gdzlenmemistir. '

Anterlerin izole edilerek kiiltire alanmasindan ©&nce,
tomurcuklara soduk soku uygulanmasi halinde de ¢ok farkl:
sonuglar alinmamistir. +40C'de buzdolabinda 12, 24 veya 48
saat slreyle bekletilen tomurcuklérdan izole edilen anterler

kiltire alindiktan hemen sconra normal prosedire uyularak
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Sekxil 4.24.Sekiz farklai patlican genotipine ait
anterlerde, dikimi izleyen ilk glinlerde-
ki dedisik sacaklik soklarinin gelisme
orani lizerine etkileri (a: 4 gin; b: 8

gin) .

35°C'deki etiive yerlestirilmislerdir. Burada 8 giin boyunca
bekletilen anterlerin c¢esitler arasinda farklalaik
gbrilmeksizin ilk 2-3 gin ig¢erisinde karardiklara

belirlenmistir. Anterler, polenlerin dokiildiigli u¢ noktadan
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itibaren kararmaya baslamis ve herhangi bir gelisgme
gbstermeksizin siyahlasmislardir. Sekiz dedisik patlican
genotipinde elde edilen bu bulgular sonucunda, patlican
tomurcuklarinain kiiltlirden ©&nce soduk sokuna tabi
tutulmasainin olumlu bir etkisinden s6z edilemeyecedi
kanisina varailmistair.

Mayis ayinda Adana'da.serada yetistirilen bitkilerden
alinan materyalle gercgeklestirilen bu denemelerde nisbeten
yaslanan :dondr bitkilerin kullanilmasainain, sonuc¢lari
etkileyebilecedi diistinlilerek dikimi izleyen ilk glnlerdeki
sicaklik soklari BAnkara'da geng bitkilerle bir kez daha
yinelenmistir. Baluroi Fi1, Dourga, Kemer ve Pala
cesitlerinin yer aldidi bu denemeden elde edilen dederler
Cizelge 4.8'de verilmistir.

Adana'da yapilan denemelerde elde edilen bulgulara
benzer olarak, 4 dedisik genotiple yinelenen bu denemede de
250C sicaklikta 4 veya 8 gin karanlikta tutulan anterler
oldukga disiik gelisme oranlarina sahip olmuslardir
(sirasiyla %5.1 ve % 8.9).

Tim ¢esitlerin orftalamasa {izerinden hesaplanan
dederlere gdbre hazirlanan §ek.4.25'de de gérilecedi gibi
sicakligain 259C'den 300C'ye yilikseltilmesiyle anter gelisme
oranlari da artmistir. 300C'de 4 gin karanlikta tutulan
anterler ortalama % 15.1 oraninda gelisirlerken aynz
sicaklikta 8 gin siireyle karanlikta birakilan anterlerdeki
gelisme orani ¢ok az bir farkla ylksek bulunmustur (% 16.0).
Sicakligin 350C'ye ylkseltilmesiyle siserek gelisen ve
canliligini koruyan anterlerin yﬁédesi artmisg; bu say:r 4 gin
karanlikta inkiibe edilenlerde % 24.3 olmustur. 350C'de 8 gin

tutulan anterlerdeki gelisme orani ise % 29.0'a ulasmistar.
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Cizelge 4.8.Patlican anter killtiirinde dikimi izleyen glinlerde
uygulanan yliksek sicakliklarin gelisme ve embriyo
olusturma Uzerindeki etkileri

Dikilen Gelisen Gelis- Embriyo Embriyo
Cesitler Uygula-| anter anter me or. |Kallus ve bitki ve bitki
malar* sayisi sayisi (%) olusumu | olusumu |ol.or. (%) (**)
a 87 4 4.6 - 0 0.0
95 7 7.4 + 0 0.0
Baluroi Fj c 96 14 14.6 0 0.0
d 100 18 18.0 ++ 0 0.0
e 97 25 25.8 + 0 0.0
f 93 23 24.7 ++ 2 2.15
ax 96 5 5.2 - 0 0.0
b 87 9 10.3 + 0 0.0
Dourga c 84 12 14.3 + 0 0.0
a 86 17 19.8 + 0 0.0
e 90 20 22.2 ++ 0 0.9
£ 91 28 30.8 ++ 0 0.0
a 76 2 2.6 - 0 0.0
Pala b 87 6 6.9 + o] 0.0
c 77 10 13.0 + ] 0.0
d 110 10 12.7 + 0 0.0
e 93 24 25.8 + 0 0.0
£ 93 31 33.3 ++ 0 0.0
a 112 8 7.1 - 0 0.0
b 101 11 10.9 + 0 0.0
Kemer c 93 17 18.3 + 0 0.0
d 98 14 14.3 + 0 0.0
e 94 22 23.4 ++ 0 0.0
£ 106 29 27.4 ++ 0 0.0
(*y : Cizelge 4.7'nin altinda verilmistir.

(**) : Embriyo ve bitki olusumlar:i ayni sayida oldudundan tek
bir siitunda verilmistir.
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Sekil 4.25.0¢ degdisik saicaklikta farkli siirelerde
karanlikta tutulan in vitro patlican
anterlerinin gelisme oranlari (%)

Denemede yer alan c¢esitlerin dedisik saicaklaiklarda,
Obnemsiz de olsa farkli dederler verdikleri belirlenmistir.
Ancak Sek.4.26'nin incelenmesinden gdériilecedi gibi  her
saicaklik derecesinde cesitler birbirlerinden az c¢ok farkla
degerler verseler de, sicakligdain 250C*den 350C'ye dodru
artmasi ile birlikte gelisme orani da artmaktadir.

