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PATATESTE DOKU KULTURUNUN KULLANIM ALANLARI VE
UYGULANMASI

Tahsin KARADOGAN (1)

OZET : Doku kidtiirii teknigi patateste gen kaynaklarinin korunmast,
hastaliklarin elemine edilmesi, hzli gogalnm ve islah ¢aligmalarinda genis bir kullanim
alan bulmugtur.

Gen kaynaklart kildtir ortarmindaki bitkinin biiyimesini yavaglatmak ile
korunabilir. Bu iglem ortama bliyiimeyi engelleyici maddeler ilave ederek saglandigi
gibi, ortamin besin maddelerini veya sicaklifint degigtirmek suretiyle de
gerceklegtirilebilir. Ayrica kiltiriin hizli veya kademeli dondurulmas: ile de gen
kaynaklan muhafaza edilebilmektedir.

Patates bitkisi igin biiyiik problem yaraian hastaliklar (6zellikle virisler) doku
kiiliiird ile bitkiden elemine edilebilmektedir.

Virissiz bitki veya islah maiteryali, doku kiliiiri ile hizhi bir gekilde
¢ogalularak kisa zamanda iretim agamasina gelebilmektedir.

Bunlarin yaninda doku kiliirinden muiasyon, seleksiyon, dayanikliltk ve
melezleme 1slahinda faydalanimaktadir. Uyusmazliklarda, egeysel olarak
melezlenmesi miimkiin olmayan tiirlerin melezlenmesinde genis bir kullanim alanina
sahiptir. Ayrica bir bitkinin islah siiresi doku kiiluirii ile kisaltlabilmektedir.

GIRIS

Bir iiretim teknigi olan doku kiiltiirii galigmalanna, 19. yiizyilin sonlan ve 20.
ylizyihn ilk dénemlerinde baglanilmakla beraber, 1960 yilinda uygun besi ortam
kesfedilinceye kadar nemli bir geligme gosterilememistir (Er ve Canbolat, 1992). Besi
ortaminin kesfinden sonra, yapilan ¢aligmalar yeni gelismeleri arkasindan getirmis,
bugiin birgok bitkide pratik kullanim alani bulmugtur.

Geligmis ve gelismekte olan iilkelerde gen kaynaklarinin korunmast,
hastaliklarin elemine edilmesi ve hizli gofaltim amaciyla (Doods, 1988) patates
tiretiminde doku kiiltiirii kullamlmaktadir. Ayrica patatesin kalitesini ve verimini

(1) Atatiirk Universitesi Ziraat Fak(ltesi Tarla Bitkileri Bslimi, Eczurum.
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iyilegtirmek i¢in yapilan 1slah galigmalarinda da doku kiiltiiriinden yararlanma giinden
gline artis gostermektedir.

GEN KAYNAKLARININ KORUNMASI

Patateste bir genotipin devamlilifinm1 saglayabilmek igin doku kiiltiiriin
haricinde, her yil tarlada tiretilmesi gereklidir. Genotiplerin doku kiilaiiri ile
devambliginin siirdiiriilmesinin tarla gartlarinda iiretimine gore bazi avantajlan vardr.

a) Tarla gartlarinda 1000%erce genotipin iiretimi doku kiiltiiriine gére hem zor,
hem de daha masraflidir.

b) Tarla sartlaninda gevre ve patojen riski bulunmaktadir.

¢} Islah materyali igin kullanilacak yabani bir genotipin 6zelligini
kaybetmeden, yalnizca gen kaynaginin bulundugu bolgelerde devamhiligi saglanabilir
ve liretilebilir. Halbuki doku kiiltiirii ile hi¢ bir 6zelligi kaybetmeden binlerce kopyasi
yapilabilir.

d) Doku kaltiirii ile cogaltilan genotiplerin ulusal ve uluslararas: dagitimu daha
kolay ve ucuz olmaktadir.

e) Doku kaltiird ile istendigi anda genotip kisa zamanda fazla miktarda
tiretilebilir.

f) Doku kiiltirii ile iklime bagh kalinmaksizin yilin her déneminde ¢ogalma
yapllaBilmektedir.

Yukanidaki avantajlarindan dolay: patateste gen kaynakiannin korunmasi igin
doku kiiltiiriine bagvurulmugtur. Doku kiiltiirii ile gen kaynaklannin korunmasi (1)
kiiltiir ortamindaki fidelerin biiyimesini yavaglaimak (Doods ve Lizarraga, 1988)
veya (2) kiiltiir ortanmundaki bitki dokularint dondurmak (Géniilgen, 1987) suretiyle
yapilmaktadar.

