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bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro
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Ozet

Anter kiiltiiri yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesi, genelde tiim bitki tiirlerinde dnemli yararlar saglamakta; 6zelde ise sebze
tiirlerinde gerek hibrit gesit 1slah1 ve gerekse kombinasyon 1slahinda 1slah siirecini kisaltici ve yeni genotiplerin ortaya ¢ikmasi bakimmdan
1slahgilara biiyiik kolaylik saglamaktadir. Ancak haploid bitki elde etme frekansi, birgok faktore baglidir ve bunlardan birisi de mevsimsel
farkliliklardir. Anterlerin i¢inde bulunan polenlerin yapisal olarak birbirinden farkli olmalari, mevsimlerin etkisini agiklamada etkili
olabilir. Bu hipotezi agiklamak amaciyla patlicanda farkli dénemlerde yetistirilen bitkilerden alinan anterler kiiltire alinmis ve ayni
zamanda mikrosporlart da yapisal olarak incelenmistir. Kemer ve Aydm Siyahi patlican gesitlerinde S-polen varlig: ile haploid embriyo
olusumu arasindaki iliski incelenmistir. Sonbahar dénemi anter kiiltiirii i¢in basarili bulunmazken, yaz baslangicinda alinan anterlerden
haploid embriyo ve bitki elde edilmistir.

Anahtar Kelimleler: Pathican, in vitro, haploidi, polen, mevsim, dimorfizm

Investigations on the Pollen Dimorphism and its relationship with Anther Culture in
Eggplant

Abstract

To obtain haploid plants through anther culture, often providing significant benefits to all the plants, in particular the combination of
the vegetable crops and breeding and breeding efforts both types of hybrid process in terms of shortening the emergence of new genotypes
and breeders is a great facility. However, the frequency of obtaining haploid plants depends on many factors and one of them is seasonal
differences. They are structurally differences in the pollen grains in the anthers, may be effective in explaining the effect of the seasons.
Kemer and Aydin Siyahi eggplant varieties were examined by the presence of S-pollen. For this purpose, eggplant microspores were
investigated microscopically for their structural vision at the different seasons. The relationship between the formation of haploid embryos
and rate of S-pollen grains was investigated in order to explain our hypothesis. Anther culture was not successful for the autumn period,
but at the beginning of summer season was found suitable for culturing anthers to obtain haploid embryos and plants.

Key words: Eggplant, in vitro, haploidy, pollen, season, dimorphism

GIRIS

yapan Sunderland [1], kiiltiire alinan tiitiin anterlerinin

Anter kiiltiirii; icerisinde olgunlasmamis polenleri
icerisinde sitolojik gozlemlerde daha acgik renkte

kosullarda yapay besin ortamlarina yerlestirilmesi ve
burada olgunlag-mamis polenlerden haploid embriyolar
elde edilmesi olayma verilen isimdir. Anter kiltiiri
yapilarak, normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya
doniisecek olan polen tanesinin gametofitik gelisme
yonii; heniiz tek c¢ekirdekli donemdeyken somatik
gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve boylece
‘mikrospor androgenezisi’ veya sadece ‘androgenezis’
olarak adlandirilan olusum gergeklesmektedir.

Bitkideki  androgenetik  potansiyeli  belirleyen
parametrelerden birisi anterlerdeki mikro-sporlarin
yapilar1 ve kaliteleridir. Buna yonelik ilk aragtirmalar1

boyanan ve biiyiikliik bakimindan da farklilik gosteren
polenlerin varligindan bahsetmistir. Polen dimorfizmi
olarak adlandirilan bu durumdaki polenlerin bir boliimi
gametofitik yonde gelismesini siirdiirerek normal
polenleri olustururken, diger bir boliimii ise sporofitik
gelisme yoniine kayarak embriyo olusturma yetenegi
kazanmaktadir. Rashid [2], polen dimorfizmini
anterlerin igerisinde iki farkli generasyon tipine dogru
gelisme potansiyeline sahip iki farkli morfolojide polen
tozlarimin bulunmas: gseklinde tanimlamak-tadir. Normal
olarak angiospermlerde polenlerin biiyiikk oranda
gametofitik yonde gelistiklerini, sporofitik olarak
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tanimlanan polen tipinin ise sadece kiiltiir kosullarinda
bitkiye donlisim sansmma  sahip oldugu ifade
edilmektedir. Bu calismada patlicanda anter kiiltiirii
yoluyla haploid embriyolarin elde edilmesi {iizerine
mevsimsel farkliligin ve polen dimorfizmi olarak
adlandirilan farkli yapilardaki polen bulunus oraninin
etkisi incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Aragtirmada bitkisel materyal olarak Kemer ve
Aydin Siyahi patlican ¢esitlerine ait tohumlar ve
bunlardan yetistirilen bitkiler kullanilmistir.

