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OZET

BIiBERDE REJENERASYON VE NA-H ANTIiPORTIR VE
IZOPENTENIL TRANSFERAZ GENLERININ AKTARILMASI
UZERINE ARASTIRMALAR

1ZGU, Tolga

Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Hiilya ILBI
Ikinci Danismant: Prof. Dr. Neslihan Yesim YALCIN MENDI
Eyliil 2019, 155 sayfa

Bu tez calismasinda, dort farkli biber hattina (sivri, carliston, kapya ve
dolma) Agrobacterium tumefaciens araciligiyla kurakliga ve tuzluluga tolerans
saglayan PSARKIPT ve AtNHX1 genlerinin aktarilarak, transformasyon ve

rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi amaglanmaistir.

Arastirmada, biber hatlarinin rejenerasyon ve transformasyon protokolleri
gelistirilmistir. Rejenerasyon denemelerinde somatik embriyogenesis ve
organogenesis i¢in farkli protokoller arastirilmistir. En iyi bitki rejenerasyonlari,
BA ve [AA’nin farkli kombinasyonlarinda, organogenesis denemelerinde elde
edilmistir. En yiiksek siirgiin gelisimleri ise sivri biberin hipokotil eksplantindan
%80 oraninda 4 mg/l BA+0.5 mg/l 1AA’da, carliston biberin hipokotil
eksplantindan %80 oraninda 3 mg/l BA+0.5 mg/l IAA’da, kapya biberin hipokotil
eksplantindan %80 oraninda 5 mg/l BA+0.5 mg/l I1AA’da ve dolma biberin
hipokotil eksplantindan %84 oraninda 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA’da belirlenmistir.

Gelistirilen siirglinler koklendirilmis ve bitkicikler elde edilmistir.

Transformasyon denemelerinde toplam 3857 eksplanttan 119 siirgiin
gelisirken, bunlarin 87 adedi PCR’da pozitif sonu¢ vermistir. Transformasyon
frekanslar1 ise AtINHX1 geni icin kapya biberde %2.44, carliston biberde %2.53,
sivri biberde %2.92 ve dolma biberde %1.18 iken, PSARKIPT i¢in ise kapya
biberde %1.73, carliston biberde %3.74, sivri biberde %2.30 ve dolma biber i¢in
ise %1.34 olarak belirlenmistir. PCR ile dogrulamasi yapilan aday transgenik biber
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hatlarinin  mikrogogaltimlart gergeklestirilmistir. AtNHX1’l1 transgenik biber
hatlarinin mikrogaltim oranlari, %81-87 arasinda degisirken PSARKIPT’li aday

transgenik hatlar ise %80-84 arasinda degisim gostermistir.

Anahtar sozciikler: Capsicum annuum L., transgenik, Agrobacterium

tumefaciens, genetik transformasyon, rejenerasyon



ABSTRACT

REGENERATION AND TRANSFORMATION OF PEPPER
PLANTS WITH NA-H ANTIPORTER AND ISOPENTENYL
TRANSFERASE GENES

iZGU, Tolga

PhD in Horticulture Sciences

Supervisor: Prof. Hiilya iLBI
Co-Supervisor: Prof. Neslihan Yesim YALCIN MEND]

September 2019, 155 pages

In this thesis, transformation of PSARKIPT and AtNHX1 genes causing
tolerance to drought and salinity by Agrobacterium tumefaciens to four different

lines of pepper (Green, banana, capia and bell) was aimed.

In the present study, regeneration and transformation protocols of pepper
lines were developed. Different protocols for somatic embryogenesis and
organogenesis were investigated in regeneration experiments. Optimum plant
regeneration was obtained in different combinations of BA and IAA in
organogenesis assays. The highest shoot development was determined as 80% from
hypocotyl explant of green pepper in 4 mg/l BA+0.5 mg/l and 1AA, 80% from
hypocotyl explant of banana pepper in 3 mg/l BA+0.5 mg/l 1AA, 80% from
hypocotyl explant of capia pepper in 5 mg/l BA+0.5 mg/l and 84% from hypocotyl
explant of bell pepper in 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA. Then, shoots were rooted and a
complete plant forms were obtained.

In the transformation experiments, 119 shoots were developed from 3857
explants and 87 of them were produced positive results in PCR analysis. The
transformation frequencies for the AtNHX1 gene as 2.44% for capia pepper, 2.53%
for banana pepper, 2.92% for green pepper and 1.18% for bell pepper while
PSARKIPT gene as 1.73% for capia pepper, 3.74% for banana pepper, 2.30% for
green pepper and 1.34% for bell pepper were determined. Micropropagation of the
putative transgenic pepper lines confirmed by PCR was performed. While the



micropropagation rates of the AINHX1 putative transgenic pepper lines ranged from
81-87%, the putative transgenic lines with PSARKIPT ranged from 80-84%.

Keywords: Capsicum annuum L., transgenic, Agrobacterium tumefaciens,

genetic transformation, regeneration
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ONSOZ

Yiiksek lisans ve doktora egitimim siiresince bitki biyoteknolojisi alanina
odaklanmak ve bu alanda kendimi gelistirmek en bliyiik hedeflerimden birisiydi.
Teknolojinin ve diger yeniliklerin hizla gelistigi biyoteknoloji konusunda ¢aligma
ve bunlar1 yakindan takip edebilme firsatiyla tanistim. Bu alanda birgok projede
gorev olarak tecriibe ve bilgi birikimimi arttirmaya ¢alisttm. Hem yurti¢i hem de
yurt disinda katildigim konferans, egitim ve aragtirma programlarinda birbirinden
degerli bilim insanlarin1 taniyarak onlarin tecriibelerinden faydalandim. Tez
siirecimin gelismesi ve olgunlasmasi sathasinda degerli hocalarimin katkisi
yadsinamaz. Es damigman hocamin Kaliforniya Universitesi ziyareti ile kurdugu
isbirligi neticesinde temin ettigi Agrobacterium irklar1 tez ¢alismamin baslangici
niteligindedir. Daha sonra belirledigimiz bitkisel metaryaller ile bu yolculuk devam
etti. Genetik miihendisligi konusunda kendimi daha ileri diizeyde gelistirmek i¢in
TUBITAK-BIDEB bursu ile Kaliforniya Universitesi/ABD’de bir yil siiresince tez
caligmamin belli bir kismini ¢alisma sansin1 yakaladim. Ayrica oradaki projelerde

de gorev almam bana 6nemli 6l¢iide bilgi ve tecriibe kazandirdi.

Diinyada her gecen giin artan kuraklik ve tuzluluk gibi faktorler nedeniyle
tarim alanlarin biiyiik kayiplar gerceklesmektedir. Giintimiizde biyoteknolojik
caligmalarinin 6nemi daha belirgin sekilde goriilmektedir. Bu nedenle genetik
mihendisligi ve abiyotik stres mekanizmasinin arastirilmas: ile yeni
tolerant/dayanikli  riinlerin  gelistirimesi sayesinde {ilkemize transgenik
teknolojisinin tanitilmasinin 6nem arz ettigi diisiincesindeyim. Gergeklestirilen bu
tez ¢alismasinin bu alanda ¢alisan diger arastiricilar i¢in 1yi bir kaynak olacagi

kanaatini tagimaktayim.

[zmir Tolga IZGU
10/09/2019
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1. GIRIS

1.1 Biber Genel Bilgi

Biberin anavataninin Orta ve Giiney Amerika oldugu bilinmektedir. Kristof
Colomb 1492°de Amerika kitasin1 kesfi sirasinda Peru, Sili, Brezilya ve
Meksika’daki Kizilderililerin biber yetistirdigini rapor etmistir. 1943 yilinda
Ispanya’ya gegen biber; Osmanli Imparatorlugu déneminde 16. yiizyilda istanbul’a
getirilmistir (Hekimoglu ve Altindeger, 2009). Genellikle 1lik-tropik iklimlerde
yetistirilen ve tek yillik bir bitki olan biber hem diinyada hem Tiirkiye’de ¢ok fazla
tiiketilen ve yaygin bir sekilde iiretilen bir sebzedir (Ozalp, 2010).

Biber, Capsicum cinsine ait olup Solanaceae familyasinda yer almaktadir.

Biberin taksonomik hiyerarsisi;

Alem : Bitkiler

Alt Alem : Tracheobionta

Ust Sube : Spermatophyta

Sube : Magnoliophyta
Siif : Magnoliopsida

Alt Simf : Asteridae

Takim : Solanales

Familya : Solanaceae

Cins : Capsicum L. — biber
Tiir : Capsicum annuum L.

Capsicum cinsi igerisinde 38 tiir bulunmakta olup, ancak bunlardan yalnizca
altis1 kultiir ¢esidi olarak kullanilmaktadir. Bunlar; C. baccatum, C. chinense, C.
frutescens, C. pubescens, C. assamicum ve C. annuum dur. Bunlarin arasinda, C.
annuum (2n=24) diinyada en ¢ok {iretilen tiir iken, C. chinense ise en ac1 meyve
tipine sahiptir (Ferri et al., 2018). C. annum tiiriiniin birgok varyetesi
bulunmaktadir. Bunlar; C. annuum var. cerasiforme, C. annuum var. conoide, C.
annuum var. fasciculatum, C. annuum var. langum ve C. annuum var. grossum ‘ dur
(Aybak, 2002).



Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen biber tipleri; siis biberleri, tursuluk
biberler, kurutmalik yapilan yerel biberler, kapya, dolmalik, ¢arliston ve sofralik
olarak sivri biberler gibi tiplerdir. Bunlarin yaninda tiretim potansiyeli daha diisiik
olan Jalapeno biber, Sili biberi, iri dolmalik (blok biberler-California Wonder),
Yunan ¢arlisi ve Macar biberi gibi tipleri de yetistirilmektedir (Ozalp, 2010). Bu
varyetelerle beraber iilkemizde birgok ticari ¢esit iireticilerin kullanimi igin
piyasada yer almaktadir. Bunlardan bazilari; Yaglik-28, Carliston 52, Demre-2,
Kandil Dolmalik, Ilica-256, Yalova Carliston 341, Corbaci, Yalova, Tatl1 sivri,
Bagci Carliston, Cetine 150, Ege Aci Sivri 48/4 ve Dolmalik Biber gesitlerini

siralayabiliriz.

Ulkemizde toplam 27 milyon ton sebze iiretimi yapilmakta olup, biber iiretimi
seralarda ve agikta yetistiriciligi yapilan tiim sebze tiirleri arasinda {iretim miktari
olarak 4. sirada yer almaktadir. Toplam tiretim ise 2.159.348 tondur (Cizelge 1.1)
(FAO, 2018).

Cizelge 1.1 Diinyada biber tiretimi (FAQO, 2018)

Ulkeler Uretim (ton)
Cin 15.800.000
Meksika 2.294.400
Tiirkiye 2.159.348
Endonezya 1.726.382
Ispanya 999.600
ABD 889.269
Toplam 23.868.999

Ulkemizde biber iiretiminin %82’si agik alan, %18’lik kism1 da ortii alti
tarimi olarak gergeklestirilmektedir ve Akdeniz bolgesi %28 payla birinci sirada
yer almaktadir (Ozalp, 2010). Ulkemizde ¢ok cesitli biber tiirii, farkl1 tiiketim
amaglarina yonelik olarak tiretilmektedir. Bunlar1 gruplandiracak olursak birinci
sirada sivri biberler gelmekte; sivri biberleri takiben salgalik ve dolmalik tiiketim
amac1 icin iiretilen biberler yer almaktadir. Ulkemizde biber iiretim verileri
incelendiginde, 2017 yili itibari ile kapya, dolmalik, sivri ve carliston biber iiretimi

toplam 2.607.362 tondur (Cizelge 1.2) (TUIK, 2019).



Cizelge 1.2 Ulkemizde biber iiretimi verileri (TUIK, 2019)

Biber Uretimi (Ton)
i (S}; i}?l/i) Dolmahk Sivri Carliston
Capia® Bell Green Banana®
1988 - 470.000 260.000 -
1989 525.000 328.000 -
1990 - 320.000 580.000 -
1991 - 350.000 570.000 -
1992 - 380.000 574.000 -
1993 - 385.000 580.000 -
1994 - 368.000 640.000 -
1995 - 330.000 750.000 -
1996 - 350.000 800.000 -
1997 - 330.000 800.000 -
1998 - 390.000 | 1.010.000 -
1999 - 393.000 1.069.000 -
2000 - 390.000 | 1.090.000 -
2001 - 410.000 | 1.150.000 -
2002 - 410.000 | 1.340.000 -
2003 - 420.000 | 1.370.000 -
2004 615.000 375.000 710.000 -
2005 685.000 400.000 744.000 -
2006 673.981 392.617 775.577 -
2007 674.788 357.246 725.192 -
2008 690.531 371.050 734.596 -
2009 700.038 384.273 752.692 -
2010 782.173 387.626 816.901 -
2011 730.493 364.930 879.846 -
2012 748.422 383.213 910.725 -
2013 814.372 398.470 946.506 -
2014 829.809 391.009 907.126 | 104.364
2015 879.775 393.109 919.004 | 115.568
2016 957.030 418.435 967.466 114.891
2017 1.107.713 420.904 945.361 134.194

(2) Veriler 2004 yilindan itibaren derlenmeye baslamistir.
(5) Veriler 2014 yilindan itibaren derlenmeye baslamistir.

Biber tohumlar1 8°C’nin {istiindeki sicakliklarda ¢imlenebilmektedir.
Cimlenmesi i¢in optimum sicaklik gece ve giindiiz farkli olmaksizin 24°C’dir. En
1yl ¢imlenmeyi ise 21-28°C arasinda gostermektedir. Fide doneminde gece ve
giindiiz olmak sart1 ile ideal ortam sicakliklart 18-23°C’ye diisiiriilebilmektedir.
Biber bitkisi, giin uzunluguna kars1 duyarsiz bir bitkidir ve 15181 ¢ok sevmektedir.
Biber seralarinda topraktaki tuz oraninin litrede 3 gramdan az olmasi, toprak
pH’smin 6.0-6.5 arasinda olmasi ve oransal hava neminin %70-75 oranlarinda

olmasi istenmektedir (Tiiziin, 2014; Keles, 2015)

Biyoteknolojik 1slah yontemleri ve geleneksel 1slah yontemleri arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Geleneksel 1slah ve biyoteknolojik 1slah yontemleri
arasindaki major fark ne hedef ne de siire¢ degildir. Asil fark hiz, hassasiyet,

giivenilirlik ve kapsamdir (Navarro et al., 2006). Klasik 1slah yontemlerinde



istenilen hedef gen ile birlikte fonksiyonu bilinmeyen baska genlerde
aktarilmaktadir. Ancak genetik mihendisligi  yontemleri  kullanilarak
gerceklestirilen gen aktarimi sadece istenilen hedef tek genin aktarilmasina olanak

saglamaktadir.

A. tumefaciens, transgenik bitki iiretiminde olduk¢a yaygin kullanilan bir
metotdur. Her g¢esit bitki hiicresine bu bakteriyi kullanarak gen aktarmak
miimkiindiir, ancak gen aktarilan hiicre oran1 son derece diisiikk olmaktadir.
Hiicrelere gen aktarimini en fazla etkileyen etmenlerin baginda “aktarimi yapilan
hiicrenin  rejenerasyon  Kkabiliyeti” gelmektedir. Rejenerasyon kabiliyeti
(totipotensi) olmayan hiicrelere yapilan gen aktarimi hi¢bir anlam ifade etmemekte
ve ayrica gen aktarilan hiicrelerden yeni bitkilerin olugsmasi gerekmektedir. Bitki
dokularindaki hiicrelerin olduk¢a az bir boliimii hem gen aktarimi hem de
rejenerasyon kabiliyetine sahiptir. Bu nedenle bitkilere tarimsal 6nemi olan genleri
aktarabilmek icin bitki hiicreleri ve dokularindan etkili bir rejenarasyon
protokoliiniin gelistirilmesi oldukc¢a énemlidir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Genetik
miithendisligi bitkilerde yeni ¢esit ve anacglarin gelistirilmesi, istenen 6zelliklerin
secimi ve genetik cesitliligin olusturulmasinda yeni ¢éziimler sunmustur. Bitki
genetik miihendisligi uygulamalar ile; “spesifik bir genetik bilgiyi kodlayan
yabanci bir DNA pargasinin dondr organizmalardan alic1 bitki tiirlerine transferi
miimkiin olmustur”. Bu sekilde; yalnizca akraba olan tiirler arasinda gen aligverisi
siirlamasina son verilmis, klonlanan sentetik veya dogal niikleik asit dizileri bitki

hiicrelerine aktarilabilir hale gelmistir (Kumlay ve Dursun, 2003).

Rhizobiaceae familyasinin bir tiirii olan Agrobacterium tumafaciens, kok
bogazinda olusan yaralardan bitkiyi enfekte ederek kok bogazi uruna sebep olan
Gram (-) negatif bir bakteridir. Agrobacterium enfeksiyonu sonucunda bitki
hiicresinde bulunan Ti (Tumor inducing) plazmidi ilizerinde yer alan hareketli bir
DNA parcast olan T-DNA (Transfer DNA) bitki hiicrelerine ge¢mekte ve
kromozomlarla sabit olarak biitiinlesmektedir (Zaenen et al., 1974; De La Riva et
al., 1998). Arastirmacilar T-DNA sinirlari igerisine yerlestirilen herhangi bir DNA
parcgasinin kolaylikla bitki hiicresine aktarilabildigini kesfetmislerdir (Leesmans et

al., 1982; Schell and Van Montagu, 1983).



Bitkilerde genetik miihendisligi ¢alismalarinda ilk adim etkili bir
rejenerasyon sisteminin  gelistirilmesidir. Birgok bitki tiiriiniin in  vitro
rejenerasyonunda somatik embriyogenesis ve organogenesis en c¢ok kullanilan
yontemlerin baginda gelmektedir. Fakat bu yontemler i¢in optimum rejenerasyon
protokollerinin gelistirilmesinde bir¢cok faktoriin etki ettigi bilinmektedir. Bu
faktorler; kullanilan eksplant kaynagi, igsel bitki biliyiime diizenleyici seviyesi,
kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonu ve konsantrasyonu, 151k
ve sicaklik rejimi, besin ortami kompozisyonu, genotip ve genetik etkenler olarak
siralanabilir (Dabazua and Pena, 2001; Ochoa-Alejo and Ramirez-malagon, 2001;
Gammoudi et al., 2017). Solanaceac familyasina ait olan Capsicum cinsinde
rejenerasyonun optimizasyonu igin bir¢ok c¢alisma yapilmistir (Giinay and Rao,
1978; Ramirez-Malagon and Ochoa-Alejo, 1996; Christopher and Rajam, 1996;
Manoharan et al., 1998; Mok and Norzulaani, 2007; Aniel Kumar and Tata, 2010;
Kumar et al., 2012a; Verma et al., 2013a). Ancak Capsicum cinsinin hem in vitro
rejenerasyona hem de genetik transformasyona inat¢1t olmasindan dolay1
protokollerin gelistirilmesine hala ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (Liu et al.,
1990; Steinitz et al., 1999; Kothari et al., 2010; Maligeppagol et al., 2016;
Gammoudi et al., 2017).

Organogenesis, bitki dokularinin herhangi bir kismimin eksplant kaynagi
(kok, govde, yaprak, goz gibi) olarak kullanilmasiyla, tek kutuplu bir yapinin
(strglin veya kok) olusmasi olarak bilinmektedir Bu kompleks fenomen
kendiliginden olusabilecegi gibi, dis faktorlerin uyartimi ile de gergeklesebilir. iki
farkli yaklagima gore, siirgiinler eger meristematik olmayan dokulardan olusursa
adventif siirgiin, meristematik dokulardan olusursa aksiller siirglin olarak
isimlendirilmektedir. Bu iki yaklasim i¢in kimyasal ve fiziksel faktorlerin sinerjitik
etkisinin biiyiik 6nem tasidig1 bildirilmektedir (Kothari et al., 2010; Hegde et al.,
2017a). Somatik embriyogenesisde oldugu gibi organogenesisde de etkili bir
rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesinde bir¢ok faktoriin etkisi bulunmaktadir.
Bu faktorler; uygun eksplant se¢imi, eksplant yasi, besin ortami igerigi, bitki
bliylime diizenleyicileri, genotip, karbonhidrat kaynagi, katilastirici ajanlar, 151k
rejimi, sicaklik, nem vb., olarak siralanabilir. Capsicum cinsinde organogenesis
protokoliinii gelistirmek tizere farkli eksplantlar kullanilarak yapilmis birgok

calisma bulunmaktadir. Organogenesis ¢alismalarinda kullanilan eksplant



kaynaklart; kotildeon ve hipokotil (Gilinay and Rao, 1978), zigotik embriyo
(Agrawal and Chandra, 1983), gen¢ fideler (Philips and Hubstenberger, 1985),
hipokotil, kotiledon, govde, yaprak, kok, siirgiin ucu, embriyo (Agrawal et al.,
1989), kotiledon ve hipokotil (Arroyo and Revilla, 1991), geng fideler (Ediba and
Hu, 1993), olgun tohumlar (Ezura et al., 1993), siirgiin ucu (Madhuri and Rajam,
1993), siirgiin ucu (Christopher and Rajam, 1994), kotiledon (Hyde and Phillips,
1996), hipokotil, kotiledon, yaprak (Christopher and Rajam, 1996), yaralanmis
hipokotil (Ramirez-Malagon and Ochoa-Alejo, 1996), kotiledon (Franck-Duchenne
et al., 1998), kotiledon (Husain et al., 1999), zigotik embriyo (Arous et al., 2001),
fide ve embriyonal eksplantlar (Dabauza and Pena, 2001), yaprak, kotiledon
(Venkataiah et al., 2003), siirgiin ucu (Sanatombi and Sharma, 2007a, 2007b),
kotiledon (Joshi and Kothari, 2007), yaprak, kotiledon ve hipokotil (Sanatombi and
Sharma, 2008), kotiledon, hipokotil (Orlinska and Nowaczyk, 2015), kotiledon,
hipokotil (Hegde et al., 2017a, 2017b), yaprak, kotiledon, hipokotil, epikotil
(Renfiyeni et al., 2017), siirgiin gozleri (Haque and Ghosh, 2018), kotiledon,
hipokotil (Gammoudi et al., 2017), kotiledon, hipokotil, siirgiin ucu (Bhutia et al.,
2018) olarak bilinmektedir.

Son yillarda gelisen biyoteknolojik yontemler ile bitkilere yeni 6zelliklerin
hizl1 bir sekilde kazandirilmasinin 6nii agilmistir. Modern 1slah yontemleri olarak
da 1simlendirilen biyoteknolojik metotlar veya bitki genetik miihendisligi
uygulamalar1 sayesinde, klasik 1slah yoOntemlerinin olumsuzluklar1 ortadan
kaldirilabilmektedir. Ozellikle 1slah siiresinin kisaltilmas: sayesinde hem
ekonomiden hem de zamandan tasarruf edilmekte ayrica melezlemede karsilagilan
genetik sorunlar1 ve gen kaynaklardan faydalanmadaki sinirlamalarin kolayca
istesinden  gelinebilmektedir  (Kumlay ve Dursun, 2003). Genetik
mithendisligindeki ilerlemeler sayesinde bir¢cok bitki tliriine farkli o6zellikler
kazandirilabilmektedir. Bu 6zelliklerin basinda; abiyotik stres faktorleri (kuraklik,
diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik, yliksek asidite, tuzluluk, vs), biyotik stres faktorleri
(bakteriyel, viral ve fungal hastaliklar, nematodlar) ile herbisit ve pestisitlere
dayaniklilik gibi bircok 0Ozellik siralanabilir (Glick and Pasternak, 1998).
Giinimiizde bitkilere gen transferinde Agrobacterium tumefaciens ve biyolistik en
yaygin kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir (Kothari et al., 2010). Bir¢ok

bitki tiirline Agrobacterium tumefaciens ve biyolistik araciligiyla farkli genlerin



aktarimi gerceklestirilmistir. Bu transgenik bitkilerden bazilari; misir (Chumakov
et al., 2006), bugday (Supartana et al., 2006), ¢eltik (Supartana et al., 2005), soya
(Chee et al., 1989), dut (Ping et al., 2003), nohut (Srivastava et al., 2014), aycigegi
(Sujatha et al., 2012), pamuk (Keshamma et al., 2008) olarak siralanabilir.
Capsicum cinsinde de Agrobacterium araciligiyla yapilmis birgok gen aktarim
calismasi mevcuttur (Liu et al., 1990; Wang et al., 1991; Dong et al., 1992; Engler
et al., 1993; Lee et al., 1993; Ye et al., 1993; Zhu et al., 1996; Kim et al., 1997,
Ramirez-Malagon, 1997; Christopher and Rajam, 1997; Subhash and Christopher,
1997; Lim et al., 1996; Manoharan et al., 1998; Mihalka et al., 2000; Milhalka et
al., 2003; Lee et al., 2004; Hasnat et al., 2008; Kumar et al., 2009; Heidmann et al.,
2011; Jung et al., 2011; Subramanyam et al., 2011; Kumar et al., 2012b; El Nagar
etal., 2012; Verma et al., 2013b; Arthikala et al., 2014; Maligeppagol et al., 2016;
Bulle et al., 2016; Shivakumara et al., 2017; Chee et al., 2018; Mahto et al., 2018).
Ancak Capsicum cinsinde yapilan bu galismalarin ¢ogu protokol gelistirilmesi
lizerine yogunlagsmistir. Bunun en biiyiik sebebi ise bu cinsin rejenerasyona ve
transformasyona diren¢ gostermesidir (Kothari et al., 2010). Biberde
transformasyon etkinligini azaltan en onemli iki faktor: (i) siirgiin olusumunun
genotipe bagli olmasi (Christopher and Rajam, 1996; Kim et al., 2002) ve genotipin
transformasyon oranini etkilemesi, (ii) kotiledon ve hipokotil eksplantlarin yara
kisimlarinin Agrobacterium enfeksiyonu sonucunda ¢ok diisiik oranda elde edilen
transformasyon etkinliginin nedeninin tam olarak anlasilamamasi (Lee et al., 2004)
olarak belirtilmigtir. Bunlara ek olarak, kullanilan Agrobacterium 1rki,
kokiiltiivasyon ve rejenerasyon ortami da transformasyonu etkileyen faktorler
arasinda yer almaktadir (Li et al., 2003; Dabauza and Pena, 2003; El Nagar et al.,
2012).

Ozellikle giiniimiizde yapilacak biyoteknolojik ve genetik miihendisligi
caligmalar ile biber bitkisinin bir¢ok 6zelligi iyilestirilerek (hastaliga, tuzluluga,
kurakliga dayaniklilik), farkli alanlarda kullanimina olanak saglanabilecektir (Sekil
1.1).
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Sekil 1.1 Biberde biyoteknolojik yontemler kullanilarak gelistirilebilecek 6zellikler

Diinyada ve tilkemizde bitki yetistiriciligini ve verimini etkileyen en énemli
etmenlerin basinda abiyotik stres faktorleri gelmektedir. Abiyotik stres faktorleri,
cevrede farkli miktar ve seviyede bulunan; su, tuz ve sicakligin etkisi olarak ii¢ grup
altinda toplanirlar. Abiyotik stres faktorii olan bu ii¢ grubun degisen etkisi ile diinya
genelindeki zirai alanlarda yaklagik %70 oraninda iiriin kaybi olmaktadir
(Shivakumara et al., 2017). Giiniimiizde zirai {iriinlerin kaybini azaltmakta klasik
1slah ¢aligmalariyla beraber genetik miihendisligi yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Bircok bitki tiirtine tuzluluk ve kurakliga karsi toleransi saglamak amaciyla abiyotik
stres mekanizmalarinda goérev alan genler, transkripsiyon faktorleri ve promotor
bolgeleri aktarilmistir. Son yillarda abiyotik stres ile ilgili aragtirmalarda 6ne ¢ikan
caligmalar ise tiitiinde kurakliga tolerans i¢in SARK promotoru (Dellatore et al.,
2012), domateste tuzluluga tolerans igin TaNHX2 geni (Yarraetal., 2012), pamukta
kurakliga toleransi saglamak igin ipt geni (Kuppu et al., 2013; Bedada et al., 2016),
misirda kurakliga toleransi saglamak igin ipt geni (Oneto et al., 2016) ve dall1 darida
(Panicum virgatum L.) tuza tolerans i¢in PVNHX1 geninin (Huang et al., 2017)
aktarilmasidir. Biberde abiyotik stres caligmalar1 biiyiilk c¢ogunlukla klasik
yontemler kullanilarak belirlenmektedir. Bir¢ok abiyotik stres calismasi, arazi veya
sera ortaminda kiiltiire alinan biber hatlarinin farkli NaCl uygulamalar1 veya sulama
rejimleri kullanilmasi ile hassas, tolerant ve dayanikli bireylerin sec¢imine
dayanmaktadir (Gomez et al., 1996; Kreij, 1999; Chartzoulakis and Klapaki, 2000a,
2000b; Aktas, 2002; Deger, 2010; Yildizli, 2014; Gammoudi et al., 2017; Eroglu,



2015; Al-Rubaye, 2017; Cengiz, 2017; Balasankar et al., 2017). Literatiirde
abiyotik strese kars1 dayanikli transgenik biber hatlarin gelistirilmesine ait cok
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismalar ise tuzluluga tolerans i¢in osmotin
geni aktarilmis transgenik biber hatlar1 (Subramanyam et al., 2011), kurakliga
tolerans igin dreblA transkripsiyon faktor geni aktarilmig transgenik biber hatlari
(Maligeppagol et al., 2016), tuzluluga tolerans igin Na*/H" antiportir geni
(TaNHX2) aktarilmis transgenik biber hatlar1 (Bulle et al., 2016) ile tuzluluk ve
kurakliga tolerans i¢in DNA helikaz 45 (PDH45) geni aktarilmis transgenik biber
hatlaridir (Shivakumara et al., 2017).

Son yillarda tuza tolerans ¢alismalarinda kullanilan NHX gen ailesi (Na*/H*
antiportir) hiicrelerde iyon (Na® ve K*) homeostasisi, hiicresel pH’nin
diizenlenmesi, hiicre biiylime ve gelismesi ile tuz toleransinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Bassil et al.,, 2011a; Mccubbin et al., 2014). Integral membran
proteinleri olarak da bilinen Na*/H* antiportirlar, plazma membrani (Shi et al.,
2003), endozomal kompartmanlar (Rodriguez-Rosales et al., 2008; Bassil et al.,
2011b) ve kofullarda (Apse and Blumwald, 2007; Leidi et al., 2010) bulunurlar.
Bitki NHX leri hem Na*/H" hem de K*/H" arasindaki degisimi saglamasi ile tuza
tolerans ve K* beslenmesine etki ederler (Venema et al., 2002; Apse et al., 2003;
Leidi et al., 2010; Bassil and Blumwald, 2014). Yapilan arastirmada, Arabidopsis’e
klonlanan ve yiiksek seviyede ifade olan AsNHXI'in hiicre i¢inde Na“’nin
kompartmanlara dagilmasini saglayarak tuza tolerans gosterdigini bildirmislerdir
(Apse et al., 1999). Arabidopsis’de yapilan ¢aligmalar sonucunda NHXler ii¢ sinifa
ayrilmaktadirlar. Bu {i¢ sinifi sekiz farkli izoform temsil etmektedir. Bu
izoformlarin iki farkli tipi plazma membraninda (SOS1/AtNHX7 ve AtNHXS), alt1
izoform ise kofulda (AtNHX1, AtNHX2, AtNHX3, AtNHX4) veya vezikiillerde
(AtNHXS ve AtNHX6) lokalize olmaktadirlar (Bassil and Blumwald, 2014).

Bitkiler tuz stresi ve sodyumun (Na*) toksik etkisiyle basa ¢ikabilmek igin
iyon homeostasisini ve osmotik ayarlamayr saglayan bircok adaptasyon
mekanizmasi gelistirmislerdir (Bohnert et al., 1995). Bitkiler Na™-ATPases
eksikliginde, Na" homeostasisini, ¢ogunlukla Na*-H" antiportirlarin aktivitesi ve
ifadesi ile saglarlar. Asir1 sitosolik Na™un uzaklastirilmasinda bitkiler iki

mekanizma kullanirlar: (i) plazma membraninda bulunan Na*-H™ antiportirlari



10

(SOS1-tip) ile bitki hiicrelerinden Na*’un uzaklastirilmas: (Shi et al., 2003), (ii)
kofullar Na*™-H™ antiportirlar ile Na*”un koful kompartmanlarina transferi seklinde
gergeklesir. Plazma membrani ve kofullardaki Na*-H* antiportirlarin ¢alismasi ve
uyarilmasi protonlarin etkilenmesi ile gerceklesir. Bu protonlarin uyarilmasi,
plazma membraninda H*-adenosine triphosphatase, kofullarda H-adenosine
triphosphatase ve H*-inorganik pyrophosphatase’in sirayla devreye girmesiyle
baglar (Apse et al., 2003). Koful i¢gindeki Na*’un digar1 atilmasina en 6nemli ve
etkili strateji sitozol icerisindeki Na* i¢eriginin azaltilmasi ve ayrica su alimi ile
hiicre osmotik dengesinin saglanmasi, hiicrenin turgor durumu ve genislemesi buna
katki saglamaktadir (Chinnusamy et al., 2005). Ayrica kofullar Na*-H*
antiportirlar, endozomal pH’nin diizenlenmesinde (Yamaguchi et al., 2001), Na*
homeostasissinde, vezikiiler trafikte ve protein hedeflenmesinde Snemli rol

oynarlar (Bowers et al., 2000; Apse et al., 2003; Sottosanto et al., 2004).

Bitkilerde ilk defa kofullar Na*™-H" antiportir geni olan AtNHX1, Arabidopsis
thaliana’dan karakterize edilerek klonlanmistir (Gaxiola et al., 1999). Arabidopsis
thaliana’daki NHX gen ailesi alti intraseliiler NHX-tip antiportir icermekte ve
bunlarda iki grup i¢inde siniflandirilmaktadir (Brett et al., 2005; Pardo et al., 2006;
Rodriguez-Rosales et al., 2009). Birinci grup olan NHX1, NHX2, NHX3 ve NHX4
kofullarda lokalize olurken, ikinci grupta yer alan NHX5 ve NHX6 ise endozomal
kompartmanlarda lokalize olmuslardir (Bassil et al., 2011b; Barragan et al., 2012).
Bitki NHX transportirlar1 birgok fizyolojik fonksiyon ile iliskilidir. Ornek olarak,
cicekte renk olusumunun diizenlenmesinde (Yamaguchi et al., 2001; Ohnishi et al.,
2005; Yoshida et al., 2009), hiicresel K* homeostasis regiilasyonunda (Venema et
al., 2002; Pardo et al., 2006; Apse and Blumwald, 2007; Leidi et al., 2010), hiicre
genislemesinde (Apse et al., 2003; Bassil et al., 2011a), vezikiiler trafikte ve protein
hedeflemesinde (Bowers et al., 2000; Brett et al., 2005; Bassil et al., 2011a) ve tuz
toleransinda (Apse et al., 1999; Hernandez et al., 2009; Bassil et al., 2011a) etkili
birgok fizyolojik fonksiyon ile iligkilidir. NHX1’in yaprak gelisiminin ve fidelerin
olusumunda ve ozellikle de genis epidermal hiicrelerin olusumda etkili oldugu
belirlenmistir (Apse et al., 2003). AtNHX1 ile Saccharomyces cerevisiae 'nin Na*-
H™ antiportirlar1 olan SCNHX1 ile 6nemli 6l¢giide sekans homolojisi gostermektedir.
Ayrica AtNHX1 ile fonksiyonel benzerlik gosteren SCNHX1, bitki koful membran

fraksiyonu olarak lokalize olmuslardir (Quintero et al., 2000; Sottosanto et al.,
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2004). AtNHXZ1’in yiiksek diizeyde ifade olmasi ile transgenik bitkilerde tuz
toleransi artarken, saglanan bu toleransin kofullarda artan Na*/H" degisim aktivitesi
ve kofulda sodyumun biriktirilmesi ile iligkili oldugu belirlenmistir. Yapilan diger
arastirmalarda, NHX5 ve NHX6’nin Golgi ve trans-Golgi aginda lokalize oldugu ve
bu bolgede endozomal {iriinlerle koful arasindaki trafigi sagladigi, tuz stresi ve
hiicre genislemesinde ¢alistiklarini goéstermislerdir (Bassil et al., 2011b; Reguera et
al., 2014). Buna ragmen, diger koful grubu iiyelerinden olan NHX2, NHX3 ve

NHX4’1in biiyiime ve gelismede nasil rol aldiklar1 bilinmemektedir.

Bitki biiylime diizenleyicileri stres sinyallerinin iletilmesinde 6nemli rol
oynarlar. En hizli cevaplardan biri su stresine karsi bitkinin koklerinde ABA
depolamasidir (Thompson et al., 2007). Depolanan ABA ksilemler araciliiyla
slirgiin ve yapraklara taginarak stomalarin kapanmasina neden olur ve sonug olarak
da transpirasyonun Onlenmesi ile su kaybinin 6niine gegerler (Schroeder et al.,
2001). Sitokininlerinde dogrudan abiyotik stres ile iliskileri vardir (Hare and Cress,
1997). Yapilan abiyotik stres ¢alismalarinda sitokinin sinyal yolagiyla iliskili
bir¢ok proteinin bu genler tarafindan kodlandigi ve stres durumunda farkli etkiler
gosterdikleri belirtilmistir (Argueso et al., 2009). Bilindigi {izere ABA,
sitokininlerin antagonistidir ve kuraklik stresi sonucunda bitkilerde sitokinin
seviyesi azalir. Su stresi kosullarinda hayatta kalan bitkilerin yapraklarindaki
senesensin engellendigi ve prolin seviyesinin arttigi goriilmiistiir (Alvarez et al.,
2008). I¢sel sitokinin seviyesinde yapilan manipiilasyon ile sensensin ertelendigi ve
su stresi altindaki bitkilerin daha tolerant olduklari belirlenmistir (Gan and
Amasino, 1997). Bu bitkilerde Isopentenyl transferase (IPT)’in yiiksek seviyede
ifade oldugu ortaya konulmustur. Ancak kuraklik stresi altindaki IPT geni igeren
transgenik bitkilerde kullanilan farkli tiplerdeki promotorlar bu durumu
etkilemektedir (Ma, 2008). Transgenik tiitiin (N. tabacum) bitkisinde IPT genini
kontrol eden ve kuraklik ile uyarilabilir promotor (drought-induced promoter) olan
SARK (senescence associated receptor kinase-senesens ile iligkili reseptor kinaz)
kullanildiginda, kuraklik toleransinin, fotosentez kapasitesinin ve verimin daha
fazla arttig1 gorilmiistiir (Peleg et al., 2011). Diger bitki tiirlerine IPT geninin
aktarilmasiyla gelistirilen transgenik hatlarin kuraklia toleransiyla ilgili birgok
calisma literatiirde yer almaktadir. Bu calismalar; kurakliga tolerant PSARKIPT
transgenik yer fistig1 hatlar1 (Qin et al., 2011), kurakliga tolerant PSARKIPT
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transgenik ¢eltik hatlar1 (Peleg et al., 2011; Reguera et al., 2013), ¢evresel stres
faktorlerine karsi tolerant PSARKIPT transgenik tiitiin hatlar1 (Rivero et al., 2007,
2009, 2010; Delatorre et al., 2012), kurakliga tolerans ic¢in gelistirilmis olan
transgenik PSARKIPT pamuk hatlar1 (Kuppu et al., 2013), kurakliga tolerans i¢in
gelistirilmis olan transgenik PSARKIPT musir hatlar1 (Bedada et al., 2016; Oneto et
al., 2016), kurakliga tolerans icin GMSARKIPT geni igeren transgenik Arabidopsis
hatlar1 (Huo et al., 2012), kuraklia ve tuzluluga tolerans igin PSARKIP’li
Arabidopsis hatlar1 (Golan et al., 2016), kuraklik ve soguk stresine tolerans gosteren
PSAG12IPT’li transgenik patlican hatlar1 (Xiao et al., 2017), kurakliga tolerant
PSARKIPT transgenik tatli patates (Nawiri et al., 2017) olarak siralanabilir.

