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ONSOZ

Patlican (Solanum melongena L.), iilkemiz sebze yetistiricilifinde 6nemli yere
sahip olan bir sebze tiiriidiir. 1997 yili rakamlarina gore yilik patlican iiretimimiz
850.000 ton olup, iretim miktan itibartyla tilkemiz sebzeciliginde domates, karpuz,
kavun ve hiyardan sonra besinci sirada gelmektedir. Halkimiz tarafindan sevilerek
tiikketilen ve ¢ok gesitli gekillerde degerlendirilebilen pathicamin liretimi yildan yila
artmaktadir. 1984 yilinda 670.000 ton olan iiretimimiz, 13 yil iginde 180.000 ton
artig gostererek 850.000 ton’a ulaymugtir (Anonymous 1997).

Son yillarda,ozellikle sera patlican yetigtiricilifinde F, hibrit gesit kullanimi
yayginhk kazanmigtir. Agikta yetigtiricilikte hibrit gesitler kismen kullamlmakla
birlikte, Pala ve Kemer gibi yerli genotiplerimizden de ¢ift¢imizin memnun oldugu
goriilmektedir. Yerli gesitlerimize hastaliklara dayamkhlik, diigiik sicaklikta meyve
tutabilme vb. gibi istenen 6zelliklerin kazandiriimasi ya da bu 6zellikleri tasiyan yeni
cesitlerin 1slah edilerek, F; hibrit tohumu igin dig ulkelere 6denen biyiik
miktarlardaki dovizin iilkemizde kalmasi amaciyla, islah galigmalanmn hizla devreye
sokulmasi gerekmektedir.

Islah ¢aligmalarinda bazi biyoteknolojik yontemlerin yeni gesit geligtirilmesi
amaciyla kullandmasi birgok yonden avantaj saglamaktadir. Bu yontemlerden biri de
anter kultiirii olup, normalde 10 yildan fazla siiren islah ¢ahgmalarim birkag yila
indirerek, hem zamandan hem de iggiicinden onemli kazang saflamakta, boylece

daha kisa zamanda daha ¢ok sayida gesit geligtirilmesine olanak vermektedir.

Bu amagla yaptifimiz ¢aligmada, patlicanda anter kiiltiirii yoluyla haploid bitki
eldesini yiikseltmek igin degisik faktorlerin etkileri belirlenmeye galigilmgtir.

Ulkemizin ilerlemesine ve teknolojinin tarim alaminda kullamlmasina katki
saglayacagina inandigim bu konuda bana tez hazirlama olanag: veren, denemelerimi

ve yazim agamasim rahat bir gekilde yiiriitebilmem igin gereken her tiirlii kolaylig



gosteren ve galigma sirasinda kargilaghifim tim sorunlann ¢oziimiinde yardimlarin
esirgemeyen Sayin Hocam Prof. Dr. Vedat Seniz’e igtenlikle tesekkiir etmeyi bir
borg bilirim. Tezimin fotograflannin gekilmesinde yardimei olan U.U. Veteriner
Fakiiltesi 6gretim tiyesi Sayin Dog Dr. Nesrin Ozfiliz’e, U.U. Fen-Edebiyat Fakultesi
Biyoloji Boliimii Aragtirma Gorevlilerine, ¢aligmalarimda zaman zaman yardimlanm
gordiugim fakiltemiz Tarla Bitkileri Bolimii Aragtirma Gorevlilerine de

tesekkiirlerimi sunarim.

Deneme sonucunda elde ettigim bitkiciklerin gelistirilip degerlendirilmesinde
iklim odasi ve sera iinitelerinden yararlandigim Beta Ziraat A.S. Yenisehir Isletmesi

personeline de igten tesekkiirlerimi sunanim.
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BAZI PATLICAN GENOTIPLERINDE IN VITRO ANDROGENESIS VE
HAPLOID BiTKi ELDE EDILMESI UZERINDE ARASTIRMALAR

Patlicanda haploid bitki eldesinde anter kiltiriiniin  kullamlabilirligini
belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada, Solanum melongena L. tiirine ait Pala,
Kemer, Topan, Aydin Siyahi, Adana ve Manisa yerli ¢egitleri; Urfa Yerlisi
populasyonu; Munica, Baluroi, Mileda, Ancha, Leila, Barbentane, Bellissima ve

Purpurea F, hibrid gesitlerinden olugan toplam 15 patlican genotipi kullanilmgtir.

1994 yilinda yapilan 6n denemelerde, higbir genotipte haploid embriyo veya
bitki elde etmek miimkiin olmamus, yalmzca degisen oranlarda kallus olusumu

gOzlenmigtir. Genel kallus olusum oram %30.00 olmustur.

1995 yilindaki denemelerde, yine haploid embriyo veya bitki elde edilememis
yalnizca kallus elde edilebilmistir. Elde edilen kallus oram1 Pala, Kemer, Topan ve

Aydin Siyah gesitlerinde sirastyla %15.12, 20.0, 24.0 ve 26.42 olmugstur.

1996 yilinda yapilan denemelerde ise Kemer gesidinde C ortaminda %3,67, MS
ortaminda %2.05 oraminda, Urfa Yerlisi gesidinde ise C ortaminda %4.91, MS

ortaminda %1.84 oraninda haploid embriyo elde edilmigtir.

1998 yiinda yapilan denemelerde de, anterlerden embriyoid elde etmek
miimkiin olmus, embriyoid olusum oranlari, Adana ¢egidinde MS ortaminda %1.58;
Barbentane ¢esidinde C ortaminda %2.72, MS ortaminda %2.63; Leila ¢esidinde C
ortaminda %2.43 seklinde gergeklesmistir.

Patlicanda, anterden haploid bitki eldesi igin 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin
ilave edilmis olan C ortamu ile, 4 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin ilave edilmig olan MS
ortami uygun ortamlar olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Patlican, Solanum melongena L., in vitro androgenesis,

anter kiltiiris, haploid bitki.
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ABSTRACT

RESEARCHES ON THE IN VITRO ANDROGENESIS AND
OBTAINING HAPLOID PLANTS IN SOME EGGPLANT GENOTYPES

This study was carried out with the aim of determining the usability of anther
culture in obtaining haploid plants in eggplant (Solanum melongena L.), using the
domestic cultivars Pala, Kemer, Topan, Aydin Siyahi, Adana and Manisa the
domestic population Urfa Yerlisi; and the F, hybrid cultivars Munica, Baluroi,

Mileda, Ancha, Leila, Barbentane, Bellisima and Purpurea.

In the preliminary trials in 1994, haploid embryos and plants could not be
obtained in anyone of the genotypes, but only calli at different rates were obtained.

The overall callus formation rate was 30.00%.

In the trials in 1995, no haploid plants or embryos were obtained again, but
only calli ldeveloped. The callus formation rates were 15.12, 20.0, 24.0 and 26.42%

in cvs. Pala, Kemer, Topan and Aydin Siyahi, respectively.

The obtention of haploid embryos and plantlets was achieved in the trials in
1996. Haploid embryos were obtained at the rates of 3.67% and 2.05% in C and MS
media respectively in cv. Kemer; and at the rates of 4.91% and 1.84%, respectively

in cv. Urfa Yerlisi.

Embryos were also obtained in the trials carried out in 1998. The embryoid
formation rates were 1.58% in MS medium in cv. Adana; 2.72% and 2.63% in C and

MS media respectively in cv. Barbentane; and 2.43% in C medium in cv. Leila.

The suitable media for obtaining haploid plants in eggplant were found as C
medium supplemented with 5 mg/l 2,4-D and 5 mg/l kinetin, and MS medium
supplemented with 4 mg/l NAA and 1 mg/l kinetin.

Keywords: Eggplant, Solanum melongena L., in vitro androgenesis, -anther

culture, haploid plants.
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1. GIRIS

Bitki doku kiiltiirleri, bitkinin herhangi bir hiicre, organ ya da doku
parcasindan, 6zel besin ortaminda ve aseptik sartlar altinda tam bir bitki elde

edilmesi igin kullamlan tekniklerin tiimiine verilen addir.

Bitki doku kiltiiri sistemleri, gogunlukla bitkilerle ilgili degisik fizyolojik,
biyolojik, kimyasal, genetik ve yapisal sorunlarin incelenmesinde model sistemler
olarak kullanilmakta, aym zamanda da ekonomik Oneme sahip ve gelecek icin
potansiyel vaadeden bitkilerin ticari anlamda vejetatif gogaltim yolu olarak da biiyiik
bir potansiyele sahip bulunmaktadir (Torres 1989).

Bitki doku kiiltiirii cahymalarimn teorik temelleri, ilk kez 1838’de Schwann ve
Schleiden adh iki aragtincinin topipotensi teorisini 6ne siirmeleriyle atilmigtir. Bu
teoriye gore, bitki hiicrelerinin herbiri, bagimsiz ve ilke olarak rejenerasyon yoluyla
tam bir bitkiyi olugturma kapasitesinde olan yapilardir. Doku kiiltiri yoluyla ilk kez
bitki elde edilmesi ise 1904 yihinda Hénning tarafindan gergeklestirilmig, bu aragtirica,
in vitro izole edilmig embriyolardan canl bitkiler elde edebilmigtir (Pierik 1987).

Doku kiiltiiriinde kullanilan yontemlerden olan anter kiiltiiriiyle ilgili caligmalar
ise oldukga yenidir. Ilk kez 1967 yihinda Bourgin ve Nitsch adh arastincilar
Nicotiana sylvestris ve N. tabacum anterlerinden tam geligmis haploid bitkiler elde
etmeyi bagsarmuglardir. Bu tarihten sonra, haploid bitki konusunda elde edilen bagarili
sonuclar hizla artrmg olup, bugiin haploid bitki elde edilebilmis oldukga fazla tiir
mevcuttur (Goniilgen 1987).

Bir bitkiden izole edilen anterlerin uygun besin ortamina yerlestirilerek, olgun
olmayan polen tanelerinden (mikrosporlardan) bitkilerin gelistirilmesi teknigi olarak
tanimlanabilen anter kiltiirdi, bitki 1slaht ve genetik ¢ahgymalarda kullanilan yardimcei
bir tekniktir.
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Bitki 1slahin gesitli alanlaninda kullanilan anter kiltiriinin  sagladig
avantajlar, gozardi edilemeyecek derecede 6nemlidir. Klasik 1slah yontemlerine
kiyasla sagladifi zaman ve igglicli kazanci, kiigiimsenemeyecek diizeydedir. Bitki
1slahimin, kombinasyon ve seleksiyon 1slahi, mutasyon islahi, mukavemet 1slahi ve F;

hibrit giicii 1slahi gibi alanlarinda anter kiiltiiriinden yararlamlmaktadir.

Bilindigi iizere, kombinasyon islahinda ebeveyn olarak kullamlan homozigot
safhatlanin elde edilebilmesi igin, minimum 5 veya 6 generasyon kendileme yapilmas:
gerekmektedir. Boylece, her generasyonda, homozigotluk diizeyi arttirilarak,
kendileme generasyonlar: sonunda %100’e yakin bir degere ulagilmaktadir. Oysa in
vitro olarak elde edilen haploid bitkilerin diploid hale getirilmesiyle, homozigot
hatlarin daha kolay ve geleneksel yontemlere kiyasla daha kisa zamanda elde edilmesi
mimkiin olmaktadir (Alejo 1992). Bu yolla, homozigotlagtirma igin gereken 6-7
generasyonluk siire, bir generasyona, toplam kombinasyon islam siiresi ise 12-13
yildan, 5-6 yila indirilebilmektedir. Ayrica, elde edilen safhatlar arazi kosullarinda
degisik bolgelerde denenerek, birkag yilda adaptasyon yeteneBi genis cesitler
geligtirilebilmektedir (Abak 1986).

Haploid bitkiler, mutasyon islahinda da oOnemli avantajlar saglamaktadir.
Ozellikle resesif mutasyonlarin s6zkonusu oldugu durumlarda, diploid bitkilerin
kullanilmasi, islah ¢ahsmalanm giiglestirmekte ve yavaglatmaktadir. Zira, bu
bitkilerde resesif mutant gen, dominant alleli tarafindan ortildiigiinden, tesbit

edilmesi zorlagmaktadur.

Haploid bitkilerde veya hiicrelerde ise resesif mutasyonlar, kromozomlarin
teksel olmasindan ve tamamlayici allelleri olmamasindan dolayr kolayca
belirlenebilirler. Ayrica haploid hiicre veya bitkiler, arzulanan olumlu mutasyonlara
sahip olduklarinda homozigot hiicre veya bitkiler elde etmek iizere diploid hale
getirilebilirler. Haploid hiicrelere kimyasal veya fiziksel mutagenler uygulanarak,
mutasyon oranim arttirmak da mimkiindiir (Alejo 1992).



Haploid embriyo veya bitkilerden, giinimiizde gittikge yayginlasan gen
transferi ¢aligmalarinda da yararlanlabilmektedir. Polenlerden olusan embriyolar
yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olduklanindan, gerek direkt DNA transferi,
gerekse gen transferi aragtirmalarinda etkin sekilde kullamlabilmektedirler (Sangwan
ve Sangwan-Norreel 1990).

Diger yandan, haploid hiicre veya protoplastlannn kullanilmasiyla,
antibiyotiklere, toksinlere, herbisitlere, tuza ve sicaklifa, viriis ve nematodlara
dayaniklh mutantlann se¢imi miimkiin olmaktadir (Alejo 1992). Ayrica, dayamklt ve
duyarh ¢esitlerin melezlenmesinden elde edilen bitkilerden, anter kiiltiirii ile elde
edilen haploidler katlanmakta ve bu hatlarin ¢ok sayida irka mukavemeti aym anda
kontrol edilebilmektedir (Abak 1986).

Haploid bitkiler, aynca F, hibrit giicii 1slahinda da biiyiikk kolaylik saglarlar.
Bilindigi iizere, bir hibrit ¢esidin gelistirilmesi i¢in atilmasi gerekli ilk adim, elverisli
populasyonlardan kendilenmis hatlarin meydana getirilmesidir (Seniz 1990). Oysa,
anter kiltiri yoluyla elde edilecek haploid bitkiler sayesinde kendileme iglemi
ortadan kaldinlmakta, katlannug haploid hatlar, dogrudan doZruya genel ve 6zel
kombinasyon yetene§i testlerine alinmaktadir. Boylece, ebeveyn adayr olacak
materyalin hazirlanma siiresi, 5-6 generasyondan, bir yila indirilmektedir (Abak
1986).

Haploid bitkiler, bitki i1slaht programlanna alinarak 6nemli katkilar sagladig:
gibi, genetik incelemelerde de kullamiabilmektedir. Bunlar, gen interaksiyonunun
saptanmasi, genetik farkhihklann tahmini, genler aras: baglantimn saptanmasi,
kantitatif bir karakteri etkileyen birka¢ genin ve poligenlerin yerinin saptanmas: gibi
¢aligmalardir (Dunwell 1991).

Baz tiirlerde, birgok tahil tiirtinde mikrospor, kolayca elde edilebilen, bagimsiz
ve topipotent olan yegane kaynak olmaktadir. Bu Ozelliklerinin yamsira, haploid
yaptya sahip olmalan nedeniyle de mikrosporlar, hiicre farklilagmasi ile ilgili
caligmalarda da kullamlmaktadir (Dunwell 1991).



Bazi dioik bitkilerde, populasyonun tek bir cinsiyetteki fertlerden olusmas:
istenebilmektedir. Ornegin kugskonmazda disi bitkiler, tohuma kagmalari, slirglin
verimlerinin dugiik olmas: gibi nedenlerle istenmemektedir. Bu tirde, anter
kultirtiyle erkek haploidler uretilip, diploid hale getirildiklerinde siiper erkek (YY)
genotipini vermekte ve bu bitkiler gogaltilarak tiimii erkek olan F, hibrit kuskonmaz

tochumunun dretiminde ebeveyn olarak kullamlabilmektedir (Seckinger 1991).

Ayrica, polen kiltirii sonucunda elde edilecek haploidlerden, fertil homozigot
diploidlerin elde edilmesi, baz: bitki tiirlerindeki vejetatif {iretimin tohumla generatif
bir gekilde yapilmasini saglayabilmektedir (Seniz 1990). Buna 6rnek olarak, tohumla
tretimde tohumlariin heterozigot yapisi nedeniyle agilma gésterip yabani formuna

doéniistigi igin vejetatif olarak ¢ogaltilan enginar verilebilir.

Bains (1993) ise, anter kilturleriyle elde edilecek haploid bitkilerin homozigot
diploid hale getirildiginde, her iki gen kopyasinin da aym olup, tim o6zellikler
bakimindan saf hatlar olusturmalari nedenyle, bitki klonlama c;aixsmalarxnda

kullanilabilecegini belirtmektedir.

Dogada haploid bitkiler, ¢esitli yollarla duigik frekanslarda olugabilmektedir.
Ornegin, yumurta hiicreleri bazen dollenme olmaksizin da gelisir ve tam tesekkillii
bitkiler meydana getirebilirler. Eger yumurta hiicresinin kromozom takimi bu arada
kendiliginden iki katina ¢ikmazsa, burada bir haploid partenogenesis sdozkonusu olur.
Ayrica, haploid bitkiler diigiik oranlarda olmakla birlikte, baz1 kiiltiir bitkilerinden
goriilen ikiz embriyo olusumu yoluyla da meydana gelmektedirler. Haploid bitkilerin
olusmasinda diger bir yol ise, yabanci bir tiire ait polenle tozlanma olmasidir (Seniz

1990).

Abak ve ark. (1996) ise, kavunda iginlanmus polenlerle tozlanma yoluyla
haploid embriyolar elde edebildiklerini bildirmislerdir. Ancak, bu yéntemlerde elde
olunan haploid bitki sayis1 yeterli olmadig1 gibi, istendigi zaman bulunamamasi ve
bitin tiirlerde uygulanamamast, 1slah galigmalarinda kullamlmalarim engellemektedir.

Bu nedenle, in vitro haploid bitki eldesi, birgok bitki tiriinde, Gzerinde yogun bir



sekilde galigilan bir konu olmugtur. Anter kiiltiirii yoluyla haploid embriyo olusumu
iki gekilde meydana gelmektedir.