Bitkilerin Yetistirilmesi

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimiinde agik arazide ve isitilmayan
cam serada yiriitilmiistiir. Agikta patlican yetistiriciligi
yapilan iki yil, 20 Mart tarihinde ekilen tohumlardan
gelisen fideler 12 ve 18 Mayis tarihinde acik arazide
hazirlanan  yerlerine  dikilmigslerdir. ~ Sonbahar-da
tomurcuk elde etmek amaciyla, Temmuz ay1 sonunda
patlican tohumlar1 cam serada hazirlanan yastiklara
ekilmistir. Fidelerin seradaki esas yerlerine dikimi
Agustos aymin sonunda yapilmistir. Patlican fideleri
tavalar igerisine 80 cm sira arast ve 40 cm sira {izeri
mesafe birakilarak dikilmiglerdir. Cigeklenmenin yogun
olarak saglandigt Haziran sonundan Agustos ayinin
basma kadar olan donemde tomurcuklar toplanarak
anterler kiiltiire alinmustir. Serada sonbahar déneminde
yetistirilen bitkilerden ise Eyliil sonu, Ekim ay1 basinda
anter kiiltiirleri yapilmistir.

Cicek Tomurcuklarinin Toplanmasi

Anter kiltird i¢in elverigli olan tek ¢ekirdekli ve 1.
polen mitozu asamasindaki mikrosporlart bulunduran
morfolojik gelisme doénemine sahip tomurcuklar (3),
ayrica kontrol edilmek amaciyla sitolojik incelemeye
tabi tutulmuslardir. Buna gore %?2’lik asetokarmin ile
boyanan anterlerin igerisindeki mikrosporlarin, tek
¢ekirdekli mikrosporlara sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Buna  goére  patlicanlarda  uygun  donemdeki
tomurcuklarin tomurcuk uzunlugu-nun 15-17 mm
oldugu, petallerin sepal ayrim seviyesine ulastigl ve
anter renginin yesilimsi sar1 oldugu belirlenmistir.

Besin Ortamlarinin Bilesimi

Dumas de Vaulx ve ark. (4)’nin 6nerdigi C (callus)
ve R (regeneration) ortam bilesimleri her ii¢ yilda da
denemelerde kullanilan besin ortami olmustur. DDV
temel besin ortaminin kullanildigi ¢alismada, anterler
kiiltliriin ilk 12 gilinii “C” ortaminda tutulmugslar, daha
sonra farkli aktif komiir dozlar1 ilave edilen ve degisik
yapilara sahip “R” ortamlarina transfer edilmislerdir.
Ortamlarn tiimii agar (%0.8) ile katilagtirilmustir.
Denemelerde  kullanilan  tim  ¢esitlerde  ¢icek
tomurcuklarindan izole edilen anterlerden 500°er adet
olacak sekilde “C” ortamina dikim yapilmis; gelisme

gosteren anterler 0.1 mg/l kinetin iceren R ortamina
transfer edilmislerdir.

Kiiltiire Alma ve Inkiibasyon

Uygun mikrospor gelisme doneminde ¢icek
tozlarinin bulundugu anterlere sahip ¢i¢ek tomurcuklari,
birka¢ damla Tween-20 eklenmis %20°1ik ticari sodyum
hipoklorit ¢dzeltisi igerisinde 15 dakika siireyle
dezenfekte edilmis, daha sonra ii¢ kez beser dakika
siireyle steril saf su ile durulanmistir. Anterler, cicek
tomurcuklar igerisinden bistiiri ve kivrik uclu bir pens
yardimiyla cikarilmig ve bekletilmeden ince uglu bir
pens yardimiyla besin ortami {izerine, dorsal ylizeyi
ortamla temas edecek bigimde ve ortama batirilmaksizin
yerlestirilmistir. Her petri kutusuna 10’ar adet anter
dikilmis ve wuygulamalarda esit sayida anter
kullanilmasina &6zen gosterilmistir. Dikim  islemi
tamamlanan petri kutularinin kenarlart stre¢ film ile
kapatilmustir.

