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Oz: Bitki doku kiiltiirleri, yapay besin ortamlarinda ve yapay 1siklandirma kosullarinda bitkisel
dokularin yetistirilmesi iglemidir. Floresan veya giin 15181 lambalariin kullanimi yaygin olan bu
alanda LED lambalarla aydinlatma giderek yayginlagmaktadir. Bu ¢alismada patlican anter
kiiltiiriinde farkli LED spektrumlarina sahip aydinlatma kosullarinin embriyo olusumu iizerine olan
etkileri incelenmistir. Is1 yalitimli bitki biiyiitme kabini igerisinde bulunan raflarda farkli 151k
recetelerini igeren, farklt dalga boylarinda ve spektrumda iiretilen 6zel LED lambalar
kullanilmigtir. LED modiillerin PPFD degerleri LICOR 250A-Quantum sensor (400-700 nm)
kullanilarak belirlenmistir. Olgiilen degerler PPFD (umol m2s™) cinsinden kaydedilmistir.

DDV besin ortaminda Karakulluk¢u [14]’ya gore kiiltiire alinan patlican anterleri flouresan
aydinlatmali kontrol ortaminda ve 8 farkli LED spektrumunda inkiibasyona alinmistir. Deneme
sliresince yapilan uygulamalar; 1. Beyaz LED, 2. Kirmiz1 LED (K), 3. Mavi LED (M), 4. Kirmiz1
otesi LED (FR), 5. Kirmizi + Kirmizi 6tesi LED (K + FR), 6. Mavi + Kirmizi 6tesi LED (M + FR),
7. Kirmizi + Mavi LED (K + M), 8. Mavi + Kirmizi + Kirmizi 6tesi LED (K + M + FR). Kontrol
(1500 lux floresan lamba) kosullarinda 28 embriyo/100 anter elde edilmis, uygulamalar arasinda
ise sadece 7 numarali 1siklandirma ortaminda 6 embriyo/100 anter olusmustur. Diger kosullardaki
anterlerde ya yogun kallus dokusu meydana gelmis veya anterin i¢ kismindan embriyoid benzeri
olusumlar diizeyinde gelismeler olmustur. Isiklandirmanin etkisi belirgin sekilde gozlenmistir. Isik
yogunlugunun bitki yetistirme seviyesinden asag1 ¢ekilerek azaltilmasi ile denemelerin yapilmasi,
daha iimitvar sonuglarin olugsmasina katki saglayabilecektir.

Effects of Different LED Spectra on Haploid Plant Formation in Eggplant Anthers
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Abstract: In plant tissue culture area, where fluorescent or daylight lamps are used, lighting with
LED lamps is becoming more common. In this study, the effects of lighting conditions with
different LED spectra on eggplant anther culture were investigated. The shelves in the plant growth
cabinets are equipped with special LED lamps containing different light prescriptions and produced
in different wavelengths and spectra. The PPFD values of the LED modules were determined using
the LICOR 250A-Quantum sensor.

According to Karakulluk¢u [14] eggplant anthers cultured in DDV nutrient medium were incubated
in fluorescent illuminated control medium and 8 different LED spectra. Applications during the
trial; 1. White LED, 2. Red LED (K), 3. Blue LED (M), 4. Far- red LED (FR), 5. Red + Far-red
LED (K + FR), 6. Blue + Far-red LED (M + FR), 7. Red + Blue LED (K + M), 8. Blue + Red +
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Far-red LED (K + M + FR).
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Under control (1500 lux fluorescent lamp) conditions, 28 embryos / 100 anther were obtained, and
between applications only 6 embryos / 100 anther were formed in lighting medium 7. In other
illumination conditions, dense callus tissues were formed on the anthers cutting points or there
were some embryoid-like formations from the inner part of the anther. The effect of illumination
was clearly observed. Experiments by reducing the light intensity by lowering to the plant growth
level may contribute to the formation of more promising results.

1. GIRIS

F1 hibrit ¢esit 1slahinda doku kiiltiirii laboratu-varlarinda
farkli tekniklerle elde edilen %100 saf hatlarin (Doubled
Haploid= DH) degeri ve 6nemi son yillarda daha iyi
anlagilmaya baglanmigtir. Islah hatlarinin saflagtirilma
stiresi kendileme ile tiirden tiire degismekle birlikte
genellikle 5-12 generasyon siirmektedir. Sadece bir
generasyon siiresi igerisinde %100 saf hatlara ulasabilme
imkani sunan haploidi teknikleri, ¢esit 1slahi i¢in gerekli
siireyi Onemli Olglide kisaltmakta ve yeni g¢esitlerin
gelistirilmesinin hiz kazanmasini saglamaktadir.

