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OZET

PATLICAN (Solanum melongena 1..) ANTER KULTURUNDE BAZI BUYUME
DUZENLEYICILERININ HAPLOID BiTKi REJENERASYONU UZERINE
ETKIiSi
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Haziran 2025; 45 sayfa

Patlican (Solanum melongena L.), Solanaceae familyasina ait dnemli bir tiir olup,
vitamin, mineral ve karbonhidrat agisindan zengin, ekonomik degeri yiiksek bir sebzedir.
Bitkinin kromozom sayis1 2n = 2x = 24 olup diinyada en ¢ok iiretilen sebzeler arasinda
besinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye'de patlican hem agik tarlalarda hem de seralarda
yetistirilmekte olup, tiretimini ve kalitesini sinirlayan bir¢ok problem bulunmaktadir.
Tiirkiye’de onemli bir tarim iirlinii olmasina ragmen, patlican 1slah1 ¢ogunlukla klasik
1slah yontemleriyle yapilmaktadir. Bunun baslica nedeni, klasik 1slah yontemlerine
entegre edilebilecek etkili biyoteknolojik tekniklerin yeterince gelistirilmemis olmasidir.
Normalde 10-15 yil gibi uzun bir siire¢ gerektiren klasik 1slah yontemleri, uygun
biyoteknolojik yontemlerle desteklendiginde bu siire 1/3 oraninda kisaltilabilmektedir.

Bu ¢alismada, haploid embriyo indiiksiyonu i¢in verimli bir protokol gelistirmek
amaciyla Aydin Siyahi ¢esidi kullanilmistir. Bu amagla anter kiiltiirii ¢alismasi i¢in farkl
konsantrasyonlarda (1, 2, 3, 4, 5 mg/l) BAP, IAA ve GA3 bitki biiyiime diizenleyicileri
MS FeNa-EDTA (PhtoTech Labs Katalog No: 5800) besi ortamina eklenmis ve bu
diizenleyicilerin patlican anter kiiltiirii tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Anterler kiiltiire
alinmadan Once, en uygun mikrospor gelisim evreleri belirlenmistir. Uygun evredeki
tomurcuklar giinliik olarak toplanmis ve +4°C’de 24-36 saat siireyle soguk 6n islem
uygulanmistir. Hazirlanan cesitli besi ortamlarinin etkinligi; direk rejenerasyon (bitki),
sadece kok gelistiren anter, kallus olusumu, kallustan siirgiin olusumu, sadece kok
olusturan kallus ve kallustan koklii siirglin olusumu parametreleriyle degerlendirilmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, hormon uygulanmis ortamlarda degisen
seviyelerde kallus indiiksiyonu oldugunu, en yiiksek oranlarin 5 mg/l GA3 (%15,2) ve 3
mg/l BAP (%11,8) iceren ortamlarda gozlendigini ortaya koymustur. IAA ve GA3 iceren
ortamlarda siirgiin olusumu gozlenmezken, 3 mg/l BAP igeren ortamda siirgiin olusumu
(%22,04) gozlenmistir. BAP 3mg/l uygulamasinda siirgiin rejenerasyonu gerceklesmis
olsa da, bu yapilar kok olusturmamistir. Bununla birlikte, bu ¢calismada sunulan anter
kallusu ve siirgiin sonuglari, bu biiyiime diizenleyicilerinin (BAP, IAA ve GA3) etkilerini
ortaya koymasi agisindan onemlidir. Bu bulgular, uygulanan hormonlarin morfogenezi
kismen indiikledigini, ancak Aydin Siyahi ¢esidinin diisiik androjenik potansiyele sahip
olabilecegini veya protokol optimizasyonuna ihtiya¢ duyulabilecegini gostermektedir.
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ABSTRACT

EFFECT OF SOME GROWTH REGULATORS ON HAPLOID PLANT
REGENERATION IN EGGPLANT (Solanum melongena L..) ANTHER
CULTURE

Vasco Eddie TEAH
MSc. Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin UYSAL
June 2025; 45 Pages

Eggplant (Solanum melongena L.) is an important species belonging to the
Solanaceae family, rich in vitamins, minerals and carbohydrates, and is a vegetable with
great economic value. The chromosome number of the plant is 2n = 2x = 24 and it ranks
fifth among the most produced vegetables in the world. Eggplant is grown in both open
fields and greenhouses in Tiirkiye, and there are many problems that limit its production
and quality. Although it is an important agricultural product in Tiirkiye, eggplant
breeding is mostly done with classical breeding methods. The main reason for this is that
effective biotechnological techniques that can be integrated into classical breeding
methods have not been developed sufficiently. Classical breeding methods, which
normally require a long process of 10-15 years, can be shortened by 1/3 when supported
by appropriate biotechnological methods.

In this study, Aydin Siyah1 variety was used to develop an efficient protocol for
haploid embryo induction. For this purpose, BAP, IAA and GA3 plant growth regulators
were added to MS FeNa-EDTA (PhtoTech Labs Catalog No: 5800) medium at different
concentrations (1, 2, 3, 4, 5 mg/l) for anther culture study and the effects of these
regulators on eggplant anther culture were investigated. Before the anthers were cultured,
the most suitable microspore development stages were determined. Buds at the
appropriate stage were collected daily and cold pretreatment was applied at +4°C for 24—
36 h. The effectiveness of the various nutrient media prepared was evaluated on the
parameters of direct regeneration (plant), anther that develops only root, callus formation,
shoot formation from callus, callus that’s develops only root, and rooted shoot formation
from callus.

The results obtained from this study revealed that there was callus induction at
varying levels in hormone-applied media, with the highest rates observed in media
containing 5 mg/l GA3 (15.2%) and 3 mg/l BAP (11.8%). While no shoot formation was
observed in media containing IAA and GA3, shoot formation was observed in media
containing 3 mg/l BAP (22.04%). Although shoot regeneration occurred in 3 mg/l BAP,
these structures did not form roots. However, the anther callus and shoot results presented
in this study are important in terms of revealing the effects of these growth regulators
(BAP, IAA and GA3). These findings indicate that the applied hormones partially induced
morphogenesis, but the Aydin Siyahi variety may have low androgenic potential or
protocol optimization may be needed.
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ONSOZ

Bu tez c¢alismasi, Aydin Siyahi c¢esidi kullanilarak patlicanda (Solanum
melongena L.) haploid bitki elde etme oranini artirmak amaciyla yliriitilmiistiir. Bu
caligmanin temel odagi, basta patlican olmak tizere Solanaceae familyasina ait bitkilerde
1slah ¢aligmalarint 6nemli dl¢lide hizlandirabilecek DH teknolojilerinin gelistirilmesine
yonelik devam eden ¢abalara katki saglamaktir. Farkli hormon uygulamalari altinda anter
kaynakli dokularin morfogenetik tepkilerinin incelenmesiyle bu arastirma, androjenezi
zor g¢esitlerde iyilestirmeye yonelik protokol optimizasyonu ve genotipe 0zgii stratejilere
dair 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ayrica, 6zellikle yerel ¢esitlerde patlicanda androjenik
yanitlarin anlasilmasi ve iyilestirilmesine yonelik devam eden bilimsel ¢abalara katkida
bulunmaktadir. Elde edilen bulgular, 6zellikle kallus ve siirglin olusumuyla ilgili veriler,
mevcut in vitro rejenerasyon tekniklerinin hem olanaklarini hem de smirhiliklarini
vurgulamakta ve genotip-duyarli protokollere olan ihtiyact ortaya koymaktadir. Bu
sonuglar, bitki doku kiiltiirli ve haploid biyoteknoloji alanindaki gelecek arastirmalar igin
bir temel olusturabilir.

Ancak, arastirma siireci hem akademik agidan kazanimli hem de kisisel olarak
zorlayict olmustur. Bilimsel ve teknik zorluklarla karsilasmam, degerli 6grenme
deneyimleri sagladi. Kisisel diizeyde ise, bu tezi hazirlarken yasadigim giicliikler
yalnizca akademik degil, ayn1 zamanda duygusal boyuttaydi. Arastirmanin en yogun
evresinde babami kaybetmem, motivasyonumu ve odaklanmami derinden etkilemistir.
Onun vefat1 kalbimde derin bir bosluk birakti, ancak ayn1 zamanda bu tezi onun anisina
tamamlama konusunda sessiz bir gii¢ ve kararlilik kaynagi olmustur. Ayrica, ailemden
uzun siireli ayriligin yarattigi 6zlem ve yalnizlikla basa ¢ikmak, akademik disiplinin
otesinde bir direng gerektirdi; ancak bu siire¢, azmin ve baghligin 6nemini bir kez daha
hatirlatmistir.

Tiim bu zorluklara ragmen, patlican biyoteknolojisine dair bilimsel bilgiye kiigiik
de olsa bir katki saglayabilme firsatina sahip oldugum i¢in minnettarim. Bu tezin, bitki
biyoteknolojisi, doku kiiltiirii ve haploid teknolojiler yoluyla bitki 1slah1 alaninda ¢alisan
gelecekteki aragtirmacilar i¢in hem bilimsel bir kaynak hem de kisisel direng, gelisim ve
amag yolculugunun bir ifadesi olarak deger tagimasini umuyorum. Ayrica, bir dl¢lide de
olsa, patlican doku kiiltiirii ve basarisini etkileyen faktorlere dair bilimsel anlayisa katki
saglamasini temenni ediyorum.

Once Tanri, tez ¢alismama degerli katkilarindan ve ¢alismam siiresince boyunca
bilgi ve deneyimlerini benimle paylastigi icin danismanim Dog. Dr. Hiiseyin UYSAL’a
en igten tesekkiirlerimi sunmak isterim. Bana sagladig1 destek ve rehberlik, karsilagtigim
zorluklarin {istesinden gelmemde ve bu calismayr tamamlamamda belirleyici bir rol
oynadi. Ayn1 zamanda istatistiksel analizler konusundaki desteklerinden &tiirii Dog. Dr.
Mehmet TEKIN ve Dog. Dr. Samet ABACI’ya siikranlarimi sunarim. Ayrica, Ziraat
Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii'nde gorev yapan akademik ve idari personele,
bilgi ve destekleri i¢in tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisansimi Tarimsal Biyoteknoloji alaninda tamamlama firsatin1 sagladigi
icin Tiirkiye Burslari'na tesekkiir ederim. Ayrica, bu ¢aligmanin basarili bir sekilde
tamamlanmas1 i¢in gerekli malzemelerin temininde maddi destek saglayan Akdeniz



Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne siikranlarimi sunarim. Son olarak,
sevgili annem Albertha Jordan’a ve kardeslerime, egitim siirecim boyunca bana
gosterdikleri sarsilmaz destek ve dualart i¢in sonsuz tesekkiir ederim. Tirkiye'deki
egitim siirecimi unutulmaz bir yasam deneyimine doniistiiren arkadaslarima ve aile
iiyelerime de tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ‘“Patlican (Solanum Melongena L.) Anter
Kiiltiiriinde Bazi Biiyiime Diizenleyicilerinin Haploid Bitki Rejenerasyonu Uzerine
Etkisi” adl1 bu ¢caligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini
belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi
beyan ederim.
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GIRIiS V.E. TEAH

1. GIRIS

Solanaceae (Patlicangiller) familyasi, onemli tarimsal bir¢cok bitki tiiriinii
icermektedir. Ekonomik degere sahip bitkilerin {i¢iincli biliyiik grubudur ve Kkiiltiire
alinmig ekili tiir sayis1 bakimindan en biiyiik sebze grubunu olusturmaktadir (Mueller
vd., 2005; Sekara vd., 2007; Vorontsova vd., 2013). Solanaceae taksonlar1 ¢ok cesitli,
olup; 100 cins ve yaklasik 2500-4000 tiirden olusur (Olmstead vd., 2008; Knapp ve
Peralta, 2016). Solanaceae familyasindan Solanum cinsi yaklasik 2300 tiirden olusur. Bu
sayl Solanaceae familyasinin neredeyse yarisini olusturur ve c¢ogunlukla diinyanin
tropikal ve subtropikal bolgelerinde dagilmistir (Olmstead vd., 2008; Yang vd., 2023).
Yildirim'a (2020) gore Tirkiye'de Solenacea familyasina ait 12 cins ve 36 tiir
bilinmektedir.

Patlican (Solanum melongena L. , 2n = 2x = 24), diinyanin tropikal ve subtropikal
bolgelerinde yenilebilir meyveleri i¢in yaygin olarak yetistirilen ekonomik agidan 6nemli
bir sebze tiiriidiir (Rotino vd., 2014; Sharma ve Kaushik, 2021). Asya, Amerika, Avrupa
ve Akdeniz havzasinda yaygin olarak yetistirilmektedir. Patlican, Gliney Asya'da,
ozellikle Pakistan, Hindistan ve Banglades'te yaygin olarak brinjal olarak bilinir;
Avrupa'da Fransizca bir kelime olan aubergine; ve Amerika'da Gine kabagi olarak
isimlendirilmektedir. 'Patlican’ terimi yalnizca S. melongena'yva degil, ayn1 zamanda her
ikisi de Afrika'da yerel 6neme sahip olan iki diger ilgili tiir olan Scarlet (S. aethiopicum
L.) ve gboma'ya (S. macrocarpon L.) da atifta bulunur (Daunay ve Hazra 2012; Rakha
vd., 2021). Brezilya ve Karayipler gibi diinyanin bazi bolgelerinde, bu Afrika tiirleri,
ozellikle S. aethiopicum 6nemli bir 6neme sahiptir (Schippers 2000; Sunseri vd., 2010;
Gramazio vd., 2023).