1. Kiltar Ortamindaki Fidenin Biyiimesini Yavaglatmak

Fidenin biiyiimesini yavaglatmak 3 yolla yapilmaktadir.

l.a. Biiyimeyi Engelleyici Kimyasal Maddelerin Kullanim

Bilylimeyi geciktiren kimyasal maddelerin vitra ortamminda fidelerin biiyilime
oranlanni diiiirerek ortamda kalma surelerini uzatmaktadir. Bu bilegiklere karg
gegitlerin ve bitki materyallerinin tepkisi farklilik gostermektedir.

Doku kiiltiiriinde kullanilan baz1 biiylimeyi engelleiyciler agagidaki sekilde
uygulanmaktadr.

Maleic Hydrazide (MH), kiiltiir ortamina 10 mg/1 ilave edildifinde fidenin
gelismesini geciktirmektedir.

276



Diaminozide (B 995), agelya ve krizantemlerde yaprak spreyi olarak kullanilan
bilegik, kiiltiir ortamina 100 mg/l piiskiirtildiginde fidenin biiylimesini
yavaglatmaktadur.

Absisik asit (ABA), dormansiyi kontrol ettigi gibi 15 mg/1'lik solusyonu
kiiltiir ortarruna ilave edildiginde biiyiimeyi yavaglatmaktadir.

Trans-cinnamic asit (TCA) gibi fenolik bilegiklerde biiyiimeyi engelleyiciler
olarak kullamimaktadr.

1.b. Ortamun Ozmatik Basincinin Artinlmasi

Biiyiimeyi sinirlamanin ikinci yoluda ortam:n ozmatik basincim artirarak,
biyiime kiiltiriindeki elverigli suyu azaltmaktir. Bunun igin osmatik sekerler
(mannitol ve sorbitol vs) kullanilmaktadir (Doods ve Lizarraga, 1988). Ortama % 6
oraninda mannitol ilavesi bu amag i¢in uygundur. Aynica ortarmn siikroz
konsantrasyonunu degistirmek suretiyle de fidelerin bilylimesi yavaglatilmaktadur.
Kiiltiir ortama sahip her 250 ml'lik kaba 60 mi veya her 60 ml'lik kaba 20 ml siikroz
ilave edildiginde fidenin biiyiime oram1 degigmektedir. Siikrozun ctkisi ya besinsel ya
da ozmatik yolla olmaktadir (Wang ve Hu, 1985).

l.c. Inkiibasyon Sicaklifint Ayarlama

Yasayan birgok organizmada oldugu gibi bitkilerdeki enzim faaliyetleri de
belirli sicakliklarda vuku bulur. Bu enzimlerin biyokimyasal olarak optimum
sicakliklan belirlenmigtir. Buna bagl olarakta bitkiler i¢in optimum sicakliklar tesbit
edilmigtir. In vitro ortaminda bitkiler optimum sicakliktan agafi veya yukar
sicakliklarda tutulursa biiyiime sinirlanir. Bu iglem yapilirken bitkinin agin strese
maruz kalmamasi gerekmektedir. Bitkiler -3 °C'nin altinda ve 28 °C'nin iistiinde
tutulursa stres goriilmektedir (Doods, 1988). Sicaklifin bu sinirlar igerisinde
tatulmast halinde bitki canli kalir ve bilylimeye devam eder. Patates bitkisinin
biiyiimesinin minimum oldugu sicakliklar 6 °C (Westcolt ve ark., 1977) ve 22 °C
(Westcolt, 1981) dir. Bunlarin yamnda bitkilerin giindiiz 12°C'de 16 saat ve gece 6
°C'de 8 saat tutulmas: halinde biiylime minimuma inmektedir (Wang ve Hu, 1985).

Minimum biyiime igin siirgiin ucu ve meristem kiltirii daha fazla
kullamlmaktadir. Ciinkii bunlar kallus ve hiicre kiiltiiriine gore genetik olarak daha
stabildir. Ayrica kiiltlir minimum bilyiime ortamina konmadan &nce on inkiibasyon
igin 22 °C'de 1 mg/t 6-benzelaminapiirin veya 0.5 mg/1 3-indol asetik asit ortarmunda
iki giin veya 27 °C'de 0.2 mg/l ciberallik asit ortaminda birgiin tutulmasi
gerekmektedir (Wang ve Hu, 1985).
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Minimum biiyiime ortaminda yaklagik 1-2 yil saklanan kiiltiiriin yumru
olugum problemi ortaya gikabilmektedir. Bunu &nlemek igin kiiltiiriin 10 °C'de
depolanmasi uygun olmaktadir (Kwiatkawski ve ark., 1988).