Biber bitkisinin abiyotik stres kosullarina karsi cok hassas oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle iiretim asamasini olumsuz yonde etkileyen en 6nemli
faktorler arasinda yer almaktadir. Biberde abiyotik stres ile ilgili arastirmalar
cogunlukla sera ortaminda, hidrofonik ortamda veya saksilarda kiiltiire alinan biber
hatlarinin farkli NaCl uygulamalar1 veya sulama rejimleri kullanilmasi ile hassas,
tolerant ve dayanikli bireylerin se¢imine dayanmaktadir (Gomez et al., 1996; Kreji,
1999; Chartzoulakis and Klapaki, 2000a, 2000b; Aktas, 2002; Demir, 2008; Deger,
2010; Yildizl, 2014; Eroglu, 2015; Al-Rubaye, 2017; Emirzeoglu, 2017; Cengiz,
2017; Balanskar et al., 2017). Ayrica farkli kimyasallarin kullanim1 (Prolin, glisin
betain, salisilik asit, vb.) ile abiyotik stres etmenlerinin etkileri azaltilmaya
calisilmistir. Ancak klasik yontemlerle {istiin 6zellikli tolerant/dayanikli ¢esitlerin
gelistirilmesi  veya segilmesi yetersiz kalmaktadir. Son yillarda gelisen
biyoteknoloji ve genetik mithendisligi yontemleri ile abiyotik strese karsi tolerant
cesitlerin gelistirilmesinde biiylik yol alinmistir. Fakat literatiirde abiyotik strese
kars1 tolerant transgenik biber hatlarinin gelistirilmesine ait ¢ok az arastirma
bulunmaktadir. Bu durum Capsicum cinsinin hem rejenerasyona hem de genetik
transformasyona kars1 inat¢1 olmasindan kaynaklanmaktadir. Gilinlimiizde yapilan

bir¢ok arastirma hala bu cins i¢in protokol gelistirme iizerine odaklanmaistir.

Bu tez ¢alismasinda dort farkli biber (sivri, ¢arliston, kapya ve dolma biber)
hattinin rejenerasyon protokolleri gelistirilerek, AINHX1 (Tuzluluga tolerans) ve
PSARKIPT (Kurakliga tolerans) genlerinin A. tumefaciens araciligi akratimi ile

transformasyon etkinlikleri arastirilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Biberde Doku Kiiltiirii Calismalar:

Giinay and Rao (1978), yaptiklar1 ¢alismada kirmizi biberde 8.88 BA uM +
2.85-5.71 puM |IAA eklenmis besin ortaminda siirgin tomurcuklarinda

rejenerasyonu sagladiklarini belirtmislerdir.

Saxena et al. (1981), Kaliforniya Wonder ¢esidinin mezofil protoplastindan
bitki liretimi i¢in bir protokol tanimlamiglardir. Yaptiklar1 ¢calismada, rejenerasyon
icin en basarili protokolii, 1 mg/l 2,4-D, NAA ve BAP iceren MS ortaminda

kotiledon ve hipokotil eksplantlarin direkt organogenezis sonucu elde etmislerdir.

Agrawal et al. (1989), yaptiklar1 galismada biber bitkisinin, BAP, Kinetin,
IBA, I1AA, 2,4-D iceren MS ortamlar1 arasinda, BAP eklenmis MS ortaminin

stirgiin farklilasmasinda en i1yi sonucu gosterdigini tespit etmislerdir.

Valera-Montero and Ochoa-Alejo (1992), 3 farkl sili biberinin hipokotillerini
kullanilarak bitki rejenerasyon caligmalar1 gerceklestirmislerdir. Tomurcuk elde
etmek amaciyla BA ve IAA'nm ii¢ farkli konsantrasyonunu iceren MS ortami
kullanmistir. Kullanilan ¢esitler arasinda hipokotil basina 4 ila 20.1 arasinda
tomurcuk gézlenmistir. Tiim ¢esitler g6z 6niinde bulunduruldugunda en iy1 biiyiime
gelisminin 5 mg/l BA ile 0.3 mg/l IAA iceren besin ortaminda gerceklestigi tespit
edilmistir. Tomurcuk iceren hipokotiller siirgiinlerin uzamasi amaciyla 15-30 giin
boyunca bitki biiylime diizenleyici icermeyen MS besin ortaminda kiiltiire
alinmistir. Hipokotil basina uzayan siirgilinlerin sayisi 1 ila 3.2 arasinda degismistir.

Bu gelisen siirgiinler MS ortamu ile 1slatilmis kum {izerinde koklendirilmistir.

Ebida and Hu (1993), tarafindan yapilan bir ¢alismada; 22.2 uM BA + 0.54
uM NAA eklenmis MS ortaminda biber bitkisinin siirgiin ucu rejenerasyonunu
gosterdigi fakat koklendirmeyi gergeklestiremedigini, fakat IAA ve NAA eklenmis
MS ortaminda bir ay igerisinde tomurcuklarin %70’inde koklenmenin

gerceklestigini belirtmiglerdir.
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Harini and Lakshmi Sita (1993), yaptiklari c¢alismada direkt somatik
embriyogenesis yoluyla olgunlasmamis zigotik embriyolarindan Capsicum annum
L. (Sili gesidi)’da in vitro rejenerasyon protokoliinii gelistirdiklerini belirtmislerdir.
Bu calismada, yiiksek sakkaroz, hindistan cevizi siitii ve 2,4-D eklenmis MS
ortamina eksplantlar ekilmis ve 15 giin igerisinde ilk somatik embriyolar
gozlenmistir. Somatik embriyolar direkt olarak 13 embriyonal eksen ve kotiledon
kenarlarindan ¢ogalmislardir. Yapilan histolojik ¢alismalar, embriyo gelisiminin
safhalarin1 ortaya ¢ikarmistir. Hem baglangi¢c hem de olgunlasma safthalari, ayni
ortamdan elde edilmistir. En son olarak da, somatik embriyolar 1 mg/l giberellik
asit eklenmis sakkaroz ortamina aktarildiktan sonra ¢imlendirilmistir. Harini ve
Lakshmi Sita (1993), bu g¢alisma sonucunda {iretilen bitkilerin sitolojik ve

morfolojik agidan benzerlik gosterdiklerini belirtmislerdir.

Christopher and Rajam (1994), baz1 biber tiirlerinde (C. praetermissum ve C.
annum), in vitro klonal iiretim ¢alismasinda, BA veya kinetin igeren MS ortaminin
farkli konsantrasyonlarinin siirgin u¢ eksplantlarinda, siirglin profelirasyonu
tizerindeki etkisini arastirmislardir. Kiiltiir isleminden 4 hafta sonra C. annum 'daki
en yliksek orandaki siirgiin gelisimi, 88.8 uM BA veya 116.2 uM Kkinetinin
bulundugu MS ortaminda elde edilmistir. Uretilen siirgiinlerin koklendirilmesi, 5.7
uM TAA igeren MS ortamindan saglanmistir. En iyi koklenme (% 80-100), BA veya
Kinetin’e ilave olarak TIBA eklenmis ortamlardaki siirgiinlerde gézlenmistir.
Kinetin veya BA eklenmis ortamdan tiretilen bitkiler basarili bir bigimde topraga

aktarilmistir. Cigeklenen bitkilerde %100’liikk polen canlilig: tespit edilmistir.

Binzel et al. (1996), biber bitkisi iizerinde yaptiklari bir ¢alismada, direkt
somatik embriyogenesis yoluyla olgunlasmamis zigotik embriyolardan tam bir bitki
tretimini  gergeklestirmislerdir. Somatik embriyolarin 2,4-D, Thidiazuron ve
yiiksek oranda sakkaroz (%6-10) igeren MS ortaminda, kallus olmaksizin zigotik
embriyo ucunda, embriyo ekseninde ve kotiledonlarinda direkt olarak olustuklarini,
en giizel sonuglarin 2,4-D, hindistan ceviz siitii (%10) ve yiiksek sakkaroz (%8)
iceren MS ortaminda gozlendigini ve embriyolarin olgunlasma ve indiiksiyon
islemlerinin tamaminin ayn1 ortamda tamamlandigini, embriyo farklilasmasinin ise
es zamanli olmadigimi ve bazi embriyolarin ilging bir sekilde sisip, bigim

degistirdigini belirtmislerdir.
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Biiyiikalaca ve Mavituna (1996), yaptiklar1 ¢alismada C. annuum var. Ace
¢esidinin olgun zigotik embriyolarin1 kullanarak somatik embriyolarin {iretimini,
stispansiyon Kkiiltiirlerinde ve bioreaktorlerde gergeklestirmislerdir. En iyi
embriyojenik kallus yapilarin1 9.05 uM 2.4-D ve %3 sakkaroz igeren MS besin
ortaminda elde etmislerdir. Embriyojenik kalluslar1 4.52 uM 2,4-D ve %3 sakkaroz
iceren sivi kiiltiir ortamina aktararak somatik embriyo uyartimini1 saglamislardir.
Potasyum sitrat 6n uygulamasindan sonra embriyo olusumunun devam etmesi i¢in
6 g/l prolin ve konsantrasyonu diistiriilmiis amonyum (10mM) igeren besin
ortamlarina aktarmiglardir. Somatik embriyolar, 1.89 uM ABA iceren 2 MS besin

ortaminda geliserek, %97 oraninda bitkicige doniisiimleri saglanmistir.

Prakash et al. (1997), NAA, 2,4-D ve BAP eklenmis MS ortaminda biberin

mezofil protoplastindan mikrogogaltimini gerceklestirdiklerini belirtmislerdir.

Franck-Duchenne and Wang (1998), yaptiklari ¢alismada tatli biber’in
(Capsicum annum L.) in vitro ortamda direkt organogenesis yoluyla rejenerasyonu
basarmislardir. Tomurcuk siirgiinleri zeatin varliginda, 24-Epi-brassinolida (EBR)
ortamina daha fazla kok uzamasi amaciyla yerlestirilmistir. Test edilen genotipler
ve kullanilan protokollerin 1s1ginda farkli sonuglar elde etmislerdir. Elde edilen
sonuglar EBR’nin her zaman direkt olarak kdk uzamasini dogrudan saglamadig:
fakat biiyiime diizenleyicilerine eklendiginde kok uzamasinda olumlu bir etkide
bulundugunu belirlemislerdir. Bitkiciklerin 0.5 M’lik NAA igeren besin ortaminda
koklendigini ve dis kosullara basariyla aktarildigini belirtmislerdir.

Tsuro et al. (1999), biber (Capsicum annum L.) alinan eksplantlari sitokinin
(BA, Kinetin, Zeatin, Thidiazuron) igeren MS ortamina aktarilmislar ve en yliksek
slirglin oranini, Thidiazuron (TDZ) igeren MS ortaminda gozlemlemislerdir. Elde
edilen siirgiinler BA+IAA igeren MS ortamina aktarildiginda, siirgiinlerde
koklenme (%70) gozlenmistir. TDZ’den alinan eksplantlarda ise %72-94 oraninda
koklenme saptanmugtir. Dis ortama aktarilan bitkiciklerin, %68-84 oraninda

yasadiklar1 belirtilmistir.
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Kintzios et al. (1999), yaptiklar1 ¢alismada biberin yaprak eksplantlarindan
yiiksek sitokinin igeren ortamlarda, somatik embriyo eldesini basardiklarini

belirtmislerdir.

Arous et al. (2001), Tunus sili biberinin olgun tohumlardan elde edilen
embriyolari, BAP igeren MS ortamina aktarmislar, daha sonra elde edilen
siirgiinleri BAP ve NAA igeren MS ortamina aktardiklarinda organogenik
embriyolari elde etmislerdir. Son olarak bu organogenik embriyolar koklendirme
ortamlarina (BAP+NAA) aktarilmistir. Koklendirmede en etkili sonuglar

hormonsuz MS ortaminda gézlenmistir (%72).

Kiisek et al. (2003), biberin zigotik embriyolarinin MS ortaminda oksinlerin
(6zellikle 2,4-D, 4-Asetik asit, 2-etil ester) etkisiyle direkt somatik embriyogenesisi
gergeklestirdiklerini ifade etmislerdir.

Ince (2003), Demre Sivrisi biber ¢esidine ait tohumlarindan elde edilen
fidelerin hipokotil, kotiledon ve gercek yaprak parcaciklarini, farkli hormon
kombinasyonlar1 iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire almistir. Arastirma
sonucunda, denenen bitki biiyiime diizenleyicilerin tamami kullanilan tim
eksplantlar i¢in kallus olusumunu tesvik etmistir. En iyi siirgiin gelisimi, 4 giinlik
kotiledon eksplantlarinda 2 mg/l BAP igeren MS besin ortamlarinda, hipokotil ve
birinci gergek yaprak eksplantlarindan ise 0.1 mg/l NAA+ 2 mg/l BAP
kombinasyonund elde edilmistir. Olusan siirgiinler 0.1 mg/1 NAA igeren MS
ortaminda ya da 0.5 mg/l TAA iceren MS ortaminda koklendirilmistir.

Koklendirilen bitkiler ilk olarak saksilara daha sonra sera kosullarina aktarilmastir.

Kumar et al. (2005), Arka abhir ve Arka lohit hint ac1 biber gesitlerinde
kotiledon, apikal meristem ve kok eksplantlarini kullanarak in vitro kosullarda direk
siirglin  gelisimini  basariyla saglamislardir. Belirtilen biber cesitlerinde
rejenerasyon potansiyelini, eksplantlar1 adaksiyel olarak besin ortamina transferi
sonucu yiikseltmiglerdir. Apikal meristem, kotiledon ve yapraklar adaksiyel
pozisyonda tomurcuk gelistirme ortamina yerlestirmislerdir. Besin ortami olarak 2-

(N-morpholine) Ethanesulphonicacid (MES), BA, IAA ve giimiis nitrat iceren MS
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besin ortami kullanilmistir. Calisma sonucunda gelistirdikleri protokoliin biber

rejenerasyonu i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini belirtmisglerdir.

Qin et al. (2005), biberde kotiledon eksplantlarindan bitki rejenerasyonunda
farkl1 bitki bliylime diizenleyicilerinin etkisini arastirmiglardir. Calismada 8 farkl
biber ¢esidinin kotiledon eksplantlarini ve farkli bitki biiylime diizenleyici igeren
MS ortamin1 kullanmiglardir. Rejenerasyon denemelerinde, siirgiin indiiksiyonu,
siirglin uzamasi, koklendirme ve dis kosullara alisirma c¢alismalari
gerceklestirmislerdir. AgNO3z 6nemli oranda siirgiin gelisimini tesvik etmistir. GA3
ise slirgiin uzamasinda anahtar rol oynamistir. Boyu uzatilmis siirgiinler ise IBA
iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Koklendirilen bitkicikler, dis kosullara

basariyla aktarilmistir.

Thamidala and Karampuri (2006), MS ortaminda yetistirilen biber
bitkisinden alinan meristematik eksplantlari, mikrogogaltimi saglamak amaciyla
farkli sitokinin (BA, Kinetin, Zeatin, Kinetin, Thidiazuron) igeren ortamlara
aktarmiglar, en yiiksek siirgiin {iretiminin Thidiazuron iceren MS ortaminda

olustugunu belirtmislerdir.

Rodeva et al. (2006), 3 farkli Bulgar biber ¢esidine ait kotiledon ve hipokotil
eksplantlarin1  kullanarak rejenerasyon caligsmalarint gergeklestirmislerdir. Bu
amagla, 1-3 mg/l BAP, 1 mg/l TAA, 0.5 mg/l GA3 iceren MS besin ortami
kullanmiglardir. Tiim cesitler i¢in hazirlanan tiim besin ortamlarinda yiiksek
seviyede kallus ve organ gelisimi tespit edilmistir. Bitki rejenerasyonu en yiiksek 3
mg/l BAP igeren besin ortamindaki iceren kotiledon eksplantlarindan elde

edilmistir.

Ercan vd. (2006), biber cesitlerinden Kekova ve Sera Demre-8’in kis
mevsiminde 1sitilmaksizin sera ortaminda ve yaz mevsiminde arazi ortaminda
biiyiitiildiiglinii, ¢icek tomurcuklarinin toplanip, kis mevsiminde kasim ayindan
Mayis ayina, yaz mevsiminde nisan ayindan aralik ayia kadar bir hafta araliklarla
ekiminin yapildigini, mevsimsel etkilere bagli olarak biber ¢esitlerinin farkli
embriyogenik cevaplar verdigini, Kekova c¢esidinin yaz mevsiminde, Demre

cesidinin ise kis mevsiminde en yliksek embriyogenik iiriin verdigini ve her iki
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mevsimde de en yiiksek oranda embriyo gelisiminin 4 aylik bitkilerden elde

edildigini ifade etmislerdir.

Kumar et al. (2007), yaptiklar1 ¢alismada biberin kok ve kotiledonundan
almis olduklar1 6 pargayi, 6 mg/l BAP bulunan MS ortamina aktarilmislardir.
Parcgalarin apikal kismindan sadece siirgiin, orta kismindan kok ve bazal kismindan
ise ¢ok sayida siirgiin olustugunu gozlenmislerdir. Hipokotil kisimlarindan elde
edilen siirgiinlerde 6nemli oranda koklenme gozlenmis ve Onemli bir kismi
bitkiciklere doniistiiriilmiistir. Bu bitkiciklerin kok, apikal meristem ve
yapraklarindan alman eksplantlar, BA, TAA, giimiis nitrat ve 2 mg/l MES
(metanosiilfonik asid)’lik ortamlara transfer edilmislerdir. Bu igslemlerin sonucunda

koklenme (%75) ve bitki olusumu (%82) gozlenmistir.

Mok and Norzulaani (2007) Capsicum annuum var Kulai'nin 8-14 giinliik
fidelerinden hipokotil ve kotiledon eksplantlarini ¢esitli BAP ve IAA
konsantrasyonlar1 iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Caligmada eksplant
tiplerinin etkisi, fidelerin gelisim evreleri ve farkli ortamlarda alt kiiltiir siireleri
incelenmistir. Hipokotillerden elde edilen gen¢ dokularin, yasl dokulara gére daha
fazla tomurcuk olusturdugu go6zlenmistir. Hipokotil eksplanlatinin kotiledon
eksplantlarina gore daha iyi tepki gosterdigi belirlenmistir. Her iki haftada bir
eksplantlarin kahverengilesmesini onlemek ve adventif tomurcuk olusumu ve
gelisimini tesvik etmek i¢in alt kiiltiir yapilmistir. Hipokotil eksplantlarda optimum
tomurcuk olusturma etkinligi 2 hafta boyunca 3 mg/l BAP ve 0.3 mg/l IAA igeren
MS ortamina alindiktan sonra 2 mg/l BAP ve 0.15 mg/l [AA igeren MS ortamlarina
transfer edilmesi ile elde edilmistir. Tomurcuk olusum yiizdesi %75.48+4.71 olarak

tespit edilmistir.

Sanatombi and Sharma (2007a), yaptiklart ¢alismada, in vitro ortamda
yetistirilen bitkilerden alinan siirgiinleri BAP igeren (6-Benzilaminopiirin) MS
ortammna ve IAA, Kinetin, BAP kombinasyonu igeren MS ortamina transfer
etmistir. En yliksek siirgiinler Kinetin ve BAP igeren ortamda gdzlenmistir.
Siirglinlerde, IBA iceren ortamlarda koklenme gozlenmistir. Koklendirilen

bitkicikler basarili bir bicimde topraga aktarilmistir.
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Sanatombi and Sharma, (2007b), yaptiklar1 ¢alismada, biberin 3 farkl
tiriinden elde edilen yaprak, kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan direkt
organogenez Yyoluyla in vitro tdretim saglamiglardir.Yaprak ve kotiledon
eksplantlar1 hipokotil eksplantlarindan ¢ok daha fazla sayida siirglin {iretmis ve
maksimum siirglin sayist 6-BAP ve 3-IAA iceren MS ortaminda goézlenmistir.
Koklendirme islemi 2.8 M’lik TAA ve 2.4-29 M’k IBA ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Dort hafta bekletilen koklenmis bitkicikler, dis ortama
adaptasyon amaciyla topraga aktarilmistir. Dis kosullara aktarilan bitkiciklerin

canlilik oran1 %90 olarak tespit edilmistir.

Sanatombi and Sharma (2007c), in vitro kosullarda ¢imlendirdikleri biber
bitkisinden alinan eksplantlari, BAP, IAA ve Kinetin igeren MS ortamlarina
aktarmiglar, en yiiksek miktarda siirgiin olusumunun BAP ve Kinetin igeren MS

ortamlarinda meydana geldigini belirtmislerdir.

Sanatombi and Sharma (2007d), bir siis biberi olan Moruk amuba ‘dan alinan
eksplantlarin sadece sitokinin iceren veya Sitokinin+IAA iceren MS ortamlarina
aktarildiginda, en yiiksek siirglin olusumunun sirasiyla Zeatin ve BAP igceren IAA

kombinasyonlu MS ortamlarinda tespit edildigini ifade etmislerdir.

Sanatombi and Sharma (2008), Capsicum cinsine ait alti farkli ¢esidin
(Umorok, Meiteimorok, Haomorok, Mashingkha, Chiengpi ve Uchithi) yaprak,
kotiledon ve hipokotil kisimlarindan in vitro rejenerasyon protokolii gelistirmistir.
En yiiksek siirgiin gelisimlerini yaprak ve kotiledon eksplantlardan MS + 8.8 uM
BAP + 11.4 uM IAA igeren ortamlarda elde etmislerdir. Gelisen siirgiinler 2.8-5.7
uM TAA ve 2.4-49 uM IBA igeren farkli ortamlarda en iyi koklenme
gostermislerdir. Sera kosullarina aktarilan bitkicikler %90 oraninda canliliklarinin

stirdiirniislerdir.

Kaparakis and Alderson (2008), sitokininlerin somatik embriyogenesis
tizerine olan etkisini arastirmiglar, BA ve Zeatin hormonlarinin somatik
embriyogenesisi  azalttigini, Kinetin ve 2IP hormonlarinin ise somatik

embriyogenesis tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigini belirtmiglerdir.
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Aboshama (2011), iki farkli biber genotipine ait hipokotil eksplantlarindan
etkili bir direk somatik embriyogenesis protokolii gelistirmistir. Bu amagla farkli
konsantrasyonlarda TDZ ve 2,4-D ilave edilmis besin ortami kullanilmistir. Besin
ortam1 olarak WPM ve MS olmak tizere iki farkli besin ortami kullanilmuistir.
Ayrica farkli sakkaroz konsantrasyonlari denenmistir. Somatik embriyo olusum
sayis1 acisindan WPM'nin MS'e gore daha etkili oldugu belirlenmistir. En ytliksek
embriyo sayisinin ise 80 g/l sakkaroz iceren WPM besin ortaminda oldugu
bildirilmistir. Besin ortamina eklenen 1 mg/l AgNOs, somatik embiyo olusturan
eksplant yiizdesi ve eksplant bagina somatik embriyo sayisini artirmigtir. 1.5 ve 2
mg/l AgNO3 konsantrasyonlari ise somatik embriyogenesisi olumsuz etkilemistir.
(Calisma sonucunda elde edilen bitkicikler, dis kosullara aktarilmis ve 21 giin sonra

%54 oraninda yasama orani tespit edilmistir.

Aniel Kumar and Tata (2010), Capsicum annuum var. Kulai'nin 8-14 giinliik
fidelerinden hipokotil ve kotiledon eksplantlarini ¢esitli BAP ve IAA
konsantrasyonlar1 iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Calismada eksplant
tiplerinin etkisi, fidelerin gelisim evreleri ve farkli ortamlarda alt kiiltiir stireleri
incelenmistir. Hipokotillerden elde edilen gen¢ dokularin, yashi dokulara gére daha
fazla tomurcuk olusturdugu go6zlenmistir. Hipokotil eksplanlatinin kotiledon
eksplantlarina gore daha iyi tepki gosterdigi belirlenmistir. Her iki haftada bir
eksplantlarin kahverengilesmesini onlemek ve adventif tomurcuk olusumu ve
gelisimini tesvik etmek icin alt kiiltiir yapilmistir. Hipokotil eksplantlarda optimum
tomurcuk olusturma etkinligi 2 hafta boyunca 3 mg/l BAP ve 0.3 mg/l IAA igeren
MS ortamina alindiktan sonra 2 mg/l BAP ve 0.15 mg/l IAA igeren MS ortamlarina
transfer edilmesi ile elde edilmistir. Tomurcuk olusum ytizdesi %75.48+4.71 olarak

tespit etmislerdir.

Kumar et al. (2012a), adventif siirgiin tomurcuklarini, X235 biber genotipinin
14 giinliik kotiledon eksplantlarint kullanilarak in vitro kosullarda elde etmislerdir.
Calismada bitki biiylime diizenleyicilerinden BAP ve IAA'nin c¢esitli
konsantrasyonlarint kullanarak siirgiin tomurcugu farklilasmasi i¢in kotiledon
eksplantlarin1 kullanmislardir. Test edilen ortamlar arasinda Smg/l BAP ve 1 mg/l
IAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinan bitkiler eksplant bagina maksimum siirgiin

(19.2) olusumunu gerceklestirmistir. Etkili F siirglin uzamasi1 ve kdklenmesi



21

strastyla 0.5 mg/l GAz ve 0.5 mg/l IBA iceren MS ortamlarinda gerceklestirilmistir.
Koklenmis bitkiler dis kosullara aktarilmis ve bitkilerin hayatta kalma orant %80-

90 arasinda bulmuslardir.

Bonilla and Chen (2015), Sili biberine ait siirgiin ucu ve nod eksplantlarindan
In vitro bitki rejenasyonu iizerine BA ve IAA'min etkisini arastirmislardir.
Calismada farkli BA ve IAA konsantrasyonlarini kullanarak basarili bitki
rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Siirglin ucu kiiltiirii denemelerinde 6nemli
bir farklilik olmamasina ragmen, nod eksplantlarin1 kullandiklarinda BA ve TAA
icermeyen ortamlarda ve 8.88-22.2 uM BA igeren ortamlarda daha ¢ok siirgiin
gelistigini bildirmislerdir. 44.4 puM BA igeren ortamlarda ise ¢oklu siirglin
yogunlugu olustugu gozlenmistir. Elde edilen siirgiinler, 5.71 ya da 11.42 uM IAA
iceren ortamlarda koklendirilmistir. Koklenen bitkicikler, dis kosullara basariyla

alistirllmastir.

Orlinska and Nowaczyk (2015), 4 farkli biber g¢esidinde farkli eksplant
tiplerini kullanarak in vitro bitki rejenerasyon calismalarini yiiriitmiislerdir.
Calismada California Wonder (ATZ X Sono) F1, Jalapeno ve SF-9 cesitlerini
kullanmiglardir. Organogenesis ¢alismalarini 2 mg/1 glisin, 2 mg/l etan siilfonik asit,
1.7 mg/l AgNOs, 04 mg/l IAA ve 6 mg/l BA igceren MS ortaminda
gerceklestirmiglerdir. Kullanilan ¢esitlerin ii¢iinde organogenesisin etkinliginin
benzer olmasina ragmen SF-9 ¢esidinde organogenesis basaris1 daha diisiik olarak
tespit edilmistir. Ortamdaki glisin eksikliginin direk organogenesisisi tesvik ettigi
belirlenmistir. Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla 1.1 mg/l 1AA
iceren MS ortami kullanilmistir. Disartya aktarilan bitkilerin, %86-97 arasinda

yasama oranina sahip oldugu belirlenmistir.

Grozeva and Todorova (2015), biberde in vitro bitki rejenerasyonu
caligmalarin1 gergeklestirmis ve elde ettikleri bitkilerde karakterizasyon ¢aligsmalari
yiirlitmiislerdir. Caligmalarinda iki biber genotipine ait hipokotil ve kotiledon
eksplantlarini, besin ortami olarak MS0O besin ortam1 kullanmiglardir. MSO besin
ortaminda bulunan makro ve mikro elementlerinin konsantrasyonlarinda degisiklik
yapmuslar, 1/2, 1/4, 1/2 ve 3/4 MSO0 oranlarin1 kullanmislardir. Besin ortamina 3
mg/l BA, 0.3 mg/l 1AA, 0.3 mg/l GAs eklenmistir. Kontrol ortami igerisinde
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indirekt rejenerasyon sikligi daha yiiksek bulunurken, elde edilen siirgiinlerin
uzamasinda, 0.2 mg/l AgNOs ve 0.3 mg/l GAs, 1, 1/2 MS0 ortaminin daha basarili
oldugu tespit edilmistir. Rejenerasyon sonucunda elde edilen RO bitkiciklerinde
morfolojik karakterizasyon caligmalari yuritilmistir. Morfolojik
karakterizasyonda bitki boyu, meyve agirligi, yaprak ebadi ve meyve basina diisen
tohum sayis1 hesaplanmistir. R1 bitkilerinde ise bitkilerin morfolojisi ve iiretkenligi
ebeveyleri ile karsilastirilmistir. Elde edilen bireylerin birgogunun ebeveynlerine
gore daha kisa, daha kalin perikarpli ve bitki basina daha diisiik iiretkenlige sahip

oldugu belirlenmistir.

Gammoudi et al. (2017), rekalsitrant olarak tanimladiklari biberde etkili bir
rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Calismalarinda tomurcuk olusumunu
tesvik etmek amaciyla 22 pM BA ve 5.71 uM IAA igeren MS ortamu
kullanmiglardir. Toplam 8 farkli biber c¢esidine ait kotiledon ve hipokotil
eksplantlarini etilen inhibitorii olan AgNOg igeren ve icermeyen ortamlarda kiiltiire
almiglardir. AgNOs iceren ortamlarda tomurcuk ve kallus olusumunun her eksplant
tipinde de daha diisiik oldugu belirlenmistir. Fakat siirglin gelisiminin AgNO3
iceren ortamda daha basarili oldugu tespit edilmistir. Siirgiinlerin uzatilmast
amaciyla 2.88 uM GA3z ya da 34.5 uM 1-amino siklopropan-1-karboksilik asit
kullanilmistir. Calisma sonucunda koklendirilmis ve dis kosullara aktarilmis

bitkilerin, AQNOs igeren besin ortamlarindan elde edildigi belirlenmistir

Hegde et al. (2017a), Bharat ve Indra F1 ¢esitlerinin tohumlarini in vitro
sartlarda ¢imlendirmis, ¢imlenen tohumlardaki kotiledon eksplantlarini
kullanilarak rejenerasyon saglamuslardir. Iki tiiriin tohumlarma ¢imlendirme igin
farkli uygulamalar yapilmustir. Sterilizasyonu gergeklestirilmis olan Tohumlar 1/2
MS besi yerinde kiiltiire alinmis ve rejenerasyon saglanmistir. Tohumlar Kiiltiire
alinmadan once iki giin boyunca su ve 2 mg/l GAs’de bekletilen tohumlarda
cimlenme oranlar1 sirasiyla %90.45 ve % 84.59 olarak belirlenmistir. Ayrica
tohumlarin ¢imlenmesinde gegen giin sayisinin sirasiyla 9.67 ve 10.33 olarak
belirlemislerdir. Kotiledon eksplantlarinin besi yerleri ile temas eden abaksiyal ve
adaksiyal kisimlar1 arasindaki farkliliklarda belirlenmistir. Doku  kiiltiirii
caligmalar1 sonucunda genotip, eksplantlarin besi yerine temas eden kisimlar1 ve

bitki bliyiime diizenleyicilerinde farkliliklar1 saptamislardir. Inda ¢esidinde 7.5 mg/1
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zeatin ve 2 mg/l GAz igeren MS besi yerinde abaksiyal kismi besi yerine temas eden
eksplantlarda maksimum rejenerasyon oranini %96.3, eksplant basina diisen siirgiin
sayisini 4.56, siirgiin uzama katsayisin1 %82.1 olarak saptanmiglardir. Rejenere
olan stirglinleri koklenmeleri i¢in 0.5 mg/l IBA iceren MS besi yerine aldiklarinda
%100 oraninda koklenme elde etmislerdir. Dis ortama aktarilan bitkilerin hayatta
kalma oranimi1 Indra ¢esidinde %92.31, Bharat da ise %85.71 olarak tespit

etmislerdir.

Hegde et al. (2017b), Capsicum annuum F1 hibridlerinde (Bharat ve Indra)
hipokotil eksplantlardan rejenerasyon calismasi yapmislardir. Eksplantlar steril
kosullarda ¢imlendirilmis bitkiciklerden alinmistir. Her iki hibridin tohumlari
cimlendirmeyi kolaylastirmak icin 2 mg/l GAs igeren distile su igerisinde
1slatilmistir. En yiiksek rejenerasyon ve uzama orani sirasi ile % 44 ve % 66.85 ile
Indra hibrid g¢esidinden 7.5 mg/l zeatin ve 2 mg/l GAs iceren ortamda elde
edilmistir. Indra ve Bharat hibrit ¢esitlerinden 0.5 mg/l IBA igeren MS ortaminda
elde edilen optimum kok sayisi sirasi ile 27.56 ve 23.65 olarak, kok uzunluklari ise

4.94 cm ve 7.71 cm olarak bildirilmistir.

Ashwani et al. (2017), Capsicum frutescens tiiriiniin KT-OC ve BOX-RUB
cesitlerinde yapraklarin proksimal baglanti kisimlarini siirgiin gelisimi i¢in kiiltiire
almiglardir. KT-OC ¢esidinde yaprak proksimal baglanti kisimlarindan 44.4 uM
BA +5.71 uM TAA+ 10 pM Giimiis nitrat ve 1.98 mg/l iceren MS besi yerinde
maksimum 8- 10 adet siirgiin elde edilmistir. Eksplantlardan 4 haftalik kiiltiir
stiresince %60 oraninda siirgiin gelisimi elde etmislerdir. Ayni besi yerinde kiiltiire
alman petiyol eksplantlarinda ise eksplant basina 2-4 adet siirgiin olusumu
saptamislar ve %40 oraninda siirgiin gelisimi oldugunu belirtmislerdir. Kotiledon
yapraklarin proksimal kisimlarinin kesilmesi ile elde edilen eksplantlarda en etkili
stirglin tomurcugu olusumu %100 oran ile 22.2 uM BA ve 14.68 uM PAA iceren
MS besi yerinde sirastyla KT-OC ve BOX RUB ¢esitlerinde 10+1.7 ve 8+1.9 olacak
sekilde belirlemislerdir. Etkili siirglin uzamasi 22.2 uM BA + 14.68 uM PAA+10
uM Giimiis nitrat i¢eren besi yerinde oldugu belirtilmistir. Elde edilen siirgiinler

hormonsuz 2 MS besi yerinde %70 oraninda koklendirilmistir.
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Renfiyeni et al. (2017), Kampung, Kopay ve Trisula gesitlerini 30 g/l siikroz,
IAA, BA, NAA ve TDZ igeren MS besi yerinde kallus, siirgiin ve kdk olusumu i¢in
kiiltiire almiglardir. En etkili besi yerinin 4 mg/L BAP, 0.5 mg/L L2 vitamini igeren
MS besi yerinde oldugunu belirtmislerdir. En 1yi siirgiin gelisimi ve uzama 1 mg/L
BAP, 5 mg/L AgNOs 2 mg/L GAs ve 2 mg/L Kalsiyum pentotnat ve L2 iceren besi
yerinde oldugunu belirtmislerdir. Koklendirme igin ise en etkili besi yerini 0.4 mg/L

NAA iceren Woody plant medium olarak belirtmislerdir.

Bhutia et al. (2018), Dalle Kurshani ¢esidinde rejenerasyon kapasitelerini ve
salisilik asit uygulmasimin ektisini gormek i¢in yapmis olduklar1 calismada
kotiledon, siirgiin ucu ve hipokotil eksplantlarini kullanmiglardir. Eksplantlar farkli
biiyiime diizenleyicileri ile kombine edilmis ve 500 uM salisilik asit iceren MS besi
yerinde kiiltiire alinmistir. Her ii¢ eksplant tipinde de rejenerasyon saglanmis olsa
da en etkili siirglin gelisimi 2.75 ile kotiledon eksplantlarinda gdzlemlenmistir.
Arastirmacilar 4 mg/l TDZ ve 500 uM salisilik asit igeren MS besi yerini eksplant
basina 2.93 siirgiin orani ile indirek rejenereasyon igin en etkili besi yeri olarak
belirlemislerdir. 2 mg/l GAsve 0.5 mg/l IAA iceren MS besi yerinin siirgiin uzamasi
(3.1+033) ve koklenme (6.35+0.98) icin en etkili besi yeri oldugunu belirtmislerdir.

Haque and Gosh (2018), Meksika ve Hindistan’in farkli yerlerinden
toplanmis olan 10 farkli biber tiiriinde siirgiin gelisimi in vitro rejenerasyon
denemeleri kurmuslardir. Tohumlarin ¢imlendirilmesi i¢in 30 g/1 siikroz igeren Y2
MS besi yeri kullanmiglardir. Tohumlarin ¢imlenmesinden elde edilen siirgiinlerin
nodlart BA ve TAA igeren MS besi yerinde kiiltiire alinmistir. Rejenereasyonda
genotiplere gore farkliliklar belirlenmistir (Siirgiin olusumlari, 8.94+5.2 Capsi-10,
15.3+£0.69 Capsi 5). En etkili kok olusumu 2 mg/l IBA+1 mg/l NAA+1.5 mg/l
Spermidin igeren MS besi yerinde en diisiik Capsi 9°da 18.4+0.2 en yiiksek Capsi-
5’te 36.8+0.29 olarak belirlenmistir. Di1s ortama aktarilan bitkiciklerin yasama

oranlarini %40-86.7 olarak belirtmislerdir.

Patil et al. (2018) Capsicum annuum L. tohumlarindaki diisiik ¢imlenme
problemini ¢6zmek i¢in benzylaminopurin (BAP)’in tohum ¢imlenmesi ve siirgiin
ucu ve bogum segmentlerinden mikrocagaltimi tesvik etmesindeki etkisini

arastirmiglardir. Eksplantlarin in vitro’da gelisen bitkiciklerden elde edildigi bu
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calismada, tohumlarin ¢imlendirilmesi ve siirgiin mikrogogaltimi i¢in farkli
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/l) BAP iceren bazal MS ortami
kullanilmistir.  Eksplant basina rejenere olan siirglin sayisi, siirglin ucu
eksplantlarda bogum segmentlerine kiyasla daha yliksek bulunmustur. Rejenere
olmus siirgiinler i¢in en uygun koklenme ortaminin ise 0.5 g/l IBA iceren bazal MS

ortam1 oldugu belirtilmistir.

Zemene and Worku (2018), Etiyopya’da kiiltiirii yapilan Capsicum annuum
L. (yesil biber) da siirgiin tomurcuklarini kullanarak basarili bir rejenerasyon
protokolii uygulamiglardir. Kotilodon eksplantlarin rejenerasyonu igin en iyi
performansin 6 mg/l 6-benzylaminopurine ve 1 mg/l indole-3-butyric acid igeren
MS ortam1 oldugu bildirilmistir. Caligmada sadece kotiledon eksplantlarin keskin
u¢ kisimlarindan direk rejenerasyon saglanmustir. Siirglin tomurcuklarinin
biiyiimesi 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IBA i¢eren MS ortaminda ger¢eklesmistir. Giigli

kok gelisimi saglayan bitkiler sera kosullarina aktarilmis ve %85 oraninda hayatta

kalma orani gostermislerdir.