Bitki tiirlerinin kokeni genellikle arkeolojik kanitlarin yani sira yabani tiirlerin
veya evcillestirilmis formdaki atalarin varligina dayanarak belirlenir. Uzun zaman 6nce
yetistirilen patlican ve yabani akrabalarinin evrimsel tarihi ve biyocografyasi: hakkinda
cok fazla tartisma yapilmistir (Aubriot vd., 2018). Ilk olarak Afrika, Avrupa ve Asya'da
yetistirildigine inanilmaktadir (Daunay vd., 2001; Knapp vd., 2004; Boyaci, 2007);
ancak, patlicanin birincil kokeni Asya'nin Hint-Birmanya bolgesi olarak kabul edilirken,
Hindistan ve Cin ikincil gen merkezleri olarak kabul edilmektedir (Kalloo, 1993; Meyer
vd., 2012). Bununla birlikte, Vavilov (1951), Solanum melongena'nin Hint-Cin menseine
0zgii oldugunu distiniiyordu.

Tek bir ¢esit grubu igerisinde dahi patlican, 6zellikle biiyiikliik, renk ve sekil gibi
meyve Ozellikleri (Sekil 1.1) ile agronomik &zellikler ve farkli ortamlara adaptasyon
acisindan genis bir morfolojik cesitlilik gostermektedir (Cericola vd., 2013; Taher vd.,
2017; Chapman, 2020; Kouassi vd., 2020; Ro vd., 2022; Tuzlama vd., 2022). Kiiltiire
almmis patlicanlar i¢indeki ¢esitlilik, onemli Olgiide gelistirilmis modern cesitlerin
gelistirilmesine olanak saglamis olup patlican 1slah programi igin biiylik ilgi gdren
degerli bir genetik kaynaktir (Daunay ve Hazra 2012; Gramazio vd., 2023). Ancak, bu
yiksek morfolojik ¢esitlilik, cogunlukla birka¢ ana gendeki, Ozellikle meyve
ozellikleriyle iligkili olanlardaki genetik ¢esitliligin sonucudur (Daunay vd., 2004; Portis
vd., 2015; Toppino vd., 2016; Mangino vd., 2021; Guan vd., 2022), bu da genotipin genel
genetik varyasyonunu daraltir (Acquadro vd., 2017; Barchi vd., 2019; Liu vd., 2019).



GIRIS V.E. TEAH

Patlican cesitleri erkenci-gecci olmalari, ¢evre kosullarina uyum saglamalari,
kokeni, sekli, rengi ve diger 6zelliklerine gore S. melongena L., S. aethiopicum L. ve S.
macrocarpon L. olmak iizere {i¢ botanik varyete altinda siniflandirilmistir (Giinay, 1992;
Sekara vd., 2007; Ali vd., 2011). Bununla birlikte, diinyanin bir¢ok yerinde en yaygin
olarak yetistirilen tiir olan S. melongena L.min genellikle dort alt tiirii oldugu
distiniilmektedir. Bu tiirler arasinda S. melongena var. esculentum Dunal (Nees) —
yuvarlak, oval veya yumurta seklinde meyveler; S. melongena var. serpentinum Desf. —
uzun ince meyveler; S. melongena var. depressum L. — kiiglik, minyatiir meyveler, clice
ve erken tiirler; ve S. melongena var. insanum-yabani formda, dikenli ve kii¢iik meyveler
olusturmaktadir. Ancak bu tiirler renk, habitus, sekil, verimlilik ve kullanim agisindan
farklilik gostermektedir (Kalloo, 1993; Giiveng, 2016).

Sekil 1.1. Diinya Sebze Merkezi germplazm koleksiyonundaki S. melongena
genotiplerinin bazi farkli meyve sekilleri, renkleri (Taher vd., 2017).

Ayrica, 98 patlican genotipinden 58'inin S. melongena'ya, 24'iniin S.
aethiopicum'a ve 16'sinin S. macrocarpon'a ait oldugu kesfedilmistir (Sekara vd., 2007;
Polignano vd., 2014). Bununla birlikte, bu patlican tiirlerinin tiimii, 6nemli farkliliklarla
birlikte belirgin benzerlikler ve farkliliklar gostermektedir (S¢kara vd., 2007; Ali vd.,
2011).

Glinlimiizde patlican, besin igeriginin bilesimi ve tibbi degeri nedeniyle giderek
daha iyi taninmaktadir. Patlican, diinyanin en saglikli on gida kaynagindan biri olarak
tanimlanmistir ve diinya ¢apinda yetistirilen en iyi sebze tiirlerinden biridir (Bliss ve
Elstein, 2004; Caguiat ve Hautea, 2014). lyi bir mineral, vitamin, protein, karbonhidrat,
yag vb. kaynagi olarak kabul edilmistir (Cizelge 1.1) ve besin degeri agisindan domatesle
karsilastirilabilir (Kalloo, 1993; Singh ve Kumar, 2007; Scorsatto vd., 2017; Samtiya vd.,
2021). Patlicanin meyve ve yapraklarinin kan ve karacigerdeki kolesterol seviyeleri
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iizerinde disiiriicii etkisi oldugu tespit edilirken, patlican 6ziitii diyabet, astim ve bronsit
gibi farkli tedavilerde kullanilmaktadir (Daunay vd., 2007; Kaushik vd., 2017).

Cizelge 1.1. Patlicanda 100-gram basina besin maddeleri ve igerikleri (Fraikue, 2016;
Naeem ve Ugur, 2019; Sharma ve Kaushik, 2021).

BILESENLER ONERILEN GUNLUK ALIM (%)
Mineraller mg Vitaminler mg
Proteinler (%2) 0,80-1,01g Ca 7,4-9,0 (%1) Vit. A 0,8 (%1)
Karbonhidratlar | (%4) 4,70-5,88g Fe 0,20-0.24 (%2) Vit.B 18-22
Kompleksi  (%3-6)
Enerji (%1) 100-104 KJ Mg 13,5-14 (%4) Askorbik 1,8-2,2
Asit (%3)
Sekerler 2,35-3,53 ¢ Mn 0,20-0,25 (%11) Vit.E 0,2-0,3
(%2)
Diyet lifi (%9) 2,80-3,40g P 22,5-25 (%3) Vit. K 2,9-3,5
(%3)
Yag 0,18-0,20 g K 129-130 (%5) Niasin (B3) 0,649
(%4)
Zn 0,10-0,16 (%2) Riboflavin  0,04-0,11
(B2) (%3)

Ayrica patlicanin, insan sagligi i¢in faydali olan antioksidanlar ve daha yiiksek
konsantrasyonda fenolik asitler gibi saglhigi tesvik eden yiiksek biyoaktif bilesikler
icerdigi bulunmustur (Cao vd., 1996; Braga vd., 2016; Blando vd., 2018; Scorsatto vd.,
2019). Arastirmalar, antioksidanlar ve fenolikler acisindan yiiksek yiyecekler yemenin,
yaslanmanin neden oldugu saglik sorunlarini ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
akut solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi kronik hastaliklar1 6nleme potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir (Friedman, 2015; Naeem ve Ugur, 2019). Ayrica, patlican
liflerinin mideden toksinleri ve zararli maddeleri uzaklastirarak sindirime yardimci
oldugu bulunmustur ve muhtemelen anemi, ateroskleroz ve yag dejenerasyonunun
tedavisinde kullanilabilir (Siasos vd., 2013; Seraj vd., 2017; Ekweogu vd., 2019).

Patlican, iceriginde bulunan alkaloitler nedeni ile farmakolojik anlamda da
biliminsanlarinin dikkatini ¢ekmistir (McGehee vd., 2000). Alkaloitler, tiim patlicanlarda
bulunan toksinlerdir ve bu maddeler yesil bir renk tonu ve aci bir tat gelistirir, ancak
pisirme alkaloitlerin azaltilmasina yardimc1 olur (McGehee vd., 2000). Bu nedenle eski
caglardan beri diinyada ilag iiretimi ve alternatif tipta siklikla kullanilmaktadir. Ornegin,
yapilan ¢aligmalar patlicanin igerdigi yiiksek miktarda alkaloit nedeniyle yiizyillardir
geleneksel Cin ve Hint tibbinda kullanildigini géstermistir (Daunay ve Janick, 2007;
Daunay vd., 2007). Alkaloitler farmasotik 6neme sahip olsa da, asir1 seviyelerde olumsuz
etkilere sahiptir ve asir1 aciliga neden olabilir.

Kiiresel 6lcekte patlicanin ekonomik degeri ve iiretimi 6nemli olgiide artmistir.
Patlican, Solanaceae familyasinda en ¢ok yetistirilen ve iiretilen dordiincii sebze tiirtidiir
(Taher vd., 2017; Mir vd., 2021) ve diinya sebze liretiminde besinci sirada yer almaktadir
(FAO 2023). Patlicanin kiiresel iiretimi son on yilda %25,0 artarak 2012'de 47,3 milyon
metrik tondan 2023'de 60,8 milyon metrik tona c¢ikmistir (FAO 2023). Patlican
liretiminin ¢ogu Asya'dan yapilmakta olup bunu Afrika, Orta Dogu ve Akdeniz havzasi
takip etmektedir (Gramazio vd., 2023). FAO 2023 istatistiklerine gore, diinyanin toplam
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patlican iiretiminin %94,2'si Asya'da yapiliyor ve Cin 39,2 milyon mt (%64,5) ile en
biiytik tiretici olurken, onu 12,8 milyon mt (%21,3) ile Hindistan takip ediyor. Tiirkiye,
Misir'dan sonra diinyada dordiincii sirada yer alirken, onu 0.80 (%1,32) milyon mt’luk
iiretimle Endonezya takip etmektedir (FAO 2023; http://www.tuik.gov.tr/) (Sekil 1.2).

m Uretim (%)

Sekil 1.2. Diinyadaki en fazla 10 patlican iireticisi ilk 10 iilke (FAO 2023).

Tiirkiye, Asya'daki cografi konumu ve yapisi nedeniyle sebze iiretimi agisindan
onemli merkezlerden biri haline gelmistir. Toprak yapisindaki cesitlilik, zengin su
kaynaklar1 ve iklim 6zellikleri nedeniyle gecis bolgelerinde bile birgok sebze iiriinliniin
yetistirilmesine elverislidir (Vural, 2019; Yildirim, 2020). Ancak patlican iiretimi iklim
ve toprak istekleri ve zorlu bakim kosullar1 nedeniyle her {iiretici tarafindan kolaylikla
tercih edilmemektedir. TUIK verilerine (2024) gére, 2023 yilinda Tiirkiye’deki toplam
sebze lretiminin yaklasik 1 milyon tonunu patlican olusturmus olup, toplam iiretim
icindeki pay1 %2,6’dir. Akdeniz bolgesi, Tiirkiye patlican iiretiminin yaklasik 1/3'tinii
olusturan patlican iiretiminin en yiliksek oldugu bolgedir (Vural, 2019; Yildirim, 2020)
(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de bolgelere gore patlican iiretim alanlari.

Patlican, tropikal iklim bélgesinde ¢ok yillik bir {iriin olarak yetistirilirken,
diinyanin serin iklim bolgelerinde tek yillik bir iirlin olarak yetistirilir. Tiirkiye'de agik
alanda yaz sebzesi, seralarda ise kis ve sonbahar sebzesi olarak yetistirilmektedir (Vural,
2019; Yildirim, 2020). Patlicanin ekonomik degeri yiiksektir ve Tiirkiye'de daha ¢ok acik
alanda yetistirilir. Ancak 1970'li yillarin sonunda sera ve tohum teknolojilerinin
kullanilmaya baslanmasindan itibaren serada iiretime baglanmis ve yil boyunca tiretilen
sebzelerden biri haline gelmistir (Vural vd., 2019). Seracilikta yerel ¢esitlerle baslayan
iretim, son yillarda yerini F1 hibrit tohumlara birakmistir.

Giliniimiizde patlican yetistiriciliginde hibrit ¢esitlerin kullanimi 6nemli 6lclide
artarken, yerel ¢esitler azalmis ve bazi yerel ¢esitlerin yok olmasina yol agmistir (Boyact
vd., 2010; Boyaci1 ve Topcu, 2014; Vural vd., 2019). Seralarda yetistirilen gesitlerin
verimi F1 hibrit cesitleri sayesinde artmistir. Bunun nedeni, 6zellikle verim agisindan
standart ¢esitlerle karsilastirildiginda, ekonomik karakter ve degerler agisindan onemli
bir canlilik sergilemis olmalaridir (Sambandam, 1964; Khan vd., 2022).