1. Direkt Androgenesis: Nicotiana tabacum, Datura innoxia gibi baz
tirlerde mikrospor bir zigot gibi davranarak, in vivo’daki degisik embriyolojik
devreleri gegirir (Gonillsen 1987). Polen duvan, tipik olarak eksin ve intin
tabakalanindan olugmakta ve eksin tzerindeki agikliklardan normal ¢imlenme
sirasinda polen tiibi gikig yapmaktadir (Esau 1977). In vitro durumda ise, genelde
embriyolar globular devrede eksinden disan ¢ikmakta ve sonradan daha fazla
geliserek kotiledonlar olusturmaktadir. Boylece 4-6 hafta iginde bitkicikler geligmis
olmaktadir (Goniilgen 1987). Sangwan ve Sangwan-Norreel (1990) ise, embriyonik
polen tanelerinin gelisiminin eszamanh olmadifin1 ve bitkicikler anterden cgiktiktan
sonra bile, anter lokiillerinde ¢ok sayida embriyonun degisik gelisim asamalarinda
bulundugunu bildirmektedirler.

2. indirekt Androgenesis: Direkt androgenesisin tersine olarak, Hordeum
vulgare, Triticum aestivum, Oryzae sativa, Lycopersicon esculentum, ve Brassica
oleraceae gibi tiirlerde de embriyogenesisin yerine mikrosporlar béliinerek kallus
dokusunu olustururlar. Kallus, aym1 veya farkl bir besin ortaminda farklilagtirilarak
embriyo, kok ve stirgiin olugturulmaktadir. Yani bitkicikler kallustan organogenesis
yolu ile meydana gelmektedir (Goniilgen 1987).

Anter kultira ile elde edilen haploid bitkilerin sagladigi biyiik avantajlara
karsilik, en biiyilkk dezavantaji, elde edilen haploid embriyo yiizdesinin birgok bitkide
¢ok disik olmasidir. Ayrica, bu konuda, ¢6ziimlenmesi gereken baska sorunlar da
bulunmaktadir. Anter kultiriinde kargilagilan zorluklann baslhicalan Pierik (1987)
tarafindan belirtilmigtir. Anter kultirinde ¢ogu zaman in vitro olarak higbir bilyiime
ve gelisme meydana gelmemekte, ya da baglangigtaki gelismeyi takiben embriyolar
aborsiyona ugramaktadir. Aynca, haploidlerin yanisira goBunlukla diploidler ve
tetraploidler de rejenere olmaktadirlar. Diger yandan, kiiltiire alinan anterlerin
¢ogundan embriyoid yerine kallus gelismekte ve bu durum haploid bitki olusumunu



genelde olumsuz yonde etkilemektedir. Zira, patlicanda anter kiltiirityle haploid bitki

olusumu, genelde direkt androgenesis yoluyla olmaktadir.

Keller (1988) ise, anter kiiltiriinde en sik kargilagilan sorunlarin, sebze tiirleri
arasindaki ve igerisindeki bagann orammnin degisken olmas;, uygun gelisme

devresindeki polenin taninmasi ve enfeksiyonun 6nlenmesi oldugunu belirtmektedir.

Kargilagilan bu sorunlara ve zorluklara ragmen, anter kiiltiirii ile haploid bitki
eldesi, 1slah galigmalarinda sagladii kolaylik ve zaman kazanci nedeniyle bir {imit

olmaya devam etmekte ve bagan oranimn yiikseltilmesine ¢aligilmaktadir.

Pathicanda anter kiltiri konusunda, bugiine kadar iilkemizde yapilan
cahiymalarda bagan diizeyi, gelismis iilkelere kiyasla ¢ok diigiikk kalmgtir,
Karakullukgu (1991) tarafindan yapilan ilk g¢aligmalarda, farkli uygulamalarda
kullanilan toplam anter sayisina kiyasla elde edilen genel haploid bitki oram1 %0.1%in
altindayken, baz:i teksel uygulamalarda ise en fazla %6.9 oraminda bitki elde
edilebilmistir. Ozzambak ve Atasayar (1994) ise yalmzca kallus rejenere
edebildiklerini, ancak bitki elde edemediklerini bildirmektedirler. Karakullukgu ve
Abak (1993 a) ve (1993 b) tarafindan yapilan sonraki c¢aligmalarda bu oran
yiikseltilebilmig olmakla birlikte, belirli gesitlerle simirl kalmigtir. Dolayisiyla, su ana
kadar iilkemizde bu konuda basanli olunabildigini soylemek giictiir. Geligmis
iilkelerde ise bu oran bazi durumlarda %35’lere kadar ¢ikabilmekte (Dumas de Vaulx

ve Chambonnet 1982), ortalama olarak ise %4-5’in altina inmemektedir.

Bu galigmada, patlicanda anter kiltiirii yoluyla haploid bitki olugum oranini
yiikseltmek ve béylece anter kiiltiirii tekniginin ﬁatllcan islahinda daha etkin bir
sekilde kullanilmasimi saglamak amaglanmigtir. Bu amagla, farkli gesitler ve besin
ortamlann denemede kullamlmig, bunlann androgenesis iizerine etkisinin
belirlenmesine ¢ahigilmig, ayrica ana bitkinin yetigme sartlanmn sonu¢ tizerindeki

etkisi incelenmigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Anter kiltiri tzerindeki ¢ahgmalar, bu yontemin bitki islahinda sagladif
avantajlar nedeniyle diinyann birgok ilkesinde sirdarilmektedir. Ancak, iizerinde
caligilan tiirlerin bir kisminda baganh sonuglar almabilirken, baz: tiirler ise anter
kiiltiirine yeterince cevap vermemektedir. Hatta bazen, aym tlirde yapilan degigik
caligmalarda bile farkli sonuglar almabilmektedir. Bu durum, anter kilturityle haploid
bitki eldesindeki baganmin birgok degisken faktore bagh olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu faktérleri su sekilde siralamak miimkindur:

2.1. Ana Bitkinin Biiyiime Kosullar

Ana bitkinin ¢igek olusum zamamndan polen ahnmasina kadar optimum
sartlarda yetigtirilmesi gerekmektedir. Pathicanda anter kilturi ile ilgili yapilan bir
calismada; serada yetistirilen pathcan bitkilerinde Subat ve Mayis aylan arasinda
yapilan giinlik rasatlar sonucunda giindiiz sicakhifmin 20-33°C’ler arasinda, gece
sicaklifimin ise 18-27°C’ler arasinda oldugu belirlenmistir (Karakullukeu 1991).
Ayrica bitkilerin iyi beslenmesinin ve 11k intensitesinin yiiksek olmasin da sart
oldugu, ornek alimindan ii¢ ila dort hafta oncesinden itibaren ister digsal, isterse
sistemik olsun her tir pestisid kullanimindan kagimlmasi gerektifi belirtilmigtir
(Nitsch 1981).

Frett ve Dirr (1986), Petunia x hybrida cv. Coral Sea stok bitkilerini bir
modifiye Hoagland gozeltisiyle yetigtirmislerdir. Ayn ayn denemelerde, N; 0, 100,
200 ve 400 mg/l olarak nitrat azotu halinde ve Ca; 0, 75, 150, 300 mg/l dozda
uygulanmigtir. N uygulamalari, N verilmeyen stok bitkilerden alinan anterlere kiyasla
anter taze agirhfim ve kiiltiir bagina siirgiin sayisim artirmistir. 0 mg/l Ca uygulanan
stok bitkilerden alinan anterler kiltir bagina en yiiksek siirgiin sayisim vermigtir.
Anatomik olarak, hem filament, hem de anter duvanmn dokusu kallus Gretmig, fakat
mikrosporlardan herhangi bir kallus dretimi gozlenmemistir. Anterler tarafindan



uretilen strgiinlerde yapilan sitolojik gozlemlerde bunlanin diploid olduklan

gOrilmiigtir,

Ana bitkilerin yetistirildigi yer ve zaman da bagan tizerinde etkili olmaktadir.
Wenzel ve Foroughi-Wehr (1994), ¢ogu bitki turlerinde bitkinin dogal yetisme
mevsimi esnasinda arazide yetigtirilen materyalden alinan anterlerin serada yetistirilen
materyalden alinanlara gore daha disiik performans gosterdigini belirtmislerdir.
Ayrica, pratik agidan, anterleri bahar ve erken giizde kiltire almanin uygun
oldugunu vurgulamuslardir. Karakullukgu (1991) da yaptig1 ¢aligmada, patlicanda
haploid bitkilerin ilkbahar ve yaz baslangicinda, ¢igeklenmenin ilk donemlerinde

toplanan tomurcuklardan alinan anterlerden elde edildigini bildirmistir.

Dunwell (1991) ise, anter elde etmek amaciyla yetistirilen ana bitkilerin yetigme
sartlarinin mikrosporlarin verimi iizerine biyik etkisinin oldugunu belirtmis ve
bagarih sonuglarin ancak sicaklii, fotoperiyodu ve i1sik intensitesi uygun olan
ortamlarda elde edilebilecegini vurgulamustir. Anter kilttirindeki en kapsamli
caligmalarin  titiin ve arpada yapldigimi bildiren aragtirici, tatiinde kisa
fotoperiyodiarin ( 8 saat) ve yiiksek 151k intensitelerinin (16 000 lux) androgenesis
agisindan yararh olduguna dikkati gekmis, arpada ise diigiik sicakliklanin (12°C) ve
yuksek 151k yogunluklarinin (20 ‘OOO lux) anterlerden haploid bitkiler elde etmek igin
tavsiye edildigini ifade etmistir. Ferry ve ark. (1995) da, mikrospor kokenli embriyo
veriminin, fotoperiyod ve 1gik intensitesi tarafindan etkilendigini, 6rnegin Brassica
campestris’te 1g1k intensitesindeki artigin, anterlerin kaltiirde verdikleri cevab:

arttirdigim belirtmiglerdir.

Tirkeg (1994), ¢evre kosgullarinin patateste kallus olusum oranmm onemli
derecede etkiledigini bildirmigtir. Arastirici, yaylada yetigtirilen bitkilerden alinan
anterlerin %7.6, ovadakilerden alinanlarin %4.3 ve seradakilerden alinanlarin %2.8
kallus olusum orami verdigini belirtmektedir. Ayrica kallus farklilagmas: iizerine de
yiikseltinin etkilerinin farkhi oldugu, yayla kosullarnin %12.3 ile en yiiksek
farklilagma oranim verdigi, bunu %6.1 ile ova ve %1.0 ile sera kosullarinin izledigi

saptanmustir.



2.2. Ana Bitkilerin Yas:

Tomurcuklann gigeklenme periyodunun baginda toplanmas: tavsiye edilmigtir.
Eger, denemelere uzun bir periyod boyunca devam etmek gerekirse, kullamimayan
tomurcuklann bitkiden koparlip, olgunlagsmasina izin verilmemesi gerekmektedir
(Dunwell 1991).

Pierik (1987) de, bitki yaslandikga rejenerasyon kapasitesinin ¢ogunlukla
digtiiginii, dolayisiyla, geng bitkilerden alinacak materyalin, yaghlardan alinanlara

tercih edilmesi gerektigini bildirmigtir.
2.3. Ci¢ek Tozunun Gelisme Devresi

Tomurcuklarin hasat edildi§i devrede ¢igek tozunun optimum geligme
asamasinda bulunmasi hayati Oneme sahiptir, fakat bu asama tirlere gore
degismektedir (Dunwell 1991). Karakullukgu (1991), pathicanda 8 degisik devredeki
tomurcukta yaptift sitolojik gozlemler sonucunda, anter kiiltiiri icin en elverigli
gelisgme doneminin birinci ¢igek tozu mitozundan hemen o6nceki donem oldugunu
belirlemig, bu donemdeki tomurcuklarda ta¢ yapraklann seviyesinin g¢anak
yapraklarin birlesme noktasinda bulundugunu, anter renginin ise yesilimsi-sar1 renkte

oldugunu saptamigtir,

Summers ve ark. (1992), domateste anter geliyme devresinin, kallus ya da
embriyo elde edilmesini etkiledigini bildirmiglerdir. Mayoz devresindeki anterlerden
kallus meydana gelirken, tetrat safhasindaki ya da daha ileri devredeki hiicrelerden

embriyogenesis cereyan etmektedir.

Ozzambak ve Atasayar (1994), 5 domates ¢esidinde anter ve polen kiiltiiri
yoluyla haploid bitkilerin tiretimi Gizerinde aragtirmalar yapmiglardir. Anterler 2 ila 3
mm uzunluktaki domates g¢iceklerinden alinmuglardir. Aragtiricilar, MS ve Nitsch
ortamlarinda kiiltire alinan anterlerden kallus meydana geldigini, bu kallustarin 6
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adet cofaltim ortaminda altkiiltiire ahndifim, ancak haploid bitkilerin rejenere

edilemedigini bildirmiglerdir.
2.4. Tomurcuklara veya Anterlere Yapilan On Uygulamalar

Chambonnet (1988), biber ve pathicanda, kiiltiiriin ilk 8 giinii sirasinda karanhk
ve 35°C’lik bir sicaklik sokunun gerekli oldufunu bildirmekte, biberde anter
kilturiinden 6nceki 24 ila 48 saat sirasinda gigek tomurcuguna 4°C’lik diisitk sicaklik
ve karanlik uygulamasinin da embriyogenik gelisimi uyarmasinin miimkiin oldugunu,
ancak patlicanda bdyle bir uygulamanin sart olmadigim belirtmektedir. Karakullukgu
(1991) da kultiirtin ilk 8 giinii karanlik ve 35°C sicaklik uygulamasinin, pathicanda
embriyogenik gelisimi baglatmak igin gerekli oldugunu bildirmektedir.

Ates (1991), tiitiinde sofuk 6n uygulamalarin haploid iretimini arttirmadaki
etkisini saptamak amaciyla, anterleri kiiltiire almadan 6nce 4, 8, 10 ve 16°C’lerde 10
gin siireyle bekletmislerdir. Sofuk ©6n uygulamalanin anterlerden embriyo ve

bitkiciklerin gikig siiresini kisalttif saptanmgtir.

Bajaj (1983) da, anter kiiltiiriinde 1s1 yoklarinin uyarnic etkisinin Datura, Atropa
belladonna, domates ve tiitinde baganyla uygulandigim ve anterlerde androgenesisi
arttirdigim  belirtmektedir. Aragtinci, sofuk uygulamasimn etkisinin dolayh olup,
androgenesisdeki artigin, diisiik sicakhgmn (3-5°C), polen canliifimin daha uzun siire
korunmasim saglamasindan, yaslanmay1 geciktirmesinden ve polenin aborsiyonunu
onleyerek embriyo olugturabilecek olan canh polen sayisimt arttirmasindan
kaynaklandifim ifade etmistir. Ayrica hem soguk uygulamasinin ve hem de kisa siire
yiiksek sicaklikta birakmanmn polenin ardarda béliinmesini arttirdi@imi belirtmigtir.

2.5. Genotip

Haploidlerin in-vitro uyanimasindaki basariy: belirleyen en énemli faktoérlerden
biri bitki genotipidir. Degisik tiirlerin ve gesitlerin kiltiirde farkli biiyiime cevaplan
verdifi gozlenmigtir (Bajaj 1983). Omegin, Rotino ve ark. (1987) pathicanda
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yaptiklan bir ¢aligmada elde edilen haploid bitki sayisinin gesitlere gére 1 ile 193
arasinda degistifini belirtmiglerdir. Karakullukgu (1991) kullandif1 13 patlican
¢esidinin ancak 2°sinde haploid bitki elde edildigini bildirmektedir. Benzer sekilde,
Gresshof ve Doy (1973), 43 domates gesidi ile yaptiklan ¢aliymalarda yalmzca 3
genotipte anterlerden haploid dokulan gelistirebilmislerdir. Aragtinicilar, cesitli
diizeylerde NAA ve kinetin eklenmis besin ortamlaninda anterlerden kallus
farklilagmasinin hem karanlikta hem de 1gikta meydana gelebildigini, fakat farklilasan
kalluslarin  bitkiciklere = doniigmesinin  yalmzca igtkta  gergeklesebildigini
belirtmislerdir.

2.6. Besin Ortamimn Bilesimi

Her ne kadar, genelde bu faktoriin birinci derecede dneme sahip oldugu kabul
edilmekteyse de, sonug iizerinde tek basina etkili olmayip, biiyiime kosullar1 ve
polenin gelisme devresi gibi faktorlerle etkilegim halindedir. Besin ortamimn bilesimi
dendiinde, ortamin fiziksel yapisi, ozmotik basinci, mineral ve vitamin

kombinasyonu gibi cesitli faktorler anlagiimaktadir.

Ortamin fiziksel yapisinin anter geligimi iizerinde onemli etkisi bulunmaktadir.
Kiiltir ortamm katilagtirmak igin kullamlan agar tiplerinin ¢ogunun, polenin hayatta
kalmasi iizerinde olumsuz etkisi bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle, maksimum
oranda bitkicik elde edebilmek igin agardan kaginilmasi, ya da en azindan saf su ile
iyice yikanarak, izerindeki anter gelisimine zararh maddelerin uzaklagtirilmas:
gerekmektedir. Alternatif olarak sivi ortami denemek miimkiindiir. Katilagtinlmamg
ortamin dezavantaji, yilksek oranda mikrospor kallusu elde edilmesine kargsilik
gogunlukla bitki rejenerasyonu diizeylerinin olduk¢a diigiik olmasidir. Bunun
nedeninin siv1 yiizeyinin altina batan kalluslanin biylimesini engelleyen anaerobik
kosullar oldugu ileri siiriilmektedir (Dunwell 1991).

Pierik (1987) ¢ift-katmanh yontem adi verilen, agarli plaka iizerindeki ince bir
tabaka stvi ortamda anterleri yetigtirmenin daha iyi olacafini belirtmektedir. Ancak,
Karakullukgu (1991), agarla katilagtirlmug aktif komiirlii ortam tizerine eklenen sivi
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besin ortamina yerlestirilerek, dikimden sonra sicaklik uygulamasina tabi tutulan
anterlerin, uygulamamn heniiz birinci giiniinde karardifin1 ve canliliklarim yitirdigini

belirtmigtir.

Besin ortamiyla ilgili en Onemli faktorlerden biri de, ortamin ozmotik
basincidir. Buna ragmen, bu konuda ihtiya¢ duyulan analitik bilgi yeterince yoktur.
Bunun yerine, ¢esitli deneysel arastirmalarla tiirler, diigiik (%2-4) sakkaroz
konsantrasyonlan gerektirenler ve anterleri daha yiksek (%8-12) konsantrasyonlarda
daha iyi sonu¢ verenler olarak iki gruba aymlmugtir. Tiirlerin bu ayrim, bunlarin
olgun polenlerinin Solanaceae ve Liliaceae’deki gibi iki hiicreli veya Graminae ve
Cruciferae’daki gibi ¢ hiicreli olmasina baghi oldugu digunilmektedir. Ik grup
diigitk ozmotik basinca, ikinci grup ise yiiksek ozmotik basinca gerek duymaktadiriar
(Dunwell 1991).