Literatiirde ~Capsicum cinsine ait birgok rejenerasyon caligmasi

bulunmaktadir. Yapilan diger rejenerasyon ¢alismalari Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Bazi biber tiirlerinde yapilmis rejenerasyon ¢aligmalari

.. . e Rejenerasyon BBD+Besin
No Tiir/Cesit Eksplant tipi ) Tipi Y Ortam: Referans
1 Capsicum annum Kotiledon Organogenesis BA(8.88uM)+IAA | Gunay and Rao
C. frutescens Hipokotil (2.85-5.71 uM) (1978)
Lo . Organogenesis Agrawal and
2 | C.frutescens Zigotik Embriyo BA (2.22uM) Chandra (1983)
Phillips and
3 | Capsicum annum Fide Organogenesis BA (2'1\2/12)_4'44 Hubstenberger
K (1985)
Hipokaotil,
kotiledon, BA Agrawal et al
4 | C.annuum govde, yaprak, Organogenesis (2.22uM)+IAA (1989) '
kok, siirgiin, (2.85-5.71 uM)
embriyo
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.. . o Rejenerasyon BBD+Besin
No Tiir/Cesit Eksplant tipi Tipi Ortam Referans
. BA(2.22, 4.40,
5 | C.annuum I?]?tgeki?ir;’ Organogenesis 8.90 uM)+IAA R’:\;{ﬁg?la;gl)
P (0.57,5.71 uM)
BA (22.2 .
6 | C.annuum Fide Organogenesis UM)+NAA (0.54 Ebida and Hu
(1993)
uM)
7 | C.annuum Olgun Tohum Organogenesis MS without PGRs Ez(ulrggest)al.
. . 2-10% sucrose, Harini and
8 | C.annuum Z(in%‘tli“klaEsﬁ]“gﬁ“g E?T']Leﬁ Soo?:;lsli(s 10% CW, 24-D |  Lakshmi Sita
9 y Y09 (4.53-22.6 uM) (1993)
9 | ¢ annuum Olgunlagmis Indirek Somatik | 3% sucrose 2,4-D Biiyiikalaca ve
' Zigotik Embriyo | Embriyogenesis (4.52 M) Mavituna (1996)
- Aksiller Madhuri and
10 | C. annuum Siirgiin Meristem BA (8.88 uM) Rajam (1993)
1 C. annuum Siireiin ucu Aksiller BA (66.6, 88.8 Christopher and
C. praetermissum & Meristem uM) Rajam (1994)
—1009
Olgunlagmamig Direk Somatik Ea 70 sucroggl Binzel et al.
12 | C.annuum Zigotik Embriyo | Embriyogenesis 2:4-D (9 uM) (1996)
TDZ (10 uM)
BA (8.88
. . UM)+IAA (2.85 Hyde and
13 | C. annuum Kotiledon Organogenesis M)+ Phillips (1996)
AgNOs (5.85 uM)
BA (13.3
C. annuum Hipokotil, UM)+IAA (5.71 .
14 | C. praetermissum kotiledon, Organogenesis uM) BA Cg;!zt;p(tles)rgzr;d
C. baccatum yaprak (44.4 M) BA !
(22.2 uM)
Ramirez-
C. annuum Yaralanmig . BBD’siz MS Malagén and
15 hipokotil Organogenesis ortami Ochoa-Alejo
(1996)
BA (13, 35 Franck-
16 | C@nnuum kotiledon - HM)FIAA (3.4~ Duchenne
3.9 M)+ et al. (1998)
EBr (0.1 uM) '
C. annuum BA (22.2-31 Husain et al
17 ' kotiledon Organogenesis uM)+PAA (14.7 '
(1999)
uM)
BA (222 Arous et al
18 | C. annuum Zigotik Embriyo | Organogenesis uM)+NAA (5.37 '
(2001)
uM)
Fide, Dabauza and
19 | C.annuum embriyonal Organogenesis TDZ (4.5-9 uM)
Pena (2001)
eksplant
20 | ¢ annuum Yaprak, Organogenesis TDZ (4.5-135 Venkataiah et al.
' Kotiledon ganog uM) (2003)
. e Golegaonkar and
21 | ¢ annuum Kotlle;iorré,k geng Adv;:lnutllf1 ls;ll;gun BA (3157?, i?[.)G, ve Kantharajah
yap $ DR (2006)
Siirgiin ucu Aksiller BA (22.2 Sanatombi and
22 | C. frutescens odaltma uM)+Kin (4.6 Sharma
§08 uM) (2007a,b)
Kotiledon BA (22.2 . .
23 | C.annuum Organogenesis uM)+PAA (14.7 Joshi and Kothari
(2007)
uM)
C. annuum Yaprak, .
24 | C. frutescens Kotiledon, Organogenesis BA ((%18 r M]\)/:;[AA gﬁg?;??go%rg;
C. chinense hipokotil R
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2.2 Biberde Gen Aktarim Calhismalari

Liu et al. (1990), alt1 farkli dolmalik biber (Capsicum annum L.) ¢esidinde ve
bir adet Guatemalan yabani tipinde in vitro rejenerasyon ve transformasyon
calismalarini gergeklestirmislerdir. Yabani tipte, en iyi rejenerasyon olusmustur.
Yolo Wonder L. ¢esidinde 10 mg/l BA ve 1 mg/l IAA’da karanlik kosullarda,
stirgiin tomurcuklarinin uzamasi saglanmigtir. Transformasyon sonrasi yaprak
benzeri yapilardan siirgiin tomurcuklari elde edilmesine ragmen GUS testi
sonucunda sadece vaskiiler dokularda ilgili genlerin transfer oldugu belirlenmistir.

Tam anlamiyla transgenik bitki elde edilememistir.

Mihalka et al. (2003), Agrobacterium tumefaciens'in 'Shooter' mutantlariyla
basit, etkili ve {iniversal gen aktarim teknolojisini ikili transformasyon sistemi
kullanarak gelistirmislerdir. Calismada izopentenil transferaz (ipt) geninin
ekspresyonuna gore pozitif se¢cim yapilmistir. Bitkisel materyal olarak tiitiin, biber,
domates ve kavun cesitleri kullanilmistir. 'Shooter' mutantlar karsilastirildiktan
sonra, 0zel suslarm, tiitlin yapragi eksplantlariyla birlikte ko-kiiltiivasyonundan
sonra siklikla fenotipik olarak normal siirgiinler tirettigi belirlenmistir. Elde dilen
stirgiinler, apikal baskinlik gostermistir. Bu suslara binary vektorler verildiginde,
biliylime diizenleyici igermeyen ortam iizerinde segici olmayan kosullar altinda
tiretilen bazi rejenerantlarda kararl sekilde biitiinlesmis ikili vektor T-DNA dizileri
bulunmustur. Bu tiir fenotipik olarak normal transformantlar tipik olarak sabit

olarak entegre edilmis bir ipt genini igermedigini belirlemislerdir.

Delis et al. (2005), Bryza biber ¢esidinde Agrobacterium tumefaciens ve
hipokotil eksplantlarinin kokiiltiirii sonucunda meydana gelen farklilasma ve
yapisal degisimleri aragtirmiglardir. Bu amacgla, Bryza biber cesidi hipokotil
eksplantlarinda 5 mg/l BAP ve 1 mg/l IAA igeren MS besin ortaminda in vitro
organogenesis tesvik edilmistir. Daha sonra hipokotil eksplantlari A. tumefaciens
LBA 4404 (pBI121) ile muamele edilmistir. Iki giinliik kiiltiir siiresinden sonra ilk
hiicre boliinmeleri epidermis ve kortekste gozlenmistir. 6-7 giin sonra ise
eksplantlarim  %58.4'tinde birgok adventif tomurcuk olusumu goézlenmistir.
Kiltiirtin iler1 asamalarinda ise eksplantlarin %8.4'linlin tomurcuktan siirgiine

dontistiigii belirlenmistir. Histolojik analiz sonuglarinda ise hipertrofi ve kortekste
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nekrotik hiicrelerin varligi goézlenmistir. Nekrotik degisiklikler ayrica vaskiiler
demetlerde de gozlenmistir. Kanamisin igeren segici besin ortami icerisinde A.
tumefaciens ile birlikte hipokotil eksplantlarinin kokiiltiivasyonu ile hipokotil
meristamatik dokularinin olusumu giiclii bir sekilde etkilenmistir. Bu durum

vaskiiler demetlerdeki adventif tomurcuklarin nekrosisine neden olmustur.

Solonacea familyasinin bir¢ok iiyesinin doku kiiltiirii rejenerasyonuna
bakildiginda, 6zellikle biber ve tatli biberin (Capsicum annum L.) rejenerasyon ve
transformasyon konusunda oldukga inat¢1 oldugu goriilmektedir. Yapilan birgok
caligma, rejenerasyon ve transformasyon optimizasyonunun saglanmasina yonelik
olarak gergeklestirilmistir. Son yillarda farkli rejenerasyon ydntemlerinin
optimizasyonu ile bu konuda biiyiik ilerlemeler saglanmistir. Literatiirde yapilmis

olan diger transformasyon ¢alismalar1 Cizelge 2.2’de sunulmustur.

Cizelge 2.2 Baz1 biber tiirlerinde yapilmis transformasyon ¢alismalari

Tiir Transformasyon Eksplant Sonug Referans
Agrobacterium strains A282 | Hipokotil, Liu et al
C.annuum | and C58; pCV 3850 (nptll, gus) kotiledon, GUS pozitif ’
(1990)
yaprak
A. tumefaciens strain LBA
4404, p5T35 AD (acetolactate
C.annuum | synthase (ALS) gene, Kotiledon TranéfSrSmeOg?tI&ular, En(igllgggt)al.
gus, pSLJ 1911, (npt 11, gus), P
pWTT2039 (hpt, gus)
A. tumefaciens strain LBA Transforme bitkiler
C. annuum 4404, Kotiledon (%4 transformasyon Leeetal,
: PROK1/105 (CMV 17 N- © frckansi) Y (1993)
Satellite RNA)
nptll A. tumefaciens strain GV Gen Transforme bitkilerde Zhu et al
C.annuum | 3llI-SE, (CMV-CP, nptll) ¢ gen (CMVCP) '
yapraklar (1996)
ekspresyonu
A. tumefaciens Geng . Kim et al.
C. annuum yapraklar Transgenik hatlar (1997)
pROK1/105 (cmv. Satellite . S Manoharan
C. annuum RNA, nptil) Kotiledon Transgenik bitkiler et al. (1998)
A. tumefaciens strain EHA 105, . Jayashankar
C. annuum (pBI 121)(npt 11, gus) Yaralama Sacak Kokler et al. (1997)
C. annuum A. rhizogenes strain K 599(gus) | Hipokotil ve %40.8 transgenik Lietal.
) kotiledon bitkiler (2003)
A. tumefaciens strain LBA
C. annuum 4404(nptll) Hipokotil ve Kallus agamasinda Leeetal.
' A. tumefaciens strain EHA 105, kotiledon transforme bitkiler (2004)
LBA
4404 pCAMBIA  2300(TMV- Delis et al
C.annuum | CP,PPI1) hipokotil Transforme siirgiinler '
) . (2005)
A. tumefaciens strain
LBA4404, pBI121(nptll) PEG Mezofil
. . Transformasyon ve Jeon et al.
C.annuum | mediated transformation, | protoplastlar Kisa siireli oen ifadesi (2007)
pCAMBIA:Ac(hpt, gus) 1 £
C. EHA 101 harbouring binary Hipokotil Transformasyon Hasnat et al.
frutescens | vector pTCL5 segmentler Y (2008)
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Kumar et al. (2009), ac¢ik tozlanan iki dolmalik biber varyetesi olan Arka
Gaurav ve Arka Mohini cesitlerine A. tumefaciens aracaligiyla gen aktarim
calismasi yapmislardir. Bu ¢alismada A. tumefaciens’in EHA105 irkini kullanarak
B-glucuronidase (uid A) ve higromisin fosfotransferaz 11 (hpt 1l) genlerini
aktarmiglardir. TO ve T1 hatlarinin farkli gelisme evrelerinde GUS histokimyasal
testi, PCR, Southern blot ve RT-PCR analzilerini yaparak transgenik hatlarin
se¢imlerini yapmislardir. Sonugta %17.8 ve %11.4 oraninda TO Arka Gaurav ve
Arka Mohini transgenik hatlarinin kimerik oldugunu belirlemislerdir. Bu hatlardan

%35 ve %29 oraninda kimerik bitkiler tespit etmislerdir.

Tonoplastta bulunan NHX-tip antiportirlarin birgok bitki tiiriinde tuz
toleransini arttirdigi ve bunu kofulda Na* iyonunu disar1 atarak gergeklestirdigi
bilinmektedir (Leidi et al., 2010). Bununla birlikte, simdiye kadar tanimlanan tiim
izoformlarin, Na*/H" ve K*/H" degisimini katalizledigini belirtmislerdir. Yaptiklari
calismada, transgenik domates hatlarinda yiiksek seviyede ifade olan AINHX1 nin
tiim biiylime kosullarinda genis K* koful havuzlarina sahip olduklar1 ancak tuz
stresi altinda zengin Na”’un depolanmasinda ayni istikrar1 gostermediklerini
belirtmislerdir. Yiiksek seviyede ifade olan AtNHXZ1’lar hiicreler aras1 bosluktaki
K™ y1 yiiksek kapasitede tutarak tuz sokuna karsi direng gostermislerdir.

Jung et al. (2011), Biberin genetik transformasyonu i¢in giivenilir ve yiiksek
verimli bir metot olusturmuslardir. Bu amagla Agrobacterium aracili
transformasyon yontemi kullanmiglar ve GFP (yesil florasan proteini) kullanarak
transgenik bitkilerin takibini kolay bir sekilde yapmislardir. GFP genini aktarmak
icin kallus kaynakli bir transformasyon (CIT) sistemi kullanmiglardir. GFP
ekspresyonu TO, T1 ve T2 biberlerinin tiim dokularinda gozlenmistir. Calismada
4.200 eksplanttan toplam 38 TO biber elde edilmistir. Transformasyon etkinligi
genotipe bagli olarak %0.47 ila 1.83 arasinda degismistir. Gelistirilen bu teknik,
biberin genetik transformasyon siirecinde zaman ve ekonomiden tasarruf
saglamistir. Ek olarak, GFP ile birlikte hedef transgen CaCS (Capsicum'un
capsaicinoid sentetazini kodlayan bolge) bolgesi kirmizi biber ¢esitlerine aktarilmis

ve GFP kallus dokularinda basaril1 bir sekilde gozlenmistir.
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Subramanyam et al. (2011), tuza toleranshi transgenik sili biberlerini
(Capsicum annum L. var. Aiswarya 2103) gelistirmek i¢in Agrobacterium
tumefaciens EHA 105 1rk1 iginde yer alan Nicotiana tabaccum’daki osmotin genini
aktarmiglardir. Dort haftalik biberlerin yapraklarini transformasyon ¢alismalarinda
eksplant kaynagi olarak kullanmiglardir. Transformasyonda kullanilan A.
tumefaciens EHA105 wrk1 iginde bulunan pBINASCOSM plazmidindeki, osmotin
geni ve bitki secici markir geni npt I, CaMV 35S promotorunun kontrolii altinda
ifade olmaktadir. Transgenin integrasyonu ve ifadesi PCR ve Southern blot
analizleri ile dogrulanmustir. T2 sili biberi hatlarinda, osmotin geninin stabilitesi ve
dogrulanmas1 Western blot analizleri ile gergeklestirilmistir. Putatif transgenik
hatlardaki Kklorofil, proline, glisinbetaine, APX, SOD, DHAR, MDHAR, GR ve
nisbi su iceriklerindeki artis biyokimyasal analizler sonucu belirlenmistir. Tuz stresi
altindaki putatif transgenik hatlarinda osmotin geninin yiiksek seviyede ifade
oldugu ancak morfolojik 6zellik yoniinden kontrol bitkisi ile ayni1 6zelligi tasidigin
goriilmiistiir. Uriin miktar1 bakimindan, 300 mM NaCl’de yetistirilen her bir

transgenik hattin, ortalama 3.32 kg meyve verdigi saptanmistir.

Agrobacterium tumefaciens araciligiyla yapilan genetik transformasyon,
biberde islevsel genomik kaynaklarin gelistirilmesi ve Onemli agronomik
ozelliklerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilabilecek giiclii bir biyoteknolojik aragtir.
Bununla birlikte, biber agrobacterium ile transformasyon icin yiiksek oranda
rekalsitrant kabul edilir ve mevcut transformasyon protokolleri ya verimsiz, kiilfetli
veya yiiksek genotip bagimlidir. Biber transformasyonu c¢alismalarinda genel
problem, hem rejenerasyon hem de transformasyon i¢in yetkin olan hiicrelerin
tiretilememesidir. Heidmann et al. (2011) yapmis olduklar1 ¢aligmada, Brassica
napus BABY BOOM AP2/ERF transkripsiyon faktoriiniin ektopik ekspresyonunun
bu problemin dstesinden geldigini ve rekalsitrant tatli biber (C. annuum)
cesitlerinden  transgenik  bitkilerin  rejenerasyonunda  kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Transgenik bitkilerde BABY BOOM'un gegici aktivasyonu ile
prolifik hiicre rejenerasyonunu indiikleyerek somatik embriyo iiretiminin
arttirilabilecegi bildirilmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler 1s181nda, yiiksek
oranda rejenerasyon ve transformasyona rekalsitrant sebze ¢esitleri i¢in bu sistemin

kullanilabilecegi bildirilmistir.
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Kumar et al. (2012b), kirmiz1 biberlerde etkili bir bitki rejenerasyon ve
Agrobacterium  araciligityla  transformayon  protokolii  gelistirmislerdir.
Calismalarinda, hipokotil eksplantlar1 kullanarak etkili bir Agrobacterium ile
transformasyon protokolii optimize etmislerdir. Toplam alt1 farkli kirmiz1 biber
cesidi (ACA-10, Kashi Anmol, LCA-235, PBC-535, Pusa Jwala ve Supper) igin
etkili ve tekrarlanabilir bir oksinsiz rejenerasyon yontemi gelistirmiglerdir. Alt1
kirmizi biber ¢esidinin fidelerinden alinan eksplantlar (hipokotiller, kotiledon
yapraklar ve yaprak diskleri), BAP veya BA/IAA ile kombinasyonu igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmisladir. IAA'nin rejenerasyon ortamina eklenmesi ile
eksplantlarin kesilmis uglarindan kallus olusumu, rozet yapraklarin olusumu ve 6l
siirglin tomurcuklarinin olusumu ile sonuglanmigtir. Siirgiin tomurcuklarinin
rejenerasyonu, diger gelisme gostermeyen eksplantlardan farkli olarak, farkli BAP
konsantrasyonlari iceren MS ortaminda kiiltiire alinan hipokotillerden saglanmustir.
Calismada GA3'iin siirgiin uzatma ortamina 0.5 mg/l konsantrasyonda eklenmesi,
LCA-235 ve Supper ¢esitlerinde uzamay: arttirirken, diger cesitlerde bir tepki
gostermemistir. Biber ¢esidi Pusa Jwala’ya Agrobacterium tumefaciens yoluyla
Chilli yaprak kivrimi Joydebpur viriisii ile iliskili satellit DNA  molekiiliiniin BC1
ORF bolgesi aktarilmistir. Varsayilan transformantlardaki transgen entegrasyonu,

PCR ve Southern hibridizasyon analizi ile dogrulanmustir.

Arthikala et al. (2014), mantar hastaligina direngli bitkiler gelistirmek i¢in
dolmalik biberde bitki transformasyon stratejisinde yer alan doku kiiltiiriinden
bagimsiz Agrobacterium aracili transformasyon yontemi kullanarak giivenilir bir
protokol gelistirmislerdir. Bu amagla NPR1 genini dolmalik biberlere
aktarmiglaridir. Bu yontemin, genotipten bagimsiz ve c¢esitli bitki iiriinlerinde
kullanilabilecegini bildirerek, geleneksel rejenerasyon bazli transformasyon
protokollerine gore avantajlt oldugunu bildirmislerdir. Yontemde temel olarak,
apikal meristemin farklilasan hiicrelerinin Agrobacterium tumefaciens ile
inokiilasyonunu izlemislerdir. Caligmada belirtilen transformasyon stratejisi ile
birlikte, transformasyon etkinligi oldukga yiiksek olan sonuglar elde etmislerdir. Bu
teknolojinin, ekonomik agidan Onemli bitki tiirlerinden transgenik bitkilerin
gelistirilmesinde ¢ok yoOnlii bir arag¢ olarak kullanilabilecegi ve bu yontemin 3-5 ay

daha hizli sonug verdigi belirtilmistir.



32

Bulle et al. (2016), Sili biberine tuz stresine toleransi artirmak igin TaNHX2
genini aktarmiglardir. Transformasyon c¢alismalarinda, TaNHX2 genini tasiyan
binary vektoriinii iceren A. tumefaciens kullanmiglardir. Plazmid igerisinde CaMV
35S promotdri vardir. NPTII segici gen olarak kullanilmistir. Transformasyon
caligmalari sonucunda genin varligi PCR ve qRT-PCR analizleri ile dogrulanmastir.
Transgenik bitkilerden T1 bitkileri elde edilmis ve T1 bitkilerinde bu genin ifade
seviyesi kontrol bitkisine gore karsilastirilmistir. Ayrica Southern Blot analizleri ile
TaNHX2 geninin varhigi ve integrasyonu dogrulanmistir. Bitkilerde ayrica
biyokimyasal analizleri incelemislerdir. Bu kapsamda prolin, klorofil, superoksit
dismutaz, askorpat peroksidaz, relatif su igerigi, H2O> ve malondialdehit igerikleri

tuz stresi kosullarindaki transgenik ve kontrol bitkilerinde karsilastirilmistir.

Maligeppagol et al. (2016), ¢alismalarinda iki yerel biber ¢esidinin (G4 ve
LCA334) in vitro rejenerasyonunu optimize etmisler ve ikili vektor pPCAMBIA
2301 kullanarak G4 ¢esidine, desikasyon uyarict promotdr rd29A'nin kontrolii
altinda dreblA transkripsiyon faktoriinii aktarmigladir. Farkli bitki biiyiime
diizenleyicileri iceren MS ortaminda bitkilerin in vitro rejenerasyonlari
degerlendirilmistir. Sonug olarak; 0.25 mg/1 zeatin ve 2 mg/I fenil asetik asit (PAA)
en yiiksek rejenerasyon oranini (%37.86) vermislerdir. Eksplantler arasinda
kotiledon, hipokotillere (%24.73) kiyasla daha yiiksek (%51) bir rejenerasyon
tepkisi sergilemis ve genotip G4, LCA334'e gore daha iyi (%33.80) rejenerasyon
oranina sahip olarak tespit edilmistir. Siirgiinlerin koklenmesi, diger hormonlara
kiyasla 2 mg/l indol biitirik asit (IBA) bulunan MS ortaminda en yiiksek olarak
belirlenmistir. Transgen varligi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve Southern
blotlama ile dogrulanmistir. Di1s kosullara aktarilan transformantlar saksilarda
biiyiitiilmiis ve kuraklik toleransi i¢in taranmistir. Transformantlarin bazilari,
kontrol bitkilerine kiyasla daha diisiik solgunluk ile kurakliga karsi toleransin

arttigini1 géstermistir.

Chee et al. (2018), Capsicum frutescens'te in vitro bitki rejenerasyonu ve GFP
taramasi ile direk transformasyon protokolii gelistirmiglerdir. Biber ¢esidi olarak
Hotlava c¢esidini kullanmislardir. Transformasyonda biyolistik  yontemini
kullanmiglardir. Buna ek olarak hipokotil eksplantlarindan basarili bir sekilde

rejenerasyon protokolil gelistirmiglerdir.
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Mahto et al. (2018), yaptiklar1 ¢alismada, iki seckin Hint biber ¢esidi
(Capsicum annuum L.), Pusa Sadabahar ve Pusa Jwala igin etkili bir
transformasyon protokolii tanimlamiglardir. Eksplant olarak genc¢ fidelerden elde
edilen hipokotiller ve kotiledonlardan rejenerasyon ortami optimize ederek
transformasyon ¢alismalarinda kullanmiglardir. 1 mg/l IAAve 5 mg/l BAP igeren
MS ortaminda kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarindan yiiksek miktarda siirgiin
rejenerasyonu saglanmislardir. Rejenerasyon frekansi Pusa Sadabahar'da %81 ve
Pusa Jwala'da %78 olarak tespit edilmistir. Transformasyon protokolii, GUS ve
NPT-1I marker genleriyle pPCAMBIA2301yi barindiran LBA4404 Agrobacterium
tumefaciens ki kullanilarak optimize edilmistir. Sonug¢ olarak, hipokotil
eksplantlarin her iki gesit iginde kotiledon eksplantlara gore transformasyona uygun
oldugunu gostermistir. Ayrica, hipokotil eksplantlannin 72 saat boyunca
Agrobacterium hiicreleriyle (ODgoo = 0.2-0.5) birlikte yetistirilmesinin, her iki
kiiltiir ¢esidinde yaklasik %30'luk yiiksek transformasyon verimi elde etmek igin
en uygun oldugu bulunmustur. Koklendirilmis transgenik bitkilerin yaklasik % 85-
90" dis kosullarda hayatta kalmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismast Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolimii, Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda ve Biyoteknoloji Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nde yiiriitiilmiistiir.
3.1 Tez Cahismasinda Kullanilan Bitkisel Materyaller

Tez kapsaminda dort farkli biber tipine ait (Sivri, kapya, ¢arliston, dolma)
dort ¢esidin ebeveyn saf hatlar1 rejenerasyon ve transformasyon denenmelerinde
kullanilmistir. Bu hatlar AD-Rossen Tarim’dan temin edilmistir. Biber hatlarina ait

goriintiiler Sekil 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan biber hatlarina ait meyveler, A) Sivri biber, B) Carliston
biber, C) Kapya biber, D) Dolma biber

3.2 In vitro Rejenerasyon Denemeleri

In vitro rejenerasyon denemeleri kapsaminda biber hatlarinin tohumlar in
vitro kosullarda ¢imlendirilerek elde edilen geng fidelerin hipokotil ve kotiledon
kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. In vitro rejenerasyon denemeleri

iki asamada yiiriitiilmiistiir. ilk olarak somatik embriyogenesis denemeleri
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kurulmustur. Ikinci olarak organogenesis denemeleri kapsaminda rejenerasyon

calismalar1 ylriitilmiistiir.

3.2.1 Bitkisel materyallerin hazirlanmasi

3.2.1.1 Biber tohumlarinin viizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu uygulamasi, biber tohumlart %70’lik etil alkol
cozeltisinde 1 dk. bekletme ve bir kez steril saf su ile yitkama, ardindan %20’lik
sodyum hipoklorit (Domestos®) ¢ozeltisinde 10 dk. bekletme ve ardindan 3-4 kez
steril saf su ile yikama islemi yapilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Biber tohumlarinin yiizey sterilizasyon asamalari, A) %70’lik etil alkol ve sodyum
hipoklorit uygulamalar1 sonrasi steril saf suda yikama, B, C, D) Tohumlarin filtre
kagidindan c¢ikarilmasi ve fazla suyun emdirilmesi, E ve F) Tohumlarin
¢imlendirme ortamina transferi

3.2.1.2 Biber tohumlarinin in vitro’da cimlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen biber tohumlari, her petride 16 tohum
olacak sekilde MS bazal (Murashige and Skoog, 1962) (Cizelge 3.1) (MS bazal
ortami, 30g/1 sakkaroz ve 3.5 g/l gelrite, pH:5.7-5.8) ortami igeren petrilere (90x15
mm) aktarilarak, karanlikta 254+2°C’de kiiltire alinmislardir. Tohumlarin

¢imlenerek geng fidelere doniistimii yaklasik 9-10 giin stirmiistiir (Sekil 3.3).



(Murashige and Skoog, 1962)

[ MakroElementler [ mgl |
KNO3 1900
NHsNOs 1650
MgS04.7H20 370
CaCl, 332.2
KH2PO4 170

[ MikroElementler [ mgl |
MnSQ4.H20 16.9
ZnS04.7H20 8.6
H3BO3 6.20
Kl 0.83
Na2M004.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeNaEDTA 36.72

| Vitaminler ve aminoasitler | mo/l |
Myo-inostol 100.0
Pyridoxine-HCI 50
Nicotinik Asit 50
Thiamin — HCL 10
Glycine 2.0
Sakkaroz
Gelrite
pH
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Cizelge 3.1 MS bazal besi yerinde bulunan makro-mikro, diger maddeler ve konsantrasyonlari

Sekil 3.3 Biber tohumlarinin MS besin ortaminda ¢imlenmesi, A) Kok yapilarinin olusumu,
B, C) Cimlenmis fideler, D, E) Kotiledon ve hipokotil eksplantlar

3.2.1.3 Cimlenen tohumlardan eksplantlarin hazirlanmasi

Cimlenen fideciklerin (9-10 giin arasi, biiyiitme odas1 kosullarinda) hipokotil

ve kotiledon kisimlar1 pens ve bistiiri yardimiyla alinarak rejenerasyon deneme
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ortamlar1 bulunan petri kaplarina transfer edilmis ve kiiltiire alinmiglardir (Sekil
3.4).

Sekil 3.4 In vitro denemelerde kullamilan eksplant tipleri, A) Kotiledon eksplant, B)
Hipokotil eksplant

3.2.2 Somatik embriyogenesis denemeleri

Somatik embriyogenesis denemelerinde biber hatlari i¢in ti¢ farkli deneme
kurulmustur (Cizelge 3.2). Literatiir taramasi sonucunda, Binzel et al. (1996),
Biiyiikalaca ve Mavituna (1996), Harini and Lakshima (1993) protokolleri
denenmistir. Somatik embriyogenesis ¢aligmalar1 kapsaminda, sivri biber, ¢arliston
biber, kapya biber ve dolma biber hatlarinin hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan
gelisen embriyojenik kallus yapilari, embriyo gelisimini saglamak amaciyla, 6n
uygulama ve embriyo gelistirme ortamlarinda kiiltiire alinarak gelisimleri takip
edilmistir. Somatik embriyogenesis denemelerinde kontrol grubu olarak BBD
icermeyen MS bazal ortami kullanilmistir. Gelisen kallus yapilarinin rejeneratif
ozelliginin belirlenmesi amaciyla kallus hiicreleri 151k mikroskobu altinda

incelenmistir.

Dort biber (Sivri, kapya, ¢arliston, dolma) hatti i¢gin 10 tekerriir (petri), her
tekerriirde 5 eksplant (5 kotiledon ve 5 hipokotil/petri) olacak sekilde deneme

kurulmustur.

Somatik embriyogenesis denemelerinde incelenen kriterler;

» Kallus olusum orani (%)
» Kallus yapis1 (Rengi, dagilgan/kirilgan, sert, camsi)

» Embriyo olusum orani (%)



38

Cizelge 3.2 Somatik embriyogenesis denemelerinde kullanilan protokoller ve igerikleri

No Tiir/gesit Metod Eksplant tipi Ortam icerigi Referans
\Embriyo gelistirme:
IMS bazal ortami+9 uM
2,4-D+%10 hindistan
lcevizi siitii+%8

0,
annuum L. Direk somatik Hipokotil ve sakkaroz+%0.25

(viz., New Mexicoembriyogenesis | kotiledon ~ PPYi8gel rendirme: Binzel et al. (1996)
- 6 (NM-6)) \Embrivo ¢imlendirme:

IMS bazal ortami+%?2
sakkaroz+10 uM
IAQNO;+2.8 uM GA;
veya 0.05 uM TDZ
Embriyojenik kallus

\gelistirme:
MS bazal

ortami+9.05uM 2,4-
D+%3 sakkaroz+9%0.8
lagar

Embriyojenik kallus

\gelistirme 2:
IMS bazal ortami
(KNO; free)+6 g/L K-
citrate+9.05uM 2,4-
Capsicum Indirek somatik | Hipokotil ve  |D+%3 sakkaroz+%0.8 [Biiyiikalaca ve
annuum var. Ace [embriyogenesis kotiledon lagar Mavituna (1996)
\Embrivo gelistirme:
MS bazal
ortam1+10uM
NH;NO3+6 g/L
prolin+%3
sakkaroz+%0.8 agar
\Embriyo olgunlastirma:
> MS bazal
ortam1+1.89 uM
IABA+%3
sakkaroz+%0.8 agar
IMS bazal ortami+%?2-
10 sakkaroz+%10
Capsicum annuum|Direk somatik Hipokotil ve  |hindistan cevizi Harini and
L. embriyogenesis kotiledon stiti+4.53 mg/L 2,4-D |Lakshima (1993)
eya 22.6 mg/L 2,4-
D+7 g/L agar

Capsicum
1

2)

3)

3.2.3 Organogenesis denemeleri

Rejenerasyonun etkinligini arttirabilmek amaciyla biber hatlarinin kotiledon
ve hipokotil eksplantlarindan  organogenesis  denemeleri  kurulmustur.
Organogenesis denemeleri kapsaminda besin ortami iceren petrilere aktarilan
eksplantlar biiylitme odas1 kosullarinda (16 saat fotoperyodisite, 25+2°C) kiiltiire

alimmuglardir.

3.2.3.1 Rejenerasyon denemelerinin kurulmasi

Organogenesis denemelerinde ii¢ farkli protokol denenmistir. Organogenesis

calismalar1 kapsaminda kurulan denemeler asagida belirtilmektedir;
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1. Deneme: MS bazal ortamu, 2,4-D (0, 0.5, 1 ve 2 mg/l)+TDZ (0, 0.5, 1 ve
2), 30 g/l sakkaroz, 1 mg/l MES, 3.5 g/l gelrite

2. Deneme: MS bazal ortami, BA (1, 2, 3, 4 ve 5 mg/I)+IAA (0.5, 1 mg/1), 30
o/l sakkaroz, 1 mg/l MES, 3.5 g/l gelrite

3. Deneme: Sanatombi and Sharma (2008) ile Hyde and Philips (1996)’in
protokolleri kullanilmistir (Cizelge 3.3).

Birinci denemede, 2,4-D (0, 0.5, 1 ve 2 mg/1)+TDZ (0, 0.5, 1 ve 2)’nin toplam
16 kombinasyonu ile deneme kurulmustur. Dort biber (Sivri, kapya, ¢arliston,
dolma) hatti i¢in her konsanstrasyonda 5 tekerriir (petri), her tekerriirde 5 eksplant

(5 kotiledon ve 5 hipokotil/petri) olacak sekilde deneme yapilmustir.

Ikinci denemede, BA (1, 2, 3, 4 ve 5 mg/l)+IAA (0.5, 1 mg/)’nin toplam 10
kombinasyonu ile deneme kurulmustur. Dort biber (Sivri, kapya, carliston, dolma)
hatt1 i¢in her konsantrasyonda 5 tekerriir (petri), her tekerriirde 5 eksplant (5
kotiledon ve 5 hipokotil/petri) olacak sekilde deneme yapilmistir.

Uciincii denemede, Sanatombi and Sharma (2008) ile Hyde and Philips
(1996)’in protokolleri denemelerde kullanilarak karsilagtirilmigtir. Dort biber
(Sivri, kapya, carliston, dolma) hatt1 i¢in 10 tekerriir (petri), her tekerriirde 5
eksplant (5 kotiledon ve 5 hipokotil/petri) olacak sekilde denemeler kurulmustur.

Orgaonogenesis denemelerinde incelenen kriterler;

» Kallus olusum orani (%)
» Sirgiin gelisim orani1 (%)

» Koklenme orani (%)
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Cizelge 3.3 Organogenesis tigiincii denemelerinde kullanilan ortamlarin igerikleri

Tiir/cesit Metod Eksplant tipi Ortam icerigi Referans
\Stirgiin gelistirme:
Capsicum ssp. IMS ortami+8.8 uM BAP ve 11.4 uM
(Meiteimorok, Direk Yaprak, [IAA+%3 sakkaroz+%0.8 agar Sanatombi and
1) [Haomorok, Umorok, organogenesis kotiledon ve |Koklendirme: Sharma (2008)
Chiengpi, ganog hipokotil  [MS ortami+ 2.8 uM veya 5.7 uM IAA
Mashingkha, Uchithi) veya 2.4 uM veya
4.9 uM IBA+%3 sakkaroz+%0.8 agar
\Stirgiin gelistirme:
IMS salt ortami+L2 vitaminleri+%?2
glukoz+0.5 mg/L IAA, 2 mg/L BA+%0.8
phytagar
\Stirgiin gelistirme-2:
2) Capsicum Organogenesis|  Kotiledon MS salt ortami+L2 vitaminleri+%3 Hyde and
annuum L. glukoz+%0.8+2 mg/L GAs+2 mg/L BA+5| Philips (1996)

img/L glimiis nitrat+%0.8 phytagar
\Koklendirme:

MS salt ortami+Nitsch's vitaminleri+%?3
sakkaroz veya glukoz+1.0 mg/L
NAA+%0.8 phytagar

3.2.3.2 Siirgiin gelistirme denemeleri

Kotiledon ve hipokotil eksplantlardan rejenere olan siirgiinler yaklasik 1-2
cm boya eristiginde siirglin gelistirme ortamina transfer edilmislerdir. Siirgiin
gelistirme denemelerinde GAsz (0, 0.5 ve 1 mg/l)’tin farkli konsantrasyonlari

denenmistir.

3.2.3.3 Koklendirme denemeleri

Gelisen siirgiinler koklendirilmek tizere 0.5 ve 1 mg/l IAA igeren MS bazal
besin ortami bulunan tiiplere aktarilmistir. Ug hafta siiresince biiyiitme odasi

kosullarinda kiiltiire alinan siirglinlerin haftalik olarak gozlemleri alinmistir.
3.2.4 Transformasyon ¢alismalari

Rejenerasyon denemeleri sonrast her biber hatti igin optimizasyon

saglandiktan sonra transformasyon denemeleri gerceklestirilmistir.
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3.2.4.1 Transformasyon cahsmalarinda kullanmilan rekombinant A.

tumefaciens bakteri irklari

Transformasyon denemelerinde kullanilan A. tumefaciens pSICHyg-2 ve
pUBINHX1 rekombinant bakteri irklar1 Kaliforniya Davis Universitesi Bitki Bilimi
Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Eduardo BLUMWALD dan temin edilmistir.

-Kurakhga dayamkhlik genini (PSARKIPT) igceren A. tumefaciens bakteri irki

ve ozellikleri

A. tumefaciens EHAI105 irki igerisinde kurakliga dayanikliligi saglayan
pSICHyg-2 plazmidi bulunmaktadir. pSICHyg-2 plazmidindeki SARK promotoru
kontrolu altinda IPT (isopentenyl transferase) geninin ifadesi ger¢eklesmektedir
(Sekil 3.5). Plazmid yapisinda bitki seleksiyon markir geni olarak Higromisin
fosfotransferaz dayaniklilik geni T-DNA bolgesinde bulunmaktadir. T-DNA
bolgesi disinda antibiyotik direng genleri yer almaktadir (Kanamisin, rifampisin ve

spektomisine dayaniklilik genleri) (Sekil 3.5).

IPT ORF 9646...10368 right border T-DNA 351...37€
SARK Promoter 8791...9612

CaMV 35S promoter 8773...7987

Toaty

hygromycin phosphotransferase 7951...6926

CaMV 3'UTR (polyA signal) 6702...6910
left border T-DNA 6610...6635

aminoglycoside phosphotransferase 6185...5391

Sekil 3.5 A. tumefaciens’ deki PSARKIPT plazmid yapisi

-Tuzluluga dayamikhhik genini (AtNHX1) iceren A. tumefaciens bakteri irki ve

ozellikleri

A. tumefaciens AGL1 ki igerisinde tuzluluga dayanikliligi saglayan
pUBINHX1 plazmidi bulunmaktadir. pUBINHX1 plazmidindeki CaMV 35S
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promotoru kontrolu altinda AtNHX1 (Na-H antiporter) geninin ifadesi
gerceklesmektedir (Sekil 3.6). Plazmid yapisinda bitki seleksiyon markir geni
olarak Higromisin fosfotransferaz dayaniklilk geni T-DNA bolgesinde
bulunmaktadir. T-DNA bolgesi disinda antibiyotik diren¢ genleri bulunmaktadir

(spektomisin, karbensilin ve rifampisin dayaniklilik genleri) (Sekil 3.6).