2. Kiiltiriin Dondurarak Muhafazasi

Bitki dokularinin - 196 °C gibi diigiik sicakhklarda dondurarak uzun siire
muhafazas) miimkiindiir (Bajaj, 1979). Ciinkii diiglik sicakliklarda bitiin metabolik
olaylar durmakta ve hig bir genetik defigim meydana gelmemektedir. Dondurarak
muhafaza igin siingir ucu, meristem, somatik hiicre, protoplast, embriyo, anter ve
polen kiiltiirleri kullanimaktadir (Kartha, 1981).

Belirli bir dokunun dondurarak kerumasindaki bagari, dokunun her bir hiicresi
igerisinde buz kristallerinin sebep oldugu zararin &nlenmesi veya minimuma
indirilmesine baghidir. Dondurarak muhafazada kiltiirii soguga kargi korumak igin
dimetil siiloksit, etilen glikol, dietilen glikol, propilen gilikol, rekzometilen tetramin,
dimetil asetamid, polivinil pirolidon ve degigik yekerler kuttanilmaktadir (Goniilyen,
1987).

Bugiin dondurarak mubafazada iki yaklagim bag1 gekmektedir.

2.a. Cok Hizh Dondurma

Hiicre igerisinde olugan buz kristalleri hizli dondurmada mikrobik biiyiikliikte
olmaktadir. Bunlar hiicrenin membranimi ve i¢ organallerint pargalamamaktadir.
Bunun yaninda eritme iglemi kristallegmeyi onlemek igin yeterince hizli yapilmalidar.
Bu metot siirgiin uglarintn dondurulmasinda bagarili bir metotdur (Doods, 1988),

2.b. Kademeli Dondurma

Yavay ve kademeli dondurma iglemine birgok doku kiiltiirli icin
basvurulmaktadir. Hacrenin zarar gérmesi dig kisimlarin dondurulmasina baglidir.
Hicreler sogutulurken, etrafindaki stvt kademeli bir gekilde buz gekirdeklerine bagh
olarak donar. Bu esnada hiicre igi akigkan s1vi heniiz donmaz. Digta buz olugumuyla
meydana gelen su buhar basine: hiicre igerisindeki suyu geker. Bunun sonucu hiicre
eriyiginin donma noktas: diiger. Bu jekilde patateste gen kaynaklarinin korunmasi
halinde genetik zararlanma g¢ok az gorilir. Fakat boyle koruma ozel tesis
istendiginden difer yontemlere gore daha pahalidur,

PATOJEN ELEMINASYONU
Bocekler, nematotlar, funguslar ve bakterilerin aksine, virtisler konukcu
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olduklan bitkilere uygulanacak kimyasal ilaglarla kontrol altina abnamazlar.
Bitkileri viriis hastaliklanndan anndumak igin 2 teknik kullamlmaktadir.

1. 1s1 ile Tedavi

Bu metotla bitkiler belirli sicakliklarda tutularak viriisler elemine edilir.
Sicakligin yiiksek oldufu ortamda viriislerin replikasyonu 6nlendiginden bitkiler
viriisten anindinlmaktadir. ABD'de yapilan ¢alismalarda bitki 35 °C'de 56 giin veya
36 °C'de 39 giin tutuldugunda birkag patates gesidinde PYKYV viriisleri elemine
edilmigtir (Boks, 1990).

Baz: aragtiricilar sicaklik ile tedavide, degigen sicaklik uygulamalann tavsiye
etmektedirler. Hindistan'da yapilan bir aragtirmada 2 ay 32 °C ve ardindan 4 ay 29 °C
wruldufunda bitki PYKYV virislerinden anndinlmigtir (Boks, 1990).

Sicaklik ile tedavide yumrularin bozulmasi, mutant hatlarin olugmasi, renk
bozulmasi1 ve bazen siirgiin vermemeleri nedeniyle uygun bir yontem olarak
goriilmemektedir (Boks, 1990).

2. Doku Kiiltiirii ile Virislerin Eleminasyonu

Viriis elemine etmek igin protoplast, kallus ve hiicre kiiltiirleri kullamlmakla
beraber, en iyi sonucu meristem kiiltiirii vermektedir. Meristam kiiltiirii ana bitkinin
biitiin dzelliklerini tagimasina ragmen, diBer kiiltiirlerde mutasyonla degisim olabilir.

Bulagik bitkinin viriisten arindinilmasi igin izlenen yol Sekil 1'de sematize
edilmigtir.

