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OZET

FARKLI PATLICAN (Solanum melongena L.) GENOTIPLERININ
MIKROSPOR KULTURUNE TEPKILERININ BELIRLENMESI

Simge YILMAZ
Yiiksek Lisans, Bahge Bitkileri Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS
Temmuz 2025; 39 sayfa

Mikrospor kiiltiirii, androjenik haploid ve double haploid (DH) bitkilerin elde
edilmesinde umut verici bir yontemdir. Mikrospor kiiltlirliniin patlican 1slah
programlarina entegrasyonu ile DH hatlarin elde edilmesi 1slah c¢alismalari i¢in ¢ok
onemlidir. Bu nedenle patlicanda mikrospor kiiltiirtinde farkli genetik kaynaklarin
double haploid verimliliginin anlasilmasi, 1slah ¢aligmalarinda Onemli avantajlar
sunmaktadir. Bu arastirmada, mikrospor kiiltliriinii etkileyen faktdrlerden biri olan
genotipin etkisini belirlemek amaciyla {i¢ farkli patlican genotipinde mikrospor kiiltiirii
lizerine calismalar yapilmistir. Bu amagla, ilk olarak ¢ogunlukla vakuol mikrosporlari
ve geng¢ c¢ift cekirdekli polenleri igeren anterler belirlenmistir. Bu anterlerden
mikrosporlar izole edilmis ve mikrospor embriyogenezi uyartmak amaciyla karanlik
kosullarda 35°C 'de 3 giin siireyle 6n isleme tabi tutulmustur. On islemden sonra,
mikrosporlar %2 sakkaroz, 0.5 mg/l naftalinasetik asit (NAA) ve 0.5 mg/l 6-
benzilaminopurin (BAP), pH 5.9 ayarlanmis ve sivi NLN Kkiiltlir ortaminda kiiltiire
alimmistir. Bir ay boyunca 25° C'de karanlikta tutulmustur. Bu ortamlarda her {i¢
genotipte de mikrosporlarda kallus haline gelmeden 6nce, simetrik boliinme ve ¢ok
cekirdekli yapilarin olusumu uyartilmis ve bir ay sonunda mikrosporlardan kallus
olusumu meydana gelmistir. Bir ay sonunda petri basia diisen toplam kallus sayisi
kaydedilmis ve genotipler arasinda mikrospor kiiltliriine yanit agisindan farkliliklar
gozlemlenmistir. P1 genotipinde petri kab1 bagina ortalama 77 kallus/petri, P2 i¢in petri
kab1 basina 3.17 kallus/petri iken, P3 genotipinde ise 52.08 kallus/petri olarak
kaydedilmistir. Mikrospor kiiltiiriiyle elde edilen kalluslarin bitkiye doniisiim orani, P1
genotipinde %14, P3 genotipinde %7 olarak belirlenmis; P2 genotipinde ise
rejenerasyon gozlenmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Double Haploid, Haploid bitki, Mikrospor
embriyogenezi, Mikrospor kiiltiirii, Solanum melongena L.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE RESPONSE OF DIFFERENT EGGPLANT
(Solanum melongena L.) GENOTYPES TO MICROSPOR CULTURE

Simge YILMAZ
MSc Thesis in Department of Horticultural Science
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS
July 2025; 39 pages

Microspore culture is a promising method for obtaining androgenic haploid and
double haploid (DH) plants. The integration of microspore culture into eggplant
breeding programs is very important for obtaining DH lines. Therefore, understanding
the double haploid efficiency of different genetic resources in microspore culture in
eggplant offers significant advantages in breeding studies. In this study, research was
conducted on microspore culture in three different eggplant genotypes to determine the
effect of genotype, one of the factors affecting microspore culture. For this purpose,
anthers containing mostly vacuolar microspores and young double-nucleated pollen
were first identified. Microspores were isolated from these anthers and subjected to a 3-
day pre-treatment at 35°C in the dark to induce microspore embryogenesis. After
pretreatment, the microspores were cultured in liquid NLN culture medium containing
2% sucrose, 0.5 mg/l naphthaleneacetic acid (NAA), and 0.5 mg/l 6-benzylaminopurine
(BAP), adjusted to pH 5.9. They were kept in the dark at 25°C for one month. In these
conditions, symmetric division and the formation of multinucleated structures were
induced in the microspores of all three genotypes before callus formation, and callus
formation occurred from the microspores at the end of one month. The total number of
calli per Petri dish was recorded at the end of one month, and differences in response to
microspore culture were observed among the genotypes. The average number of calli
per Petri dish was 77 calli/Petri dish for the P1 genotype, 3.17 calli/Petri dish for the P2
genotype, and 52.08 calli/Petri dish for the P3 genotype. The conversion rate of callus
obtained from microspore culture to plant was determined to be 14% in the P1 genotype
and 7% in the P3 genotype; no regeneration was observed in the P2 genotype.

KEYWORDS: Double haploid, Haploid plant, Microspore culture, Microspore
embryogenesis, Solanum melongena L.

COMMITTEE: Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS
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ONSOZ

Bilimsel arastirmalar, yeni bilgi iiretmenin yani sira mevcut bilgilerin
gelistirilerek uygulamaya doniistiiriilmesini saglar. Bu tez ¢calismasinda, farkli patlican
genotiplerinin mikrospor Kkiiltiirtine verdikleri embriyojenik yanitlar karsilastirilarak
genotip etkisi incelenmistir. Mikrospor embriyogenez, genetik safligin korunmasi ve
1slah siirecinin hizlandirilmasi agisindan 6nem tasirken, genotip bagimlilig1 verimliligi
dogrudan etkileyen temel bir faktdrdiir. Bu baglamda, elde edilen bulgularin bitki
biyoteknolojisi ve 1slah programlari i¢in yol gdsterici olmasi hedeflenmistir.

Tez ¢alismam boyunca bana yol gosteren, bilimsel merakimi destekleyen ve her
asamada degerli katkilar sunan danigmanim Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS 'a en icgten
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismanin her asamasinda bilgi, emegi ve destegiyle yanimda olan,
laboratuvar siireglerini birlikte yiiriittiigiimiiz degerli hocam Ogr. Gér. Dr. Buse
OZDEMIR CELIK ‘e en igten tesekkiirlerimi sunarim. Kendisiyle ¢alismak benim igin
biiylik bir sans oldu; bilgisi, titizligi ve paylasimei yaklasimi bu siireci hem verimli hem
de keyifli hale getirdi. Bilimsel yolculugumda bana kattiklar1 icin kendisine
minnettarim.

Doku kiiltiirii konusundaki bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak bu alanda
gelismeme oncilik eden, destekleriyle her zaman yanimda olan Uzm. Biyolog Z.
Ozgecan TANYOLAC YAZAN’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam siiresince sagladigi maddi destek ile bu arastirmanin gerceklesmesine
olanak taniyan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na (TUBITAK) ve
arastirma materyalinin temininde destek olan Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisiit Miidiirliigii’ne (BATEM) tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ozellikle, bitkisel
materyal teminindeki kiymetli katkilarindan dolay1 Dog. Dr. Hatice Filiz Boyaci ve Dr.
Esra Cebeci’ye en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince destegini  esirgemeyen kiymetli
meslektaslarim, Ziraat Miihendisi Durdu YETGIN, Ziraat Miihendisi Yasin OZDEMIR,
Yiiksek Ziraat Miihendisi Ziileyha SUMER, Ziraat Miihendisi Melike TEKIN ve
Yiiksek Ziraat Miihendisi Pelin SARIKAYA ’ya, her anima taniklik eden 1yi ki tanistik
dedigim Senay KOCATEPE 'ye ayrica siikranlarimi sunarim. Her seye ragmen birlikte
calismanin ve 6grenmenin keyfini yasadigim, yiiksek lisans siirecimi anlamli ve degerli
kilan, bilgisi, caligkanligi ve enerjisiyle ilham veren meslektasim Yiiksek Ziraat
Miihendisi Esra SULUHAN ’a 6zel bir tesekkiirii borg bilirim.

Bu siirecte manevi destegini her zaman yanimda hissettigim, sabirlar1 ve
sevgileriyle bana gii¢ veren, her animda yanimda olup destegini esirgemeyen kiymetli
aileme en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tezin, mikrospor kiiltiirii, bitki biyoteknolojisi ve 1slah alaninda calisan
arastirmacilar i¢in faydali bir kaynak olmasini temenni ederim. Calismanin ilerleyen
siireclerde daha genis kapsamli arastirmalarla desteklenerek gelistirilmesi ve farkl
tiirlerde mikrospor kiiltiirii caligsmalarina 11k tutmasi en biiytlik dilegimdir.
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GIRIS S. YILMAZ

1. GIRIS

Solanaceae familyasi, diinya genelinde tarimsal ve ekonomik Oneme sahip
birgok tiirii iceren biiylik bir bitki ailesidir. Bu familya, yaklasik 90 cins ve 3000-4000
tiirden olusmaktadir (Gebhardt 2016). Solanaceae familyasinin en genis cinsi olan
Solanum, yaklasik 1500 tiire ev sahipligi yapmaktadir. Solanum cinsi, ekonomik 6neme
sahip bir¢cok sebzeyi icermekte olup, domates (Solanum lycopersicum), patates
(Solanum tuberosum L.) ve patlican (Solanum melongena L.) bu grup igerisinde yer
almaktadir (Frodin 2004). Cogu Solanum tiiriinlin temel kromozom sayis1 2n=24 olup,
genetik gesitlilik agisindan olduk¢a genis bir varyasyon gostermektedir (Chiarini vd.
2010).

Patlican, tropikal ve iliman iklimlerde yetistirilebilen 6nemli sebzelerden biridir.
Hindistan menseli oldugu belirtilse de, baz1 kaynaklar patlicanin Indo-Burma kokenli
oldugunu 6ne siirmektedir. ikinci gen merkezi olarak ise Cin oldugu diisiiniilmektedir
(Kalloo 1993; Ozdemir 2012). Kiiltiire alinma siirecinde patlicanin, Arap tiiccarlar
araciligryla Akdeniz Havzasi’na getirildigi ve buradan Ispanya’ya yayildig: ifade
edilmektedir. Daha sonra, Tiirkler tarafindan Balkanlar iizerinden Avrupa’ya tasindigi
diisiiniilmektedir (Vural vd. 2020).

Patlican, farkli cografyalarda cesitli isimlerle anilmaktadir. Kuzey Amerika’da
“eggplant” olarak adlandirilmasinin nedeni, geg¢miste beyaz ve yumurta seklinde
meyvelere sahip cesitlerin yaygin olmasidir (Bhat ve Vasanthi 2008). Hindistan ve
Asya’nin bir¢cok bolgesinde “brinjal”, Fransa’da “aubergine”, Avustralya’da “eggfruit”
olarak bilinirken, Tiirkiye ve Orta Dogu'da “patlican”, Italya ve baz1 Avrupa iilkelerinde
ise “melanzani” olarak adlandirilmaktadir (Kashyap vd. 2003).

Solanum melongena L., genellikle yillik olarak yetistirilen bir tiirdiir ve farkli
ekolojik kosullara uyum saglayabilmektedir. Patlican bitkisi giiglii bir kdk sistemine
sahiptir ve gdvde yapisi nedeniyle destege ihtiya¢ duymadan biiyiiyebilir. Ilk dallanma
4-5 bogumdan sonra meydana gelir ve yan dallarin gelisimi devam eder. Cicekler
genellikle erseliktir ve 5 ila 8 adet anter icerir. Anterler, disi organi ¢evreleyerek polen
tiretimini saglar. Patlicanda kendine dollenme oran1 %60-80 arasinda degisirken, erkek
organin disi organdan kisa oldugu durumlarda yabanci dollenme oran1 %47’ye kadar
artabilmektedir (Aybak 2005). Meyve sekli, uzun, ince, yuvarlak, basik veya silindirik
olabilir. Uzunluk 4-45 cm, ¢ap 2-35 cm, agirlik ise 15-1500 g arasinda degisebilir.
Meyve rengi agik mor, koyu mor, siyah, beyaz, yesil veya kirmizi tonlarinda olabilir
(Hedges ve Lister 2007; Sekara vd. 2007; Cakir ve Akman 2017).