T35S 11588...11822
attB2 11538...11518

AtNHX1 9901...11517

Hyg 35...1821

attB1 9877...9897 LB 2157...1825

35Sp 8544...9876

PH7mM24GW 35Sp- Spec 2163...3412

AtNHX 1
11839 bp
attB4 8523...8543

RB 8515...8316

Sekil 3.6 A. tumefaciens’ deki AtNHX1 plazmid yapist

3.2.4.2. Transformasyonda kullanilacak A. tumefaciens bakteri irklarinin

vogunlugunun belirlenmesi ve inokiilasyon soliisyonunun

hazirlanmasi

Bakteri ¢ozeltisinin yogunlugunu belirlemek amaci ile spektrofotometrik
(Nanodrop) 6l¢iim yapilmistir. -80°C’de muhafaza edilen (%20’ lik gliserol stokta)
Agrobacterium tumefaciens bakteri irklart 10 ml sivi LB (Bertani, 1951) (Cizelge
3.4) igeren ortamda 28 °C’ de 200 rpm’ de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
bakteri irklarinin O.D.so0 =(0.5-0.6) absorbans degeri elde edilerek transformasyon

caligmalarinda kullanilmistir.
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Cizelge 3.4 LB besin ortami igerigi ve antibiyotik dozlari

LB Ortamina Eklenen Antibiyotik Miktarlari
LB Besiyeri (1 L) g/l A. tumefaciens EHA105 | A.tumefaciens AGL1
Tripton 10 Kanamisin 50 mg/I Spektomisin 50 mg/I
Yeast ekstrakt 5 Rifampisin 25 mg/l Rifampisin 25 mg/l
NaCl 10 Spektomisin 50 mg/I Karbensilin 10 mg/I
Bacto Agar 14
pH=7

3.2.4.3 Hipokaotil ve kotiledon eksplantlarin A. tumefaciens ile inokiilasyonu ve

rejenerasyonu

Dokuz giin siireyle karanlik kosullar altinda in vitro’da ¢imlendirilen biber
tohumlarinin kotiledon ve hipokotil kisimlar1 transformasyon g¢alismalarinda
kullanmilmistir. Kotiledonlar ikiye ayrildiktan sonra yara dokusu olusturmak amaci
ile kenarlarindan kesilmistir. Kotiledon kismi bisturi ile 4 esit parcaya ayrilarak
eksplantlar elde edilmistir. Hipokotil kisimlar1 da 4 esit pargaya boliinerek
kullanilmistir. Hazirlanan hipokotil ve kotiledon eksplantlar yogunlugu O.Deoo=
(0.5-0.6) ayarlanmig A. tumefaciens + 200 uM Asetosiringon ¢ozeltisinde 28°C<de,
100 rpm’de 20 dakika inkiibe edilmistir (Sekil 3.7). Inkiibasyon sonras1 eksplantlar
steril filtre kagitlar1 {izerinde fazla inokiilasyon sivisi alindiktan sonra 3 giin
stiresince MS bazal besin ortaminda karanlikta 25°C‘de kokiiltiivasyona
birakilmiglardir. On kiiltiir sonrasi kotiledon ve hipokotil eksplantlar &n kiiltiir
ortamindan alinarak bos steril petri kabinda, steril saf su ile 4-5 defa yikanmis ve
optimum rejenerasyon ortamlari belirlenmis olan ortamlara aktarilmistir (Sekil 3.8
ve Sekil 3.9). Deneme siiresince eksplantlar iki haftada bir siireyle alt kiiltiire
alinarak taze besin ortamlarina aktarilmistir. Antibiyotik (Higromisin ve
sefuroksim sodyum) ilavesi gereken calismalarda, antibiyotik sterilizasyonu 0.2
mikron capta por genisligine sahip filtreler kullanilarak yapilmis ve daha sonra
otoklav ile steril edilen besin ortamlarina ilave edilmistir. Otoklav sartlar1 altinda
antibiyotiklerin protein yapist bozulacagindan besin ortamlarina sonradan
eklenmistir.

Transformasyon sirasinda ve Sonrasinda izlenilen yol:

» Kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin ~ Agrobacterium ile

inokiilasyonu
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> Inokiilasyon sonrasi 6n kiiltiir uygulamasi (3 giin karanlikta)
> On kiiltiir sonrasi kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin steril saf su
ile yikanmasi

» Secici seleksiyon ortamina (rejenerasyon) transfer edilmesi

» Rejenere olan siirgiinlerin gelistirilmesidir.

Sekil 3.7 Transformasyonun asamalari, A) LB ortamuinda gogaltimi gergeklestirilmis
Agrobacterium wrklari, B, C) Kotiledon ve hipokotil eksplanlarin hazirlanmasi ve
Agrobacterium soliisyonu ile inkiibasyonu, D, E) Transformasyon uygulamasi
yapilmis kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin BBD icermeyen MS besin
ortamlarina transferi

Sekil 3.8 Transformasyon islemi gergeklestirilmis biber hatlari, A) On kiiltiir uygulamalar1
(3 giin karanlikta) B ve C) Steril saf su ile yikama igleminin ardindan steril kaba
filtre kagidinda eksplantlarin fazla suyunun emdirilmesi ve antibiyotik igeren
besin ortamlarina transferi
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Sekil 3.9 Transformasyon sonrasi eksplantlarin hazirlanmasi, A, B ve C) Transformasyon
sonrasi eksplantlarin steril saf su ile yikanarak fazla bakteri soliisyonunun
uzaklastirilmasi

Rejenerasyon denemeleri sonucunda, dort biber hatti i¢in transformasyon
calismalarinda kullanilmak iizere secilmis en iyi besin ortam ve igerikleri Cizelge

3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.5 Sivri biber hattinda transformasyon denemelerinde kullanilmak iizere segilmis en iyi
rejenerasyon ortamlari ve igerikleri

Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kaotiledon Hipokotil Kotiledon
eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant
4 mg/l 2 mg/l 4 mg/l 2 mg/l
BA+05 | BA+Lmg/l | BA+05mgl | BA+Lmg/l 0'229’ : 02 ol
mg/l IAA IAA IAA IAA 3 0.5 mg/l IAA
MS bazal ortam MS bazal ortami MS bazal ortami Mibazal
30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz ortami
30 g/l sakkaroz
Antibiyotik icerikleri
-1 -
-- 500 mg L™ sefuroksim sodyum 500 mg L" sefuroksim
sodyum
- 200 mg L* Hygromisin 200 mg L Hygromisin
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Cizelge 3.6 Kapya biber hattinda transformasyon denemelerinde kullanilmak {izere secilmis en iyi
rejenerasyon ortamlari ve igerikleri

Kapya Biber Hatti
Rejenerasyon Secici Seleksiyon Siirgiin Gelistirme Koklendirme
Ortam (M1) Ortam (M2) Ortam (M3) Ortam (M4)
Hipokaotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon
eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant
5 mg/l 2mg/l 5 mg/l 2 mg/l
BA+0.5mg/l | BA+0.5mg/l BA+0.5 mg/I BA+0.5 mg/l 0.5(329” O'%Kg” 0.5 mg/l IAA
IAA IAA IAA IAA s MS bazal
MS bazal ortamu MS bazal ortam MS bazal ortami ortami
30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 3049/l
Antibiyotik icerikleri sakkaroz
- 500 mg L* sefuroksim sodyum 500 mg L sefuroksim
sodyum
-- 200 mg L't Hygromisin 200 mg L't Hygromisin

Cizelge 3.7 Carliston biber hattinda transformasyon denemelerinde kullanilmak iizere secilmis en
iyi rejenerasyon ortamlari ve igerikleri

Carliston Biber Hatt1
Rejenerasyon Secici Seleksiyon Siirgiin Gelistirme Koklendirme
Ortam (M1) Ortam (M2) Ortam (M3) Ortam (M4)
Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon
eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant
3mg/l 2 mg/l 3mg/l
2 mg/l 0.5 mg/l 0.5 mg/l
BA+0.5 mg/l BA+1 mg/l BA+0.5 mg/I 0.5 ma/l IAA
BA+1 mg/l IAA GA; GA; -> Mg
IAA IAA IAA g MS bazal
MS bazal ortami MS bazal ortami MS bazal ortami ortami
30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 30 g/l
Antibiyotik icerikleri sakkaroz
B 4 ; 500 mg L sefuroksim
500 mg L sefuroksim sodyum sodyum
-- 200 mg L't Hygromisin 200 mg L't Hygromisin

rejenerasyon ortamlari ve igerikleri

Cizelge 3.8 Dolma biber hattinda transformasyon denemelerinde kullanilmak iizere secilmis en iyi

Dolma Biber Hatt1
Rejenerasyon Secici Seleksiyon Siirgiin Gelistirme Koklendirme
Ortam (M1) Ortam (M2) Ortam (M3) Ortam (M4)
Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon
eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant
5 mg/l 2 mg/l 5 mg/l 2 mg/l 0.5 mg/l 0.5 mg/l
BA+I(A,5Amg/| BA-I'-A].Ar\T]g” BA+I(’)A.img/| BA+L mg/l IAA GA, GA, 0|5VInS~|%/LZ|QA
MS bazal ortam MS bazal ortami MS bazal ortamu ortami
30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 30 g/l sakkaroz 3049/l
Antibiyotik icerikleri sakkaroz
-- 500 mg L* sefuroksim sodyum 500 mg L™ sefuroksim
sodyum
-- 200 mg L't Hygromisin 200 mg Lt Hygromisin
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3.2.5 Molekiiler analizler

Dort farkli biber hattinda in vitro rejenerasyon ve transformasyon denemeleri
sonrasi elde edilen aday transgenik bitkiciklerin molekiiler analizleri yapilmuistir.
Molekiiler analizler i¢in oncelikle alinan yaprak orneklerinden DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Aday transgenik bitkilerin ilgili gen bolgelerini dogrulamak
amactyla PCR analizleri yapilmistir. PCR analizlerinde, tuzluluga tolerans saglayan
AtNHX1 geni, CaMV 35S promotor bdlgesi, Higromisine dayaniklilik geni,
kurakliga dayaniklilik saglayan pSARKIPT geni, SARK promotoru ve Higromisin
dayamklilik genleri tarannustir. Ilgili gen bolgelerine ait primerler Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programi kullanilarak dizayn edilmistir.

3.2.5.1 Aday transgenik biber hatlarinin molekiiler yontemlerle analizleri

-DNA lzolasyonu

Calismada MiniPrep CTAB DNA izolasyon yontemi kullanilmistir. DNA
izolasyonu asamasinda kullanilan tampon ¢oOzeltinin igerigi Cizelge 3.9’da
gbsterilmistir. Izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon c¢ozeltiler disinda
kloroform:izoamilalkol (24:1 oraninda), Tris-EDTA (Tris 1 M pH:8, EDTA: 0.5 M
pH:8), RNase A (10 mg/ml) soliisyonu, izopropanol ve etil alkol (%99)

kullanilmastir.

Cizelge 3.9 DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢dzeltisinin igerigi

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB % 2
NaCl (5 M) 1.4 M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 02M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0.1M

DNA izolasyon asamalari;

» Hazirlanmis olan ekstraksiyon soliisyonundan her tiipe 396 ul ve 4 ul
B-merkaptoetanol eklenmistir.

» Bir pipet araciligiyla tlipler homojenlik saglanana kadar
karistirilmistir. Daha sonra tiipler 65°C’de 20 dk. bekletilmis ve iki

defa karistirilmastir.
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» Her tiipe 400 pl kloroform:izoamilalkol eklenmis ve 15 dk. karistirict
yardimiyla karistirilmigtir.

» Tiipler 5 dk. 13.000 devirde santrifiij edilmistir. Bekleme sirasinda her
ornek i¢in yeni temiz bir santrifiij tiipii hazirlanip etiketlenmistir ve
her birinin i¢ine 400 ul soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

» Santrifiij tamamlandiginda tiiplerin {ist kismindaki sivi kisim steril
pipet araciligiyla 400 pl soguk (-20°C) izopropanol igeren santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Tlpler dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 sa. —
20°C’de bekletilmistir.

» Bir saatin ardindan tiipler 5 dk. 13.000 devirde santrifiij edilmistir.

» Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir. Pelletin kurumasi igin
tiipler ters birakilarak bekletilmistir.

» Kuruyan Pellet 100 pl TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢oziilmustiir. Her
tipe 4 pul RNAase A eklenmis ve 15 dk. oda sicakliginda tiipler
bekletilmistir.

» Her tiipe 500 pl soguk EtOH (%100) eklenmistir ve tiipler dikkatli bir
sekilde karistirilarak 1 sa. —20°C’de bekletilmistir.

» 5 dk. 13.000 devirde santriflij edilmistir.

» Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiis ve pelletin kurumasi igin
tiipler ters ¢evrilmistir.

» Pellet 100 ul TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢oziilmistiir.

> Ornekler —20°C’de saklanmustir.

-DNA Kkalite ve miktarinin belirlenmesi;

Izolasyonu gergeklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre

ile (NanoDrop ND 100) 6l¢timler yapilarak belirlenmistir.

-Rekombinant A. tumafaciens bakteri wrklarimin (AtNHX1 ve PSARKIPT)

hazirlanmasi;

S1vi LB besin ortaminda 28 °C’de 48 sa. inkiibe edilen bakteri soliisyonundan

3 ul alinarak PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmaistir.
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-PCR protokoliiniin optimizasyonu ve uygulanmasi,

Elde edilen aday transgenik bitkiciklerde T-DNA

integrasyonunu

dogrulamak amaciyla PCR analizleri yapilmistir. PCR dongii kosullar1 Cizelge
3.10’da, PCR analizlerinde kullanilan primer setleri Cizelge 3.11°’de, PCR

analizlerinde kullanilan protokol ise Cizelge 3.12°de sunulmustur.

Cizelge 3.10 PCR dongii kosullari; (35 dongil)

95°C 3 dk On denatiirasyon
95 °C 30 sn DNA’ nin denatiirasyonu
**30sn Primerlerin baglanmasi
72 °C 1dk Yeni iplik¢igin yazilimi
72 °C 5dk Son yazilim
+4 °C 0

**Primer baglanma sicakligi kullanilan primere gore degistirilmistir.

Cizelge 3.11 PCR analizinde kullanilan primer setleri

q e (10 5O Amplifikasyon Baglanma
No Gen Primer Dizileri (5°- 3°) Uzunlugu (b¢) | Sicakhi (°C)
(F) AGTGTCGAAACTGCCTTCGT
1 AINHXL | (R)TGTTATCAAGAAGCTATACTTTGGAAGG e 55.0
CaMV (F) AGCTCAACTCAAGCCCAAGA
2 355 p (R) TAACCATCTGTGGGTCAGCA 212 56.0
. .. | (F) GGATATGTCCTGCGGGTAAA
3 | Higromisin | iy ACATTGTTGGAGCCGAAATC 480 55.0
(F) TACCTTGATGATCGGCCTCT
4 | PSARKIPT | (R) TTTGCGTCAAGCTGCAATAG 413 55.0
SARK (F) TTGGGGTGGTAGAAGGAATG
5 | promotor | (R) CCCTAAGCCAATGACCTTGA 480 55.0
Cizelge 3.12 PCR reaksiyonlarinda uygulanan protokol
Kullamilan Materyal Konsantrasyon Miktar
Master Mix 2X 16.25 pl
Primer (Forward) 20 uM 1.25 ul
Primer (Reverse) 20 uM 1.25 ul
MgCl, 25 mM 1.25 ul
HO | memeeee- 3ul
Tag Polimeraz 500 iinite 0.125 pl
DNA 50 ng 3ul

-Elektroforez kosullari;

Elde edilen PCR iiriinlerinin tizerine 3 pl yiikleme buffer: eklenmis ve % 1’lik

agaroz jel igerisinde 1X TAE (Trizma Base, Glacial Asetic Asit, EDTA
(Na2.EDTA.H20) buffer eklenerek 120 voltluk elektrik akimi altinda 3.5 saat
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siireyle kosulmustur. Elektroforez isleminden sonra %0.1’°lik ethidium bromide ile
boyanmis UV 15181 altinda fotograflari ¢ekilmistir. Elde edilen DNA bantlarinin
biiyiikliiklerini belirlemede 100 bg’lik markir kullanilmastir.

3.2.6 Aday transgenik biber hatlarinin mikroc¢ogaltim

Molekiiler olarak dogrulanan aday transgenik biber hatlarinin ¢ogaltimi i¢in
mikrogogaltim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Rejenerasyon denemelerinde her hat
icin optimize edilen mikrogogaltim protokolii, aday transgenik hatlar igin
kullanilmistir. Mikrogogaltimi ¢alismalarinda her hattan elde edilen transgenik
hatlar besin ortami igeren (Cizelge 3.13) tiiplere aktarilarak biiylitme odasi
kosullarinda (16 saat fotoperyodisite ve 25+£2°C’de) kiiltiire alinmiglardir. Dort
haftada bir gézlemleri alinan siirgiinlerden kardesleme islemi yapilarak ¢ogaltim
katsayis1 arttirllmistir. Her gelisen siirgiinden iki yaprak iceren kisim ayrilarak

tekrar besin ortamina transfer edilmistir.

Cizelge 3.13 Aday Transgenik hatlarin mikrogogaltiminda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri

Aday transgenik hatlar En iyi siirgiin gelistirme
ortami™
Transgenik sivri biber hatlar i¢in 4 mg/l BA+0.5 mg/l IAA
Transgenik carliston biber hatlar i¢in 3 mg/l BA+0.5 mg/l IAA
Transgenik kapya biber hatlari i¢in 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA
Transgenik dolma biber hatlari igin 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA
Transgenik sivri biber hatlar1 igin 4 mg/l BA+0.5 mg/l IAA
*MS bazal ortami+30 g/l sakkaroz+3.5 g/l gelrite

3.2.7 istatistik analizler

Rejenerasyon denemeleri, organogenesis ve somatik embriyogenesis olmak
iizere iki asamada yiirtitiilmustiir. Hipokotil ve kotiledon eksplantlarin rejenerasyon
denemeleri her biber hatt1 i¢in ayr1 olarak kurulmustur. In vitro denemelerin
tamaminda kontrol ortami olarak BBD igermeyen MS bazal besin ortami
kullanilmigtir. Tiim rejenerasyon ve transformasyon denemeleri faktoriyel diizende
tesadiif parselleri deneme diizenine gore kurulmustur. Gozlemler sonucu elde

edilen ylizde (%) degerlere istatistik analiz Oncesi ag¢1 transformasyonu
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uygulanmistir. Verilerin analizi JIMP (versiyon 5.01) paket programi ile yapilmis ve

ortalamalarin 6nem seviyeleri LSD (P<0.01) testi ile karsilagtirilmistir.
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4. BULGULAR

Tez caligmasinda, dort farkli biber hattinin (Sivri, carliston, kapya ve dolma)
rejenerasyonu ve A. tumefaciens araciligi ile AtNHX1 ve PSARKIPT genlerinin
aktarilmasi ile aday transgenik biber hatlarinin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu
caligma kapsaminda, biber hatlarmin rejenerasyon kapasiteleri, aday transgenik
hatlarin molekiiler olarak dogrulanmalar1 incelenmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda

elde edilen bulgular asagida detayli olarak agiklanmustir.

4.1 In vitro Rejenerasyon Bulgulari

4.1.1 Somatik embriyogenesis ve kallus olusum bulgulari

Biber hatlarinda optimum somatik embriyogenesis protokoliiniin
gelistirilmesi amaciyla farkli arastirmalarda kullanilan protokoller denenmistir.
Somatik embriyogenesis denemelerinde ii¢ farkli protokoliin kallus, embriyo ve
stirglin gelisim lizerine etkileri arastirilmistir. Somatik embriyogenesis denemeleri
sonucunda kallus olusumlarina ait istatistik veriler Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’de

sunulmustur.

Kallus olugum bulgular1 degerlendirildiginde en iyi kallus gelisimleri, sivri
biber icin %95 oraninda kotiledon ve %85 oraninda hipokotil eksplantinda,
carliston biber i¢in %95 oraninda kotiledon ve %90 oraninda hipokotil
eksplantinda, kapya biber i¢in %95 oraninda kotiledon ve %92.5 oraninda hipokotil
eksplantinda, dolma biber icin ise %82.5 oraninda kotiledon ve %77.5 oraninda
hipokotil eksplantlarinda Biiyiikalaca ve Mavituna (1996) protokoliinden elde
edilmistir. Harini and Lakshima Sita (1993) protokoliiniin kallus olusumlari
incelendiginde, sivri biber i¢in kotiledon eksplanttan %80 oraninda, hipokotil
eksplanttan ise %75, carliston biber i¢in %77.5 kotiledon ve %67.5 hipokotil
eksplantta, kapya biber hatti igin %57.5 Kkotiledon ve %52.5 hipokotil
eksplantlarinda, dolma biber i¢in ise %40 hipokotil ve 9%32.5 kotiledon
eksplantlarinda belirlenmistir. Diger deneme olan Binzel et al. (1996)’daki
gelisimler incelendiginde ise tiim biberlerde ¢ok diisiik oranda kallus olusumlari

elde edilmistir. Bu deneme i¢in kallus olusumlar1 sadece sivri biberin kotiledon
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eksplantindan %5 oraninda elde edilmistir. Diger biber hatlarinda kallus gelisimi

gerceklesmemistir.

Cizelge 4.1 Sivri biberde somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda kallus olusum oranlari

(%)
Uvaulama Eksplant Uygulama
Y9 Hipokaotil Kotiledon | ortalamasi
Kontrol 0.00d 0.00d 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)

. 0.00d 5.00d 250C
Binzel et al. (1996) (0.00) (6.64) (3.32)
Biiyiikalaca ve 85.00 b 95.00 a 90.00 A
Mavituna (1996) (70.07) (83.35) (76.71)
Harini and Lakshima 75.00 ¢ 80.00 bc 7750 B
Sita (1993) (60.26) (65.17) (62.72)
Eksplant Ortalamasi ‘EgZOgS? ‘896%2?

I:SDUy_g_ulama: 5'64***1 LSDEksplam: 3'98**v LSDUyguama*Eksplam: OD

0O.D.: Onemli Degil

Parantez icerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde edilmis
degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Cizelge 4.2 Carliston biberde somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda kallus olusum oranlar1

(%)
Uygulama Eksplant Uygulama
Hipokaotil Kotiledon ortalamasi
Kontrol 0.00c 0.00c 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
Binzel et al. (1996) ?6?803 ?69803 ?6980():
Biiyiikalaca ve 90.00 a 95.00 a 92.50 A
Mavituna (1996) (76.71) (83.35) (80.03)
Harini and Lakshima 67.50 b 7750b 7250B
Sita (1993) (55.51) (61.85) (58.68)
Eksplant Ortalamasi 39.37 A 4312 A
(33.05) (36.30)

LSDuygutama’4.73***, LSDeisptant: 3.34%, LSDuygutamaereksplant: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi elde edilmis
degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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(%)
Uvaulama Eksplant Uygulama
v Hipokotil | Kotiledon | ortalamast
Kontrol 0.00¢c 0.00c 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)

. 0.00 ¢ 0.00c 0.00C
Binzel et al. (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Biiyiikalaca ve Mavituna 95.00 a 9250 a 93.75 A
(1996) (83.35) (80.03) (81.69)
Harini and Lakshima Sita 52.50 b 57.50b 55.00 B
(1993) (46.44) (49.46) (47.95)

36.87 A 3750 A
Eksplant Ortalamasi (32.45) (32.37.)

I'—SDUyg.ulama: 5.39%**, LSDEkspIant: O-D-, LSDUyguIama*EkspIant: O.D.

0.D.: Onemli Degil

Parantez icerisinde verilmis degerler ag¢1 transformasyonu sonrast elde edilmis

degerlerdir.

Ortalamalar arasidaki farkliliklar ayni harflerle gésterilmistir.
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Cizelge 4.4 Dolma biberde somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda kallus olusum oranlari

(%)
Uvaulama Eksplant Uygulama
ye Hipokaotil Kotiledon ortalamasi
0.00d 0.00d 0.00C
Kontrol (0.00) (0.00) (0.00)

) 0.00d 0.00d 0.00C
Binzel et al. (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Biiyiikalaca ve Mavituna 7750 b 8250 a 80.00 A
(1996) (61.85) (68.49) (65.17)
Harini and Lakshima Sita 40.00c 32.50¢ 36.25B
(1993) (39.09) (34.48) (36.78)

29.37 A 28.75 A
Eksplant Ortalamasi (25.23) (25.74)

|:SDUy.g.uIama: 5.22%%*, LSDEkspIant: O-D-, LSDUyguIama*Eksplant: OD

O.D.: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrast elde edilmis
degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayn1 harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD icermeyen MS ortami1

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Ug farkli protokolde kallus gelisim oranlart ile eksplant, genotip ve uygulama
arasindaki interaksiyonlar incelendiginde (Cizelge 4.5), genotip bazinda sivri
(%42.81) ve carliston (%41.25) biberler istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Genotip*Uygulama interaksiyonunda ise Biiyilkalaca ve Mavituna (1996)
protokoliinde sivri biber (%90), carliston biber (%92.5) ve kapya biberde (%93.75)
en yiiksek degerler elde edilmistir.
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Cizelge 4.5 Somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisim oranlar (%)

Genotip Uygulama Eksplant | Genotip* Uygulama *Eksplant | Genotip*Uygulama |Genotip
Kontro Kotedon 000k 00 000F (000
Sivri Eﬂiﬁﬁarigc(i;g& E:)Ft)lcl)le(g(tjlr: 8955.%%?(53730.;;)) S0.00A (76.71) 4281 A
BIbEr  loinzel et al. (1996) E(')‘t)l‘l";g:r'] ggg :2 Eg:gg; 250 F (3.32) (36.10)
i L T ey
Konto Kofedon 000k 000 000F (000
Carliston E/I;ﬁﬁfrigca;g& E(I)rt)icl)le(g(t)lr: 9905.2)%81;) (2373?375})) 92.50 A (80.03) 41.25 AB
Biber einzel et al. (1996) Hiooket] o Eggg; 0.00 F (0.00) (34.68)
St 1993) [ Kotledon S0 e 725 (859
Konto Kottedon 000K 00 000F (000
capya | Madtuna (1996) | Kodedon 505 (800 BISAELEY) |35
Biber einzel et al. (1996) Eéi)l(l)le(ggrl\ 888 E 888 0.00 F (0.00) (32.41)
St 1908) [ Koledon 750 g ho ) 500D (47,95
Kontol Kotedon 000K 000 000F (000
- i i 29.06 C
N~ W o s 1o, 80.00B (6517) | (25.48)
Biber Igingel etal. (1996) |—HIoKOML e 888; 0.00 F (0.00)
- R 11 e

LSDGenoIip: 264*** LSDUyguIama: 2.64%** LSD.l_Eksplam.E 1,81** LSDGenuIip*Uygulama: 5.29%** LSDUygulama*Eksplam: 3.74*
LSDDeneme*Eksplam:O»D LSDGenotlp*Deneme*Eksplam: 0.D O.D: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrast elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasidaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD icermeyen MS ortami1

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Sivri biber i¢in kallus olusumlarinin hem kotiledon hem de hipokotil
eksplantlarda 2. haftadan itibaren gelismeye baslandigi gézlenmistir. Sivri biberde
gelisen kallus yapilarinin, kompakt ve kirtllgan yapida olduklar1 gézlenmistir. On
uygulama ortaminda 30 giin siiresince kiiltiire alinan kalluslar daha sonra embriyo
gelistirme ortamina aktarilarak gelisimleri gozlenmistir. Embriyo gelisim
ortaminda hipokotil eksplantlardan gelisen kallus yapilarinda erken globiiler ve
kalp safhalar1 gozlenmeye baslanmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Kotileden eksplantlardan
gelisen kallus yapilarinin hipokotilden gelisenlere gore daha yumusak yapida
oldugu gozlenmistir. Bu dogrultuda gelisen bazi kallus yapilar1 6n uygulama
ortamina yayma seklinde transfer edilerek kiiltiire alinmistir (Sekil 4.3). Yayilan

kallus yapilarinin bazi1 bolgelerinde siserek kahverengi yapilar meydana getirdigi
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belirlenmistir (Sekil 4.4). Meristematik bolgelerin bu bdlgede yogun oldugu
literatiirde belirtilmistir (Biiyiikkalaca ve Mavituna, 1998). Fakat bu kallus

yapilarindan da herhangi bir gelisim gézlenmemistir.

Sekil 4.1 Biiyiikalaca ve Mavituna (1996) nin gelistirdigi protokole gore elde edilen embriyojenik
kallus yapilari, A, B, C ve E) Kotiledon eskplantlardan gelisen kompakt kallus yapilari,
D ve F) Kallus yapilarinda gelisen embriyojenik yapilar (Okla gosterilen, erken globiiler
safha)

Sekil 4.2 Biiyiikalaca ve Mavituna (1996)’nin gelistirdigi protokole gore elde edilen embriyojenik
kallus yapilari, A, B ve C) Hipokotil ekspanlarda gelisen erken globiiler satha (Okla
gosterilen)
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Sekil 4.3 Sivri biber hattinda hipokotil eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin geligimleri, A, B
ve C) On uygulama ortaminda kiiltiire alinan kallus yapilari, D, E ve F) Embriyo gelisim
ortaminda kalluslarin stereo mikroskop altinda goriinmleri (Erken globiiler satha-E ve
erken kalp sathasi-F)

Sekil 4.4 Sivri biberde kotiledon eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin gelisimleri, A) On
uygulama ortaminda kiiltiire alinan kallus yapilart (Yayma seklinde ortama transfer edilen
kalluslar), B ve C) Kallus yapilarindan mersitematik erken yapilarin olugsmasi, D, E ve F)
Embriyo gelisim ortaminda kalluslarin stereo mikroskop altinda goriiniimleri (Erken
globiiler satha-E ve erken kalp safhasi-F)

Carliston biberin hipokotil eksplantlarindan gelisen kallus yapilarinin
kompakt ve kahverengi yapida olduklari gozlenmistir. Bu asamada hipokotil
eksplantlarindan gelisen kallus yapilarinda herhangi bir embriyo sathasinin
olusumu goézlenmemistir (Sekil 4.5). Kotiledon eksplantlarindan gelisen kallus
yapilar1 incelendiginde, kallus yapilarimin baslangicta beyaz, yumusak yapida

olduklart belirlenmistir (Sekil 4.6). On uygulama ortamina transferden sonra kallus

yapilarmin  degiserek kahverengi ve kompakt vyapt olusturduklart ve
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kahverengilesen bolgelerden erken saftha embriyo yapilarinin olusmaya basladigi

gozlenmistir.

Sekil 4.5 Carliston biber hattinda hipokotil eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin gelisimleri, A
ve B) On uygulama ortaminda Kkiiltiire alan kallus yapilari, C, D, E ve F) Kallus
yapilarindan 6n uygulama ortaminda kahverengi yapilara doniisimii ve embriyo
gelistirme ortamina transferi

Sekil 4.6 Carliston biber hattinda kotiledon eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin
gelisimleri, A, B ve C) On uygulama ortaminda kiiltiire alinan kallus yapalari, D,
E ve F) Kallus yapilarinin 6n uygulama ortaminda kahverengi yapilara dontisiimii
(30. glin) ve embriyo gelistirme ortamina transferi (kahverengi bdolgelerde
meristematik hiicrelerin gelisimi ile beraber erken globiiler safhalar gozlenmistir)

Kapya biberin kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan elde edilen kallus
yapilari, embriyojenik 6zellik agisindan, kriterlere en uygun kallus yapisi olarak

belirlenmistir. Bu kriterler; mikroskobik gozlemler sonucu hiicrelerin oval-
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yuvarlak yapida olmasi, kallus yapisinin kompakt, kirilgan ve kahverengiye yakin
renkte olmasi seklinde siralanabilir (Sekil 4.7). Hipokotil eksplantlarindan meydana
gelen kallus yapilarinda hiicrelerin kiimeler olusturarak farklilasmaya basladiklar
gozlenmistir (Sekil 4.8). Benzer 6zellikler kotiledon eksplantlarindan gelen kallus

yapilarinda da gézlenmistir.

Sekil 4.7 Kapya biber hattinda hipokotil eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin gelisimleri
(Biiyiikalaca ve Mavituna, 1996), A ve B) On uygulama ortaminda kiiltiire alinan
kallus yapilari, C, D, E ve F) Kallus yapilarinin 6n uygulama ortaminda kahverengi
yapilara donisiimii (30. giin) ve embriyo geligtirme ortamina transferi (kahverengi
bolgelerde meristematik hiicrelerin gelisimi bu tipte yogun olarak gdzlenmesine
ragmen heniiz embriyo asamalar1 gdzlenmemistir.)

Sekil 4.8 Kapya biber hattinda kotiledon eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin
gelisimleri (Biiyiikalaca ve Mavituna, 1996), A ve B) On uygulama ortaminda
kiiltiire alinan kallus yapilari, C, D, E ve F) Kallus yapilarimin 6n uygulama
ortaminda kahverengi yapilara donisiimii (30. giin) ve embriyo gelistirme
ortamina transferi (kahverengi bolgelerde meristematik hiicrelerin gelisimi bu
tipte yogun olarak gdzlenmesine ragmen embriyo asamalar1 gdzlenmemistir.)
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Dolma biberin hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan gelisen kallus yapilar
incelendiginde, kallus yapilarinin yumusak, dagilgan ve sarims1 yapida gelistikleri
gbzlenmistir. Hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarda erken
globiiler sathalarin olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.9 ve 4.10). Kallus yapilar
hiicresel olarak incelendiginde, hiicrelerin boyuna uzadigi belirlenmis bu da
embriyojenik  ozelligin vyitirilebilecegi seklinde yorumlanmustir. Ozellikle
yuvarlak/oval yapiya sahip kallus hiicrelerinin embriyojenik gelismeye daha yatkin
oldugu belirtilmistir (Biiyiikalaca ve Mavituna, 1998). Ayni durum kotiledon
eksplantlardan gelisen kallus yapilari i¢inde tespit edilmistir.

Sekil 4.9 Dolma biber hattinda hipokotil eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin gelisimleri, A ve
B) On uygulama ortaminda kiiltiire alian kallus yapilari, C, D, E ve F) Kallus yapilarinin
6n uygulama ortaminda kahverengi yapilara dontisiimii (30. giin) ve embriyo gelistirme
ortamina transferi (kahverengi bolgelerde meristematik hiicrelerin gelisimi gozlenerek
erken globiiler yapilarin olusumu tespit edilmistir.)
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Sekil 4.10 Dolma biber hattinda kotiledon eksplantlarindan olusan kallus yapilarinin gelisimleri, A,
B) On uygulama ortaminda kiiltiire alian kallus yapilari, C, D, E ve F) Kallus yapilarinin
on uygulama ortaminda kahverengi yapilara doniisiimii (30. giin) ve embriyo gelistirme
ortamina transferi (kahverengi bolgelerde meristematik hiicrelerin gelisimi gozlenerek
erken globiiler yapilarin olusumu tespit edilmemistir.)

Uc deneme sonucunda embriyo gelisimi tiim biber hatlar1 i¢in sadece
Biiyiikalaca ve Mavituna (1996) protokoliinde elde edilmistir. Binzel et al. (1996)
ve Harini and Lakshima Sita (1993) protokollerinde embriyojenik yapilar
gozlenmemistir. Embriyo gelisim oranlar1 incelendiginde ise sivri biber i¢in %32.5
hipokotil, %30 kotiledon (Cizelge 4.6), carliston biber i¢in %50 hipokotil, %40
kotiledon (Cizelge 4.7), kapya biber i¢in %42.5 hipokotil, %57.5 kotiledon (Cizelge
4.8) ve dolma biber i¢in ise %15 hipokotil, %12.5 kotiledon (Cizelge 4.9) olarak
tespit edilmistir. Somatik embriyogenesis bulgularina gore, Biiyiikalaca ve
Mavituna (1996), Binzel et al. (1996) ile Harini and Lakshima Sita (1993)
gelistirdigi protokollerin arastirmada kullanilan biber hatlarinda istenilen sonuca

ulagmakta etkili olmadig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.6 Sivri biberde somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda embriyo olusum oranlari

(%)
Uvaulama Eksplant Uygulama
Y9 Hipokotil Kotiledon ortalamasi
Kontrol 0.00 b 0.00 b 0.00 B
(0.00) (0.00) (0.00)

. 0.00b 0.00b 0.00B
Binzel et al. (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Biiytikalaca ve 32.50 a 30.00 a 31.25A
Mavituna (1996) (34.48) (32.89) (33.69)
Harini and Lakshima 0.00 b 0.00 b 0.00 B
Sita (1993) (0.00) (0.00) (0.00)

812 A 750 A 0.00B
Eksplant Otalamasi (8.62) (8.22) (0.00)

I:SDUygulama:3-72***y I—SDEkspIam: OD, LSDUyguIama*Eksplam: 0.D.

0O.D.: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasidaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Cizelge 4.7 Carliston biberde Somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda embriyo olusum
oranlar1 (%)

Eksplant Uygulama

SPRE Hipokaotil Kotiledon Ortalamasi
Kontrol 0.00c 0.00c 0.00 B
(0.00) (0.00) (0.00)

. 0.00c 0.00c 0.00 B
Binzel et al. (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Biiyiikalaca ve 50.00 a 40.00 b 45.00 A
Mavituna (1996) (45.00) (39.09) (42.04)
Harini and Lakshima 0.00c 0.00c 0.00B
Sita (1993) (0.00) (0.00) (0.00)

1250 A 10.00 A
Eksplant Ortalamasi (11.25) (9.77)

LSDUygu|ama:3.78***, LSDeksplant: O.D., LSDUygulama*Eksplant15.35*

0.D.: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler agi transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001




63

Cizelge 4.8 Kapya biberde somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda embriyo olusum oranlari

(%)
Eksplant Uygulama
U i Hipokotil | Kotiledon | ortalamast
Kontrol 0.00¢c 0.00¢c 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)

. 0.00c 0.00c 0.00B
Binzel et al. (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Biiyiikalaca ve Mavituna 4250 b 57.50 a 50.00 A
(1996) (40.53) (49.60) (45.07)
Harini and Lakshima 0.00c 0.00c 0.00B
Sita (1993) (0.00) (0.00) (0.00)

10.62 B 1437 A
Eksplant Ortalamasi (10.13) (12.40)

LSDUyguIama:3-17***1 LSDEkspIant:2-24*y LSDUyguIama*Eksplant:4-48*
Parantez igerisinde verilmis degerler ac1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Cizelge 4.9 Dolma biberde somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda embriyo olusum oranlar

(%)
Uvaulama Eksplant Uygulama
ve Hipokotil Kotiledon ortalamasi
Kontrol 0.00 b 0.00b 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)

. 0.00 b 0.00 b 0.00B
Binzel et al. (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Biiyiikalaca ve 15.00a 12.50a 13.75 A
Mavituna (1996) (18.18) (16.60) (17.39)
Harini and Lakshima 0.00b 0.00b 0.00B
Sita (1993) (0.00) (0.00) (0.00)

3.75A 312A
Eksplant Ortalamasi (4.54) (4.15)

I:SDUyg_ulama: 4-38***1 LSDEksplam: O~D~, LSDUyguIama*Eksplam: OD

0O.D.: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler a1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Somatik embriyogenesis denemeleri kapsaminda embriyo gelisiminde sadece
genotip*uygulama interaksiyonunun énemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).
Uygulama*genotip interaksiyon oranlari incelendiginde en yiiksek gelisimler
Biiytikalaca ve Mavituna (1996) nin protokoliinde kapya biber i¢in %50, carliston
biber i¢in %40 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.10 Somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda embriyo gelisim oranlar1 (%)

Genotip Uygulama Eksplant | Genotip*Uygulama*Eksplant | Genotip*Uygulama |Genotip
owa el | 3005010
Sivri ]I\B/K/Lilﬁjarigca;ge) E:)[t)icl)le(ggrl] 3326.5)(?0(1:((3324;98)) 31.25B (3369) 7.81B
Biber Binzel et al. (1996) E(')’t’fl"e‘g;'r'] 8:38 g Eg:gg; 0.00 D (0.00) (842)
] N — 010560
onto Kotledon 0003 000) 000D (00
Carliston ]I?/IL;}\//L;:?;;C&;SG) E(I)Ft)icl)le(c(i)(t)lr: iggg i(ti) ((gggg)) 45.00 A (42.04) 11.25A
Biber Binzel et al. (1996) Eé‘t’ﬁ'e‘g;'r'] 8:88 g 888; 0.00 D (0.00) (10.51)
] KN —
ol Kotiedon 0004 000 000D (000
s |Mavitins (1966 " Kotedon 08 4550, S000AEON) |1, 50
BIOS Binzel etal. (1096) |0kt 8 : Egggg 000D (000) | 1120
N 1 o x5 6200 000
R ——
Dolma Eﬂiﬁ;ar:gc(i;ge) Eé[:ﬁlggglli ggg I 82(1532 = C g 343C
Biber Binzel et al. (1996) [—iookOtl 2 : gggg; 0.00 D (0.00) (4.34)
i s a——r 6105600

LSDGenoIip: 170*** LSDUyguIama: 1.70%** LSDEKSEIanI: OD I—:_SDGenmip*Uygulama: 3.40%** LSDGenmip*Eksplam: OD
LSDUyguIama*Eksplam:O-D LSDGenotip*UyguIama*Eksplam: 0.D O.D. Onemli Degﬂ

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD icermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kallus hiicrelerinin 1s1k mikroskobunda incelenmesi;

Kallus gelistirme ortaminda gelisen kallus yapilarinin embriyojenik 6zellige
sahip olup olmadiklarin belirlemek amaciyla her hat ve eksplant tipinden gelisen
kallus yapilarindan pens ucuyla 6rnek alinarak lam {lizerine transfer edilmistir. Lam
iizerindeki kallus parcasi {lizerine bir damla ¢esme suyu ilave edildikten sonra
lamelle kapatilmistir. Kursun kalemin arka tarafiyla hafifce vurularak yayilan
kallus yapilar1 151k mikroskobu altinda 10x ve 40x objektiflerde incelenmistir.
Biiytikalaca ve Mavituna (1998)’ya gore, kallus hiicrelerinin giderek uzamasi ve
uzun hiicre yapilari olusturmasi kalluslarin embriyojenik 6zelligini yitirdigini
gostermektedir. Kallus tiplerinden gelisen hiicreleri inceledigimizde, kapya, sivri
ve carliston biber hatlar1 ve her iki eksplanttan olusan kallus hiicrelerinin yuvarlak

ve oval yapida olduklart belirlenmistir (Sekli 4.11 ve 4.12). Ancak dolma biber



65

hattindan gelen kallus yapilarina bakildiginda ¢ok fazla uzamis hiicrelerin oldugu
belirlenmistir. Her ne kadar dolma biberde, hipokotil eksplanttan elde edilen kallus
yapilarinda erken globiiler evre belirlense de gelisimin daha ileriye gitmedigi

belirlenmistir.