Sharp ve ark. (1972), iki domates gegidinin anterlerinden olgunlagmamis polen
tanelerini izole ederek, farkli biiyime diizenleyici ve sakkaroz oranlarina sahip
ortamlarda kiiltire almglardir. Arastincilar, anterlerden kallus gelisimi {izerine
bilyiime diizenleyicilerin onemli bir etkisi olmadifimi, fakat sakkaroz diizeyinin
yiikselmesinin hiicre ¢ogalmasim arttirdiimt bulmuglardir. Bu hiicre yiginlarnn,

sakkaroz oram diigiik bir ortama transferiyle kok olusumu gergeklesmistir.

Abak (1984), biberde 5 mg/l kinetin ve 5 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda seker ve
demir konsantrasyonlarimin yiikseltilmesinin haploid embriyo ve bitki olusumunu
miimkiin kildiini, 90 ve 120 g/l seker igeren ortamlarda, demir konsantrasyonunun
da iki katina ¢ikartilmasimin, hem embriyo, hem de bitki olusjumunu 6nemli diizeyde
yiikselttigini belirtmigtir. Dirr ve Heuser (1987) ise, MS ortami igin 30 g/l
sakkarozun standart oldugunu bildirmektedir.

Son yillarda, besin ortaminda sakkaroz yerine kullamlabilecek ozmotik
diizenleyicilerle ilgili ¢aligmalar yapilmugtir. Grubor ve Fowke (1999) Brassica
napus’da ortamdaki sakkarozu %0.1°e diigtiriip, ozmotik diizenleyici olarak ortama
yiikksek konsantrasyonda ve metabolize edilemeyen PEG 4000 katmiglardir.
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Aragtiricilar, anterlerden embriyoid olusumu ve gelisiminde PEG’iin, sakkaroza
kiyasla ¢ok daha iyi sonu¢ verdifini ve difer tiirlerde de denenmesi gerektigini

bildirmiglerdir.

Besin ortammn mineral madde ve vitamin igerigi, diger bir deyimle ortamin
formiilasyonu da bagan Uzerinde etkili bir faktérdir. Anter kiltiriinde genellikle
White, Murashige ve Skoog ve Nitsch ve Nitsch gibi ii¢ temel besin ortam
kullanilmaktadir (Goniilgen 1987). Kullanilan organik ve inorganik maddeler bu
ortamlara gére ayarlanmaktadir. Goniilsen (1987), besin ortaminda bulunan demirin
Onemli bir role sahip oldugunu, demir kaynaf: olarak Fe-EDTA ve Fe-EDDHA gibi
selatlarin, demir sitrattan daha etkili oldufunu belirtmektedir. Karakullukgu (1991)
ise Chambonnet tarafindan tavsiye edilen ortamin iyi sonug¢ verdifini bildirmektedir.
Bu ortamda bilyiime diizenleyici olarak 5 mg/l 2,4-D ile 5 mg/l Kkinetin
kullamlmaktadir.

Nishi.ve ark. (1976) ise, 13 sebze tiirii ve ¢ilekten toplam 40 gesit ile yaptiklari
anter kiiltiirii aragtirmalaninda elde edilen bitkilerin hemen tuminiin diploid oldugunu

belirtmiglerdir. En iyi sonuglar Linsmaier ve Skoog (LS) ortamindan elde edilmistir.

Anter kiiltiirinde biiyiimeyi diizenleyicilerin gerekliligi tizerinde farkli goriigler
bulunmaktadir. Pierik (1987) kallus olusumunu smrlandirmak igin biyiimeyi
diizenleyicilerin genelde kullamlmadigini, ancak bazi durumlarda oksin, sitokinin,
veya bunlann ikisinin kombinasyonuna gerek duyuldugunu belirtmektedir. Bajaj
(1983) ise, diigiik seviyelerde oksin igeren basit ortamlarin direkt embriyogenesisin
tegviki i¢in tavsiye edilebilecegini, 2,4-D gibi oksinlerle zenginlestirilmis olan
kompleks ortamlanin ise genetik Gniformlufun bozulmasina sebep olan kallus
olusumunu tegvik edecegini, dolayisiyla bu tip uygulamalardan kagimimas:
gerektigini belirtmigtir.

Unsal (1993) da, ¢ogu tiirlerde anterler igin oksin ve sitokininlerin ortama
konmasinin gerektigini, aynica Hindistan cevizi siitiinin yerine sitokininlerin
kullamlabilecegini belirtmektedir. Pierik (1987) de hindistan cevizi siitii, hiicre
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boliinmesini arttirici yonde rol oynamakla birlikte, kullammimn fazla tavsiye
edilemedigini, zira, bilesiminin elde edildigi hindistan cevizinin olgunluk diizeyine

gore genis ol¢tide degisebildigini bildirmektedir.

Matsubara ve ark. (1992)’min California Wonder biber ¢esidinde yaptiklan
¢alismada 0.2 ppm 2,4-D + 0.1 ppm kinetin veya 0.1 ppm 2,4-D + 0.1 ppm kinetinin
eklendigi ortamlarda yiiksek frekansta kallus meydana gelmigtir. Diger taraftan 0.02
ppm kinetin ya da 0.004 ppm 2,4-D + 0.1 ppm kinetin eklenen MS ortamlarinda

direkt olarak yiiksek oranda embriyoidler olusmustur.

Anter kultiri i¢in hazirlanan besin ortamlaninda zaman zaman kullanilan diger
bazi organik ve inorganik maddeler vardir. Bazi yazarlar, kiiltir ortamuna kazein
hidrolizat eklenmesini tavsiye etmektedir. Ortama bu zengin amino asit karigiminin
katimastyla, hiicrenin kangimdan ihtiyaci olan maddeleri alacag: beklenmektedir.
Ancak, amino asitler arasindaki interaksiyonlarin metabolizma iizerindeki etkisi
anlagilmadan bu tip maddelerin kullanilmas: sakincali olabilmektedir. O nedenle,
analizleri yapiimadan kullamlmamas: gerekmektedir (Nitsch 1981). Yildirim (1991)
bes tetraploid patates genotipine ait anterleri, iki farkli besin ortaminda kultiire
aldifinda, 2’ser ppm 2,4-D vé BAP ile birlikte, 1 ppm kazein hidrolizat katilmig MS

besin ortamint anter kiiltiirinde bagaril: bulmustur.

Guha veMaheshwari, Datura innoxia anterlerinin, polen tanesi agamasindayken,
kazein hidrolizat, indol asetik asit (IAA) ve kinetin veya hindistan cevizi siitii, iziim
suyu veya erik suyu. ilave edilmig bir mineral tuz ortaminda kiiltire alindiginda,
yaklagik 6 ila 7 hafta iginde anterin yanlarndan embriyo benzeri yapilarin giktigim

bildirmiglerdir (Raghavan 1995).

Kiltiir ortamlarinda bazen yer verilen diger bir madde de, kiiltir ortamuni
birgok yolla degigtiren, ozellikle hormonlan, vitaminleri, denﬁri ve kiilturdeki
yaslanan dokular tarafindan saiman fenolik bilesikleri adsorbe eden aktif komiirdiir
(Dunwell 1991). Etki tarz1 tam olarak bilinmeyen bu biiesigin anter bagina bitkicik

sayisim arttirdifiu ve anterlerden bitkiciklerin rejenerasyonunu hizlandirdigim
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bildiren aragtinicilar oldugu gibi (Bajaj 1983), aktif komirlii ortamdaki anterlerin
karanp canlibin yitirdigini belirten arastinicilar da (Karakullukgu 1991) vardir.

2.7. Kiiltiir Kogullar:

Kiltir kosullan iginde en Onemli faktér sicakliktir. Dunwell (1991),
Solanaceae’deki tiirler de dahil ¢ogu tiirlerin anterlerinin 25°C kiiltiire alindiklarinda
yeterli gelismeyi gosterdigini, Sopory ve ark. (1978) da, patateste kiiltiire alinan
anterlerin 26 + 1°C sicakliga yerlestirildigini belirtmigtir. Nitsch (1981) ise, sicakliin
kademeli olarak 14°C’den 18°C’ye, sonra da 25°C’ye yiikseltilmesinin ve kiiltiiriin
herbir sicaklik derecesinde 5-7 giin tutulmasiun embriyo dretimini arttirdifim

bildirmigtir.

Kiiltiir kosullanindan 151k da 6nemlidir. Ancak, is18in anter kiiltiirlerine etkisi
tizerinde yeterli bilgi bulunmamaktadir. Normalde, mikrospor koékenli embriyolarin
veya kalluslarin gikigina kadar kiltiirlerin karanhkta tutulmas: tavsiye edilmektedir
(Dunwell 1991). Karakullukg¢u (1991) ise, pathican anter kiilttirinde iklim odasindaki
fotoperiyodik diizenin 16 saat aydinlik ve 8 saat karanhk olarak ayarlandifmi, 1k
siddetinin ise 2000 lux degerinde tutuldufunu bildirmektedir. Sopory ve ark.
(1978)’da, patateste kiiltiire alinan anterlerin 2000 lux 11k siddetine yerlestirildigini,
ancak aydinlanma siiresinin 12 saat olarak tutulduunu bildirmektedir. Nitsch (1981),
yiiksek yogunluktaki (5000 lux) beyaz 1s1§1n androgenesisi engelledifini, mavi 1g181n
ya da karanlifin ise engellemedigini bildirmekte, ancak disiikk yogunluktaki beyaz
ipgin ve 6zellikle kirmuzi 1gigin elde edilen bitki sayisim arttirdifim belirtmektedir.
Goniilsen (1987) de, kullanilan bitki tiriine, izole edilen eksplantin cinsine ve besin
ortamina baglt olarak 300-10.000 lux 151k yogunlugu gerektigini belirtmistir.

Pierik (1987) ise, igiklandirmada kullanilan floresan lambalarin yaydig: sk
miktarimin, lambanin ¢ahgtinlmasindan itibaren gittikge diistiitini ve 12 ay sonra,
baglangictaki degerin %70’ine indifini bildirmektedir.
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Anter kiiltirinde gozoniine alinmasi gereken difer bir faktor de kiltir
kabindaki anter yogunlugudur. Ancak, bu konuyla ilgili fazla ¢ahsma olmayp, tek
sistematik aragtirma tiitiin anterlerinde yapilmig, en iyi cevap anter bagina 5 ml
havanin saglandifi tiiplerden elde edilmigtir. Daha biiyiik ve de ozellikle daha kiigiik
tiiplerde tepki biiyiik olgiide azalmigtir (Dunwell 1991). Caligmalarda kullanilan anter
yogunlugu arastinicilara gére degismekte olup, Tuberosa (1987b) patlicanda 55 mm
¢aph bir petride ortalama 5 ila 7 anteri kiiltire aldiklarint belirtirken, yine pathcanda
caligan Karakullukgu (1991) bir petriye iki tomurcuktan gikan anterlerin tiimiiniin
dikildigini ve bu saymnin 12 ila 15 arasinda degigtigini bildirmektedir.

Anterin ortam yiizeyine gore yonine de, genelde yapilan g¢alismalarda
deginilmemektedir (Dunwell 1991). Ancak, Karakullukgu (1991), patlicanda
anterlerin besin ortamu {izerine dorsal (sirt) kisimlan ortamla temas edecek bigimde

ve ortama batiriimaksizin yerlestiriimesini 6nermektedir.

Yukanda sayilan faktorlere dikkat edildifi taktirde, anter kiiltiiriinde belirli
oranda haploid bitki elde etmek miimkiin olmaktadir. Ancak, bu bitkilerin melezleme
1slah1 gahgmalarinda kullanilabilmesi igin, bunlardan homozigot diploid bitkilerin elde
edilmesi gerekmektedir.

2.8. Homozigot Diploid Bitkilerin Elde Edilmesi

Haploid bitkiciklerden baghica iki yolla homozigot diploid bitkiler elde
edilmektedir. Bunlar (GOniilsen 1987):

2.8.1. Kolhisin Uygulanmasi

Bitkicikler heniiz antere bagh oldugu devrede 24-96 saat %0.5’lik kolhisin
¢ozeltisinde tutulduktan sonra yikanir ve tekrar kiiltiire alinirlar. Diger bir sekil de,
olgun haploid bitkilerin tepe kismna %0.4’lik kolhisin-lanolin macunu

uygulanmasidir.



17 o

2.8.2. Haploid Bitkilerin Gévdelerinden izole Edilen Parcalarn Kiiltiire
Alnmas:

Haploid kallus kiltiiminde endomitozis yoluyla, yani gekirdegin béliinmeden
kromozomlarin eslenmesiyle diploid hiicrelerin olustugu bilinmektedir. Bu yontemle
haploid bitkilerden, homozigot diploid bitkiler elde edilebilmektedir.

2.9. Haploid Bitkilerin Tammmmas:

Anter kultiri yoluyla elde edilen bitkilerin haploid oldugunun anlagiimasinda
gerek makro gerekse mikro diizeyde bazi gostergelerden yararlamimaktadir.
Cogunlukla, bitkilerin dig goriiniisii genel bir fikir vermekle birlikte, kesin karara
sitolojik gozlemler sonucunda varilabilmektedir. Haploidlerin taminmasim ve ayird
edilmesini saglayan bu yapisal ve sitolojik ozellikleri Emiroglu (1982) soyle

simflandinimagtir:

2.9.1. Yapisal Ozellikler

Bitkilerin doku ve organlarim olusturan hiicreler, haploidlerde, diploidlere
kiyasla biraz daha kiigiik oldugundan, haploid bitkiler yapisal olarak diploidlere gore
daha kiigitkk ve zayif goriiniigliidiirler. Ayrica, haploid bitkilerin stoma yogunlugu ile,
bu stoma hiicrelerindeki plastidlerin sayilan da, diploid ve poliploidlerden farkh
olmaktadir. Ploidi diizeyi yiikseldikge, stoma uzunlufu ve plastid sayist da
artmaktadir (Emiroglu 1982).

2.9.2. Haploidlerde Mayoz ve Verimlilik Durumu

Haploidlerde kromozomlarin homologlan olmadiindan, metafaz gézlemlerinde
kromozomlan univalent halde goriilmektedirler, yani kromozomlar tek takim halinde
olup homolog kargihklar1 bulunmamaktadir. Ayrica monohaploidler steril
olduklarindan polen 6zelliklerinden yararlanma olanag yoktur, ancak bu
dihaploidlerde, yani genomlari normalde tetraploid olup da haploidlestirilince 2n
kromozom sayisina sahip olanlarda ve bazi polihaploidlerde miimkiin olabilmektedir
(Emiroglu 1982).
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Baglangigta da belirtildigi gibi, her ne kadar bazi sorunlarla kargilagilsa da,
bugiin anter kultirinin uygulanabildii olduk¢a fazla sayida tiir mevcuttur. Hu ve
Zeng (1984), anter kiiltirii uygulamalarinin, kapali tohumlulann 26 familyasimn 60
cinsine bagl 171 tiire yayildigim belirtmektedirler. Cao ve ark. (1995) ise, anter
kiltiriiniin, kugkonmaz, biber, patlican, karpuz ve lahanagiller gibi bazi sebze
tarlerinin 1slaht igin haploid bitki Gretmede kullanildifi, izole edilmis mikrospor
kiltiiriniin ise lahana, brokkoli ve Cin lahanasi gibi bazi lahanagil sebzelerinde

bagariyla uygulanabildigini belirtmiglerdir.

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), Dourga pathcan ¢esidinden aldiklari
anterlerin bir kismum ilk 8 giin boyunca 35°C’de ve karanlikta, geri kalanim ise direkt
olarak 25°C’de ve 12 saat giin uzunlugunda kiiltiire almiglardir. Sicak ve karanlik 6n
uygulamast yapilan anterlerden 100 anter bagina ortalama 12 bitki elde edilebilirken,
6n uygulama yapitmayip, direkt 25°C’de ve igikta kiltiire alinan anterlerde bu deger
3.4 olmustur. En yiiksek bitkicik oram, kiiltiire alinan 100 anter bagina 25-35 bitki
olmak iizere biiyiimeyi diizenleyici olarak 0.01 mg/l 2,4-D ve 0.01 mg/l kinetinin
eklendigi ve C ortami adi verilen ortamda, 35°C°de 8 giinlitk 6n uygulamayla elde
edilmigtir. Kiltiriin 12. gliniinden sonra anterler, oksinsiz ve 0.1 mg/l kinetin igeren
ortama transfer edilmiglerdir. Anterlerden olusan bitkilerin %15-50"si diploid
olmugtur. Fakat, ilk kultiir ortaminda 2,4-D yerine IAA kullanilmasiyla yalnizca
haploid bitkiler elde edilmigtir.

Misra ve ark. (1983) da, patlicanda anterlerden kallus geligiminin uyarilmast
i¢in optimal kiiltiir ortamim tesbit etmeye galigmuglar ve olugan kalluslarin siirgiin ve
koklere farkhilagmasim incelemiglerdir. Anterlerden kallus tegviki igin kullamlan
ortamlar iginde, 2 mg/l indol asetik asit ve 2 mg/l kinetin katiloug olan besin ortam,
mg/l naftalen asetik asit ve 2 mg/l kinetin eklenmis olan besin ortamt en elverisli
olmustur. Siirgiin olujumunun 15-20 giniinden sonra, kallustan kok olusumu

baglamugtir,
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Wang ve ark. (1989), patlican anterlerinin 35°C’de 8 gin tutulmasiyla
embriyoid tegsvik oramnin %10-17’ye kadar yiikseltildigini belirtmiglerdir. 4 giin
siireyle 3-5°C’de 6n uygulama ve bunu takiben 35°C’de 8 glin tutma, anter bagina

embriyoid sayis: {izerinde olumlu etki yapmustir,

Ene-Obong ve ark. (1986), bir patlican tiirti olan Solanum macrocarpon’un tek
¢ekirdekli polen hiicrelerini igeren anterleri kat1 temel ortam (Bourgin-Nitsch) veya
sitokinin, oksin ya da her ikisiyle desteklenmis olan BN ortamu iizerinde kiiltiire
almuslardir. Kultirler 25 + 2°C’de 12 saatlik floresan igik/karanlik dongiisii altina
yerlestirilmiglerdir. Bourgin ve Nitsch mineral tuzlari, vitaminler, %2 sakkaroz,
kinetin, 2,4-D ve %0.9 agar igeren ortamda kiiltire alinan anterlerden kalluslar elde

edilmigtir.