Bu nedenle patlicanda ana 1slah yontemi F1 hibrit tohum 1slaht olmustur. Hibrit
tohum tretimi, ana hat olarak kullanilacak onceki nesil saf, homozigotluk seviyesi
yiiksek hatlara dayanmaktadir. Saf (homozigot) hatlar i¢in 1slah 6-12 nesil siirmesine ve
akrabal1 yetistirme nedeniyle tlirden tiire de§ismesine ragmen, bitki 1slah¢ilar1 tireme
stiresini kisaltabilen ve sadece bir veya iki nesilde %100 saf hatlar saglayabilen
haploidizasyon tekniklerini giderek daha fazla benimsemistir (Ellialtioglu vd., 2012;
Prigge vd., 2012; Vural vd., 2019; Khan vd., 2022). Bununla birlikte, saf hatlarin daha
hizl elde edilebilmesi i¢in etkili biyoteknolojik tekniklerin klasik 1slah sistemine entegre
edilmesi gerekmektedir. Modern 1slah teknikleri arasinda yer alan haploidi teknikleri,
ozellikle bir veya iki nesilde %100 homozigot saf hatlarin iiretilmesine olanak sagladigi
icin yetistiriciler i¢in ¢ok biiyiik avantajlar saglayan biyoteknolojik tekniklerden biridir.
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Patlican haploidi ¢aligmalarinda, haploid bitkiler elde etmek i¢in androjenez teknikleri,
Ozellikle anter kiltiiri kullanilmistir. Bu islem 1slah stirecinde klasik 1slaha
karsilastirildiginda 5-6 yil gibi bir zaman tasarrufu saglar. Bu nedenle, bu calisma
patlicanda anter kiiltlirii yontemi kullanilarak haploid bitki rejenerasyonu iizerine bazi
bitki biiyiime diizenleyicilerinin [6-Benzil amino purin (BAP), indol-3 asetik asit (IAA)
ve Giberallik asit (GA3)] etkilerini arastirmayi ve ortaya koymayi amaglamaktadir.
Gelistirilen protokol ile haploid bitkilerden elde edilen kromozom iki katina ¢ikarilarak
DH bitkileri elde edilmesi amaglanmistir. Bu teknik kullanilarak kisa siirede haploid ve
DH bitkiciklerin elde edilme olanaklari aragtirilmigtir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Son zamanlarda, biyoteknolojideki ilerlemeler, 1slah programinda amaglara
ulagsmak, gereken siireyi kisaltmak ve verimliligi artirmak i¢in gii¢lii ve degerli bir arag
sunmustur ve ayrica ekonomik ve ekolojik hedeflere hitap etmektedir (Kashyap vd.,
2003). Biyoteknolojide haploid ve double haploid (DH) teknolojisi gibi yontemler,
geleneksel 1slah yontemlerini hizlandirmak ve tamamlamak i¢in 1slahta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin F1 melez tohumlar iiretmek i¢in kullanilmasz, ¢iftgiler
ve yetistiriciler i¢in giderek artan bir 6neme sahip olmasi nedeniyle bitki 1slahinin en
popiiler yonlerinden biridir (Ribarits vd., 2009). Yetistiriciler ve ticari iireticiler, melez
canlilig1 ve beraberinde getirdigi 1slah gelistirme nedeniyle melez tohum iiretmeye daha
fazla ilgi duyma egilimindedir.

2.1. Haploidizasyon ve Double Haploid

Haploid iiretiminin genetik ve 1slahtaki etkisi ve ©nemi uzun zamandir
bilinmektedir. Haploidler, gametik kromozom sayisini (2n yerine n) tasiyan bitkilerdir
(sporofitler). Bunlar dogada kendiliginden veya cesitli indiiksiyon teknikleri sonucu
ortaya ¢ikabilen bitkilerdir (Murovec ve Bohanec, 2012). Bununla birlikte, kendiliginden
haploid olusumunun siklig1 ¢ogu bitki tiiriinde ¢ok diisiikktiir ve bunlar1 dogada
belirlemek kolay degildir. Siklik tiirlere ve hatta genotiplere gore degismekle birlikte
%0,001-0,1 arasindadir (Dumas de Vaulx vd., 1981).

Haploid ¢alismalar1 kavrami ilk olarak 1921 yilinda Bergner tarafindan Datura
stramonium L.'de kendiliginden haploid bitkilerin kesfi ile baglamis ve Blakeslee vd.
(1922) tarafindan rapor edilmis ve tanimlanmistir. Ayrica Kostoff (1929) tarafindan
Nicotiana tabacum x Nicotiana langsdorfii tiirlerinin melezlenmesiyle dogal haploid
bitkilerin elde edildigi bildirilmistir. 2003 itibariyle, 250'den fazla bitki tiirtinde haploid
bitkilerin indiiklenmesi ve elde edilmesi i¢in protokoller uygulanmaktadir (Maluszynski
vd., 2003). Bununla birlikte, farkli arastirmacilar haploid bitkiler elde etmek i¢in tilirler
arasi hibridizasyonun yani sira ge¢ tozlasma, farkli sicaklik soklari, 1sinlanmis polenle
tozlasma, UV ve X-isinlarmi kullanmiglardir (Yeung vd., 1981; Bajaj, 1990; Pierik,
1997). Bugiine kadar patlicanda haploid iiretimle sonuglanan kendiliginden partenogenez
gozlemlenmemistir.

Morfolojik 6zellikler agisindan normal diploidlerinden nispeten daha kiiciik olan
haploidler, eseysel kisirlik nedeniyle tohum iiretemezler (Caglar ve Abak, 1999;
Ellitiyeoglu vd, 2001; Dunwell, 2010; Murovec ve Bohanec, 2012). Bu yiizden, double
haploid olabilen yeni haploid bireylerin yapay iiretimi, doku kiiltiirii siirecinde
kendiliginden veya kimyasal ajanlar kullanilarak normal ploidi seviyelerini (2n) yeniden
olusturabilir. Bu isleme DH veya dihaploidizasyon denir (Ellialtioglu vd., 2001). Ikinci
kromozom seti orijinaliyle ayn1 oldugundan, bunlar gercek DH'lerdir ve tiim 6zellikler
icin %100 homozigottur. Organizmanin ploidi seviyesine bagli olarak, bir haploid doku
her bir homolog kromozomun birden fazla kopyasina sahip olabilir (Bat vd., 2021).

Giliniimilizde, haploid bitkilerin degeri ve Oneminin yam sira doku kiiltiiri
laboratuvarlarinda onlardan kaynaklanan DH'lerin tamamen homozigotik seviyeleri
(%100), modern 1slah programlarinda ¢ok sayida bitki tiirii i¢in artmaktadir (Nowaczyk
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ve Kisiata, 2006; Basay ve Ellialtioglu, 2013). Haploidler kendileri ¢calismak icin yararh
deneysel sistemlerdir ve iki ana nedenden dolay1 arzu edilirler; ¢ekinik mutasyonlarin
etkileri, ¢ilinkii fenotipleri baskin aleller tarafindan maskelenmez ve kromozomlarini
kolsisin ile iki katina ¢ikararak homozigot bireylere doniisiiriilebilir (Ellialtioglu vd.,
2012; Basay ve Ellialtioglu, 2013). Bununla birlikte, asil faydalari, DH hatlarin1 elde
etmek i¢in baglangic materyali olarak hizmet etmektir.

DH teknolojisinin O6nemi daha iyi anlasilmis ve kullanimi giderek
yayginlagmistir. Hibrit tohum {iretimi i¢in gerekli olan DH'ler, klasik 1slah prosediiriinden
cok daha hizl1 ve daha ucuz bir sekilde gercek 1slah (saf) hatlarinin iiretilmesine olanak
sagladig1 icin 1slah programlarinda temel 6neme sahiptir (Forster vd., 2007; Segui-
Simarro ve Nuez, 2008; Dunwell, 2010; Germana, 2011). Dahasi, in vitro kiiltiirle
genlerin stabil kombinasyonlarina sahip homozigot hatlarin iiretimi, geleneksel 1slahin
normalde ihtiya¢ duydugu siirenin yarisindan daha az olan 2-3 yilda gergeklestirilebilir
(Kalloo, 1993; Bargel ve Arnand 1986).

Ek olarak, DH'lerin tamamen homozigot durumu, onlari kromozom haritalarinin
olusturulmasini, genetik belirteclerin haritalandirilmasini, belirteg-6zellik iligkisini,
resesif mutasyonlarin tanimlanmasini ve baglanti calismalar1 ile rekombinasyon
fraksiyonlarinin tahminini kolaylastirmak i¢in yararl bir ara¢ haline getirir (Forster vd.,
2007; Dunwell, 2010; Dwivedi vd., 2015). Kolayligina ragmen, DH teknolojisi hala ¢ok
diisiiktiir ve ekonomik acidan énemli bir dizi iiriinde iyi uygulanmanustir. Iyi érnekler
Solanaceae familyasina ait bitkilerde de iyi o6rnekler yer almaktadir (Segui-Simarro vd.,
2011). Solanaceae familyas: i¢inde, yalnizca tiitlinde yeterli ilerleme kaydedilmis olup,
bu tiirlin mikrospor embriyogenezisi i¢in bir model sistem olarak degerlendirilmesine
olanak saglanmistir.

Haploidi indiiksiyonu acisindan patlican, diren¢ agisindan domates ile tiitiin
arasinda goriinmektedir (Segui-Simarro vd., 2011). Patlican mikrosporunun anter
icerisinde embriyonik yola dogru sapmasini indiiklemek miimkiindiir, bdylece sonunda
haploid veya DH bitkilerine doniisecek bir haploid veya DH embriyosu retilebilir
(Corral-Martinez ve Segui-Simarro, 2010; Segui-Simarro vd, 2011). Baz1 durumlarda
patlicanda DH bitkileri elde edilmis olsa da sonuglar tiitiiniin gosterdigi verimlilik ve
uretkenlikten hala cok uzaktir. Solanaceae familyasindaki tiirler arasinda belirli bir
genetik yakinliga ragmen, haploid iiretimi agisindan tiirler arasinda 6nemli bir fark vardir
(Segui-Simarro vd, 2011).

Yapilan caligmalar ve arastirmalar sonucunda in vitro tekniklerin haploid ve DH
bitkileri elde etmenin daha etkili, verimli ve basarili yollar1 oldugu belirlenmistir. Bu
teknikler arasinda androjenez (anter, mikrospor ve dokiilen mikrospor kiiltiirii),
jinogenez (ovill ve yumurtalik kiiltiiri) ve embriyo kurtarma yer almaktadir. Haploid
embriyo uyarimi, 37 familyanin 90 cinsine ait yaklasik 250 farkl tiirde in vitro kosullar
altinda gerceklestirilmistir (Pierik, 1997). Bu teknikler arasinda anter kiiltiird,
uygulanabilirligi (pratikligi) ve kullanim kolaylig1 nedeniyle patlican i¢in en ¢ok tercih
edilen yontemdir.
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2.2. Androjenez ve Anter Kiiltiirii

Giliniimilizde patlican 1slahinda biyoteknoloji ve haploidi tekniklerinin 6nemi
daha iyi anlasilmaktadir. /n vitro kosulda olgunlasmamis erkek gametofitten sporofit
olusumu olan androjenez, ‘Solanaceae, Tahillar ve Brassica’ gibi birgok bitki tiiriinde
haploid ve DH iiretiminin en yaygin kullanilan yontemidir (Ferrie ve Caswell, 2011;
Shariatpanahi ve Ahmadi, 2016; Ahmadi vd.,, 2018). Bu yontemde prensip, polen
hiicrelerinin gamet haline gelmesinin durdurulmasi ve ¢esitli bitki uyaranlar1 yardimiyla
haploid bir bitkiye doniismesi i¢in uygun bir ortama sokulmasidir (Daunay vd., 2001;
Ar1, 2006; Vural vd., 2019). Bu sayede baslangictaki heterozigot materyalden homozigot
materyal elde etmek icin gereken siire azaltilabilir (Daunay vd., 2001).

Son 40 yil, patlicanlardaki androjenez, mikrospordan tiiretilmis embriyo veya
embriyojenik kallulardan haploid ve DH bitkileri {iiretmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982; Rotino, 1996; Segui-Simarro
vd., 2011). Bununla birlikte, bu yaklasim, F1 melezlerinin DH hatlarinin hizli bir sekilde
iiretilmesinin yan1 sira deneysel calismalar ve arastirmalar i¢cin hem 6zel hem de ticari
diizeylerde oprimize edilmis ve yaygin olarak uygulanmistir (Salas vd., 2011). Patlican
1slah ¢alismalarinda, haploid ve DH iiretimi i¢in en yaygin kullanilan androjenez teknigi
anter kiiltiir teknigidir. Bu teknik, pratik uygulanabilirligi ve kullanim kolaylig1 nedeniyle
idealdir (Salas vd., 2011; Salas vd., 2012; Vural ve Ari, 2020; Calabuig-Serna vd., 2021).

Kiiltiirlenmis  anterlerdeki olgunlasmamis mikrosporlardan bitkiciklerin
gelistirilmesi olan anter kiiltiirii, bir gen havuzundan yeni saf (homozigot) hatlar tiretmek
s6z konusu oldugunda, klasik 1slahin sinirlamalarinin iistesinden gelmek icin 1slahgilar
icin ¢ok biiyiik bir degere sahipir (Dunwell, 2010; Germana, 2011; Segui-Simarro vd.,
2011; Calabuig-Serna vd., 2021). Resesif mutasyonlarin tespit edilmesine ve F1 melez
canliliginin elde edilmesine yardimci bir tekniktir (Alpsoy ve Seniz, 2007).

Anter kiiltiirii ile yapilan haploid ¢alismalar1 cogunlukla androjenik haploid ve
DH bitkisi elde etmek amaciyla kiiltiir patlican1 (S. melongena) ile yapilmaktadir
(Rotino, 1996). Sec¢ilmis patlican genotiplerinde anter kiiltiirii yoluyla anterden tiiretilmis
embriyolarin ve embriyonik kallularin in vitro indiiksiyon teknigi, bitkilerin
mikrospordan dogrudan embriyogenez veya kallustan rejenerasyon yoluyla iiretilmesi
icin en kullanigh ve en uygun tekniktir (Raina ve Iyer 1973; Research Group of Haploid
Breeding, 1978; Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982; Karakulluk¢u ve Abak 1992;
Rotino, 2016; Thriveni vd., 2020). Bu teknik, dogrudan ve dolayli embriyogenez yoluyla
mikrosporlardan bitkilerin olusumunu indiiklemek icin stirekli olarak kullanilmisgtir.