Dogu iilkelerinde patlican ¢ok eski bir {iriindiir. Patlicanin kdkenleri Hindistan
ve Cin'den gelmektedir ve 2.000 y1l 6ncesine kadar uzanir. Eski Sanskrit belgelerinde
M.O. 300 yilinda bahsedilmesi, Hint alt kitasinda uzun siiredir var oldugunu
gostermektedir. Hindistan'dan Cin'e ticaret yollar1 ve fetihler yoluyla patlican Orta Dogu
ve Akdeniz bolgelerine yayillmistir. 8. yiizyillda Arap tiiccarlar pathican1 Aftrika'ya
tasimistir. Orta Cag'da Magribiler Ispanya iizerinden Avrupa'ya getirmistir. Bununla
birlikte, 18. yiizyila gelindiginde, benzersiz lezzeti ve ¢esitliligi nedeniyle Akdeniz
mutfaginin vazgecilmezi haline gelmistir. Yiizyillar boyunca, patlican Asya, Afrika,
Avrupa ve Yakin Dogu'da yetistirilmis ve glinlimiizde kiiresel dneme sahip bir iiriin
tiirtidiir. Patlican, Amerika, Avrupa ve Avustralya ‘da yaygin olarak tiiketilmesine
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ragmen, Uretimin yiizde 90'indan fazlasi sekiz iilkede yogunlasmistir: Cin, Hindistan,
Misr, Tiirkiye, Endonezya, Banglades, Iran ve Japonya. Brinjal veya patlican olarak da
bilinen patlican (Solanum melongena L.) giiniimiizde diinya ¢apinda énemli bir sebze
tiirtidiir (Kalloo 1988; Frary vd. 2007; Weese ve Bohs 2010; Lo Scalzo vd. 2016;).

2023 Yil - En Fazla Pathican Ureten Ulkeler
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Sekil 1.1. 2023 yilinda diinya genelinde en fazla patlican iireten ilk sekiz iilkenin iiretim
miktarlar1 (Ton) (FAO 2024)

2023 yili itibartyla diinya genelinde patlican tiretiminde ilk sirayr Cin almis ve
toplam 39.244.168 ton iiretim gerceklestirmistir. Bu iiretim miktari, 2022 yilina gore
yaklasik %1,1, 2021 yilina gore ise %4,9 oraninda artis gostermektedir (FAO 2024).
Cin’1 takip eden Hindistan, 2023 yilinda 12.792.000 ton patlican iiretmistir. Bu deger,
2022 yilma kiyasla %0,2 artis, ancak 2021 yilina gore %0,7°lik hafif bir diislis anlamina
gelmektedir (FAO 2024). Ugiincii siradaki Misir, 2022 yilina gore %35,7’lik bir iiretim
diisiisti yagsamis (2023: 1.859.439 ton; 2022: 1.972.593 ton), buna karsilik 2021 yilina
kiyasla %31,4’lik dikkate deger bir artis saglamistir (FAO 2024). Tiirkiye ise 2023
yilinda 817.591 ton patlican iiretimiyle dordiincii sirada yer almakta olup 2022’ye gore
%4,6 oraninda artis, 2021°e kiyasla ise %1,8 oraninda azalma gostermistir (FAO 2024).
Diger biiyiik iiretici iilkeler olan Endonezya, Banglades ve Iran'da da benzer sekilde
siurlt artig ve azaliglar izlenmistir. Bu veriler, 2023 yilinda kiiresel patlican iiretiminin
genel olarak artis trendinde oldugunu; ancak iilkeler bazinda {iretimde dalgalanmalarin
oldugunu ortaya koymaktadir (FAO 2024).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, FAO) verilerine gore, 2017-2023 yillar1 arasinda diinya
genelinde patlican liretim alam1 ve iiretim miktar1 Cizelge 1.1°de verilmistir. 2023
yilinda Diinyadaki patlican iiretimi yapilan toplam alan 1.922.783 hektar ve bu
alanlarda patlican tiretim miktart 60.793.941 tondur. Diinyadaki patlican iiretim
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miktarindaki degisimler incelendiginde 2017 yili baz yili olarak alindiginda, 2023
yilindaki patlican iiretim miktar1 2017 yilina gore %12,6 oraninda artmustir.

Cizelge 1.1. Diinya Patlican Uretim Istatistikleri (2017-2023) (FAO 2024)

Yillar Uretim Alam (ha) | Uretim Miktar1 (ton) Verim (ton/ha)
2017 1.859.651 54.008.714 29.04
2018 1.863.491 52.998.463 28.44
2019 1.855.473 52.310.591 28.18
2020 1.861.846 55.877.447 30.01
2021 1.870.723 56.313.568 30.1
2022 1.881.939 57.108.229 30.35
2023 1.922.783 60.793.941 31.62

Cizelge 1.1°e gore, 2017-2023 yillar1 arasinda diinya genelinde patlican iiretimi
artis gostermistir. 2017 yilinda 1.859.651 ha olan ekim alani, 2023°te 1.922.783 ha'ya
yukselmistir. Bu durum, yaklasik %3,4’lilkk bir alan artisin1 ifade etmektedir.
Uretim miktar1 ise aynt dénemde 54 milyon tondan 60,8 milyon tona gikmustir.
Bu artis  %12,6 oraninda bir dretim artisina  karsihik  gelmektedir.
Elde edilen bu degerler, sadece alan genislemesine degil, verim artisina da isaret
etmektedir. 2017 yilinda verim 29,04 ton/ha iken 2023 yilinda 31,62 ton/ha olmustur.
Bu da yaklastk %8,9 oraninda verimlilik artisi  oldugunu gdstermektedir.
Verim degerleri ozellikle 2020 yilindan itibaren diizenli artis gdstermistir.
Birim alandan alinan {iriin miktarindaki bu artig, tiretim teknolojilerindeki ilerleme ve
yuksek verimli ¢esitlerin kullanimi ile iliskilidir. Sonug¢ olarak, patlican iiretimindeki
artis hem alan hem verim agisindan 6nemlidir. (FAO 2024).

Tiirkiye’de ise patlican iiretimi son dokuz yillik siiregte dalgali bir seyir
izlemigtir. 2016 yilinda 805.259 ton olan patlican iiretim miktari, 2018 yilinda 883.917
tona kadar yilikselmis, bu donem en yliksek iiretimin gerceklestigi yil olmustur. Ancak
bu artis1 takip eden yillarda iiretimde kademeli bir diisiis gozlemlenmis, 2022/23
sezonunda Uretim 781.242 tona kadar gerilemistir. Son yil olan 2023/24 doneminde ise
{iretim miktar1 tekrar yiikselerek 817.591 tona ulasmistir (TUIK, 2024).
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Cizelge 1.2. 2016-2024 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki patlican iiretimi, ithalati, ihracati
ve kisi basia tiiketimi (ton/kg) (TUIK 2024)

YL ey | tew | meaccron
2016 805.259 107 23.366 8,8
2017 854.049 1 22.983 9,2
2018 883.917 34 24.629 9.4
2019 836.284 341 20.556 8,8
2020 822.659 3 29.253 8,5
2021 835.422 22 34.658 8,5
2022 832.938 29 25.987 8,5
2023 781.242 51 33.527 7,8
2024 817.591 6 30.094 8,2

Kisi basina patlican tiikketimi de yillar i¢inde iiretimle paralel olarak degisim
gostermistir. 2015/16 yilinda 8,8 kg olan kisi basina tiikketim, 2017/18 déneminde 9,4 kg
ile zirve yapmistir. Ancak bu tarithten sonra tiiketimde azalma egilimi goriilmiis ve
2022/23 doneminde 7,8 kg’a kadar gerilemistir. 2023/24 yilinda ise kisi basina
tiiketimde yeniden artis egilimi gézlenmis ve 8,2 kg seviyesine yiikselmistir. Bu durum,
tikketici talebindeki donemsel degisimlerin yaninda, iiretim miktar1 ve ihracat
diizeylerindeki dalgalanmalardan da etkilenmis olabilir (TUIK 2024).

Genel olarak degerlendirildiginde, Tiirkiye'nin patlican iiretiminde i¢ pazara
yonelik yeterlilik diizeyi yiiksek seviyelerde seyretmektedir. Son dokuz yillik donemde
yeterlilik oram1 %102 ila %104,5 araliginda degiserek, patlican iiretiminin i¢ tiiketimi
karsilamada oldukga yeterli oldugunu ortaya koymustur (TUIK 2024).
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Turkiye'de Ortl Alti Patlican Uretimi (2017-2024)
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Sekil 1.2. 2017-2024 Yillar1 arasinda Tiirkiye’de ortli alt1 patlican {iretim miktarlar
(TUIK 2024)

Sekil 1.2 ’de goriildiigi tizere, 2017-2024 yillar1 arasinda Tiirkiye'de ortii alti
patlican iliretim miktarlarmin yillara gore dalgalanma gosterdigi gozlemlenmektedir.
2021 yilinda ortii alt1 patlican tiretimi 388.969 ton ile en yiiksek seviyesine ulagsmisken,
2023’e kadar yaklasik %4,5’lik bir diisiisle 371.352 ton olarak gerceklesmistir. 2024
yilinda {retimdeki bu azalma ivmesi yavaslayarak yalnizca 90,88 oraninda
gerceklesmis ve iiretim miktar1 368.186 ton olarak kaydedilmistir (TUIK 2024).

Patlican, yiiksek su igerigi ve diisiik kalori degeri ile dengeli beslenme agisindan
onemli bir sebzedir. 100 gram patlican sadece 25 kalori igerir ve zengin bir mineral
igerigine sahiptir. Ozellikle potasyum (229 mg), fosfor (24 mg) ve magnezyum (14 mg)
gibi mineraller acisindan degerli bir kaynaktir. Antioksidan oOzellikleri sayesinde
bagisiklik sistemini destekler ve serbest radikallere kars1 koruma saglar (Alas vd. 2022).
Yapilan caligmalar, patlican 6zlerinin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde farmakolojik
acidan etkili bilesenler icerdigini gostermektedir (Im vd. 2016). Fenolik bilesikler
acisindan zengin olup, 6zellikle klorojenik asit, flavonoidler ve glikol-alkaloidler igerir
(Plazas vd. 2013; Naemm ve Ugur 2019). Baz1 bilimsel calismalar, patlican 6zlerinin
kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu ve hiicre 6lim
mekanizmalarini tetikleyebilecegini bildirmektedir (Afshari vd. 2016; Tajik vd. 2017).

Patlican besleyici ve tibbi Ozellikleriyle onemli kiiltlir bitkilerinden biridir.
Patlican iiretiminin yogun olarak yapildigi iilkelerde yeni cesitlerinin gelistirilmesine
yonelik 1slah caligmalar1 6nemli bir yer tutmaktadir. Patlicanda uzun yillardan beri
sirdiiriilen 1slah ¢alismalar1 sonucunda hibrit ¢esitler gelistirilmis, yiiksek verimleri ve
kalite ozellikleri nedeniyle 6dnemli bir endiistri haline gelmis ve ireticiler tarafindan
vazgecilmez olmustur (Sekara vd. 2007). Diinyada ve iilkemizde patlican 1slah
programlarinda yiiksek verimli, farkli yetistirme programlarina uygun, yiiksek meyve
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kalitesine ve raf Omriine sahip, hastaliklara ve zararlilara kars1 direngli ve gevresel strese
genis adaptasyon saglayan F1 hibritler cesitlerin gelistirilmesi amaciyla yogun
aragtirmalar stirdiiriilmektedir (Daunay ve Hazra 2012).

Diinya ‘da oldugu gibi iilkemizde de agikta ve serada yetistiriciligi yaygin olarak
yapilan patlican iiretiminde yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in yogun 1slah c¢aligsmalari
yuriitiilmektedir. Islah caligmalarinda homozigot saf hatlar1 elde etmede daha cok
seleksiyon ve melezlemeye dayali klasik 1slah yontemleri kullanilmakta bu da uzun
zaman, maliyet ve is giicii gerektirmektedir. Geleneksel 1slah yontemleriyle hibrit
cesitlerin gelistirilmesinde karsilasilan bu zorluklar yaninda siirekli degisen pazar
istekleri, yurtdisindan tohum girisi ve iireticilerimizin ¢ogunlukla yabanci orijinli hibrit
cesitleri tercih etmesi tlilkemiz tohumculuk sektdriiniin yurt disina bagimliligin1 hala
devam ettirmektedir. Bu nedenle iilkemizde sebze iiretiminde 6nemli bir paya sahip
patlicanda disa bagimliligi onleyecek daha kaliteli, hastalik ve zararlilara dayanikli
cesitlerin gelistirilebilmesi i¢in 1slah ¢aligmalarinin siiresini kisaltacak hizli ve ucuz
biyoteknolojik metotlara gereksinim duyulmaktadir. Saf hatlarin, zaman alici ve
maliyetli, seleksiyon ve melezlemeye dayali klasik metotlarla iiretilmesine alternatif
olarak kisa siirede homozigot hatlarin elde edilmesine olanak saglayan haploid ve
double haploid (DH) teknigi bitki 1slahinda kullanilan biyoteknolojik ydntemlerin
basinda gelmektedir.