Cin’de “Haploid 1slahi Aragtirma Grubu” tarafindan yapilan bir ¢ahismada,
Pekin Nine-Leaf patlican ¢esidi ile, Anyang x Yenta ve Seven-Leaf x Anyang
hibritleri kullantlmgtir. Kiiltiir ortam: olarak MS ortammnmn kullanildigi ve farkh
bilyiimeyi diizenleyicilerin denendigi ¢alismanin sonucunda, embriyoid olujumu igin
besin ortaminda, kallus ofusumu icin gerekenden daha disik bir hormon
konsantrasyonunun gerekli oldugu ve bu konsantrasyonunun 0.005 mg/l kinetin
oldugu belirtilmistir. Boylece, hormon konsantrasyonlart diigik olan ortamlan
kullanmak suretiyle, anter duvarindan olugabilecek bitkicik oramimn biiyitk dlgtide
azaltilabilecegi bildirilmigtir. Ayrica, embriyoidlerden bitkiciklerin olugma oramim
arttirmak i¢in anterlerin ilk kiltiir ortamundan, rejenerasyon ortamina, geligmelerinin
erken bir devresinde transfer edilmesinin etkili oldugu belirtilmis ve bu devre, kiiltiir
ortamindaki anterin ¢atlamaya bagsladig1 ve anter iginden embriyoidlerin heniiz agifa
¢ikarak goriindiikleri devre olarak verilmigtir. Kiiltiire alinan anterlerin %2-3
civarindaki bir kismindan embriyoidlerin olustugu, yaklagik %10’undan ise kalluslarin
geligtigi belirtilmigtir. Denemenin sonucunda, gerek embriyoidlerden, gerekse
kalluslardan, imit verici baz1 androgenik bitki hatlan elde edilmig, ancak kalluslardan
elde edilen baz: hatlarin tiniform olmayip, heterozigot yapida olduklan vurgulanmigtir

(Anonymous 1978).



20

Rotino ve ark. (1987), pathican anterlerini, modifiye edilmis C, kaltiir ortam ve
R; farkhlagtirma ortamint kullanarak kiiltiire almuglardir. Toplam olarak, 303
anterden 227 bitki elde edilmigtir. Bu sayi, kiltiire alinan toplam 6937 anterin
%4.4'udiir. Anterlerin tepkisi genotipe 6nemli diizeyde bagli bulunmus, en iyi sonug,
100 anter bagina 5.8 bitki ile Burpee F; gegidinden elde edilirken, L63x57 gesidinde
bu rakam 4.2 olmus, Picentia gesidinden ise hi¢ bitki elde edilememigtir. Ortam
bilegimi androgenesis iizerine etkili olmus ve ortam ile genotip arasinda bir
interaksiyon oldugu belirlenmistir. Deneme sonucunda elde edilen bitkilerin ploidi
seviyesi incelendiginde, bitkilerin yaklasik %60°1mmn haploid, digerlerinin ise diploid

oldugu gorilmiigtiir.

Tuberosa ve ark. (1987a)’mn yaptiklan ¢aligmada, serada ve arazide yetistirilen
pathcanlardan materyal alinarak anter kiltiirii galigmalan yapilmigtir. Denemede
kultire alman toplam 8639 anterden 421 bitkicik elde edilmigtir. 100 anter bagmna
rejenere edilen en yitksek bitki sayist hibrit gesitlerde 42 iken, bu hibritlerin elde
edildigi ebeveyn hatlarda 19.5 olmustur. Topraga transferde tutan 328 bitkiden
77’sinin diploid, 250’sinin haploid, 1’inin ise trizomik oldugu, yani genomunda

diploid kromozom sayisimn 1 fazlasim tasidigs belirlenmistir.

Tuberosa ve ark. (1987b), pathcanda yaptiklar: diger bir ¢aliymada, Black Jack,
Lunga violetta di Romagna, Dourga, PI G23330, PI 351129, Burpee 4310, Baluroi
ve PI G23329 c¢esitlerinden toplam 3977 anteri, Temmuz bagindan Ekim sonuna
kadar birer haftalik aralarla kultire almuglardir. Tomurcuklarin sterilizasyonuna
ragmen, kiiltirin ilk 30 gint igerisinde petri kaplarmn iginde patojenlerin gelismesi
nedeniyle anterlerin %340 ¢ikanlmigtir, zira bir petri kab igerisindeki anterlerin
yalmzca biri bile enfeksiyona ugramiy olsa, bu petri igindeki, bir tomurcuktan alinan
anterlerin timiiniin ¢ikarilmas: gerekmistir. Serada yetigtirilen bitkilerden 6nceden
aynlan anterlerle gergeklestirilen difer bir denemede bulagsma yiizdesi daha digiik
(%14) olarak tesbit edilmigtir. Bu durum, anterlerin alinacad: bitkileri kontrolli
sartlarda yetistirmenin daha uygun olacag: fikrini vermektedir. Denemeye alinan 8
cesitten, in vitro devre sonucunda 257 bitkicik elde edilmigtir. Saksilara sagirtilan
207 bitkinin ploidi diizeyleri incelendiginde, bitkilerin %77’sinin haploid, %23iniin
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ise diploid oldugu goriilmistir. Tomurcuk alma tarihine gore olusan bitki sayist
agisindan en yiikksek deger %15.6 ile Eylil’in son ii¢ haftasinda alinan
tomurcuklardan elde edilmistir. Anterlerden olusan haploid bitkilerin frekans:,

genotiplere gore %0-42 arasinda degismigtir.

Kalloo (1988), pathicanda anterlere 5-8°C’de 4 giin siireyle 6n uygulama
yapildiginda ve polenler MS makro besin ortaminda ve 800 mg/l glutamin, 100 mg/l
serin, 5 mg/l myo inositol, 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin ihtiva eden sivi ortamda
kiilttre alindifinda haploid bitkilerin Giretiminde bagan elde edildigini belirtmigtir.

Yadav ve ark. (1989) ise Solanum melongena’nin androgenik kallusu yani,
polen hiicrelerinin boliinmesiyle meydana gelip, kok ve siirgiinler olusturarak haploid
bitkilere doniigen kallus iizerinde morfogenetik galigmalar yapmiglardir. Bitki doku
kiltiri tekniklerinin bitki 1slahinda basarih olarak uygulanabilmesi igin bitki
rejenerasyonunun  morfogenetik, fizyolojikk ve biyokimyasal diizeylerde
incelenmesinin 6nemini vurgulayan arastincilar, patlicanin (Solanum melongena L.
cv. H4) androgenik kallusunda siirgiin ve kok olusumu saglayan morfogenetik
olaylar1 agiklamiglardir. Androgenik kallus, anterleri tek ¢ekirdekli geliyme
agamasinda, 2 mg/l indolasetik asit ve 1 mg/l kinetin ihtiva eden GD besin (Gamborg
ve Chalupa) ortam iizerinde, karanlikta 25°C’de kiiltire almak suretiyle elde
edilmigtir. Kalluslar, 0.1 mg/l naftalen asetik asit ve 2 mg/l kinetin ihtiva eden (GD)
farkhlagtirma ortam iizerinde alt kiiltiire ahnmuglardir. Bu kiiltiirler 16 saat 151k ve 8
saat karanltk dongiisinden olusan sartlarda tutulmuglardir. Farkh gelisme
asamalanindaki kalluslar kesitlere aynlip boyanmustir. Anter kékenli kallus, gevresel
meristematik hiicrelerin faaliyetiyle gelismeye baglamugtir. Iletim demetleri
olusumunun ilk gostergesi, trakeid hiicrelerinin ve kanal elemanlarnimin olusumu
olmustur. Surgiin olusturan kallusta meristematik aktivite c¢evresel bolgelerde
meydana gelmistir. Erken devrelerde siirgiin ve kok olusturan meristemlerin aynilmasi

miimkiin olmamgtir,

Sanguineti ve ark. (1990), pathcamin androgenik hatlarmt degerlendirmek
amaciyla yaptiklan bir galismada, anter kiltiirit yoluyla elde edilmig onsekiz patlican
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dihaploidini ve bunlara karsilk gelen ebeveyn hatlann tarla denemesinde
degerlendirmiglerdir. F; hibrit kokenli dihaploidier arasinda oniki tanesi, ebeveyn
ortalamasindan daha yiiksek verime sahip olmuslardir. Dihaploidlerden 4’uniin
toplam verimi, yiiksek verimli ebeveynlerden 6nemli 6i¢iide daha yiiksek olmugtur.
Bu galismanin sonuglari, Fy hibritlerinden, pratik 1slah amaglan i¢in uygun olan anter
kokenli dihaploidlerin elde edilmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir.

Karakullukgu (1991) tarafindan 13 pathcan gesidinde yapilan 8 ayn1 denemenin
sonucunda, patlicanda androgenesis olaymn genotiple yakin bir iliski iginde oldugu
gorilmigtir. Kullanilan gesitler igerisinde yalmzca Halep Karasi ve Baluroi F,
gesitlerinden haploid bitki elde edilebilmiy, Prelane F; ve Kemer cesitlerinde de
embriyolar olugmakla birlikte bitkiye doniigiim ger¢eklesmemistir. Diger cesitlerden
(Dourga, Pala, Adana, Topan, Seytan, Black Beauty, Marfa F,, Fabina F,, Galine F,)
haploid embriyo veya bitki elde edilememigtir. Caliymamn defisik agsamalarinda

toplam 22 adet embriyo ve 13 adet haploid bitki elde edilmistir.

Rotino ve ark. (1991) androgenik ve embriyogenik patlican hatlan arasindaki
varyasyonu gozlemek amaciyla yaptiklan ¢aligmada kendilenmis gesit Dourga’nin 9
adet katlanmig haploid bitkisini ve saf gesit Floralba’min 13 somaklonal bitkisini
kendilemigler ve bunlarin dollerini, onlara karsilik gelen ebeveynlerin egeysel olarak
kendilenmis dolleriyle agronomik ve morfolojik ozellikler agisindan kiyaslamiglardir.
Katlanmig haploid hatlar, olgillen tim Ozellikler agisindan kontrolden onemli
farkhiliklar gosterirken, somaklonal hatlar yalmzca verim ve meyve agirhg
bakimindan farkh olmuslardir. Katlanmug haploid hatlanin verim ve morfolojik
Ozellikleri, bunlara kargibk gelen ebeveyninkilere gore yitksek veya digiik
olabilirken, somaklonal hatlarm 6zellikleri kontrole kiyasla diigmiigtiir.

Matsubara ve ark. (1992), Wase Shinkuro patlican gesidinin anterlerini 1988 ve
1989 yillarinda Eyliil ve Kasim aylan arasinda, arazide ¢igeklenen bitkilerden
almiglardir. Alinan anterlerdeki polen hiicrelerinin tek ¢ekirdekli devrede oldugu
gozlenmigtir. Kiltiir ortamn olarak, %3 sakkaroz ilave edilmis ve pH’s1 5.7’ye
ayarlanmug olan MS ortanu kullamlmugtir, Ortamu jellestirmek icin agar veya Gelrite
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kullamlmig olup, kinetin veya 2,4-D temel besin ortamina O ile 0.1 mg/l arasinda
degigen konsantrasyonlarda eklenmistir. Kiltirler 25°C sicakllk ve 16 saat giin
uzunluguna yerlestiriimiglerdir. Embriyoid olujumu ve adventif siirgiin
rejenerasyonunu arttirmak igin anterler 2,4-D ve kinetinin 0 ila 0.5 ppm arasindaki 6
kombinasyonunun kullamldig: ortamlar izerinde kiiltire ahnmug, aynca kiltirler
35°C’de 24 veya 48 saat, 5°C’de 24 veya 48 saat, ya da 5°C’de 24 veya 48 saati
takiben 35°C’de 24 veya 48 saatten olugan sicaklik goklarina tabi tutulmuglardir.
Tim ortamlardaki patlican anterleri 35°C’de 24 saat tutuldufunda daha yiiksek
oranda kallus olusturmuglar, ayrica 2,4-D ve kinetinin 0.1 mg/l kullamldii MS
ortamindaki anterler %35.8 ile en yiiksek kallus olusumu ve %4.9 ile en yiiksek
embriyoid olusumu degerlerine sahip olmuslardir. 1 mg/l kinetin + 0 ve 0.05 mg/l
NAA iceren ya da hormonsuz olan ortamlarda, kalluslardan %5.9-9.2 oramnda
embriyoidler olusmusg, bu hormon konsantrasyonlarina sahip ortamlarda ve ilaveten 4
mg/l kinetin ve 1 mg/l NAA iceren ortamda ise kalluslardan %4.8-7.5 arasinda
degisen oranlarda adventif gozler rejenere olmustur. Ortamu katilagtirmak igin
kullamilan agar ve Gelrite kargilagtinldifinda ise, sirgiin uzunlugu ve taze agirlig
bakimindan her iki maddenin de 6nemli etkide bulunmadig:, kék yogunlugu ve taze
agirh@ bakimindan ise Gelrite ortamindaki degerlerin yaklagik yan yanya disiik
olduéu belirlenmigtir.

Karakullukgu ve Abak (1993 a) patlicanda anter kultiirii yoluyla haploid bitki
elde etmek i¢in en uygun mikrospor gelisme donemini aragtirmiglardir. Pala, Kemer,
Baluroi ve Prelane F, gegitlerinin kullamldigy denemede sekiz farkli biiyiiklik ve
gelisme devresindeki anterler kiiltiire alinnmgtir. Cesitlerin meyve sekline gore,
tomurcuk biiyiiklikkleri veya uzunluklan arasinda farkhilik olmakla birlikte, genel
olarak ta¢ yapraklann seviyesinin g¢anak yapraklann birlesme yerinde oldugu 5.
gelisme donemi ile, ¢anak yapraklarin hafifce agilmaya basladif: ve tag yapraklann 1-
2 mm’lik kisminin gériildiigii donem olan 6. geliyme donemi, pathican anter kiiltiir
yoluyla haploid embriyo elde etmek i¢in en uygun dénemler olarak bulunmustur. Bu
devrede tomurcuk uzunluklanmn gesitlere bagh olarak 22.4-24.7 mm, tomurcuk
caplarinin 10.8-12.5 mm oldugu belirlenmigtir. Sitolojik incelemelerde ise bu
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devrenin polen mitozundan hemen 6nceki devreye kargihk geldigi gorilmiigtir. 5. ve
6. tomurcuk gelisme doneminde kiiltiire alinan pathican anterleri iginde Baluroi F;
cesidine dahil olanlar 100 anter bagina 6.9 adet haploid bitki vermistir. Diger ii¢
cesitte anterler androgenik bir yap: gosterdikleri halde, embriyo olusumu meydana

gelmemigtir.

Aragtiricilar aynica, besin ortamina degisik diizeylerde katilan bazi organik
maddelerin (sakkaroz, glikoz, aktif karbon) ve bilyiime diizenleyicilerin (kinetin,
zeatin, 2,4-D, NAA) pathcan anter kultirriinde haploid bitki olujumu {izerine
etkilerini aragtirmuglardir. Ilk 12 giin boyunca, %12 sakkaroz uygulamasi, %3
sakkaroz veya %6 sakkaroz + %6.3 glikoz uygulamalarina kiyasla daha iyi sonug
vermigtir. Aktif karbonun embriyo olusumuna olumlu bir etkisi gozlenmemigtir.
Anterler kinetin + 2,4-D kombinasyonlaninda, zeatin + 2,4-D veya kinetin + NAA
kombinasyonlarina gére daha iyi cevap vermislerdir. Caligmamn degisik agamalarinda
5 mg/l kinetin + 5 mg/l 2,4-D ve %12 sakkaroz kullamlan ortamlarda Baluroi F;
cesidinde %12.1, Kemer gesidinde %1.5 ve Halep Karas: gesidinde %3.8 oraninda
embriyo elde edilmigtir (Karakullukgu ve Abak 1993 b).

Tokumo ve ark. (1994), tek ¢ekirdekli mikrosporlar igeren pathican (Solarnum
melongena cv. Wake Shinkuro) anterlerini, 0.02 mg/l 2,4-D, 0.02 mg/l kinetin, %3
sakkaroz ve %0.2 Gelrite eklenmis olan MS ortaminda kiltiire almislar, ve olugacak
haploidlerin sayistni1 arttirmak igin yiksek ve disik sicakliklara tabi tutmuglardir.
Kiiltire alnan anterler, 35°C’de 48 saat siireyle tutulmuglar ve sonradan
mikrosporlardan embriyoidlerin gelistii gozlenmigtir. Yiiksek sicaklik uygulanan
anterlerde kallus olusturma oram %?28’e kadar ¢ikarken, uygulama yapilmayan
anterlerde bu oran yalmzca %14 olmustur. Embriyoidler ise, yalmzca uygulama
yapilan anterlerden elde edilmis ve embriyoid olugturan anterlerin oram %5.1
olmustur. Yaz mevsiminde g¢i¢ek tomurcuklarna 0, 5 ve 10 giin slireyle yapilan
diigiik sicaklik (4°C) 6n uygulamalan, embriyoid olugumu bakimindan etkisiz olmus,

uygulama siiresi uzadifinda kallus olusumu da engellenmistir.
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Miyoshi (1996), pathcanda izole edilmi mikrosporlarin baglangig
kiltirlerinden morfogenik kalluslar elde etmistir. Kallus tesviki igin, yeni izole
edilmis mikrosporlarin baglangigta 3 giin siireyle, yiksek sicaklikta (35°C)
sakkarozsuz ortamda kuoltiire alinmasi sart olarak goérilmistir. Bundan sonra
mikrosporlar, %2 sakkaroz ve bitki hormonlarim (0.5 mg NAA ve 0.5 mg BA/)
ihtiva eden NLN besin ortaminda, karanlikta, alt kiiltiire ahnmiglardir. Alt kiltirin 4
haftasindan sonra, mikrospor kokenli kiigik kalluslar siirgiin rejenerasyonu igin 4
mg/l zeatin ve 0.2 mg/l IAA ihtiva eden MS ortamina transfer edilmislerdir. Rastgele
secilen 12 rejenere bitkinin ploidisi, kok uglaninda yapilan kromozom sayimlariyla
belirlenmigtir. Bitkilerden yalmzca 1’i haploid, 7’si diploid, 3’4 triploid ve 1’i
tetraploid olmugtur. Diploidler, kendine tozlamadan sonra tohum tututuklarindan ve
dollerinde morfolojik 6zellikler bakimindan agilma goéstermediklerinden, bunlarin

spontan olarak eglenmis haploidler olduklan sonucuna varlmstir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Aragtirma 1994-1999 yillar1 arasinda, Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimi’nde yiiriitalmis, ancak 1996 yazi denemelerinde Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bolimii olanaklarindan da
yararlamlmgtir. Ayrica, kromozom saymlan ve olusan  bitkilerin topraga
transferinde Beta-Yenigehir’deki laboratuvar ve iklim odast olanaklarindan da
faydalamlmstir. Degisik patlican gesitlerinde farklt besin ortamlarimin ve yetigtirme

kosullarinin androgenesis tizerine etkisi aragtiriimgtir.