Bu teknigin temeli, "mikro-gametogenez" adi verilen bir siirecte olgun polen
tanelerine doniismek lizere baslangicta programlanmis mikrosporlart almay1 igerir;
ancak, mikrosporlarin 6nceden belirlenmis gelisim yolu, haploid veya DH bitkilerinin
ortaya ¢ikmasina neden olan spesifik stres uygulamasiyla embriyonik duruma dogru
saptirilabilir (Shariatpanahi vd., 2006; Shariatpanahi ve Ahmadi, 2016). Bu teknik, tek
bir nesilde tamamen homozigot hatlarin hizli bir sekilde iiretilmesi ve boylece geleneksel
yetistirme programlarinda ¢ok sayida kendi kendine tozlagsma dongiistinden kaginilmasi
icin muazzam bir potansiyel sunar (Ellialtioglu vd., 2006; Dunwell, 2010).
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Bu teknigin diger in vitro haploid teknikler arasindaki ana avantaji,
uygulanmasinin daha kolay ve hizli olmast ve anterde haploid bitkilerin elde
edilebilecegi binlerce mikrospor bulunmasidir (Segui-Simarro vd., 2021). Bununla
birlikte, diger androjenez yontemlerine kiyasla en 6nemli sinirlama, mikrosporlarin anter
duvarlari  veya filament parcalariyla  birlikte  kiltirlenmesi  gerceginden
kaynaklanmaktadir. Anter duvarlart (¢ogunlukla tapetal tabaka) mikrosporlari
koruyabilecek veya biiylimelerini tesvik edebilecek molekiiller salgilayabilir, ancak ayni
zamanda anter dokularmin nekrozlanmasinda oldugu gibi inhibitér ve hatta toksik
bilesikler de salgilayabilir. Her durumda, bu salgilama etkisi kontrol edilemez ve kiiltiir
kosullarimin siki  bir sekilde kontrol edilmesini zorlastirir. Ayrica, biiylime
diizenleyicilerine maruz kaldiklarinda, bu duvarlar in vitro olarak ¢ogalabilir ve kallus
iretebilir ( Bal vd., 2009; Segui-Simarro vd., 2021).

Anter kiiltiirii, bitki 1slah1 amaglar1 i¢in verimliligi yeterli olan ilk kesfedilen
haploid indiikleme teknigiydi (Maluszynski vd., 2003). 1953 yilinda Tulecke, Gingko
biloba bitkisi iizerine yaptig1 ¢aligmada ilk kez haploid uyarimi bildirmistir. Guha ve
Maheshwari (1964) de Datura inoxia'min anter kiiltiirlerinden mikrospor tiirevli haploid
embriyo elde ettiklerini bildirmistir. Bourgin ve Nitsch, 1967 yilinda anter kiiltiirii
teknigini kullanarak Nicotiana tabacum (titiin) tiriinden ilk haploid bitkiyi elde
etmislerdir. Ayrica, 1970 yilinda Kasha ve Kao, Hordeum vulgare'den (arpa)
melezleyerek ilk maternal haploid bitkiyi elde etmilerdir. izole mikrospor Kkiiltiirii
gelistirilmis bir alternatif olmasina ragmen, patlican mikrospor kiiltiirii ¢alismalari igin
heniiz etkili bir protokol gelistirilmemistir (Segui-Simarro, 2016; Vural vd., 2019).

Bugiine kadar patlican iizerinde yapilan caligsmalarda anter kiiltiir teknigi
kullanilarak bir¢ok haploid veya kendiliginden DH bitkisi elde edildigi bildirilmistir. Ana
odak noktasi ¢ogunlukla melez cesit gelistirmedir (Kumar vd., 2020), ¢iinkii melez
canliligin bir tezahiirii olarak patlican verimliligi izerindeki heteroz etkisinin biiytikligii
Kakizaki (1931) tarafindan bildirilmistir. Patlican tiirlerinde ilk haploid bitkiler Raina ve
Iyer (1973) tarafindan elde edilmis ve bildirilmistir. Daha 6nce kolsisin ile muamele
edilen tek ¢ekirdekli polen asamasinda kiiltlirlenen anterlerden gelistirilen kallus yoluyla
homozigot ¢ift haploid bitkileri rejenere etmislerdir (Raina ve Iyer, 1973). Daha sonra,
1978'de ilk saglikli haploid ve DH bitkicikler Cin Haploid Arastirma Grubu (Haploid
Yetistirme Arastirma Grubu) tarafindan gelistirilmistir.

Bu ¢aligmalar takiben, patlicani anter kiiltiirii yoluyla iyilestirilmesi i¢in bazi
caligmalar yiiriitiilmiistiir. Isourad vd. (1979); Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982);
Misra vd. (1983); Chambonnet (1988); Karakulluk¢u ve Abak (1992); Kumar vd. (2003);
Alpsoy ve Seniz (2007); Salas vd. (2011); Basay ve Ellialtioglu (2013); ve Rotino, (2016)
gibi birka¢ arastirmaci anter kiiltiiri teknigiyle haploid ve DH patlicanlarini basariyla
tiretmislerdir. Salas vd. (2011) embriyo gézlemlenmeden 21,5 kallus/100 anter iireten bir
ekili scarlet patlican1 (S. aethiopicum) katilimi1 de dahil olmak tlizere diger ilgili tlirlerle
karsilagtirarak anter kiiltiirii yoluyla androjenez indiiksiyonunu saglamistir.

Patlican anter kiiltiiriinde uygulanan protokollerin temeli Dumas de Vaulx vd.
(1981) tarafindan gelistirilmis olup bu protokol bir zamanlar biber anter kiiltiiriinde de
kullanilmigtir. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) biber anter kiiltiirii protokoliine
benzer bir protokol gelistirerek patlicanda uygulamaya baglamis ve basarili sonuglar
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bildirmistir. Bu protokoliin basarisi, anterin besin ortamina ilk verildikleri ilk 7-8 giin
boyunca karanlik kosullar altinda bir yiiksek sicaklikta (35 + 2 °C) muamele edilmesine
dayanmaktadir. Anter Kkiiltiirinlin erken evrelerinde hem oksin hem de sitokinin
kombinasyonu da gereklidir. Bununla birlikte, yiiksek bir sicaklik mikrosporlarin
gametofitik agsamadan sporofitik asamaya gecisini yonetir. Ayrica, yiiksek sicakligin
olumlu etkileri daha once Brassicaceae familyasi iizerinde yapilan caligmalarda
bildirilmistir (Hansson 1978; Keller ve Armstrong, 1979).

Cok sayida bitki tiirlinde yiiksek etkinligi ve uygulanabilirligi nedeniyle
androjenez, Ozellikle anter kiiltiir teknigi, 1slah siirecini hizlandirmak ve haploid ve
DH'nin ticari silirecini hizlandirmak ve saf hatlar elde etmek i¢in 6nemli bir yontem
olmaya devam edecektir.

2.3. Androjenik Bazh Anter Kiiltiiriiniin Basarisin1 Etkileyen Faktor

Androjenik bazli anter kiiltiiriinde haploid ve DH'lerin elde edilme orani, bitki
rejenerasyonu ve sagkalimi, diisiik embriyo indiiksiyon frekanslari, albinizm ve genotipe
ve mevsime bagli yanit gibi gesitli metodolojik sorunlarin iistesinden gelebilen giivenilir
doku kiiltiirii protokollerinin uygulanmasina baglidir (Germana, 2011). Bununla birlikte,
cesitli calismalar embriyojenik yanitin ¢ok sayida faktdrden etkilendigine isaret etmistir.
Bunlar arasinda genotip, ¢igek tomurcugunun gelisim evreleri ve farkl kiiltiir kosullart
en Onemlileridir ve bir¢ok tiirlin androjeneze doniismesini Onler. Digerleri besin
ortaminin bilesimi, dondr bitkilerin biiyiime kosullarini, 6n islem uygulamasi (kiiltiire
uygulanan 6n sicaklik soku) ve ylizey sterilizasyonu ve anter eksizyonunu igerir (Arnison
vd., 1990; Smykal, 2000; Wang vd., 2000; Datta, 2005).

2.3.1. Genotip

Genotip, polen embriyogenezi izerinde ¢alisan cogu arastirmaci tarafindan kabul
edildigi gibi 6nemli bir rol oynamaktadir. Farkli genotipler, ayni tiir i¢inde bile,
androjeneze farkli yanit verir (Ferrie ve Mollers, 2011). Baz1 genotipler embriyogeneze
yiiksek kapasite ve yanit sergilerken, digerleri tamamen inatcidir ve bu da bunu genetik
olarak diizenlenmis bir 6zellik haline getirir (Feribot vd., 1996; Beckert, 1998; Rudolf
vd., 1999; Mir vd., 2021). Patlicanda, androjenik tepkideki varyasyonlar gostermistir ki,
baz1 genotipler istisnai sonuglar gosterirken, digerleri ayni kosullar altinda
kiiltiirlenmesine ragmen yanit verememektedir.

Omegin Basay ve Ellialtioglu (2013), genotiplerin etkisini, mikrospor
embriyogenez yeterliligini, anter kiiltiirii sirasinda stres tepkisini ve melezlerde ebeveyn
alellerinin etkilesimini etkileyen dogal gesitlilige baglamistir. Bununla birlikte, cesitli
androjenez ¢alismalarinda genotip etkisinin bitkilerin genetigiyle iliskili oldugu ve
biiylime kosullarinin, besin ortaminin ve androjenezi etkileyen diger faktorlerin optimize
edilmesinin, genotiplerden kaynaklanan androjenetik yanit1 degistiremeyecegi
gosterilmistir (Mityko vd., 1995; Bat vd., 2021).

Salas vd., (2011)’nin calismasinda, birincil gen havuzundan (patlican kompleksi)

ve ikincil gen havuzundan ortak patlican ve ilgili materyallerin on iki (12) farkl katilim1
incelenmistir. Sadece yaygin patlican (S. melongena) materyallerinin mikrospor
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embriyogenezine yanit verdigi bildirilmistir. Yabani akrabalar ve hatta ortak patlican
malzemeleriyle olan haclart bile herhangi bir yanit gostermemistir. Mikrospor
embriyogenezi dogada meydana gelmediginden ve yabani tiirler evrimleri sirasinda bu
ozellik i¢in daha verimli hale gelmek {izere se¢ilmediginden bu sasirtict degildir (Mir
vd., 2021).

Buna ek olarak, Basay ve Ellialtioglu (2013) Tiirkiye'de bir ¢alisma yapmis ve
kullandiklar1 genotiplerden ii¢ilinlin anter kiiltliriine cevap vermedigini bildirmislerdir.
Bhattacharya vd. (2019), patlicanda 6 genotip ve 6 besiyerinin bir kombinasyonu ile anter
kiiltiiri caligmasinda iki besiyerinden %0,34 ila %9,27 arasinda degisen androjenik bir
yanit elde etmislerdir. Genotip bazinda ise 6 genotipin besinde %2,29 ile %7,40 arasinda
degisen androjenez orani belirlmislerdir. Bazi genotiplerde basar1 elde edilememsi
androjenezin evrensel kabuliinii engelleyebilecegi ve bitki 1slahgilar1 tarafindan
kabuliinii sinirlayabilecegi bildirilmistir (Segui-Simarro vd., 2011).

Ayrica, Karakullukgunun (1991) calismasinda, incelenen 13 patlican
genotipinden sadece dort (4) genotip, embriyo ve haploid bitki iireten iki genotip ile
androjenik yanit gosterirken, iki genotip sadece embriyoid olusturmustur. Vural ve Ari
(2020), ilkbahar mevsiminde embriyo ve in vitro bitkicik verimi iizerindeki genotipik
etkinin anlamli olmamasina ragmen, genotipin etkisinin sonbaharda anlamli oldugunu
bildirmistir. Doks6z (2015) de ayni kosullarda yetistirilen 5 dondr bitkinin 3'linden
androjenik yanit gozlenmedigini ve iki genotipte %1,3 ile %9,4 arasinda degisen
androjenik yanit gbzlendigini bildirmistir.

Androjenik bazli anter kiiltiirlinlin basaris1 agirlikli olarak dondr materyalin
genotipine baglidir. Bununla birlikte, Foroughi-Wehr ve Wenzel'in (1993) calismasinda
oldugu gibi, seleksiyon ve 1slah yoluyla doku Kkiiltlirii yetenegi icin genetik tabani
genigletebilir. Ayrica, diisiik veya yetersiz embriyojenik yanit, 1slah programlarinda
androjenezin kullanimin1 sinirlayabilir. Bu nedenle, genotiplerin embriyojenik
yanitlarinin belirlenmesi, bu yaklagimin 1slah calismalarinda kullanilmasi i¢in ileriye
dogru atilmig bir adimdir.

2.3.2. Mikrosporlarin ve tomurcuklarin gelisim asamalar:

Androjenez temelli anter kiiltiiriiniin basarisini etkileyen bir diger dnemli faktor
ise mikrosporlarin ve tomurcuklarin gelisim asamalaridir. Embriyogenezi veya
mikrosporu indiiklemek i¢in en uygun agamalar tipik olarak ge¢ vakuollii mikrospor veya
ilk polen mitozu dénemidir (Karakullukgu, 1991; Reynolds, 1997; Touraev vd., 2001;
Segui-Simarro ve Nuez, 2008; Segui-Simarro vd., 2011; Salas vd., 2012; Garcia-Fortea
vd., 2020) (Sekil 2.1). Bununla birlikte, tek bir tomurcuk icindeki anter boyutu ve
mikrospor gelisimindeki degiskenlik nedeniyle kesin asamay1 belirlemek zor olabilir
(Mir vd., 2021).