Haploid bitkiler, tek bir genom setine sahip olup, genetik homozigotluk saglama
stireglerinde kritik bir rol oynarlar. Double haploid (DH) bitkiler ise haploid bitkilerin
spontan olarak veya genom c¢ogaltma teknikleriyle kromozomlarinin iki katina
cikarilmasiyla elde edilen tamamen homozigot bireylerdir (Segui’-Simarro ve Nuez
2008). Giiniimiizde ¢esit gelistirme calismalarinda kullanilan haploid bitki {iretim
teknikleri, bitki 1slahinda 6nemli avantajlara sahiptir. Bu teknigin en basta gelen
avantaji, geleneksel 1slah yontemlerine kiyasla homozigot hatlarin daha hizli ve etkili
bir sekilde elde edilmesine olanak tanimasidir. Diinyada ekonomik olarak 6nemli tarim
bitkilerinin 1slahinda DH teknolojisi, silirecin hizlandirilmasina ve maliyetlerin
diistiriilmesine katki saglamaktadir (Dunwell 2010). Ayrica DH teknolojisi, genetik
haritalama, kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL) belirlenmesi ve genetik analizler gibi
cesitli  1slah uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ozellikle, genetik haritalarin
olusturulmasi ve istenilen o6zelliklerin hizli bir sekilde sabitlenmesi siire¢lerinde DH
bitkiler 6onemli bir aragtir (Lantos vd. 2022).

Mikrospor embriyogenezi yontemleri bitki 1slahinda kullanilan homozigot DH
hatlarin elde edilmesinde kullanilan ydntemlerin basinda gelmektedir. Mikrospor
embriyogenez heniiz olgunlagsmasini tamamlamamis ve igerisinde birinci polen mitozu
asamasina gelmis mikrosporlart bulunduran anterlerin in vitro kosullarda kiiltiire
alimmasiyla anter kiiltiirii veya bu mikrosporlarin anterlerden izole edilerek somatik
dokular olmaksizin dogrudan siv1 bir ortamda in vitro kosullarda kiiltiire alinmastyla
mikrospor kiiltiirii ile yapilmaktadir (Ozdemir Celik 2019; Rotino vd. 1996). Patlicanda
haploid bitki iiretimiyle sonug¢lanan anter ve mikrospor kiiltiir teknikleri mevcuttur.

Anter kiiltiiri, patlicanda haploid bitki liretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Bazi patlican genotiplerinde anter kiiltlirii yoluyla olumlu sonuglar elde
edilmistir ve anter kiiltlirii yoluyla haploid veya DH bireylerin elde edildigi ¢aligsmalar
farkli aragtirma gruplarn tarafindan bildirilmistir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet
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1982; Rotino vd. 1987; Rotino vd. 1996; Salas vd. 2011,2012; Basay ve Ellialtioglu
2013). Haploidi ¢alismalarimin baslangi¢ yillarinda agirlikli olarak anter kiltiiri
kullanilmis olmakla birlikte devam eden yillarda mikrospor kiiltlirii tercih edilen
yontem haline gelmistir. Mikrospor kiiltiirii anter kiiltiirline gore daha karmasik bir
teknik olmasina ragmen birgok tiirde daha basarili sonuglar elde edilen gelismis ve etkin
bir yontem olarak one ¢ikmaktadir (Ferrie ve Caswell 2011). Mikrospor kiiltiirii; diploid
yaptya sahip anter dokularinin ortamdan uzaklastirilmas: ile anter dokularindan
regenerasyon olasiligi tamamen ortadan kaldirilmasi, mikrosporlarin besin ortamiyla
dogrudan temasinin saglanmasi, kiiltiir kosullarinda mikrosporlarin gelisim siireglerini
gozlemlenebilmesi, genetik calismalar, mutasyon arastirmalar1 ve stres dayaniklilik
testleri gibi ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in de daha uygun bir baslangic
materyali olusturmasi bakimindan avantajlar saglamaktadir (Ellialtioglu vd. 2001;
Omedilla 2010; Tuncer 2010; Rivas-Sendra vd. 2017).

Mikrospor kiiltiirii yoluyla DH bitkilerin elde edilmesinde basariy1 etkileyen
faktorler lizerine farkli arastirmacilar tarafindan galismalar yapilmistir. Bu calismalara
sonucunda, genotip, dondr bitkilerin biiyiime kosullar1 ve yasi, mikrosporlarin gelisme
donemi, ¢icek tomurcuklarinin, anterlerin veya mikrosporlarin ¢esitli 6n uygulamalara
tabi tutulmasi, mikrosporlarin izolasyon yontemi, kiiltlir ortaminin besin komposizyonu,
kiiltiir ortaminda mikrospor yogunlugu, kiiltiir odas1 kosullar1 basariy1 etkileyen 6nemli
faktorlerdendir (Rivas-Sendra vd. 2017). Bu faktorler arasinda mikrospor kiiltiiriiniin
etkinligini en ¢ok etkileyen faktorlerden biri olan genotip etkisi, bu yontemi ilk kez
denendigi zamandan beri bilinmektedir (Nitsch 1972). Mikrospor kiiltiirii verimliligi,
tirler arasinda ve hatta ayn tiir icindeki genotipler arasinda bile biiyiik farkliliklar
gostermektedir (Ferrie vd. 1995). Zayif embriyojenik tepki, DH teknolojisinin 1slah
programlarinda ve hem temel hem de uygulamali deneysel arastirmalarda
kullanighiligini ~ sinirlamaktadir. Bu nedenle yiiksek embriyojenik genotiplerin
tanimlanmasi, bu teknolojinin pratik uygulamasinda ilerleme saglamak icin temel bir
adimdir. Ayrica yiiksek embriyojenik tepki veren genotiplerin belirlenmesi, bu
genotiplerin tarimsal agidan ilgi ¢ekici ancak androjenik yeterliligi diisiik veya inatg1
genotiplerle melezlenme olanaginin arastirilmasi ve olusacak varyasyondan yararlanma
acisindan da avantajhidir (Rivas-Sendra vd. 2017). Bu nedenle, bircok tiirde yiiksek
androjenik tepki gosteren genotiplerin belirlenmesi i¢in ¢aligmalar yapilmistir (Ferrie ve
Caswell 2011). Bazi tiirlerde yiiksek embriyojenik genotipler tanimlanmis veya
gelistirilmistir  ve  bunlar double haploid arastirmalarinda yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Ancak patlicanda mikrospor kiiltiirlinde genotiplerinin mikrospor
kiltiirii verimliligi iizerine yapilan arastirmalar olduk¢a azdir ve mevcut arastirmalar
genellikle belirli genotipler ile sinirli kalmis olup, farkli genotiplerin mikrospor kiiltiirii
verimliliginin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu caligma ile iilkemizde 1slah c¢aligmalarinda kullanilan genotiplerde mikrospor
kiiltiiri yontemi kullanilarak, genotipin mikrospor kiiltiirii iizerine etkisinin ortaya
konmasi amaglanmistir. Bu genotiplerin mikrospor kiiltiirii verimliliginin belirlenmesi
ile oOzellikle iilkemizde 1slah programlarinda mikrospor Kkiiltiiriiniin kullanilmasim
saglamak ve etkinligini artirmak i¢in avantaj saglayacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Pathicanda Mikrospor Embriyogenez Calismalari

Miyoshi (1996) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, ti¢ farklt F1 patlican ¢esidi
tizerinde mikrospor kiiltiirii uygulanmistir. Arastirmada, bu genotiplerden izole edilen
mikrosporlarin kiiltiire alinmast sonucunda morfojenik kallus olusumlar1 gozlenmistir.
Calismada kullanilan ¢icek tomurcuklarinin sarimsi beyaz renkte oldugu ve bu
tomurcuklarin yesilimsi beyaz ta¢ ve ¢anak yapraklara sahip oldugu belirtilmis;
mikrosporlarin erken ¢ift ¢ekirdekli ve gec tek ¢ekirdekli donemleri iceren heterojen bir
populasyon olusturdugu rapor edilmistir. Anterlerden izole edilen mikrosporlar 25—
35°C arasinda karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Mikrosporlarin bir kismi distile
suda, diger kismi1 ise %2 sakkaroz iceren NLN ortaminda kiiltlire alinarak, sicaklik ve
karbonhidrat eksikligi etkisi degerlendirilmistir. Ug giin siiresince 35 °C’de uygulanan
yiiksek sicaklik ve sakkaroz eksikligi kombinasyonunun kallus indiiksiyonunu olumlu
etkiledigi belirlenmistir. Inkiibasyon sonrasi mikrosporlar hormon takviyeli NLN
ortamina aktarilmig, dort hafta sonra olusan kalluslar zeatin ve IAA iceren MS
rejenerasyon ortamina transfer edilmistir. Kromozom analizleri sonucunda elde edilen 1
bitkinin haploid, 7 diploid ve ve bir tanesinin tetraploid oldugu saptanmaistir.

Salas vd. (2012), patlicanda mikrospor ve polen gelisim evrelerini incelemek
amaciyla 7 farkli gelisim agamasini (tetrat, geng—orta—ge¢ mikrospor, geng—orta-gec ve
olgun polen) degerlendirmistir. Calismada, bu evrelerin tomurcuk ve anter
uzunluklariyla olan iligkisi Ol¢lilmiis ve gelisim asamalarina karsilik gelen boyut
araliklar1 tantmlanmistir. Vakuol mikrosporlar ve geng ¢ift cekirdekli polen asamasina
denk gelen tomurcuk boylarinin ¢ogu genotipte 8—16 mm, anter uzunluklarinin ise 4-7
mm arasinda oldugu tespit edilmistir. Ancak S. aethiopicum tiirli i¢in bu degerler
sirastyla 6 mm ve 3 mm olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, mikrospor
kiltiiriinde en uygun donemin vakuollii mikrospor ve geng c¢ift c¢ekirdekli evreler
oldugunu; anter kiiltiiriinde ise geng ve orta evredeki mikrosporlarin basari agisindan
daha elverisli oldugunu ortaya koymustur.

Mikrospor kiiltiiriinde basarty1 artirmak amaciyla uygulanan stres yontemleri
arasinda yiiksek sicaklik, soguk soku ve seker agligi 6nemli yer tutmaktadir. Yiiksek
sicaklik uygulamalar1 (31-37 °C), embriyo olusumunu tesvik edici bir etki gosterirken
(Dumas de Vaulx ve Chambonnet 1982), soguk soku ise mikrosporlarin canli kalma
stiresini uzatarak embriyogenezi desteklemektedir (Shariatpanahi vd. 2006; Islam ve
Tuteja 2012). Bunun yaninda, sakkaroz eksikligi gibi metabolik stresler, gen¢ polenlerin
hiicre dongiisiine yeniden girmesini saglayarak boliinmeleri tetikleyebilmektedir
(Zarsky vd. 1992; Binarova vd. 1993; Touraev vd. 1996; Lantos vd. 2009;).

Mikrospor embriyogenezinde istenen basariya ulasmak, biiyiik olciide kiiltiir
ortaminda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin tiirii ve miktarina baglidir. Uygun
hormon kombinasyonlarinin belirlenmesi; kullanilan genotip, donér bitkinin fizyolojik
durumu, 6n uygulanan stresler ve mikrosporlarin gelisim evresi gibi birgok faktore gore
sekillenmektedir. Bitkilerde biiylime, gelisim, organ farklilagmasi ile ¢icek ve meyve
olusumu gibi siireclerin, esasen biiyiime diizenleyicileri tarafindan yonlendirildigi
bilinmektedir. Bu nedenle, hormon tiirlerinin ve konsantrasyonlarinin dikkatli bir
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sekilde se¢ilmesi, mikrospor embriyogenezinde basarili sonuglar elde etmek agisindan
kritik bir rol oynamaktadir (Coskun vd. 2011).