Ayrica genel olarak her {ic 51cékllk derecesinde de 8
glin sireyle karanlik kosullarda bekletilen anterlerin 4 gin

slireyle bekletilenlerden daha ylksek dederler verdikleri bir

kez daha dodrulanmistir.
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Sekil 4.26.D6rt farkli patlican cenotipine ait
anterlerde, dikimi izleyen ilk glinlerde-
ki dedisik sicaklik soklarinin gelisme
orani lzerine etkileri (a:4 glin, b: 8
gin) .

Bu denemede kontrol uygulamasi olarak yer alan 350C de
8 gin stlreyle karanlikta birakilan anterlerden bazilarinda
embriyo benzeri farklilasmalar gdézlenmistir. Baluroi Fj
cesidinde iki farkli anterden birér tane embrioid elde
edilmistir. Kemer ¢esidinin anterleri igerisinde de rengi
yesile donlismeyen, ancak beyaz renkli kalp sekilli embriyo
benzeri vyapilar belirlenmistir.HBSOC'de 8 gin karanlikta
birazkilan Baluroi Fi c¢esidine ait anterlercde Onceleri beyaz

renkli ve kalp sekilli embriyo gdrinimindeki olusumlar, daha
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sonra yesil renge donismeye baslamig; ancak biyume ucu
gdriilmeyen bu embrioidler gelisemeyerek dumura ugramislardir

(Sek.4.27).

Sekil 4.27 .Baluroi F31 c¢esidinde meydana gelen ve daha
sonra dejenere olan embrioid (Ed:Embrioid,
Fl:Filament, A:Anter, K:Kallus)

4.9. VIII.Deneme Sonu¢lara

2,4-D ve NAA'in oksin; Kinetin'in de sitokinin olarak
kullanaildida, karbon kaynadi olarak sakkaroz ve glukoz'un
yver aldigi, ayrica aktif kémlirin de eklendidi ortamlar

izerinde yiirtitidlen sekizinci deneme 1ile 1ilgili bulgular
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Cizelge 4.9'da sunulmustur.

- IV. Deneme sonucunda elde edilen bulgulara'benzer
bicimde bu denemede de aktif komiir katilan ortamlardaki
anterler, gelisme veya hacimce blyime ya da kallus olusturma
gibi herhangi bir tepki gdstermemislerdir. Ortam’ﬁzerine
yverlestirildikleri Dbiuyiklik dedismeksizin renkleri
kahverengi-siyaha d&éniisen anferlerin, sasirtma ortamina
transfer zamaninda yumusamis olduklari ve canliliklarini
vitirdikleri anlasilmistir. Bu nedenle aktif k&milr iceren
ortamlara dikilen anterler, 12 gln sonra gercgeklesgstirilen
sasirtma asamasinda yeni ortamlara aktarilmamislardir. Aktif
kOmiirll ortamlarda belirlenen bu olumsuz gelisme durumu
konusunda genotipler arasinda bir farklilik gbzlenmemistir.

Sek.4.28'den de izlenebilecedi gibi yedi degisik
genotipe ait patlican anterlerinin ayni besin ortamlara
izefindeki geligme oranlarai arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Aktif koémirlid ortamlarda gelisme olmamasaz
nedeniyle bu ortamlara iliskin he@erler grafik 1Uzerinde
gbsterilmemistir.

Karbon kaynadi olarak sakkaroz ve glukozun birlikte
kullanilmasiyla gelisme oranlarinda artis meydana geldigi
g6zlenmistir. Iki farkli sekerin birlikte kullanildidi C ve
D ortamlarinda Adana Topadir c¢esidi disindaki c¢esitlerde
gelisme oranlari artmistir. Seytan ¢esidi de D ortaminda
disik performans gdstermekle birlikte C ortaminda en yiksek
gelisme oranina sahip olmustur.

Anter gelismesi sakkaroz ve glukozun birlikte
kullanildigi ortamlarda daha yliksek oranlarda meydana gelmis
ve 5 mg/l Kinetin ve 5 mg/l 2,4-D igeren "B" ortamindan

embriyo elde edilebilmistir.
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Sekil 4.28.Yedi patlican genotipine ait anterlerin
dort farkli hormon ve seker kombinasyonu-
nz sahip ortamlardaki gelisme durumu

Daha &énce yapilan V. Denemede de haploid embriyo veren
Halep Karasi c¢esidi, dider gesitler arasinda yine androgenik
kapasiteyi g&steren ¢esit olmus ve iki adet haploid embriyo
olusturmustur. Bu denemede Halep Karasi c¢esidinden elde
edilen embriyo $ek.4.29'da gdrilmektedir.Ayrica ayni cesit
120 g/1 sakkaroz ile 5 mg/l Kinetin ve 5 mg/l NAA iceren “A"™
ortaminda da iki adet embriyo olusturmus; ancak bu
embriyolar <canlaliklarina sirdlirememislerdir. Seytan
patlican c¢esidi "A" ortami izerinde rizogenesis y&niinde
gelisme g&stermis, anterden disara dodru gelisen kallustan

kok olusumu meydana gelmistir.



T. C.
Yiiksekokretim Kurulu
101 Dokiimantasyon Merkezl

$ekil 4.29.Halep Karasi cesidinden "B" ortaminda elde
edilen embriyo ve embriyo veren anterin

gbriindsd.