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak 8 hibrit (Baluroi, Barbantane, Bellissima, Ancha,
Leila, Mileda, Munica, Purpurea), 6 standart (Pala, Kemer, Adana, Topan, Manisa,
Aydmn Siyah1) gesit ve yerli populasyonlardan Urfa Yerlisi olmak iizere toplam 15

pathcan genotipi kullamlmgtir.

Denemede kullamilan gesitlerden Munica, Mileda, Ancha ve Purpurea, Sandoz
A.S. Tohumculuk sirketinden; Baluroi, Kemer ve Pala May Tohumculuk A.S.’nden;
Manisa, Topan ve Aydin Siyahi, Ege Tanimsal Aragtirma Enstitiisii’nden; Adana,
Agromar A.S. firmasindan, Barbentane, Leila ve Bellissima, Beta Ziraat ve
Tohumculuk A.S.’den, Urfa Yerlisi populasyonunun tohumlani ise Ankara

Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii’nden temin edilmistir.

1994 yilindaki 6n denemelerde, Barbentane, Leila, Bellissima, Adana ve Urfa
Yerlisi disindaki tiim yerli ve hibrit gesitler kullanilirken, 1995 yilindaki denemelerde
Pala, Kemer, Topan ve Aydn Siyah: ¢esitleri kullanilmigtir.

1996 yilinda, Bursa’daki denemelerde Kemer ve Baluroi, Ankara’daki
denemelerde Kemer ve Urfa Yerlisi olmak tizere toplam 3 genotip kullanilmigtir.



27 T

1998 yilinda ise, onceden kullamlmig olan Pala, Kemer, Topan, Adana ve
Mileda gesitlerinin yamsira, Barbentane, Bellissima ve Leila gesitleri de denemeye

ilave edilerek, toplam 8 gesitle galigmalar yiiritilmiigtiir.
3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Yetigtirilmesi

1994 yihindaki 6n denemelerde ve 1995 yilinda yapilan denemelerde, tohumlar
ilkbaharda % toprak + % yanmig ahir giibresi ile doldurulmus olan viyoller igine
ekilerek, seraya yerlestirilmistir. Olusan fideler, 2 yaprakh devredeyken 14 cm gap ve
13 cm derinlikteki kiigiik plastik saksilara sagirtilmiglardir. Bitkilerin yetigtirildigi
donemde 1sitmasiz plastik sera igindeki sicakliklarin minimum 9.2°C ile maksimum
32.3°C arasinda degistigi belirlenmigtir. 1994 yilindaki 6n denemelerde, bitkilerin bir
kismm araziye bir kismu ise 32 cm ¢ap ve 29 cm derinlikteki, igerisinde ¥ toprak + ¥
ahir giibresi kangtmindan olugsmus harg bulunan plastik saksilara dikilerek, serada
yetistirilmié; her iki gruptan da materyal alinnmgtir. 1995 yilindaki denemelerde ise
yalmz seradaki saksilarda yetigtirilen bitkiler kullanilmigtir. 1994 yilindaki 6n
denemelerde bitkilerden tomurcuklar Temmuz ayinda toplanmaya baslamrken, 1995

yilindaki esas denemelerde serada yetigtirilen bitkilerden Ocak-Ekim aylari arasinda
tomurcuk alinmgtir.

Esas denemelerin ikinci serisi 1996 yilinda yiriitilmiiy, denemelerin Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nde gergeklestirilen kisminda tohumlar Nisan baginda
isitilmayan seradaki tahtalar UGzerine ekilip, {iizerlerine yanmug-elenmis ahir
gibresinden olusan kapak atilmg, burada geligen fideler Mayis sonunda direkt
araziye dikilmiglerdir. Serin giden hava gartlan nedeniyle ¢igeklenmeleri geciken
bitkilerden Agustos baslarinda tomurcuklar toplanmaya baglanip, tomurcuk alimina

Eyliil baglarina kadar devam edilmigtir.
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1996 yilindaki denemelerin Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nde yiiriitilen
kisminda ise, ilkbaharda tohumlan ekilip yazin araziye alinan bitkilerden Ekim
basindan, Ekim sonuna kadar tomurcuk alinmgtir.

Anter kiiltiri denemelerinin son kismi, 1998 yazinda Uludag Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii’'nde gergeklestirilmistir. Bu yilki
denemelerde, Nisan aymnda tohumlan viyoller igine ekilen ve Haziran sonunda araziye
dikilen bitkilerde Agustos ortasina dogru baglayan tomurcuk alma iglemi, Ekim’in ilk

haftasina kadar siirmiigtiir.

3.2.2. Cicek Tomurcuklarinin Toplanmas:

Cicek tomurcuklan toplamirken, Karakullukgu (1991) tarafindan 8 geligme
devresine aynlmig tomurcuklar igerisinden, 5. ve 6. devredeki tomurcuklarnn
alinmasina 6zen gosterilmigtir. Bu 8 devrenin en erkeni olan 1. devre
tomurcuklannda, tomurcuklar heniiz kiigiik (yaklasik 1 cm boyunda) ve kapali, anter
rengi gok éan yesilken; 8. devredeki tomurcuklar patlamak tizere, tag yapraklar
pembe, anterler koyu san, kenarlar mor ¢izgili bir goriiniim arzetmektedir. Ik devre
tomurcuklarinda yalmzca mikrospor ana hiicrelerine rastlamrken, sekizinci agamadaki
tomurcuklarda ¢ogunlukla olgun polenler saptanmigtir. Denemelerimizde kullanilan
devrelerden, 5. devre tomurcuklarinda ganak yapraklar agilmak iizere, tag yapraklar
birlesme yerine gelmek iizere, anterler yesilimsi sani renkte olup, tomurcuk boylar
cesitlere bagh olmakla birlikte 22.4 ile 24.7 mm arasinda, tomurcuk gaplan ise 10.1
ile 11.7 mm arasinda degigmektedir. Bu devredeki tomurcuklardan alinan anterler
igerisinde ¢ok sayida tek gekirdekli mikrosporun bulundugu, bunun yamnda tetratlara
da rastlandii yine Karakullukgu (1991) tarafindan bildirilmigtir. 6. devre
tomurcuklarinda ise, tag yapraklar, ¢anak yapraklarin birlesme yeri seviyesinde ve
hafifce goriinmekte, anterler yesil san renkte olup, tomurcuk boylan, 23.6 ile 24.6
mm arasinda, tomurcuk g¢aplan ise 11.7 ile 12.5 mm arasinda degismektedir. Bu
devre tomurcuklarindan ahnan anterlerin iginde 1. polen mitozu agamasinin degisik
devrelerindeki mikrosporlanin  bulundugu, Karakullukgu (1991) tarafindan
belirtilmigtir.
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Sekil 3.1°de, patlicanda sekiz farkli gelisme donemine ait ¢igek tomurcuklan
goriilmektedir. Bunlarin arasinda isaretlenmis 5. ve 6. gelisme donemindeki

tomurcuklar,¢alismamizda kullamlan tomurcuk buyukligtni gostermektedir

¥

P&

Sekil 3.1. Sekiz Farkl Gelisme Devresindeki Patlican Tomurcuklart.

3.2.3. In Vitro Kiiltiirler

3.2.3.1. Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

1994 yilinda yapilan 6n denemelerde cesitli hormon tip ve dozlarn denenmis,
ancak bunlarin hi¢birinde embriyo olusumu meydana gelmemistir. Sadece bazi ortam
bilesimlerinde, filamentlerin kesim yiizeyinden kallus olusumu elde edilmistir. Bu
nedenle, tiim uygulamalar burada verilmemistir. On denemelerde. kismen anterin
icinden gelisen kallus olusumu gosterdigi igin umitvar gorilen dort bilesim, 1995 yil
denemelerinde kullamlmistir. Cizelge 3.1°de. bu denemelerde kullamlan temel besin

ortamimin organik ve inorganik madde kapsamlari gorilmektedir (Pierik 1987)
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Cizelge 3.1. 1994 Yihndaki On Denemelerde ve 1995 Yihndaki Denemelerde
Kullanilan MS Temel Ortaminin Bilegimi (Pierik 1987).

Makro besin maddeleri (mg/h) Mikro besin maddeleri (mg/l)
KNO; 1900 MnSO0.4H,0 22.300
NH,NO; 1650 ZnS0,.7H,0 8.600
KH,PO,4 170 H;BOs 6.200
CaCL.2H,0 440 KI 0.830
MgS0,.7H,0 370 CuSO,.5H,0 0.025
Na;Mo004.2H,0 0.250
CoClL.6H;0 0.025
Vitamin ve amino asitler (mg/h) Fe-Selat (mg/)
Myo inositol 100 FeS0,.7H,0 27.8
Glisin 20 Na,EDTA 373
Nikotinik asit 0.5
Piridoksin HCL 0.5 Sakkaroz 30000
Thiamin HCL 0.1 Agar 7 000

Bu ortamlarin biiyiime diizenleyici kapsamlan ise Cizelge 3.2°de verilmistir.
Gorildigi uizere, 2 ve 3 no’lu bilesimdeki hormon dizeyleri dusiik, 1 ve 4 no’lu
bilesimdekiler ise yiiksektir. 1 ve 4 no’lu ortamlarda BA diizeyi 3 mg/l’de sabit
tutulurken, NAA diizeyi degistirilmis, 2 ve 3 no’lu ortamlarda ise NAA diizeyi 0.3
mg/I’de sabit tutulurken BA diizeyi degistirilmigtir. Nitekim, Pierik (1987) de, doku
kiiltiiri gahgmalarinda kullanilan hormon dozlarinin 0.01-10 mg/l arasinda degistigini
bildirmigtir.
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Cizelge 3.2. 1995 Yihndaki Denemelerde Kullanilan Ortamlarin Bilyiime
Diizenleyici Kapsamlan.

1 no’lu ortam 2 no’lu ortam 3 no’lu ortam 4 no’lu ortam
2 mg/l NAA 0.3 mg/l NAA 0.3 mg/l NAA 1 mg/l NAA
3 mg/l BA 1.0 mg/l BA 0.7 mg/t BA 3 mg/l BA

Besin ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilan %100 saf kimyasal maddelerin
once stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan x10’luk stok g¢ozeltiler renkli gigeler

icerisinde buzdolabinda saklanmgtir,

Kiiltiir yapimindan bir giin once, stok g¢ozeltilerden gerekli miktarlar almp
kangstirilmig ve sulandinlarak esas besin ortami hazirlanmigtir. Ortamlanin pH’s1 agar
katilmadan énce 1 N HCL ve 1 N NaOH ile 5.9’a ayarlanmigtir (Tuberosa ve ark.
1987a).

Iginde ortamin bulundugu beherglas, manyetik kangtinc: iizerine konarak, hem
isinip, hem de homojen olarak kangmasi saglanmgtir. Ortam sicakhg 70-80°C
civarina ulagtifinda, agar ortamun igine bogaltilmig, manyetik kanstiric: bir siire daha
caligtinhip, ortam sicaklifn 95°C civanna geldiginde ve agar ortama iyice dagilip
seffaflagtiginda, beherglas manyetik kanstincidan ahnarak, igindeki ortam 1.5 cm
¢apx15 cm uzunluktaki cam tiiplere yaklasik 15°er ml olacak gekilde doldurulmustur.
Daha sonra, bu tiiplerin agizlan pamuklarla sitki sekilde kapatilmig ve tzerlerine
aliminyum folyo ortillerek otoklava yerlestirilmiglerdir. Sterilizasyon iglemi
otoklavda 121°C’de 20 dakika siireyle gergeklestirilmigtir. Otoklavdan g¢ikanlan
tiipler steril kabin igerisine alinarak ertesi giine kadar burada bekletilmigtir.

Dikim ortamlarinda olusan kalluslarin, kiiltiiriin baglangicindan 4-5 hafta sonra
transfer edildigi transfer ya da gelistirme ortamm ise esas olarak yine MS
formiilasyonunda olup, sadece amonyum nitrat kapsamm normalin 4’4 oramnda
kullamlmistir. Amacimiz kallustan siirgiin elde etmek oldugundan, Pierik (1987)’ye
uyularak ortamdaki NH,NOQO; seviyesi dugiirilmiigtiir. Ayrica, yine aym nedenle
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ortama biiyiimeyi diizenleyici olarak, bir sitokinin olan Benzil Adenin (BA) 3 mg/l
dozda ilave edilmigtir. Ortamun sakkaroz kapsam: ise Dirr ve Heuser (1987)’ye

ﬁyularak yine %3 olarak ayarlanmug, pH 5.9°da tutulmustur.

1996 ve 1998 yilindaki denemelerde ise, MS ortami ve Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982) tarafindan tavsiye edilen ve C ortamu olarak adlandirilan ortam
olmak iizere, baglica iki farkl ilk dikim ortami kullamilmms olup, bilesimleri Cizelge

3.3’te verilmigtir.



Cizelge 3.3. 1996 ve 1998 Yilindaki Denemelerde Kullanilan iki Farkli Dikim
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Ortaminin Bilesimleri (Karakulluk¢u 1991).

MS Ortam C Ortamm
Makro Bilesikler (mg/l) Mikro Bilesikler (mg/)
KNO; 1900 KNO; 2150
NH4NO; 1650 NH,NO; 1238
KH,PO4 170 MgS0,.7TH,0 412
CaCl,.2H,0 440 CaCl,.2H,0 313
MgS0,.7H,0 370 KH,PO, 142
Ca(N03)2.4H20 50
NaH,PO,.H,0 38
(NH,),S0O, 34
KCl 7
Mikro Bilesikler (mg/1) Mikro Bilesikler (mg/)
MnS0,.4H,0 22.300 MnS0,.4H,0 22.130
ZnS0,.7TH,0 8.600 ZnS0,.7H,0 3.625
H3;BO; 6.200 H3;BO; 3.150
KI 0.830 KI 0.695
CuS0,.5H,0 0.025 Na,Mo00,.2H,0 0.188
Na,Mo00,.2H,0 0.250 CuS0,.5H,0 0.016
CoCl,.6H,0 0.025 CoCl,.6H,O 0.016
Organik Bilesikler (mg/l) Organik Bilesikler (mg/1)
Myo inositol 100 Myo inositol 50.300
Glisin 2.0 Piridoksin HCI 5.500
Nikotinik asit 0.5 Nikotinik asit 0.700
Piridoksin HCL 0.5 Thiamin HCL 0.600
Thiamin HCL 0.1 Ca-pantetonat 0.500
Vitamin B;, 0.030
Biotin 0.005
Glisin 0.100
Fe Selat (mg/) Fe Selat (mg/l)
FeS0O,.7H,0 27.8 NaEDTA 18.65
NazEDTA 37.3 FGSO4.7H20 13.90
Sakkaroz %12 Sakkaroz %12
Agar %0.7 Agar %0.7
pH 5.7 pH 5.7
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Bu ortamlarin her ikisinin de pH’s1, agar ve seker katiimadan once, Ellialtioglu
ve Abak (1993) tarafindan, mineral maddelerin iyi ¢6ziiniirliik gosterdikleri ve hiicre
boliinmesine uygun oldugu bildirilen 5.7°ye ayarlanmigtir. Kullanilan biyiimeyi
diizenleyiciler ise, MS ortaminda 4 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin; C ortaminda 5 mg/l 2,4-D ve
5mg/1 kinetin geklindedir (Karakulluk¢u 1991).

1996 ve 1998 yilindaki denemelerde kullanilan transfer (R) ortaminda ise,
biiyiime diizenleyici olarak yalmz 0.1 mg/l kinetin kullamlmig olup, ortamun bilesimi
Cizelge 3.4’teki gibidir (Karakulluk¢u 1991).

Cizelge 3.4. 1996 ve 1998 Yihindaki Denemelerde Kullamilan Transfer (R)
Ortaminin Bilesimi (Karakulluk¢u 1991).

Makro Bilesikler (mg/l) Mikro Bilegikler (mg/)
KNO; 2150 MnS04.H,0 20.130
NH/NO; 1238 ZnS0,.7H,0 3.225
MgS0,.7H,0 412 H;BO; 1.150
CaCl,.2H,0 313 KI 0.330
KH,PO, 142 Na;Mo00,4.2H,0 0.138
Ca(NO;),.4H,0 50 CuS0,4.5H,0 0.011
NaH,P04.H,0 38 CoCl,.6H,0 0.011
(NH4).SO4 34

KCl1 7

Organik Bilesikler (mg/) Fe Selat (mg/)
Myo inositol 50.300 FeS0,.7TH,0 13.90
Piridoksin HCI 5.500 Na;EDTA 18.65
Nikotinik asit 0.700 Sakkaroz %12
Thiamin HCL 0.600 Agar %0.7
Ca-pantetonat 0.500 pH 5.7
Biotin 0.005

Glisin 0.100
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Bu ortamlann homojen bir sekilde kangtirmak i¢in yine manyetik karigtiricidan
yararlamlmigtir. Erlenmayerlerdeki ortamlar manyetik kanstiricidan alindiktan sonra,
agizlan aliiminyum folyo ile kapatilmis halde otoklava yerlestirilerek 121°C’de ve
ortam hacmine gére 20 dakika ile 30 dakika arasinda defisen siirelerde sterilize

edilmiglerdir (Biondi ve Thorpe 1981).

Kiiltire alma isleminde kullamlan 8 cm g¢apindaki cam petri kaplar, besin
ortamlarindan once otoklavda 121°C’de 45 dakika ya da etiivde 170°C’de 120
dakika tutularak sterilize edilmis ve izolasyon kabininde sogumaya birakilmugtir.
Besin ortamlarn, otoklavdan ¢ikarildiktan sonra, steril kabin igerisinde ve aseptik

kosullarda, herbir petri kabina yaklagik 15 ml diigecek sekilde doldurulmustur.