Rotino vd. (1987), sekiz farkli indiiksiyon ortaminda c¢esitli patlican
genotiplerinin anter kiltlirii yanitlarini incelemis ve genotipin kiiltiir basarisinda
belirleyici oldugunu gostermistir. Ozellikle “1L.V. Barbentel” yiiksek embriyo verimi
sergilerken, bazi F: hibritlerde hi¢ embriyo olugsmamustir. Kiiltiir ortamina eklenen
hormonlar (NAA, zeatin) ve karbon kaynaklari (sakkaroz, glikoz) embriyo gelisimini
etkilemistir. Uygun hormon dengesiyle in vitro androjenik yanit artirilabilmektedir.
Ploidy diizeyi belirtilmemis olsa da, benzer ¢alismalarda %65 haploid, %35 diploid
oranlari bildirilmistir.

Karakulluk¢u ve Abak (1993a/b), Onceki ¢alismalarinda belirledikleri uygun
tomurcuk asamasina dayanarak yiiriittiikleri devam arastirmalarinda, seker ve bitki
biiyiime diizenleyicilerinin mikrospor embriyogenezine etkilerini incelemislerdir.
Arastirmada, ilk 12 giin boyunca uygulanan %12 sakkaroz konsantrasyonunun embriyo
olusumu agisindan diger oranlara kiyasla daha etkili oldugu belirlenmistir. Aktif
karbonun embriyo olusumuna anlamli bir katki saglamadigi gézlemlenmistir. Hormon
kombinasyonlar1 bakimindan ise, kinetin ve 2,4-D kombinasyonlarinin diger biiyliime
diizenleyicilerine gore daha olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir. Caligmada, 5 mg/I
kinetin + 5 mg/l 2,4-D ve %12 sakkaroz igeren ortamlarda sirasiyla “Baluroi F1”
(%12.1), “Kemer” (%1.5) ve “Halep Karas1” (%3.8) genotiplerinde embriyo olusum
oranlar1 kaydedilmistir. Ayrica, embriyo olusumu gozlenen anterlerde kallus dokusu
olusmadig1 i¢in, arastirmacilar kallus formasyonunun dogrudan embriyogenezi olumsuz
etkiledigi sonucuna ulagsmislardir. Hormon oranlarindaki dengesizlik durumunda kallus
olusumunun arttig1, oksin ve sitokininin dengeli oldugu ortamlarda ise kallus
olusumunun nispeten daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.

Alpsoy ve Seniz (2007), 15 pathican genotipiyle yaptiklari ¢aligmada farkl
sakkaroz oranlari, biiyiime diizenleyicileri ve sicaklik uygulamalarini test etmislerdir.
Ik yillarda sadece kallus olusurken, 1996 ve 1998'de 35°C'de 8 giinliik 6n inkiibasyon
sonucunda bazi genotiplerden embriyo ve bitki gelisimi saglanmistir. “Kemer” ve “Urfa
Yerlisi” gibi genotipler embriyo olusumunda o6ne ¢ikmustir. Embriyo ve kallus

oranlarinin hem ortama hem genotipe gore degistigi belirlenmistir.

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014), patlicanda mikrospor kiiltiiriinde
basarty1 artirmak amaciyla farkli kimyasallar (ABA: Abscisic Acid, EBr: Epi-
brassinolide, PEG: Polyethylene Glycol, AGP: Arabinogalactan Proteins) ve hormon
dozlarmi test etmislerdir. AGP’nin embriyo gelisimini tesvik ettigi, PEG ile birlikte
kullanildiginda kallus olusumunu olumlu etkiledigi bulunmustur. Ayrica BAP ve
NAA’nin standart dozunun (1X) beste birine diisiiriilmesinin kallus verimini artirdigi
belirlenmistir. Sonug olarak, %1 sakkaroz + %1 PEG + 1600 mg/l AGP + 0.2X BAP-
NAA igeren ortamin en uygun protokol oldugu Snerilmistir.

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) tarafindan yiiriitillen c¢alismada,
“Bandera” patlican genotipinden mikrospor kiiltiirii ile elde edilen kallus ve bitkilerin
ploidy diizeyleri flow sitometri yontemiyle analiz edilmistir. Degerlendirilen 41 kallus
orneginden higbirinin haploid olmadigi; yalnizca 2’sinin diploid, 3’{iniin tetraploid ve
kalan 36’simin miksoploid yap1 gosterdigi rapor edilmistir. Mikrospor kiiltiirii, temelde
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haploid mikrosporlarin izole edilip in vitro kosullarda kiiltiire alinmasina dayandigi i¢in,
elde edilen kallus ve bitkilerin mikrospor kokenli oldugu varsayilmaktadir. Ancak,
ozellikle diploid yap1 gosteren kallus ve bitkilerin olas1 somatik kdkenli olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla, arastirmacilar bu bireyleri SSR (Simple Sequence Repeat)
markorleri kullanarak molekiiler diizeyde analiz etmislerdir. Arastirmada, daha once
“Bandera” genotipinde heterozigot oldugu belirlenen altt SSR markori (CSM19,
CSM33, CSM36, CSM40, CSM58 ve CSM63) kullanilmustir. Ik asamada, “Bandera”
cesidine ait rastgele secilen 12 donor bitki bu markorlerle test edilmis ve her bir lokusun
tiim bireylerde heterozigot oldugu dogrulanmistir. Takiben, mikrospor kiiltiiriiyle elde
edilen dort diploid ve dort miksaploid bitki olmak iizere toplam sekiz birey analiz
edilmis; bu bireylerin s6z konusu altt SSR lokusu bakimindan homozigot profiller
sergiledigi tespit edilmistir. Bu bulgular, elde edilen diploid ve miksaploid bitkilerin
somatik degil, mikrospor kokenli oldugunu ve kiiltiir siirecinde spontane diploidizasyon
ya da cekirdek kaynasmasi gibi mekanizmalarla ploidy diizeylerinin degistigini
gostermistir.

2.1. Mikrospor Embriyogenez Uzerine Genotip Etkisi

Diger doku kiiltlirii tekniklerinde oldugu gibi, mikrospor embriyogenez
siirecinde de embriyonik yaniti etkileyen cesitli i¢ ve dig faktorler bulunmaktadir.
Mikrosporlar1 embriyogenetik gelisime yonlendirmek icin, tiirlere 06zgli farkh
faktorlerin birlikte optimize edilmesi gerekmektedir. Bu siireg, yalnizca belirli kosullar
saglandiginda basaril1 bir sekilde ilerleyebilir.

Mikrospor embriyogenezinde embriyo olusumu, gelisimi ve bitkiye donilisiim
asamalari; kullanilan genotip, dondr bitkinin fizyolojik durumu, mikrosporlarin gelisim
evresi, uygulanan o6n islemler ve kiiltlir kosullar1 gibi pek ¢ok etkene baghdir (Smykal
2000; Wang vd. 2000; Datta 2005; Dunwell 2010).

Donor bitki genotipi, hem in vitro hem de in vivo kosullarda elde edilecek basari
oranini biiyiik 6lclide etkilemektedir. Aymi tiir icerisinde hatta aymi ¢eside ait bireyler
arasinda bile embriyojenik yanitlar bakimindan farkliliklar gézlenebilmektedir (Segui-
Simarro ve Nuez 2008).

Ayrica, bazi tiirler mikrospor embriyogenezine yiiksek yanit verirken, bazi
tiirlerin bu siirece kars1 direngli oldugu bildirilmektedir. Ayni tiir igerisinde ise bazi
genotiplerin yliksek, bazilarinin ise ¢ok diigiik yanit verdigi ya da hi¢ yanit vermedigi
goriilmektedir (Miah vd. 1985; Ferrie vd. 1995; Rudolf vd. 1999; Salas vd. 2011).

Tuberosa vd. (1987), sekiz farkli patlican hatt1 ve bunlarin melezlerinden olusan
16 genotipte anter kiiltiirii denemeleri gerceklestirmistir. Sera ve tarla kosullarinda
toplanan toplam 8839 anter, 6nceden tanimlanmis protokollerle kiiltiire alinmigtir. Saf
hatlarda en yiiksek yesil bitki oran1 %13.7 iken, melezlerde bu oran %32.1’°e ulagsmistir.
Elde edilen 328 bitkiden 77’si DH, 250’si haploid ve biri triploid olarak tanimlanmaigstir.
Bu calisma, genotipin ve yetistirme kosullarinin anter kiiltiirii basarisina etkisini agikca
ortaya koymaktadir.

Karakullukgu ve Abak (1992a) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, “Halep Karas1”,
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“Adana Topag1”, “Birecik Yerlisi” ve “Black Beauty” gibi dort farkli patlican
genotipinin anter kiiltiirine verdigi tepkiler degerlendirilmistir. Kiiltiire alinan
anterlerde 1. polen mitozunu tamamlamis mikrosporlarin bulundugu dénem hedef
alinmistir. Besi ortamina kinetin ve 2,4-D hormonlar1 ile %12 sakkaroz eklenmis,
anterler once yiiksek sicaklikta (35°C), ardindan daha diisiik sicaklikta (25°C) inkiibe
edilmistir. “Halep Karas1” genotipi, %7.8 oraninda embriyo ve %4.4 oraninda haploid
bitki olusumu ile en basarili sonuglart vermistir. Diger ii¢ genotipte ise yalnizca kallus
dokusu gelismis, embriyo ya da bitki olusumu gézlemlenmemistir. Elde edilen sonuglar,
patlicanda androgenetik yamitin  genotipe bagli olarak biiyiilk farkliliklar
gosterebilecegini ortaya koymustur. Bu ¢alisma, Ozellikle yerel genotiplerin bazi
durumlarda klasik cesitlerden daha yiiksek potansiyele sahip olabilecegini
vurgulamaktadir.

Basay vd. (2010), yerli patlican gesitleri olan “Topan-374”, “Aydin Siyah1”,
“Halep Karas1” ile “Teorem F1”, “Bonica F1” ve “Munica F1” hibrit c¢esitleriyle
birlikte, Solanum torvum ve S. sodomeum gibi yabani tiirleri kullanarak anter kiiltiirii
denemeleri gergeklestirmislerdir. Calisma, yaz doneminde Yalova kosullarinda sera
ortaminda yuriitiilmiis, anterler C ve R ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sicaklik 6n
islemi olarak ilk 8 giin boyunca 35°C’de karanlik kosullarda tutulmus, ardindan 25°C
sicaklikta 16 saatlik fotoperiyot uygulanmistir. Anterlerin canli kalmasi ve siserek
farklilasma gostermesi “gelisme” olarak degerlendirilmis, renk degistirerek biiziisen ya
da kuruyan anterler ise gelismemis kabul edilmistir. Bu baglamda, en yiiksek gelisme
orant %91.4 ile “Bonica F1” ¢esidinde, en diisiik ise %38.4 ile S. sodomeum tiiriinde
gozlenmistir. Kallus olusumu agisindan en yiiksek deger %30.8 ile “Teorem F1”, en
diisiik ise %10.6 ile S. forvum’da saptanmistir. Embriyo olusumuna gelindiginde,
dogrudan embriyo olusumunun yani sira bazi orneklerde kallus iizerinden embriyo
gelisimi de kaydedilmistir. Ancak S. torvum, S. sodomeum ve “Teorem F1”
genotiplerinde kalluslardan embriyo elde edilememistir. Embriyo olusum orant %1.25
ile “Aydin Siyah1” cesidinde en diisiik seviyede kalirken, %14.2 ile “Bonica F1” en
yiiksek embriyo olusumunu gostermistir. Ayni sekilde bitkiye doniisiim oraninda da
“Bonica F1” %14.29 ile en basarili sonucu vermistir. Bu ¢alisma, genotipin anter
kiiltiirtindeki tiim asamalara olan etkisini agikca ortaya koyarken, 6zellikle “Bonica F1”
gibi hibrit ¢esitlerin embriyo ve bitki rejenerasyonu agisindan yiiksek potansiyele sahip
oldugunu vurgulamaktadir.

Salas vd. (2011), 12 patlican genotipinin anter kiltliriine tepkisini
degerlendirmistir. Genotiplerin ¢ogunda kallus olusumu gézlenmis, ancak yalnizca bes
genotipte embriyo gelismistir. Bu embriyolardan sadece “ANS26”, “Bandera” ve
“Ecavi” genotiplerinden bitki elde edilebilmistir. “Bandera” cesidinden elde edilen
embriyolarin flow sitometri analizinde %17.9’u haploid, %46.4’i diploid olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, genotipin androjenik yanit iizerinde belirleyici oldugunu
gostermektedir.