Besin ortamina 2,4-D yerine NAA katilmasi anterlerin
gSrinimini etkilémistir. NAA katilan ortamlarda anterler
koyu kahverengine doéniismemis, ag¢ik kahverengi-sarimsai bir
renk almislardar. Ayraca yine bu ortamlarda filamentlerin
kesim yerleri ile anter duvarlarinin bazi ylizeylerinde yesil
renge ddoniisim olmustur (Sek.4.30). 2,4-D katailan
ortamlardaki beyaz renkli yo&un kallus olusumundan farkla
olarak NAA igeren ortamlarda daha az yodunlukta ve Kkrem
renginde bir kallus dokusu meydana gelmistir. Bundan baska
anterlerin i¢ kisimlarainda olusan ag¢ik yesil renkli dcku
incelendidinde bunlarain globular dénemdeki embrioidler

olabilecedi kanisina varalmistair (Sek.4.31). Ancak bu
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Sekil 4.30.NAA iceren ortamlarda gelisen patlican
anterleri

Sekil 4.31.5 mg/l NAA iceren "A" ortaminda Baluroi F3
patlican ¢esidine ait bir anterin
igerisindeki globular embriyoya benzer
olusumlar
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farklilasmalarin dasanda bir gelisme saglanamamis; NAA
iceren ortamlarda haploid embriyé ve bitki
gelistirilememistir. v

Bu deneme sonucunda NAA'in patlican anter kiiltiriunde
2,4-D'ye iistlin &zellikleri, oldudu yoéninde bir bulgu elde
edilememistir. Ayrica sakkaroz 1le glukozun bir arada
kullanildigi ortamlarda anter gelisme oraninda artis olmakla
birlikte embriyo olusumu y&énlinde dedisik bir etki

saflanamamistar.
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5. TARTISMA

Ulkemizde &nemli boyutlarda yetistiriciligi yapalan
sebze tirlerinden olan patlicanda aislah g¢alismalari ve yeni
cesitlerin gelistirilmesiApﬁyﬁk 6bnem tasamzktadir. Ancak
geleneksel yodntemlerle yﬁrﬁéﬁlen 1slah c¢alismalarinda uzun
zamana gereksinim duyulmakta, bu nedenle :xslah wve c¢esit
gelistirmede teknolojik yeniliklerden yararianan gelismis
lkeler ile rekabet sansimiz azalmaktadir.Islah silresini
kisaltmak amaciyla patlicanda haploid bitki uyartimina
yénelik olarak planlanan bu c¢alismada anter x4ltirl yoluyla
haploid bitki eldesi gercgeklestirilmis ve androgenesisi
uyarici bazi uygulamalarin etkinlikleri {izerinde bilgiler

elde edilmistir.

Anter kUltlrid icin elverisli tomurcuk celisme ddnemi

Kiltire alinacak anterleri tasiyan tomurcuklarin dondr
bitkilerirn {dzerinden toplanmasi asamasindzki morfolojik
gbrintimleri, bu tomurcuklarin secimi ve toplenmasinda biliylk

kolaylik saglamakta; bu nedenle tomurcugun morfolojik

.

gbrinlisliyle mikrospor gelisim dbénemleri arasindaki iliskinin
ortaya ¢ikarilmasi biylk oénem tasimaktadir. Calismamizda
sekiz farkli geligme doéneminde gruplandairilan tomurcuklaran
icerisindeki anterlerde mikrospor gelisme ddénemleri
belirlenmistir. Buna paralel olarak yiiritilen in vitro
denemede farkli gelisme doénemlerindeki anterlerin kiiltirdeki
gelisme durumlari da incelenmis ve 1. polen mitozundan hemen
6nceki asamada tek ¢ekirdekli mikrosporlar: veya boélinme

asamasindaki mikrosporlara iceren anterlerin en yiksek
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gelisme oranlaraina (sairasiyla %23.1 ve %20.4) wverdikleri
belirlenmistir. 5. ve 6. tomurcuk dénemlerine. karsilik gelen
bu asamalardaki tomurcuklarda c¢esitlere bagli olarak
uzunludun 22.4-24.7 mm, g¢apin ise 10.8-12.5 mm arasainda
oldugu ;ta¢ yaprak seviyesinin ¢canak yapraklaran
dilimlenmeye basladiga nokféda veya bunun 1-2 mm idzerinde
bulundugu saptanmistir. Pekin arastirma grubu (Research
Group of Haploid Breeding,1978) da patlicanda anter
kiiltird icin tek g¢ekirdekli mikrospor déneminin elverisli
oldugdunu bildirirken; tomurcuk biyiikliginin cesitler,
yetisme kosullari ve Dbitki vyasina gdre dedisikliik
gbsterebilecedini, bu nedenle tag¢ yapraklarin dilimlenip
ayrilmaya basladigas ddnemin kriter olarak alinmasa
gerektigini belirtmistir.Benzer big¢imde Isouard ve ark.
(1979) wve Chambonnet (1985) adli arastiracilar da anter
kiiltird i¢in patlican ¢igcek tomurcuklarainin yukarida
tanimlanan morfolojik go&rilintiide olmalara gerektigi gdriisini
paylasmaktadarlar. Ancak dondr olarak yasla bitkiler
kullanildiginda morfolojik g&riniimleri uygun gibi gdrinmekle
birlikte, anterlerin izole edilmesi amaciyla tomurcuklar
acildiginda her zaman istenen anter dbnemiyle
kargailasilamayabilmektedir. Nitekim Dunwell ve Perry
(1973) de bitkilerin yaslanmasiyla birlikte uygun dénemde
gérinen tomurcuklardaki anterlerde mikrospor ve geng polen
taneciklerinin heterojen bir karisim halinde bulundugundan
sbz etmektedir.