Patlicanda yapilan caligmalarda, kiiltiire hazir olmanin bir gostergesi olarak
belirli tomurcuk boyutlar1 ve anter rengi (yesilimsi sar1) belirlemistir (Karakullukcu,
1991; Ellialtioglu vd., 2012; Vural vd., 2019). Dogru asamanin se¢ilmesi kritik 6neme
sahiptir, ¢iinkii gelisimi ¢ok erken veya ¢ok gec olan mikrosporlar siklikla kiiltiire yanit
vermez veya nekrotik hale gelir (Chambonnet, 1985; Karakulluk¢u, 1991).
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Sekil 1.1. (a) Patlican cicek tomurcuklarnin gelisme araligi. (b) Diseksiyon ig¢in
yapilacak enine ve boyuna kesimlerin 1 ve 2 kesikli gizgilerle isaretlendigi saglam
tomurcuk. (c) Anter birikimini gosteren pargalanmis tomurcuk. Kaynak: (Calabuig-
Serna vd., 2021).

Ayrica, bir anterdeki tiim mikrosporlar genellikle ayn1 asamada degildir. Bunun
yerine, ayn1 anter i¢inde farkli asamalar bir arada bulunur. Ornegin, Salas vd. (2012),
patlicandaki mikrosporun gelisim agsamalar1 hakkinda ayrintili bir calisma yiiriitmiis ve
vakuollii mikrosporlarin ve geng biseliiler polen asamalarinin izole mikrospor kiiltiirii
icin en duyarli olmasina ragmen, anter kiiltiirii icin en iyi segenekler olmadigini
bildirmistir. Patlican anterlerinin olagandist kalinligi nedeniyle, anter kiiltlirii icin
cogunlukla geng ve orta mikrosporlar iceren geng anterlerin kullanilmasini 6nermislerdir.
Ayrica, mikrosporlarin asamalar tiire, genotiplere ve hatta donor bitkilerin biiyiime
kosullarina gore degisebilir (Raghavan, 1988; Ferrie ve Keller, 1995; Ferrie ve Keller,
1997).

Karakulluk¢u'nun (1991) calismasinda uygun ve elverisli mikrospor evresi ve
tomurcuk morfolojisini belirlemek icin 4 farkli patlican genotipi kullanilmistir.
Oncelikle tomurcuklar morfolojik &zelliklerine gore 8 farkli gruba ayrilmis, bu
tomurcuklarin mikrospor gelisime evreleri parafin ve asetokarmin yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Besinci ve altinci gruptaki anterlerin anter kiiltlirline en
duyarli asama oldugu ve bu tomurcuklardaki ta¢ yaprak seviyesinin ¢anak yapraklarin
birlestigi yerde oldugu ve ilk polen mitozundan hemen 6nceki dénemde anter renginin
yesilden yesilimsi sartya dogru degistigi bildirilmistir (Karakulluk¢u ve Abak 1993).

Bununla birlikte, mikrospor gelisimi i¢in en duyarli asamalarin belirlemek i¢in,
asetokarmin (Nitsch, 1981; Sharma ve Sharma, 1972) ve Feulgen (Darlington ve La Cour
1963) gibi yontemler kullanilabilir. Laboratuvar altyapist mevcutsa kullanilabilecek en
hizli, en kolay ve en giivenilir boyama yontemi DNA niikleer boya DAPI'dir (4°,6-
diamidino-2-phenylindole) (Vergne vd., 1987; Ar1 ve Biiyiikalaca, 2010).

Anter kiltiiriinde ilgili yapilan diger ¢alismalarda, tomurcuk yapisina dayali
morfolojik gézlemler ve markdrler, anterin uygun gelisim asamasinda tespit edilmesini
kolaylastirmistir (Vural, 2019). Mesela Ar1 vd., (2016) dokiilen mikrospor kiiltiirlerindeki
mikrosporlarin uygun asamasini ve farkli asamalardaki 64 siis biberi genotipinin
androjeneze yanitlarini belirlemek icin DAPI yontemini kullanmislardir. Tomurcuk
morfolojisini belirlemek i¢in iki farkli genotipe ait tomurcuklar kullanilmistir. Sepal
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uzunluk oraninin her iki genotipte de etkili bir markor olarak basariyla kullanilabilecegi
bildirilmistir.

2.3.3. In vitro Kiiltiir kosullar

In vitro kiiltiir, embriyojenik yanitin basarisin1 etkilemede de ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Stres uygulamalari, 6zellikle 1s1 soklari, embriyogenezi baslatmak icin yaygin
olarak kullanilmaktadir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982; Ellialtioglu ve
Tipirdamaz 1999; Alpsoy ve Seniz, 2007; Salas vd., 2011; Segui-Simarro vd., 2011).
Bununla birlikte, kiiltlir ortaminda kullanilacak bitki ve eksplantin tiiriine bagli olarak,
24-35°C'de inkiibasyon ve gilinde 14 saat boyunca yaklasik 2,000-10,000 liiks siddetinde
15182 maruz birakma yaygin olarak kullanilmaktadir (Reinert ve Bajaj, 1978; Gonulsen,
1987). Patlican i¢in ilk 8 giin karanlikta 35°C'ye baslangi¢ maruziyeti optimal kabul edilir
ve sonrasinda 4 giin boyunca 25+2°C'de 16 saat 151k ve 8 saat karanliktan olusan bir
fotoperiyot tercih edilir (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982; Alpsoy ve Seniz, 2007;
Vural vd, 2019). Baz1 calismalar ayrica kiiltiirlenmis anterin embriyolar olusana kadar
karanlikta tutulmasini 6nermistir (Germana, 2011).

Normal sartlar altinda mikrosporlar, dongiisiinii tamamlamak i¢in iki mitoz
gecirir; ancak, androjenez dongiisiine girmesi gereken mikrosporlar, dongiisiinii
tamamlamak i¢in tekrarlanan boliinme yasamak zorunda kalacaktir. Bu tekrarlanan
boliinmelerin  kesintisiz gerceklesmesi ve embriyo olusumunu desteklemesi igin
mikrosporlar1 indiiklemek iizere Kkiiltiir ortamina belirli oranlarda birka¢ bilesen
eklenmelidir (Vural vd., 2019). Bu bilesenler arasinda makro ve mikro elementler, amino
asitler, vitaminler, enerji kaynagi olarak karbonhidratlar, BGD'ler, glimiis nitrat veya
aktif komiir gibi katki maddeleri, katilastirict maddeler ve hindistan cevizi siitii bulunur
(Gémes Juhasz vd., 2006). Ek olarak, besin ortaminin (kati, bifazik veya sivi) nasil
hazirlanacagi ve ortamin pH" gibi faktorler de dikkate alinmalidir.

Anter kiiltiir calismalarinda karbonhidrat kaynagi olarak genellikle sakkaroz
kullanilmasina ragmen maltozun sakarozdan daha iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir
(Raquin, 1983). Ornegin, Vural ve Ar1 (2020) maltoz, giimiis nitrat ve aktif komiiriin ii¢lii
bir kombinasyonunu incelemis ve orijinal ortama kiyasla embriyo veriminde 3,9 kat artis
(320 embriyo ve 200 bitkicik/100 anter'e kadar iiretimi) bildirmistir. Scott vd. (1995) da
arpa lizerinde yaptiklar1 ¢alismada maltoz kullanilan kiiltlir ortamindaki embriyojenik
yanitin siikroz ve glikoz kullanilan kiiltiir ortamlarma gore daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Bunun nedeni, siikroz metabolizmasinin besin ortamindaki mikrosporlarla
hizla degismesi ve hiicrelerde etanol birikimi nedeniyle hiicrelerin Sliimiine yol
acabilmesidir. Maltoz besin ortaminda yavas salindig1 i¢in hiicrelerin kullanabilecekleri
kadar oksijene sahip olmalarini saglar.

Ek olarak, glimiis nitrat (AgNO3) (etilen antagonisti), glutamin gibi amino asitler,
aktif komiir, kazein, prolin, biotin, inositol, hindistan cevizi suyu ve polivinilpirolidon
gibi diger maddelerin besin ortamina eklenmesinin anter kiiltiirii ¢alismalarinda basari
oranini artirdig bildirilmistir (Reinert ve Bajaj, 1978; Powell, 1990; Paksoy vd., 1995;
Hatipoglu, 1999; Achar, 2002). Bajaj (1977) bazal ortami1 %2 aktif komdirii ile takviye
ederek duyarl tiitiin anterlerinde %41'den %91'e bir artis elde etmistir. Thomas (2008)
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da aktif komiiriin kiiltiir ortaminda gelisen mikrosporlarla salgilanan toksik ve fenolik
bilesikleri adsorbe ederek hasar1 6nledigini bildirmistir.

Gumiis nitrat (AgNO3) ise etilen biyosentezinde rol oynayan
laminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) sentezini bloke ederek etilen inhibitorii
aminoethoxy-vinyl glycine (AVG) gibi davranir (Heidstra vd., 1997). Biiyiikalaca vd.
(2004) tarafindan anter kiiltiirii calismasinda biberde farkli oranlarda embriyo olusumu
ve verimi lizerine AgNQOs'lin etkisini incelenmistir. En yiiksek embriyo veriminin
AgNO3s'lin 15 mg/l'de eklendigi besin ortaminda gozlemlendigini bildirmislerdir.

Birkag model tiiri, 6rnegin Solanaceae'nin ¢ogu liyesi besin ortamina oksin
eklenmesini gerektirmese de ve basit ortamlarda indiiksiyon meydana gelse de, oksinler,
sitokinin veya bir kombinasyonu gibi biiyiime diizenleyicilerinin varligi, 6zellikle
direncli olanlar olmak f{izere bitki tiirlerinin ¢ogunda indiikklenmis mikrospor embriyo
iretimi i¢in ¢ok Onemlidir (Maheshwari vd., 1982). Bu biiylime diizenleyicileri,
mikrospor embriyogenezinde gametofitik gelisimi sporofitik gelisime yonlendirmek icin
zorunludur (Corral-Martinez ve Segui-Simarro, 2014). Kiiltlir ortaminda, ortamin pH't
genellikle otoklavlamadan dnce 5,7-5,9'a ayarlanir. Anter kiiltiir ortamlar1 genellikle agar
eklenerek katilastirilir, ancak nisasta (patates, bugday, misir veya arpa nisastasi), gelrit,
agaroz ve fikol gibi diger katilastirict maddelerin de yararli etkileri bildirilmistir
(Germana vd., 2005).

Ek olarak, kiiltiir ortamindaki atmosferin bilesimi ¢ok fazla ilgi odagi olmamistir,
ancak tiitiin iizerindeki deneyler bunun 6nemini gostermistir (Dunwell, 1979). Kiiltiiriin
yogunlugu (yani, kiiltlir kabinin hacmi basina veya ortamin birim hacmi basina ekilen
anterlerin sayisi) ve besiyerine eksplantin yerlestirilme seklinin de anter kiiltiiriinde kritik
oldugu bulunmustur (Sopory ve Munshi, 1996). Daha 6nceki ¢alismalar tiitiindeki anter
yoneliminin etkisini incelemistir (Sunderland ve Dunwell, 1972; Misoo vd., 1981),
Datura innoxia (Sopory ve Maheshwari, 1976), piring (Yangn ve Zhou, 1979) ve arpa
(Shannon vd., 1985) ve embriyogenezde hayati bir rol oynadigini bildirmislerdir.
Bununla birlikte bu uygulamalar, mikrosporu farkli bir gelisim yoluna dogru degismeye
zorlayan bir stres ajaninin uygulanmasi ile karakterize edilir (Shariatpanahi vd., 2006).

2.3.4. On islem (kiiltiire uygulanan 6n sicakhk soku)

Bircok bitki genotipinde, eksize edilen ¢igek tomurcuguna sicak veya soguk stresi
uygulamak gibi fiziksel ve kimyasal ©on islemler, verimli polenlerin gelisimini
onleyebilen embriyogenez/sporofitik yolu tetiklemede esastir (Germana, 2011). Yiiksek
sicaklik, yiiksek nem, sogutma, su stresi, santrifiijleme, sakaroz ve azot aglig1, etanol,
yiiksek ortam pH'1, elektrostimiilasyon, diisiik atmosfer basinci, UV ve COgo gibi farkl
on islemler ve bitki biliyiime diizenleyicileri embriyogenezisi tesvik etmede
kullanilmaktadir (Shariatpanahi vd, 2006). Ornegin, ilk 8 giin boyunca karanlikta 35°C
gibi yliksek sicakliktaki 6n islemler patlican anter kiiltiirii i¢in 6zellikle etkilidir (Dumas
de Vaulx ve Chambonnet, 1982). Bu uygulamalar mikrosporlarin dogal gametofitik
yollarindan embriyojenik bir yola yonlendirmeye yardime1 olur.