Basay ve Ellialtioglu (2013), baz1 yerel patlican ¢esitleri (“Topan”, “Halep
Karas1”, “Teorem F1”) ve iki 1slah hattinin (“Vd-17, “Vd-2”) anter kiiltiirtine verdigi
tepkileri karsilagtirmali olarak degerlendirmistir. Arastirmanin ilk agsamasinda, “Topan”
ve “Halep Karas1” ¢esitlerinin sirasiyla %4.16 ve %?2.63 oranlarinda embriyo
olusturdugu ve bu iki genotipin androjenik kapasitelerinin digerlerinden yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu yiiksek yanit veren genotipler, diisiik yanith genotiplerle melezlenerek
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ikinci asamada test edilmistir. Melez kombinasyonlar1 arasinda yalnizca “Topan x
Teorem F1” ve “Teorem F1 x Topan” genotipleri embriyo iiretmis ve embriyo olusum
oranlar1 sirasiyla %0.87 ve %2.57 olarak belirlenmistir. Aynt melezlerden sirasiyla
%0.69 ve %2.57 oranlarinda haploid bitki gelisimi saglanmistir. Bu ¢alisma, hem dondr
genotipin etkisini hem de genotipler arasi varyasyonun androjenik basari iizerinde
belirleyici oldugunu agikg¢a ortaya koymustur.

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) calismasinda, “Bandera”, “Ecavi”,
“ANS-3" ve “Cristal” olmak tizere dort farkli patlican genotipinin mikrospor kiiltiiriine
verdigi yanitlar degerlendirilmistir. Mikrosporlar, anterlerden izole edilerek Miyoshi
(1996) protokoliine gore kiiltiire alinmis ve gelisimleri 151k mikroskobu ile takip
edilmistir. Stres uygulamasmin ardindan 5. giinde bazi mikrosporlarda simetrik
boliinmeler ve embriyogeneze isaret eden yildiz sekilli morfolojiler gozlemlenmis;
ancak pek cok mikrospor gametofitik gelisimini siirdiirerek polen benzeri yapilar
olusturmus ya da morfolojik degisim gostermemistir. 15. ve 20. giinlerde bazi
mikrosporlar embriyo benzeri yapilara doniisse de bu yapilar gelisimini siirdiirememis,
ilerleyen giinlerde yerlerini mikroskobik kallus benzeri yapilara birakmistir. Kiiltiiriin
sonunda her genotipten yalnizca kallus elde edilmis, embriyo gelisimi saglanamamistir.
Elde edilen kallus sayisina gore yapilan degerlendirmede, “Bandera” cesidi en yiiksek
yanit1 vermis ve bu nedenle sonraki deneylerde referans genotip olarak segilmistir. Bu
calisma, mikrospor kiiltiiri siirecinde genotipin belirleyici bir faktdor oldugunu ve
morfolojik gelisimin ¢ogu zaman kallus olusumu ile sinirh kaldigini ortaya koymustur.

Ferrie ve Caswell (2011), mikrospor embriyogenezis ¢alismalarinda her tiir i¢in
yuksek androjenik kapasiteye sahip genotiplerin tanimlanmasinin, DH bitki iiretiminin
basarili ve uygulanabilir bir teknoloji haline gelmesinde kritik bir adim oldugunu
vurgulamiglardir. Bu amagla birgcok tiirde arastirmalar yapilmis; 6rnegin Brassica
napus’ta Topas hatt1 DH4079 (Ferrie ve Keller 1995), Brassica rapa’da CV-2 (Ferrie
vd. 1995), arpada Igri (Hoekstra vd. 1992) ve bugdayda Chris, Pavon 70, Bob White
(Kasha vd. 2003) gibi yiiksek embriyojenik yanit veren genotipler tespit edilmistir.
Ancak, patlican gibi tarimsal agidan 6nemli bazi tiirlerde bu tiir genotiplerin sayist hala
sinirl1 kalmakta ve bu durum, daha evrensel ve verimli bir uygulama i¢in engel
olusturmaktadir.

Rivas-Sendra vd. (2017) calismasinda, patlicanin (Solanum melongena L.)
“Bandera” ¢esidi kullanilarak mikrospor kiiltiirii teknigiyle toplam 80 adet ¢ift haploid
(DH) birey elde edilmistir. Elde edilen DH popiilasyonu; yaprak morfolojisi, cicek
yapist, meyve Ozellikleri, tohum sayis1 ve tohum ¢imlenme oranlar1 gibi ¢esitli
morfolojik karakterler bakimindan ayrintili sekilde degerlendirilmistir. Ayrica,
androjenik potansiyel belirleme amaciyla hem anter kiiltiirii hem de mikrospor kiiltiirii
protokolleri uygulanmistir. Denemelerde, dondr ebeveyn olan “Bandera” genotipinden
100 anter basina ortalama 146.5 embriyo elde edilirken, olusturulan DH hatlardan
DH36 hatt1 100 anter basina 237.5 embriyo ile en yiiksek performansi gostermistir.
Mikrospor kiiltiiri deneylerinde de “Bandera” ¢esidinden ortalama 65.1 kallus/ml elde
edilirken, DH36 hatti hem “Bandera” hem de diger DH genotiplere kiyasla en yiiksek
cevap veren hat olmus ve ortalama 267.36 kallus/ml degerine ulasmistir. Bu veriler
dogrultusunda arastirmacilar, DH36 hattinin mikrospor embriyogenezi {izerine
yiiriitiilecek hem temel hem de uygulamali biyoteknolojik ¢aligmalarda referans ya da
model hat olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Bu ¢calisma, patlicanda androjenik
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potansiyeli yiiksek bireylerin tanimlanmasinin DH {iretimi ve 1slah programlari
acisindan ne kadar kritik oldugunu bir kez daha ortaya koymustur.

Patlicanda mikrospor kiiltlirii yoluyla double haploid (DH) bitki elde
edilmesinde genotipin belirleyici bir etken oldugu, ¢ok sayida arastirmaci tarafindan
ortaya konmustur. Genotipler arasindaki androjenik yanit farkliliklari, embriyo
indiiksiyonu, kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu gibi temel asamalar1 dogrudan
etkilemektedir (Salas vd. 2011; Rivas-Sendra vd. 2017).

Sonug olarak, patlicanda mikrospor kiiltiirii ile DH bitki {iretimi iizerine yapilan
calismalar, genotip farkliliklarinin bu siire¢ lizerindeki belirleyici etkisini agik¢a ortaya
koymaktadir (Salas vd. 2011; Rivas-Sendra vd. 2017). Mikrospor embriyogenezinin
basartyla gerceklesebilmesi icin yalnizca uygun fizyolojik ve c¢evresel kosullar degil,
aynit zamanda yliksek androjenik potansiyele sahip genotiplerin de segilmesi biiyiik
onem tasimaktadir (Ferrie ve Caswell 2011). Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda
kullanilan  patlican genotiplerinin mikrospor kiiltlirline  verdikleri yanitlarin
degerlendirilmesi, hem temel bilimsel bilgi iiretimi hem de 1slah programlarina katki
saglama acgisindan Oonemli bir adim teskil etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu calismada bitki materyali olarak Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Miidiirligi (BATEM) tarafindan 1slah c¢alismalar1 sonucunda elde edilmis olan {i¢ adet
patlican genotipi (2 adet uzun tipte P1, P2 ve 1 adet oval tipte P3) kullanilmistir (Sekil
3.1).

Genotiplere ait patlican tohumlar1 1:1 oraninda torf ve perlit (1:1/v:v) iceren
viyollere (15 % 10) ekilmistir. Tohum ekiminden 15-20 giin sonra ¢imlenme ve ¢ikis
gerceklesmistir. Bu esnada yeterli kok ve govde gelisimin saglanabilmesi i¢in fideler
Hoagland besin ¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon 1950) ile sulanmis olup ekimden 30-35
giin sonra 2-3 gercek yaprakli hale gelen fideler sera igerisinde hazirlanan 90 cm
genislik 60 cm uzunluktaki siralara ¢ift sirali olarak dikim yapilmistir. Dikim sirasinda
sira lizeri mesafe 40 cm sira arasi mesafe olarak 60 cm birakilmis, dikim sonrasi can
suyu uygulamasi yapilmistir. Serada bitkilerin bakimi1 devam etmis, gereken zamanlarda
hastalik ve zararlilara karsi ilaghi miicadele yapilmistir. Sulama ve giibrelemesi ise
damlama sulama sistemi ile gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Serada yetistirilen patlican genotipleri a) P1 genotipi b) P2 genotipi c) P3
genotipi

3.2. Metot

Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii'ne
baglh Doku Kiiltiirii Laboratuvar1 ve Iklim Odalarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirma
kapsaminda, ii¢c farkli patlican genotipine ait mikrospor kiiltlirii ¢aligsmalari
ylritilmustir.
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3.2.1. Sitolojik calismalar
3.2.1.1. Uygun mikrospor/polen gelisim asamasinin belirlenmesi

Mikrospor kiiltiirli caligsmalarinin baslangicinda, sitolojik goézlemlerle mikrospor
ya da polenlerin uygun gelisim evresinde oldugu anterlerin se¢imi énemlidir. Calismada
patlicanda mikrospor kiiltiirii ¢calismalarinda Salas vd. (2012) tarafindan onerildigi gibi,
ozellikle ¢cogunlugu vakuollii mikrospor ya da geng cift ¢ekirdekli polen agsamalarinda
olan anterlerin kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir. Anterlerin uzunluklari belirlenirken,
cogunlugu bu hiicre asamasinda olan anterler se¢ilmesi baz alinmistir. Salas vd. (2012),
patlicanda uygun mikrospor ya da polenler ile anter ve tomurcuk uzunlugu arasinda bir
iligki kurulabilecegini bildirmistir. Bu amagla, dijital kumpasla anterlerin boylar
Olciilerek lam Tizerine birkag anter alinmistir. Anter iizerine bir iki damla su
damlatilarak jilet yardimiyla pargalara ayrilmistir. Uzeri lamel ile kapatilan preparatlar
151k mikroskobu altinda gézlemlenmistir.

3.2.2. Mikrospor Kkiiltiirii asamalari
3.2.2.1. Sterilizasyon
Bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve besin ortamlarimin sterilizasyonu:

Besi ortamlari, mikrobiyal kontaminasyonu onlemek amaciyla steril filtre
sistemlerinden gegirilerek hazirlanmigtir. Stv1 besi ortamlarinin sterilizasyonu, laminar
flow akigh kabininde yapilan filtrasyon ile saglanmistir. Kiiltiirde kullanilacak siv1 besi
ortamlari 0.22 mikronluk membran filtreler kullanilarak steril edilmistir (Sekil 3.2).
Mikrospor kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen kalluslardan bitki rejenerasyon amacl
kullanilan kati besi ortamlarinin sterilizasyonu klasik otoklavlama ydntemiyle 121°C
sicaklikta ve 1 atm basingta 20 dakika boyunca sterilizasyonu saglanmstir.

Anterlerin sterilizasyonu:

Anterler, oncelikle uygun boyutlar1 g6z 6niinde bulundurularak dijital kumpas
yardimiyla 6lgiiliip secilmistir. Tomurcuktan dikkatlice ¢ikarilan bu anterler, mikroskop
kiiltiiri uygulamalar1 i¢in belirlenen Olgli kriterlerine gore degerlendirilmis ve
sterilizasyon islemine alinmistir. Sterilizasyon siireci ii¢ asamali1 olarak planlanmistir;
ilk adimda anterler musluk suyu altinda yiizey gerilimini azaltmak ve ylizeydeki kirleri
uzaklastirmak amaciyla %0,1 oraninda Tween-20 igeren c¢ozeltiyle 6n yikamadan
gecirilmistir. Ardindan anterler %70'lik etil alkol icerisinde 30 saniye bekletilmis ve
%8’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisine 5 dakika siireyle daldirlmistir (Sekil 3.3).
Kimyasal uygulamalar sonrasinda, olas1 kalintilarin uzaklastirilmasi amaciyla anterler
iic kez steril saf su ile dikkatlice yikanmustir. Ilk durulamada anterler ii¢ dakika siireyle
saf suda bekletilmis, ardindan gelen ikinci ve tli¢lincli durulama adimlarinda birer
dakikalik stire yeterli olmustur. Boylece kontaminasyon riskini en aza indirmek
amaciyla asamal1 ve etkili bir sterilizasyon protokolii tamamlanmustir.