Tomurcuk Dbliylkliigi ve morfolojik gdérinimiin yaninda
anter renginin de elverisli dénemin belirlenmesinde &nemli

bir kriter oldudgu gérilmiistiir. In vitro kiiltire alindiginda
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hacimce genisleyip gelisme gbsteren anterlerin, yesilimsi
sari1 renkte olduklari; saramsi yesil renkli anterlerin
erken, sari ve koyu sara renkteki anterlerin ise ge¢ doénemde

bulunduklari belirlenmistir.

o) i a i naitl

Anter kiltlirinde elde edilen basari farkli genotipler
arasinda bliylk dalgalanmalar gdstermektedir. Calismamizda
yer alan sekiz dedisik denemede kullanilan patlican
gesitleriﬂin iki tanesinden (Halep Karasi ve Baluroi Fj)
haploid bitki elde edilebilmis, dider iki genotipte (Prelane
F1 wve Kemer) embrioid olusmus ancak bitkiye déniisiim
gerceklesememistir. Geri kalan c¢esitlerden (Dourga, Pala,
Adana Topadgi, Seytan, Birecik Yerlisi, Black EBeauty, Fabina
F1, Galine F]1, Marfa F31) embriyo veya bitki elde etmek
miimkiin olamamistir.

Patlaicanda genotipler arasinda biliylik farklailiklar
bulundugu Tuberosa ve ark. (1987) ve Rotino ve ark.
(1987 a) tarafindan da &nemle vurgulanmaktadar.

Calaismanin baslangaicinda 1lk haploid bitkilerin elde
edildigi Baluroi F3 cesidi, daha sonraki deneme
gruplarindaki ayni uygulamalarda embriyo meydana getirmemis,
sadece VIII. Denemede yeniden bazi farklilasmalar gdstererek
globular embriyolar olusturmustur. Benzer bir durum Halep
Karasi ¢esidinde de ortaya ¢ikmistir. V. Denemede %7.8
oraninda embriyo ve %4.4 oraninda haploid bitki elde edilen
Halep Karasx ¢esidi, VII. Denemede %3.8 oraninda haploid
bitki meydana getirmistir. Genotipik vyapasi ayni olan

bitkilerden alainan anterlerin farkli zamanlarda, ayna
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uygulamalara dedisik cevaplar vermesi oldukga ilgingtir. Bu
durumun, dondr bitkilerin yetistirildigi ikliﬁsel kosullarain
farkliligindan kaynaklanabilecedi akla gelmektedir. Nitekim
Heberle-Bors (1982 a ve Db), ayni genotipe sahip
bitkilerin farkli sicaklik.kosullarinda yetistirilmesinin,
bitkideki embriyogenik polen sayisini etkiledidini wve buna
bagla olarak olusan embriyo sayisinin da dedistigini
bildirmektedir. Cevre kosgullarinin, dondr bitkinin ig¢sel
aminoasit‘profilinin olusmasini etkiledigini wve bunun da
anter kﬁitﬁrﬁnde elde edilen sonug¢lara yansididini
vurgulayan Dunwell (1976)'in gériusleri de bu kanimiza
destekler niteliktedir. Dondr bitkinin beslenme durumu ve
yetistirildigi iklimsel kosullardaki farkliliklar ayna
genotiplerin dedisik =zamanlarda farkl:y sonuglar vermesine
neden olabilmektedir. Nitekim Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982) tarafindan yiliksek diizeyde androgenetik
kapasiteye sahip bir g¢esit olarak bildirilen "Dourga"
¢gesidi, Tuberosa ve ark. (1987)'nin yaptaiklarai g¢alismada
ayni performansi gOsterememis; bizim ¢alismamizda da embriyo

olusumu meydana getirememisgtir.

Dondr bitkinin vetistirilme kosullara

Kisa gin ve dilisik sicaklikta ya da nitrojen ag¢liga
gibi bitkinin gelismek ig¢in gereksinim duydudu bir takaim
faktodrlerin kasaitlandigil stres kosullarinda ¢ift cinsiyetli
bitkilerin cinsiyet balansinin disilik yoéniine kaydaigini ve
bbylece erkek gametlerin gelisimlerini tamamlayamayarak
embriyogenik polenler olustu&unu- ileri sliren Heberle-Bors

(1983)' un gbérisiinden hareketle kis aylarinda Adana'daki
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seralarda yetistirilen bitkilerden alinan anterlerle yapilan
kxiltiirlerden olumlu sonu¢ alainamamistair. Bu dénemde yerli
¢cesitlerin g¢odunda ¢igek tomurcudu dahi olusamazken,
tomurcuk olusturan c¢esitlerin anterleri kiiltiir sartlaranda
istenen gelismeyi gOsterememisler ve bu ddnemde hicbir
genotip ve besin ortami kombinasyonundan embriyo elde etmek
miimkin olamamistar (VII.Deneme). Bu durum, c¢iceklenmeyi
artairan kosullarin embriyogenik polen olusturdudu ve
patlican bitkisinin ylksek sicaklik ve yiikksek 1sik yodunlugu
kosullarinda c¢iceklendidi g6z &ninde bulunduruldugunda
ag¢iklanabilmektedir.