Anterlerden gelisen bitkiciklerin geligtirilmesi i¢in ise, herhangi bir biiyiime
diizenleyici igermeyen, %2 oraninda sakkaroz ilave edilmis MS ortami kullaulmugtir.
Gereken maddeler konulduktan sonra pH’lan 5.7’ye ayarlanip manyetik kanstiricida
isitilarak karigtinlan ortam, 2.5 cm ¢ap x 15 cm uzunluktaki tiiplere yaklagik 15’er ml
olacak sekilde doldurulmug ve tiiplerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatilmugtir.
Ortamlar otoklavda sterilizasyondan sonra dikime hazir hale gelmiglerdir

(Karakullukgu 1991).
3.2.3.2. Anterlerin Cikartilmas: ve Dikim

Ana bitkilerden toplanan ¢igek tomurcuklan, %20’lik sodyum hipoklorit
¢ozeltisi icinde 20 dakika siireyle dezenfekte edilmis, daha sonra dezenfektan
kalintilarim  uzaklastirmak iizere ii¢ kez beser dakika siireyle steril saf suyla
durulanmgtir. Anterler, ¢icek tomurcuklan igerisinden bistiiri ve pens yardimiyla
cikarilmiglardir (Karakullukgu 1991). Bu sirada anterlerin zedelenmemesine ve
filamentsiz olarak ¢ikariimasina 6zen gosterilmiy, filament kalintilan da dikkatlice
kesilerek anterlerden uzaklagtinlmigtir. Anterler, besin ortami izerine ortama
batiriimaksi1zin yerlegtirilmigler; bu esnada sirt kistmlanmn ortamla temas etmesine
caligilmgtir. 1994 yilindaki 6n denemeler ile, 1995 yilindaki denemelerde boliim

laboratuarinda ortam havasim siirekli siizerek temizleyen laminar-flow kabinin
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bulunmamasi nedeniyle anterlerin dikimi, herhangi bir hava filtrasyonunun
saglanmadigi UV 1inh kabin igerisinde gergeklestirilmistir. 1996 yilindaki denemeler,
laminar-flow cihazimn mevcut oldugu Ankara Universitesi Ziraat Fakultesi Bahce
Bitkileri Bolimii laboratuarinda gergeklestirildiginden, genis yuzey alanina sahip
petri kaplarimin kullamimasi ve dolayisiyla daha fazla sayida anterin kultire alinmas
mimkiin olmustur. 1998 yilindaki denemeler, bolim laboratuarina laminar-flow
cihazi saglanmis oldugundan, yine petri kaplari kullamlarak U.U. Ziraat Fakiltesi
Bahge Bitkileri Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Sekil 3.2°de petri kabi igerisine

dikilmig olan anterler gérulmektedir

Sekil 3.2. Petri Kabi I¢erisindeki Anterlerin Goriiniiyii.

Bir petri kabina genelde iki gicek tomurcugundan g¢ikan anterlerin tiimi
dikilmis. bu sayr 10 ile 17 arasinda degismistir. Dikimden sonra, petri kaplarinin
kapaklari kapatilarak, kenarlari ince plastik film geritlerle sarilmis, boylece dig

ortamdan enfeksiyon almalari onlenmistir




3.2.3.3. Kiiltiir Kogullar:

1994’te yapilan 6n denemeler ile, 1995 yili denemeleri sirasinda kiiltiirler, 25°C
sicakliktaki ve 16 saat gindiz, 8 saat gece igtklanma sartlarina sahip iklim

dolaplarina yerlestirilmislerdir (Karakullukgu 1991).

1996 ve 1998 yaz donemlerinde yapilan denemelerde ise, her iki ortamdaki
kiiltire alinan anterler Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) ve Karakullukgu
(1991)’ya uyularak once 35°C’deki etiivde ilk 8 giin boyunca karanlikta tutulmuslar,
daha sonra ise 25°C sicaklik ve 16 saat giin uzunluguna ayarli iklim dolabina
alinmiglardir. Bu ortamda 4 giin daha bekletilen anterler, 12. giinden sonra transfer
(R) ortamina aktarilmiglardir. Anterler bundan sonra iklim dolabinda 25°C sicaklik ve

16 saat giin uzunlugunda gelismeye birakilmiglardir.

Anterlerden ortalama olarak kultiiriin 50.-60. giiniinden itibaren embriyoidler

¢ikmaya baslamig, bu ¢ikan embriyoidler petrilerdeki hormonsuz MS ortaminda

gelistirilmeye alinmigtir. Sekil 3.3’te anterden, kotiledon yaprakli embriyoid

olusumuna dek gegen safhalar goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Anterlerden Kotiledon Yaprakl Embriyoid Olusumuna Dek Gegen

Safhalar: a) Anterlerin petri kaplarmda kiiltire alinmast, b) Kiiltiire
alinan anterlerin ilk 8 giin boyunca 35°C’ye ayarh etitvde, karanhkta
inkitbasyonu, ¢) 8. giinden sonra aydinhkta inkiibasyon, d) 12.
giinden sonra anterlerin transfer ortamma alinmast, ¢ Anterlerden
cikan embriyoidlerin kesilerek ayrimasy, f) Geliserek bitkiciklere
donfigmeye baglayan embriyaidlerin, 2-3 tanesi bir petride olacak
sekilde hormonsuz MS ortamina transferi.
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Embriyoidler gergek yapraklan ¢ikarak bitkicik haline déniigtigiinde 2.5 cm
¢aph tiiplerdeki hormonsuz MS ortamuna dikilmiglerdir. Burada geligen bitkicikler
deney tiibunii iyice dolduracak hale geldiginde, birkag pargaya aynlarak ir vitro
gelikleme yapilmis, her bir parca ayn deney tiplerine yerlestirilerek gelismeye
birakilmiglardir.

3.2.3.4. Gelisen Bitkilerin Topraga Transferi

In vitro gelikleme yapilarak klonlanan bitkicikler, gelisip koklenerek deney
tiibiinii iyice doldurdugunda saksilara sastirtilmaya baglanmugtir. Sakst harci olarak,
Karakullukgu (1991) tarafindan tavsiye edilen ve 3/6 torf 2/6 toprak 1/6 yanmis-
elenmiy ahir giibresinden olugan har¢ kullamlmigtir. Hazirlanan bu harg, otoklavda
121°C°de 90 dakika sterilize edilmis ve dnceden fungisitli suda tutulmak suretiyle
dezenfekte edilen 10 cm g¢apl saksilar igine bosaltilmigtir (Karakullukgu 1991).
Ancak, bu harca dikilen bitkiciklerin birka¢ giin iginde hayatiyetini kaybetmesi
nedeniyle, ilk birkag bitkinin sagirtiimasindan sonra bu harg¢ birakilarak, yalmzca
sterilize edilmis torf kullamlmigtir. Beta Ziraat ve Tohumculuk A.S.’nin
Yenigehir’deki tesisleri biinyesinde bulunan iklim odasinda, torf ihtiva eden saksilara
sagirtilan bitkiciklerin yaklagik %80°1 saghkli ve geliymis bitkilere doniigerek seraya
dikilmiglerdir.

Torfa transfer edilecek olan bitkicikler, tiiplerden ¢ikanlarak kokleri Benlate’li
saf su ile yikanmigtir. Steril torf ihtiva eden saksilara dikilen bitkiciklere, can suyu
olarak fungisitli su verilmigtir. Bitkilerin {izeri, nem kaybi 6nlemek iizere
beherglaslarla kapatilmig, ancak bunun iyi sonu¢ vermemesi iizerine, sonraki
bitkilerde kiigiik deliklenmis PE ortiler kullamlmistir. Bitkinin bilyiime ve
gelismesine bagl olarak, kiigiik PE ortiiler daha biiyiik boyutlularla degistirilmigtir.
Saksilardaki bitkilere Omex (1 cc/l), Maxicrop (0.4 g/l) ve Hakaphos Base (0.25
g/l)’den olugan besin ¢ozeltisi 10 giinde bir verilmigtir. Bitkiler saksilarda gelistikten
sonra ¢ikarihp seraya dikilmiglerdir.

Bir bitkicikten tam bitki olusumuna dek gegen safhalar Sekil 3.4’de verilmigtir.

T S : s =tam ST
TC.YIV st
NG A

4
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Sekil 3.4. Bir Bitkicikten Tam Bitki Olusumuna Dek Gegen Safhalar:
a) Embriyoidlerden olusan bitkiciklerin tiiplere transferi, b) Geligip,
tiipii dolduran bitkiciklerin, steril kabinde birkag celik parcasina
ayrilarak in vitro klonlama yapilmasi, c) Herbiri ayn tiiplere dikilerek
koklenmeye ahnan celik parcalanimin goriniisii (en sagdaki koklii
ana bitkicik pargasi), d) Celiklerden gelisen bitkiciklerin saksilardaki
steril harg icine dikilip, lizerlerine beher kapatilmas:,
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3.2.4. Arastirmada Yapilan Sitolojik Gozlemler, Fotograf Cekimleri ve
Sonuglarin Degerlendirilmesi

3.2.4.1. Mikrospor Hiicrelerinde Sitolojik Gaozlemler

Anterler igindeki mikrosporlara ait gelisme donemlerinin sitolojik olarak
belirlenmesi amaciyla binokiiller mikroskop kullamlarak gozlemler yapilmgtir.
Gozlemlerde kullamlacak ¢igek tomurcuklan sabah saatlerinde bitkiden alinarak
hemen 3 kisim alkol, 1 kisim glasiyel asetik asitten olugan Farmer tesbit ¢ozeltisi
icine atilmig; burada 1 giin bekletildikten sonra tesbit ¢ozeltisi uzaklagtinlarak
tomurcuklar %50°lik hidroklorik asit i¢inde ve 60°C’ye ayarlanan su banyosunda 10
dakika tutularak hidroliz yapilmigtir (Brooks ve ark. 1966). Hidrolizden sonra
tomurcuklar saf suyla yikanarak, anterler c¢ikarilip aseto orsein boyasi igine
konulmuglardir. Boya iginde 1 giin bekletilen anterler ertesi giin buradan alimp lam-

lamel arasinda iyice ezilerek preparatlar hazirlanmigtir (Johansen 1940).
3.2.4.2. Kok Uclarinda Kromozom Sayimi

Tiiplerdeki bitkiciklerden kesilerek alinan kok uglan, énce 6n uygulama olarak
%0.029’luk hidroksiquinolin ¢ozeltisinde 3 saat bekletilmiglerdir. Buradan alinan kok
uglan, 3 kisim alkol- 1 kisim glasiyel asetik asitten olugan Farmer tespit ¢ozeltisinde
birka¢ saat bekletildikten sonra, %50’lik hidroklorik asit iginde 60°C’ye ayarlanan su
banyosunda 5 dakika tutularak hidroliz yapilmustir. Materyal daha sonra
laktopropionik orsein yontemiyle boyanarak preparat hazirlanmig ve mikroskopta

bakilmigtir (Johansen 1940).
3.2.4.3. Fotograf Cekimleri

Sitolojik gbzlem yapmak amaciyla hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda
incelenmistir. Mikroskoptan gekilen fotograflar i¢in Fujicolor 100 ASA renkli film
kullanilmigtir. Polen hiicrelerinin fotograflanmin gekilmesinde preparatlar 20 x 10 kez
biyitilmiigtir.
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Olusan embriyoidlerin mikroskoptan fotograflarinin  gekilmesinde ise

embriyoidler 10 x 0.8 kez bityiitilmustir.
3.2.4.4. Denemelerin Degerlendirilmesi

Anter kiiltiiriinde ana bitkilerden alinabilecek eksplant sayilan ¢ok degisken
olabilmektedir. Zira, androgenesis ag¢isindan uygun devredeki tomurcuk ve
dolayisiyla anter sayilan ¢ogunlukla gesitlere gore farkli olmakta, ayrica anterlerin
kiiltiirii esnasinda enfeksiyonlar nedeniyle olan kayiplar da materyal sayistm ¢ok
degistirebilmektedir. Bu nedenle, ¢ogu doku kiiltiirii galigmalarinda oldugu gibi anter
kiltiri denemelerinde de saglikli bir istatistiki analiz yapilamamaktadir. Nitekim,
Karakulluk¢u (1991), doku kiiltiirlerinde kullamlan materyalin sayilan esit olmadig:
i¢in ¢ogunlukla istatistiksel degerlendirme yapilamadifimi belirtmektedir. Bu
calismada da aym nedenle istatistiki analizler yapilamamus, yalmzca sayilarin ve %

degerlerin verilmesiyle yetinilmigtir.

Denemede esas olarak kallus ve embriyo olusumu iizerinde durulmusg, bu
nedenle gozlemlerde kallus olusum oram (%) ve embriyoid olusum oram (%) gibi
Ozelliklere dikkat edilmistir. Kallus olusturan anter sayisimn, dikilen anter sayisina
orani kallus olusum oranini (%), olusan embriyo sayisinin dikilen anter sayisina orani

ise embriyoid olusum oranim (%) vermistir.

Yiizde oranlarinin belirlenmesinde, enfeksiyona ugrayan petrilerdeki anter

sayilan diigiildiikten sonra, enfeksiyonsuz anter sayilan esas almmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI
4.1. Mikrospor Gelisme Dinemleriyle ilgili Arastirma Sonuglan

Ezme yontemiyle yapilan incelemelerde, farkh devrelerdeki tomurcuklardan
alinan anterlerin icerisindeki mikrosporlarin farkh gelisim agamalarinda olduklan
gozlenmistir. Bu agamalar, heniiz indirgemeye ugramams diploid mikrospor ana
hiicresinden, iki gekirdekli olgun polen hiicrelerine dek degismektedir. Karakulluk¢u
(1991) tarafindan, anter kiiltiirii i¢in en uygun dénem oldugu bildirilen 5. ve 6. devre
tomurcuklarindan alinan anterlerde tek gekirdekli polen hiicrelerinin hakim oldugu

gozlenmigtir. Sekil 4.1°de tek gekirdekli safhadaki polenler goriilmektedir.

Sekil 4.1. Tek Cekirdekli Safhadaki Polenler.

4.2. 1994 Yilindaki On Denemelerin Sonuglar:

1994 yihndaki 6n denemelerde, umitvar olan gesitlerin ve yetistirme
ortamlarimn tespit edilmesi amaglanmistir. Dolayistyla, MS temel besin ortamu esas

ahnmak kaydiyla, ¢ok sayida biyiimeyi diizenleyici madde ¢esit ve doz
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kombinasyonlan kullanilmistir. Bu ortamlarda, sakkaroz konsantrasyonu %3 olarak
tutulurken, kullamlan biyiimeyi diizenleyici konsantrasyonlan 0.01 ppm ile 5 ppm
arasinda de@igmigtir. Biiylimeyi diizenleyici olarak, NAA, IAA, 2,4-D ve BA
kullamlmugtir. Bu hormonlann diigiik ve yiksek dozlari denenerek, androgenesis
tizerindeki etkileri belirlenmeye ¢aligilmigtir. Ayrica, 5°i yerli, 5°i de hibrit olan 10
cesit kullanilarak, genotipin anter kiltiiriindeki etkisi gbzlenmigtir.

Bu yilki 6n denemelerde, toplam 10 gesitten 2363 anter gok sayida ortam
iizerinde kiiltiire alinmig ve bunlarin 709’unda kallus olusumu goérilmiis, genel kallus
olusturma oram %30.00 olmustur. Kullamilan ortamlann androgenetik geliyme
iizerine etkileri arasinda énemli farkliliklar bulunmamig, bunlardan ayrintil olarak s6z
edilmesine gerek goriilmemistir. Kullamlan ortamlarin higbirisinden embriyoidler elde
edilememigtir. Sadece, olusan kalluslardan kok geligiminin goézlendigi 4 ortam

Umitvar kabul edilerek, 1995 yilindaki denemelerde kullamlmalan kararlagtirimgtr.

4.3. 1995 Yilindaki Denemelerin Sonuclar:

1995 yilindaki denemelerde, 1994 yilinda (imitvar goériilen 4 ortam denemeye
alnarak, ¢aligmalar bunlarla ytiritilmisgtir. Ayrica, bu seneki denemelerde gesit
sayist da azaltilmigtir. 1994 yilindaki 6n denemelerde, timitvar g¢esitlerin tespiti
amaciyla gok sayida yerli ve hibrit gesit kullamhirken, 1995 yilinda yerli gesitler
iizerinde yofunlagilmig; Pala, Kemer, Topan ve Aydin Siyalh digindaki cesitler
denemeye alinmamgtir. 1995 yihindaki denemelerde, gesitlere ve ortamlara gore

kullamlan ve kallus olusturan anter sayilan Cizelge 4.1°de verilmigtir.
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Cizelge 4.1°de de goriildugii gibi, en yiiksek oranda kallus olusumu %83.33 ile
Aydin Siyahi gegidinde ve 1 no’lu ortamda elde edilmig, bunu yine aym ortamda
%40.00 ile Topan ¢egidi izlemigtir. En disiik kallus olugumu ise, %11.54 ile Topan
cesidinde 3 no’lu ortamdan elde edilmistir. Toplam anter sayisi bakimindan tiim
cesitler degerlendirildiginde ise en yiiksek kallus olusumunun %26.42 ile Aydin
Siyah: ¢esidinde goriildiigii, bunu sirasiyla %24.00 ile Topan, %20.00 ile Kemer ve
%15.12 ile Pala ¢esitlerinin izledigi goriilmektedir.

Gorildagii tzere, 1995 yilindaki denemelerde de yalniz kallus meydana gelmis,
embriyoid veya bitkicik olugmamugtir. Bu kalluslarin bazisindan kokler rejenere
olmakla birlikte, siirgiin rejenerasyonu gergeklestirilememis, dolayisiyla bu kalluslarin
higbiri bitkiye déniigememistir. Bu nedenle, bu yilki denemelerde de androgenesis

agisindan bagarih sonug elde edilememistir.
4.4. 1996 Yilindaki Denemelerin Sonuglar

1996 yili denemeleri, 6nceden de belirtildigi gibi, Ankara ve Bursa olmak iizere

iki farkh yorede yiiriitiilmiigtar.

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bah¢e Bitkilei Bolimi’ndeki
denemelerde bitkilerden 6 Agustos’tan itibaren tomurcuk alinmaya baglanmig ve
tomurcuk alimina yaklagik birer haftalik aralarla 4 Eyliil’e kadar devam edilmigtir.
Burada gergeklestirilen denemelerde Kemer ve Urfa yerlisi gesitlerinden toplam 1276

anter kiiltiire alinnugtr.