15



MATERYAL VE METOT S. YILMAZ

Sekil 3.2. Besin ortamlariin ve biiyiime diizenleyicilerinin 0.22 pm poroziteli filtre
yardimuyla steril edilmesi

Sekil 3.3. Anterlerin %70'lik etil alkol icerisinde 30 saniye bekletilmesi

Gelisimin uygun asamasindaki anterler, dijital kumpas kullanilarak secilmis
olup, ¢ogunlugu vakuol mikrospor ve geng¢ ¢ift cekirdekli polenler icermektedir.
Sterilizasyon isleminden sonra anterler steril distile su igerisinde ezilmis (Sekil 3.4 a) ve
40 pum gozenek capina sahip filtre yardimiyla siizilmiistiir (Sekil 3.4 b). Bu siirecin
ardindan, parcalanan anterlerden kaynaklanan somatik dokular filtre iizerinde kalirken,
mikrosporlar erlenmayerde siispansiyon olusturacak sekilde toplanmaistir.

Izolasyon islemi sirasinda, somatik dokularm parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan
fenolik maddelerin mikrospor gelisimini olumsuz etkilememesi i¢in, siispansiyon
ortamindan uzaklagtirilmalar1 saglanmistir. Mikrosporlarin ¢okmesini saglamak ig¢in
+4°C’de 850 rpm hizinda c¢alisan sogutmali santrifijde 5 dakika siireyle
santrifiijlenmistir (Sekil 3.4 c). Bu islem, mikrospor siispansiyonunun safligini artirarak
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embriyojenik yanitin iyilestirilmesini amaciyla {li¢ kez tekrarlanmistir.

Sekil 3.4. Patlican mikrosporlarin anterlerden izolasyonu a) Anterlerin ezilmesi b)
Siispansiyonun filtre edilmesi ¢) Mikrosporlarin santrifiij tiiplerine aktarilmasi

3.2.2.3. Mikrospor yogunlugunun belirlenmesi

Mikrospor kiiltiirliniin basarili bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in belirli bir hiicre
yogunluguna ulasilmasi1 gerekmektedir (Miyoshi 1996). Hiicre yogunlugunun optimum
diizeyde ayarlanmasi, mikrospor kiiltiirlerinin gelisimini dogrudan etkileyen kritik bir
faktordiir (Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012). Bu dogrultuda, iicilincii
santrifiijlemeden sonra mikrospor peleti otoklavlanmig distile suyla karistirilarak
stispansiyon olusturulmustur. Mikrospor yogunlugunu belirlemek amaciyla, hazirlanan
siispansiyondan 10ul alinarak Thoma laminda hiicre sayimi gerceklestirilmistir.
Miyoshi (1996) tarafindan Onerilen 500,000 mikrospor/ml yogunlugu esas alinarak
mikrospor silispansiyonu yeniden hazirlanmistir. Bdylece, mikrospor kiiltiirlerinde
homojen bir hiicre dagilimi saglanarak embriyojenik gelisimin artirilmasi
hedeflenmistir.

3.2.2.4. Mikrosporlara uygulanan on islem

Mikrospor yogunlugunun belirlenmesinin ardindan, hazirlanan siispansiyondan 1
mililitre alinarak steril 3 cm ¢apindaki petri kaplaria aktarilmistir. Kiiltiire alma islemi
oncesinde, her petri kabinin iizerine ilgili genotip adi ve tarih kaydedilmis ve
kontaminasyonu 6nlemek amactyla prafilmle kaplanmigstir.

Mikrospor kiiltiiriiniin basarili bir sekilde baslamasini saglamak i¢in 6n islem
olarak seker aclig1 ve sicaklik stresi uygulanmistir. Bu kapsamda, petri kaplar1 35°C
sicaklikta, tamamen karanlik ortamda {ii¢ giin boyunca bekletilmistir. Ayrica,
mikrosporlarin su iginde kiiltiire alinmasiyla birlikte seker agligi uygulamasi
gerceklestirilmistir. Literatiirde bu yontemin, mikrosporlarin embriyonik gelisimini
tesvik edici etkisi oldugu belirtilmektedir (Miyoshi 1996; Corral-Martinez ve Segui-
Simarro 2012, 2014).
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3.2.2.5. Mikrosporlarn kiiltiire alinmasi

Mikrosporlar ii¢ giin boyunca 35°C’de karanlik ortamda bekletilmesi sonunda,
Miyoshi (1996) temel alinarak olusturulan ve patlican mikrospor kiiltiiriinde kallus
olusumunu sagladig1 belirtilen NLN besi ortamina aktarilmistir. Bu ortamin iceriginde
%?2 sakkaroz, 0.5 mg/L. 6-Benzilaminopurin (BAP) ve 0.5 mg/L Naftalen Asetik Asit
(NAA) bulunmaktadir (Lichter 1982).

Mikrosporlarin kiiltiire alindig1 petri kaplari, 25°C sicaklikta ve karanlik
kosullarda bir ay boyunca inkiibe edilmistir. Mikrospor kiiltiir ortaminda kullanilan
makro ve mikro besin bilesenleri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de sunulmus olup, bu icerik
Lichter (1982) tarafindan oOnerilen NLN ortamina dayanmaktadir. NLN ortami
iceriginde bulunan vitaminlerin miktarlar1 Cizelge 3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.1. NLN siv1 besi ortaminda yer alan makro elementlerin miktarlari

Makro Elementler Miktar (mg/L)
KH2PO4 125
KNOs3 125
MgS04.7H,0 125

Cizelge 3.2. NLN s1v1 besi ortaminda yer alan mikro elementlerin miktarlar

Mikro Elementler Miktar (mg/L)
CuS04.5H20 0.025
CoClL. 6H0 0.025

H3BO3 10.00
MnSO4.H20 18.95
NaxMoO4. H,0 0.25
ZnS0O4.7H>0 10.00
FeNaEDTA 36.70
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Cizelge 3.3. NLN ortamu1 iceriginde bulunan vitaminlerin miktarlar

Icerikte Bulunan Vitamin Bilesenleri Yogunluk (mg/L)

L-Serin 100.00

Myo-inozitol 100.00

L-Glutamin 800.00

Indirgenmis Glutatyon 30.00
Niasin (Nikotinikasit) 5.00
Glisin 2.00
Folik asit 0.50
Piridoksin-HCI (B6 vitamini) 0.50
Tiamin-HCI (B1 vitamini) 0.50
D(+)-Biyotin (H vitamini/B7 vitamini) 0.05

3.2.2.6. Sitolojik gozlemler

Mikrospor kiiltiirlerinde embriyonik gelisim siire¢lerini  degerlendirmek
amaciyla floresan ve inverted mikroskop kullanilmistir. Cekirdek bdliinmelerini ve
gelisim gosteren mikrosporlart belirlemek icin DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
ile boyama protokolii uygulanmustir. Islem kapsaminda, 200 pl mikrospor
siispansiyonundan ornek alinarak 8000 rpm’de 2 dakikalik santrifiijle yapilmis ve ¢oken
mikrospor peletine 10 pul DAPI soliisyonu eklenmistir. Hazirlanan 6rnek, floresan ve
inverted mikroskop altinda incelenerek  mikrosporlarin  gelisim  asamalari
degerlendirilmistir (Custers 2003).

3.2.2.7. Bitki rejenerasyonu

Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan yaklagik dort hafta sonra kallus olusumu
gozlenmistir. Elde edilen 1 mm’den biiylik kallus dokularindan bitki gelisimini tesvik
etmek amaciyla, Miyoshi (1996) ve Rivas-Sendra vd. (2015) tarafindan bildirilen
formiilasyonlar temel alinarak, % 2 sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2 mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin
iceren katt MS (Murashige ve Skoog 1962) ortaminda kiiltiire alinmislardir. Ortam,
25°C sabit sicaklikta rejenerasyon belirtileri goriilene kadar inkiibe edilmistir. Kok
gelisiminin desteklenmesi amaciyla, siirglinler daha sonra bazal MS ortamina
aktarilmistir (Rivas-Sendra vd. 2015).
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3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Denemeler, tesadiifi parseller deneme desenine uygun olarak ii¢ tekerriirlii ve {i¢
yinelemeli bi¢cimde diizenlenmistir. Mikrospor kiiltiirli denemelerinde, mikrospor
kaynakli kalluslarin olusumu 30 giin sonunda degerlendirilmistir. Kallus sayilarinin
istatistiksel olarak analiz edilmesi ve genotiplerin bu silirece verdigi yanitlarin
karsilastirilmas1 amaciyla, her genotip i¢in petri basina diisen kallus sayis1 temel 6lgiit
olarak kullanilmistir. Elde edilen kalluslardan bitki rejenerasyonu oranlari da ayrica
kayit altina alinmistir. Mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda genotiplerin etkisini ortaya
koymak amaciyla elde edilen veriler MINITAB 17 yazilimi ile analiz edilmis, varyans
analizi uygulanarak gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testiyle belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Uygun Mikrospor/Polen Gelisim Asamasinin Belirlenmesi

Bu caligsmada ilk olarak ii¢ adet patlican genotipinde (2 adet uzun tipte P1, P2 ve
1 adet oval tipte P3) mikrospor kiiltiiriine en duyarli mikrospor/polen gelisim asamalari
belirlenmistir. Bu amagcla, degisken uzunluklardaki tomurcuklar ve bunlarin i¢inde
bulunan anterlerin igerisinde de bulunan mikrospor ve polenlerin gelisim asamalari
Salas vd. (2012) tarafindan tanimlanan gelisim evresine gore; tetrat, geng, orta ve orta-
gec (vakuollii) mikrospor ve geng, orta-ge¢ ve olgun polen evreleri 151k mikroskobu ile
incelenmistir. Patlicanda mikrospor kiiltlirii i¢in en uygun gelisim evresine sahip
tomurcuklarin belirlenmesinde, geng c¢ift c¢ekirdekli ve wvakuollii mikrosporlarin
bulundugu tomurcuklar hedeflenmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Elde edilen veriler dogrultusunda, tomurcuk ve anter uzunluklarinin genotipe
gore degisiklik gosterdigi anlagilmistir. Kiiltlir basarisi agisindan en etkili hiicre evresi,
vakuollii mikrospor ve geng ¢ift ¢ekirdekli polen asamasini maksimum ytiizdeyle iceren
tomurcuk uzunluklari, uzun tip P1 ve P2 genotiplerinde 9 -12 mm arasinda degisirken;
anter uzunluklarinin swrasiyla 5-6 ve 6-7 mm arasindaki uzunluklarda oldugu
belirlenmistir. Oval tip P3 genotipinde ise tomurcuk uzunlugu 7 — 10 mm arasinda
degisirken; anter uzunlugunun 5.5-6.5 oldugu goriilmiistiir. Yapilan calisma sonucunda
en basarili sonu¢ alan mikrospor/polen evresini igeren tomurcuk ve anter uzunlugunun
her genotip i¢in farkli oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1. Isik mikroskobu altinda vakuol mikrosporlarin goriintiisii
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Sekil 4.2. Isik mikroskobu altinda geng ¢ift ¢ekirdekli polen goriintiisii

Mikrosporlarin kiiltiire alinmasinda basarili sonu¢ alinabilmesi icin, geligim
asamasina gore secilmis anterlerle ¢aligilmasi gerekmektedir. Polen mitozunun hemen
oncesi ve sonrasi, mikrosporlarin embriyo yOniinde farklilasma potansiyelinin en
yiiksek oldugu donemler olarak kabul edilmektedir. Gelisimin bu sathalarinda alinan
mikrosporlar, embriyo olusumu yoniinden yiiksek basar1 gostermektedir (Reynolds
1997; Touraev vd. 2001; Segui-Simarro ve Nuez 2008). Bazi arastirmalarda, ayni
gelisim sathasiin farkli genotiplerde farkli yanitlar verdigi bildirilmistir. Bu evrelerin
kesinligi, ¢alisilan tiiriin genetik yapisina ve ¢evresel kosullara bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. (Raghavan 1986; Salas vd. 2011,2012). Patlican anter kiiltiirii {izerine
yapilan aragtirmalarda, genellikle tek ¢ekirdekli, ge¢ evredeki tek ¢ekirdekli (vakuollii
mikrosporlar) ve geng ¢ift ¢ekirdekli polen evrelerinin kiiltiir uygulamalar1 igin tercih
edildigi bildirilmektedir (Tuberosa ve ark., 1987; Salas ve ark., 2011; Basay ve
Ellialtioglu, 2012). Buna ek olarak, Salas ve ark. (2012) tarafindan yiiriitiilen ayrintili
bir c¢aligmada, patlicanda mikrospor ve polen gelisim evreleri kapsamli sekilde
degerlendirilmis ve mikrospor kiiltiiriinde 6zellikle vakuollii mikrosporlar ile geng cift
cekirdekli polen evrelerinin kullanilmast Onerilmistir. Denemelerimizde, kiiltiir
ortamina alinan anterler, cogunlukla bu iki gelisim agsamasindaki mikrosporlari igerecek
sekilde secilmistir. Yapilan goézlemler dogrultusunda, embriyogenez i¢in uygunluk
gosteren bu iki evre temel alinmistir. Vakuollii mikrosporlar ve geng ¢ift c¢ekirdekli
polenlerin yer aldig1 anterler, kiiltlir bagarisin1 artirmak amaciyla secilmistir.