HI1ZLI COGALTMA

Hizh ¢ogaltma, (a) 1slah sonucu elde edilen, (b) gen bankasinda bulunan ve (c)
patojenden anndinlmig genotiplerin gogaltilmasy amaciyla bagvurulan bir iglemdir.

Bugiin hizl1 gogaltma teknikleri; 1. In vitro'da fide halinde gogaltma ve tarlaya
aktarma, 2. In vitro ortaminda mikro yumrular iiretme ve tarlaya aktarma, 3. In
vitroda Uiretilen fidelerden steril olmayan ortamlarda kiigiik yumrular iretme ve tarlaya
aktarma, 4. Pirleri keserek serada koklendirme ve tarlaya aktarmak olmak iizere 4
katagoriye aynilmigtir (Jones, 1988). Bu tekniklere yumru iizerinde bulunan biitiin
siirgiinlerin uygun ortamda gelistirilerek gogaltilmas: da eklenebilir. Hizli ¢ogaltma
metotlanindan in vitroda fide halinde iiretilip, tarlaya aktarma iglemi diinyada en gok
kullamlan yontemdir. Bunu pirlerin kesilerek gopalnimas iglemi izlemektedir (Jones,
1988).
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Ana Bitki
(Hastahkla Bulagik)

Serada Yeligtirme

Meristem Kdltiirii
(©.3-0.6 mm)

2 ay sonra

¥
Bitkinin Olugmasi

.

Siirgiin uzunlugu 3 cm
otdukian sonra
|

Bitkilerin toprag: aklartlmas:

'

1-2 giin sonra

Virlis Konuroli
|

A
Cogallma

Viriisien Ari Uriin

(6-8 cm uzuniuPunda siirgiin alunr).

(10 giin bilkt cam kavanozla &rtilliir. 4 ve 6 hafta sonra 200 g E/m2
sec 151k yogunlugunda 16 saatlik foloperiyota 36 °C giindiiz 33 °C
gece sicakhifinda 6 ile 10 hafla sire ide tulur).

(Xiiltir ortaminda 6 stok solusyon (Mellor ve Smith, 1977)
kullamimaktadwr. Kiiltir ortamimna antiviriis maddeler (malach
malachite green, antinomycin D, § azaguanine veya ribovirin} ilave
edilebilir. Gerekiyorsa 30-40 °C'de 2-3 hafta sicaklik Llerapisine
wiulabilir (Wang ve Hu, 1985).

(1 hafta cam kavanozla ortiiliir).

{ELISA lesu)

(Doku kiiltini ilc veya vejelatl olarak iircunc)

$ekil 1. Meristem kiilliirii ve sicaklik terapisi ile bitkinin virdsten anndirilmast, (Goniilgen,
1987)'den alinan Tablo, Wang ve Hu, (1985) ve Wright (1988)'in belirttigi deferlerle

modifiye edilmigtir}.

In vitro ortarminda yapilan gogaltma metotlan esasta birbirine benzemektedir.

In vitroda biitiin gogaltma metotlan tck ve gok bofumlu patates siirgiinlerinin siv

veya kat ortamda hizl1 geligtirilmesi iizerine kurulmugtur.

Tek Bogum Kesimiyle Cogaltma
Yapraklar ile tek bir bogum in vitro igerisindeki kiigiik fideden kesilir.

Yapraklar biiyiik ve yagh ise dikkatlice koparilir. Biiyiik yapraklann tek bofum

iizerinde birakiimas1 halinde olgun yapraklardaki hormonlar yeni geligen bitkinin
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geligmesine ket vurmakradiriar. Kesilen bir bofum kat agar ortamina (Espinoza ve
ark., 1984) birakilir. Yan tomurcuklar 3-4 hafta icerisinde mzl bir gekilde biiyiirler
(Selal 2).

Coklu Bogum Kesimiyle Cogaltma

Meristemn kiiltiirii veya diger kiiltiirlerle yenilenen fide 250 ml'lik erlenmayer
igerisindeki agar ortami iizerine yatay olarak kenur. Yirmi giin igerisinde bu
sirgiinden 2 veya 3 koltuk alt siirgiinii geligir. Geligen siirgiinler tekrar agar
ortamina yatay olarak konur ve yeniden koltuk alti siirgiinleri gelisir. Bu islen 20 giin
araliklarla 3 kez tckrarlanir.

Gerek tek gerekse goklu bofum kesimiyle gogaltilan fideler direkt steril
olmayan ortama koklendirmek amaciyla aktardabildikleri gibi, siv1 kiiltiire akidrilarak
da gopaltma iglemine devam edilebilir (Sekil 2).