Bu yilki denemelerin Bursa’daki kisminda ise, Uludag Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii’nde yetistirilen bitkilerden Ankara’daki
denemelerin tamamlanmasindan sonra, 7 Ekim tarihinde tomurcuk alimina baglanmig,
en son 30 Ekim’de alinan tomurcuklarla kiiltiire alma iglemlerine tiimiiyle son
verilerek, yalnizca geligen anterlerin ve olugan embriyoidlerin transferi iglemleriyle

caligmalara devam edilmigtir.
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Ankara’da yapilan denemelerde, cesitlere ve ortamlara gore kullanilan, kallus
olugturan anter say1 ve oranlan ile, olusan embriyoid sayisi ve embriyoid olugum

oranlan Cizelge 4.2’de verilmigtir.

Cizelge 4.2. 1996 Yilinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi’'nde Yapilan
Denemelerde Kullanilan Anterlere Ait Kallus ve Embriyoid Olusum

Degerleri.
Kiilt. Al Kal. Ol Kal. Ol Olusan |Emb. Olus.
Cesit Ortam | Ant. Say. | Ant. Say. (%) Emb. Say. | Orani (%)
C 490 240 49.98 18 3.67
Kemer s 195 70 35.90 4 2.05
Utfa C 428 199 46.50 21 4.91
Yerlisi g 163 61 37.42 3 1.84

(C ortamina 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin ilave edilmis, MS ortamina ise, 4 mg/l
NAAvel mg/l kinetin eklenmigtir.)

Cizelge 4.2’den de goriilecegi gibi, gesitlerin aym ortam tizerinde gosterdikleri
kallus olusum degerleri arasinda fazla bir farkliik bulunmamaktadir. C ortaminda
Kemer gesidi %49.98 oraminda kallus olusumu verirken, Urfa yerlisi ¢esidinde bu
oran %46.50 olmustur. Kemer ¢esidinde MS ortam kullamldiginda %35.90 kallus
olusumu gérillmiig, Urfa yerlisi gesidinde ise yine aym ortamda %37.42 oramnda
kallus olugmustur. Burada, kallus olusumu bakimindan ¢esitler arasinda belirgin bir
farklilik goriilmemekle birlikte ortamlar arasinda goze garpar bir farklihk oldugu, C
ortaminin MS ortamina gére belirgin bir sekilde daha yiiksek oranda kallus olusumu
sagladif gorillmektedir.

Embriyo olusumu agisindan da C ortamimin MS ortamina iistiinliikk gosterdigini
sOylemek miimkiindiir. Cizelge 4.2’den de goriilecegi gibi, Kemer g¢esidinde C
ortaminda %3.67 oramnda embriyo elde edilirken, MS ortaminda bu deger, %2.05
olmustur. Urfa Yerlisi gesidinde ise C ortaminda %4.91 oraminda embriyoid elde
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edilirken, MS ortaminda bu oran ancak %1.84 olmustur. Cesitler agisindan ise, Urfa
yerlisi c¢esidinin, C ortammda Kemer gesidinden daha yiiksek oranda embriyoid
verdii, MS ortamindaki sonuglarn ise birbirine yakin olmakla beraber, Kemer

cesidinin biraz daha yiiksek bagan sagladif1 gorilmektedir.

Aym yil, Bursa’da yapilan denemelerde ise, yine MS ve C ortamlan ile Kemer
ve Baluroi gesitleri kullanilmig, ancak enfeksiyonlar nedeni ile MS ortamindaki
anterlerin tiimii, C ortamindaki anterlerin ise bir kismu kaybedildiginden, yalmzca C
‘ortaml ile Kemer c¢esidine ait 57 anter ve Baluroi gesidine ait 54 anter
degerlendirmeye alinabilmistir. Bitkicik elde edilemedifi bu ¢alismada elde edilen

kallus sayilar1 ve oranlan Cizelge 4.3"e gorilmektedir.

Cizelge 4.3. 1996 Yilinda Bursa’da Yapilan Denemelerde, C Ortanu Uzerindeki
Anterlere Ait Kallus Olusum Degerleri.

Cesit Kiilt. Al. Ant. Say. | Kal. Ol. Ant. Say. Kal. Or. (%)
Kemer 57 19 33.33
Baluroi 54 3 5.56

Cizelge 4.3’te gorildigi gibi, Kemer gesidinde %33.33 oraminda, Baluroi

cesidinde ise %5.56 oraninda kallus olugumu elde edilmigtir.
4.5. 1998 Yihindaki Denemelerin Sonuglar

1998 yili denemeleri, Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii’nde kurulan doku kiltiirii laboratuarinda gergeklestirilmigtir. 12 Agustos
tarihinde arazideki bitkilerden tomurcuk alinmaya baglanmis ve tomurcuk alimina
yaklagik birer haftalik aralarla, 7 Ekim tarihine kadar devam edilmigtir. Bu sene
gergeklestirilen denemelerde, 8 gesitten toplam 5207 anter kiiltiire alinmugtur.

1998 yili denemelerinde, cesitlere ve ortamlara gore kiiltiire alinan anter
sayilar ile olugan embriyoid sayilar ve embriyoid olusum oranlan ile kallus olusturan

anter sayilar1 ve kallus olusum oranlan Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. 1998 Yihinda, Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii’nde Kiiltiire Ahnan Anterlere Ait Kallus ve Embriyoid

Olusum Degerleri.
Kult. Al. | Kal Ol Kal. Ol. | Ol Emb. | Embriyoid

Cesit Ortam Ant. Say. | Ant. Say. | Oram (%) Say. Ol Or. (%)

C 228 35 15.35 0 0
Pala

MS 210 13 6.19 0 0

C 447 40 8.95 0 0
Kemer

MS 235 7 2.98 0 0

C 436 67 15.37 0 0
Topan

MS 212 3 1.42 0 0

C 445 93 20.90 0 0
Adana

MS 190 22 11.58 3 1.58

e 324 63 19.44 0 0

Mileda

MS 250 6 2.40 0 0

C 368 57 15.49 10 2.72
Barbentane

MS 419 25 5.97 11 2.63

C 329 47 14.29 8 2.43
Leila

MS 350 14 4.00 0 0

C 322 35 10.87 0 0
Bellissima

MS 142 6 4.23 0 0

(C ortamina 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin ilave edilmis, MS ortamina ise, 4 mg/l
NAA ve 1 mg/l kinetin eklenmigtir.)

Cizelge 4.4’te goriildigi gibi, denemeye alinan gesitler igerisinde Pala, Kemer,

Topan, Mileda ve Bellissima’dan embriyo elde edilememis; Adana, Barbentane ve
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Leila cesitlerinde ise gesitli oranlarda embriyoidler elde edilebilmigtir. Bu durum,
anter kiiltiri ve androgenesiste genotipin etkisini teyid etmektedir. Nitekim
genotipin etkisi, Rotino ve ark. (1987), Karakullukgu (1991) gibi arastiricilar
tarafindan da belirlenmigtir. Adana c¢esidinde, MS ortaminda kiiltiire alinan
anterlerden %1.58 oraninda embriyoid elde edilirken, aym ¢esitte C ortaminda
embriyoid elde edilememigtir. Barbentane g¢egidinde ise, MS ortaminda %2.63 ve C
ortaminda %2.72 olmak iizere her iki ¢esitte de birbirine yakin oranlarda
embriyoidler elde edilmistir. Leila g¢esidinde, yalmzca C ortaminda %2.43 oraninda
embriyoid elde edilmis, MS ortaminda ise embriyoid elde edilememistir. Diger

cesitler ise, androgenik agidan her iki ortama da cevap vermemiglerdir.

Kallus olugyum oram bakimindan ise, tiim ¢esitlerde C ortaminda daha yiiksek
oranda basan elde edilmig, en yitksek kallus olugyum orami, %20.90 ile Adana
cesidinde C ortaminda gergeklesirken, en diigiik kallus olusumu, MS ortaminda

Topan ¢esidinde %1.42 olarak saptanmustir (Cizelge 4.4).

Denemelerde kullanilan anterlerin 6nemli bir kismindan kallus olusumu
gergeklesirken, nispeten az bir kismindan embriyoid elde edilebilmigtir. Zira, bir
bitkideki androgenik anterlerin oram genelde diigiik olmaktadir. Bununla birlikte,
baz1 durumlarda bir anterden birden fazla embriyoid olustufu da goriilebilmektedir.
Sekil 4.2°de Urfa Yerlisi gesidine ait bir anterden embriyoid olusumu, Sekil 4.3°de
ise yine aym geside ait bir anterden kallus olugumu gériilmektedir.



Sekil 4.3. Urfa Yerlisi Cesidine Ait Bir . {nterden Kallus Olusumu.

Denemeler sirasinda, bir anterden clde edilen embriyoid sayilan farklihik

gostermis, bazi anterlerden 1-2 embriyoid elde edilebilirken, bazilarinda bu sayi 4-5e

kadar cikmistir Zira, bir anter igerisindeki androgenik polen hucrelerinin sayisi,

anterler arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Ayrca, anter i¢indeki polen




hiicrelerinin androgenik gelisim asamalari da farkli olabilmekte, dolayisiyla bir
anterden farkli zamanlarda birkag embriyoid ¢ikabilmektedir. Sekil 4.4°de iginden 5

embriyoidin geliserek disan ¢iktigi Kemer gesidine ait bir anter gorillmektedir

Sekil 4.4. Kemer Cesidinde, Bir Anterden Olusan 5 Embriyoidin Goriiniisii.

Anterlerden olusan bu embriyoidler, yeterli gelismeyi gosterdiklerinde

petrilerdeki taze ortamlara transfer edilmislerdir. Sekil 4.5 ve 4.6’da Kemer ve Urfa

verlisi cesitlerine Sekil 4.7 de ise Barbentane F, hibrit gesidine ait. petri kaplarina

transfer edilen embriyoidler gortlmektedir




Sekil 4.5. Kemer (esidine Ait Embriyoidlerin Petri Kabina Transferden
Sonraki Goriiniigii.

Sekil 4.6. Urfa Yerlisi Cegidine Ait Embriyoidlerin  Petri  Kabina
Transferden Sonraki Gériiniisii.




Sekil 4.7. Barbentane C(esidine Ait  Embriyoidlerin Petri  Kabina
Transferden Sonraki Goriiniiyii.

Petri kabinda gelisip bitkicik haline doniigen embriyoidler, daha sonra 2.5 cm

capindaki cam tiiplere transfer edilmislerdir. Sekil 4 8’de deney tiibiine transfer

edilen bir bitkicik gorulmektedis




Sekil 4.8. Embriyoidlerin Gelismesiyle Olusan Bir Bitkicigin, Transfer
Edildigi Deney Tiibiindeki Goriiniigii.

Deney tiplerine transfer edilen bitkicikler, zamanla gelisip tiibi tamamen

doldurmuslar ve in vitro geliklemeye hazir hale gelmislerdir Sekil 49'da tup

icerisindeki gelismesini tamamlayip ¢eliklemeye hazir hale gelmis bir bitkicik

gorulmektedir




Sekil 4.9. Tiip I¢erisindeki Gelismesini Tamamlayip Celiklemeye Hazir Hale
Gelmis Bir Bitkicik

Deney tiiplerinde gelismelerini tamamlayip belli bir boya gelen bitkicikler. elde
edilecek bitki sayisimi arttirmak amaciyla, birkag pargaya kesilip, herbiri ayn bir tiibe
konmak suretiyle /n vitro klonlamaya tabi tutulmuslardir. Sekil 4.10°da bu yontemle

birkag gelik pargasina bolinerek klonlanan bitkicikler gorulmektedir
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Sekil 4.10. In Vitro Klonlama Amaciyla Celik Olarak Kullanilan Ana
Bitkicik Par¢alarimin  Deney Tiiplerindeki  Goriiniisii  (En
Soldaki Koklii Ana Bitkicik Par¢asi).

Bu klonlama islemi de gerceklestirildikten sonra, tap icindeki kokla ana
bitkicik pargasindan kok uclari ahnarak, bunlardan hidroksiquinolin ile on
uygulamayi takiben Farmer ¢ozeltisinde bekletme ve sonra hidroliz yapma yontemiyle
preparat hazirlanip, bitkilerin ploidi durumu incelenmistir. Diploid pathcan bitkisinin
kromozom sayisi 2n=24 oldugundan, n=12 kromozoma sahip olan kok ucu
hiicrelerinin ve dolayisiyla bunlarin alindigi bitkinin haploid oldugu sonucuna
varilmistir. Sekil 4.11°de, kok uglarinda kromozom saymm yapilip, haploid (n=12)

oldugu belirlenen bir bitkicigin kok ucu hucreleri ve kromozomlari gorillmektedir

Klonlannus olan bitki pargalari koklendiginde saksilardaki steril harg igine
sasgirtilmistir. Elde edilen ilk bitkilerde, saksilarin tzerine beher kapatilarak nem
kaybi onlenmeye galigilmig, fakat sonraki bitkilerde daha pratik bir yontem olan,
saksilar tizerine delikli PE ortuler gegirme yontemi kullamlmistir. Boylece hem
bitkilerden meydana gelecek nem kaybmin oniine gegilmis, hem de bitkilere zarar
vermevecek simirli ve devamli bir havalanma saglanmistir. Sekil 4.12 ve 4.13°de

sirastyla, tizerine beher ve PE ortiler kapatilmig saksilardaki bitkiler goralmektedir




Sekil 4.11. Kok Uglarinda Yapilan Kromozom Sayimi Sonucunda Haploid
(n=12) Oldugu Belirlenen Bir Bitkicikteki Kok Ucu Hiicreleri ve
Kromozomlar.

Sekil 4.12. Saksilardaki Steril Harca Transfer Edilerek Uzerlerine Beher
Kapatilan Bitkilerin Goriiniigii.




Sekil 4.13. Saksilardaki Steril Torfa Transfer Edilerek Uzerine PE Ortii
Kapatilan Bitkiler. Bitkilerin Farkli Gelisim Asamalarinda
Ortam Sartlarina Kademeli Bir Sekilde Alistirilarak, Seraya

Dikime Hazir Hale Getirilmeleri.
Bitkiler geliserek seraya dikime hazir hale geldiklerinde dis gorunuslerine
bakilarak haploidlerin, diploidlerden ayriimasi biyiik olgude mumkin olmaktadir
Zira haploidler diploidlere kiyasla daha kiigik ve zayif yapih olmakta. bu

ozellikleriyle de diploidlerden kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Bu konuda, sitolojik

gozlemler ile digsal farkhliklardan yararlanma yontemlerinin birbirlerini buytk olgude

teyid ettigi gorilmugtir. Sekil 4.14’de haploid ve diploid bitkiler birarada

gorulmektedir




Sekil 4.14. Diploid Bitki (a), Haploid Bitki (b).
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5. TARTISMA

Insan beslenmesinde degerli bir sebze olan ve ilkemizde de yaygin olarak
yetigtirilen ve tiiketilen pathcanda gerek sera gerekse agikta yetistiricilikte
kullamlacak yeni ve iistiin 6zellikli gesitlerin 1slahi i¢in ¢ahgmalar yapilmaktadir. Bu
islah ¢aliymalaninda, klasik yontemlerin yamsira, anter kiiltiri gibi modern
tekniklerden de sagladiklari zaman kazanci nedeniyle yararlamlmaktadir. Diinyada
kullamlan bu modern tekniklerin iilkemizde de pratife aktanlarak, islah
¢aligmalarmin hiz kazanmasi ve boylece tanmimzin ilerlemesinin amaglandifa bu
denemede, anter kiiltiiri yoluyla haploid bitki elde edilmeye galigilmigtir. Deneme
sonunda, birkag gesitte 1slah g¢aligmalarinda kullamlabilecek diizeyde bitkicik elde
edilebilmiy, ayrica bundan sonraki ¢aligmalarda yararlanilabilecek bazi sonuglara
ulasilmugtar,

1994 yilinda gergeklestirilen 6n denemelerde, kullamlan ¢ok sayida cesitte,
yetistirilen bitkilerden tomurcuk alinarak androgenik agidan Gmitvar olan gesitler
belirlenmeye ¢aligiimigtir. Bu denemelerde, gerek serada gerekse arazide yetigtirilen
bitkilerden haploid embriyo veya bitki elde etmek miimkiin olmamstir. 1995 yilinda,
4 gesit kullamlarak, serada yetistirilen bitkilerle gergeklestirilen denemelerde yine
haploid embriyo veya bitki elde edilememistir. 1996 yihinda, yalmiz arazi materyali
kullamlarak yapilan denemelerde, Kemer ¢esidinde C ortaminda %3.67, MS
ortaminda %2.05; Urfa Yerlisi ¢esidinde ise C ortaminda %4.91, MS ortaminda
%1.84 oranlaninda haploid bitkicikler elde etmek miimkiin olmugstur. 1998 yilinda
sekiz ¢esit kullamlarak gergeklestirilen denemelerde, tomurcuklar yine arazide
yetigtirilen bitkilerden alinmug, kullanilan genotipler icinde Adana g¢esidinde MS
ortaminda %1.58; Barbentane g¢esidinde C ortaminda %2.72, MS ortaminda %2.63;
Leila ¢esidinde C ortaminda %2.43 oranlaninda bitkicikler elde edilebilmigtir. Caligmamn
tiimii gozoniine alindifinda, kullandigimmz 15 genotipin yalmzca 5’inde, yani Kemer, Urfa
Yerlisi, Adana, Barbentane ve Leila ¢egitlerinde bitkicik elde etmek mimkin
olmustur. Gergekten de bu durum, yani genotipin anter kiiltiiriinde basan {izerine
etkisi, gegitli aragtincilar tarafindan (Bajaj 1983, Rotino ve ark. 1987, Karakullukgu
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1991) belirtilmekte, aym tiiriin bazs genotiplerinden ¢ok sayida bitki elde edilebilirken,
bazilarinda ise hig bitki elde edilememektedir.

Calismamizda bitkiciklerin gogunlugu, ¢igeklenme baglangicindan sonra 1 ay
zarfinda Agustos bagi ile Eylil bayi arasinda toplanan tomurcuklardan alinan
anterlerden elde edilmistir. Dunwell (1991) de, tomurcuklarin bitkilerden ¢igeklenme
periyodunun baginda toplanmasim tavsiye etmektedir. Tuberosa ve ark. (1987a),
patlicanda en yiiksek bitki yiizdesinin, Eylil’iin ikinci veya liglincii on giiniinde alinan
anterlerden elde edildigini bildirirken, Karékullukqu (1991) ise haploid bitkilerin,

ilkbahar ve yaz baglarinda alinan tomurcuklardan elde edildigini belirtmigtir.