Serada gelismeye birakilan ayni Dbitkilerde bahar
dbneminde olusan tomurcuklaran anterleri kiiltiire alindiginda
yine embriyo elde edilememistir(VII.Deneme). Bu durum, dondr
bitkilerin yasi ilerledik¢e anter kiiltiirinde verimin
azaldiginy bildiren Dunwell ve Perry (1973) ve
Anagnostakis (1974) 'in Dbulgularay ve gbriusleriyle
agiklanabilir. Dunwell (1976), mevsimsel farkliliklar gibi
bitki yasinin da anter duvarindaki indiikleyici hormon
dizeyini yakindan etkiledidini; anterlerin bitkiden
ayrildiktan sonraki ilk gilinlerde aktif olan bu hormonlaran
elde edilen sonucu dodrudan etkileyen faktérlerden biri
oldudunu vurgulamaktadir. Ayni yilin ilkbahar aylarinda
Ankara'da yetistirilen geng bitkilerin ilk tomurcuklari ile
yapilan denemede ise embriyo olusumu ve baza
farklilasmalarin meydana geldigi saptanmistar. Bu durumda
geng bitkilerden alinan 1ilk tomurcuklarin androgenetik
kapasitelerinin yasla bitkilerden alinan tomurcuklardan daha

fazla oldudu sonucu c¢ikaralabilmektedir. Bu bulgularamaiz,
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daha Once yapilan ¢alismalar ve yukar;da belirtilen
gobrislerle uyusmaktadair.

Cevre kosullar:, genetik farklilik ve bitki yasai gibi
faktdrlerin disainda ayni bitkisel materyalle ekim yapilan
petri kutulari aras:nda bile androgenetik gii¢ farkl:l1iga
g&érilmistlir. Chambonnet (1985), ayni tomurcuktaki bir
anterle digerleri arasinda bile dalgalanmalar or:taya
¢ikabilecedini Dbildirmektedir. Arastarici bir c¢alismas:
sirasinda ayni tomurcuktan ¢ikan 5 anterden ilkinden 198
adet, ikinci anterden 58, {c¢lincli anterden 8 adet embriyo
gelistigini, diger anterlerden 1ise embriyo olusmad:Zaini

rapor etmistir.

m | kerin v ktif komiipd ki

Anter kiiltliriinden elde edilen basari, «ae2notipikx ve
fizyolojik o&zelliklere bagli olmakla birlikte besin ortami
bilesimi de hi¢ kuskusuz sonucu etkileyen en &nemli
faktdbrlerdendir. Ortama katilan bazi bilesikler, anter
kiiltirinde o6zel bir O6neme sahiptir. Calismamizda dedisken
olarak yer alan bu bilesiklerden birisi karbon kaynadi olan
sekerdir.

II.Denemeden elde edilen bulgulara gdre, ilk dikim
ortamindaki sakkaroz miktarinin %12'den az olmasi halinde
embriyo olusumunun meydana gelmedidi belirlenmistir. %12
sakkaroz iceren ortama dikilen anterler icerisinde Baluroi
F1 ¢esidinde %6.9 oraninda bitki olusumu elde edilmistir. Bu
sonu¢lar, anter kiltliri c¢alismalarainda ortamin seker
igeridinin yiksek olmasaini savunan Vidalie (1984)‘'nin

gorisleri ile uyum igindedir. Bu goériisii savunan yazar, yiksek
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seker 1ig¢erikli ortamlaran diploid hicreli dokularain
cofalmasiniy engelledidini, buna karsilik haploid hilicrelerin
b&éliinmesini tesvik ettidini bildirmektedir. Ancak yilksek
seker seviyesi, yalnizca Kinetin ve 2,4~D'nin de yiliksek
konsantrasyonlarinda (5 mg/l Kin. + 5 mg/l 2,4-D) etkili
olmustur. Chambonnet ve Dumas de Vaulx (1983)'nun
yaptiklarai c¢alaismada da benzer bulgular elde edilmis, ilk
dikim ortaminda %3 oraninda sakkaroz bulunmas: halinde bitki
olusum orani %1.4 olurken, %12 sakkaroz kullanildiginda
bitki oluéum orani %55.5'e ulasmistir. Abak (1983 b)'in
biber tirinde elde ettigi bulgular da bu dogrultudadar.
Literatiirde seker gereksiniminin Dbir kasmainan
sakkaroz, bir kisminin da glukoz olarak karsilanmasi ile
ilgili olumlu sonuglar elde edilmisgs olmakla birlikte
(Rotino vé ark.,1987 a), bizim c¢alismamizda (VIII.Deneme)
embriyo yine %12 sakkaroz kullanilan ortamlar iizerinde
meydana gelmistir. Bu konuda arastaricilarin da belirttigi
gibi daha ayrintala calismalar yvapirlmasina gerek
duyulmaktadar. :
Calismalarimizda besin ortamina katilarak gelisme ve
androgenesis lizerindeki etkileri arastiralan ikinci organik
madde dise aktif k&mirdir. Besin ortamina aktif komir
katilmasinain anter kiltirinde embriyogenesisi artardaiga
yolundaki bulgular (Anagnostakis,1974; Morrison ve
ark.,1986) izerine patlican anter kiltiriinde de ilk dikim
ortamaina % 1 oraninda aktif kémilir ilave edilmistir. Ancak
aktif kOmiir katilan ortamlaran higbirinde ilk sekiz gilinlik
sicaklik soku uygulamasi siliresince anterlerde sisme vevya

gelisme meydana gelmemistir. Cift fazli sistemin denendigi
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V. Denemede de benzer bicimde anterler kisa silire iginde
canliliklarini yitirmislerdir. Oysa Pelletier ve Ilami
(1972), aktif k&mirin anter duvarinin vyaslanmasini
engelledidini ve bu nedenle anter duvarinin ag¢ik renkte
kaldidini, kararmadidini bildirmektedir. Nicotiana, Datura
ve Capsicum tirlerinde aktif kOmirin anter kiiltiiriinde olumlu
etkisinden s6z edilmekle birlikte, Tsay ve ark. (1986)
misir bitkisinde ortama aktif koOmlir katilmasinin olumlu bir
etkide bulunmadidini ve bizim c¢alismamizdaki gibi olumsuz

sonu¢ verdigini belirlemislerdir.