Stv1 Kiiltire Aktarma

In viuo ortarmnda tekli veya ¢coklu bogum kesimiyle gogalilan fideler, her biri
3 veya 4 nod ihtiva edecek gekilde kesilir ve biyiik yapraklar uzaklagunlir, Her bir
parga 15 ml'lik siv1 ortama (Espinoza ve ark., 1984} yerlestirilir. Ortarmun havasiz
kalmamas i¢in 80 d/d hizla saliamr. ki veya ii¢ hafia sonra herbir ekplant 60 ve 70
bogum ihtiva edecek gekilde biiyiir. Bu ortamdan dogrudan serada steril clmayan
ortama aktarma yapilabilir (§ekil 2).

Koklendirme ve Steril Olmayan Sartlara Transfer

Gerek tekli, gerekse ¢oklu bogumdan ¢ogaltilan veya sivi kiiltiirden alinan
fidelerin biiyiik yapraklari alinir. Bu fidelerin ¢ok bogfumlu sirgiinleri veya tek
bofumlu 16-25 siirglin uygun kap igerisine agar ortamtna birakilir. Fideler 3-5 cm
uzadiginda ve iyi kdk sistemine kavustuklan zaman, yiiksek organik madde ihtiva
eden yataklara veya saksilara transfer edilir. Bu ortamda olugan yumrular tarlada
cofaltmaya alinmaktadir (Sekil 2). Steril clmayan oriamda koklendirilen fideler
dogrudan tarlaya aktariabilir.

In Vitro Ortaminda Yumru Olugturma

Sekil 2'de yumrulagtirma iglemi igin kullamlan metot gosterilmigtir. Siv veya
kat kiiltiir ortamindan alinan fideler 8 saatlik fotoperiyotta (Slimmon ve ark., 1989),
Wang ve Hu (1982)'nun modifiye ettifi kiiltiir ortamina (Orniz ve Saldana, 1987)
veya CCC ilave edilmig sivi kiiltiir ortamina (Dooks, 1988) yatay olarak birakilir. Bu
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Sekil 2. Tek ve gok bopumlu gopalum ile sirgiinlerin koklendiriimesi ve yumrulagirmantn
sematize edilmesi

kiiltiir ortaminda 12 hafta sonra mikro yumrular olugmaktadir. Bu yumrular direkt

tarlaya dikilebildigi gibi, seralarda mini yumru iiretimi igin de kullanilmaktadur.
Yumru olugturmanin fide iiretimine gére baz: avantajlan bulunmaktadir. Bu

avantajlardan birincisi gen bankalarinda bulunan genotiplerin dagiliminin daha kolay
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olmasidir. Ikincisi ise iretilen yumrulanin uygun ortamlarda depolanma 6zellifine
sahip olmalandir. Yani iiretildikten hemen sonra kullanilmayabilirler.

Doku kiiltiiri ile iiretilen fidelerin veya mikro yumrulann tarla gartlarindaki
performans: oldukc¢a yiksektir. Wattimena ve ark. (1983) tarafindan yapilan bir
caligmada, verim bakimindan gergek yumru kullanimi ile mikro yumru ve mikro
stirgiin kullammu arasinda Gnemti bir fark bulunamamugur. Burada dikkat edilecek
husus, fidelerin steril ortamdan direkt tarlaya akanlmasinin uygun olmamasidir.
Belirli bir siire serada gevreye uyumu saglanmalidir (Sipos ve ark., 1988). Aksi halde
verimde Onemli azalmalar meydana gelmektedir. Gerek mikro fide girekse mikro
yumru iiretiminni dezavantajlari, (a) iretimlerinin pahali olmasi ve (b) tek siirgiin
verdiklerinden dig sartlardan fazla etkilenmesidir. Bunun yaninda kiiltiir ortarndaki
yumru verimi ile tarladaki yumru verimi arasinda olumlu iligki bulundugundan
(Alsadon ve ark., 1988) verim hakkinda énceden tahmin yiiriitiilebilir.

PATATES ISLAHINDA DOKU KULTURUNUN KULLANIMI
Kallus Kiltiiri

S

i¢in kullanimi uygun degildir. Hiicrelerinin kolayca dagilabilmeleri nedeniyle hiicre ve
protoplast kiiltiiriinde baglangi¢ materyali olarak da kullamlabilirler.

Bitkiler siirgiin, yumru ve yaprak kalluslanndan yenilenebilir. Kiltiir igin
bitkinin geng dokulan tercih edilmelidir (Macit, 1972). Kallus dokusunu in vitro
sartlarinda yenilemede 3 kademe bulunmaktadir ($ekil 3).