Mikrospor gelisim asamasinin dogru belirlenebilmesi i¢in, tomurcuk ve anter
uzunluklarinin 6nemli bir gosterge oldugu cesitli calismalarda vurgulanmistir. Cogu
tiirde, mikrospor kiiltiirii 6ncesi gelisim asamasmi 6ngoérmek i¢in tomurcuk ve anter
uzunluklarindan faydalanilmaktadir (Kasperbauer ve Wilson 1979; Summers vd. 1992;
Da Silva Lauxen vd. 2003; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012; Parra-Vega
vd. 2012). Mikrospor gelisim asamasina ulagsmak i¢in tomurcuklarin morfolojik
Olctitleri, 6zellikle boy uzunlugu, giivenilir bir 6n tan1 araci sunar. Kiiltliire alinacak
anterlerin uygun dénemde segilebilmesi i¢in, bu uzunluk verileri kritik bir role sahiptir.
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Bu baglamda, mikrospor evresi ile tomurcuk uzunlugu arasindaki korelasyonun ortaya
konmasi ¢alismalarda siklikla temel alinir. Ayni tiir icerisinde farkli genotiplerde, hatta
aynt bireydeki tomurcuklar arasinda dahi gelisim evresi agisindan varyasyonlar
olabilecegi vurgulanmistir. Genetik ¢esitlilige bagli olarak, patlican anter kiiltiiri
caligmalarinda tomurcuk secimi genotipten genotipe farklilik gosterebilmektedir
(Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982; Tuberosa vd. 1987; Rotino 1996).
Karakullukgu ve Abak (1993a), 4 farkli cesitte yaptiklari ¢alismada tomurcuk
uzunluklarinin ¢esitlere bagli olarak 22.4-24.7 mm oldugunu belirlemislerdir. 2012
yilinda Ellialtioglu ve calisma arkadaglari tarafindan yiiriitillen bir arastirmada, en
uygun mikrospor evresini tagiyan tomurcuklarin 15 ila 17 mm araliginda oldugu; bu
donemde petallerin sepallerden ayrilmaya basladigi ve anterlerin agik sarimsi-yesil
renkte oldugu rapor edilmistir. Patlicanda mikrospor kiiltiirii ile yapilan ¢aligmalarda
farkli genotiplerde farkli uzunluklar belirlenmistir (Ellialtioglu vd. 2012).

Bu calismada, tomurcuk ve anter uzunluklarinin mikrospor/polen gelisim
evresiyle arasinda anlamli bir iligki oldugu ortaya konmustur. Mikrospor kiiltiirii
uygulamalarinda anter uzunluklarinin dogrudan o6lgiilebilmesi ve mikrosporlarin bu
anterlerden izole edilebilmesi sayesinde, bu yontem hem pratik hem de giivenilir
bulunmustur. Ayrica, bu calismada ve literatiirde dikkat ¢eken bir diger 6nemli nokta,
kullanilan genotiplere goére Onerilen tomurcuk ve anter uzunluklarinin degiskenlik
gostermesidir. Bu nedenle, mikrospor kiiltiirlinlin basariyla uygulanabilmesi i¢in, her
genotip 6zelinde deneyin baslangicinda uygun gelisim evresini i¢eren tomurcuk ve anter
uzunluklarinin belirlenmesi kritik bir adim olarak degerlendirilmistir.

4.2. Mikrospor Kiiltiirii

Farkl1 genotiplerin mikrospor kiiltiirline verdigi yanitin degerlendirilmesi i¢in, {i¢
farkli patlican genotiplerinde Miyoshi (1996)’nin 6nerdigi yonteme baglh kalinarak
denemeler gerceklestirilmistir. Her iic genotipte de kiiltiire alinan mikrosporlarin
gelisim siiregleri inverted ve flouresans mikroskop kullanilarak degerlendirilmistir.
Kiiltiire alinan mikrosporlarin ii¢ genotipte de gelisim siireci benzer sekilde ilerlemis ve
farklilik gostermemistir.

Mikrospor Kkiiltiirii ¢alismalarinda, kiiltiirlenen mikrosporlarin ¢ogunlugunun
gelisim asamas1 vakuollii mikrosporlar veya geng¢ ¢ift cekirdekli polenler olarak
belirlenmistir. Mikrosporlar1 gametofitik gelisimden sporofitik gelisime yonlendirmek
amaciyla stres uygulamalarindan sonra mikrosporlarin bir¢ogu hemen gelisimini
durdurmus; herhangi bir morfolojik degisim gostermemis ve baslangicta kiiltiir ortamina
alinmasina ragmen bu hiicrelerde morfolojik herhangi bir degisim gozlenmemistir
(Sekil 4.3). Baz1 mikrosporlar, gametofitik yonelimlerini siirdiirerek olgun polen
olusumuna ilerlemistir (Sekil 4.3). Bu mikrosporlarda gametofitik gelisimin
gostergelerinden olan simetrik boliinmeler ve ¢ok hiicreli yapilar tespit edilmistir (Sekil
4.4). Sporofitik gelisim silirecine yonelen mikrosporlar, simetrik boliinmeler
gergeklestirerek ¢ok cekirdekli yapilara donlismeye baslamistir (Sekil 4.5). Bu hiicreler,
embriyogenezin erken evrelerinde olup, boliinme aktivitesi invert mikroskop ile agikca
gozlemlenmistir. Stres kosullarinin uygulanmasiyla birlikte baz1 mikrosporlarin mitotik
aktivitesi uyarilmis ve embriyogeneze gegisleri saglanmistir (Sekil 4.6). Fluoresan
mikroskobu altinda yapilan gozlemlerde, sporofitik gelisim gdsteren mikrosporlarda ¢ok
cekirdekli yapilar net bir sekilde tespit edilmistir (Sekil 4.7). Izleyen asamalarda, cok
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hiicreli yapilar gelisimlerini siirdiirerek globular embriyo formuna ulagmistir (Sekil 4.8).
Ancak her li¢ genotipte de globular embriyo asamasindan sonra embriyo gelisimi devam
etmemis ve dort hafta sonunda mikrosporlardan sadece kallus olusumu meydana
gelmistir.

Embriyo gelisim siirecine giren mikrosporlar, embriyogenezin erken
asamalarinda ¢esitli morfolojik ve yapisal doniisiimler gegirir. Bu degisimler
kapsaminda, hiicre biiyiir, ¢ekirdek hiicre merkezine yonelir, sitoplazma daha belirgin
hale gelir ve merkezi vakuol c¢ok sayida kii¢lik vakuole ayrisir (Touraev vd. 2001).
Mikrosporlarda embriyojenik siirecin karakteristik bir belirtisi, ¢ekirdegin merkezi
konumlanmasindan sonra gerceklesen simetrik hiicre boliinmeleridir. Embriyogenezin
baslangicinda gbzlenen simetrik boliinmeler, ¢ekirdegin konum degistirmesinden sonra
ortaya ¢ikmakta ve morfolojik olarak tanimlanmaktadir (Maraschin vd. 2005b; Segui-
Simarro ve Nuez 2008; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012, Ozdemir 2012;
Indrianto vd. 2020). Ug farkli genotipte yapilan gozlemlerde, uygulanan stres
kosullariin ardindan mikrosporlarin sporofitik gelisim yoluna yoneldigi ve bu siirecin
simetrik boliinmeler ve ¢ok ¢ekirdekli olusumlarla desteklendigi belirlenmistir.

Sekil 4.3. Mikrosporlarin kiiltlire alinmasindan sonra normal gametofitik gelisim
gosteren (S ) ve gelisimlerini durduran mikrosporlarin (. ) inverted mikroskop
altinda goriintiileri
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Sekil 4.4. Sporofitik yola yonelmis mikrosporlarin simetrik boliinme gegirmis
formlarinin invert mikroskop ile elde edilen goriintiisii

Sekil 4.5. Sporofit gelisim silirecine baslamis ve aktif boliinme asamasinda olan
mikrosporlarin invert mikroskop altindaki goriiniimii
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Sekil 4.6. Fluoresan mikroskopta gozlenen sporofitik gelisim evresindeki
mikrosporlarin boliinme yapilari

Sekil 4.7. Sporofitik gelisim gosteren mikrosporlarda meydana ¢ok ¢ekirdekli yapilarin
fluoresan mikroskop altindaki goriintiisii
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Sekil 4.8. Sporofitik yonelime sahip mikrosporlardan gelisen globular embriyolarin
morfolojik goriintiisii (fluoresan mikroskop)

4.3. Mikrospor Kiiltiiriinde Genotip Etkisi

Bu c¢aligmada materyal olarak ii¢ adet patlican genotipi (2 adet uzun tipte P1, P2
ve 1 adet oval tipte P3) kullanilmis ve farkli genotiplerin mikrospor kiiltiirii iizerine
etkisi belirlenmistir. Her {i¢ genotipte de mikrospor kiiltiiriinden sadece kallus olusumu
meydana gelmistir ve mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan bir ay sonra petri basia
toplam kallus sayimlar1 ayr1 ayr1 yapilmistir. Mikrospor kiiltiiriinde kullanilan uzun tip
patlican genotiplerinden P1 genotipinden toplam 77 kallus/petri elde edilirken P2
genotipinde ise 3.17 kallus/petri elde edilmistir. Diger P3 oval tip patlican genotipinde
ise 52.08 kallus/petri elde edilmistir (Sekil 4.10).
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Toplam Kallus Sayisi
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Sekil 4.9. P1, P2 ve P3 patlican genotiplerinde genotipin toplam kallus sayisina etkisi

Mikrospor embriyogenezinden elde edilecek basari iizerine dondr bitkinin
yetisme donemi ve yetistirme kosullari, mikrosporlarin gelisim asamasi, 6n
uygulamalar, kiiltiir kosullari, genotip gibi pek cok faktdr etkilidir. Bir¢ok bilimsel
caligma, embriyo olusum verimliliginin genotip 6zelliklerinden dogrudan etkilendigini
gostermektedir (Datta 2005; Segui-Simarro ve Nuez 2008). Patlicanda yiiriitiilen anter
ve mikrospor kiiltiiri caligmalarinda, kallus ve embriyo olusumu ile bitki
rejenerasyonunun Onemli 6l¢iide dondr genotipin etkisiyle sekillendigi belirlenmistir.
Benzer kosullarda alinan mikrospor orneklerinin, farkli genetik arka planlara gore
embriyogenez siirecine verdigi yanitlarin gesitlilik gosterdigi belirlenmistir (Tuberosa
vd. 1987; Karakulluk¢u ve Abak 1992a; Salas vd. 2011,2012; Corral-Martinez ve
Segui-Simarro 2012; Rivas-Sendra vd. 2015). Cesitli tiirlerde yapilan arastirmalar, sabit
kiiltiir protokollerine ragmen mikrosporlarin genotipe bagli olarak farkli tepkiler
sergiledigini ortaya koymustur (Miah vd. 1985; Ferrie vd. 1995b; Hoekstra vd. 1992;
Ferrie ve Keller 1995). Denemeler sonucunda, mikrospor kaynakli kallus olusum
oranlarinin genotipe bagl olarak farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Kullanilan uzun
tip patlican genotipleri arasinda P1, en yiiksek kallus olusumunu gosterirken; P2
genotipi en diisiik yanit1 vermistir. Elde edilen sonuglar, Rivas-Sendra vd. (2017) ile
Salas vd. (2011) tarafindan bildirilen verilerle uyumlu olup, mikrospor kiiltiirii
basarisinda genetik faktorlerin roliinii bir kez daha dogrulamaktadir.