Anter kiltlir yoluyla haploid embriyo elde edebilmek
ig¢in gerekli kosullarin tuUminin var olmasi halinde bile
sonuca ulasabilmek ic¢in OGnemli bir adaim daha vardair ki; bu
da besin ortaminin hormonal yapisi veya dider bir deyimle
oksin + sitokinin dengesidir. Calismamizda yer alan oksin +
sitokinin kombinasyonlarainda ilk dikim ortaminda (C ortami)
sitokinin veya oksin miktarinin tek ydnlid olarak artmasinin
kallus olusumuna yol ac¢tidi, ancak her iki hormon grubunun
dengede olmasi halinde kallus oraninin nisbeten daha az
oldudu gdzlenmistir. Ozellikle Kinetin'e gdre daha kuvvetli
bir sitokinin olan Zeatin'in kullanildig: kombinasyonlarda
daha yodun bir kallus olusumu meydana gelmistir.Zeatin'in
2,4-D ile birlikte yer aldigi deneme gruplarinda yodun
kallus olusumu, embriyo olusumunu engellemis ve bu ortamlar
dzerindeki anterlerin higbiri androgenik gelisme
gbsterememistir. Oksin olarak NAA'in kullanildigi ortamlarda

kallus olusum diizeyi ¢ok diistik bulunmus, olusan dokunun
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yesil renkli oldudu dikkate ¢ekmistir. Patlican anter
kiiltiirinde C ortamina katilan "Kinetin + 2,4-D", "Zeatin +
2,4-D" ve "Kinetin + NAA" kombinasyonlarainda kallus olusumu
ve anterlerin gelismeleri farklilaik g&stermistir. "Kinetin +
NAA" kombinasyonunda anterler agik renklerini Xkoruyup
yesilimsi kallus olustururken; "Zeatin + 2,4-D" kombinasyo-
nundan krem renkli yodun bir kallus dokusu gelismis;
"Kinetin + 2,4-D" kombinasyonunun dengeli dozlarainda ise
anter gelisiminin yaninda az miktarda kallus olusmustur.
Margara (1982), doku kiltird c¢alismalarainda kullanilan
farkla oksin ve sitokinin etkinliklerinin, iizerinde
calisailan tiirlere gbre degisebilecedini ve her kiiltiir
tipinde degisik etkilere yol‘acabilecegini bildirmektedir.

Direkt embriyogenesis sonucu embriyolarin meydana
geldigi anterlerde kallus olusmadigr g&z Online alinirsa
kallus olusumunun direkt embriyogenesisi engelledidi sonucu
¢ikartilabilir. Nitekim Reinert ve Bajaj (1977) da, besin
ortaminin Dbiiylimeyi diizenleyiciler bakimindan zengin
olmasinin, mikrospor disindaki anter duvari veya filament
gibi dokularda da bdlinme ve c¢odalmaya neden oldudunu ve bu
nedenle yiliksek diizeylerde biiylime diizenleyici kullanmaktan
kacinilmasi gerektidini belirtmektedirler.

Calaismamizda tam bitki haline do&nilisen haploid
embriyolar yalnizca 5 mg/l Kinetin + 5 mg/l1 2,4-D katilan
ilk dikim ortamlarandan elde edilmistir. Bu kombinasyon,
Chambonnet ve Dumas de Vaulx (1983) ve Chambonnet
(1985) tarafindan da patlican anter kiiltiiriinde en iyi
sonuglarain alaindida kaydedilen kombinasyondur. Kemer

cesidinde 5 mg/l Kinetin + 1 mg/l 2,4-D iceren ortamda,
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Baluroi Fj3 ¢esidinde ise 5 mg/l Kinetin + 5 mg/1l NAA iceren
ortamda killtiire alinan anterlerden de embriyo meydana
gelmekle Dbirlikte bu embriyoclar gelismelerini istenen
bigimde tamamlayamamis ve tam bir bitki haline
doniligememislerdir. Bununla birlikte bazi arastaracalar,
dedisik hormon bilesim ve konsantrasyonlarinda patlicanda
haploid bitki elde ettiklerini rapor etmektedirler. Ornedin
Pekin arastirma grubu (Research Group of Eaploid
Breeding, 1978) 0.25-2.0 mg/l diizeyinde 2,4-D ve 0.25-1.0
mg/l dozunda Kinetin katilan besin ortamlarinda embriyo elde
ederlerken; Isouard ve ark. (1978), 0.1 mg/l NAA ve 0.2
mg/1 BAP kullanarak olumlu sonuclar elde etmislerdir.
Chambonnet (1985), biber, patlican ve domateste

androgenesisin baslatilmasa ic¢cin 2,4-D'nin mutlaka bulunmasa

gerektigini bildirmektedir.

] ) ] Kisi

Birgcok bitki tiiriinliin anter kiiltiliriine ¢ok diisiik
dizeylerde yanit vermesi veya elde edilen sonuglaran
pratikte kullanmak icin yetersiz olusu; vuvzun yallardar
arastiracilari anter kiltiriinde embriyo olusumunu uyarici
bazi uygulamalara dodru ydneltmistir. Bunlardan bir bdlimiini

disiik veya yiksek sicakliklarain kullanildidi termik soklar

olusturmaktadir.