Anter dikimi tamamlanan petri kutular1 karanlikta,
+35°C’de yiiksek sicaklik sokuna tabi tutulmus, 8 giin
bu kosullarda bekletildikten sonra 12. giiniin sonuna
kadar 25°C+2 sicaklik ve 16 saatlik fotoperiyodik
diizene ayarlanmis iklim odasina alinmiglardir. “DDV-
C” ortami {iizerinde 12 giinliik siiresini tamamlayan
anterler sasirtma ortami olan “DDV-R” ortamlarina
transfer edilmigler, bu kiiltiirler daha sonraki 3 ay
boyunca 25°C+2 sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik
diizende inkiibe edilmislerdir.

Polenlerde Yapilan Gozlemler

Anter kiiltiirli i¢in tomurcuklarin toplandig: giinlerde
eszamanli olarak anthesis donemindeki ¢igeklerden
olgun polenler toplanmig ve bunlarda go6zlemler
yaptlmistir. S poleni sayimi i¢in yapilan gozlemler,
%2’lik asetokarmin ile boyanan mikrosporlardan elde
edilmistir. Boyanan polenler agik veya koyu renkte
boyanma durumlarina gére S poleni (sporofitik polen)
veya G poleni (gametofitik polen) olarak
nitelendirilmistir. Her bir preparatta 3 farkli bolgeden
olmak {lizere her bir gesitte 10’ar adet lam iizerinde
sayim yapilmistir. Asetokarmin ile yapilan boyamalar
ve polen saymmlari, denemelerde yer alan her iig
donemde de (iki y1l yaz donemi ve bir yil sonbahar
donemi) anter kiiltiirlerinin yapildig1 giinlerde alinan
tomurcuklardan elde edilen anterlerde yapilmistir.
Ayrica Flouresan etki veren Hoechst (%1) boyasi
kullanilarak, polen taneleri arasinda biiyiiklik
bakimindan farklihik olup olmadigi belirlenmeye
calisilmistir. Flouresans boya ile boyanan polenlerde
boy 6l¢timleri otomatik olarak Zeiss marka mikroskopta
Olctilmistiir. Ayrica konfokal mikroskop kullanilarak
polenler incelenmistir.

BULGULAR

1. Y1l denemeleri:
Aydin Siyahi1 ¢esidinde normal yaz periyodunda
yetistirilen bitkilerden izole edilerek kiiltiire alinan
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Cizelge 1. Kemer ve Aydin Siyahi patlican cesitlerinde anter kiiltiiriinden elde edilen sonuglar ve S polen oranlari

Kiiltiire
. Alinan Enfekt lisen Embri L len
Genotip Anter Olafﬂa? G,:\ntseer Olul;ur)lll?l Bitki Olusumu SOpr(a)me1
Sayisi
Adet % Adet % Adet % Adet % %
Kemer 500 23 46 | 346 72.5 23 6.6 |19 55 15.38
Aydm Siyaht 500 18 3.6 | 353 72.3 0 0 0 0 17.85

anterlerde anter gelismesi ve kallus olusumu meydana
geldigi halde, embriyo olusumu saglanamamistir.
Kemer c¢esidinde ise % 6.6 oraninda haploid embriyo
olusum orani elde edilmistir (Cizelge 1).

Patlican anterleri her iki g¢esitte de %72 oraninda
gelisme gosterdikleri halde, ‘embriyo olusumu’ sadece
Kemer g¢esidinde meydana gelmistir.  Anterlerin
igerisinden ¢ikarak biiyliyen embriyolarin gelistirme
ortamlarima alinmasiyla, patlican bitkicikleri saglikli bir

sekilde gelismelerine devam etmigler ve Kemer
¢esidinde %5.5 oraninda bitki elde edebilmek miimkiin
olmustur.

Asetokarmin ile boyanan polenlerde yapilan

sayimmlar sonucunda Kemer ¢esidinde %15.38, Aydin
Siyahi ¢esidinde %17.85 oraninda S poleni bulundugu
belirlenmistir. Bu sonuglara goére ¢esitler arasinda S
poleni varligi bakimindan o6nemli diizeyde farklilik
bulunmamistir.

2. Y1l denemeleri:

Kemer ve Aydin Siyahi patlican ¢esitlerinde, normal
yaz periyodunun ardindan sonbahar baglangicinda,
ciceklenme doneminde giinliik ortalama sicakligin 12-
16°C arasinda degistigi, 1sitilmayan serada yetistirilen
ve bitkilerden izole edilerek kiiltiire alinan anterlerde
yapilan gozlemler sonucunda elde edilen degerler
Cizelge 2°de gosterilmistir. Bu donemde yapilan anter
kiiltiirlerinde Kemer ve Aydin Siyahi ¢esitlerinin her
ikisinde de anter gelismesi ve kallus olusumu meydana
geldigi halde, embriyo olusumunun saglanamamistir.