Eseyli iireme ile tiirlinii devam ettiren bireylerin somatik
hiicreleri belirli kromozom sayisina sahiptir ve bu
kromozom sayilar1 bitki tlirlerine gore farklilik
gostermektedir.  Bir  bitkide eseyli  iiremenin
gergeklegebilmesi igin mayoz boliinme ile kromozom
sayisi yariya inmekte ve daha sonra dollenme ile
kromozom sayist tekrar ikiye katlanarak ana bitkinin
kromozom sayisina ¢ikmaktadir. Mayoz boliinme diploid
bir bitkide gergeklesirse esey hiicreler ana bitkinin yari
kromozomuna ‘n’ kromozomuna sahip olur bu bitkilere
haploid veya monohaploid bitkiler denilir. Ama
tetraploid bir bitkinin esey hiicrelerinde dollenme
olmadan elde edilen bitki de dihaploid olarak
adlandirilmaktadir [1, 2]. Ait olduklar1 bitki tiirliniin
kromozom sayisinin yarisina sahip olan haploid
bitkilerin bazi kimyasal maddeler uygulanarak
katlanmast sonucu, tlirlin normal kromozom sayisina
(2n, 4n, 8n vb. gibi) yeniden ¢ikartilmasi ve mutlak
homozigot (%100 saf) bitkilerin elde edilmesi islemine
dihaploidizasyon adi verilmektedir [3].

Patlicanda en yaygin kullanilan haploidi teknigi anter
kiiltiirtidiir. Anter kiiltiiriiniin esas1; normal sartlarda
polen hiicrelerini meydana getirecek olan mikrosporlarin
tam olgunlasma agamasindan Once (tiire gore belirlenen
uygun asamalarda) alinarak mikrospor gelisimini
yavaglatarak veya durdurarak farkli 6n uygulamalarla
once embriyoyu, daha sonra da embriyodan tam bitki
olusumunu tegvik etmek i¢in uygulanan biitiin islemleri
icine alan bir siireci kapsamaktadir. Patlicanda anter
kiiltiiri yoluyla iilkemizde basariyla DH hatlar elde
edilebilmektedir. Basartyr etkileyen birincil faktor
genotip olmakla birlikte anterlere uygulanan sicaklik
soklari, besin ortamimin yapisi ve uygun tomurcuk
gelisme doneminin belirlenmesi 6nem tagimaktadir [4].

Kiiltiire alinan anterlerin inkiibasyon siiresince iginde
bulundugu kosullar da mikrosporlardan embriyoya
doniistimiin saglanmasinda onemli rol oynamaktadir.
Kiiltiir kosullarinda iki 6nemli degisken bulunmaktadir;
bunlar sicaklik ve 1giktir. Isik siddeti in vitro kosullarda

kiiltiire almacak bitkinin tiiriine, kullanilan eksplantin
tipine ve besin ortamina goére 300-10.000 lux arasinda
ayarlanabilmektedir [5]. Anter Kkiltiirleri igin 1s1k
intensitesinin diisiik olmasi hatta kiiltiiriin ilk giinlerinin
karanlikta bekletilmesi tavsiye edilmektedir. Anterler
kiiltiiriin  ilk doneminde genellikle karanlikta kiiltiire
alinmakta, anterlerden olusan embriyolar 300-1000 lux
151k yogunlugunda rejenere edilmekte ve gelisen in vitro
bitkicikler ise 3.000-10.000 lux 1siklanma o&zelligine
sahip dis ortama aktarilmaktadir [3].

Patlican anter kiiltiirleri i¢in uygun olan inkiibasyon
kosullar; kiiltiirlerin 6ncelikle DDV-C ortaminda 35 °C
ve karanlikta 8 giin siireyle tutularak sicaklik soku
altinda birakilmasi ve bundan sonra ayni besin ortaminda
25 °C’de 16/8 saat aydinlik/karanliktan olusan
fotoperiyodik diizende 4 giin daha bekletilmesidir. Tlk 12
giiniin sonunda anterler DDV-R ortamina aktarilarak 25
°C’de 16/8 saat aydinlik/karanlik sartlarda 300-1.000-
2.000 lux 151tk yogunlugunda  birakilmaktadir.
Anterlerden embriyo c¢ikiglart 35-50. giinler arasinda
olmakta, ancak kiiltiirler embriyo ¢ikisi devam ettigi
slirece inkiibasyon kosullarinda tutulmaktadir [6].