Caligmamizda yer alan VII. Denemede kiiltiire almadan
&nce 12, 24 veya 42 saat slireyle +40C'de soduk uygulamasina
tabi tutulan tomurcuklardan alinan anterlerde gelisme

meydana gelmemis ve anterler kivrilip siyahlasmislardir. Bu



114

durum, soduk uygulamalarinain kahverengilesme ile ortaya
caikan anter duvara vyaslanmasaini engelledigini bildiren
Pelletier ve Ilami (1872) " nin gbrigsleri ile
uyusmamaktadir. Ancak patlicanda soduk uygulamasainin
anterlerden elde edilen embriyo randimanain diislirdiigtnd
bildiren baska bulgular da vardir. Raguin adlax arastiraca,
patlican c¢icek tomurcuklarinin +3°9C'de 48 saat tutulmasivla
embriyo olusumunun o6nemli Slcliide azaldigdini bildirmektedir
(Chambonnet,1985) . Chlyah ve Taarji (1984)'nin domates
tomurcuklérlna yvaptiklar: +4©C'deki soguk uygulamalari da
sonu¢ vermemis, sadece vyesil renkli kallus olusumu elde
edilebilmistir. Ayni familyadaki bir baska tiir olan biberde
(Capsicum annpuum L.) ise Morrison ve ark. (1986) 'nzn
yaptiklara 'so§uk soklarindan cok olumlu sonuglar
alinmistir.Arastairacairlar +40C'de 100 saat tutulan
tomurcuklardan izole edilen anterlerin vyiliksek Dbir
embriyogenik kapasite gdsterdiklerini bildirmislerdir.

Bu c¢alismalardan, Solanaceae familyasina ait l¢ farkla
tirde, soduk uygulamalarina karsa alinan yanitlaran farkla
oldudgu anlasilmaktadir. Sunderland 51979), soguk
uygulamasinda her bitki tird ic¢in iyi sonug vérecek sicaklik
derecesi ve siirenin belirlenmesi gerektigini, bircok durumda
¢ok soguk olmayan +7 ila +159C gibi sicakliklarda uzun siire
yapilan uygulamalarain dana iyi sonu¢ verdidini bildirmistir.

Hava sicakliginin olduk¢a ylksek oldudu doénemlerde toplanan
tomurcuklarin +4°9C yerine daha yliksek derecelerde, daha uzun
stireli soduk sokuna tabi tutulmasinain olumlu sonuclar
verebilecedi dislncesiyle, bu konuda yeni c¢aligmalarin

yapilmasi gerektidi inancindayiz.
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VII. Denemede kiultilire alinan anterlerde ilk gilinlerde
dedisik yilkxsek sicaklik uygulamalara yapllﬂlstlr. 25, 30
veya 350C sicakliklarda 4 veya 8 gin sireyle  tutulan
klltiirlerden alinan sonuglar; sicaklik derecesi ve sicakta
bekletme siresi arttikga anterlerdeki gelisme oranainin da
arttidinir codstermistir. Ardarda yapilan iki denemede de,
ayni uygulzma grubundaki c¢esitler arasinda farklilaklar
bulunmakla bpirlikte, tim c¢esitlerde 350C'de karanlikta 8 gin
stireyle tutulan anterlerdeki gelisme orani dider
uygulamaléra gbre en yliksek dederleri vermistir (& 17.4 ve
$29.0). Soiznaceae familyasinda yiksek sicakl:ik soklarinin
androgenesis {zerinde &nemli etkisinin bulundudu daha &6nceki
calismalarca da belirlenmistir. Nitekim Dumas de Vaulx ve
ark. (1981) biber, Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)
patlican tirlerinin  janter kiltilirtinde, anterlerin ilk 8
ginlik sireyle karanlikta ve +350C'de tutulmasinin embriyo
verimi 1i¢in gerekli oldugunu; ancak bu sonucun ortamin
Kinetin + 2,4-D kombinasyonu 1ile de yakindan iliskisi
bulundudun: bildirmektedirler. Tuberosa ve ark. (1987)
ile Rotino ve ark. (1987 a) da patlicanda ayni sacaklak
uygulamasini kullanmigslar ve bu uygulamanin patlicanda
androgenesisi uyaran Gnemli bir faktor oldudunu
vurgulamislerdir.

Termik soklarain hayvanlar aleminde de &nemli etkisi
bulunduguna dikkat ¢eken Chambonnet (1985), etkin rolleri
tam olarak pilinmeyen ancak termik soklarain etkisi altainda
olan 10 kadar proteinin wvarlidini hatarlatmaktadir. Bu
proteinlerin kromozomlar lzerinde-&zel bazi etkiler meydana

getirebilecedinden s6z eden arastirici; farelerde
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partenogenesisin baslatilabilmesi ig¢in sicaklik soklaraina
gereksinim duyuldugunu, sicakligin hiicre bdéllinmesini
artirarak embriyogenesise ilk adim atmada promotdr etki

yaptigini kaydetmektedir.