Kemer ve Aydin Siyahi patlican cesitlerinde S
poleni varligi, birbirine yakin degerler vermistir
(%16.82, %18.71). Ayrica bu degerlerle, bir dnceki yaz
periyodunda elde edilen sayisal veriler de birbirine
olduk¢a yakindir. Ciceklenme doneminde hava
sicakligimin diisiik olmasi, S polen varligini bir miktar
artirmig olmakla birlikte, bunun anterlerden elde edilen
embriyo  verimi  iizerinde olumlu bir etkisi
belirlenememistir. ~ Ayrica  sonbahar  ddneminde
isitilmayan cam serada yetistirilen patlican bitkilerinde
¢igeklenme oraninin, yaz doneminde ag¢ik arazide
yetistirilenlere gore daha az oldugu, tomurcuk
silkmelerinin ortaya ¢iktig1 da gozlenmistir.

3. Y1l Denemeleri:

Kemer ve Aydin Siyahi patlican gesitlerinde, normal
yaz periyodunda tekrarlanan denemede elde edilen
degerler Cizelge 3’te gosterilmistir. Bu donemde
yapilan anter kiltlrlerinde Kemer ve Aydm Siyah
gesitlerinin her ikisinde de anter gelismesi ve kallus

olusumu meydana gelmis, ancak embriyo olusumu yine
sadece Kemer cesidinde saglanabilmistir. S polen
varligi Kemer ¢esidinde %12.42 oraninda bulunurken,
Aydin Siyah1 ¢esidinde bu oran %14.11 olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda polenler arasinda boyanma
yogunlugu ve dolayisiyla renk olusumu bakimindan
farklilik belirgin olmadig1 halde biiyiiklik bakimindan
farkliliklar belirlenmistir.

Kemer ¢esidinde polenlerin ortalama % 5.2’sinde
polen ¢apinin 23.62 pm, digerlerinin ise ortalama 31.25
pum oldugu o6l¢iilmiistiir. Capt 30 um ve {izerindeki
degerlere sahip polenlerin ortalama ¢apinin 32.02 um
oldugu Aydin Siyahi ¢esidinde ise, S poleni olabilecegi
varsayilan kiiciikk capli polenlerin ortalama cap degeri
24.25 pm olarak bulunmustur. Bu polenlerin orani ise %
4.8°dir.

TARTISMA VE SONUC

iki kez yaz periyodunda Ankara kosullarinda agik
arazide, bir kez de sonbahar déneminde 1sitilmayan cam
serada yetistirilen patlican bitkilerinden alinan anterler
kullanilarak yapilan anter kiiltiirii denemelerinde Kemer
ve Aydin Siyahi gesitlerinden sadece Kemer gesidinde
in vitro haploid embriyo olusumu elde edilebilmistir.
Aydin Siyahi patlican g¢esidinde embriyo olusumu
saglanamamigtir. Kemer ¢esidinde yaz doneminde
yetistirilen bitkiler kullanildiginda farkl iki y11 % 6.6 ve
% 4.5 oranlarinda embriyo olusumu elde edilmistir.
Genotip etkisinin, anter kiiltiiriindeki bagar1 tizerinde ilk
sirada gelen etken oldugu, Onceki caligmalarimizda
vurgulanan bir konudur [5].

Aydin Siyahi ¢esidinde sadece bu arastirma projesi
kapsaminda degil, degisik kereler farkli besin ortamu
bilesimlerinin de denendigi caligmalarimizda tek bir
embriyo elde etmek bile miimkiin olamadig:r halde,
Yalova’da Atatiirck Bahge Kiiltlirleri Arastirma
Enstitiisii’'nde yiiriitiilen bir ¢alismamizda, Yalova’da
yetistirilen Aydin Siyahi patlican ¢esidine ait bitkilerden
alinan  anterlerde in vitro embriyo olusumu
saglanabilmistir [6]. Bu durumda, genotipin tek basina
etkisinden ziyade, ‘genotip x ¢evre etkilesiminin’ daha
etken bir rol oynadig1 sdylenebilir. Heberle-Bors [7],

anterlerin  igerisinde  farkli  yapidaki  polenlerin
varligindan bahsetmekte ve bunlarin frekansindaki
degisimin bitki yetistirme kosullarindan

etkilenebildigini ilave etmektedir.