1. Bitki materyalinin belirli bir kasrmnin farkdilagmas:

2. Farklilagan bu kallus hiicresinin koklerde, siirgiinlerin meristemlerinde
veya embriyolannda gogalmas.

3. Kiiltiir ortarminda bu farklilagan kisimlardan bitki elde edilmesi.

Varyasyonlar morfoloji, ploidi diizeyi, kromozom sayisi, verim ve enzimler
yoniinden meydana gelebilmektedir. Kromozom sayisindaki degisiklikler yaninda
kromomlarda yap1 degigikiikleri de vuku bulabilir (Evans ve Reed, 1981).

Kiiltir esnasinda dogrudan mutasyona rastlanildigy gibi, ortama etil metan
siilfanat, etil siilfat gibi mutagenler (Handro, 1981) ilave edilerek de mutasyon
artinlabilir. Mutasyon neticesinde elverigli genotipler bulmak miimkiindiir.

Kallusu kiiltiirii esnasinda ortama hastalik etmnenleri ilave ederek dayaniklilik
bakimindan seleksiyon yapilabilir.
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Bitki Materyali (Stirglin ucu, yumru primordial dokusu, yaprak kisumlan)

Materyalin Dezenfekte (% 0.5-1.0 sodyum hydroklorid, % 5 kalsiyum hydroklorid, % 0.1
edilmesi ¢inko klorid, kangiminda 5-10 dakika tutulur).
Yikama (Sterilize edilmig distle su ile 2 kez yikanur)
Numune Alma (Stirgiinlerde sirgiin ucundan 1 mm, yumrularda 2 mm disk seklinde
l yumrunua prunordial dokusundan, yaprak sapi ve ayasindan)
Kiiltiiriin Hazirlanmasi (MS ortami + % 3 stikroz + % 0.8 agar + 2 mg/1 24 -D, 25 °C

sicaklik, 16 saat fotoperiyot, 1 kiloluks 151k)

(10-14 giin sonra aktif biiylime baglar)
Alt Kiiltérlerin Yapunt (2 hafia arahklarda 2 alt kiiltiir yapilir)

_— (MS ortamt + % 3 sikroz + % 0.8 agar + % 0.1 bacta-tryptane +
T - .0.01_mg/1 NAA + 1 mg/l kineun, 25 °C sicaklik 16 saal
fotoperiyot, 2 kilofiiks-15K) -

Cogaltma

Sirglin Yenileme

Sekil 3. Kallus kiiltiiriintin uygulamg yoniemi (Wang ve Hu, 1985)

Anter Kiiltiri

Autotetraploid (2n= 4x = 48) bitkilerden dihaploid (2n = 2x = 24) bunlardan
da monohaploid (2n = x = 12) bitkiler elde etmek amaciyla anter kiiltiiriinden
yararlamlir. Patates bitkisinde haploid bitkilerin elde edilmesinin gu avantajlan vardir.

1. Autotetraploidlerden elde edilen dihaploidler yabani diploidlerle kolayca
melezlenebilirler. Bu yolla yabani tiirlerde bulunan iyi karakterler kiiltiir varyetelerine
kolayca aktanlabilir.

2. Anter kiitiirii ile elde edilen haploidlerin kromozomlarinin katlanmasiyla
homozigot hatlar elde edilir. Boylece daha kisa yoldan bu hatlan melez azmanhginda
kullanmak miimkiindiir.

3. Haploid bitkiler katlanmadan veya katlandiktan sonra mutasyon ve
seleksiyon 1slahinda kullaniabilirler. Mutasyona ugrayan ressesif genler dublikasyona
ugradiklarindan haploidlerin katlanmasiyla kendini gosterebilmektedirler.
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4. Sitolojik ¢aligmalar kolay oldugundan genlerin etkisi kolayca
tammlanmakta, bu da genetik miihendisligine kolaylik saglamaktadir,

Patates bitkisinde partenogenesis yolu ile haploid bitki elde edilebilir. Fakat
anter kiiltiiriniin partenogenesis ile haploid bitki elde etmeye gore bazi1 avantajlan
vardir. (a) Mikrosporlar ¢igek igerisinde makrosporlardan daha elverigli
durumdadirlar. Erkek organlardan daha fazla bitki elde edilebilir. (b) Biitiin patates
tirlerinde anter kiiltiiri ile ¢ofaltma s6z konusu iken, ancak birkag yabani tir
partenogenesis yolu ile gogaltilabilir. {c) Anter kiltiiri tle gogaltilan bitkilerde
kromozom kendiliginden katlandifindan, tamamen homozigot diploid ve tetrapioid
fideler elde edilebilir (Wenzel ve Uhrig, 1981).