Sekil 4.11 Dort farkli biber hattindan elde edilen kallus hiicrelerinin 151k mikroskobunda
incelenmesi, A ve B) Sivri, carliston, kapya ve dolma biber eksplantlarindan alinan
kallus 6rnekleri, C) Sivri biber hattindan gelisen kallus hiicreleri (Yuvarlak ve oval
yapida kallus hiicreleri), D) Carliston biber hattindan gelisen yuvarlak yapidaki kallus
hiicresi, E) Dolma biber hattindan gelisen uzamis kallus hiicreleri, F) Kapya biber
hattindan gelisen ve farklilagmaya baslayan oval yapidaki kallus hiicre kiimesi

Sekil 4.12 Kallus hiicrelerinin 1g1k mikroskobu altinda genel goriiniimii (40X biiyiitme), A) Kapya
biber (Yuvarlak ve oval yapida kallus hiicreleri), B) Dolma biber (Uzamis kallus
hiicreleri), C) Sivri biber, D) Carliston biber (Uzamis ve yuvarlak kallus hiicreleri)
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4.1.2 Organogenesis denemeleri ile kallus ve siirgiin olusum bulgulari

Organogenesis calismalar1 kapsaminda ii¢ farkli deneme (1. Deneme: 2,4-
D+TDZ; 2. Deneme: BA+IAA; 3. Deneme: Sanatombi and Sharma (2008) ile Hyde
and Philips (1996)) gergeklestirilmistir. Deneme bulgulari asagidaki alt basliklarda

verilmistir.

4.1.2.1 Deneme 1: 2,4-D+TDZ ortam bulgulari

Sivri biber hattinda kurulan birinci deneme kapsaminda, 2,4-D (0, 0.5, 1 ve 2
mg/l)+TDZ (0, 0.5, 1 ve 2 mg/l)’nin farkli kombinasyonlar1 denenmistir. Yapilan
gozlemler sonucunda hem hipokotil hem de kotiledon eksplantlarinda abnormal
yapida siirglinlerin olustugu belirlenmistir. Bu siirgiin benzeri yapilardan gelisen
yapraklarin anormal biiyiikliikte ve belirgin yaprak damarlari oldugu gézlenmistir.
Ancak olusan abnormal siirgiin yapilarinin gelisimi ikinci altkiiltiir igleminden
sonra durmus ve siirgiin yapilarinda sararmalar meydana gelmistir. Istatistik
analizler sonucunda siirglin benzeri yapilarin en iyi 2 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ
iceren besin ortaminda, %40 oraninda kotiledon eksplantlarindan gelistigi
belirlenmistir (Sekil 4.13). Bunu takiben 1 mg/l 2,4-D+2 mg/l TDZ igeren besin
ortaminda, hem hipokotil hem de kotiledon eksplantlarindan %36 oraninda siirgiin
benzeri yapilarin gelistigi gorilmiistiir (Cizelge 4.11). Elde edilen bulgulara gore
24-D ve TDZ denemeleri sonucunda uygun rejenerasyon protokoliine
ulagilamamustir. Istatistik analizler sonucunda siirgiin gelisiminde kotiledon
eksplantlarinin hipokotil eksplantlarina goére daha basarili sonuglar verdigi
belirlenmistir. Eksplant ortalamalar1 degerlendirildiginde siirgiin benzeri yapilarin
%15.50 oraninda kotiledon eksplantlarindan gelisirken, hipokotil eksplantlarindaki

gelisim orani ise %8.25 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.13 2 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ igeren besin ortaminda kotiledon eksplantlarda siirgiin
benzeri yapilarin olusumu (3. hafta)

Cizelge 4.11 Sivri biber birinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisim oranlari (%)

0.00 h 0.00 h 0.00 H
0+0 (Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
. 8.00 fhg 20.00 cdef 14.00 DE
: (10.62) (23.78) (17.20)
e 12,00 efg 32.00 ab 22.00 BCD
(15.93) (34.16) (25.05)
r 4,00 gh 8.00 fhg 6.00 FGH
(5.31) (10.62) (7.96)
0.00h 0.00h 0.00H
0.5+0 (0.00) (0.00) (0.00)
0.00h 24.00 abcd 12,00 EF
0.5+05 (0.00) (29.09) (14.54)
0oe 8.00 fhg 24.00 abcd 16,00 DE
' (10.62) (29.09) (19.86)
05e2 4.00 gh 16.00 cdef 10.00 EFG
' (5.31) (21.25) (13.28)
0 0.00h 0.00h 0.00 H
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00h 0.00h 0.00 H
1405 (0.00) (0.00) (0.00)
1 16.00 cdef 16.00 cdef 16.00 CDE
(21.25) (21.25) (21.25)
» 36.00a 36.00a 36.00 A
(36.47) (36.69) (36.58)
2r0 0.00h 0.00h 0.00 H
(0.00) (0.00) (0.00)
2,00 gh 4.00 gh 4.00 GH
2+05 (5.3iq) (5.3(11) (5.31)
- 16.00 def 40004 28.00 ABC
(18.47) (39.00) (28.73)
2e2 24.00 abcd 28.00 abc 26.00 AB
(29.09) (3163) (30.36)
Eksplant 8.25B 1550 A
Ortalama (9.90) (17.62)

LSDggp: 8.21*** LSDgispiant: 2.90*** LSDggpexsplant: 11.61***
Parantez igerisinde verilmis degerler ac1 transformasyonu sonrasi elde

edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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2,4-D ve TDZ deneme bulgular incelendiginde hem hipokotil hem de
kotiledon eksplantlarindan yogun kallus yapilarinin olustugu belirlenmistir.
Ozellikle 2,4-D’nin tek basina kullanildig1 besin ortamlarinda kallus olusumlarinin
daha yogun oldugu gozlenmistir. Istatistiksel analizler sonucunda en yiiksek kallus
gelisimi 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ ve 1 mg/l 2,4-D igeren besin
ortamlarinda bulunan kotiledon eksplantlarda, %100 oraninda bulunmustur
(Cizelge 4.12). 2 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ igeren besin ortaminda bulunan kotiledon
eksplantlarinda ise bu gelisimin %96 oraninda oldugu belirlenmistir. Hipokotil
eksplantlardaki kallus gelisimi incelendiginde, en yliksek kallus olusumlar1 2 mg/1
2,4-D’de %96 ve 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda ise %92 oraninda tespit edilmistir.
Her iki eksplant tipi i¢inde kallus olusumlari yara dokularinin oldugu kisimlardan
10. giinde baslamustir. {1k olusan kallus yapilar1 beyaz renkte iken 20. giinden sonra
kalluslarin rengi sar1 ve kahverengiye donligsmiistiir. Elde edilen kallus yapilarindan
siirgiin veya slrglin benzeri yapilara dontisim gergeklesmemistir. Kallus
gelisiminde kotiledon eksplantlarin hipokotil eksplantlara oaranla daha iyi sonug
verdikleri goriilmiistiir. Eksplant ortalamalarina bakildiginda en iyi kallus gelisimi
%49 ile kotiledon eksplantta goriiliirken, hipokotil eksplanttaki gelisim %37.75

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.12 Sivri biber birinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus geligim oranlar1 (%)

BBD Eksplant BBD
(2’4'3;'-'32) Hipokotil Kotiledon Ortalama
0.001 0.001 0.00 H
0+0 (Kontrol) |1 o) (0.00) (0.00)
0.00 0.00 0.00 H
0+05 (0.00) (0.00) (0.00)
oo 0.00 | 0.00 | 0.00 H
(0.00) (0.00) (0.00)
0ea 0.00 0.00 0.00 H
(0.00) (0.00) (0.00)
0550 4400 ghi | 52.00 efgh 4800 D
: (4153) (46.15) (43.84)
12.00 k 32.00 ij 22.00 EF
0.5+0.5 (15.93) (34.16) (25.05)
. 12.00 k 12.00 k 1200 G
: (15.93) (15.93) (15.93)
0552 8.00 k 36.00 hij 2200 F
: (10.62) (36.47) (23.54)
0 92.00b 100.00 a 96.00 A
(79.37) (90.00) (84.68)
v0s 64.00 def 9200 b 7800 B
: (53.30) (79.37) (66.33)
” 56.00 efg 56.00efg | 56.00CD
(48.46) (48.46) (48.46)
» 24.00 32.00 ij 28.00 E
(29.09) (34.16) (31.63)
Y. 92.00 b 100.00 a 96.00 A
(79.37) (90.00) (84.68)
o 84.00 C 100.00 a 92.00 A
: (68.74) (90.00) (79.37)
" 68.00 de 96.00 ab 82.00 B
(55.83) (84.68) (70.26)
2ea 48.00 fghi 76.00 cd 62.00 C
(43.84) (60.90) (52.37)
Eksplant 37.75B 49.00 A
Ortalama (33.88) (44.39)

LSDBBD: 7.45%**, LSDEk5p|am: 2.63***, I—SDBBD*EkspIam: 10.53***
Parantez igerisinde verilmis degerler ac1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami1

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Carliston biber hattinda gergeklestirilen birinci organogenesis denemesi olan
2,4-D (0, 0.5, 1 ve 2 mg/)+TDZ (0, 0.5, 1 ve 2)’de en iyi kallus gelisimi, %92
oraninda 2 mg/l 2,4-D+ 0.5 mg/l TDZ igeren besin ortaminda, kotiledon eksplantta
belirlenmistir. Hipokotil eksplantta ise en iyi gelisim %88 oraninda 1 mg/l 2,4-D
iceren besin ortaminda tespit edilmistir. Hipokotil eksplantlarindan kallus
yapilarinin  ilk gelisim 10. giinden itibaren gdzlemlenirken, kotiledon
eksplantlarinda ise 15. giinden itibaren gelisim gozlenmistir. Hem kotiledon hem
de hipotokil eksplantlarinda olusan kallus yapilar1 baslangigta beyaz-kirilgan
yapida iken daha sonra sari, yesil ve kahverengi renkte daha kompakt yapilara

dondiikleri gozlenmistir. Olusan kallus yapilarindan herhangi bir rejenerasyon
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gozlenmemistir. Kallus gelisimlerinde BBD ortalamalar1 incelendiginde en iyi
gelisim 1 mg/l 2,4-D’de %88 olarak belirlenmistir. Eksplantlar arasindaki
ortalamalara bakildiginda kotiledon eksplantinin (%39.25) hipokotil eksplantin
(%27) gore kallus gelisimine daha iyi cevap verdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Carliston biberde birinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisim oranlari

6)
BBD Eksplant BBD
(2’4'3;/1;[)2) Hipokotil Kotiledon Ortalama
0.00 0.001 0.00 H
0+0 (Kontrol) |1 ho) (0.00) (0.00)
0.00 | 0.00 | 0.00 H
0+05 (0.00) (0.00) (0.00)
o1 0.00 | 0.00 | 0.00 H
(0.00) (0.00) (0.00)
" 0.00 1 0.00 | 0.00 H
(0.00) (0.00) (0.00)
- 44.00 fgh 72.00 cd 58.00 C
' (4153) (58.36) (49.95)
8.00 kI 36.00ghi | 2200 DE
0.5+05 (10.62) (36.68) (23.66)
or 8.00 kI 24.00 ij 16.00 EF
: (10.62) (29.09) (19.86)
0.001 24.00 i 1200 FG
0.5+2 (0.00) (29.09) (14.54)
w 88.00 ab 88.00 ab 88.00 A
(74.06) (74.06) (74.06)
05 4800 efgh | 64.00 def 56.00 C
: (43.84) (53.30) (4857)
1 12.00 k 2800efgh | 30.00D
(15.90) (43.84) (2.89)
» 0.001 16.00 jk 8.00 G
(0.00) (18.47) 9.23)
20 68.00 cd 80.00 bc 7400 B
(58.84) (66.21) (62.52)
v0s 72.00 cd 9200 a 82.00 AB
: (58.36) (79.37) (68.87)
oot 56.00 defg | 68.00 cdle 62.00 C
(48.46) (55.83) (52.14)
I 28.00 hi 16.00 jk 22.00 DE
(31.63) (18.47) (25.05)
Eksplant 2700 B 39.25 A
Ortalama (24.62) (35.17)

LSDeksplant:3.07***; LSDggp:8.68***; LSDexsplansep:12.28***
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez icerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni1 harflerle gésterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Carliston biberde, 2,4-D-TDZ farkli kombinasyonlarinda yapilan gézlemler
sonucunda hem hipokotil hem de kotiledon eksplantlarinda siirgiin benzeri yapilarin

olustugu belirlenmistir. Siirglin benzeri yapilardan olusan yapraklarda sekil
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bozukluklar1 oldugu gozlenmistir. Normal yapraklara benzemeyen bu yapilarda
ikinci altkiiltiir isleminden sonra sararmalar olusmus ve kurumuslardir. Istatistik
analizler sonucunda siirgiin benzeri yapilarin en iyi 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ
iceren besin ortaminda, %36 oraninda kotiledon eksplantlarindan gelistigi
belirlenmistir (Cizelge 4.14). Hem hipokotil hem de kotiledon eksplantlarinda ise 1
mg/l 2,4-D+2 mg/l TDZ igeren besin ortaminda, %36 oraninda siirgiin benzeri
yapilarin gelistigi goriilmiistiir. Elde edilen bulgulara gore 2,4-D ve TDZ
denemeleri sonucunda optimum rejenerasyon protokoliine ulasilamamistir.
Eksplant ortalamalar1  degerlendirildiginde siirgin  gelisiminde kotiledon
eksplantlarin (%8.75) hipokotil eksplantlara (%5) gore daha onemli ¢iktiklar
belirlenmigtir. Carliston biberde elde edilen bulgulara gore olusan siirglin benzeri

yapilardan rejenerasyon saglanamamaistir.
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Cizelge 4.14 Carliston biberde birinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisim oranlari

(%)
BBD Eksplant BBD
(2’4'3;;:132) Hipokotil | Kotiledon | Ortalama
0.00d 0.00d 0.00 D
0+0 (Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 1200c | 6.00CD
0+0.5 (0.00) (15.93) (7.96)
™ 800cd | 2400ab | 16.00 A
(10.62) (29.09) (19.86)
0ea 0.00d 2800a | 14.00 ABC
(0.00) (31.63) (15.81)
0.00d 0.00d 0.00 D
0.5+0 (0.00) (0.00) (0.00)
1200c | 1200c | 12.00ABC
0.5+0.5 (15.93) (15.93) (15.93)
or 1200c | 800cd | 10.00 ABC
: (15.93) (10.62) (13.28)
- 1600bc | 0.00d | 8.00BC
: (18.47) (0.00) (9.23)
0 0.00d 0.00d 0.00 D
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 0.00d 0.00 D
2 (0.00) (0.00) (0.00)
) 0.00d 00.00d 0.00 D
(0.00) (0.00) (0.00)
» 1600bc | 12.00¢ | 14.00AB
(18.47) (15.93) (17.20)
2v0 0.00d 0.00d 0.00 D
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 36002 | 18.00A
- (0.00) (36.69) (18.34)
- 1600bc | 800cd | 12.00 ABC
(18.47) (10.62) (14.54)
2o 0.00d 0.00d 0.00 D
(0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 5.00 B 8.75 A
Ortalama (6.12) (10.40)

LSDexsplant:2.89***; LSDggp:8.68***; LSDexsplantsep:11.87**
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez icerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi
elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kapya biber hattinda kurulan birinci deneme kapsaminda (2,4-D; 0, 0.5, 1 ve
2 mg/I+TDZ; 0, 0.5, 1 ve 2) yapilan gozlemler sonucunda hem hipokotil hem de
kotiledon eksplantlarinda siirgiin yapilarinin olustugu belirlenmistir. Bu siirgiin
benzeri yapilardan gelisen yapraklarda sekil bozukluklar: (iri ve diizensiz) oldugu
gbozlenmistir. Olusan anormal siirglin yapilariin gelisimi ikinci  altkiiltiir
isleminden sonra durmus ve siirgiin yapilarinda sararmalar meydana gelmistir.
Istatistik analizler sonucunda siirgiin benzeri yapilarmn en iyi 1 mg/l 2,4-D+1 mg/I
TDZ igeren besin ortaminda %36, 0.5 mg/l 2,4-D+2 mg/l TDZ ortaminda %28
oraninda hipokotil eksplantlarindan gelistigi belirlenmistir. 0.5 mg/l 2,4-D igeren
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besin ortaminda ise kotiledon eksplantlarindan %20 oraninda siirglin benzeri
yapilarin gelistigi goriilmiistiir (Cizelge 4.15). Elde edilen bulgulara gore 2,4-D ve
TDZ denemeleri sonucunda uygun rejenerasyon protokoliine ulasilamamistir.
[statistik analizler sonucunda siirgiin gelisiminde hipokotil eksplantlarinin (%8.25)
kotiledon eksplantlarina (%6.5) gore daha iyi sonug verdikleri belirlenmistir. Ancak
eksplantlar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. BBD
ortalamalar1 degerlendirildiginde, siirgiin benzeri yapilar en iyi 2 mg/12,4-D+2 mg/I
TDZ igeren besin ortaminda %22 oraninda gelistigi belirlenmistir. Istatistiksel
olarak siirgiin benzeri yapilarin gelisiminde BBD ve BBD*eksplant interaksiyonu

O6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.15 Kapya biberde birinci organogenesis denemeleri sonucunda kapya biberde siirgiin
gelisim oranlar1 (%)

BBD Eksplant BBD
(2’4'3;/1;[)2) Hipokaotil Kotiledon Ortalama
0.00 d 0.00 d 0.00 E
0+0 (Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
0005 4.00 cd 2000 b 12.00 BC
: (5.31) (26.56) (15.93)
oo 12.00 b 12.00 be 12.00 BC
(15.93) (15.93) (15.93)
e 0.00d 4.00 cd 2.00 DE
(0.00) (5.31) (2.65)
0.00d 0.00 d 0.00 E
0.5+0 (0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 4.00 cd 2.00 DE
0.5+0.5 (0.00) (5.31) (2.65)
0oel 20.00 ab 800cd | 14.00 ABC
: (26.56) (10.62) (18.59)
0552 28.00 a 12.00 be 20.00 AB
: (28.85) (15.93) (22.39)
0 0.00 d 0.00 d 0.00 E
(0.00) (0.00) (0.00)
8.00 cd 0.00 d 4.00 DE
e (10.62) (0.00) (5.31)
1 36.00 & 0.00 d 18.00 ABC
(36.69) (0.00) (18.34)
» 8.00 cd 8.00 cd 8.00 CD
(10.62) (10.62) (10.62)
7v0 0.00d 0.00 d 0.00 E
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 0.00d 0.00 E
2 (0.00) (0.00) (0.00)
oot 4.00 cd 2.00 cd 4.00 DE
(5.31) (5.31) (5.31)
i 12.00 be 3200 a 2200 A
(15.93) (34.16) (22.05)
Eksplant 8.25A 6.50 A
Ortalama (9.74) (8.11)

LSDBBD: 8.23***, LSDEkgmamI OD, LSDBBD*EkspIam: 11.64%**

0.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ac1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayn1 harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kapya biber hattinda birinci organogenesis denemesinde (2,4-D; 0, 0.5, 1 ve
2 mg/I+TDZ; 0, 0.5, 1 ve 2)’de en iyi kallus gelisimleri, %100 oraninda 0.5 mg/1
2,4-D, 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ, 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D+0.5
mg/l ve 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ igeren besin ortaminda, kotiledon
eksplantlarinda belirlenmistir (Cizelge 4.16). Hipokotil eksplantinda ise en iyi
gelisim %100 oraninda 1 mg/1 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/1 igeren
besin ortaminda tespit edilmistir. Hipokotil eksplantlarindan kallus yapilarinin ilk
gelisim 10. giinden itibaren gézlemlenirken, kotiledon eksplantlarinda ise 7. giinden

itibaren gelisim gozlenmistir. Diger biber hatlarina gére en yogun kallus gelisimi
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kapya biber hattinda gézlenmistir. Hem kotiledon hem de hipotokil eksplantlarinda
olusan kallus yapilar1 baslangigta beyaz-kirilgan yapida iken daha sonra sar1 ve
kahverengi renkte daha kompakt yapilara dondiikleri gozlenmistir. Istatistiksel
olarak BBD, eksplant ve BBD*eksplant interaksiyonu kallus gelisim yoniinden
onemli bulunmustur. Ancak olugan kallus yapilarindan herhangi bir rejenerasyon
gozlenmemistir. Kallus gelisimlerinde BBD ortalamalart incelendiginde en iyi
gelisimler, 2 mg/1 2,4-D ve 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/lI’de %100 olarak belirlenmistir.
Eksplantlar arasindaki ortalamalara bakildiginda, kotiledon eksplantin (%62.50)
hipokotil eksplanta (%49.75) gore kallus gelisimine daha iyi cevap verdigi

gorilmistir.



76

Cizelge 4.16 Kapya biberde birinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisim oranlari (%)

BBD Eksplant BBD
(2’4'3;/1;[)2) Hipokotil | Kotiledon| Ortalama
0.00 0.00 0.00H
0+0 (Kontrol) (O.OOE)] (0.0og (0.00)
000g | 000g | 0.00H
0+0.5 0.00) | (0.00) | (0.00)
i1 000g | 000g | 000H
(0.00) | (0.00) (0.00)
- 000g | 000g | 0.00H
(0.00) | (0.00) (0.00)
0.5+0 84.00c | 100.00 a 92.00B
' (68.74) | (90.00) | (79.37)
32.00f 84.00 c 58.00 D
0-5+0.5 (34.16) | (68.74) | (51.45)
05+1 32.00f 68.00 d 50.00 E
: (34.16) | (55.83) | (45.00)
0542 32.00f 48.00 e 40.00 FG
: (34.16) | (43.84) | (39.00)
140 100.00a | 100.00a | 100.00 A
(90.00) | (90.00) | (90.00)
1405 92.00b | 100.00a | 96.00 AB
' (79.37) | (90.00) | (84.68)
141 84.00c | 88.00 bc 86.00 C
(68.74) | (74.06) | (71.40)
142 20.00 f 48.00 e 34.00 G
(2656) | (43.84) | (35.20)
b+0 100.00a | 100.00 a | 100.00 A
(90.00) | (90.00) | (90.00)
0+0.5 100.00a | 100.00a | 100.00 A
(90.00) | (90.00) | (90.00)
41 92.00b | 100.00a | 96.00 AB
(79.37) | (90.00) | (84.68)
b4+2 32.00f 64.00 d 46.00 EF
(31.63) | (53.30) | (42.46)
Eksplant 49.75B | 6250 A
Ortalama (45.43) | (54.97)
;2?5221 5.87***  LSDgkspiant:  2.07***, LSDggp*eksplant:

Kontrol: BBD icermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu
sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar  arasindaki ~ farkliliklar aym1  harflerle
gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Dolma biber hattinda kurulan birinci denemenin (2,4-D; 0, 0.5, 1 ve 2 mg/I +
TDZ; 0, 0.5, 1 ve 2mg/l) bulgularina gore, hem hipokotil hem de kotiledon
eksplantlarinda diisiik oranda siirgiin benzeri yapilarin olustugu belirlenmistir.
Olusan siirglin benzeri yapilar gelismelerini tamamlayamamislardir. Diger hatlara
gore dolma biber rejenerasyona en geg cevap veren hat olarak gériilmiistiir. Siirgiin
benzeri yapilarin olusumu ilk kiiltiir tarihinden itibaren hipokotil eksplant i¢in 3.
haftada, kotiledon eksplant icin ise 4. haftada gozlenmistir. Istatistik analizler

sonucunda siirgiin benzeri yapilarin en iyi 2 mg/l 2,4-D+2 mg/l TDZ igeren besin
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ortaminda, %16 oraninda hipokotil eksplantlarinda ve 0.5 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ
iceren besin ortaminda %16 oraninda kotiledon eksplantlarindan gelistigi
belirlenmistir (Cizelge 4.17). Elde edilen bulgulara gore 2,4-D ve TDZ denemeleri
sonucunda uygun rejenerasyon protokoliine ulasilamamustir. Istatistik analizler
sonucunda siirgiin gelisiminde kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin ayni1 oranda
(%4) ciktiklar1 belirlenmistir. BBD ortalamalar1 degerlendirildiginde siirgilin
benzeri yapilar en iyi %14 oraninda 2 mg/l 2,4-D+2 mg/l TDZ iceren besin

ortaminda gelistikleri tespit edilmistir.
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Cizelge 4.17 Dolma biberde birinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisim oranlari

(%)
BBD Eksplant BED
(2’4'3;;:-DZ) Hipokotil | Kotiledon | Ortalama
0.00 ¢ 0.00c | 0.00C
0+0 (Kontrol) | 59) (0.00) (0.00)
0.00c | 8.00abc | 4.00BC
0+0.5 (0.00) (10.62) (5.31)
0i1 0.00c | 8.00abc | 4.00BC
(0.00) (1062) | (5.31)
052 0.00 ¢ 0.00c | 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 ¢ 0.00c | 0.00C
0.5+0 (0.00) (0.00) (0.00)
0.00 ¢ 400bc | 200C
0.5+0.5 (0.00) (5.31) (2.65)
051 1600a | 4.00bc | 10.00 AB
: (21.25) (531) | (13.28)
050 8.00abc | 12.00ab | 10.00 AB
' (1062) | (1593) | (13.28)
140 0.00 ¢ 0.00c | 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
800abc | 000c | 4.00BC
1+0.5 (10.62) (0.00) (5.31)
o1 12.00ab | 0.00c | 6.00BC
(15.93) (0.00) (7.96)
" 400bc | 8.00abc | 6.00 BC
(5.31) (1062) | (7.96)
o 0.00 ¢ 0.00c | 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 ¢ 0.00c | 0.00C
2+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
9e1 400bc | 4.00bc | 4.00BC
(5.31) (5.31) (5.31)
pe 12.00ab | 16.00a | 14.00A
(1593) | (21.25) | (18.59)
Eksplant 4.00 A 4.00 A
Ortalama (5.31) (5.31)

LSDBBD: 8.10***, LSDEkgmamI OD, LSDBBD*EkspIam: 11.45*

0.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD icermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayn1 harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Dolma biberde birinci organogenesis denemesinde (2,4-D; 0, 0.5, 1 ve 2
mg/I+TDZ; 0, 0.5, 1 ve 2)’de en iyi kallus gelisimleri, %92 oraninda 0.5 mg/1 2,4-
D ve 2 mg/l 2,4-D igeren besin ortaminda, kotiledon eksplantlarinda belirlenmistir
(Cizelge 4.18). Hipokotil eksplantinda ise en iyi gelisim %84 oraninda 2 mg/1 2,4-
D igeren besin ortaminda tespit edilmistir. Hipokotil eksplantlarindan kallus

yapilarinin ilk gelisim 15. giinden itibaren gdzlemlenirken, kotiledon
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eksplantlarinda ise 10. giinden itibaren gelisim gbzlenmistir. Diger biber hatlarina
gore en diisiik kallus gelisimi dolma biber hattinda gézlenmistir. Hem kotiledon
hem de hipotokil eksplantlarinda olusan kallus yapilar1 baslangicta beyaz-kirilgan
yapida iken daha sonra sar1 ve kahverengi renkte daha kompakt yapilara dondiikleri
gdzlenmistir. Istatistiksel olarak BBD, eksplant ve BBD*eksplant interaksiyonu
kallus gelisim yoniinden 6nemli bulunmustur. Ancak olusan kallus yapilarindan
herhangi bir rejenerasyon gozlenmemistir. Kallus gelisimlerinde BBD ortalamalari
incelendiginde en iyi gelisim 2 mg/l 2,4-D’de %100 olarak belirlenmistir.
Eksplantlar arasindaki ortalamalara bakildiginda, kotiledon eksplantinin (%47)
hipokotil eksplantina (%33.5) gore kallus gelisimine daha iyi cevap verdigi

gOriilmiistiir.
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Cizelge 4.18 Dolma biberde birinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisim oranlar

(%)
BBD Eksplant BBD
(2’4'3;7'-DZ) Hipokotil | Kotiledon | Ortalama
0.00 ] 000j | 0.00H
0+0 (Kontrol) (o.ooj) (o.ooj) (0.00)
0.00 000j | 0.00H
0+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
o1 0.00 000j | 0.00H
(0.00) (0.00) | (0.00)
0ea 0.00 000j | 0.00H
(0.00) (0.00) | (0.00)
0550 52.00def | 92.00a | 72.00B
: (46.15) | (79.37) | (62.76)
16.00hi | 80.00ab | 48.00D
0.5+0.5 21.25) | (68.99) | (45.12)
- 2000hi | 4400fg | 32.00EF
: (2378) | (41.53) | (32.66)
or2 20.00hi | 28.00gh | 24.00 FG
: (2378) | (31.63) | (27.70)
”» 76.00bc | 84.00ab | 80.00 B
(60.90) | (68.74) | (64.82)
v0s 68.00cd | 56.00 def | 62.00 CD
: (55.83) | (48.46) | (52.14)
i 56.00 def | 44.00fg | 50.00D
(48.46) | (4153) | (45.00)
» 1200hi | 2400h | 18.00G
(1593) | (29.09) | (2251)
v 8400ab | 9200a | 88.00A
68.74) | (7937) | (74.06)
ov0s 4800ef | 8800a | 68.00BC
: (4384) | (7406) | (58.95)
i 64.00cde | 68.00cd | 66.00C
(5330) | (55.83) | (54.56)
» 20.00hi | 52.00def | 36.00 E
(2656) | (46.15) | (36.35)
Eksplant 3358B 47.00 A
Ortalama (30.53) (41.55)

LSDggp:7.89***, LSDgisplant:2.79***, LSDggp*eksplant: 11.16***
Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

Parantez icerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni1 harflerle gésterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

4.1.2.2. Deneme 2: BA+1AA ortam bulgulari

Sivri biberde gerceklestirilen ikinci organogenesis denemesi olan BA (1, 2,
3, 4 ve 5 mg/l)+IAA (0.5 ve 1 mg/l)’da en iyi en siirgiin gelisimi hipokotil
eksplantinda, 4 mg/l BA+0.5 mg/l IAA igeren besin ortaminda %80 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.19). Ayrica hipokotil eksplantlarinda, 4 mg/l BA+1 mg/l
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IAA igeren besin ortaminda %52 oraninda siirgiin gelisiminin oldugu tespit
edilmistir. Kotiledon eksplantlarindaki siirglin gelisimi incelendiginde ise en iyi
sonu¢ 3 mg/l BA+0.5 mg/l IAA iceren besin ortaminda %48 olarak tespit edilmistir.
Bu bulgulara gore, rejenerasyon ¢alismalarinda kullanilan hipokotil eksplantlarinin
kotiledon eksplantlarma gore daha iyi sonu¢ verdigi istatistiksel olarak
belirlenmistir. Siirgiin yapilarinin olusum zamanlar1 incelendiginde ise, hipokotil
eksplantlar icin; kiiltiir baslangicindan itibaren ikinci haftanin sonunda siirgiin
yapilarinin olustugu, benzer sekilde kotiledon eksplantlari i¢in 20. giiniin sonunda
stirgiin yapilarinin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.14). Olusan siirgiinlerin diger
denemelerden olusan siirglin yapilarina goére normal gelisim gosterdikleri
belirlenmistir. Transformasyon sonrasi rejenerasyon ¢alismalarinda, hipokotil ve
kotiledon eksplantlar i¢in siirglin gelisiminin en 1iyi oldugu belirlenen BBD
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bu ortamlar hipokotil eksplantlar i¢in 4 mg/l
BA+0.5 mg/l IAA, kotiledon eksplantlar iginde 3 mg/l BA+0.5 mg/l IAA olarak

tespit edilmistir.

Sekil 4.14 Sivri biber hattinin hipokotil eksplantlarindan siirgiin yapilarimin gelisimi (4 mg/l BA+0.5
mg/l 1AA, 15. giin)
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Cizelge 4.19 Sivri biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

BBD Eksplant
BA+HIAA) [ . : P
ma/l Hipokotil | Kotiledon | Ortalama
0+0 0.00 h 0.00 h 0.00 G
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
4.00 gh 4.00 gh 4.00 FG
1+0.5 (5.31) (5.31) (5.31)
141 4.00 gh 4.00 gh 4.00 FG
(5.31) (5.31) (5.31)
240.5 20.00 def 16.00 def 18.00 CDE
' (21.00) (21.25) (21.12)
241 12.00 efg | 32.00bcd | 22.00 BCD
(15.93) efg | (34.16) (25.05)
3405 16.00 efg 48.00 b 32.00 ABC
' (18.47) (43.84) (31.15)
341 24.00 cde 40.00 bc 32.00 AB
(26.31) (39.23) (32.77)
4405 80.00 a 12.00 efg 46.00 A
' (66.21) (15.93) (41.07)
441 52.00 b 8.00 fgh 30.00 BCD
(46.15) (10.62) (28.39)
5405 36.00 bc 4.00 gh 20.00 DE
. (36.69) (5.31) (21.00)
541 24.00 cde 0.00 h 12.00 EF
(29.09) (0.00) (14.54)
Eksplant 2472 A 15.27B
Ortalama (24.59) (16.45)

LSDeggp: 10.10*** LSDegspiant: 4.30*** LSDggp*eksplant: 14.28***
Parantez igerisinde verilmis degerler a¢i transformasyonu
sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasmdaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami1

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kallus gelisimleri incelendiginde her iki eksplant tipinde de kallus
gelisiminin ¢ok zayif oldugu ya da hi¢ olmadig: belirlenmistir. Elde edilen kallus
yapilarinin da beyaz, camsi ve rejeneratif ozellikte olmadigl ve bir siire sonra
kurumaya basladiklar1 gdzlenmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise en
iyi kallus gelisimlerinin 1 mg/l BA+1 mg/l IAA igeren besin ortaminda %Z20
hipokotil ve %28 kotiledon eksplantlarda olustugu belirlenmistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20 Sivri biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

BBD Eksplant BBD
(BAr‘rTgI/'IAA) Hipokotil | Kotiledon O
0+0 0.00 ¢ 0.00c | 000C
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
400c | 1200b | 800B
1+0.5 (5.31) (1593) | (10.62)
1 2000a | 2800a | 2400A
2656) | (2885) | (27.70)
0.00 ¢ 0.00c | 000C
2+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
oot 0.00 ¢ 0.00c | 000C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 ¢ 000c | 000C
3+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
" 0.00 ¢ 0.00c | 000C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 ¢ 0.00c | 000C
4+05 (0.00) (0.00) (0.00)
e 0.00 ¢ 0.00c | 000C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 ¢ 0.00c | 000C
- (0.00) (0.00) (0.00)
o1 0.00 ¢ 0.00c | 000C
(0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 218A 3.63A
Ortalama (2.89) (4.07)

|:SDEks.plam5 O.D. ; LSDggp: 4.80*** ; LSDEkspIant*BBD5O-D-
0O.D.: Onemli Degil

Parantez icerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu
sonrasli elde edilmis degerlerdir.
Ortalamalar  arasindaki  farkliliklar
gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

ayn1  harflerle

Carliston biberde gergeklestirilen ikinci organogenesis denemesi olan BA (1,
2, 3, 4 ve 5 mg/l)+IAA (0.5 ve 1 mg/l)’da en iyi en siirgiin gelisimi hipokotil
eksplantinda, 3 mg/l BA+0.5 mg/l TAA igeren besin ortaminda %80 olarak
belirlenmistir. Ayrica hipokotil eksplantlarinda, 3 mg/l BA+1 mg/l IAA igeren
besin ortaminda %68 oraninda siirgiin gelisiminin oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.21). Kotiledon eksplantlarindaki stirgiin gelisimi incelendiginde ise en iyi sonug
2 mg/l BA+1 mg/l IAA igeren besin ortaminda %68 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore, rejenerasyon ¢alismalarinda kullanilan hipokotil eksplantlarin
kotiledon eksplantlarina gore daha iyi sonuc¢ verdigi istatistiksel olarak
belirlenmigtir. Siirgiin yapilarimin olusum zamanlar1 incelendiginde ise, kiiltir
baslangicindan itibaren 18. giinlin sonunda hipokotil eksplantlardan, kotiledon
eksplantlardan ise 25. giiniin sonunda siirgiin yapilarinin olustugu goézlenmistir
(Sekil 4.15).



mg/l TAA, 18. giin)
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Sekil 4.15 Carliston biber hattinin hipokotil eksplantinda stirgiin gelisimi (3 mg/l BA+0.5

Cizelge 4.21 Carliston biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

0+0 0.00 0.00 0.00 F
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
0.00 4.00 ij 2.00 EF
8 (0.00) (5.31) (2.65)
141 0.00 12.00 hi 6.00 E
(0.00) (15.93) (7.96)
2405 24.00 fg 16.00 gh 20.00 CD
' (29.09) (18.47) (23.78)
241 32.00 ef 68.00 ab 50.00 B
(34.16) (55.83) (45.00)
3405 80.00 a 52.00 bed 66.00 A
' (66.21) (46.15) (56.18)
341 68.00 ab 36.00 def 52.00B
(55.83) (36.69) (46.26)
4405 56.00 bc 28.00 ef 42.00 B
' (48.46) (31.63) (40.04)
441 52.00 bcd 12.00 hi 32.00C
(46.15) (15.93) (31.04)
5405 44.00cde 4.00 ij 24.00 CD
' (41.53) (5.31) (23.42)
541 40.00 cdef 4.00 ij 22.00C
(39.23) (5.31) (22.27)
Eksplant 36.00 A 21.45B
Ortalama (32.79) (21.51)

LSDeksplant: 7.93***; LSDggp:3.38***; LSDexspiant+een: 11.22***
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami
Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi
elde edilmis degerlerdir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kallus gelisimlerinin kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda ¢cok zayif oldugu,

bu kallus yapilariin rejeneratif 6zellikte olmadigi ve gelisim gostermedikleri
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gozlenmistir. Her iki eksplant tipinden elde edilen kallus yapilarinin sari-
kahverengi renkte ve rejenere Ozellikte olmayan yapilar oldugu gozlenmistir.
Carliston biber hattinda en iyi kallus gelisimlerinin 1 mg/l BA+0.5 mg/l IAA igeren
besin ortaminda %12 oraninda hipokotil ve %16 oraninda kotiledon eksplantlarinda
olustugu belirlenmistir (Cizelge 4.22). Transformasyon sonrasi rejenerasyon
caligmalarinda, hipokotil ve kotiledon eksplantlar i¢in siirglin gelisiminin en iyi

oldugu belirlenen BBD konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Cizelge 4.22 Carliston biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

BBD Eksplant
BA+IAA) [ ) )
mg/l Hipokaotil Kotiledon Ortalama
0+0 0.00 0.00 0.00 B
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
Lol 1200 ab 16004 14,00 A
: (15.93) (21.25) (18.59)
i 8.00 bc 12.00 ab 10,00 A
(10.62) (15.93) (13.28)
0.00d 0.00d 0.00 B
2+08 (0.00) (0.00) (0.00)
. 4.00d 0.00d 2,00 B
(5.31) (0.00) (2.65)
0.00d 0.00d 0.00 B
3+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
o] 0.00d 0.00d 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 0.00d 0.00 B
4+05 (0.00) (0.00) (0.00)
1 0.00d 0.00d 0.00 B
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00d 0.00 d 0.00B
5+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
o1 0.00d 0.00d 0.00 B
(0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 2188 254 A
Ortalama (2.89) (3.38)

|:SDE|$.5p|am: OD ) LSDBBD:5.73*** ) LSDEk5p|am*BBDZ OD

0O.D. Onemli Degil

Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi
elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kapya biber hattinda gergeklestirilen ikinci organogenesis denemesi (BA; 1,
2,3, 4 ve 5 mg/l+1AA; 0.5 ve 1 mg/l) siirgiin gelisim bulgular incelendiginde, en
1yi en slirgilin gelisimi hipokotil eksplantinda, 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA igeren besin
ortaminda %80 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.23). Ayrica hipokotil
eksplantlarinda, 5 mg/l BA+1 mg/l IAA igeren besin ortaminda %56 oraninda

siirglin gelisiminin oldugu tespit edilmistir. Kotiledon eksplantlarindaki siirgiin
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gelisimi incelendiginde ise en iyi sonu¢ 2 mg/l BA+1 mg/l TAA igeren besin
ortaminda %48 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, rejenerasyon
calismalarinda kullanilan hipokotil eksplantlarin (%27.7) kotiledon eksplantlara
(%16.72) gore daha iyi sonug verdigi istatistiksel olarak belirlenmistir. Siirgiin
yapilariin olusum zamanlar1 incelendiginde ise, kiiltiir baglangicindan itibaren 15.
giinlin sonunda hipokotil eksplantlarindan, kotiledon eksplantlardan ise 20. giiniin
sonunda siirgiin yapilarinin olustugu goézlenmistir (Sekil 4.16). Olusan siirgiin
yapilarin altkiiltlir stiresince gelisimlerine devam ettikleri belirlenmistir. Kapya

biber hatti1 i¢in en uygun protokol BA+IAA denemelerinde belirlenmis ve bu

konsantrasyonlar transformasyon ¢aligsmalarinda kullanilmaya devam edilmistir.