Ornegin, Karakullukgu ve Abak (1992) patlicanda farkli sicaklik soklarmin
etkilerini aragtirmis ve sicaklik sokunun anter kiiltiirliniin basarisim1 etkileyen birgok

15



KAYNAK TARAMASI V.E. TEAH

faktorden biri oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda, kiiltiire alinan anterler ilk 8 giin
25, 30 ve 35°C'de karanlikta, sonraki 4 giin ise 16 saat 151k ve 8 saat karanlikta
tutulmuslardir. Tiim ¢esitlerde sicaklik ve siire arttikca embriyogenez oranlarinin arttigi
bildirilmistir. Ancak diger uygulamalara gore ilk 8 giin karanlikta 35°C'de tutulan
anterlerde en yliksek embriyogenez orani gozlenmistir.

Buna ek olarak, Alpsoy 1994 ve 1995 yillarinda yaptigi anter kiiltiiri
calismasinda 6n sok uygulamasi yapilmadan kiiltiire alinan anterlerin higbirinden
embriyo elde edilememistir. 1996-1998 yillarinda yaptigi bir baska deneyde ise
karanlikta 35°C'de 8 giin boyunca kiiltiire edilen anterlerden embriyo ve haploid bitki
olusumunu elde etmistir. Karanlikta kiiltiire uygulanan yiiksek sicaklifin anter
kiiltiiriiniin basarisin1 olumlu yonde etkiledigini bildirmistir. Ozellikle 35°C'de karanlikta
8 gilin boyunca uygulanan yiliksek sicaklik soklarimin bir¢cok bitki genotipinde
embriyogenezis ve bitki rejenerasyonunu tesvik etmede olumlu etki gosterdigi birgok
calismada gosterilmistir. Dunwell vd., (1983) tarafindan da ii¢ ilkbahar kolza ¢esidi
(Brassica napus ssp. oleifera) arasinda en yiikksek verimin, 35°C'de 3 giin boyunca
muamele edilen Duplo ¢esidinin anterlerinden elde edildigi bildirilmislerdir.

Bazi ¢aligmalar ayrica diistik sicakliklarin (1°C -10°C) uygulamalarinin farkl
bitki genotiplerinde sporofitik bolinmeyi bagslatabilecegini gostermistir (Germana,
2011). Ornegin, 3-5 giin boyunca 4°C'lik soguk &n islem birgok bitkinin anter kiiltiiriinde
rutin olarak kullanilmistir ve etkisi de genotipe baglidir (Powell, 1988; Osolnik et al.,
1993). Bununla birlikte, Bajaj (1983) diisiik sicaklik uygulamasinin androjenezdeki
embriyojenik artis1 dolayli olarak etkileyebilecegini ve bunun nedeninin diisiik sicakligin
mikrospor canliligini uzun siire koruyarak polen gelisimini engellemesi ve anter ve
mikrospor yaslanmasinda gecikmeye neden olabilecegini bildirmistir. Bu protokollerin
belirli genotipler i¢in optimize edilmesi, basar1 oranin1 daha da artirabilir.

2.3.5. Dondor bitkilerin fizyolojik durumu ve biiyiime kosullar:

Dondr bitkilerin fizyolojik durumu ve biiyiime kosullari, androjenik-anter
kiiltiirtiniin basaris1 lizerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilir. Bitkinin fizyolojik
durumu, g¢evresel kosullar, yetistirme uygulamalar1 (sulama ve giibreleme) ve dondr
bitkilerin yas1 gibi faktdrler mikrospor gelisimini ve canliligini etkiler (Vural vd., 2019).
Mevsimsel degisiklikler 6zellikle 6onemlidir, ¢ilinkii bir mevsimde toplanan anterler
digerinde toplananlardan daha iyi performans gosterebilir.

Ornegin, 1lik ve nemli kosullarda yetistirilen patlican donér bitkileri, daha az
elverisli iklim kosullarinda yetistirilenlere kiyasla genellikle daha yiliksek embriyogenez
oranlart verir. Bu faktorler polen tanelerinin sayisint (Heberle-Bors, 1985), endojen
hormon seviyelerini ve anter dokularinin beslenme durumunu etkiler (Dunwell, 1976;
Sunderland ve Dunwell, 1977). Yetistirme ortaminin kosullar1 uygun degilse, donor
genotipinin androjenik yanit1 yiiksek olsa bile basar1 sans1 azalir (Vural vd., 2019).

Ozel sicaklik soklart harig, bitkilerin in vitro anter kiiltiirii sirasinda uygulanan
iklim kosullari, o bitkinin yetistirilmesi i¢in gerekli olan ¢evre kosullariyla tutarh
olmalidir (Dunwell ve Cornish, 1985; Vural vd., 2019). Donor bitkilerin optimum ¢evre
kosullar bitki tiirlerine gore degismekle birlikte, biiyiime mevsimi boyunca sicaklik,
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giinliik aydinlatma miktar1 ve bitkiye ulasan 151k yogunlugu orani, ortamdaki CO-
miktari, bitkinin gilibrelenmesi, sulama ve diger kiiltiirel uygulamalar gibi cesitli
parametrelerin dogru zamanda ve dogru miktarda karsilanmalidir (Ellialtioglu vd., 2001).
Ayrica mikrosporlarin gelismeleri sirasinda strese girmelerini dnlemek icin kimyasal
uygulamalar1 anter kiiltiirinden en az 2-3 hafta 6nce durdurulmalidir (Alpsoy, 1999;
Nitsch, 1981; Alpsoy ve Seniz, 2007).

Ancak patlican yetistiriciligi i¢in uygun ¢evre kosullari, sicakligin gece 15-20°C,
giindiiz 21-30°C oldugu, aydinlatma siiresinin ve 1s1k yogunlugunun yiiksek oldugu
yerler olarak belirtilmistir (Cetinkaya, 2009). Ayni bitki genotipi ile yapilan
caligmalardan ayn1 sonuglarin alinamamasi dondr bitkinin biiylime doneminin ne kadar
onemli oldugunun bir gostergesidir. Bazi genotipler farkli ¢evre kosullarinda farkli
tepkiler gosterebilmektedir. Ornegin, Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafindan
yapilan bir ¢alismada Dourga patlican genotipinin yiiksek embriyo ve haploid bitkiler
olusturmada basarili oldugu gosterilmis, ancak Tuberosa vd. (1987) ile Rotino vd. (1987)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda ayni genotipten elde edilen embriyolarda diisiik basari
orani gozlenmistir. Karakulluk¢u (1991) da Dogarga patlican genotipi ile ilgili yaptigi
calismada embriyo olusumuna gozlenmedigini bildirmistir.

Ek olarak Basay vd. (2011) Tiirkiye'de patlican androjenezi ¢alismalarinda en ¢ok
odaklanilan genotiplerden biri olan Aydin Siyahi ile bir caligma yapilmis ve sadece kallus
olusumu elde edilmistir (%12,7). Ayn1 genotiple Ankara ve Yalova lokasyonlarinda
basar1 elde edilememis olmasi, dondr bitki biiylimesinin cevresel yetistirme
kosullarindan etkilendigini gostermektedir. Vural (2019) tarafindan yapilan bir anter
kiiltiirii ¢aligmasinda ilkbahar ve sonbahar mevsimi karsilastirilmis ve ilging bir sekilde
sonbaharda yetistirilen anterlerin performanslar1 ¢ok daha basarili sonuglar vermistir.
Tiirler arasinda farklilik gosteriyor gibi goriinen optimal yetistirme kosullarina ragmen,
dondr bitkilerin yetistirildigi sicakligin kiiltiir tepkisi tizerindeki etkisi, arpa (Foroughi-
Wehr ve Mix, 1979), yagl tohum kolza (Keller ve Stringham, 1978; Dunwell ve Cornish,
1985), salgam (Keller vd., 1983) ve bugday (Lazar vd., 1984) gibi bitkilede ortaya
konmustur.

2.3.6. Yizey sterilizasyonu ve anter eksizyonu

Anter eksizyondan once ylizey kirleticilerinin (bakteri ve mantarlar) sterilizasyon
yoluyla uzaklastirilmas1 gerekir. Kirletici icermeyen anterler elde etmek icin birgok
sterilizasyon protokolii bildirilmis ve bunlarin c¢ogu bitkilerinde DH iiretiminde
kullanilabilir (Maluszynski vd., 2003). Uygun sterilizasyon teknikleri ve eksizyon
sirasinda dikkatli kullanim, mikrospor gelisimini engelleyebilen somatik doku asiri
biiyiimesi riskini en aza indirir (Reinert ve Bajaj, 1978). On islemden sonra, cigek
tomurcuklar1 30 saniye veya 1 dakika boyunca %70 etil alkole daldirilarak ve ardindan
birka¢ damla Tween 20 igeren bir sodyum hipoklorit ¢ozeltisine (suda yaklasik %1,5 aktif
klor) 10-15 dakika daldirilarak yiizey sterilizasyonuna tabi tutulur ve steril damitilmis
suyla 3-5 kez durulanir. Daha sonra, anterler filamentlerden aseptik olarak dikkatlice
cikarilmali ve kiiltiirlenmig ortama yerlestirilmelidir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu ¢aligmada bitki materyalleri olarak Aydin Siyahi patlican ¢esidi kullanilmistir.
Uygun biiyiikliikteki ve asamadaki ¢icek tomurcuklart toplanmis ve anter kiiltliriinden
once +4°C'de 24-36 saat arasinda muhafaza edilmistir. Daha 6nceden yapilan ¢aligmalar
anter kiiltiirli 6ncesi anterlerin belirli bir siire sogukla muamele edilmesi mikrosporlarin
rejenerasyon oranint Onemli Olclide arttirdigini gostermistir. Diisiik sicakliklarda
anterlerdeki mikrosporlarin ¢ogunu gelisimi ilk mitoz sathasinda nisasta olusumunun
bloke edilmesi neticesinde durmaktadir. Nisasta ise anter kiiltiiriinde basarty1r olumsuz
yonde etkilemektedir (Hatipoglu, 2012). Bu durumda diisiik sicaklikta belli bir siire
muhafaza anter kiiltiiriinde basari oranimi arttirmaktadir. Kullanilan genotipin bazi
fotograflar1 Sekil 3.1'de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan donor bitki genotipinin goriintiileri.

3.2. Metot

3.2.1. Bitki materyallerinin yetistirilmesi

Bu calismada kullanilan Aydin Siyahi patlican gesidi Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi seralarinda yetistirilmistir. Patlican tohumlari, fide eldesi amaciyla 2024 yili
Eyliil ayinda ticari saksi topragi igeren viollere ekilmistir. Cigeklenme periyodunu yeterli
bir siireye yayilmasi amaciyla ekim, 15'er giin arayla en az 2 set halinde
gergeklestirilmistir. Her sette 20 adet tohum ekimi yapilmistir. Fideler ekim sonrasi 5-6
cm boya ulastiklarinda '2 bahge topragi ve ‘2 yanmis ahir giibresi igeren 3 ing
biiytlikliigiindeki saksilara her saksida 1 bitki olacak sekilde aktarilmistir. Ekim sonrasi
bitkilerin sulama ve diger bakim islemleri bitkilerin ihtiyaglar1 dogrultusunda giinliik
diizenli olarak gerceklestirilmistir. Bu siire igerisinde bitkilere inhibitdr, insektisit,
fungisit, kimyasal giibreleme gibi hi¢bir kimyasal uygulama yapilmamastir.

Patlicanlar donor bitkiler olarak yetistirildigi i¢in iizerlerinde meyve olusmasina

izin verilmemistir. Ilk cicek ve uygun tomurcuk asamasini gecen tiim ¢icekler ve
tomurcuklar bitkiden uzaklastirilmistir.
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3.2.2. Arastirmada kullanilan besi ortamlan

Bu aragtirmada, patlican (S. melongena L.) anter kiiltiirlinde baz1 bitki biliyliime
diizenleyicilerinin haploid bitki rejenerasyonu iizerine etkisi incelenmistir. Arastirmada
temel besi ortami olarak MS FeNa-EDTA (PhtoTech Labs Katalok No: 5800) i¢eren besi
ortami (Cizelge 3.1) kullanilmistir. Bu ortama 1, 2, 3, 4, 5 mg/I konsantrasyonlarinda 6-
Benzil amino purin (BAP), indol-3 asetik asit (IAA) ve Giberallik asit (GA3) hormonlari
eklenerek besi ortami modifiye edilmistir. Kontrol olarak ise hormon eklenmemis MS
ortami1 kullanilmstir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan besin ortaminin igerigi.

Kimyasal Madde MS PhtoTech Labs Katalok No: 5800 (mg.l"")
NH4NO3 1650
B(OH)3 6,2
CaClp, Anhydrous 332,2
CoCl,.6H20 0,025
CuS04.5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,7
MgSO4, Anhydrous 180,7
MnSO4.H>O 16,9
Na;Mo04.2H,0 0,25
K1 0,83
KNO3 1900
KH;POq4 170
ZnS04.7H>0 8,6
Glycin (Free Base) 2,0
myo-Inostol 100
Nicotinic Asit 0,5
Pyrodoxine.HCl 0,5
Thiamin.HCI 0,1
Sukroz* 30 000
Agar* 6 000
pH** 5,8

*Hazir besi ortami igerisinde olmayip sonradan ilave edilmistir.
**pH, metre yardimiyla 1 N Hidroklorik Asit (HCI) veya 1 N Sodyum hidroksit (NaOH)
kullanilarak ayarlanmistir.