Mikrospor kaynakli kallus dokularindan bitki gelisimi, in vitro rejenerasyon
siirecinin en kritik asamalarindan biridir. Bu calismada, bazi genotiplerde kallus
olusumu gerceklesmesine ragmen bitki rejenerasyonunun smurlt kaldigi, bazi
genotiplerde ise kalluslarin yiiksek oranda yesil bitkilere doniistiigii gézlemlenmistir.
Bu durum, bitki gelisiminin yalnizca kallus miktarma degil, kallusun farklilagsma
potansiyeline de bagli oldugunu gostermektedir. Literatiirde de benzer sekilde, kallus
olusumunun rejenerasyon ic¢in bir 6n kosul olmakla birlikte, her kallus dokusunun
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embriyogeneze veya organogeneze uygun yapida olmadigr bildirilmistir (Rivas-Sendra
vd. 2017). Ayrica, genotipin bu siirecte belirleyici oldugu; bazi genotiplerde
morfogenetik yanitin oldukga yiiksek oldugu, bazilarinda ise kalluslarin farklilasmadan
dejenerasyona ugradigr vurgulanmaktadir (Ferrie ve Keller 1995; Kasha vd. 2003;
Ferrie ve Caswell 2011). Bu c¢alismada da, yliksek kallus verimi gosteren Pl
genotipinden basarili sekilde bitki elde edilirken, diisiik kallus verimine sahip P2
genotipinde bitki gelisimi sinirli kalmistir. Bu bulgular, rejenerasyon siirecinde genetik
yapinin belirleyici etkisini bir kez daha ortaya koymaktadir. Mikrospor kiiltiirleri
sonucunda ilk morfojenik kallus yapilar1 gézlenmis (Sekil 4.10) ve kiiltiiriin ilerleyen
donemlerinde bu kalluslarin geliserek biiyiime gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.10. Mikrosporlardan elde edilen P1 genotipine ait kalluslarin 151k mikroskobu
altindaki goriintiisti

Sekil 4.11. Mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan bir ay sonra P1 genotipinde kallus
olusumu
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4.4. Bitki Rejenerasyon Oram

Mikrosporlarin kiiltiire alinmasinin ardindan yaklasik bir ay igerisinde, her ii¢
genotipte de yalnizca kallus olusumu gozlemlenmistir. Bir ay sonunda 1 mm'den biiyiik
kalluslar elde edilmis ve bu kalluslarin bitki rejenerasyonunu tesvik etmesi amaciyla,
Miyoshi (1996) ile Rivas-Sendra vd. (2015) tarafindan 6nerilen formiilasyona sahip M1
ortamina aktarilmistir. Bu ortam %2 sakkaroz, %0.8 agar, 0.2 mg/L IAA ve 4 mg/L
zeatin icermekte olup, kiiltiirler 25°C’de bitki rejenerasyonu gozlenene dek inkiibasyona
birakilmistir (Sekil 4.12).

Rejenerasyon ortaminda gelisim gdsteren kalluslar, ayni ortamda bitki elde
etmek {lizere kiiltlire alimmistir. Daha sonra Rivas-Sendra vd. (2015) tarafindan
bildirildigi lizere elde edilen siirgiinlerin kdklenmesi amaciyla MSO ortamina aktarimi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.13).

Mikrospor kiltiirii yoluyla elde edilen kalluslarin bitkiye doniisiim orani, P1 ve
P3 genotiplerinde pozitif sonu¢ verirken, P2 genotipinde herhangi bir rejenerasyon
gbzlenmemistir. P1 genotipinde kiiltiire alinan her 100 kallustan 14'iiniin siirglin ve kok
olusturarak tam bitkiye doniistiigli belirlenmistir. P3 genotipinde ise rejenerasyon orant
%7 olarak belirlenmis, her 100 kallustan ortalama 7’si bitki olusturmustur.

Sekil 4.12. 1 mm ve iizeri biiyiikliikteki kalluslarin rejenerasyon ortamina transfer
asamasl
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Sekil 4.13. Rejenerasyon ortaminda gelisen kalluslarin alt kiiltiire alinmasi ve
kalluslardan siirgiin gelisimi ve elde edilen bitkicikler

Sekil 4.13’te, rejenerasyon ortaminda gelisim gosteren kalluslarin alt kiiltiire
aktarilmasinin ardindan siirgiin olusumu ve bitkicik gelisimi gozlemlenmektedir.
Gorselden de anlasilacag: tlizere, bazi kalluslar morfolojik olarak aktif hale gelmis ve
siirglin ile yaprak formasyonlar1 gergeklestirmistir. Bu bulgular, mikrospor kaynakli
kalluslarin organogenesis yoluyla bitki olusturma potansiyele sahip oldugunu ve uygun
hormonal ortam saglandiginda rejeneratif kapasite gosterebildigini ortaya koymaktadir.
Patlicanda mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda mikrosporlardan elde edilen kalluslardan
organogenesis yoluyla farkli genotiplerden farkli oranlarda bitki elde edildigi daha
onceki calismalarda da bildirilmistir (Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012; Rivas-
Sendra vd. 2015; Ozdemir Celik 2019). Bu ¢aligmada farkli genotiplerde mikrospor
kiiltiiri sonucunda elde edilen kalluslardan bitki rejenerasyonun genotipe bagh
oldugunu desteklemektedir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, patlicanda (Solanum melongena L.) mikrospor kiltiiri
kullanilarak haploid ve double haploid (DH) bitki elde etme potansiyeli arastirilmistir.
Calisma kapsaminda, farkli meyve tiplerine sahip ii¢ patlican genotipi (P1, P2 ve P3)
mikrospor kiiltiiriine alinarak kallus olusumlar1 gozlemlenerek degerlendirilmistir.
Mikrospor kaynakli kallus dokularindan bitki rejenerasyonu basariyla gerceklestirilmis
ve genotipler arasindaki farkliliklar agik¢a ortaya konmustur. Bu bulgular, mikrospor
kiltliriinde genetik yapinin temel belirleyici bir faktor oldugunu goéstermektedir.

Denemeler sonucunda, uzun meyve tipine sahip P1 genotipinde ortalama 77
kallus/petri ile en yiiksek kallus olusumu goézlenmistir. Ayn1 meyve tipine sahip fakat
diisiik performans gosteren P2 genotipinde bu deger 3.17 kallus/petri, oval tipteki P3
genotipinde ise 52.08 kallus/petri olarak kaydedilmistir. Bu farkliliklar, mikrosporlarin
kallus olusturma kapasitesinin yalnizca tiir i¢i varyasyondan degil, ayn1 zamanda
genotip diizeyindeki 6zgiin 6zelliklerden de kaynaklandigini ortaya koymaktadir. P1
genotipinin yiiksek kallus verimi gostermesi, bu genotipin DH bitki iiretimi acgisindan
potansiyel bir aday olabilecegini diisiindiirmektedir.

Mikrospor kiiltiirii yoluyla elde edilen kalluslarin bitkiye doniisiim orani, P1 ve
P3 genotiplerinde pozitif sonu¢ verirken, P2 genotipinde herhangi bir rejenerasyon
gbzlenmemistir. P1 genotipinde kiiltiire alinan her 100 kallustan 14 “iniin siirgiin ve kok
olusturarak tam bitkiye doniistligli belirlenmistir. P3 genotipinde ise rejenerasyon orant
%7 olarak belirlenmis, her 100 kallustan ortalama 7’si bitki olusturmustur.

Androjenik yanitin genotip etkisine bagliligi, yalnizca bu g¢aligmada degil,
literatiirde yer alan pek ¢ok arastirmada da agikga belirtilmistir. Ornegin, DH36 patlican
hatt1 267.36 kallus/ml degeriyle yliksek androjenik kapasiteye sahip model bir genotip
olarak tanimlanirken; Bandera genotipinde %65.1 embriyo olusumu ve 237.5
embriyo/100 anter gibi ylksek DH verimlilik degerlerine ulasilmistir. Bu ornekler,
genotipin mikrospor kiiltiirii basarisinda ne denli belirleyici oldugunu gostermektedir.

Bu nedenle, son yillarda yapilan c¢aligmalarda yiiksek androjenik yanit veren
genotiplerle, diisiik veya yanmit vermeyen genotiplerin melezlenmesi yoluna
basvurulmaktadir. Boylece genetik varyasyondan yararlanilarak mikrospor kiiltiirline
daha iyi yanit verecek hatlarin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Boylelikle, genotip
kaynakl1 kisitlamalarin agilmasi ve yontemin farkli genetik altyapilarda yaygin sekilde
uygulanabilir hale gelmesi miimkiin olabilmektedir. Diger taraftan, her bitki tiirii i¢in
yuksek androjenik yanit gosteren bir “model genotip”in belirlenmesi de Onerilen bir
bagka stratejidir. Bu tiir genotiplerin  belirlenmesi, hem  protokollerin
standardizasyonunu kolaylastirmakta hem de yeni caligmalar i¢in referans materyal
olusturma agisindan 6nemli bir zemin hazirlamaktadir. Ozellikle patlicanda, genetik
temeli giiclii ve mikrospor kiiltiiriine yiiksek yanit gosteren genotiplerin se¢ilmesi, DH
teknolojisinin daha etkin ve verimli bi¢gimde kullanilmasina olanak saglayacaktir.

F: hibritlerde yapilan ¢aligmalar da melezlemenin androjenik basar1 tizerindeki
olumlu etkilerini ortaya koymustur. Uygun anne-baba kombinasyonlariyla elde edilen
hibrit bireylerde embriyo olusum oranlarinin anlamli bigimde artis gosterdigi
bildirilmistir. Bu bulgular, genetik ¢esitliligin mikrospor kiiltiirii  basarisini
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artirabilecegini ve yeni, yiikksek yanitli hatlarin gelistirilebilmesi agisindan melezleme
caligmalarinin 6nemli bir arag olabilecegini desteklemektedir.

Bu degerlendirmeler 15181nda, calismamizda yiiksek kallus verimi sergileyen P1
genotipinin, patlicanda DH teknolojisinin gelistirilmesi ve model genotip arayislari
acisindan  degerlendirilebilecek giiglii  bir aday olabilecegi diistiniilmektedir.
Literatiirdeki bulgularla birlikte ele alindiginda, genotip se¢iminin mikrospor kiiltiirii
protokollerinin basarisi iizerindeki belirleyici rolii net bir bicimde ortaya ¢ikmaktadir.

Islah programlarinda iistiin Ozelliklere sahip standart ve hibrit cesitlerin
gelistirilmesi i¢in DH teknigiyle elde edilen homozigot genotiplerin kullanimi énemli
avantajlar sunmaktadir. Mikrospor kaynakli embriyolardan basarili bitki rejenerasyonu
ise, patlican dahil olmak tizere bir¢ok kiiltiir bitkisinde silirecin en kritik asamasini
olusturmaktadir. Bu asamadaki basariyr dogrudan etkileyen en 6nemli unsur, donor
bitkinin genetik yapisidir. Nitekim, onceki ¢aligmalar gibi bu calismada da genotipin
mikrospor kiiltlirii etkinligi {izerindeki etkisi dogrulanmis; belirli genotipler icin
ozellestirilmis protokollerin gelistirilmesi gerektigi sonucuna ulagilmistir.

DH teknolojisi, patlicanda klasik 1slah programlarin1 hizlandiran, seleksiyon
stiresini kisaltan ve sabit hatlarin elde edilmesini saglayan giivenilir bir yontemdir. Bu
teknoloji, ozellikle genetik temeli giiclii genotiplerle uygulandiginda, 1slah siirecine
onemli katkilar saglayabilmektedir.

Bununla birlikte, patlicanda mikrospor kiiltiiri hilen tam olarak
standartlastirilamamistir. Mikrospor evresinin dogru belirlenmesi, on kiiltiir kosullari,
stres uygulamalar1 ve besi ortami bilesenleri gibi bircok faktdr yontemin basarisini
dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle, farkli genotiplerde tekrarlanabilir sonuglar elde
edilebilmesi icin uyarlanabilir ve optimize edilmis protokollerin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Sonug olarak, bu calisma patlicanda mikrospor kiiltiirii yoluyla DH bitki iiretimi
konusunda yeni veriler sunmakta ve ozellikle genotip bazli yanit farkliliklarini ortaya
koyarak bu alandaki bilgi birikimini zenginlestirmektedir. Elde edilen bulgular, hem
kiiltiir protokollerinin iyilestirilmesine hem de 1slah programlarina entegre edilecek
uygulamalarin gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir. Bu yoniiyle calisma, patlican
1slahinda DH teknolojisinin daha etkin ve rutin sekilde kullanilabilmesine yonelik
gelecekteki arastirmalara degerli katkilar saglayacaktir.
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