Son yillarda LED aydinlatmalar tarimsal amagli olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmigtir. Patlican
anter kiiltiiriinde Onceki ¢alismalarimizdan birinde
inkiibasyon asamasinda flouresan aydinlatma ve LED
aydinlatma kosullar1 karsilastirilmmstir. Iki 1siklandirma
arasinda, kullanilan 4 genotipten 3’iinde androgenetik
embriyo olusturma orani bakimindan farklilik olmadigi
halde; Anamur ¢esidinde flouresans 1sikta tutulan
anterlerden elde edilen embriyo sayist LED 1s18a gore 4
kat fazla olmustur [6].

Farkli 151k  spektrumlarinin  bitkilerde gelisme ve
biyokimyasal igerikler iizerinde etkili  oldugu
bilinmektedir. Kirmizi 1s1k  Dbitkilerde fotosentez,
biiyiime, ciceklenme, besin igerigine etki etmekte; mavi
151k ise fotosentez, biiylime ve besin igerigine oldugu
gibi govde uzamasi ve gide gelisimi, stoma kontrolii ve
fototropizm gibi olaylar {izerinde etkili olmaktadir [7, 8].
Anter  kiiltiriinde  inkiibasyon = agsamasinda 151k
spektrumlarinin ~ etkisi  lizerinde  bir c¢aligmaya
rastlanmamigstir. Bununla birlikte 151k spektrumlariin
fide ve bitkilerde biiyiime ve fitokimyasal igerikleri
bakimindan degisiklik olusturmasi konusunda ¢aligmalar
bulunmaktadir. Engelen-Eigles vd. [9] su teresinde
(Nasturtium  officinale)  farkli  biiylime  rejimi
uygulamalarinin gluconasturtiin konsantrasyonuna etkili
oldugunu belirlemistir. Bitkiler farkli gece ve giindiiz
sicakligina, uzun (16 h) ve kisa (8 h) giin kosullarina,
kirmiz1 (R) ve far-red (FR) 15182 maruz birakildiginda;
en yiiksek gluconasturtiin miktar1 diistik sicaklik (10-15
°C), uzun giin ve kirmizi 1s18a maruz birakilan
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bitkilerden elde edilmistir. Li ve Kubota [10] tarafindan
yapilan bir ¢alismada UV-A, mavi (B), yesil (G), kirmizi
(R) ve far-red (FR) LED’ler kullanilarak, yetistirme
odalarinda ana 151k kaynagi beyaz floresan lamba olan ve
yiksek ekim yogunlugunda yetistirilen ‘Red Cross’
bebek yaprakli marulda (Lactuca sativa L.) farkli ek
aydinlatmalarin biiyiime ve fitokimyasallar {izerine etkisi
aragtirllmistir.  Marul  bitkilerinin =~ biiylimesi ~ ve
fitokimyasal konsantrasyonu 151k uygulamalarindan
onemli Olgiide etkilenmistir. Karotenoidler mavi 1gikta
%12 artarken, fenolik bilesikler kirmizi 1sikta %6
oraninda artmistir. FR uygulamasi ise beyaz 151k kontrol
grubu ile kiyaslandiginda antosiyanin, karotenoid ve
klorofil konsantrasyonunda sirastyla %40, %11 ve %14
oraninda bir azalisa neden olmustur. Taze agirlik, gévde
uzunlugu, yaprak uzunlugu ve yaprak genisligi FR 151k
uygulamasinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda %14,
%44 ve %15 artig gostermistir. Sase vd. [11]’nin
yaptiklari ¢alismada marul, krizantem, Cin hardali ve
Welsh soganinda gece ek aydinlatmada farkli spektral
nitelikteki LED’lerin (mavi, yesil, kirmiz1 ve far-red)
etkileri arastirilmistir. Spektral dagilimlar ise mavi, yesil,
kirmizi ve far-red LED’ler i¢in sirasiyla 466, 527, 661 ve
738 nm olarak pik vermistir. Ek aydinlatma yapilmayan
kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda, mavi ve kirmizi 11k
altindaki marul bitkilerinde taze siirglin agirlig1 %22 ve
%38 daha yiiksek bulunmustur. Krizantemde de taze
sirgiin agirhigr  agisindan mavi ve kirmuzi 11k
uygulamas1 benzer etki yapmustir. Her iki bitkide de
mavi 151k, gévde ve yaprak uzamasini tesvik etmistir.

Patlican anter kiiltiiriinde inkiibasyon kosullarinin ve
ozellikle de 1siklandirma parametrelerinin incelendigi
calismalar yok denecek kadar az sayidadir. Bu
¢aligmadaki amag, androgenesis’e olumlu cevap veren
iki patlican c¢esidinde anter kiiltiiriinden elde edilen
embriyo sayist iizerine inkiibasyon asamasinda farkli
151k spektrumlarinin etkisini incelemektir.

2. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma 2018 ilkbahar doneminde Antalya Tarim
Uretim ve Pazarlama A.S. Gaziler istasyonunda bulunan
Dondr Ebeveyn Yetistirme Unitelerinde ve Bitki Doku
Kiltiri Laboratuvarinda yiritilmistir. Farkli 151k

spektrumlarinda inkiibasyon asamasi Ankara
Universitesi Bahge Bitkileri Bolimii’nde
gerceklestirilmigtir.  Bitkisel materyal olarak iklim

kontrollii cam serada yetistirilen Anamur F: ¢esidi dondr
bitkileri ve bunlardan alinan anterler kullanilmistir (Sekil
1).
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Sekil 1. Anamur F; c¢esidi bitkileri ve bunlardan alman uygun

donemdeki anterleri bulunduran tomurcuklar

Dumas de Vaulx ve Chambonnet [12], Chambonnet
[13], Karakullukcu [14], Doksoz [15] ve Ozdemir-Celik
[16]’in c¢aligmalar1 gdz oOniinde bulundurularak C
ortaminda kiiltlire alman anterlere O0n sicaklik soku
uygulanmis ve ardindan R ortamina aktarilan kiiltiirler
farkli 1giklandirma rejimlerinde inkiibe edilmislerdir.
25°C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodik
diizende 1000 Lux yogunluktaki flouresan lambalarin
altinda biiylitme odasinda tutulan kontrol
uygulamalarindan bagka; 3x7 m 6lgiilerinde, 1s1 yalitimli
bitki biiylitme kabininde 8 farkli isiklandirma kosulu
daha denenmistir. Kabin igerisinde bulunan raflarda
farkli 151k recetelerini igeren, farkli dalga boylarinda ve
spektrumda {iretilen 6zel LED lambalar kullanilmigtir
(Sekil 2).

LED modiillerin PPFD degerleri LICOR 250A-Quantum
sensOr (400-700 nm) kullanilarak belirlenmistir. Kirmizi
oOtesi 15181 spektrum araligi 700 nm {izerinde oldugu i¢in
ASENSETEK Spektrometre ile dl¢lim yapilarak PPFD
(umol m? s™) cinsinden kaydedilmistir. Ayrica spektrum
Ol¢limlerine gore raflar arasindaki 1s1k kagaklar1 da
alliminyum perde ortiileri ile tamamen kapatilmigtir. Isik
uygulamasi 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik olacak
sekilde yapilmistir. PPFD degeri 200 pmol ms™’dir.
Deneme siiresince yapilan uygulamalar sunlardir: 1.
Beyaz LED (B), 2. Kirmiz1 LED (656 nm) (K), 3. Mavi
LED (450 nm) (M), 4. Kirmiz1 6tesi LED (736 nm)
(FR), 5. Kirmiz1 + Kirmiz1 6tesi LED (K + FR), 6. Mavi
+ Kirmizi 6tesi LED (M + FR), 7. Kirmiz1 + Mavi LED
(K + M), 8. Mavi + Kirmiz1 + Kirmizi 6tesi LED (K + M
+ FR) (Sekil 3).

Kiiltiire almayi takiben 60 giin boyunca inkiibasyon
isleminin  ardindan anterlerde embriyo  ¢ikislari
kaydedilmis, kallus olusumu gozlemleri alinmistir. Elde
edilen embriyolar, hormonsuz MS ortaminda bitkiye
doniistiiriilmiis ve Karakullukgu [14] tarafindan
aciklanan sekilde dis kosullara alistirilarak seraya
transfer edilmiglerdir.
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Sekil 2. Denemenin yapildig: iki iklim odas1 ve farkli 151k spektrumu
altindaki patlican anter kiiltiirleri

PPFD Spectrum

PPFD Spectrum

PPFD Spectrum

PPFD Spectrum

L1l

PPFD Spectrum

PPFD Spectrum

et ooty
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Sekil 3. Farkli LED (elektronik 1sikli diyotlar) lambalarin PPFD
spektrumlari; iistte soldan saga: Beyaz, Mavi, Kirmizi, Kirmizi otesi
lamba spektrumlari; altta soldan saga: Kirmizi + Kirmizi 6tesi, Mavi +
Kirmizi otesi, Mavi + Kirmizi, Mavi + Kirmizi + Kirmizi 6tesi LED
lambalara ait goriiniimler

3. BULGULAR VE TARTISMA

Anter kiiltiirline olumlu yanit veren bir patlican ¢esidi
olan Anamur F; anterlerinin iki farkli iklim odasinda,
farkli 1siklandirma kosullarinda inkiibe edilmesinin
ardindan embriyo ve anter gelisimi 6zellikleri
belirlenmistir.