Bu ¢alismada kullanilan besi ortami toz halde karigim olarak temin edilmistir.
Besi ortaminin hazirlanmasi sirasinda, 1 litre i¢in besi ortaminin protokoliinde belirtilen
toz besi ortami (4,41 g) miktar1 800 ml distile su i¢inde ¢oziilmiis sonra iizerine 30 g
stikroz ilave edilip ve ¢ozlilmiistiir. Sonrasinda ise daha 6nceden uygun ¢ozeltide (1 N
NaOH) ¢ozdiiriilmiis olan BAP (6-Benzil amino purin) ve IAA (indol-3-asetik asit)
hormonlar1 ile suda ¢ozdiiriilmiis olan GA3z (Giberallik asit) hormonlar1 belirlenen
miktarlarda ilave edilmistir. Sonrasinda besi ortaminin hacmi 1000 ml'ye tamamlanmis
ve pH 5,8'e ayarlanmistir. Belirtilen oranda agar ilave edilmis ve besi ortami otoklavda
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121°C'de, 1 atm basingta 20 dakika siireyle sterilizasyona tabi tutulmustur. Otoklav
sonrasinda, besi ortaminin yaklasik 50°C'ye kadar sogumasina izin verilmis ve ardindan
petri kab1 bagina 25 ml olacak sekilde 9 cm ¢apinda steril petri kaplarina dokiilmiis ve
biyogiivenlik kabininde katilasmaya birakilmistir. Katilasan besi ortamlar streg¢ film ile
sarilmis ve kullanilana kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Hazir halde bekletilen
besi ortamlart en fazla bir ay tutulmustur. Miimkiin oldugunca taze besi ortami
kullanilmis olup bir ay1 gecen besi ortamlar1 imha edilmis ve kullanilmamastir.

3.2.3. Tomurcuklarin uygun donemlerinin belirlenmesi ve toplanmasi

Daha once belirtildigi gibi, androjenezin basarist kiiltiir i¢in uygun mikrospor
gelisim asamasinda tomurcuklarin toplanmasiyla belirlenir. Gelisimin uygun asamasinda
kiiltiirlenmedik¢e mikrosporlardan embriyojenik indiiksiyon olmayacaktir. Farkli
patlican androjenez ¢alismalarinda, erken veya ge¢ asamalarda kiiltiirlenen
mikrosporlarda ilerleme kaydedilmedigi ve ayrica kiiltiirin ilk gilinlerinden itibaren
nekroz olustugu bildirilmistir (Chambonnet, 1985; Karakulluk¢u, 1991). Karakullukcu
(1991) dort farkli patlican genotipinde uygun mikrospor asamasini belirlemek i¢in
yapmis oldugu bir ¢alismada anter kiiltlirii i¢in uygun asamalardaki tomurcuklarin
morfolojik goriiniimiinii canak ve tag yapraklari esit seviyede olacak sekilde belirlemistir.

Patlicandaki bu gostergelere ek olarak, anter rengi de uygun asamadaki
tomurcuklar i¢in belirleyici bir 6zellik olabilir. Sadece tomurcuk morfolojilerine dayanan
tomurcuk seciminin bitkilerin yaslanmasi dogrultusunda yanlis olabilecegi
diisiiniildigiinde, anterlerin rengine bakilmasi da onerilmektedir. Patlican anter kiiltiiri
icin dogru agamadaki anterlerin renginin yesilimsi sar1 olmasi gerektigi, sar1 ve koyu sar1
anterlerin ge¢ agsamada, sarimsi yesil anterlerin ise erken agsamada oldugu belirtilmektedir
(Ellialtioglu vd., 2012). Karakulluk¢u (1991) tarafindan belirlenen bu kriterler ve
fenotipik belirtecler, Tiirkiye’de patlicanda yapilan tiim androjenez ¢alismalarinin
tomurcuk se¢im asamasinin temelini olusturmaktadir.

Anter kiiltiir ¢aligmast i¢in uygun biiytikliiktesi anterleri tespit etmek amaciyla
farklh biiytikliikteki anterler her bir popiilasyon icin ayr1 ayr1 olacak sekilde bitkiden
koparilarak alinmig ve laboratuvara getirilmistir. Anterlerin incelenmesinde kullanilacak
boyama ¢ozeltisi 55 ml saf su icerisine 45 ml glasiyal asetik asit ilave edilip kaynatilmis
ve sonra bu karisima 1 g karmin ilave edilmis manyetik karistirici iizerinde bir miiddet
karistirildiktan sonra filtre kagidindan gegirilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
Patlican bitkilerinden alinan farkl biiyiikliikteki tomurcuklar bistiiri yardimiyla kesilmis
ve anterler c¢ikarilarak lam {izerine yerlestirilmistir. Anterin {izerine hazirlanan
asetokarminden 1 damla damlatildiktan sonra bisturinin ucu ile ezilmis ve ustii lamelle
kapatilarak 11k mikroskobu altinda incelenmistir (Sekil 3.2).
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Anterlerin hasadi ver Anterlerin buyukliklerinin belirlenmesi Anterlerin 1sik mikroskobu ile

laboratuvara getirilmesi incelenmesi

o B .
o ST

Gortntulerin elde edilmesi (40°uk objektif)

Sekil 3.2. Anterlerin uygun tomurcuk doneminin belirlenmesi.
3.2.4. Anterlerin sterilizasyonu

Uygun biiyiikliikteki anterleri ve uygun evrede mikrosporlar igeren ¢icek
tomurcuklar1 toplanmis ve anter kiiltlirlinden once +4°C'de 24-36 saat arasinda
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Tomurcuklar kiiltiir i¢in laboratuvara getirildiginde,
tomurcuklarin kontaminasyonunu oOnlemek i¢in biyogiivenlik kabini igindeki bir
kavanoza aktarilmis ve anterler kiiltiirlenmeden once sterilizasyon gerceklestirilmistir.
Sterilizasyon amaciyla ¢igek tomurcuklar1 nce %70'lik etil alkol ile 30 saniye sonra
%?20'lik ticari camasir suyu (ACE) ¢ozeltisi ile 10 dakika sterilize edilmig ve steril distile
su ile 3-5 kez durulanmistir.

3.2.5. Kiiltiirel ¢caliymalari ve bitki rejenerasyonu

Anter kiiltiirlenirken her 2 ¢icek tomurcugundan anterler petri kabina dikilmis ve
bir tomurcuktaki anter sayisina bagli olarak, bir petri kabinda 10-13 anter kiiltiire
alinmistir. Kiiltiire alinan anterlerden sadece siirgiinler gelistiren, ancak kok gelisimi
gostermeyen bitkiler anter/kalluslardan ayrilarak koklendirilmek amaciyla 0,5 mg/l BAP
+ 0,1 mg/l IAA iceren besiyerine aktarilmistir.

3.2.6. Alinan gozlem, sayim ve dlciimler

Bu arastirma kapsaminda kiiltiire alinan anterlerden asagidaki goézlem ve
Olgtimler alinmigtir/yapilmistir:

1. Elde edilen kallus say1si: Kiiltiire alinan anterlerden elde edilen kalluslar giin agir1
sayllmis ve kaydedilmistir.
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ii.  Kalluslardan elde edilen siirgiin sayisi: Olusan kalluslardan elde edilen siirgiinler
giin agir1 sayillmis ve kaydedilmistir.

iii.  Koklenen siirgiin sayisi: Kalluslardan gelisen ve anterlerden direk gelisen ayri
olmak iizere elde edilen siirgiinerden kdok olusturanlarin sayisi giin asir1 sayilarak
ayr1 gelisen siirgiin sayilar1 belirlenmistir.

3.2.7. Verilerin degerlendirilmesi
Arastirmadan elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde Microsoft Excell paket
programi kullanilmis olup grafikler yine ayni programin grafik olusturma nodiilii ile

olusturulmustur. Elde edilen sonuclar hem “SPSS 27.0” hem de “R Istatistik” Programi
kullanilarak Nonparametrik-Kruskal-Wallis analizi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. In Vitro Anter Kiiltiiriine Ait Sonuclar

Arastirmada kullanilan ii¢ biiyiime diizenleyicisinin (BAP, TAA ve GA3)
androjenetik potansiyeli, farkli konsantrasyonlardan olusan modifiye edilmis MS
(PhtoTech Labs Katalok No: 5800) ortamlarinda degisen sayida anterin kiiltiirlenmesiyle
degerlendirilmistir. Hormon igermeyen yalin besi ortami kontrol olarak kullanilmis ve
modifiye edilmis besin ortamlari, IAA, BAP ve GA3 hormonlarinin 1, 2, 3, 4, 5 mg/I'lik
konsantrasyonlarinda desteklenmistir. Bu hormonlarin Patlicanda in vitro anter kiiltiirii
iizerine etkileri arastirilmistir. Bu ortamlarda kiiltiire alinan anter sayilar1 ve basari
oranlarina iligkin veriler Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Arastirmaya konu besi ortamlarinda kiiltiire alinan anter sayilari elde edilen
kallus sayilari, kalluslardan olusan bitki sayilar1 ve basari oranlarina iliskin.

Besi Yeri/Uygulama  Kiiltiire Edilmis Kallus Olusumu Kallustan Siirgiin

(Mg/1) Anter Sayisi Olusumu
Say1 %  Say1 %
1 mg/l IAA 126 2 1,6 O 0,0
2 mg/l IAA 126 4 32 0 0,0
3 mg/l IAA 127 9 7,1 0 0,0
4 mg/l IAA 120 3 25 0 0,0
5 mg/l IAA 125 2 1,6 O 0,0
1 mg/l BAP 125 8 64 0 0,0
2 mg/l BAP 128 14 10,9 0O 0,0
3 mg/l BAP 127 15 11,8 28 22,04
4 mg/l BAP 125 6 48 0 0,0
5 mg/l BAP 126 11 87 0 0,0
1 mg/l GA3 128 9 70 0 0,0
2 mg/l GA3 127 9 7,1 0 0,0
3 mg/l GAs 129 15 11,6 0 0,0
4 mg/l GA3 123 12 9,8 0 0,0
5 mg/l GAs 125 19 152 0 0,0
0 MS 124 0 0,0 0 0,0
Toplam 2011 138 109,3 28 22,04

Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlasilacag gibi ; aragtirma siiresince toplam
2011 anter kiiltiire alinmistir. Ancak aragtirmaya konu higbir besi ortaminda dogrudan
bitki rejenerasyonu elde edilememistir.
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Sekil 4.1. Farklt hormonal uygulamalar altinda kallus indiiksiyonu.

Kontrol ortami hari¢, degisen konsantrasyonlarda hormon uygulanmis tim
ortamlarda belirli miktarda kallus olusumu gozlenmistir (Sekil 4.1). En diisiik kallus
indiiksiyonu miktar1t 1 mg/l ve 5 mg/l'de IAA'da %]1,6 oraninda tespit edilirken, en
yiiksek kallus indiiksiyonu 5 mg/l'de %15,2 orantyla GAjs'te, ardindan 3 mg/I'de %11,8
oraniyla BAP igeren ortamda tespit edilmistir. Bununla birlikte, kalluslardan siirgiin
rejenerasyonu (%22,04) yalnizca 3 mg/l BAP ortaminda kiiltiire alinan anterlerde
gozlenmistir (Sekil 4.4). Ek olarak, MSO kontrol ortaminda dogrudan bitki
rejenerasyonu, embriyo gelisimi veya kok olusumu ile ilgili hicbir rejenerasyon
gbzlenmemistir ve bu da bitkisel hormonlarin morfogenetik indiiksiyondaki kritik roliinii
yeniden dogrulamis oldu.

Sekil 4.2. Calismadan elde edilen kallus goriintiileri.
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Sekil 4.3. Calismada kalluslardan elde edilen siirgiin goriintiileri.

Kallustan strgin orani (%)
25

20
15

10

BAP3

Sekil 4.4. Farkli hormon uygulamalarinin kallustan siirgiin rejenerasyonuna
etkisi.

Calisma kapsaminda elde edilen bitkiciklerde heniiz koklenme tespit edilmemis
olup dolayisiyla kromozom sayimi da gerceklestirilememistir.

4.2. istatissel Analiz Sonuclari

Arastirma sonucunda kaydedilen veriler e uygulanan istatistiksel analiz sonuglari
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Arastirmada kullanilan besi ortamlarinda olusan kallus rejenerasyonu ve
kalluslardan olusan bitki rejenerasyonlarinin istatistiksel degerlendirmesi.

Varyasyon Serbestlik Ortalama | Minimum | Maksimum | P-degeri

Kaynagi Derecesi

Kallus Sayis1 | 15 0,863 0,0 7,00 0,0537

Bitki Sayisi 15 0,202 0,0 28,00 0,4514
P<0.05

Cizelge 4.2°de farkli besi ortami uygulamalar1 altinda kallus ve bitki
rejenerasyonuna ait ortalama, maksimum, minimum, serbestlik derecesi ve P-degerleri
verilmistir. Analiz sonuglarina gore, kallus rejenerasyonunda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmamistir (P=0,0537), ancak bu deger marjinal anlamlilik sinirina
yaklagmistir. Kalluslardan olusan bitki rejenerasyonu ise daha yliksek degiskenlik
gostermis ve istatistiksel olarak anlamsiz (P=0,4514), bu da genel rejenerasyon veriminin
diisiik oldugunu dogrulamaktadir.

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
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Besi Ortamlari

Sekil 4.5. Aragtirma kapsaminda kaydedilen verilerin SPSS programu ile analizi
sonucu elde edilen kallus rejenerasyonlarina iliskin grafik (Besi Ortamlari
sirastyla 1=MS0, 2-6=BAP, 7-11=IAA, 12-16=GA3).