N

Sekil 4.16 Kapya biber hatlarinda siirgiin olusumlari, A) Kotiledon eksplantlardan siirgiin
yapilarmin gelisimi (2 mg/l BA+1 mg/l IAA, 20. giin), B) Hipokotil eksplantlardan
stirgiin yapilariin gelisimi (5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA, 15. giin)
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Cizelge 4.23 Kapya biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

BBD Eksplant
BA+HIAA) [ : 2D
ma/l Hipokaotil Kotiledon Ortalama
0+0 0.00 0.00 j 0.00 E
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
1405 16.00 fgh 8.00 hij 12.00 CD
' (21.25) (10.62) (15.93)
141 8.00 hij 4.00 ij 6.00 DE
(10.62) (5.31) (7.96)
2405 28.00 cdef 48.00 bc 38.00 A
: (31.63) (43.84) (37.73)
241 24.00 defg 36.00 bcde 30.00 AB
(29.09) (36.69) (32.89)
3405 32.00 cdef 20.00 efgh 26.00 AB
) (34.16) (23.78) (28.97)
341 8.00 hij 40.00 bed 24.00 BC
(10.62) (39.00) (24.81)
4405 12.00 ghi 16.00 fgh 14.00C
' (15.93) (21.25) (18.59)
441 36.00 hcde 8.00 hij 22.00 BC
(36.47) (10.62) (23.54)
80.00 a 4.00 ij 4200 A
> (66.21) (5.31) (35.76)
541 56.00 b 0.00 j 28.00 BC
(48.46) (0.00) (24.23)
Eksplant 27.27 A 16.72 B
Ortalama (27.68) (17.86)

LSDeggp: 9.36***, LSDekspiant: 3.99***, LSDggp*eksplant: 13.23***
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi
elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kapya biber hattinda ikinci deneme kapsaminda, kallus bulgular
incelendiginde, ¢ok diisiik oranda kallus yapilar1 elde edilmistir. Elde edilen kallus
yapilarindan herhangi bir rejenerasyon saglanamamistir. Istatistik analizler
sonucunda sadece BBD’ler onemli olarak bulunmustur. Eksplantlarda gelisim
incelendiginde, 1 mg/l BA+0.5 mg/l IAA igeren besin ortamlarinda kotiledon
eksplantindan %28, hipokotil eksplantindan %20 oraninda kallus elde edilmistir
(Cizelge 4.24). Gozlemler sonucunda kallus yapilarinin beyaz ve camsi yapida
olduklar1 belirlenmistir. Elde edilen kalluslardan herhangi bir rejenerasyon gelisimi

gozlenmemistir.
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Cizelge 4.24 Kapya biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

BBD Eksplant
BA+HIAA) [ : P
ma/l Hipokotil | Kotiledon | Ortalama
0+0 0.00 d 0.00 d 0.00 C
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
05 2000ab | 2800a | 2400A
: (26.56) (31.63) (29.09)
) 1200c | 2000b | 16.00B
(15.93) (23.78) (19.86)
0.00 d 0.00d 0.00 C
2+05 (0.00) (0.00) (0.00)
- 0.00 d 0.00d 0.00 C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 d 0.00d 0.00C
3+05 (0.00) (0.00) (0.00)
e 0.00 d 0.00d 0.00 C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 d 0.00d 0.00 C
422 (0.00) (0.00) (0.00)
", 0.00 d 0.00 d 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
0.00 d 0.00d 0.00C
i ° (0.00) (0.00) (0.00)
- 0.00d 0.00d 0.00 C
(0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 290 A 4.36 A
Ortalama (3.86) (5.03)

LSDsgp: 4.09***, LSDexspiant: O.D., LSDggpreksptant: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu
sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasidaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Dolma biber hattinda gerceklestirilen ikinci organogenesis denemesi (BA; 1,
2, 3,4 ve 5 mg/l+1AA; 0.5 ve 1 mg/]) siirglin gelisim bulgular incelendiginde, en
1yi en siirgiin gelisimi hipokotil eksplantinda, 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA igeren besin
ortaminda %84 olarak Dbelirlenmistir (Cizelge 4.25). Ayrica hipokotil
eksplantlarinda, 4 mg/l BA+1 mg/l TAA iceren besin ortaminda %356 oraninda
siirgiin gelisiminin oldugu tespit edilmistir. Kotiledon eksplantlardaki siirgiin
gelisimi incelendiginde ise en iyi sonu¢ 2 mg/l BA+1 mg/l IAA igeren besin
ortaminda %52 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, rejenerasyon
caligmalarinda  kullanilan  hipokotil eksplantlarinin =~ (%32.36)  kotiledon
eksplantlarina  (%21.09) goére daha iyi sonug¢ verdigi istatistiksel olarak
belirlenmigtir. Siirgiin yapilarinin olusum zamanlar1 incelendiginde, hipokotil
eksplantlar1 i¢in; kiiltiir baslangicindan itibaren 20. giiniin sonunda, kotiledon
eksplantlari i¢in ise; 23. giiniin sonunda siirgiin yapilarinin olustugu gézlenmistir.

Olusan siirglin yapilarin altkiiltiir siiresince gelisimlerine devam ettikleri
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belirlenmistir (Sekil 4.17). Dolma biber hatt1 i¢in en uygun protokol BA+IAA
denemelerinde belirlenmis ve bu konsantrasyonlar transformasyon ¢alismalarinda

kullanilmaya devam edilmistir.

Sekil 4.17 Dolma biber hattinda hipkotil eksplantlardan siirgiinlerin gelisimi (5 mg/l BA+0.5
mg/l TAA, 20. giin)

Cizelge 4.25 Dolma biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisim oranlar:
(%)

0+0 0.00 f 0.00 f 0.00C
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
4.00f 4.00f 400C
1+0.5 (5.31) (5.31) (5.31)
141 0.00f 8.00 f 4.00C
(0.00) (10.62) (5.31)
2405 32.00 cde | 32.00 cde 32.00 A
' (34.16) (34.16) (34.16)
941 24.00 de 52.00 b 38.00 A
(29.09) (46.15) (37.62)
3405 32.00 cde 44.00 bc 38.00 A
' (34.16) (41.53) (37.85)
3+1 44.00 be 40.00 bed 42.00 A
(41.53) (39.00) (40.27)
4405 52.00 b 20.00 e 36.00 A
' (46.15) (26.56) (34.96)
4+1 56.00 b 20.00 e 38.00 A
(48.46) (26.56) (37.51)
5405 84.00 a 8.00 f 46.00 A
' (68.74) (10.62) (39.68)
541 28.00 cde 4.00f 16.00B
(31.63) (5.31) (18.47)
Eksplant 32.36 A 21.09B
Ortalama (30.84) (22.09)

LSDEkgp|am:3.28***, LSDBBD: 7.70***, LSDEkspIant*BBD:lO-sg***
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami
Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi
elde edilmis degerlerdir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Dolma biber hattinda, BA ve IAA’nin farkli konsantrasyonlarinda elde edilen
kallus olusumlarindan herhangi bir rejenerasyon elde edilememistir. Kallus yapilari
diger hatlara gore daha diisiik oranda olusum gostermislerdir. En iyi kallus gelisimi
I mg/l BA+0.5 mg/l TAA igeren besin ortaminda %36 oraninda kotiledon
eksplantinda belirlenmistir (Cizelge 4.26). Hipokotil eksplantlarinda ¢ok diisiik
oranda kallus olusumlar1 gerceklesmistir. Hipokotil eksplantlarinda ise kallus
olusumlar1 sadece 1 mg/l BA+Img/l IAA’da %16, 2mg/l BA+0.5 mg/l IAA’da ise
%12 oraninda olustugu belirlenmistir. Diisiik oranlarda gelisen kallus yapilarindan
herhangi bir rejenerasyon olusumu gozlenmemistir. Hem Kkotiledon hem de
hipotokil eksplantlarinda olusan kallus yapilarinin beyaz-kirilgan yapida olduklari

daha sonra kahverengiye dondiikleri gdzlenmistir.

Cizelge 4.26 Dolma biberde ikinci organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisim oranlari (%)

BBD Eksplant

BBD
(BA;;-;;?A) Hipokotil | Kotiledon Ortalama
0+0 000d | 000d 0.00 C
(Kontrol) (0.00) (0.00) (0.00)
o5 | 1600c | 36.00a 26.00 A
: (1847) | (36.69) (27.58)
y 1200¢c | 24.00b 18.00 B
(15.93) | (29.09) (22.51)
000d | 000d 0.00C
2+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
" 000d | 000d 0.00 C
(0.00) (0.00) (0.00)
000d | 000d 0.00C
3+05 (0.00) (0.00) (0.00)
" 000d | 000d 0.00 C
(0.00) (0.00) (0.00)
000d | 000d 0.00C
4+05 (0.00) (0.00) (0.00)
o1 000d | 000d 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
000d | 000d 0.00C
5+0.5 (0.00) (0.00) (0.00)
o1 000d | 000d 0.00C
(0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant | 2548 | 545A
Ortalama (3.12) (5.98)

LSDeksplant:1.95**, LSDggp: 4.59***, LSDegisplant=sep:6.49***

Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmig degerler ac1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayn1 harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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4.1.2.3. Deneme 3: Sanatombi and Sharma (2008) ile Hyde and Philips (1996)

ortam bulgular

Sivri biberin tiglincli organogenesis denemesinde iki farkli protokoliin
(Sanatombi and Sharma, 2008 ve Hyde and Philips, 1996) kallus ve siirgiin gelisimi
tizerine etkileri karsilagtirilmistir. Siirgiin gelisimleri incelendiginde, en iyi gelisim
%20 oraninda kotiledon eksplantlarinda, Sanatombi and Sharma (2008)’nin
gelistirdigi protokolde belirlenmistir (Cizelge 4.27). Ancak olusan siirgiin
yapilarinin anormal 6zellik gosterdigi goriilmiistiir. Olusan siirgiin benzeri yapilarin
cok kiiciik yaprakli veya genis yaprakli oldugu homejen 6zellik gostermedikleri
tespit edilmistir (Sekil 4.18). Hyde and Philips (1996)’in gelistirdigi protokol
bulgular1 degerlendirildiginde ¢ok az oranda siirgiin benzeri yapilarin olustugu
gbzlenmistir. Ancak bu yapilarin bitkicige doniistimleri gergeklesmemistir.
Uygulanan her iki protokoliin sivri biberin rejenerasyonu igin yetersiz oldugu
belirlenmistir. Siirglin gelisiminin diger biber hatalar1 ile arasindaki iligki
incelendiginde, genotip*uygulama interaksiyonunun 6nemli oldugu goriilmistiir
(Cizelge 4.28). En yiiksek oran Sanatombi and Sharma, (2008)’nin protokoliinde
%40 ile kapya ve carliston biberde goriiliirken, sivri biber ise %31.25 ile ii¢lincii

sirada yer almistir.

Cizelge 4.27 Sivri biberde ti¢giincii organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

Uygulama Eksplant Uygulama
Hipokaotil Kotiledon Ortalamasi
Kontrol 0.00 b 0.00b 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 7.50Db 20.00 a 13.75 A
Sharma (2008) (9.96) (24.82) (17.39)
Hyde and 5.00 b 5.00 b 5.00B
Philips (1996) (6.64) (6.64) (6.64)
Eksplant 416 A 8.33A
Otalamasi (5.53) (10.48)

I:SDUyg.ulama: 7.20%** LSDEkspIant: OD LSDEksplam*Uygulama: OD

0O.D.: Onemli Degil,

Parantez igerisinde verilmis degerler ac1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Sekil 4.18 Sanatombi and Sharma (2008)’nin gelistirdigi protokole gore eksplantlarin
gelisimi, A, B, C ve D) Hipokotil eksplantlardan siirgiin benzeri yapilarin
gelisimi, E ve F) Kotiledon eksplantlarinda abnormal yapilarin gelisimi

Cizelge 4.28 Ugiincii organogenesis denemeleri sonucunda biber hatlarinda siirgiin gelisimi (%)

Kontrol Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00 D
Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Sivri Sanatombi and Hipokotil 37.50 a (37.50) 1041 A
Biber | Sharma (2008) Kotiledon 25.00b (29.73) 8L25B(3361) | (1) 5
Hyde ve Philips Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00D
(1996) Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00D
Kontrol Kotiledon 0.00 ¢ (0.00) (0.00)
Carliston | Sanatombi and Hipokotil 45.00 a (41.83) 13.33 A
Biber | Sharma (2008) Kotiledon 35.00 a (36.06) 4000 A(38.94) | (15 gg)
Hyde and Philips Hipokaotil 0.00 e (0.00) 0.00D
(1996) Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Kontrol Hipokaotil 0.00 e (0.00) 0.00D
Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Kapya Sanatombi and Hipokotil 40.00 a (38.94) 1333 A
Biber | Sharma (2008) Kotiledon 40.00 a (39.09) 4000A(39.02) | (139
Hyde and Philips Hipokaotil 0.00 e (0.00) 0.00 D
(1996) Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00D
Kontrol Kotiledon 0.00 ¢ (0.00) (0.00)
Dolma Sanatombi and Hipokaotil 17.50 ¢ (19.76) 416 B
Biber | Sharma (2008) Kotiledon 7.50 d (9.96) 1250C (14.86) |, g5
Hyde and Philips Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00 D
(1996) Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00) ]
LSDGenoitp:2-40***; LSDUyguIama:2-08***; LSDEksglant:]-JO*; LSDGenutip*Uygulama:‘"-16*** LSDGenutip*Eksplant: O-D.;

LSDexspiant-uygulama: 2.94** ; LSDGenotip*EkspIant*UyguIama:0~D-, 0.D. :Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.
Ortalamalar arasidaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Organogenesis ¢alismalarinda, kallus yapilarinin olusumu sadece Sanatombi

and Sharma (2008)’nin protokoliinde gozlenmistir. En iyi kallus gelisimi %37.25

oraninda hipokotil eksplantlarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.29). Hyde and Philips

(1996)’in gelistirdigi protokolde kallus olusumu goézlenmemistir. Sanatombi and
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Sharma (2008) ’nin protokoliinde olusan kallus yapilar1 beyaz-sari renkte ve camsi
yapida oldugu ve rejeneratif 6zellik gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4.19). Kallus
olusumlarinin diger hatlar ile iliskisi incelendiginde, en iyi kallus gelisimi,
Sanatombi and Sharma (2008)’nin protokoliinde, %17.5 ile carliston biber ve
%13.75 ile sivri biberde belirlenmistir (Cizelge 4.30).

Sekil 4.19 Sanatombi and Sharma (2008)’nin gelistirdigi protokolde eksplantlarin gelisimi, A ve B)
Kotiledon eksplantlarda kallus gelisimi ve eksplantlarin kararmasi, C) Hipokotil
eksplantlarda kararma

Cizelge 4.29 Sivri biberde iigiincii organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

0.00c 0.00c 0.00B
Kontrol (0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 37.25a 25.00 b 31.25A
Sharma (2008) (37.50) (29.73) (33.61)
Hyde and Philips 0.00c 0.00c 0.00B
(1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 1250 A 8.33B
Ortalamasi (12.50) (9.91)

ESDUygmﬁma: 4.60***, LSDEkspIam: O.D., LSDEkspIam*Uygulama1 OD

0O.D.: Onemli Degil

Parantez igerisinde verilmis degerler aci1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayn1 harflerle gosterilmistir.

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Cizelge.4.30 Ugiincii organogenesis denemeleri sonucunda biber hatlarinda kallus gelisimi (%)

Genotip Deneme Eksplant |Genotip*Deneme*Eksplant/Genotip*Deneme| Genotip
Kontrol Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00D
Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Sivri Sanatombi and Hipokotil 7.50 de (9.96) 13.75 A 6.25 A
Biber Sharma (2008) Kotiledon 20.00 ab (24.82) (17.39) (8.01)
Hyde and Philips Hipokaotil 5.00 de (6.64) 5.00 CD
(1996) Kotiledon 5.00 de (6.64) (6.64)
Kontrol Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00 D
Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Carliston [Sanatombi and Hipokaotil 27.50 a (31.31) 17.50 A 7.50 A
Biber Sharma (2008) Kotiledon 7.50 de (9.96) (20.63) (9.09)
Hyde and Philips Hipokaotil 5.00 de (6.64) 5.00 CD
(1996) Kotiledon 5.00 de (6.64) (6.64)
ontrol Hipokotil 0.00 e (0.00) 0.00D
Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Kapya  |Sanatombi and Hipokaotil 12.50 bed (16.60) 11.25 AB 6.25 A
Biber Sharma (2008) Kotiledon 10.00 cd (13.28) (14.94) (8.30)
Hyde and Philips Hipokaotil 5.00 de (6.64) 7.50 BC
(1996) Kotiledon 10.00 cd (13.28) (9.96)
Kontrol Hipokaotil 0.00 e (0.00) 0.00D
Kotiledon 0.00 e (0.00) (0.00)
Dolma  |Sanatombi and Hipokaotil 5.00 de (6.64) 12.50 AB 6.83 A
Biber Sharma (2008) Kotiledon 20.00 abc (23.09) (14.86) (7.16)
Hyde and Philips Hipokotil 0.00 e (0.00) 5.00 CD
(1996) Kotiledon 10.00 cd (13.28) (6.64)

LSDGenotip: OD, LSDpeneme: 3.54***, LSDEksplﬁnt: OD: LS])Uygulama"Deneme: OD, . .
LSDUyguIama*EkspIant: 7.08%**; LSDEkspIant*Deneme: 0.D; LSDUygulama*EkspIant*Deneme: 10.02**, O.D. Onemli Degﬂ
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonras elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Carliston biberde gergeklestirilen ii¢iincii organogenesis denemesinde iKi
farkl1 protokoliin (Sanatombi and Sharma, 2008 ve Hyde and Philips, 1996) kallus
ve siirgiin gelisimi T{izerine etkileri karsilagtirllmistir. Siirgiin - gelisimleri
incelendiginde, en iyi gelisim %45 oraninda hipokotil eksplantlarda, Sanatombi and
Sharma (2008)’nin gelistirdigi protokolde belirlenmistir (Cizelge 4.31). Ancak
olusan siirgiin yapilarinin ¢ok zayif oldugu ve gelismedigi gozlenmistir. Olusan
strgiinler genellikle kiiclik yaprakli ve vitrifiye dokular seklinde oldugu
goriilmistiir. Hyde and Philips (1996)’in  gelistirdigi protokol bulgular
degerlendirildiginde siirgiin benzeri yapilarin olustugu gézlenmemistir. Uygulanan
her iki protokolde c¢arliston biberin rejenerasyonu igin yetersiz oldugu
belirlenmistir. Siirgiin gelisiminin diger hatlar ile arasindaki iligki incelendiginde,
genotip*uygulama interaksiyonunun &nemli oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel
analizler gore genotip*uygulama interaksiyonuna bakildiginda en yiiksek oran
Sanatombi and Sharma, (2008)’nin protokoliinde %40 ile kapya ve carliston
biberde goriilmiistiir. Elde edilen bulgular sonucunda hem Sanatombi and Sharma
(2008) hem de Hyde and Philips, (1996)’in gelistirdigi protokollerde carliston biber

hatt1 i¢in rejenerasyon saglanamamaistir.
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Cizelge 4.31 Carliston biberde igiincii organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

Uygulama Eksplant Uygulama
Hipokaotil Kotiledon Ortalamasi
Kontrol 0.00c 0.00c 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 45.00 a 35.00b 40.00 A
Sharma (2008) (41.83) (36.06) (38.94)
Hyde and 0.00c 0.00c 0.00B
Philips (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 15.00 A 11.66 A
Otalamasi (13.94) (12.02)

I:SDUygulama: 3.55%**, LSDEkspIant: O.D. LSDEkspIant*UyguIama: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD icermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Uciincii organogenesis denemelerindeki kallus gelisimleri incelendiginde, her
iki protokol icinde diisiik oranda kallus yapilarmnin olustugu goriilmiistiir. Ugiincii
denemenin kallus bulgularina gore, en iyi kallus olusumu Sanatombi and Sharma
(2008)’nin  protokoliinde %27.50 oraninda hipokotil eksplantlarindan elde
edilmistir (Cizelge 4.32). Kotiledon eksplanttaki kallus gelisimi ise %7.5 olarak
belirlenmistir. Her iki eksplanttan gelisen kallus yapilarinin genelde dagilgan-camsi
yapida olduklar1 ve ¢ok yavas gelistigi gézlemlerde tespit edilmistir. Hyde and
Philips (1996)’in denemeleri sonucunda hipokotil ve kotiledn eksplantlardan kallus
olusumu %35 olarak belirlenmistir. Sanatombi and Sharma (2008)’nin gézlem
sonuclar1 ile benzer yapida kalluslar elde edilmistir. Her iki protokol sonucunda

elde edilen kallus yapilarindan rejenerasyon gerceklesmemistir.
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Cizelge 4.32 Carliston biberde ii¢iincii organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

Deneme Eksplant Deneme
Hipokaotil Kotiledon ortalamasi
Kontrol 0.00b 0.00b 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 2750 a 7.50b 17.50 A
Sharma (2008) (31.31) (9.96) (20.63)
Hyde and Philips 5.00 bc 5.00 bc 5.00 B
(1996) (6.64) (6.64) (6.64)
Eksplant 10.83 A 416 B
Otalamasi (12.65) (5.53)

L”SDDen:e.me: 6.73***, |-SDEkspIant: 5.49** LSDEkspIam*Deneme: 952**;
0O.D.: Onemli Degil
Kontrol: BBD igermeyen MS ortami
Parantez icerisinde verilmis degerler ag1 transformasyonu sonrasi elde edilmis
degerlerdir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Kapya biberde gergeklestirilen {iglincii organogenesis denemesinde iki farkli
protokoliin (Sanatombi and Sharma, 2008 ve Hyde and Philips, 1996) kallus ve
siirglin gelisimi {izerine etkileri karsilastirilmistir. Siirglin ve kallus gelisimlerinin
her iki denemede de etkisiz oldugu goriilmistiir. Siirgiin geligimleri incelendiginde,
en iyi gelisim %40 oraninda hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda, Sanatombi and
Sharma (2008)’nin gelistirdigi protokolde belirlenmistir (Cizelge 4.33). Ancak
olusan siirgiin yapilarinin ¢ok zayif oldugu ve gelismedigi gozlenmistir (Sekil
4.20). Olusan siirgiinler genellikle kiigiik yaprakli ve vitrifiye dokular seklinde
oldugu goriilmistiir. Hyde and Philips (1996)’in gelistirdigi protokol bulgulari
degerlendirildiginde siirgiin benzeri yapilarin olustugu gézlenmemistir. Uygulanan
her iki protokolde kapya biberin rejenerasyonu igin yetersiz oldugu belirlenmistir.
Sirglin ~ gelisiminin  diger hatlar ile arasindaki iliski incelendiginde,
genotip*uygulama interaksiyonunun &nemli oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel
analizler gore genotip*uygulama interaksiyonuna bakildiginda en yiiksek oran
Sanatombi and Sharma, (2008)’nin protokoliinde %40 ile kapya ve garliston
biberde goriilmiistiir. Elde edilen bulgular sonucunda hem Sanatombi and Sharma
(2008) hem de Hyde and Philips, (1996)’in gelistirdigi protokollerde carliston biber

hatt1 i¢in rejenerasyon saglanamamustir.
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Cizelge 4.33 Kapya biberde tgiincii organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

Kontrol 0.00b 0.00b 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 40.00 a 40.00 a 40.00 A
Sharma (2008) (38.94) (39.09) (39.02)
Hyde and 0.00b 0.00b 0.00B
Philips (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 13.33A 13.33A
Otalamasi (12.98) (13.03)

I:SDDer.\.eme: 3.26%** LSDEkspIant: O0.D,, LSDEkspIant*Deneme: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde edilmis
degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Sekil 4.20 Sanatombi and Sharma (2008) nin protokoliinde olusan siirgiin benzeri yapilar

Kapya biber hattinda kallus yapilarinin olusumu iki deneme (Sanatombi and
Sharma, 2008 ve Hyde and Philips 1996) nin protokoliinde de gozlenmistir. En iyi
kallus gelisimi %12.50 oraninda hipokotil eksplantinda tespit edilmistir. Hyde and
Philips (1996)’in gelistirdigi protokolde kallus olusumu ise %10 oraninda kotiledon
eksplantinda belirlenmistir (Cizelge 4.34). Sanatombi and Sharma (2008)’nin
protokoliinde olusan kallus yapilar1 beyaz-sar1 renkte ve kirilgan yapida oldugu
gozlenmistir. Her iki protokol bulgular1 sonucunda edilen kallus yapilar1 rejeneratif
ozellik  gostermemistir.  Kallus  olusumlarinin  genotip*uygulama*eksplant
interaksiyonu iliskisi incelendiginde, en iyi kallus gelisimi, Sanatombi and Sharma
(2008)’nin protokoliinde, %45 ile ¢arliston biberde hipokotil eksplantta ve %40 ile
kapya biberde hem kotiledon hem de hipokotil belirlenmistir.
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Cizelge 4.34 Kapya biberde tigiincii organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

Uygulama Eksplant Uygulama
Hipokotil | Kotiledon | Ortalamasi
Kontrol 0.00 b 0.00 b 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)

Sanatombi and 12.50 a 10.00 a 11.25 A
Sharma (2008) (16.60) (13.28) (14.94)

Hyde and 5.00 ab 10.00 a 750 A
Philips (1996) (6.64) (13.28) (9.96)
Eksplant 583 A 6.66 A
Otalamasi (7.74) (8.85)

I:SDUygulama: 7.94%* LSDEkspIant: O.D., LSDEkspIant*Uygulama: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD i¢cermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler agi transformasyonu sonrast elde
edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Dolma biberde gergeklestirilen ligiincli organogenesis denemesinde iki farkli
protokoliin (Sanatombi and Sharma, 2008 ve Hyde and Philips, 1996) kallus ve
stirgiin gelisimi tizerine etkileri karsilagtirtlmigtir. Normal siirgiin rejenerasyonunun
her iki denemede goriilmedigi belirlenmistir. Ancak siirgiin benzeri yapilarin
olustugu goriilmiistiir. Siirgiin benzeri yapilarin gelisimleri incelendiginde, en iyi
gelisim %17.5 oraninda hipokotil eksplantinda, Sanatombi and Sharma (2008)’nin
gelistirdigi protokolde belirlenmistir. Benzer olarak kotiledon eksplantinda %7.5
olarak gelisim tespit edilmistir (Cizelge 4.35). Ancak olusan siirgiin benzeri
yapilarinin ¢ok zayif oldugu ve gelismedigi gozlenmistir. Olusan siirgiin benzeri
yapilar genellikle kii¢iik yaprakli ve vitrifiye dokular seklinde oldugu goriilmiistiir.
Hyde and Philips (1996)’in gelistirdigi protokol bulgular1 degerlendirildiginde
stirgiin benzeri yapilarin olustugu gozlenmemistir. Uygulanan her iki protokolde
dolma biberin rejenerasyonu igin yetersiz oldugu belirlenmistir. Stirgiin gelisiminin
diger hatlar ile arasindaki iliski incelendiginde, genotip*uygulama
interaksiyonunun &nemli oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel analizlere gore
genotip*uygulama interaksiyonuna bakildiginda en yiiksek oran Sanatombi and
Sharma, (2008)’nin protokoliinde %40 ile kapya ve carliston biberde goriiliirken,
en diisiik ise %12.5 oraninda dolma biberde belirlenmistir. Elde edilen bulgular
sonucunda hem Sanatombi and Sharma (2008) hem de Hyde and Philips, (1996)’in

gelistirdigi protokollerde dolma biber hatt1 i¢in rejenerasyon saglanamamistir.
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Cizelge 4.35 Dolma biberde t¢iincii organogenesis denemeleri sonucunda siirgiin gelisimi (%)

Uygulama Eksplant Deneme
Hipokaotil Kotiledon | ortalamasi
Kontrol 0.00c 0.00c 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 1750 a 7.50b 1250 A
Sharma (2008) (19.76) (9.96) (14.86)
Hyde and 0.00c 0.00c 0.00B
Philips (1996) (0.00) (0.00) (0.00)
Eksplant 583 A 250 A
Ortalamasi (6.58) (3.32)

|:SDUyg_uIama: 6.41*** I—SDEkspIant: O.D. LSDEkspIant*UyguIama: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde edilmis
degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Dolma biber hattinda kallus yapilarinin olusumu iki deneme (Sanatombi and
Sharma, 2008 ve Hyde and Philips 1996)’nin protokoliinde de gézlenmistir. En iyi
kallus gelisimi %12.50 oraninda, Sanatombi and Sharma (2008)’nin protokoliinde,
hipokotil eksplantinda tespit edilmistir (Cizelge 4.36). Hyde and Philips (1996)’in
gelistirdigi protokolde kallus olusumu ise %10 oraninda kotiledon eksplantinda
belirlenmistir. Sanatombi and Sharma (2008)’nin protokoliinde olusan kallus
yapilar1 beyaz-sar1 renkte ve kirilgan yapida oldugu gozlenmistir. Her iki protokol
bulgular1 sonucunda elde edilen kallus yapilari rejeneratif 6zellik gostermemistir.
Kallus  olusumlarinin  genotip*uygulama*eksplant  interaksiyonu iligkisi
incelendiginde, en iyi kallus gelisimi, Sanatombi and Sharma (2008)’nin
protokoliinde, %27.5 ile carliston biberde hipokotil eksplantta ve %20 ile dolma ve

sivri biber kotiledon eksplantinda belirlenmistir.
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Cizelge 4.36 Dolma biberde tigiincii organogenesis denemeleri sonucunda kallus gelisimi (%)

Uvaulama Eksplant Uygulama
ye Hipokotil | Kotiledon | ortalamasi
Kontrol 0.00c 0.00c 0.00B
(0.00) (0.00) (0.00)
Sanatombi and 5.00 bc 20.00 a 1250 A
Sharma (2008) (6.64) (23.09) (14.86)
Hyde and Philips 0.00c 10.00 ab 5.00B
(1996) (0.00) (13.28) (6.64)
Eksplant 1.66 B 10.00 A
Ortalamasi (2.21) (12.12)

ESDUygulama: 7.05%** I—SDEkspIant: 5.74** LSDEkspIant*UyguIama: O.D.

0O.D.: Onemli Degil

Kontrol: BBD igermeyen MS ortami

Parantez igerisinde verilmis degerler ag¢1 transformasyonu sonrast elde edilmis
degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ayni harflerle gosterilmistir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

4.1.3 Transformasyon denemeleri icin belirlenmis optimum rejenerasyon

ortam bulgular:

Rejenerasyon denemeleri sonucunda biber genotipleri igin belirlenen en iyi
konsantrasyonlar transformasyon denemelerinde kullanilmistir. En iyi rejenerasyon
ortamlari ikinci organogenesis denemeleri (BA ve IAA kombinasyonu) sonucunda
belirlenmistir. Sivri, carliston, kapya ve dolma biber igin gergeklestirilen
transformasyon caligmalarinda kullanilan en iyi rejenerasyon ortamlar1 Cizelge

4.37’de sunulmustur.

Cizelge 4.37 Transformasyon denemelerinde kullanilan en iyi rejenerasyon ortamlar

Biber Hatlart Eksplant En iyi siirgiin olusturma Renejerasyon
ortamlari oranlari
) ) kotileon 2 mg/l BA+1 mg/l IAA %68
Carliston biber - -
hipokotil 3 mg/l BA+0.5 mg/l IAA %80
o kotileon 3 mg/l BA+0.5 mg/l IAA %48
Sivri biber - -
hipokotil 4 mg/l BA+0.5 mg/l IAA %80
. kotileon 2 mg/l BA+1 mg/l IAA %48
Kapya biber - -
hipokotil 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA %80
. kotileon 2 mg/l BA+1 mg/l IAA %52
Dolma biber - -
hipokotil 5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA %84
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Rejenerasyon  denemeleri  sonucunda elde edilen  siirgiinlerin
mikrogogaltimlart gerceklestirilmistir. Hipokotil ve kotiledon eksplantlardan elde
edilen siirglinler optimize edilen en iyl rejenerasyon ortamlara aktarilarak
cogaltimlar1 yapilmistir (Sekil 4.21). Ug altkiiltiir siiresince siirgiinlerin gelisimleri
takip edilmistir. Cogaltim bulgular incelendiginde en yiiksek kardeslenme %78
oraninda carliston biberin hipokotil eksplantlarindan olusan siirglinlerden elde
edilirken, kapya biberin hipokotil eksplantlarindan olusan stirgiinlerden %77, sivri
biberin hipokotil eksplantlarindan olusan siirgiinlerden %76, dolma biberin
hipokotil eksplantlarindan olusan stirgiinlerden %74 olarak elde edilmistir (Cizelge
4.38). Elde edilen tiim siirglinler koklendirme ortanlarina transfer edilmistir. 0.5

mg/l TAA koklendirme ortamlarinda tiim siirglinlerde koklenme gozlenmistir

(%6100).

Cizelge 4.38 Biber hatlarinin mikrogogaltim oranlari

Mikrogogaltim (%)

100
69 /6 68 717 72 713 70 74
= S T & T
50
0
Sivri biber Kapya biber Carliston biber Dolma biber

Kotiledon Hipokotil

Carliston

Sekil 4.21 Mikrogogaltimlari gergeklestirilen ve koklendirilen biber bitkicikleri
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4.2 Biber Hatlarinda Transformasyon Bulgulari

Tez ¢alismasinda AtNHX1 ve PSARKIPT genlerinin transformasyonlarinda
kullanilan sivri, carliston, kapya ve dolma biber tohumlar: in vitro’da, 7-10 giin
karanlik ortam kosularinda ¢imlendirilmis ve elde edilen hipokotil ve kotiledon
eksplantlar transformasyon ¢alismalarinda kullanilmistir. Transformasyon sonrasi
hipoktil ve kotiledon eksplantlar sirasiyla, rejenerasyon ortami (M1), Segici
seleksiyon ortami (M2), siirgiin gelistirme ortami (M3) ve koklendirme ortaminda
(M4) kiiltiire alinmiglardir. Transformasyonu yapilan eksplantlar 4 hafta sonra taze
besin ortamlarina (M2) transfer edilmiglerdir. Altkiiltiir islemi sonrasi yapilan
gozlemlerde tiim hatlar i¢in hipokotil eksplantlarin rejenerasyon yeteneklerinin
kotiledon eksplantlara gore daha iyi olduklar1 gozlenmistir. Transformasyon
denemelerinde dort biber hatt1 i¢in toplamda 3857 eksplant hem AtNHX1 hem de
PSARKIPT genleri igin kullanilmustir.

Biber hatlarinda transgenik siirgiinlerin olusumlari, eksplant basina olusan
siirglinlerin sayist belirlenerek hesaplanmistir. Transformasyon sonrasi hatlarin
siirglin olusumuna cevaplari incelendiginde, AtNHX1 i¢in en iyi gelisimler sivri (20
adet siirgiin) ve carliston (17 adet siirgiin) biberlerde goriilmiistiir. Bu hatlarin
cevabimnin diger iki hatta gore daha hizli oldugu belirlenmistir. Cok sayida siirgiin
benzeri yapilar olugsmasina ragmen bu yapilar bir siire sonra sararip kuruyarak
canliliklarimi yitirmiglerdir. AINHX1 ile kokiiltiivasyon sonrasi aday transgenik
stirgiin olusumlarina en iyi cevap sivri (14 adet siirgiin) ve garliston biber (11 adet
stirgiin) hatlarinda goriilmiistiir. PSARKIPT igin en iyi slirgiin gelisimleri garliston
(20 adet siirgiin) ve sivri biber (17 adet siirgiin) hatlarinda belirlenirken, aday
transgenik siirgiin olugumlari ise en iyi ¢arliston (18 adet siirgiin) ve sivri biber (11
adet siirgin) hatlarinda tespit edilmistir. Tim biber hatlarinda hipokotil
eksplantlarda silirglin olusumlarinin kotiledon eksplantlara gore daha etkili oldugu
ve olusan siirgiinlerin hizli bir sekilde gelistigi gézlenmistir (3. hafta). Tiim biber
hatlarinin hem AtNHX1 hem de PSARKIPT igin transformasyon etkinliklerine
bakildiginda, frekansin %1.18’den %3.74 arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge
4.39). PSARKIPT ile yapilan transformasyon sonucunda en yiiksek transformasyon
frekanst %3.74 ile carliston biberde belirlenmistir. AINHX1 i¢in ise en yliksek

transformasyon frekansi %2.92 ile sivri biberde goriilmiistiir. Diger biber hatlari ile
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kiyaslandiginda, dolma biber hattu her iki gen olan AINHX1 (%1.18) ve PSARKIPT
(%1.34) icin en diisiik transformasyon frekansina sahip olduklari belirlenmistir.
Transformasyon denemeleri sonucunda tiim biber hatlarindan gelisen 119 adet
siirglin M3 ortamina transfer edilmistir. M3 ortaminda siirgiinler, 4 hafta siiresince
kiiltiire alinarak uzamalar1 saglanmistir. Geligen siirgiinler M4 ortaminda %100
koklendirilerek aday transgenik biber hatlar1 elde edilmistir. Toplam 119
bitkicikten yapilan PCR analizleri sonucunda 87 adedi aday transgenik olarak
belirlenmistir. Transformasyon sonrasi biber hatlariuygulama ait rejenerasyon

gelisimleri Sekil 4.22, 23, 24 ve 25’de sunulmustur.

Cizelge 4.39 Biber hatlarinda transgenik siirgiin olusumu ve transformasyon frekansi

AINHX1
Kapya 450 14 11 2.44
Carliston 475 17 12 2.53
Sivri 480 20 14 2.92
Dolma 510 8 6 1.18
PSARKIPT

Kapya 462 13 8 1.73
Carliston 481 20 18 3.74
Sivri 478 17 11 2.30
Dolma 521 10 7 1.34

Toplam 3857 119 87

@Eksplant basina diisen siirgiin sayist
bTransformasyon frekansi= (Aday transgenik siirgiin olusumu/Eksplant say1s1) x 100
“Eksplant sayis1= hipkotil + kotiledon eksplant toplami

Sekil 4.22 Transformasyon sonrasi kapya biberin hipokotil eksplantlarinda siirgiin gelisimi
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Sekil 4.23 Transformasyon sonrasi Sivri biberin hipokotil eksplantlarinda siirgiin gelisimi

Sekil 4.24 Transformasyon sonrasi garliston biberin hipokotil eksplantlarinda siirgiin
gelisimi

Sekil 4.25 Transformasyon sonras1 dolma biberin hipokotil eksplantlarinda siirgiin gelisimi

4.3 Molekiiler Analiz Bulgular

4.3.1 DNA izolasyon bulgulari

Tez kapsaminda DNA analizleri i¢in kullanilan aday transgenik biber
orneklerinden DNA izolasyonlar1 yapilmis ve izolasyonlar1 gergeklestirilen
DNA’larin miktar ve Kkalitelerine spektrofotometre araciligiyla bakilmistir.

(Calismada kullanilan aday transgenik biber hatlarina ait DNA’lar incelendiginde
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DNA miktarlar1  yiiksek bulunmustur. Tez kapsaminda izolasyonlari
gerceklestirilen DNA’larin saflik oranlari 1.78-2.13 arasinda degismistir. PCR
uygulamalarinda ise DNA’nin miktar ve 6zellikle safligi amplifikasyon agisindan

daha da 6nem kazanmaktadir.

4.3.2 AINHX1 Geni PCR Bulgulan

4.3.2.1 Aday transgenik (AtNHX1) sivri biber hatlarinda PCR bulgular1

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 20 adet aday
transgenik sivri biber hatt1 elde edilmistir. AtNHX1 geni (Tuzluluga dayaniklilik
geni, 403 bg), CaMV 35S promotor bdlgesi (272 bg) ve higromisine dayaniklilik
saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 14 adedi ilgili bolgelerde bant
vermistir (Sekil 4.26, 27 ve 28).