Antalya Tarim bilyiitme odasinda 25°C’de 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodik diizende 1500 Lux
yogunluktaki floresan lambalarin altinda tutulan petri
kutularindaki anterlerden 100 anter bagina 28 adet
embriyo elde edilmistir. Ankara Universitesi Bahge
Bitkileri Boliimiindeki biiyiitme odasinda ise sadece
“Kirmizi + Mavi LED (K + M),” 151k altinda 6
embriyo/100 anter elde edilmistir. Beyaz LED 15181n
yogunlugu 1500 lux’ten ¢ok fazla olmasi (yaklasik 9000
lux) nedeniyle embriyo olusumunu inhibe ettigi
diistintilmektedir.

1 no’lu Beyaz LED isikta olusan yogun kirilgan,
dagilabilir  kallus  dokusunda  klorofil  olusumu
belirgindir. 2 no’lu kirmizi 1sikta krem renkli yumusak
kallus olugsmus, 3 no’lu mavi LED’de yogun kallus
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olusumu meydana gelmemis anterlerin i¢inden disari
dogru hafifce morfogenesis gdzlenmistir. Mavi 151810
hiicre boliinmesini ve asirt biiyiimeyi smurlandirict bir
etkisi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Nitekim fidelerde asir
boy uzamasmi Onlemek i¢in mavi 1s1gin  faydali
olabilecegi bildirilmektedir [17]. Soya fasulyesinde de
govde ve bogum uzunlugu mavi 151k sayesinde kontrol
altina alimmustir [18]. 4 no’lu kirmiz1 6tesi LED 151k
altindaki anterlerin bir kisminda biiyiik kallus dokusu
olusurken, bazi anterlerin iginden haploid oldugu
distiniilen kallogenesis olugsmustur. Benzer durum 5
no’lu ortamda elde edilmistir. 6 no’lu ortamda kallus
olusumu daha az meydana gelmis, anterlerin iginden
hafifce morfogenesis saglanmigtir. 7 no’lu mavi +
kirmizi LED lambalarin yer aldigi 1siklandirmada asiri
kallus olusumu goriilmemis ve anterlerden embriyo
meydana gelmistir. 8 no’lu 1g1iklandirmada en sert dokulu
bir miktar yesil ve en iri kallus olusumu ortaya ¢ikmustir.
Denemedeki anterler ve olusumlar ile ilgili goériintiilere
Sekil 4’te yer verilmistir.

Sekil 4. Farkli spektrumlara sahip 8 adet LED 1siklandirma altinda
inkiibe edilen anter kiiltiirlerindeki gelisimlere ait goriintiiler. 1. Beyaz,
2. Kirmizi, 3. Mavi, 4. Kirmiz1 otesi, 5. Kirmizi + Kirmizi 6tesi, 6.
Mavi + Kirmiz1 otesi, 7. Kirmizi + Mavi, 8. Mavi + Kirmizi + Kirmizi
6tesi LED aydinlatma uygulamalari

Ed
5 i : L\ |
Sekil 5. Anter kiiltiiriinden elde edilen bitkiciklerin biiyiitiilmesi ve dis
kosullara aktarilmis goriiniimleri

Kontrol uygulamasi olarak denemede yer alan ve 1500
lux floresan lamba altinda, 16/8 saat aydinlik/karanlik
kosullarda tutulan anterlerden elde edilen embriyo ve
bitkiciklere ait goriintiiler ise Sekil 5’te verilmistir. Elde
edilen tiim bitkicikler hormonsuz MS ortamina
aktarilarak biiyiitiilmiis ve dig kosullara aktarilmistir.

LED lambalarin homojen bir 1smnim olusturmasi, énemli
derecede enerji tasarrufu saglamasi, daha az 1s1
iretmeleri nedeniyle iklim odalarinda asir1 1sinmaya
neden olmamasi, 151k regeteleri ile bitki biiylime
ihtiyaglarinin  tam olarak karsilanmas1 [19] gibi
avantajlart nedeniyle doku kiltiirii laboratuvarlarinda
inkiibasyon agamasinda kullanimlar1 fayda saglayabilir.
Ancak bu konuda c¢aligmalar ¢ok az sayidadir. Optimum
151k rejimi ve spektrumu kullanilarak androgenesis yaniti
artirilabilir. Bu konuda c¢alismalarin detaylandirilarak
strdiirtilmesi faydali olacaktir.
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