Kiiltilire alinan anterlerin siserek gelismeleri, hlicre
b&linmesinin isareti sayilmaktadir. Nitsch (1974)'e c¢dore
mikrosporlarin bdlinmesi ve hacimce genisleme ile androgenik
bitki elde edilebilmesi arasinda c¢ok yakan bir 1iliski
bulunmaktédlr. Bdlinme meydana geliyorsa, androgenesis igin
bir imit bulundugu varsayilmaktadair. Bu nedenle
denemelerimizde anter gelismesi Dbir kriter olarak
alinmistir. Gergekten de &6zellikle sicaklik uygulemalar:
sirasainda, ahdrogenik kapasite ile anter gelismesi arasinda
bir iliskinin bulundudu gdzlenmistir. Bununla birlikte
gelisme oraninin yiksekligi, embriyo olusumunu gerektiren
mutlak bir kriter dedildir. Denemelerimizde yiiksek celisme
orani gbsteren c¢esitlerin c¢odu embriyo olusturamamis; buna
karsilik Balurcil Fj ¢esidi VII. Denemenin ikinci tekrarinda
diisiik bir gelisme orani gbsterdidi halde iki adet embriyo
olusturabilmistir, Nitekim Chambonnet (1985) de,
embriyogenik anter varligi ile bitki olusumu arasinda direkt
bir iliskinin bulunmadigaini, 6zellikle baslangicta globiiler
olusumlardan ¢odunun gelismelerinin sonradan bloke oldugunu,
bazailarinin kok olusturup sirgin wucu veremediklerini
bildirmistir. Bu duruma bizim c¢alismamizda da Pala ve Seytan
cesitlerinde rastlanmistair.

Bircok faktérin etkisi altainda buluvnan in vitro

androgenesisin gerceklesmesi i¢in anterlerin kiiltiire
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alinmasindan sonra iki Onemli asama bulunmaktadir: Gelisme
asamas1l ve rejenerasyon asamasi. Hi¢ kuskusuz her iki asama
da sonuca ulasmada birbirini tamamlayan olaylara
kapsamaktadir. Bununla birlikte mikrosporlarin bdlinmek
izere uyartilarak haploid--hiicre vyiginlarainin olusumu ve
embriyogenesise baslangi¢ olaylerinin gergeklestirildigi
gelisme asamasi, anter kiltiiriindeki evrelerin belki de en
Snemlisidir. Mikrospor cekirdeklerinde bélinme
uyartailamazsa, rejenerasyon asamasinda =zaten vyapilacak
birsey kalmamaktadir. Bu nederle yapilan arastirmalar
gelisme asamasinda yodunlasmis, anter kiiltlriinde c¢alisan
bilim adamlarinain codgu inkitbasyon siresinin 1i1lk
dénemlerindeki uygulamalara y&nelmislerdir. Biz de siiremizin
elverdidi o6lc¢lide yalnizca 1lk gelisme ortaminda bazi
uygula-:alar vyaparak androgenesis oranini artirmaya
¢alistak.Ancak 1lk 12 giinliik inkibasyon sonunda androgenik
vapida gobriinen ve ¢ok 1yi gelisern anterlerin R ortamlaraina
transferlerinden sonra bunlardan embriyo elde etme oraninin
disiik olmasi, bundan sonraki c¢alismalarda R ortami ilizerinde
de Dbazi degisiklikler yapilmasi gerektidi kanisina

uyandairmistair.

Patlicanda anter kiltlrl yoluyla diploid bitkilerden
haploid bitkilerin elde edilebildigi, daha ©&énce vyapilan
¢alismalarda da bildirilmektedir (Raina ve Iyer,1973;
Research Group of Haploid Breeding,1978;
Isouard, 1981; Dumas de Vaulx ve Chambonnet,1982;
Chambonnet,1985; Rotino ve ark.,1987 b; Tuberosa ve
ark.,1987).
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Ulkemizde anter kiiltiirli calismalari henliz oldukg¢a yeni
ve az sayidadir. Cesit gelistirme amacina yonelik olarak
yapilan 1ilkx anter klltird calismasi biber bitkisinde Abak
(1983 b ve c¢c) tarafindan gercgeklestirilmis ve bu yolla
elde edilen saf hatlar 1isiah calismalarinda kullanilmaya
baslanmaistir (Abak,1986). Ege BOlgesi titlinlerinde vyeni
cesitlerin gelistirilmesinde de bu ydntemden yararlanildiga
(Emirodlu ve ark.,1986),ve ayrica patateste de ilk
sonug¢larin alinmaya baslandigar (M.B. Yildiraim, kisisel
gdrisme) bildirilmektedir. Anter kiltlrl yoluyla patlicanda
da uUlkemiz kosullarinda ilk kez haploid bitkilerin elde
edilmis olmasi , F1 hibrit c¢esit 1slah: amzcayla yapilacak
calismalar:in baslatilmasi ve ydntemin gelistirilmesi igin
bir Dbaslangi¢ olacaktar.Ancak bilindigi gibi haploid
bitkilerin aislah programlarinda. kullanilabilmesi dic¢in
istenildigi her zaman, dengeli olarak,biitiin genotiplerde ve
yeterli sayida elde edilmeleri gerekmektedir. Bizim
calismamizda elde edilen haploid embriyo olusum randimani
heniiz bir islah calismasinda kullanilabilecek yiikseklikte
dedildir. Haploid bitki olusum randimanini yikseltecek yeni
arastirmalara devam edilmesi gerekmektedir.

Bundan sonraki ¢alismalarda C ortaminin yanisira
6zellikle rejenerasyon ortami (R ortami) izerinde de bazai
uygulamalar vapilmasainan; ayrica bitki yetistirme
kosullarainin anterlerdeki embriyogenik polen (P poleni)
olusumu Uzerindeki etkilerinin arastirilmasinain ve bu polen
tanecikleri ile embriyo olusumu arasaindaki iliskilere
ybnelik ¢alismalarin yapilmasinin yerinde olacag:

gbriisiindeyiz.
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