Sekil 4.26 AtNHX1 gen bolgesine ait jel goriintiisii (403 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Sivri Biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-20: Aday transgenik sivri biber hatlari

Sekil 4.27 CaMV 35S promotor gen bolgesine ait jel goriintiisii (272 bg). M: Markir (100
be), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Sivri Biber
(Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-20: Aday transgenik sivri
biber hatlari
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Sekil 4.28 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bdlgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Sivri
Biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-20: Aday transgenik
sivri biber hatlar:

4.3.2.2 Aday transgenik (AtNHX1) carliston biber hatlarinda PCR bulgular:

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 17 adet aday
transgenik carliston biber hatti elde edilmigtir. AtNHX1 geni (Tuzluluga
dayaniklilik geni, 403 bg), CaMV 35S promotor bolgesi (272 bg) ve higromisine
dayaniklilik saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 12 adedi ilgili
bolgelerde bant vermistir (Sekil 4.29, 30 ve 31).

Sekil 4.29 AtNHX1 gen bolgesine ait jel goriintiisii (403 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Carliston Biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-17: Aday transgenik carliston biber
hatlart

Sekil 4.30 CaMV 35S promotor gen bdlgesine ait jel goriintiisii (272 bg). M: Markir (100
bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Carliston Biber
(Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-17: Aday transgenik carliston
biber hatlar1
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Sekil 4.31 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bolgesine ait jel goriintiisti (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan
Carliston Biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-17: Aday
transgenik carliston biber hatlar1

4.3.2.3 Aday transgenik (AtNHX1) kapva biber hatlarinda PCR bulgulari

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 14 adet aday
transgenik kapya biber hatt1 elde edilmistir. AtNHX1 geni (Tuzluluga dayaniklilik
geni, 403 bg), CaMV 35S promotor bolgesi (272 bg) ve higromisine dayaniklilik
saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 11 adedi ilgili bolgelerde bant
vermistir (Sekil 4.32, 33 ve 34).

Sekil 4.32 AtNHX1 gen bolgesine ait jel goriintiisii (403 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Kapya Biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-14: Aday transgenik kapya biber hatlar

Sekil 4.33 CaMV 35S promotor gen bolgesine ait jel goriintiisii (272 bg). M: Markir (100
bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Kapya Biber
(Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-14: Aday transgenik kapya
biber hatlar1
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Sekil 4.34 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bolgesine ait jel goriintiisti (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan
Kapya Biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-14: Aday
transgenik kapya biber hatlari

4.3.2.4 Aday transgenik (AtNHX1) dolma biber hatlarinda PCR bulgular1

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 8 adet aday
transgenik dolma biber hatt1 elde edilmistir. AINHX1 geni (Tuzluluga dayaniklilik
geni, 403 bg), CaMV 35S promotor bolgesi (480 bg) ve higromisine dayaniklilik
saglayan gen bolgelerinin (272 bg) taranmasi sonucu 6 adedi ilgili bolgelerde bant

vermistir (Sekil 4.35, 36 ve 37).

Sekil 4.35 AtNHX1 gen bolgesine ait jel goriintiisii (403 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Dolma Biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-8: Aday transgenik dolma biber hatlar
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Sekil 4.36 CaMV 35S promotor gen bolgesine ait jel goriintiisii (272 bg). M: Markar (100
be), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Dolma Biber
(Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-17: Aday transgenik dolma
biber hatlari

Sekil 4.37 Higromisin gen bolgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Dolma Biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-17: Aday transgenik dolma biber hatlari

4.3.3 PSARKIPT geni PCR bulgular:

4.3.3.1 Aday transgenik (PSARKIPT) sivri biber hatlarinda PCR bulgular1

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 17 adet aday
transgenik sivri biber hatt1 elde edilmistir. PSARKIPT geni (Kurakliga dayaniklilik
geni-402 bg), SARK promotor bolgesi (480 bg) ve higromisine dayaniklilik
saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 11 adedi ilgili bolgelerde bant

vermistir (Sekil 4.38 39 ve 40).
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Sekil 4.38 PSARKIPT gen bolgesine ait jel goriintiisii (402 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan sivri biber (Kontrol), NK:
Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-17: Aday transgenik sivri biber hatlar

Sekil 4.39 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bdlgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Sivri
Biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-17: Aday transgenik
sivri biber hatlar1

Sekil 4.40 SARK promotor bélgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan Sivri Biber (Kontrol), NK:
Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-17: Aday transgenik sivri biber hatlari

4.3.3.2 Aday transgenik (PSARKIPT) carliston biber hatlarinda PCR bulgular:

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 20 adet aday
transgenik carliston biber hatti elde edilmistir. pSARKIPT geni (Kurakliga
dayaniklilik geni-402 bg), SARK promotor bolgesi (480 bg) ve higromisine
dayaniklilik saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 18 adedi ilgili
bolgelerde bant vermistir (Sekil 4.41, 42 ve 43).
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Sekil 4.41 PSARKIPT gen bolgesine ait jel goriintiisti (402 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan ¢arliston biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-20: Aday transgenik ¢arliston biber
hatlart

Sekil 4.42 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bolgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan
carliston biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-20: Aday
transgenik carliston biber hatlart

Sekil 4.43 SARK promotor bolgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan ¢arliston biber (Kontrol),
NK: Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-20: Aday transgenik sivri biber hatlari

4.3.3.3. Aday transgenik (PSARKIPT) kapva biber hatlarinda PCR bulgular1

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 13 adet aday
transgenik kapya biber hattt elde edilmistir. PSARKIPT geni (Kurakliga
dayaniklilik geni-402 bg), SARK promotor bolgesi (480 bg) ve higromisine
dayaniklilik saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 8 adedi ilgili
bolgelerde bant vermistir (Sekil 4.44, 45 ve 46).
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Sekil 4.44 PSARKIPT gen bolgesine ait jel goriintiisii (402 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan dolma biber (Kontrol), NK:
Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-13: Aday transgenik kapya biber hatlari

Sekil 4.45 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bolgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan
kapya biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-13: Aday
transgenik kapya biber hatlari

Sekil 4.46 SARK promotor bolgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M: Markar (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan kapya biber (Kontrol), NK:
Negatif Kontrol (DNA’s1z 6rnek), 1-13: Aday transgenik kapya biber hatlar

4.3.3.4. Aday Transgenik (PSARKIPT) dolma biber hatlarinda PCR Bulgular:

Rejenerasyon ve transformasyon denemeleri sonucunda, 10 adet aday
transgenik dolma biber hatti elde edilmistir. pPSARKIPT geni (Kurakliga
dayaniklilik geni-402 bg), SARK promotor bolgesi (480 bg) ve higromisine
dayaniklilik saglayan gen bolgelerinin (480 bg) taranmasi sonucu 7 adedi ilgili

bolgelerde bant vermistir (Sekil 4.47, 48 ve 49).
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Sekil 4.47. PSARKIPT gen bdlgesine ait jel goriintiisii (402 bg). M: Markir (100 bg), B: A,
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan dolma biber (Kontrol), NK:
Negatif Kontrol (DNA’si1z 6rnek), 1-10: Aday transgenik dolma biber hatlari

Sekil 4.48 Higromisine dayaniklilik saglayan gen bolgesine ait jel gorlintiisii (480 bg). M:
Markir (100 bg), B: A. tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan
dolma biber (Kontrol), NK: Negatif Kontrol (DNA’siz 6rnek), 1-10: Aday
transgenik dolma biber hatlari

Sekil 4.49 SARK promotor bolgesine ait jel goriintiisii (480 bg). M: Markir (100 bg), B: A.
tumefaciens (Pozitif Kontrol), K: Transgenik olmayan dolma biber (Kontrol), NK:
Negatif Kontrol (DNA’s1z drnek), 1-10: Aday transgenik dolma biber hatlar1

4.4. Aday Transgenik Biber Hatlarinin Mikrogogaltim Bulgular:

Transformasyon ve rejenerasyon sonrasi elde edilen aday transgenik biber

hatlarinin in vitro’da mikrogogaltim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Mikrogogaltim
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denemeleri kapsaminda, molekiiler analizler ile dogrulanan aday transgenik biber

hatlar1 cogaltilmistir.

441 Aday transgenik (AtNHX1 ve PSARKIPT) biber hatlarimin

mikrocogaltim bulgular:

PCR analizleri sonucunda ilgili gen bolgeleri dogrulanan aday transgenik
biber hatlar1 in vitro’da ¢ogaltilmistir. AtINHX1 geninin transformasyonu sonucunda
PCR ile dogrulanan 14 adet aday transgenik sivri biber hatti, 12 adet aday
transgenik carliston biber hatti, 11 adet aday transgenik kapya biber hatt1 ve 6 adet
aday transgenik dolma biber hatti, optimize edilen rejenerasyon ortamlarina transfer
edilerek mikrogogaltimlart gerceklestirilmistir. Mikrogogaltimlari  bulgulari
incelendiginde, aday transgenik biber hatlarinin mikrogogaltim ortalamalart %84
olarak bulunmustur. En yliksek mikrogogaltim %87 oraninda aday transgenik
carliston biberde ve %86 oraninda aday transgenik dolma biber hatlarinda

belirlenmistir (Cizelge 4.40).

Cizelge 4.40 AtNHX1 biber hatlarinin mikrogogaltimi

AtNHX1 Hatlarinin Mikrogogaltimi (%)

100 87 a 81 ab 86 a

82a
80
60
40
20
0

Aday transgenik Aday transgenik Aday transgenik Aday transgenik
kapya biber (5 Carliston biber (3 sivri biber (4 mg/l dolma biber (5
mg/| BA+0.5 mg/l mg/I BA+0.5 mg/l BA+0.5 mg/I IAA) mg/I BA+0.5 mg/I
IAA) IAA) IAA)

PSARKIPT geninin PCR ile dogrulanmasi sonucunda, 11 adet aday
transgenik sivri biber hatt1, 18 adet aday transgenik carliston biber hatt1, 8 adet aday
transgenik kapya biber hatti1 ve 7 adet aday transgenik dolma biber hattinin
mikrogogaltimlar1 gerceklestirilmistir. Mikrogogaltim sonucunda en yliksek
cogaltim oran1 %84 ile aday transgenik carliston biber hatlarinda bulunmustur. Bes
altkiiltlir siiresince kardeslemeleri yapilan aday transgenik biber hatlar1 yeterli

sayiya ulasinca siirgiin gelistirme ve koklendirme ortamlarina transfer edilmislerdir
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(Cizelge 4.41). Elde edilen siirgiinler, siirgiin gelistirme ortamina (0.5 mg/l GAs
iceren MS besin ortami) transfer edilerek gelisimleri saglanmistir. Besinci hafta
sonunda uzayan siirgiinler 0.5 mg/l IAA igeren besin ortamlarina transfer edilerek
koklendirmeleri gergeklestirilmistir. Ikinci haftanin sonunda siirgiinlerde kok

yapilari olusmaya baslamistir (Sekil 4.50).

Cizelge 4.41 PSARKIPT biber hatlarinin mikrogogaltim oranlari

PSARKIPT Hatlarinin Mikrogogaltimi (%)

80b 84 a 82a 83a

80
70
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50
40
30
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0

Aday transgenik  Aday transgenik  Aday transgenik  Aday transgenik
kapya biber (5  carliston biber (3 sivri biber (4 mg/l  dolma biber (5
mg/I BA+0.5 mg/l mg/I BA+0.5 mg/l BA+0.5 mg/I IAA) mg/I BA+0.5 mg/I
IAA) IAA) IAA)

Sekil. 4.50 Aday transgenik biber hatlarinin mikrogogaltimi
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5. TARTISMA

Tez ¢alismasinda, sivri, ¢arliston, kapya ve dolma biber hatlarina, tuzluluk ve
kurakliga tolerans saglayan, AtNHX1 ve PSARKIPT genlerinin Agrobacterium
tumefaciens  ile  transformasyonu  gergeklestirilmistir. ~ Transformasyon
denemelerinden once dort farkli biber hattinda rejenerasyon denemeleri kurulmus
ve her hat i¢in optimum rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. Optimize edilen
rejenerasyon protokolleri transformasyon ¢alismalarinda kullanilmistir. Gelistirilen
aday transgenik biber hatlar1 molekiiler analizler (PCR) ile dogrulandiktan sonra

aday transgenik hatlarin mikrogogaltimlar1 yapilmistir.

5.1 Biber Hatlarinda Rejenerasyon Denemeleri

5.1.1 Somatik embriyogenesis denemeleri

Somatik embriyogenesis, somatik hiicrelerden bipolar yapilarin elde
edilmesiyle, pratikte hem ¢ogaltim hem de genetik transformasyon saglayan etkili
bir yontem olarak bilinmektedir (Khan et al., 2006). Bu nedenle ilk stratejide,
Binzel et al. (1996), Biiyiikalaca ve Mavituna (1996) ve Harini and Lakshmi Sita
(1993)’nin gelistirdigi {i¢ farkli protokol somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda
kullanilmigtir. Tez calismasinda somatik embriyogenesis denemeleri sonucunda
dort farkli biber hattinda ¢ok diisiik oranda embriyojenik yapilar elde edilmistir.
Ancak embriyolarin bitkicige doniisiimii saglanamamistir. Bunun nedeninin ise
besin ortaminda birlikte bulunan 2,4-D, TDZ ve hindistan cevizi siitiiniin
antagonistik etkisinin somatik embriyo olusumu ve gelisimini olumsuz etkiledigi
olarak yorumlanmaktadir (Binzel et al., 1996). Calismada kullanilan Binzel et al.
(1996) protokoliinde yalnizca sivri biber hattinin hipokotil eksplantlarindan
rejenerasyon tomurcugu ve yaprak benzeri yapilarin olustugu gorillmistiir. Sivri
biberde olusan rejenerasyon benzeri yapilarin ortamda bulunan TDZ’ nin uyartimi
sonucu gerceklesmis oldugu diisiiniilmektedir. Tez calismasinda Binzel et al.
(1996)’un protokoliinde kullanilan TDZ nin farkl tepki vermesinin diger bir nedeni
de organogenik uyarici etkisinden kaynaklanmaktadir (Sanatombi and Sharma,
2006). Bu tepki sivri biberin hipokotil eksplantlarindan rejenere olan yaprak ve

siirgiin benzeri yapilarin olusmasina neden olurken, kapya, ¢arliston ve dolma biber
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hatlarinin kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin gelisimine etki etmemistir.
TDZ’nin biberde farkli eksplant kaynaklar1 kullanilarak (yara dokusu acilmig
fideler, yaprak, kotiledon kisimlar ve siirgiin uclar1) organogenesise uyartici etkie
bulundugu bilinmektedir (Szasz et al., 1995; Hyde and Philips, 1996; Dabauza and
Pena, 2001; Venkataiah et al., 2003; Khan et al., 2006). C. annuum L.’de tek basina
kullanilan TDZ’nin direk somatik embriyogenesisi olumlu yonde etkiledigi
bildirmislerdir (Khan et al., 2006). Ancak Binzel et al. (1996) ise TDZ’nin tek
basina kullaniminin somatik embriyogenesis i¢in yeterli olmadigini, organogenesis
(hipokotil ve kotiledon eksplantlardan siirglin olusumu i¢in) i¢in ideal bir yontem
oldugunu belirtmistir. TDZ’nin son yillarda hem organogenesis hem de somatik
embriyogenesis i¢in kullanildigit ancak yiiriitilen ¢alismalarin  ¢ogunun
organogenesis lizerinde yogunlastigi goriilmiistiir (Mythili et al., 2017; Renfiyeni
et al., 2017). Diger somatik embriyogenesis denemesi olan Harini and Lakshmi Sita
(1993) protokoliinde, dort biber hattt iginde kallus yapilarinin olustugu
gozlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan Harini and Lakshmi Sita (1993)’nin
protokoliinde dort hat icin elde edilen kallus yapilarindan herhangi bir somatik
embriyo olusumu gozlenmemistir. Harini and Lakshmi Sita (1993) yaptiklari
calismada direk somatik embriyo olusumunu tesvik ederken, tez calismasinda
kullanilan sivri, kapya, ¢arliston ve dolma biber hatlarindan somatik embriyoya
dontisim gerceklesmemistir. Yapilan bircok calisma, 2,4-D’nin tek basina
kullaniminin kallus olusumunu tesvik ettigini gostermektedir (Biiylikalaca ve
Mavituna, 1996). Ancak bu durum kullanilan eksplant kaynagia ve 2,4-D’nin
konsantrasyonuna gore degisiklik gostermektedir (Kintzios et al., 1999; Kaparakis
and Alderson, 2008). Tez g¢alismasinda, Harini and Lakshmi Sita (1993)’nin
protokoliinde, sivri biberin hipokotil eksplantlarinda beyaz-kirilgan yapida kallus
olusumlar1 elde edilmistir. Benzer durum carliston, kapya ve dolma biberin
hipokotil ve kotiledon eksplantlarindaki kallus yapilarinda da goriilmiistiir. Ancak
bu kallus yapilariin da embriyoya ve bitkicige doniismedigi goriilmiistiir.
Bodhipadma and Leung (2002) olgun ve olgunlasmamis zigotik embriyolari
kullanarak, Harini and Lakshmi Sita (1993), Binzel et al. (1996) ve Biiyiikalaca ve
Mavituna, (1996)’nin protokollerini karsilagtirmislardir. Calismada, Harini and
Lakshmi Sita (1993)’nin protokoliinden sadece ii¢ ¢esidin (Sweet Banana, Yolo
Wonder ve Ace) olgunlagsmamis zigotik embriyolarindan ¢ok diisiik oranda somatik

embriyo yapilari elde edilmistir. Bu protokoldeki genel sorunun elde edilen kallus
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(Kirillgan-kompakt) yapilarmin bitkicige donlisgmemesi oldugunu bildirmislerdir.
Benzer durum tez ¢aligmasinda da goriilmektedir. Bu durumun nedeni ise uzun siire
2,4-D’li besin ortaminda kalan kalluslarda somatik embriyo olusumunun
engellendigi ve bitkicige doniisiimiin ger¢eklesmedigi bildirilmistir (Bodhipadma
and Leung, 2002). Tez calismasinda uygulanan Biiyiikalaca ve Mavituna,
(1996)’nin protokoliinde embriyojenik kallus gelisimleri sivri biber hattinda %95
oraninda kotiledon ve %85 oraninda hipokotil eksplantlarinda, carliston biber
hattinda %95 oraninda kotiledon ve %90 oraninda hipokotil eksplantlarinda, kapya
biber hattinda %95 oraninda hipokotil ve %92.5 oraninda kotiledon eksplantlarinda,
dolma biber hattinda ise %82.5 oraninda hipokotil ve %77.5 oraninda kotiledon
eksplantlarinda elde edilmistir. Biiyiikalaca ve Mavituna, (1996)’nin Ace ¢esidinin
hipokotil ve kotiledon eksplantlarini kullanarak elde ettikleri embriyojenik kallus
oranlart ile tez ¢aligmasindan elde edilen embriyojenik kallus oranlarinin birbirine
cok yakin oldugu goriilmistiir (%90-100). Embriyojenik kallus gelisiminin diger
hatlara gore dolma biberde biraz daha diisik oldugu belirlenmistir. Somatik
embriyogenesis calismalarinda kullanilan eksplant tipi, ortam igerigi ve bitki
biliylime diizenleyicileri embriyojenik kallus olusumunu ve bitki rejenerasyonunu
etkileyen en Onemli faktorler olarak bilinmektedir. Ayrica igsel bitki biliylime
diizenleyicilerinin miktar1 da biiyiik 6nem tasimaktadir. Bununla beraber dolma
biber de daha diisiik oranda embriyojenik kallus olusumun nedeninin genotip
etkisinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Kothari et al., 2010). Tez caligmasinda
Biiytikalaca ve Mavituna, (1996)’nin protokoliinden elde edilen kallus yapilarinin,
sivri biberin kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 i¢in kirtlgan ve sarimsi, ¢arliston
biberin hipokotili icin kompakt ve kahverengi, kotiledonlar1 i¢in beyaz ve yumusak,
kapya biberin kotiledon ve hipokotil eksplantlari i¢in kahverengi ve kirilgan, dolma
biberin kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 i¢in yumusak ve sarimsi olduklari
gozlenmistir. Biiyilikalaca ve Mavituna (1996) calismalarinda dort farkl: tipte kallus
yapilar1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu kallus yapilarint embriyojenik ve
embriyojenik olmayan kalluslar olarak siniflandirmiglardir. Embriyojenik kalluslari
beyaz-sivimsi, kahverengi-kirilgan; diisiik embriyojenik 6zellik gosteren kalluslari;
yesil-kompakt, embriyojenik olmayan kalluslari ise sarimsi-nodiiler-kirilgan olarak
tanimlamiglardir. Bu smiflandirmaya gore tez caligmasindaki sivri, carliston ve
kapya biber hatlarinin hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan elde edilen kallus

yapilarinin embriyojenik yapida olduklarimi sdyleyebiliriz. Ancak dolma biber
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hattindan elde edilen kallus yapilar1 bu siniflandirmaya gére embriyojenik 6zellik
tagimiyor olarak degerlendirilmistir. Tez ¢aligmasinin baslangicinda Biiyiikalaca ve
Mavituna (1996)’nin protokoliinden dort biber hatti i¢inde kallus yapilarinin elde
edilmesi embriyo olusumu i¢in 6nemli bir adim olarak goriilmiistiir. Kalluslarin 6n
uygulama ve embriyo gelisim ortamlarina aktarilmasindan sonra diisiik oranda
erken somatik embriyo olusumlari tespit edilmistir. Fakat dort biber hattinda da
embriyolar olgunlasarak bitkicige doniisiim gerceklesmemistir. Lee et al. (2004)
elde ettigi kallus yapilarini alt1 farkli tipte siniflandirmistir (Tip A, B, C, D, E ve F).
Bu kallus yapilari, Tip A; beyaz, sert yiizey ve yesil renkli kallus, Tip B; sert yapida
koyu yesil kallus, Tip C; sar1 ve kirilgan; Tip D; sari-sert yiizeyli, Tip E; nemli ve
seffaf ve Tip F; yesil, nemli ve kirilgan olarak degerlendirilmistir. Tip A ve Tip
B’den gelisen kalluslardan siirgiinlerin gelistigi ancak Tip C, D, E ve F’den olusan
kalluslardan siirglinlerin gelismedigi bildirilmistir. Tez calismasindan elde edilen
kallus yapilarinin Lee et al. (2004) un siiflandirdig1 kallus yapilarindan Tip A ve
B kategorisiyle uyumlu oldugu goriilmektedir. Kallus yapilar1 bir¢cok arastirmada
kullanilan yOnteme gore (indirek organogenesis veya indirek somatik
embriyogenesis) farkli tipte siniflandirilabilmektedir. Bunun nedeni ise
embriyojenik veya organogenik Ozellik gosteren kalluslarin renklerinin ve
yapilariin biiyiik olclide farklilik géstermesinden kaynaklanmaktadir (Lee et al.,
2004; Kothari et al., 2010). Tez calismasinda sivri biber hipokotil i¢in %32,
kotiledon i¢in %30; carliston biber hipokotil i¢in %50, kotiledon i¢in %40; kapya
biber hipokotil i¢in %42.5, kotiledon icin %57.5; dolma biber i¢in ise biber
hipokotil i¢in %15, kotiledon i¢in %12.5 oraninda somatik embriyo gelisimi
gostermistir. Ancak tim hatlardan embriyo gelisimleri globiiler asamada tutuklu
olarak kalmis ve embriyolar olgunlagmamustir. Biiyiikalaca ve Mavituna (1996) ise
en 1yi gelisimi %62 oraninda olgun zigotik embriyolardan elde etmislerdir. Bunu
takiben %356 oraninda petiyol, %47 oraninda hipokotil, %35 oraninda kotiledon
eksplantlarinda somatik embriyo gelisimleri ger¢eklesmistir. Tez g¢alismasi ile
Biiyiikalaca ve Mavituna (1996)’nin embriyo olusum bulgular karsilastirildiginda,
sadece carliston ve kapya biberin hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan elde
edilen somatik embriyo oranlarinin Biiylikalaca ve Mavituna (1996)’ya gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastiricilar ¢calismalarinda embriyojenik kalluslarin
dontigimii i¢in sivi kiiltiir kullanmay1 tercih etmistir. Tez c¢alismasinda ise

Biiytlikalaca ve Mavituna (1996)’nin protokoliinde modifikasyona gidilerek, sivi
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kiiltiir yerine kati kiiltlir kullanimi tercih edilmistir. Bunun nedeni ise, bu sistemin
basarili olmasi durumunda, genetik transformasyon denemelerinde kullanilacak
olmasindan dolay1 sivi kiiltiirde yiiksek oranda agro-enfeksiyon riskini
onlemektedir (Lee et al., 2004). Tez ¢alismasinda biber hatlarinda olusan embriyo
yapilart kallus olusumundan 3 hafta sonra belirginlesmeye baglamistir. Benzer
sonuglari, Jo et al. (1996) ve Steinitz et al. (2003) yaptiklari ¢alismalarda da
belirtmislerdir. Somatik embriyogenesis denemelerinde ortaya ¢ikan en biiyiik
problemlerin  basinda embriyolarin  belirli asamada tutuklu kalarak
c¢imlenmemesidir (Winkelmann et al., 2015). Ayrica ayn1 zamanlarda olusan
globiiler, kalp, torpedo asamalarmin olgunlasma ve ¢imlenmelerinde
senkronizasyon probleminin olmasindan dolayr somatik embriyogenesis
caligmalarinda bu sorun siklikla ortaya c¢ikmaktadir (Binzel et al., 1996;
Bodhipadma et al., 2002; Kaparakis and Alderson, 2008).

5.1.2 Organogenesis denemeleri

Tez c¢aligmasinda ikinci strateji olarak organogenesis denemeleri
kurulmustur. Organogenesis ¢alismalarinda dort biber hatti i¢in 3 farkli deneme (1.
Deneme: 2,4-D+TDZ; 2. Deneme: BA+IAA; 3. Deneme: Sanatombi and Sharma
(2008) ile Hyde and Philips (1996) kurularak etkileri karsilagtirilmistir. 1. deneme
olan 2,4-D (0, 0.5, 1 ve 2 mg/1)+TDZ (0, 0.5, 1 ve 2 mg/l) kombinasyonlarinda sivri,
carliston, kapya ve dolma biber hatlarinda kallus ve siirgiin benzeri yapilarin
olusumlar1 ger¢eklesmistir. En iyi kallus gelisimleri, sivri biber hatti i¢in %100
oraninda kotiledon (2 mg/1 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ ve 1 mg/l 2,4-D),
carliston biber hatti i¢in %92 oraninda kotiledon (2 mg/1 2,4-D+ 0.5 mg/l TDZ),
kapya biber hatt1 i¢in %100 oraninda kotiledon (0.5 mg/1 2,4-D, 1 mg/l 2,4-D, 1
mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ, 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ, 2 mg/l 2,4-
D ve 2 mg/l 2,4-D+1 mg/l TDZ) ve hipokotil (1 mg/l 2,4-D, 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/I
2,4-D+0.5 mg/l TDZ) ve son olarak dolma biber hatt1 i¢in %92 oraninda kotiledon
(0.5 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l 2,4-D) eksplantlarindan elde edilmistir. Renfiyeni et al.
(2017)’un yaptig1 ¢alisma ile tez calismasindan elde edilen kallus oranlar1 oldukga
yakin goriinmektedir (%92-100). Tez ¢alismasinda her hat i¢in kallus yapilarinin
olugsmaya baslama zamani 10. giinden itibaren gézlenmistir. Ancak Renfiyeni et al.

(2017) MS+4 mg/l 2,4-D ortaminda kalluslarin 4. giinden itibaren gelistiklerini
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bildirmiglerdir. Tez ¢alismasinin 1. denemesinde 2,4-D konsantrasyonu maksimum
2 mg/1 olarak kullanilmigtir. Sonuglarimiza gore 2,4-D seviyesinin kallus olusumu
icin yeterli diizeyde oldugu, elde edilen kallus oranlarindan anlasilmaktadir.
Biberde in vitro’da, embriyojenik veya organogenik olusumlar1 etkileyen diger
onemli bir etkende igsel etilen seviyesidir. Bazi arastirmacilar Capsicum cinsinin
rejenerasyonunun zor olmasini igsel etilen seviyesine baglamaktadirlar (Santana-
Buzzy et al., 2006; Gammoudi et al., 2017). Fakat bazi arastirmacilar ise
rejenerasyon denemelerinde kullanilacak eksplant kaynaginin aktarimi sirasinda
gaz formunda bulunan etilenin ortaya ¢ikmasinin rejenerasyonu pozitif veya negatif
yonde etkileyebilecegini bildirmislerdir (Trujillo-Moya and Gisbert, 2012). Tez
calismasinda kallus olusumlarinin bu durumdan etkilenmedigi goriilmiistiir. BA-
IAA kombinasyonlarinda cok diisiik miktarda kallus olusurken, 2,4-D-TDZ
kombinasyonlarinda daha yiiksek oranlarda kallus olusumu gergeklesmistir. Bu
farklilik igsel etilenden degil, 2,4-D’nin kallus uyartici etkisinden kaynaklanmaistir.
Benzer ¢alismalarda da 2,4-D’1i ortamlarda yiiksek kallus gelisimleri elde edilmistir
(Biiytikalaca ve Mavituna, 1996). Tez ¢aligmasinda 1. denemeden olusan siirgiin
benzeri yapilar, sivri biber i¢in %36 oraninda kotiledon ve hipokotilden (2 mg/l 2,4-
D+2 mg/l TDZ), garliston biberde %36 oraninda kotiledondan (2 mg/l 2,4-D+0.5
mg/l TDZ), kapya biberde %32 oraninda kotiledondan ve dolma biberde %16
oraninda kotiledondan (2 mg/l 2,4-D+2 mg/l TDZ) elde edilmistir. Dabuza and
Pena (2001) ve Venkataiah et al. (2003) ise sadece TDZ’li ortamlarda basar1 ile
stirglinleri gelistirmislerdir. Tez kapsaminda elde edilen siirgiin benzeri yapilar
genellikle anormal 6zellik gostermislerdir. Bunun nedeninin ortamda bulunan 2,4-
D’nin TDZ’yi baskilayabilecegi olarak diisliniilmektedir. Ayrica ¢arliston biberin
kotiledon eksplantlarindan 2 mg/l 2,4-D+0.5 mg/l TDZ igeren ortamda, siirgiin
benzeri yapilarin olugsmasi da beklenmedik bir durum olarak gozlenmistir. Ciinkii
yiiksek oksin diisiik sitokinin bulunan ortamlar genellikle kallogenesis olusumunu
tesvik etmektedir. Diger ilging sonug ise TDZ’nin (0.5, 1 ve 2 mg/l) tek basina
kullanildig1 ortamlarda benzer sekilde siirglin benzeri yapilarin olusumu
gerceklesmekte ancak gelismesi devam etmemektedir. Bunun nedeninin, TDZ nin
tek basina veya diger bitki biiyiime diizenleyicileri (IAA, BA, Kinetin, Zeatin, 2,4-
D) ile kullaniminin siirgiin olusumunda 6nemli olmadigin1 ve TDZ’nin siirgiin
olusumunda BA’dan daha etkili bir sitokinin oldugudur (Alibert, 1990; Venkataiah
and Subhash, 2001; Venkataiah et al., 2003; Kothari et al., 2010). Ancak farkli
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arastirmalarda farkli sonuglar goriilmektedir. Ornegin Tunus biber cesitlerinde en
iyi slirgiin olusumu 5 mg/BA+1 mg/l NAA’dan elde edilirken (Arous et al., 2001),
diger bir ¢alismada farkl1 sitokininlerin (BA, 2IP, Zeatin ve TDZ) biberde siirgiin
olusumu ve gelisiminde etkili olmadig1 bildirilmistir (Tomaszewska-Sowa et al.,
2002). Tez galigsmasinin 2. denemesi olan BA (1, 2, 3, 4 ve 5 mg/l) ve IAA (0.5 ve
1 mg/l)’da en 1yi siirglin olusumlar1 elde edilmistir. Dort biber hatti icinde optimum
rejenerasyon ortamlar1 bu protokolden gelistirilmis ve siirgiinler basariyla bitkicige
doniistirilmustiir. En iyi siirglin olusum oranlari, sivri biberin hipokotil (4 mg/l
BA+0.5 mg/l IAA), ¢arliston biberin hipokotil (3 mg/l BA+0.5 mg/l [AA) ve kapya
biberin hipokotillerinde (5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA) %80 oraninda iken dolma
biberin hipokotil eksplantindan (5 mg/l BA+0.5 mg/l IAA) %84 oraninda elde
edilmistir. Organogenesis ¢aligmalarinin ikinci denemesinde elde edilen siirgiin
yapilart genellikle yiiksek sitokinin (3-5 mg/l BA) diisiik oksin (0.5 mg/l TIAA)
iceren ortamlardan elde edilmistir. Literatiir incelendiginde, biberde organogenesis
caligmalarinda en yaygin kullanilan bitki biiyiime diizenleyicisi ve kombinasyonu
olarak BA ve IAA goze ¢arpmaktadir (Gilinay and Rao, 1978; Agrawal et al., 1989;
Arroya and Revilla, 1991; Christopher and Rajam, 1996; Ramirez-Malagon and
Ochoa-Alejo, 1996; Hyde and Philips, 1996; Sanatombi and Sharma, 2006;
Sanatombi and Sharma, 2008; Renfiyeni et al., 2017; Haque and Gosh, 2018;
Gammoudi et al., 2017). Biberde yapilan ilk organogenesis ¢alismalarindan biri
olan Giinay and Rao, (1978)’da benzer sekilde en iyi siirgiin gelisimini kotiledon
eksplanlarindan 2 mg/l BA+1 mg/l IAA’da elde etmistir. Arastirmacilar BA ve
IAA’nin birlikte kullaniminin stirgiin olusumunda etkili oldugunu bildirmislerdir.
Tez calismasinda da benzer sonuglar ortaya ¢ikmistir. Ozellikle BA ve IAA
kombinasyonu, dort biber hatti iginde etkili olarak siirgiin olusumunu tesvik etmis
vesiirglin olusumunda, hipokotil eksplantlarinin kotiledon eksplantlarina gore daha
iyi cevap verdigi belirlenmistir. Sekiz farkli biber genotipinde (C. praeterrnissum,
C. baccatum ve C. annuum cvs. G4, Bhiwapuri, Tatl biber, Cayenne biber ve hibrid
biber) yapilan organogenesis ¢aligmalarinda, yaprak eksplantlarinin (%56),
kotiledon ve hipokotil eksplantlarina gore daha yiiksek oranda siirgiin olusturdugu
bildirilmisdir (Christopher and Rajam, 1996). Arastirmacilar g¢aligmalarinda
BA’nin tek basmna kullaniminin, BA ve TAA kombinasyonuna gore siirgiin
olusturmada daha etkili oldugunu belirtmislerdir(Christopher ve Rajam, 1996). Tez

caligmasinda ise BA’nin tek basina kullaniminin dort biber hatti iginde siirgiin
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olusumunda yetersiz oldugu tespit edilmistir. Tezde rejenerasyon denemelerinde
tim kontrol gruplarinda bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen MS ortami
kullanilmistir. Ancak hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda hig¢bir gelisme
gbzlenmemistir. Ancak Ramirez-Malagon and Ochoa-Alejo, (1996) 21 sili
biberinde en iyi slirglin olusumlarini, bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen MS
ortamindan elde etmislerdir (26.8/eksplant basina). Bu durum Ramirez-Malagon
and Ochoa-Alejo, (1996)’nun arastirma sonuglar1 ile tez calismasi sonuglari
arasinda biiytlik farklilik gostermektedir. Bu arastirmacilarin buldugu sonug hem tez
calismast hem de son yillarda yapilan organogenesis c¢alismalart ile uyum
gostermemektedir. 1970’11 yillardan giiniimiize kadar yapilan bircok g¢aligsmada,
biber genotiplerinde rejenerasyonun hala zor oldugu ve genotip etkisinin bu
durumda onemli bir yer tuttugu bildirilmektedir. Tez arastirmasinda dort biber
hatitinda, BA (3-5 mg/l)-IAA (0.5 mg/l) kombinasyonlarinda daha yiiksek siirgiin
olusumlar1 (ortalama %80) elde edilmistir. Ashwani et al. (2017) ise 10 mg/l BA+1
mg/l TAA’da kotiledon yapraklarin proksimal kisimlarinda %60, petiyolden ise
%40 oraninda siirgiin olusumu saglarken. 5 mg/l BA+2 mg/l PAA (fenil asetik
asit)’da ise kotiledon yapraklarinin proksimal kisimlarinda %100 oraninda siirgiin
olusumu elde etmislerdir. Ashwani et al. (2017) kullandig1 BA konsantrasyonunu
diisiirmesi (10 mg/’den 5 mg/I’ye) ve farkli bir oksin olarak PAA’y1 kullanmasiyla
daha etkili bir sonug elde etmistir. Ancak kullandig1 ortamda PAA’nin IAA’dan
daha etkili oldugu goriilmektedir. Bu durum kullanilan tiiriin farkli olmasindan da
kaynaklanabilmektedir. C. annuum’da organogenesis ¢alismalarinda IA A’nin etkili
bir oksin oldugu bir¢ok ¢alismada bildirilmektedir. Fakat genotip etkisinin dnemli
bir faktor oldugu Capsicum cinsinde, C. frutescens’de elde edilen bu sonucun C.
annuum’da nasil cevap verecegi ise bilinmemektedir. Tez aragtirmasinin 3.
denemesi olan Sanatombi and Sharma, (2008) ve Hyde and Philips, (1996)
protokolleri sonucunda dort biber hatti igin istenilen rejenerasyon sonuglarina
ulagilamamugtir. Tezde 2 mg/l BA+2 mg/l IAA ortaminda sivri, kapya, ¢arliston ve
dolma biberin kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan siirglin benzeri yapilarin
gelistigi goriilmiistir. Ancak bu yapilar gelisimlerini tamamlayamamislardir.
Ozellikle sivri biber hattinda siirgiin benzeri yapilar daha belirgin gézlenmistir. Tez
calismasinda kullanilan Sanatombi and Sharma, (2008) protokoliinde en diisiik
stirgiin benzeri yapilarin olusumu dolma biber hattinda gozlenmistir (%17

hipokotil, %7.5 kotiledon). Diger biber hatlarinda ise bu deger %25-45 arasinda



124

degisiklik gostermistir. Sanatombi and Sharma, (2008)’nin ¢alismasinda yaprak ve
kotiledon eksplantlar1 6n plana ¢ikarken, tez ¢aligmasinda ise hipokotil eksplantlar
daha iyi gelisim gostermistir. Bir¢ok arastirmaci biberde kotiledon eksplantlarinin
hipokotil eksplantlarina gore siirglin gelisiminde daha etkili oldugunu
bildirmislerdir (Giinay and Rao, 1978; Golegaonkar and Kantharajah, 2006; Kumar
etal., 2012 a). Son yillarda yapilan ¢aligmalar ise hipokotil eksplantlarinin, siirgiin
gelisiminde kotiledon eksplantlar1 kadar etkili oldugunu gostermistir (Valadez-
Bustos et al., 2009; Kothari et al., 2010; Hegde et al., 2017a). Bu durumun biberde
1slah caligsmalari sonucunda elde edilen hibrit varyetelerin agilim gostermesiyle hem
genotip hem de eksplant {izerine etkisi olabilecegini gdstermektedir (Kothari et al.,
2010). Diger deneme olan Hyde and Phillips (1996)’in protokoliinde dort biber
hattinda rejenerasyon saglanamamis, sadece sivri ve kapya biber hatt1 i¢in ¢ok az
oranda (%5-10) siirgiin benzeri yapilarin olustugu tespit edilmistir. Carliston ve
dolma biber hatlarinda gelisim gozlenmemistir. Benzer oranlar BA-IAA
denemesinde de elde edilmistir. Hyde and Phillips (1996)’in protokoliinden farkli

olarak BA-IAA denemelerinde giimiis nitrat kullanilmamuistir.