Anter kiiltiirii pratik olarak dayamklibk 1slahinda kullanilir. Anter kiiltiiriindeki
bagan kiiltiiy materyali olan bitkinin genotipi, kiiltiire alma zamamnda polen
tanelerinin geligme devresi ve in vitro ortammundaki kiiltirel ve fiziksel sartlara bagh
olarak degigir (Wang ve Hu, 1985).

Genetik Faktorler @ Anter kiiltliriine kargi genoiiplerin gosterdigi tepkiler
farklidir. Bu farkliliklar mikrosporlarin boliinmemesi ve boliinmenin farkh devrelerde
meydans gelmesinden kaynaklanmaktadir (Wang ve Hu, 1985).

Polenlerin Gelisme Devresi : Pollen danelerinin in vitro ortarmnda bitki
olusturmast, geligme devielerine gore defiigmektedir, Anter kiiltiirleri tek ¢ekirdekli
donemde kiltire alindig1 zaman daha iyvi geligme goéstermektedir (Dunwell ve
Sanderland, 1973).

Kultiir Sartlart ve Besinler : Yapilan ¢alismada (Sopory, 1979) kiiltiiriin
ilk 4 giininde mikrospor bollinme basglangicinda siikroz konsantrasyonunun % 6
civarinda olmas: gerektifi, sonraki dénemlerde azaltilabilecegi kaydetmektedir.
Stokininin ise mutlak kiiltiir ortaminda bulunmasi gerektigi belintilmektedir. Genelde
MS ortamuina % 10 hintcevizi sutu, ZEA ve BA ilave edilmektedir (Wang ve Hu,
1985). Yine kiiltiir ortamuinda sicakligin 25 °C, fotoperiyodun 12-16 saat ve 15151n ise
2-4 kiloliiks olmasi halinde anter kiiltliriinde bagan artmaktadir (Wang ve Hu, 1985).

Anter Kiiltiiriiniin Pratik Olarak Uygulanmasi

Cigek tomurcugu, tarla sartlaninda 10 kiloliks 1g1kta 16 saat fotoperiyotta
truimaktadir. Tomurcuk 1,5-3.0 mm uzunlugunda ve agik yesil renkte oldugu zaman
mikrospor tek g¢ekirdek ihtiva etmektedir. Bu dénemde alinan tomurcuk kiiltiir
ortarmina konmadan &nce % 3-9'luk kalsiyum klorid, % 1'lik sodyum klorid, %
0.1'lik ginko klorid kariginm igerisinde 10-30 dakika ttulur. Sonra sterilize edilmig
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distile su ile yikanir. Anterler kesilerek ¢apr 4-6 cm olan petri kaplarina konur. Petri
kaplarinda MS tuzlarina ilaveten % 6 siikroz, % 0.5 aktive edilmis komiir, 6x10-6 M
JAA, 4x10- M BA ve % 0.5-1.0 oraninda agar bulunur (Sopory, 1979). Sicaklik 25
°C'ye, fotoperiyot 16 saate, 151k 2-4 kiloliikse ayarlanir (Wang ve Hu, 1985). Bu
ortamda 3-12 hafta sonra kallus veya embriyo olusur. Bunlarin iyi geligmesi i¢in tazc
kiiltiir ortamina aktarihir. Katlus kiittiiriinde belintilen yontemterle fide yetistirilir.

Embriyo Kiiltiri

Tozlamp dollenme olayr gergeklestikien sonra meydana gelen embriyonun
aseptik sartlar altinda elverigli besin ortamina transfer edilerek tam bir bitki elde
edilmesidir (Marks, 1973). Normal embriyonun meydana geldigi tiirler arasindaki
melezlemede, embriyo ile onun gevresindeki doku arasindaki uyugmazlik oldufunda,
embriyoyu kurtarmak igin embriyo kiiltiiriine bagvurulur. Aynca islah porgramlaninda
1slah stiresini kisaltmak i¢in ve embriyolann gelismesi lizerine gevre sartlannin etkisini
belirlemek amacryla embriyo kiltiiriinden yararlanilir.

Patateste olgunlagmamig embriyonun in vitro ortaminda gelistirilmesi, uzak
¢aprazlamalardan embriyonun kurtanilmasina miisade etmektedir (Speck ve ark.
1987). Patates 1slahinda yabani tiirlerde mevcut olan bazi iyi karakterlerin bu yolla
kiiltiir bitkisine dahil edilmesi miimkiindir.