Asetokarmin ile yapilan boyamalarda agik renk
boyanan ve daha ufak yapili polenlerin sayisi, her bir
goriintii  alanindaki toplam polen sayisina gore
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oranlanarak bulunan S polen bulunma orani, cesitler
bazinda belirlenmistir. Buna gore, genel olarak Aydin
Siyahi patlican ¢esidinin, Kemer ¢esidine gore daha
fazla S poleni bulundurdugu goriilmiistiir. Ancak,
hipotezimizin tersine S polen varligr daha az bulunan
Kemer ¢esidinde haploid embriyo olusturma orani daha
ylksek bulunmustur. S poleni frekansinin yiiksek
olmasmin embriyo veriminin artirilmasi igin yeterli
olmayabilecegi diisiiniilmiistiir.

Polenlerde dimorfizm olup olmadiginin anlagilmasi
amaciyla farkli boyama ve inceleme yontemleriyle
gozlemler yapilmistir.  Asetokarmin ile yapilan
boyamalarda a¢ik ve koyu renkli boyanan ve
biyiikliikleri farkli olan polenler goriildiigii halde,
Flouresan mikroskobunda yapilan incelemede renk
yogunlugu bakimindan farklilik belirlenmez iken,
polenler  biyiiklik olarak iki  farkli  grupta
toplanabilmistir. Ancak renk yogunlugu veya irilik
esasina gore yapilan sayimlar birbirinden farkli sonuglar
vermistir. Ince kesitler alip bunlar1 birlestirerek iic
boyutlu olarak incelenen materyalin yapisi hakkinda
bilgi veren konfokal mikroskobunda da patlican
polenleri arasinda  biiyiiklik bakimindan  farkli

polenlerin bulundugu belirlenmistir. Bu konudaki daha
net bulgularin ortaya konmasi igin sitolojik caligmalara
devam edilmesinde yarar goriilmiistiir.

Stres kosullarinin  androgenezisi tesvik etme
yoniinde ve ozellikle tiitinde S polenlerinin olusumu
tizerine olumlu etkilerinin bulundugunu bildiren
makalelere [7] ragmen, patlicanda stres kosullarindan
biri olan 151tk yogunlugunun azalmasi veya diisiik
sicaklik kosullarinda yetisme gibi kosullarda cicek
tomurcuklarinda silkme meydana geldigi gibi,
bunlardan elde edilen anterlerden de embriyo
farklilagmasi saglanamamistir. Bu durumda, tropikal bir
bitki kapsaminda degerlendirilen bir tiir olan patlicanda
yetistirme  kosullarinin ~ stres  yaratacak durumda
olmasmin polen olusum ve gelisimini olumlu
etkilemedigi de soylenebilir. Polen embriyogenezisi
bakimindan Ankara kosullarinda yanit vermeyen Aydin
Siyahi ¢esidinden Yalova’da embriyo elde edilebilmesi,
sicaklifin yani sira hava oransal nemi bakimindan da
daha yiiksek degerlere sahip ekolojilerin dondr bitki
yetistirilmesi  acisindan  patlicanda  olumlu  etki
yapabilecegine isaret ediyor olabilir.

Cizelge 2. Kemer ve Aydin Siyahi patlican ¢esitlerinde anter kiiltiiriinden elde edilen sonuglar ve S polen oranlari

Kiiltiire
. Alinan Enfekte Gelisen Embriyo o S polen
Genotip Anter Olanlar Ant$er Olu§ur)lllu Bitki Olusumu Opranl
Sayisi
Adet | % Adet Adet | % Adet | % %
Kemer 467 12 2.6 | 286 64.2 0 0 0 0 16.82
Aydimn Siyah1 | 412 9 2.2 | 278 68.9 0 0 0 0 18.71

Cizelge 3. Kemer ve Aydin Siyah1 patlican ¢esitlerinde anter kiiltiiriinden elde edilen sonuglar ve S polen oranlari
Kiiltiire . . L
Genotip Alinan Enfekte Gelisen Embriyo Bitki S polen
Olanlar Anter Olusumu Olusumu Orani
Anter Sayisi
Adet | % Adet | % Adet | % Adet % %

Kemer 500 28 56 | 383 811 |21 45 |20 4.2 12.42
Aydm Siyahi 500 36 7.2 | 367 79.1 |0 0 0 0 14.11
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