Yaptigimiz denemelerde haploid embriyo ve bitkicikler, 1996 ve 1998 yili
denemelerinde, ilk 8 giin boyunca karanlikta tutulan anterlerden elde edilmis, bu
uygulamanin yapilmadigi 1994 yihndaki 6n denemeler ile, 1995 yihindaki
denemelerde haploid embriyo veya bitki elde edilememistir. Bu durum, on
uygulamalann anter kiltiri c¢ahiymalanindaki onemini gostermektedir. Nitekim,
Chambonnet (1998) ve Karakulluk¢u (1991) de, anterlere dikimin ilk sekiz giini
boyunca yapilan karanhk ve sicaklik uygulamasimn gelisme iizerine 6nemli etkisi

oldugunu bildirmislerdir.

1996 ve 1998 yillarindaki ¢aligmalarda, hem 4 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin
katilmig MS ortami, hem de Karakullukgu (1991)’nun, Chambonnet tarafindan
tavsiye edilip pathcanda iyi sonug verdigini belirttigi 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin
eklenmis olan C ortamu kullanilmig ve her iki ortamda da haploid bitkiler elde etmek
miimkiin olmustur. Goniilgen (1987) ise, anter kiltiriinde genellikle White,
Murashige ve Skoog ile Nitsch ve Nitsch gibi ti¢ temel besin ortaminin kullamldigim
bildirmektedir.

Besin ortamlarinda enerji kaynagn ve ozmotik diizenleyici olarak kullamlan
sakkarozun anter geligimi iizerinde bityiik etkisi vardir. Nitekim, ilk dikim ortaminda
%12 sakkarozun kullamldig1 1996 ve 1998 yili denemelerinde, haploid embriyo veya
bitkicikler elde etmek miimkiin olmustur. Karakulluk¢u (1993 b) da, patlicanda ilk
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dikim ortamindaki %12 sakkarozun, %3 sakkaroz veya %6 sakkaroz + %6.3 glikoz
uygulamalarindan daha iyi sonu¢ verdifini ve yalmzca %12 sakkaroz igeren

ortamlarda haploid embriyo olustugunu belirtmigtir.

Yaptigimiz denemelerde haploid bitkiler 4 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin ihtiva
eden MS ortaminda ve 5 mg/l 2,4-D ile 5 mg/l kinetin ilave edilmis olan C ortaminda
elde edilmigtir. Karakullukgu (1991) da aym ortamlarda patlican anterlerinden
haploid bitkiler elde edebildigini belirtmektedir. Kalloo (1988) ise, patlicanda
anterler 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin ihtiva eden siv1 ortamda kiiltiire ahndiginda
haploid iiretiminde bagan elde edildigini bildirmistir. Anonymous (1978)’de ise,
patlicanda anterlerden embriyo olusumu igin 0.005 mg/l kinetin gibi diigiik bir
hormon dozunun gerekli oldugunu belirtilmigtir.

1996 yilinda, A U. Ziraat Fakiltesi’nde yapilan ¢aligmada anterler, ilk 8 giinliik
karanhk ve sicaklik sokundan sonra, 25°C sicaklik ile 16 saat giin uzunluguna ve
2000 lux 151k siddetine sahip iklim odasina yerlestirildiginde yiiksek oranda embriyoid
elde etmek miimkiin olmugtur. 1998 yilinda U.U. Ziraat Fakiiltesi’nde yapilan
caligmalarda da yine ayn: ydntem ve ayn: ortamlar kullaniimakla beraber, U.U. Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii laboratuvarinda mevcut olan 800 lux 1gik siddetine
sahip iklim dolab:1 kullanilmig, sonugta yine embriyoidler elde edilmekle beraber, elde
edilen embriyoid oran1 1996 deZerlerine kiyasla daha diisiikk olmugtur. Ayrica ana
bitkilerin yetistirildifii Ankara ve Bursa bolgelerinin rakimlaninin (sirasiyla 850 ve
150m), dolayisiyla igiklanma siddetlerinin farkli oldufu go6zénine alindifinda
androgenesis Uzerine isifin etkisi kolayca anlagilabilir. Nitekim Dunwell (1991),
anter elde etmek amaciyla yetigtirilen ana bitkilerin yetigme gartlarinin mikrosporlarin
verimi iizerine biiyiik etkisi oldufunu ve verimli sonuglarin ancak sicaklig,
fotoperiyodu ve 1gik intensitesi uygun olan ortamlarda elde edilebilecegini
vurgulamugtir. Ornegin titGnde kisa fotoperiyodlann (8 saat) ve yiiksek 1k
intensitelerinin (16.000 lux) yararl oldufunu, arpada ise diigiik sicakliklarin (12°C)
ve yiiksek 151k yogunluklarinin (20.000 lux) tavsiye edildigini ifade etmigtir. Yine, iyi
aragtinlmig bir genus olan Brassica’da yiiksek 151k yogunluklan ve tiire dayal olarak

optimum stcaklik sartlanmn saglanmasim tavsiye etmigtir.
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Denemede olusan embriyoidlerin bazilari gelistikge anterlerden kopmuglar,
bazilan ise 4-5 mm uzunluga geldiklerinde pens ve bistiiri yardimiyla anterlerden
aynimuglardir. Tuberosa ve ark. (1987a) da yaptiklani galismada bazi embriyolarin
anterden kopup ortamin iist yiizeyinde gelismeye devam ettigini, digerlerinin ise 4-6
mm uzunluga eristiginde anterlerden kesilerek ayrildifim bildirmektedir. Aragtiricilar
ayrica, embriyolarin anterden ayrilmasinin geciktirilmesi durumunda bunun anterdeki
embriyolar arasinda rekabete neden oldugunu, ¢ok erken devrede yapilan ayirmanin

ise kallus ¢ogalmasina yol agtifin1 vurgulamaktadir.

1994 yilindaki 6n denemeler ile 1995 yilindaki denemelerde, her gesitten ortam
bagma kullanilan anter sayis1 stnirh olmugtur. Ornegin 1995 yilindaki denemelerde
kullanilan 4 gesit igerisinde bir ortam bagina en yiiksek 52 adet anter kullamlmgtir.
Oysa 1996 yilindaki denemelerde bir ¢esitten ortam bagina kullanilan anter sayis1 163
ile 490, 1998 yilinda ise 142 ile 447 arasinda degigmistir. Bu durumun, 1996 ve 1998
yillarindaki denemelerde bitki elde edilmesini saglayan en ¢énemli faktorlerden biri
olduBu soylenebilir. Zira, bir bitkideki anterlerin hepsi bitki olusgturma kapasitesinde
olmayip, bu kapasiteye sahip olan androgenik anter frekansi olduk¢a digiiktiir. Bu
nedenle, bu anterlere rastlama ihtimalini arttirmak igin, mimkiin oldugunca gok
sayida anterin herbir ortam iizerine dikilmesi gerekmektedir. 1994 ve 1995
yillarindaki ¢aligmalarimizda, anterler enfeksiyondan korunmak amaciyla deney
tiipleri iginde kiiltiire alinmig, bu nedenle fazla sayida anter kullamlamamgtir. Oysa,
bir petride, bir deney tiipiine kiyasla 4-5 kat fazla anteri kiiltire almak miimkiin
olmaktadir. Bu nedenle, 1996 ve 1998 yilindaki denemelerde daha iyi laboratuar
sartlarinda petri kaplart kullamlarak daha fazla anter kiiltiire almmgtir.

Ulkemizde anter kiiltiiriiyle ilgili yeterince ¢alisma hentiz yapilmamigtir. Bu
konuda ¢aligan baglica aragtincilar Abak (1984), Yidinm (1991), Karakullukgu
(1991), Ellialtioglu (1993), Ozzambak ve Atasayar (1994)’dir. Bu arastincilardan
Ozzambak ve Atasayar (1994), patlicanda yaptiklan anter kiiltiiri galismalarinda
kallus elde edildigini, ancak bitki rejenere edilemedifini belirtmektedirler.
Karakullukgu (1991) ise, patlicanda elde ettigi haploid embriyo randimammn bir 1slah
calijmasinda kullamlabilecek diizeyde olmadigim ifade etmektedir. Bizim
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caliymamaizda ise, 1996 yilindaki denemelerde Kemer ¢esidinde C ortamunda %3.67,
MS ortaminda %2.05 Urfa Yerlisi ¢esidinde ise C ortaminda %4.91, MS ortaminda
%1.84 diizeyinde haploid embriyo elde edilirken, 1998 yilindaki galigmalarda bu
oranlar Adana gesidinde MS ortaminda %1.58, Barbentane’de C ortaminda %2.72,
MS ortaminda %2.63, Leila’da C ortamunda %2.43 geklinde gergeklesmistir. Bu
oranlann 1slah ¢aliymalarinda kullamlabilecek diizeyde bir sonug oldugunu séylemek
miimkindiir. Nitekim, pathcanda anter kiiltiirii tizerinde yapilan ¢alismalarda Rotino
ve ark. (1987), %4.4, Tuberosa ve ark. (1987a) %4.87 oraminda bitki elde
etmiglerdir. Dolayistyla, galigmada elde ettifimiz sonuglar diinya standartlarina
yakindir. Tabii ki bu oranin daha da yiikseltilebilmesi igin anter kiiltiirii {izerine daha

fazla aragtirma yapilmas: gerekmektedir.

Bundan sonra yapilacak galigmalarda basarimn yiikseltilebilmesi i¢in sunlan

tavsiye etmemiz miimkiindir.

Cahiymalarda kullanilan anter populasyonu elden geldigince genis tutulmals,
miimkiinse bir ¢eside ait anterlerden, bir ortam iizerine en az 500 adet dikilmelidir.
Zira, g¢aligmamiza ait sonuglar incelendiginde, ¢ok sayida anterin kullamldig:
ortamlarda bagar1 oramnin yiikseldigi gorillecektir. Ornein, 1998 yili denemelerinde,
Adana gegidinden MS ortamina 190 anter dikildiginde sadece 3 embriyoid elde
edilebilmig, diger bir deyimle bagan orami %1.58 olmustur. Leila cesidinde C
ortamina 329 anter dikildiginde, elde edilen embriyoid sayis: 8’e, basani oram da
%2,43’e yiikselmigtir. Barbentane ¢esidinde, C ortamina 368, MS ortamina 419 anter
dikildiginde sirasiyla 10 ve 11 embriyoid elde edilmig, bunlara tekabiil eden basan
oranlann da %2.73 ve 2.63 olmustur. Dolayisiyla kiiltiire alinan anter sayisini

arttirmak, elde edilecek embriyoid sayisim yiikseltmek agisindan avantajhi olmaktadir.

Anter kultirii ¢aligmalarinda, kullamlan anter sayisi kadar, polen tanelerinin
geligme devresi, anterlere yapilan 6n uygulamalar, hatta ana bitkinin yetigme sartlan
gibi faktorler de basan Gizerinde etkili olmaktadir. Bu nedenle, yapilacak denemelerin
bu faktorler de gozoniinde tutularak planlanmasi gerekmektedir.
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Ayrica, bundan sonraki ¢aliymalarda, anterlerin transfer edildigi rejenerasyon
ortamunin bilegimi, bir kiiltir kabindaki anter yofunlugu, anterlerden embriyoid
geligimi {izerine inkibasyon ortamundaki itk yofunlugunun etkisi ve bitkideki
androgenik polen oranim yiikseltmeye yonelik ¢ahsmalar gibi, iizerinde nispeten az
durulmug konulan ele almak da yararli olacaktir. Calismamuzda embriyoid elde
ettifimiz rejenerasyon ortami, biiyiimeyi diizenleyici olarak 0.1 mg/l kinetin
icermekteydi.  Rejenerasyon  ortaminda  defisik  biiyimeyi  diizenleyici
kombinasyonlarimn denenerek, basan tizerindeki etkilerinin incelenmesi miimkiindiir.
Ayrica, denememizde, yitksek rakimda yetistirilen bitkilerden ahnan anterlerden,
daha fazla sayida embriyoid elde edilmistirr Bu nedenle, yetistirme sartlarinin
bitkideki androgenik polen oram tizerindeki etkileri aragtinilabilir. Bunlarin diginda,
kiiltir kaplarinda degisik anter yogunluklan denenerck, bu faktériin embriyogenik

gelismeye etkisi iizerinde galisilmas: tavsiye edilebilir.
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6. OZET

Patlican 1slahinda anter kiltiiriiniin kullanilabilirliini belirlemek amaciyla
yapilan bu galigma 1994-1999 yillan: arasinda Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii’nde yiiriitiilmiis, ancak 1996 yihindaki denemelerde Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bahg¢e Bitkileri Béliimii olanaklarindan da
yararlanilmigtir. Caligmada Solanum melongena L. tirune ait Pala, Kemer, Topan,
Aydin Siyahi, Manisa ve Adana yerli gesitleri, Urfa yerlisi populasyonu ile Munica
Baluroi, Mileda, Ancha Leila, Barbentane, Bellissima ve Purpurea hibrit gegitlerinden
anterler alinarak bunlanin kiiltirde gelisme durumlan incelenmistir. Yapilan

denemelerde elde edilen sonuglar agagidaki gibidir.

1. 1994 yihnda yapilan 6n denemelerde Urfa yerlisi disindaki tim gesitler
kullanilmasina ragmen, higcbir genotipte haploid embriyo veya bitki elde edilememis,
yalmzca kallus elde edilebilmigtir. Cesitler genelinde kallus olusum oramt %30.00
olmustur.

2. 1995 yilinda yapilan denemelerde, Pala, Kemer, Topan ve Aydin Siyah
gesitleri kullamlms, gesit bazinda en yiiksek kallus olusum oramm %26.42 ile Aydin
Siyaht gesidi vermis, Pala Cesidi ise %15.12 ile en diisiik kallus olusum oranin

vermigtir. Bu yilki denemelerde embriyoid veya bitki elde edilememistir.

3. 1996 yihndaki denemelerin Bursa’da gergeklestirilen kisminda Kemer ve
Baluroi gesitleri kullamlmig; Kemer ¢esidinde %33.33, Baluroi gesidinde ise %5.56
oraninda kallus elde edilebilmekle birlikte, embriyoid veya bitki elde etmek miimkiin

olmamgtir.

4. 1996 yilinda Ankara’da yapilan denemelerde ise Kemer gesidi ile Urfa Yerlisi
populasyonu kullamlmig, bu denemelerde ilk kez anterlerden embriyoid ve bitkicik
eldesi basanlmistir. Kemer ¢esidinde C ortaminda %3.67, MS ortaminda %2.05,



68 o

Urfa Yerlisi ¢esidinde ise C ortaminda 4.91, MS ortaminda % 1.84 oraninda embriyo
elde edilmig ve bunlar bitkiciklere donigtiiriilebilmigtir.

5. 1998 yilinda Bursa’da gergeklestirilen denemelerde de anterlerden bitkicikler
elde edilebilmig, embriyoid olusum oranlant Adana gesidinde MS ortaminda %1.58;
Barbentane gesidinde C ortaminda %2.72, MS ortaminda %2.63; Leila gegidinde C
ortaminda %2.43 seklinde gergeklegmistir.

6. Elde edilen embriyoidler, geliskin bitkicikler haline gelip deney tupiinii
doldurdugunda, in vitroda ortalama 5’er gelik pargasina ayrilarak klonlama yapilmus,
daha sonra kokli ana bitkiciklerden kok uglan alinarak kromozom sayimi

gergeklestirilmistir,

Sonug olarak anter kiiltiiri yontemi homozigot hatlan elde edilmesi bakimindan
iimit verici bir yontem olarak bulunmustur. Eger, caliymalarda genis sayida materyal
kullamlacak ve uygun genotip ve ortamlardan yararlanilacak olursa yontemin

etkinliginin arttirilmas: miimkiin olacaktir.



7. SUMMARY

RESEARCHES ON THE IN VITRO ANDROGENESIS AND
OBTAINING HAPLOID PLANTS IN SOME EGGPLANT GENOTYPES

This study was carried out at the Department of Horticulture, Faculty of
Agriculture, Uludag University between 1994 and 1996, with the aim of determining
the usability of anther culture in obtaining haploids in eggplant. However, the
facilities of Horticulture Department of Ankara University were also utilized in the
trials in 1996. In the study, the anthers were excised from the plants of the domestic
eggplant (Solanum melongena L.) cultivars Pala, Kemer, Topan, Aydin siyahi,
Manisa the domestic population Urfa yerlisi, and the hybrid cultivars Munica,
Baluroi, Mileda, Ancha, Purpurea, Leila, Barbentane and Bellissima; the

development of the cultured anthers was examined. The results obtained from the

study are as follows:

1. Although all the cultivars except Urfa yerlisi were used in the preliminary
trials in 1994, haploid embryos or plants could not be obtained from any one of the

genotypes, but only calli developed. The overall callus formation rate was 30.00%.

2. The cultivars Pala, Kemer, Topan and Aydin siyah1 were used in the trials in
1995, cv. Aydin siyali gave the highest callus formation ratio with 26.42%, whereas
cv. Pala gave the lowest with 15.12%. No embriyoids or plants could be obtained in

the trials of this year.

3. The cultivars Kemer and Baluroi were used in the trials carried out in Bursa
in 1996; calli were obtained at the rates of 33.33% and 5.56% in cvs. Kemer and

Baluroi, respectively. Nevertheless, no embryos or plants could be obtained.

4. The obtention of embriyoids and plants was achieved in the trials carried out

in Ankara in 1996, using cv. Kemer and Urfa Yerlisi population. Embryos were
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obtained at the rates of 3.67 and 2.05% in C and MS media respectively, in cv.
Kemer, and 4.91 and 1.84% in C and MS media respectively in cv. Urfa Yerlisi, and

these embryos could be developed into plantlets.

5. Embryos were also obtained in the trials carried out in 1998. The embriyoid
formation rates were 1.58% in MS medium in cv. Adana; 2.72% and 2.63% in C and

MS media respectively in cv. Barbentane; and 2.43% in C medium in cv. Leila.

6. After these embryoids developed into plantlets and filled the test tube, they
were cut into 5 cutting pieces in average, thus cloned in vitro. Thereafter, root tips

were excised from the rooted plantlets and chromosome counts were realized.

As a result, the anther culture method was found as a promising method with
respect to obtaining homozygous lines. It will be possible to increase the efficiency
of the method, especially in case that a large number of materials is used in the study

and the suitable genotype and medium are utilized.
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