Protoplast Kiiltiri

Protoplast kiiltlrii, mutasyon 1slahi, somatik melezleme ve genetik
n;'amplasyonlar igin bilyiik bir potansiyele sahiptir. Protoplast kiiltiirii protoplast
izolasyonu ve protoplast fizyonu olmak iizere iki esasta incelenmektedir.

Protoplast Izolasyonu

Bitki materyali olarak, saksida yetistirilen bitkinin yapraklan veya kiiltiire
alinmig (stirglin kultiiriiniin yapraklar, kiiltiire alinmg siirgiinler ve siispanse edilmig
hiicreler) materyal kullamlabilir,

Protoplast kaynag1 olarak kullanilacak bitkinin, protoplast izolasyonundan
4-10 giin once 6 saatlik fotoperiyotta ve 7 kilolikks 151k intersitesinde tutulmas:
gerekir. Genelde kiiltiire alinrmg hiicreler protoplast izolasyonu i¢in daha uygundur.

Protoplast Izolasyonu ve Saflagtirma
Protoplastlar solusyon igerisinde bulunan enzimler (seliilaze, hemiseliilaze,
pektinaze grubu enzimler) hiicre duvarlanni pargalamalan neticesinde izole edilir.
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Ortamin ozmatik dengesini saglamak igin kiiltiir ortaminda sorbitol, monnitol, glikoz
ve siikroz gibi maddeler bulunmalidir {Vasil, 1976). {zole etilmis kiildiriin stabilitesini
devam ettirebilmek igin ortama kalsiyum klorid ilave edilir. Protoplast izolasyonu igin
gerekli siire 25-30 °C'de 4 saattir. Hicre duvan pargalandiktan sonra santrifiijle
saflagtirma iglemi yapilir (Binding ve ark., 1978). Protoplast kangim 40-100 qm
porlu filtreden gegirilir. Filtre iizerinde vaskiilar dokular, hiicre yifinlari ve
pargalanmig hiicreler tutulur. Ayrica protoplast ve hiicre fragmentleri alinir. Siikroz ve
sorbitol ile kombine edilir ve 350 d/d hizla 3-10 dakika santrifiije tabi tutulur. Stikroz
protoplastin bozulmasina mani olur.

Protoplastin Cogaltiimasi ; Saflaginlnug protoplast s1vi kiiltlir ortamina
konur ve kiilliir ortaminda hiicre duvralan olugur. Sonra kau kiiltir ortarmuna aktarilir,
Kiihiir yogunlugu 4x104 protoplast/mi ofmahdir. Ayrica ortamda ozmatik denge
safilayierlar bulunmahidir. Kiiltiir ortam kallus hiicre kiiltiird gibidir. Membran

stabilitesing areirmak igin kalsiyum konsantrasyonu 2-4 kanna gikanlir. Protoplast

ottt auvin ve stokinin gereklidit. Bu oriamda hiicre béliinmest baglar (Wang ve
Tl 1985 10 ve Cambela, 1992) Devamli hiicre Ldliinmesini takiben 1-3 hafta
ierisingds Licre viinkiomeyvdane pela (Vasil, 1976). Yigindan sonra farklilagma ve
imarfmiapenesis yale e kak ve efiglin olugur,

fMoiplast Konlar grasinda hiiyitk oranda varyasyonlar meydana
celebilmeliedin, Varyasvenlarm ¢ogu okiopleidi, aneuploidi, mixoploidi gibi
Fromerenat batlanma ile ofugur, Protoplast izolasyonu ile yeni varyeteler elde

ed i il

Protoplast Fizyonu (Somatik Melezleme)

Protoplast kiiltlirii ile normal olarak egeysel yolla elde edilmesi miimkiin
ofmiyan somatik melezleme yapilabilmektedir (Hess, 1975).

Somatik melezleme pataies bitkisinde problem yaratmasina ragmen, S.
chacoense ile kiiltir varyetelen (Butenko ve Kochko, 1979) ve diploidi patates ile S.
nigrum (Binding ve ark., 1982) arasinda bagan ile gergeklestirilmigtir,

Somatik melezleme bir genotipin stoplazmasinin difer bir genotipin
¢ekirdegine transferi seklinde gergeklegmektedir. Bu teknik stoplazmik karakterlerin
ransferi igin fayda saglamsgtr. Bu yolla tiitine stoplazmik erkek kisirhg aktanlmigtr
(Espinoza ve ark., 1984). Avm sekilde parates bitkisine de erkek kisirhigimin
aktanlabilecegi iimit edilmektedir. Bu da kastre etmeden ana bitkiler kullanilarak hibrit
tohum iiretimine imkan saglamaktadir.
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