BAP (2-6) ve GA3 (12-16) uygulamalari, IAA’ya (7-11) ve kontrol (1) gore daha
fazla kallus olusturmus, ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamis. Bu yiizden
hem “SPSS” hem de “R istatistik” paket programlar1 ile yapilan analizlere gore
aragtirmaya konu besi ortamlarimin kallus olusumu ve kallustan bitki rejenerasyonu
tizerine etkisi dnemsiz bulunmustur.
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5. TARTISMA

Bu arastirmada, MS besi ortamina ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki (1, 2,
3,4, 5 mg/l) BAP, IAA ve GA3'in Aydin Siyahi1 patlican ¢esidinde anter kiiltlirii yoluyla
haploid bitki rejenerasyonu iizerindeki etkisini incelemistir. Calismanin bulgulari, Aydin
Siyahi ¢esidine ait anterlerin BAP, IAA ve GA3 hormonlarina farkli sekilde tepki
verdigini ortaya koymustur. Kontrol grubu hari¢, tim hormon konsantrasyonlarinda
kallus olusumu gézlemlenmistir. En yiiksek kallus olusum orani (%15,2) 5 mg/l GA3
uygulanmis besi ortaminda kaydedilmis ve bunu 3 mg/l BAP (%11,8) ilave edilmis besi
ortami takip etmistir.

Ancak, siirgiin rejenerasyonu (%22,04) yalnizca 3 mg/l BAP iceren ortamda elde
edilmistir. BAP 3mg/l uygulamasinda siirgiin rejenerasyonu gerceklesmis olsa da, bu
yapilar kok olusturmamustir. Ne yazik ki, ploidi diizeyini dogrulamak veya analiz etmek
icin kromozom sayimi yapilamamaistir. Bu nedenle, bu rejenerantlarin androjenik kdkenli
degil, somatik yapida olma ihtimali bulunmaktadir. Embriyonik 6zelliklerin (6rn. Bipolar
yapilar veya embriyoid benzeri yapilar) yoklugu da bu siipheyi destekler niteliktedir.
Diger calismalarda da, stres optimizasyonu veya anti-nekrotik katki maddelerinin
kullanilmamas1 durumunda stirgiinlerin gelistigi ancak haploid olmadig1 benzer zorluklar
tespit edilmistir (Segui-Simarro ve Nuez, 2008). Bu bulgular, genotipe 6zgii direngliligi
ve patlican anter kiiltiirlinde sitokinin-oksin dengesinin kritik roliinii vurgulamaktadir.

Anter kiiltlirlindeki basari, biiyiik 6l¢iide anterlerin alindig1 bitkilerin genotipine
baghidir. Kallus, siirgilin, kok ve hatta haploid embriyo olusum orani tiirler arasinda ve
ayni tiir icerisindeki genotipler arasinda farklilik gostermektedir. Simdiye kadar
incelenen bu tiirde, anterlerin kiiltiir teknigine verdigi yanitlar acisindan hormon
uygulanmis ortamlar arasinda biiyiik farkliliklar gézlemlenmistir. BAP hormonu, IAA ve
GA; hormonlarina kiyasla daha iyi sonug¢ vermistir. BAP ilaveli ortamda kallus ve siirgiin
olusumu gozlenirken, IAA ve GAj igeren ortamlarda kallus olusumu olmasina ragmen
stirglin olusumu saglanamamustir (Cizelge 4.1).

Daha once patlicanda yapilan anter kiiltiirii calismalarinda kallus elde edilmis
olsa da, siirgiin ve haploid embriyo gelisimi ile bitkiye doniisiim istenilen seviyeye
ulagamamustir. Ayrica, genotipler i¢cinde kallus, embriyo ve hatta bitki olusumundaki
varyasyonla ilgili bircok sonu¢ bulunmaktadir. Ellialtioglu vd. (2012) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, yaz doneminde yetistirilen Aydin Siyahi ¢esidinden izole edilen anterlerde
anter gelisimi ve kallus olusumu gerceklesmesine ragmen embriyo ve bitkicik olusumu
saglanamamistir. Basay vd. (2011) tarafindan farkli patlican genotipleri kullanilarak
yapilan bir bagka calismada ise Aydin Siyahi ¢esidinde embriyo veya bitkicik olusumu
gozlemlenmedigi, ancak yaz donemi i¢in %11,9 ve sonbahar donemi i¢in %0,8 oraninda
kallus olusumu tespit edildigi belirtilmistir. Aynm1 c¢alismada kullanilan diger
genotiplerden elde edilen anter kiiltlirlerinde embriyo olusumu daha yiiksek seviyelerde
gerceklesmistir. Bizim ¢alismamizda ise ayn1 genotipte %15,2 kallus olusumu ve %22,04
stirglin olusumu elde edilmistir.

Bununla birlikte, bulgularimiz, Aydin Siyahi genotipini kullanarak farkli sonuglar

bildiren Yiicel (2024) ile celismektedir. Yiicel’in anter kiiltiirii ¢alismasinda, hormon
uygulanmig tiim ortamlarda kallus, haploid embriyo ve bitkicik olusumu gézlemlemistir.
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En ytiksek kallus (%34,7), embriyo (%54,2), bitki (%36,4) ve DH bitki (27 adet) olusumu
ise 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin + 120 g/l sukroz ilaveli besi ortamindan elde edilmistir.
Calismamiz ile Yiicel (2024) arasindaki bu farklilik, kullanilan yéntem ve hormon
konsantrasyonlarindaki farklardan kaynaklanmasi muhtemeldir. Yiicel (2024), Dumas de
Vaulx vd. (1982) tarafindan gelistirilen protokolii, farkli 2,4-D, kinetin ve sukroz
konsantrasyonlariyla modifiye edilmis kallus ortamini kullanarak uygulamisken, bizim
caligmamizda Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen ve MS FeNa-EDTA
(PhytoTech Labs Katalog No: 5800) ortamina farkli konsantrasyonlarda BAP, IAA ve
GA; ilave edilerek olusturulan bir protokol kullanilmistir.

Tiim androjenez caligmalarinda oldugu gibi, genotipik duyarlilik ve etki, patlican
anter kiiltiiriindeki en kritik faktorlerden biri olmaya devam etmektedir. Karakulluk¢u
(1991), Alpsoy ve Seniz (2007), Salas vd. (2011), Ellialtioglu vd. (2012), Doks6z (2015)
ve Vural (2019) dahil olmak iizere giinimiize kadar yapilan bir¢ok arastirma, farkli
genotipler kullanarak patlicanin androjeneze yanitini incelemistir. Bu ¢alismalar, standart
kosullar altinda bile bazi patlican c¢esitlerinin androjenik indiiksiyona zayif yanit
verdigini dogrulamistir. Ornegin, Salas vd. (2011) calismasinda 12 farkli genotipin
androjenik tepkileri incelenmis ve bu genotiplerin 7 tanesinde hi¢ embriyo olusmadigi,
geri kalan 5 genotipte ise %0,7 ile %60,9 arasinda degisen oranlarda embriyo elde
edildigi bildirilmistir.

Bu calismada Aydin Siyahi ¢esidinde optimize edilmis hormon uygulamalarina
ragmen gozlemlenen sinirli yanit, bu genotipin androjeneze daha az yatkin olabilecegini
veya tam haploid embriyo rejenerasyonu saglamak i¢in protokol optimizasyonunun daha
da gelistirilmesi gerekebilecegini diisiindliirmektedir. Basay vd. (2010) ve Boncukcu ve
Gebologlu (2020) ayrica, anter kiiltiiriinde genotip etkisine ek olarak, donor bitkinin
yetistirme mevsimi ve kosullarinin da patlicanda anter kiiltiirii basarisin1 etkileyen
onemli bir faktor oldugunu belirlemistir.

Her ne kadar anter gelisimi, androjenez agisindan anterin canliligiyla baglantili
oldugu icin 6nemli olsa da, bu ¢aligma gostermistir ki herhangi bir ortamda anterlerden
yiiksek kallus rejenerasyonu gozlemlenmesi, o ortamda kallus, siirgiin, embriyo ve
bitkicik elde edilmesiyle dogrudan iligkili degildir. Bu ¢aligmada sunulan kallus ve
sirgiin gozlem sonuclari, kullanilan {i¢ biiylime diizenleyicisinin etkilerini ortaya
koymasi agisindan onemlidir. Bu nedenle, bu calismada en yiiksek anter kallusu ve
stirglin olusumunu saglayan ortam bilesenleri, patlicanda yapilabilecek anter kiiltiirleri
icin embriyojenik anter kallusu elde edilmesinde bir rehber olabilir.

Aydin Siyahi1 ¢esidinde yalnizca bu c¢alismada degil, farkli besi ortami
kompozisyonlarinin denendigi diger calismalarda da tek bir embriyo, kok veya dogrudan
bitki olusumu saglanamamis olsa da, bu calismanin bulgulari, 6nceki ¢aligmalarda
oldugu gibi anter kiiltiirlinde genotip etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica,
tiim bu ¢aligmalarin farkli lokasyonlarda yiiriitiilmiis olmas1 nedeniyle, donér bitkinin
‘genotip x cevre’ etkilesimi'nin tek basina genotip etkisinden daha etkili bir rol
oynadigini sdylemek daha gercekei bir ifade olabilir. Genel olarak bu sonuglar, Aydin
Siyahi1 gibi direncli genotiplerde haploid bitki rejenerasyonu zorluklarina iliskin mevcut
literatiirli  desteklemektedir. Kiiltiir ortam1 bilesiminin ayarlanmasi, 6n islemlerin
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uygulanmasi veya alternatif genotiplerin arastirilmasi, gelecekteki ¢calismalarda daha iyi
sonuglar elde edilmesini saglayabilir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada, patlicanda (S. melongena L.) haploid bitki elde etme verimliligini
artirmaya yonelik bir protokol gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, anter kiiltiirii
caligmasi i¢in farkli konsantrasyonlardaki (1, 2, 3, 4, 5 mg/l) BAP, IAA ve GA3 bitki
biiyiime diizenleyicileri, MS FeNa-EDTA (PhytoTech Labs Katalog No: 5800) kiiltiir
ortamina eklenmis ve bu diizenleyicilerin patlicanda anter kiiltiirii {izerindeki etkileri
aragtirllmisti. Uygun gelisim asamasindaki anter i¢eren tomurcuklar giinliik olarak
toplanmis ve kiiltiir dncesinde 24-36 saat buzdolabinda +4°C’de saklanmustir. On islem
sonrasinda, tomurcuklardan alinan anterler, BAP (1-5 mg/l), IAA (1-5 mg/l) ve GA3 (1-
5 mg/l) igeren besi ortamlarina ekilmistir. Bulgular, tiim hormon uygulanan ortamlarin
bir dereceye kadar kallus olusumunu indiikledigini gostermistir, en yiliksek kallus
olusumunun ise 5 mg/l GA3 ile saglandigin1 gostermistir.

Siirgilin olusumu yalnizca 3 mg/l BAP uygulamasinda (%22,04) gozlemlenirken,
IAA veya GA3 uygulamalarinda siirgiin ya da kok olusumu gézlenmemistir. BAP 3 mg/1
uygulamasinda siirglin rejenerasyonu gergceklesmis olsa da, bu yapilar kok
olusturmamistir. Ne yazik ki, ploidi diizeyini dogrulamak veya analiz etmek icin
kromozom sayimi yapilamamistir. Bu nedenle, bu rejenerantlarin androjenik kdkenli
degil, somatik yapida olma ihtimali bulunmaktadir. Embriyonik 6zelliklerin (6rn. Bipolar
yapilar veya embriyoid benzeri yapilar) yoklugu da bu siipheyi destekler niteliktedir.
Hormonsuz kontrol ortaminda herhangi bir morfojenik aktivite goriilmemis olup, bu
durum ekzojen bitki gelisime diizenleyicilerinin (BGD) temel roliinii vurgulamaktadir.

Anter toplama zamanlamasinin dogru olmasina ve soguk 6n islem uygulanmasina
ragmen, androjenik bitki gelisimi saglanamamistir. Bununla birlikte, bu c¢alismada
sunulan anter kallusu ve siirglin sonuglari, bu biiyiime diizenleyicilerinin (BAP, IAA ve
GA;) etkilerini ortaya koymasi agisindan 6nemlidir. Bu bulgular, uygulanan hormonlarin
morfogenez indiiksiyonunda kismen etkili oldugunu, Aydin Siyahi ¢esidinin diisiik
androjenik potansiyele sahip olabilecegini veya tam haploid embriyo rejenerasyonu igin
protokol optimizasyonuna ihtiya¢ duyulabilecegini gostermektedir. Patlicanda anter
kiiltiirtinde kallus ve siirglin olusumunu uyaran 6zellikle 3 mg/l BAP'1n etkinligi diger
uygulamalara gore 6n plana ¢ikmaktadir.

Ayrica, ileriki ¢alismalarda bu protokol kullanilarak farkli androjenik yanitlara
sahip diger patlican genotipleri degerlendirilmeli ve sonuglar Aydin Siyahi ile
karsilastirilmalidir. Soguk 6n islem uygulanmis olsa da, sicak soku veya osmotik stres
(6rn. mannitol) gibi yontemlerle kombine edilmesi, Aydin Siyah1 ¢esidinde androjenik
indiiksiyonu artirabilir. Bunun yani sira, embriyogenez ve koklenmeyi artirdigr diger
caligmalarda gosterilen 2,4-D, NAA, kinetin, ABA, AgNOs, aktif karbon ve askorbik asit
gibi yeni hormon kombinasyonlar1 veya katki maddeleri de degerlendirilmelidir.
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