5.1.3 Transformasyon éncesi mikrog¢ogaltim denemeleri

Transformasyon Oncesi rejenerasyonlar1 gergeklestirilen biber hatlarmin in
vitro’da klonal olarak ¢ogaltim1 bilyiikk 6nem tagimaktadir. Ciinkii transformasyon
sonras1 elde edilecek aday transgenik siirgiinlerin diger analizlerde kullanilmak
iizere yeterli sayiya ulagsmasi gerekmektedir. Bu nedenle organogenesis denemeleri
sonucunda siirgiin gelisimleri optimize edilen biber hatlarinin mikrogogaltimina
ayn1 protokollerle devam edilmistir. Siirgiinler yaklasik 3-4 cm’lik asamaya
geldiklerinde siirglin uclar1 kesilerek besin ortamlarina transfer edilmistir. Tez
caligmasinda dort biber hatti igin bu oran %80-84 arasinda degisiklik gostermistir.
Patil et al. (2018) ise en 1yi mikrogogaltim oranlarini siirgiin ucu i¢in %93 oraninda
2 mg/ BA’dan, nodal segment i¢in %86 oraninda 1.5 mg/l BA’dan elde etmislerdir.
Stirglin ucglarmin meristematik hiicrelerce zengin olmasindan dolayr yiiksek
seviyede hiicre boliinmeleri gerceklesmektedir. Bu nedenle siirgiin uglarinin
mikrogogaltim c¢aligmalarinda eksplant kaynagi olarak kullanilmasi ve
sitokininlerle uyarilmasi sonucu ¢oklu siirgiin olusumlart meydana gelmektedir

(Patil et al., 2018). Ozellikle C. annuum’da siirgiin ucu eksplantlarindan ¢oklu
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stirglin olusumunda, BA’nin ¢ok etkili bir sitokinin oldugu yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir (Sobhakumari and Lalithakumari, 2003; Rao et al., 2006; Zemene and
Worku, 2018). Tez c¢alismasinda mikrogogaltimda BA-IAA’nin beraber
kullanilmasi ile mikrogogaltim oraninin diger ¢alismalara gore daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Bunun sebebi ise IAA’nin meristematik hiicrelerin aktivitesini
etkileyerek siirgiin gelisimini durdurabilecegi olarak yorumlanmaktadir (Patil et al.,
2018). Haque and Gosh, (2018)’de en iyi mikrogogaltim oranlarini 6 ve 8 mg/l BA
igeren ortamlardan elde etmislerdir (11 siirgiin/eksplant). Ancak ortama diisiik
miktarda IAA’nin (0.5 veya 1 mg/l) eklenmesi durumunda siirgiin olusumunda artis
gozlemislerdir (15 siirglin/eksplant). Benzer durum tez ¢alismasinda da
gbzlenmistir. Diisiik IAA (0.5 mg/l) kullaniminin siirglin olusumunda olumlu etkisi
oldugu belirlenmistir. Patil et al. (2018) BA’nin tek kullanimini 6nerirken, Haque
and Gosh, (2018) arastirmasinda BA’nin diisilk konsantrasyonda IAA ile
kullaniminin Capsicum cinsi i¢in en iyi mikrogogaltim ortami olabilecegini
bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda, Haque and Gosh, (2018) ve Patil et al. (2018)’a
gore daha diisiik mikrogogaltim oranlarinin elde edilmesinin sebebi olarak, genotip
etkisinin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Bagka bir arastirmada ise Pusa Jwala
hipokotil eksplantlarinda 5 mg/l BA+1 mg/l IAA ortaminda %78.33 oraninda, Pusa
sadabahar hipokotil eksplantlarinda 5 mg/l BA+1 mg/l IAA ortaminda %80.78
oraninda elde etmislerdir (Mahto et al., 2018). Tez calismasinda da rejenerasyon ve
mikrogogaltimda benzer sonuglar ortaya ¢ikmistir (%80-84). Ayrica hem tezde hem
de Mahto et al. (2018)’un yaptig1 calismada hipokotil eksplantlarindan gelisen
stirgiinlerin mikrogogaltimda daha etkinligi oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde
yiiksek BA (3-5 mg/l) ve diisiik IAA (0.5-1 mg/l) kombinasyonlarinin her iki

calismada da etkili oldugu belirlenmistir.

5.2 Transformasyon Denemeleri

Tez ¢alismasinda dort biber hattina, A. tumefaciens AGL1 ve EHA105 wrklart
igerisinde bulunan AtNHX1 (Arabidopsis thaliana-Na-H antiportir-1) ve
PSARKIPT (Senesensle iliskili reseptor kinaz promotoru - isopentenyltransferase)
genlerinin,  hipokotil  ve  kotiledon  eksplantlarina  transformasyonu
gerceklestirilmistir. Sonugta ise dort biber (A. tumefaciens AGL1 ve EHA105

irklart) hatti i¢in transformasyon frekansi, %1.18-3.74 arasinda bulunmustur.
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AtNHX1 ve PSARKIPT genlerinin transferi sonucunda dort biber hattinin toplam
119 bitkiciginin PCR analizlerine gore 87 adedi aday transgenik olarak
belirlenmistir (%73.1). Heidmann et al. (2011) BABY BOOM geninde Fiesta ve
Ferrari’nin transformasyon etkinligini sirasiyla %0.6 ve %1.1 olarak bulmustur. Li
et al. (2003) 409 putatif transgenik bitkiden 167 adedinin PCR’da pozitif bant
verdigini (%40.8) saptamis, Lee et al. (2004) P915 hatt1 i¢in %0.19 (15/37500),
P409 hatt1 i¢in %0.03 (15/37500), P410 ve P101 hatlari igin ise %0 transformasyon
oranlarini belirlemistir. Kumar et al. (2012 b) 90 siirgiinden 11 adedinin PCR’da
pozitif sonug verdigini bulmus (%12.2), Maligeppagol et al. (2016) DreblA geni
ici transformasyon oranimm1 %37.86, Bulle et al., (2016) taNHX2 geni ig¢in
transformasyon etkinligini %18.17, Mahto et al. (2018) transformasyon oranlarini
ise Pusa Jwala i¢in %30.3, Pusa Sadabahar i¢in ise %29.5 olarak saptamistir. Tez
caligmasinda ozellikle genotip faktoriiniin ve kullanilan Agrobacterium irklarinin
transformasyon etkinliginde Onemli bir rol oynadigi goriilmektedir.
Transformasyonu etkileyen diger bir faktér ise A. tumefaciens’in hiicre
yogunlugudur. Yapilan bir¢ok caligmada transformasyona baslanmadan oOnce
Agrobacterium’un uygun yogunlugu belirlenerek kullanilmaktadir. Tez
aragtirmasinda gerceklestirilen transformasyon denemelerinde ise hem AtNHX1 ve
hem de PSARKIPT genlerini tasiyan A. tumefaciens irklar1 0.5-0.6 yogunlugunda
kullanilmistir. Sonugta dort biber hatti i¢inde herhangi bir nekrotik yapr veya
dokularda kararma gozlenmemistir. Literatiirde belirtildigi tiizere biberde
transformasyonda kullanilacak uygun Agrobacterium yogunlugunun belirlenmesi
transformasyon  etkinliginde kritik rol oynamaktadir. Transformasyon
calismalarinda yogun miktarda Agrobacterium kullanilmasi durumunda kiltiir
ortaminda asirt bakteri kontaminasyonu olacagi i¢in bu durum eksplantlarin
Olimiine yol acacaktir (Kumar et al, 2012 b). Transgenik bitkilerin
dogrulanmasinda hem  molekiiller hem de histokimyasal yOntemler
kullanilabilmektedir. Ornegin Kumar et al. (2012a) transformasyon esnasinda
kullandigi A. tumefaciens yogunlugunu baslangi¢ ol¢iimiinde 0.6-0.8 olarak
belirledigi hiicre konsantrasyonunu, 0.5-1.0 arasinda seyrelterek kullandiginda
eksplantlarda farkli nekrotik yapilarin olustugunu gozlemlemis ve rejenerasyonu
biiyiik oranda diisiirdiigiinii belirtmistir. Kullandig: ¢esit i¢in en iyi yogunlugu 0.05-
1 arasi olarak belirlemistir. Li et al. (2003) transformasyonda 0.38-0.42, Heidmann
et al. (2011) 0.3-0.4, Arthikala et al. (2014) ise 1.2-1.5 yogunluklarinda A.
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tumefaciens kullanmislardir. Tez ¢alismasinda elde edilen aday transgenik biber
hatlarinin (AtNHX1 ve PSARKIPT) molekiiler olarak dogrulanmasinda ii¢ farkli
primer ¢ifti kullanilmistir. Bu primerler T-DNA boélgesindeki gen bolgelerini
(AtNHX1 ve PSARKIPT), promotor bdlgelerini (CaMV 35S ve SARK
promotorlari) ve her iki bolge iginde ortak olan higromisin direng genini (hpt I1)
dogrulamak ic¢in secilmistir. Literatiir incelendiginde bircok c¢alismada
transgenlerin dogrulanmasinda T-DNA iizerindeki birden fazla gen bolgesinin
kontroliiniin yapildig1 goriilmektedir. Kumar et al. (2009) TO, T1 ve T2 transgenik
biber hatlarinin konformasyonunu, uid A ve hpt Il gen bolgelerini kontrol ederek
gerceklestirmistir. Subramanyam et al. (2011)’da benzer sekilde hem osmotin hem
de nptll genlerini PCR’da kontrol etmislerdir. Mahto et al. (2018)’da CaMV 35S
promotor ve GUS gen bolgesini PCR’da taramislardir. Birden fazla gen bdlgesinin
kontrol edilmesinin sebebi ise transformasyon sirasinda T-DNA bolgesinin
integrasyonunda olabilecek kirilmalar sonucu gen boélgelerinin tam olarak
aktarilamamasi veya olusabilecek kimerik yapilarin belirlenmesi agisindan biiytik

Oonem tagimaktadir (Arthikala et al., 2014).
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6. SONUC VE ONERILER

Kiiresel iklim degisikligi sonucunda yakin gelecekte su stresi riskinin artacagi
tahmin edilmektedir. Bu sebeple, tuzluluga ve kurakliga tolerant/dayanikli
bitkilerin gelistirilmesi bitki biyoteknolojisinin olduk¢a Onemli ve stratejik
amaclarindan biridir (Gimeno et al., 2009). Bununla beraber hizli bir gelisim
gosteren transgenik teknolojisi sayesinde geleneksel tarim yontemleri kullanilarak
tiretilmesi zor olan yeni iriinlerin gelistirilmesi elzem hale gelmistir. Bu sayede
bir¢ok tarim iirliniine istenilen 6zellikler (abiyotik ve biyotik strese tolerans, yiiksek
verim, vb.) nokta atis1 ile kazandirilarak, tiim diinyada hizla artan yiyecek
ihtiyacinin karsilanabilmesi sorununun Oniine gegilebilecektir. Cevresel stresler
arasinda kuraklik ve tuzluluk stresi bitki bliylime ve verimini en olumsuz etkileyen
faktorlerdendir (Reddy et al., 2004). Kuraklik ve tuzluluk, tarimin evrensel olarak
en Onemli sorunlarindandir. Biliylime ve gelisme sirasinda, besin alimini
sinirlamakta, metabolizmay1 yavaslatmakta ve bu durum sonucta ({iriine
yansimaktadir (Aydin vd., 2016). Bu yilizden mevcut genetik kaynaklarin kuraklik
ve tuzluluk stresine dayanim kosullarinin arastirilmasi ve arttirilmasi O6nemli
konular arasinda yer almaktadir. In vitro kosullarda tuzluluk ve kuraklik stresi ile
ilgili caligmalar bitkilerde yogun olarak yiiriitiilmektedir. Bitki doku kiiltiirii
caligmalari ile de bitkilerin hizli bir sekilde bazi 6zellikler agisindan taranmasi
miimkiin olabilmekte, kuraklik ve tuzluluk taramasi da bu 6zellikler arasinda yer
almaktadir. Ancak bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarimin sonunda yapilan bazi
degerlendirmelerin arazi kosullarinda da tekrar edilmesi onerilmektedir. Diinyada
meydana gelen iklim degisikligi etkisi sebebiyle kuraklik ile ilgili risklerde giinden
giine daha da artmaktadir.

Tez ¢alismasi kapsaminda sivri, kapya, carliston ve dolma biber hatlarina A.
tumefaciens araciligr ile AtNHX1 ve PSARKIPT genlerinin aktarilmasi ile
rejenerasyon ve transformasyon protokollerinin gelistirilmesi gergeklestirilmistir.
Aragtirmada ilk olarak biber hatlar1 i¢in en uygun rejenerasyon ortamlart optimize
edilmistir. En iyi rejenerasyon sonuglar1 organogenesis denemeleri sonucunda BA
ve [AA’nin kombinasyonlarinda elde edilmistir. Transformasyon sonrasi elde

edilen aday transgenik biber hatlarinin molekiiler olarak dogrulanmasi ile in
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vitro’da mikrogogaltimlar1 yapilmistir. In vitro’da koklendirilen aday transgenik
biber hatlar1 1 mg/l IAA’da basari ile koklendirilmistir¢ Sonug olarak, AINHX1 ve

PSARKIPT genleri aktarilan aday transgenik biber hatlarinin gelistirilmesi i¢in en

uygun rejenerasyon ve transformasyon protokolleri belirlenmistir.

Tez aragtirmasi sonucunda yapilmasi onerilen ¢aligmalar;

1. Capsicum cinsinin bilinen en 6nemli dezavantajlarindan biri, in vitro
rejenerasyona ve genetik transformasyona karsi inatgi olmasidir. Ileride
yapilmasi olasi rejenerasyon calismalarinda farkli eksplant kaynaklarinin,
bitki biliyiime diizenleyicilerinin, karbonhidratlarin kaynaklarinin, vb.
kullanilarak daha etkili bir prosediiriin gelistirilmesi gerekmektedir.
Ozellikle etkili bir somatik embriyogenesis protokoliiniin gelistirilmesi ile
hem c¢ogaltim hem de genetik transformasyon calismalar1 i¢in zamandan

Oonemli Olciide tasarruf edilecektir.

. Aday transgenik biber hatlarinda bulunan transgenlerin (AtNHX1 ve
PSARKIPT) kopya sayilarinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
ilerde bu genlerle yapilacak transformasyon g¢aligmalarinda elde edilecek
transgenik hatlarin Southern blot analizi ile kopya sayilarinin belirlenmesi
biiyiikk dnem tasimaktadir. Ayrica Northern blot ve Western blot ile hem
mRNA hem de protein analizlerinin yapilmasi basarili bir transformasyon

dogrulamasini giiclendirecektir.

Normalde transgenik aragtirmalarda TO hatlari ile beraber T1, T2 hatta T3
jenerasyonlarinin da kullanimi Onerilmektedir. Bunun sebebi ise diisiik
frekansli rejenerasyon ve transformasyon ¢aligmalart sonucunda az
miktarda TO hatlarinin elde edilmesidir. Ancak ilerde yapilmasi planlanan
arastirmalarda T1, T2 hatta T3 jenerasyonlarina kadar ulasilarak bu
analizlerin hem kontrollii iklim odasi kosullarinda (veya serada) hem de
arazi sartlarinda abiyotik stres etkenlerinin arastirilmasi gerekmektedir.
Ayrica elde edilecek jenerasyonlarda homozigoti analizlerinin yapilmasi da

oOnerilmektedir.
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4. Tez galismasmin devaminda aday transgenik bitkilere abiyotik stres
uygulamalar1 sonrasi, fizyolojik ve biyokimyasal degisimlerin tespit
edilmesi de énemli konular arasinda yer almaktadir. Ozellikle oksidatif
stresle iligkili enzim seviyeleri (Lipid peroksidaz, askorbat peroksidaz,
malondialdehit, siiperoksit dismiitaz, vb.), K/Na-Ca/Na igerikleri, yaprak
klorofil miktari, yaprak oransal su igerigi, stoma gecirgenligi gibi kriterlerin
incelenmesi Onerilmektedir. Bunlara ek olarak meyve verimi, taze ve Kuru
agirlik degisimleri gibi parametrelerinde incelenmesi daha saglikli sonuglar

verecektir.

5. Arastirmada kullanilan AtNHX1 ve PSARKIPT genlerinin tek vektore
klonlanarak aktarilmasi veya bu genleri ayri1 olarak tasiyan transgenik
hatlarin melezlenmesi ile her iki geni tasiyan transgenik biber hatlarinin
gelistirilmesi Onerilmektedir. Sonugta hem tuzluluga hem de kurakliga
tolerans saglayan iki gen tek hatta ifade olarak iki ozelligi bir arada

tastyacaktir.
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EKLER

Ek 1 pH7m24GW-35S:AtNHX1 plazmid sekansi
Ek 2 pCAMBIA-SARK:IPT plazmid sekansi
Ek 3 NHX1 Primerler (Sar1: forward primer, Yesil: reverse primer)

EK 4 IPT primerler (Sar1: forward primer, Yesil: reverse primer)



Ek 1 pH7mM24GW-35S: AtNHX1 plazmid sekans1

T35S 11588...11822
attB2 11538...11518

AtNHX1 9901...11517

Hyg 35...1821

attB1 9877...9897 LB 2157...1825

35Sp 8544...9876

pH7mM24GW 35Sp- Spec 2163...3412

AtNHX1
11839 bp

attB4 8523...8543
RB 8515...8316

GGCCCTCTAGAGGATCCCCGGGTACCCTCGAATTATCATACATGAGAATTAA
GGGAGTCACGTTATGACCCCGCCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACGTTT
GGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTGAGCCGCGGGTTTCTGG
AGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAG
TCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAATGCTCCACT
GACGTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCA
ACTCGAATCCCCCCTATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGA
AGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAG
GGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCT
GCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGC
ACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAGTTC
AGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGC
AAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTTCAGCCGGTCGCGGAGGC
TATGGATGCTATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCA
TTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCG
CGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTC
AGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCGAGGACTG
CCCCGAAGTCCGGCACTCGTGCACGCGGATTCGGCTCCAACAATGTCCTGAC
GGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGG
GATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTG
TATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGA
TCGCCAAGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCA
GAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGC
GACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCC
GCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAG
TGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATG
CCGACCGAACAAGAGCTGATTTCGAGAACGCCTCAGCCAGCAACTCGCGCGA
GCCTAGCAAGGCAAATGCGAGAGAACGGCCTTACGCTTGGTGGCACAGTTCT
CGTCCACAGTTCGCTAAGCTCGCTCGGCTGGGTCGCGGGAGGGCCGGTCGCA
GTGATTCAGGAATTAATTCCCTAGAGTCAAGCAGATCGTTCAAACATTTGGCA
ATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATAT
AATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACG
TTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATA
CGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCG
GTGTCATCTATGTTACTAGATCGACCGGCATGCAAGCTGATAATHCAATICEE



CETETEATECAATTCGGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTCGTTCGGTTCGT
AAGCTGTAATGCAAGTAGCGTAACTGCCGTCACGCAACTGGTCCAGAACCTT
GACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTCTTGTT
ATGACATGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGC
GCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGC
AGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGGGGGAAGCGGTGA
TCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCA
TCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCG
GCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTT
CCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCA
CGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGA
GAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCG
ACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTT
GGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTA
TTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGG
CTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCA
GTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGC
GCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTT
GGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTG
TCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAGC
TAGAAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCCGGCGTTAACTCAAGCGATTA
GATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTT
TTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGGAGATATATCA
TGCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCC
CGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCT
GCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAG
ATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAA
CTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTG
CTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTT
ACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCC
AGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTAT
GAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAA
GCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGAT
TTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGC
GGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCT
GCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGA
TACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGA
AGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTT
CACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTA
AGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGA
CACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATC
CGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTT



CACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGGGTGCCTTGATGTGGGCGCCGGC
GGTCGAGTGGCGACGGCGCGGCTTGTCCGCGCCCTGGTAGATTGCCTGGCCG
TAGGCCAGCCATTTTTGAGCGGCCAGCGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCG
GCGGGGCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTT
CGGCTGTGCGCTGGCCAGACAGTTATGCACAGGCCAGGCGGGTTTTAAGAGT
TTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTAT
ATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAA
TGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTA
TCCACAGGAAAGAGACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAATTTGCCC
TAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGGT
TGCGGTAGCGCATGACTAGGATCGGGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCAAA
TCGTACTCCGGCAGGTCATTTGACCCGATCAGCTTGCGCACGGTGAAACAGA
ACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTCTTGAACAAC
CATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGCGGCGCGGCGTGCCAGGCGGTAGAGAAAAC
GGCCGATGCCGGGATCGATCAAAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTC
CGGGTTCTTGCCTTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCTAGCTCGATCT
CGATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGCTAATC
AAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCTTGGCCTTCTTCGT
ACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAACCGAATGCAGGTTTCTACCAGGT
CGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCCGCA
ACGTGTGGACGGAACACGCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTATCG
GTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCC
CACACACTGGCCATGCCGGCCGGCCCTGCGGAAACCTCTACGTGCCCGTCTG
GAAGCTCGTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTTCGACAGACG
GAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGTCATAG
AGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTCGTCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAAT
CGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCA
GCGGCCGCTTGCCACGATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCG
CTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCG
CGCCGATTTGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACCGTCACGCCGATTCCTCGGG
CTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAACCCAGCCGCTTACG
CCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCC
TGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCGCCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACT
CATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCA
GCTCGGTAATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGA
TCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTGTCTGCCAG
GCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTA
GCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTTTACCTCATTAACTCAAATGAGTTT
TGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGG
GTTCTGATTCAAGAACGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCAC
GCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCC
TCGGCAACCTCACCGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAA
AGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGCTTAACCAGCTCC
ACCAGGTCGGCGGTGGCCCATATGTCGTAAGGGCTTGGCTGCACCGGAATCA
GCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCGGACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGG
CGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGT
CAATCGTCGGGCGGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCAC
GGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAACA
TCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCT
TGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCTTCATGCGTTCCCCT
TGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGACCGCATGACGC




AAGCTGTTTTACTCAAATACACATCACCTTTTTAGACGGCGGCGCTCGGTTTC
TTCAGCGGCCAAGCTGGCCGGCCAGGCCGCCAGCTTGGCATCAGACAAACCG
GCCAGGATTTCATGCAGCCGCACGGTTGAGACGTGCGCGGGCGGCTCGAACA
CGTACCCGGCCGCGATCATCTCCGCCTCGATCTCTTCGGTAATGAAAAACGGT
TCGTCCTGGCCGTCCTGGTGCGGTTTCATGCTTGTTCCTCTTGGCGTTCATTCT
CGGCGGCCGCCAGGGCGTCGGCCTCGGTCAATGCGTCCTCACGGAAGGCACC
GCGCCGCCTGGCCTCGGTGGGCGTCACTTCCTCGCTGCGCTCAAGTGCGCGGT
ACAGGGTCGAGCGATGCACGCCAAGCAGTGCAGCCGCCTCTTTCACGGTGCG
GCCTTCCTGGTCGATCAGCTCGCGGGCGTGCGCGATCTGTGCCGGGGTGAGG
GTAGGGCGGGGGCCAAACTTCACGCCTCGGGCCTTGGCGGCCTCGCGLCCCGL
TCCGGGTGCGGTCGATGATTAGGGAACGCTCGAACTCGGCAATGCCGGCGAA
CACGGTCAACACCATGCGGCCGGCCGGCGTGGTGGTGTCGGCCCACGGCTCT
GCCAGGCTACGCAGGCCCGCGCCGGCCTCCTGGATGCGCTCGGCAATGTCCA
GTAGGTCGCGGGTGCTGCGGGCCAGGCGGTCTAGCCTGGTCACTGTCACAAC
GTCGCCAGGGCGTAGGTGGTCAAGCATCCTGGCCAGCTCCGGGCGGTCGCGC
CTGGTGCCGGTGATCTTCTCGGAAAACAGCTTGGTGCAGCCGGCCGCGTGCA
GTTCGGCCCGTTGGTTGGTCAAGTCCTGGTCGTCGGTGCTGACGCGGGCATAG
CCCAGCAGGCCAGCGGCGGCGCTCTTGTTCATGGCGTAATGTCTCCGGTTCTA
GTCGCAAGTATTCTACTTTATGCGACTAAAACACGCGACAAGAAAACGCCAG
GAAAAGGGCAGGGCGGCAGCCTGTCGCGTAACTTAGGACTTGTGCGACATGT
CGTTTTCAGAAGACGGCTGCACTGAACGTCAGAAGCCGACTGCACTATAGCA

GCGGAGGGGTTGGATCAAAGTACTIIGATCCOCACEEEAACCOTCICEITGE

TGAGCTCCAACTTTGTATAGAAAAGTTG



R C A AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT R CANeN

ACIAAEEEIEACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATATCCCGCGGCCATG
GCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGATCTAACTGACTAGCCGCGGCCATGCTAG
AGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTTCT
CCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGG
GTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGT
AAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACC
TGCAGGCATGCGACGTCG



Ek 2 pPCAMBIA-SARK:IPT plazmid sekansi

IPT ORF 9646...10368 right border T-DNA 351...37€
SARK Promoter 8791...9612

CaMV 35S promoter 8773...7987

pSIChyg-2
10441 %p

hygromycin phosphotransferase 7951...6926

CaMV 3'UTR (polyA signal) 6702...6910
left border T-DNA 6610...6635

aminoglycoside phosphotransferase 6185...5391

CTAGCCACCACCACCACCACCACGTGTGAATTACAGGTGACCAGCTCGAATT
TCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTT
GCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGT
AATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTA
GAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGC
AAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAA
TTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGG I
BEEREI 1 TAGAATAACGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCG
TTCGTCCATTTGTATGTGCATGCCAACCACAGGGTTCCCCTCGGGATCAAAGT
ACTTTGATCCAACCCCTCCGCTGCTATAGTGCAGTCGGCTTCTGACGTTCAGT
GCAGCCGTCTTCTGAAAACGACATGTCGCACAAGTCCTAAGTTACGCGACAG
GCTGCCGCCCTGCCCTTTTCCTGGCGTTTTCTTGTCGCGTGTTTTAGTCGCATA
AAGTAGAATACTTGCGACTAGAACCGGAGACATTACGCCATGAACAAGAGCG
CCGCCGCTGGCCTGCTGGGCTATGCCCGCGTCAGCACCGACGACCAGGACTT
GACCAACCAACGGGCCGAACTGCACGCGGCCGGCTGCACCAAGCTGTTTTCC
GAGAAGATCACCGGCACCAGGCGCGACCGCCCGGAGCTGGCCAGGATGCTTG
ACCACCTACGCCCTGGCGACGTTGTGACAGTGACCAGGCTAGACCGCCTGGC
CCGCAGCACCCGCGACCTACTGGACATTGCCGAGCGCATCCAGGAGGCCGGC
GCGGGCCTGCGTAGCCTGGCAGAGCCGTGGGCCGACACCACCACGCCGGCCG
GCCGCATGGTGTTGACCGTGTTCGCCGGCATTGCCGAGTTCGAGCGTTCCCTA
ATCATCGACCGCACCCGGAGCGGGCGCGAGGCCGCCAAGGCCCGAGGCGTG
AAGTTTGGCCCCCGCCCTACCCTCACCCCGGCACAGATCGCGCACGCCCGCG
AGCTGATCGACCAGGAAGGCCGCACCGTGAAAGAGGCGGCTGCACTGCTTGG
CGTGCATCGCTCGACCCTGTACCGCGCACTTGAGCGCAGCGAGGAAGTGACG
CCCACCGAGGCCAGGCGGCGCGGTGCCTTCCGTGAGGACGCATTGACCGAGG
CCGACGCCCTGGCGGCCGCCGAGAATGAACGCCAAGAGGAACAAGCATGAA
ACCGCACCAGGACGGCCAGGACGAACCGTTTTTCATTACCGAAGAGATCGAG
GCGGAGATGATCGCGGCCGGGTACGTGTTCGAGCCGCCCGCGCACGTCTCAA
CCGTGCGGCTGCATGAAATCCTGGCCGGTTTGTCTGATGCCAAGCTGGCGGCC
TGGCCGGCCAGCTTGGCCGCTGAAGAAACCGAGCGCCGCCGTCTAAAAAGGT
GATGTGTATTTGAGTAAAACAGCTTGCGTCATGCGGTCGCTGCGTATATGATG
CGATGAGTAAATAAACAAATACGCAAGGGGAACGCATGAAGGTTATCGCTGT
ACTTAACCAGAAAGGCGGGTCAGGCAAGACGACCATCGCAACCCATCTAGCC
CGCGCCCTGCAACTCGCCGGGGCCGATGTTCTGTTAGTCGATTCCGATCCCCA



GGGCAGTGCCCGCGATTGGGCGGCCGTGCGGGAAGATCAACCGCTAACCGTT
GTCGGCATCGACCGCCCGACGATTGACCGCGACGTGAAGGCCATCGGCCGGL
GCGACTTCGTAGTGATCGACGGAGCGCCCCAGGCGGCGGACTTGGCTGTGTC
CGCGATCAAGGCAGCCGACTTCGTGCTGATTCCGGTGCAGCCAAGCCCTTAC
GACATATGGGCCACCGCCGACCTGGTGGAGCTGGTTAAGCAGCGCATTGAGG
TCACGGATGGAAGGCTACAAGCGGCCTTTGTCGTGTCGCGGGCGATCAAAGG
CACGCGCATCGGCGGTGAGGTTGCCGAGGCGCTGGCCGGGTACGAGCTGCCC
ATTCTTGAGTCCCGTATCACGCAGCGCGTGAGCTACCCAGGCACTGCCGCCGC
CGGCACAACCGTTCTTGAATCAGAACCCGAGGGCGACGCTGCCCGCGAGGTC
CAGGCGCTGGCCGCTGAAATTAAATCAAAACTCATTTGAGTTAATGAGGTAA
AGAGAAAATGAGCAAAAGCACAAACACGCTAAGTGCCGGCCGTCCGAGCGC
ACGCAGCAGCAAGGCTGCAACGTTGGCCAGCCTGGCAGACACGCCAGCCATG
AAGCGGGTCAACTTTCAGTTGCCGGCGGAGGATCACACCAAGCTGAAGATGT
ACGCGGTACGCCAAGGCAAGACCATTACCGAGCTGCTATCTGAATACATCGC
GCAGCTACCAGAGTAAATGAGCAAATGAATAAATGAGTAGATGAATTTTAGC
GGCTAAAGGAGGCGGCATGGAAAATCAAGAACAACCAGGCACCGACGCCGT
GGAATGCCCCATGTGTGGAGGAACGGGCGGTTGGCCAGGCGTAAGCGGLCTGG
GTTGTCTGCCGGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCAAGCCCGAGGAATCGG
CGTGACGGTCGCAAACCATCCGGCCCGGTACAAATCGGCGCGGCGCTGGGTG
ATGACCTGGTGGAGAAGTTGAAGGCCGCGCAGGCCGCCCAGCGGCAACGCAT
CGAGGCAGAAGCACGCCCCGGTGAATCGTGGCAAGCGGCCGCTGATCGAATC
CGCAAAGAATCCCGGCAACCGCCGGCAGCCGGTGCGCCGTCGATTAGGAAGC
CGCCCAAGGGCGACGAGCAACCAGATTTTTTCGTTCCGATGCTCTATGACGTG
GGCACCCGCGATAGTCGCAGCATCATGGACGTGGCCGTTTTCCGTCTGTCGAA
GCGTGACCGACGAGCTGGCGAGGTGATCCGCTACGAGCTTCCAGACGGGCAC
GTAGAGGTTTCCGCAGGGCCGGCCGGCATGGCCAGTGTGTGGGATTACGACC
TGGTACTGATGGCGGTTTCCCATCTAACCGAATCCATGAACCGATACCGGGA
AGGGAAGGGAGACAAGCCCGGCCGCGTGTTCCGTCCACACGTTGCGGACGTA
CTCAAGTTCTGCCGGCGAGCCGATGGCGGAAAGCAGAAAGACGACCTGGTAG
AAACCTGCATTCGGTTAAACACCACGCACGTTGCCATGCAGCGTACGAAGAA
GGCCAAGAACGGCCGCCTGGTGACGGTATCCGAGGGTGAAGCCTTGATTAGC
CGCTACAAGATCGTAAAGAGCGAAACCGGGCGGCCGGAGTACATCGAGATC
GAGCTAGCTGATTGGATGTACCGCGAGATCACAGAAGGCAAGAACCCGGAC
GTGCTGACGGTTCACCCCGATTACTTTTTGATCGATCCCGGCATCGGCCGTTT
TCTCTACCGCCTGGCACGCCGCGCCGCAGGCAAGGCAGAAGCCAGATGGTTG
TTCAAGACGATCTACGAACGCAGTGGCAGCGCCGGAGAGTTCAAGAAGTTCT
GTTTCACCGTGCGCAAGCTGATCGGGTCAAATGACCTGCCGGAGTACGATTT
GAAGGAGGAGGCGGGGCAGGCTGGCCCGATCCTAGTCATGCGCTACCGCAAC
CTGATCGAGGGCGAAGCATCCGCCGGTTCCTAATGTACGGAGCAGATGCTAG
GGCAAATTGCCCTAGCAGGGGAAAAAGGTCGAAAAGGTCTCTTTCCTGTGGA
TAGCACGTACATTGGGAACCCAAAGCCGTACATTGGGAACCGGAACCCGTAC
ATTGGGAACCCAAAGCCGTACATTGGGAACCGGTCACACATGTAAGTGACTG
ATATAAAAGAGAAAAAAGGCGATTTTTCCGCCTAAAACTCTTTAAAACTTATT
AAAACTCTTAAAACCCGCCTGGCCTGTGCATAACTGTCTGGCCAGCGCACAG
CCGAAGAGCTGCAAAAAGCGCCTACCCTTCGGTCGCTGCGCTCCCTACGCCC
CGCCGCTTCGCGTCGGCCTATCGCGGCCGCTGGCCGCTCAAAAATGGCTGGC
CTACGGCCAGGCAATCTACCAGGGCGCGGACAAGCCGCGCCGTCGCCACTCG
ACCGCCGGCGCCCACATCAAGGCACCCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACG
GTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTA
AGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGG
CGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTAT



ACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATAT
GCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCG
CTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGC
GAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG
GGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACG
AGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTT
CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGT
GGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTC
GCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGC
CTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGC
CACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG
TGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACA
GTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTT
GCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGAT
CTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTT
TGGTCATGCATTCTAGGTACTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTT
ATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATA
CTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCAT
ACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTG
CCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGACAA
GTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTT
TAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTA
TTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGG
ACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGC
TCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGAC
GCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGTTCAAAGT
GCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTTT
TCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAA
TATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCT
TCCGTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGAT
ATTCTCATTTTAGCCATTTATTATTTCCTTCCTCTTTTCTACAGTATTTAAAGAT
ACCCCAAGAAGCTAATTATAACAAGACGAACTCCAATTCACTGTTCCTTGCAT
TCTAAAACCTTAAATACCAGAAAACAGCTTTTTCAAAGTTGTTTTCAAAGTTG
GCGTATAACATAGTATCGACGGAGCCGATTTTGAAACCGCGGTGATCACAGG
CAGCAACGCTCTGTCATCGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATC
CGTGTTTCAAACCCGGCAGCTTAGTTGCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAAC
ATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTCCCGCTGACGCCGTCCCGGA
CTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGG
AGCTGTTGGCTGGCTGG e A A TTGACGC
TTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACTGAATTAACGCC
GAATTAATTCGGGGGATCTGGATTTTAGTACTGGATTTTGGTTTTAGGAATTA
GAAATTTTATTGATAGAAGTATTTTACAAATACAAATACATACTAAGGGTTTC
TTATATGCTCAACACATGAGCGAAACCCTATAGGAACCCTAATTCCCTTATCT
GGGAACTACTCACACATTATTATGGAGAAACTCGAGCTTGTCGATCGACAGA
TCCGGTCGGCATCTACTCTATTTCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTGGGGCGTCG
GTTTCCACTATCGGCGAGTACTTCTACACAGCCATCGGTCCAGACGGCCGCGC
TTCTGCGGGCGATTTGTGTACGCCCGACAGTCCCGGCTCCGGATCGGACGATT
GCGTCGCATCGACCCTGCGCCCAAGCTGCATCATCGAAATTGCCGTCAACCA




AGCTCTGATAGAGTTGGTCAAGACCAATGCGGAGCATATACGCCCGGAGTCG
TGGCGATCCTGCAAGCTCCGGATGCCTCCGCTCGAAGTAGCGCGTCTGCTGCT
CCATACAAGCCAACCACGGCCTCCAGAAGAAGATGTTGGCGACCTCGTATTG
GGAATCCCCGAACATCGCCTCGCTCCAGTCAATGACCGCTGTTATGCGGCCAT
TGTCCGTCAGGACATTGTTGGAGCCGAAATCCGCGTGCACGAGGTGCCGGAC
TTCGGGGCAGTCCTCGGCCCAAAGCATCAGCTCATCGAGAGCCTGCGCGACG
GACGCACTGACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGAT
CAGCAATCGCGCATATGAAATCACGCCATGTAGTGTATTGACCGATTCCTTGC
GGTCCGAATGGGCCGAACCCGCTCGTCTGGCTAAGATCGGCCGCAGCGATCG
CATCCATAGCCTCCGCGACCGGTTGTAGAACAGCGGGCAGTTCGGTTTCAGG
CAGGTCTTGCAACGTGACACCCTGTGCACGGCGGGAGATGCAATAGGTCAGG
CTCTCGCTAAACTCCCCAATGTCAAGCACTTCCGGAATCGGGAGCGCGGCCG
ATGCAAAGTGCCGATAAACATAACGATCTTTGTAGAAACCATCGGCGCAGCT
ATTTACCCGCAGGACATATCCACGCCCTCCTACATCGAAGCTGAAAGCACGA
GATTCTTCGCCCTCCGAGAGCTGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGAACTTTTC
GATCAGAAACTTCTCGACAGACGTCGCGGTGAGTTCAGGCTTTTTCATATCTC
ATTGCCCCCCGGGATCTGCGAAAGCTCGAGAGAGATAGATTTGTAGAGAGAG
ACTGGTGATTTCAGCGTGTCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAG
GAAGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGA
GATATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTT
CCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGA
GGCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTTGTAGGTGC
CACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGG
AATCCGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCT
TTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGT
GCTCCACCATGTTATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACG
TCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTG
TCGGCAGAGGCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTT
GTAGGTGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGATAGCTG
GGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCA
ATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAG
AGTGTCGTGCTCCACCATGTTGGGCCCGGCGCGCCGAATTCTTCTTCCTTAGA
TGCTGTCACAATCATTTTCATTATTTTTATATTTGGTTTTACTGCACAAGTGAC
ATAATGAGTGCTGAATTGTGGTATTGTGGGAACCTTAAGCAATAGTTTCATTA
GACCACTTGTGCAGGTTTTTGGGGTGGTAGAAGGAATGCTCGTTGTCTCTGAA
TGAGTTCTATTTTCATCTTTAGAAACTAGTAATTTAGTTAGTTTTGGGTCTCGT
GGTTCTACAGAGGGTTGAGATACTTTTGAAGTATCTCTCTTTTATTATATTATA
CTTTTTGCTGATAAAAAAAGGTAGGTAGTTTTTTTTGGAATATTTTGTAGGAT
TTTGTGGAGGTGTTTGGTATAAGGATTGAAATATTTCAAAAATATTTCCATTT
AATTTACTTTTTCTTATAAAAAAAATCCTCCATGAAACAAGATCATCTTCTAG
AAACAACAAGTAATATATTAGAATCTCTTTCTGAATTTTCTCATTTGTGAGTT
ATAGTACTTTTTTTCCAATAATAATTATAAGTGGTAAGATGTGTGGTTGTGGA

AGTTGGAAGGAAAGAAGGAAAGAAAGGTTAGTTTTTGTTTTGTATTTGAAAG
TAAGTCAAGGTCATTGGCTTAGGGTTCTACCACTGCAACTATTCCACATTGGC
TTCTACCACTGCAATTATTCCACATTGGCTTGTACTGTAAGGACAAACCTTGG
CATGTCAAATACTTTTCATCACATATAACCATATTATAAACTACTTTCCATCTC
CATTATTCATCCACCAAAATCTAGAGTCACTGAGAGTGCAGATAACACAATT
CTCTAATATAAAAATCAGTTTGTATTCAATATACTGCAAAAAACTTATCEACE




GAACGACGCGTCTCTACCTTGATGATCGGCCTCTGGTGGAGGGTATCATCGCA
GCCAAGCAAGCTCATCATAGGCTGATCGAGGAGGTGTATAATCATGAGGCCA
ACGGCGGGCTTATTCTTGAGGGAGGATCCACCTCGTTGCTCAACTGCATGGCG
CGAAACAGCTATTGGAGTGCAGATTTTCGTTGGCATATTATTCGCCACAAGTT
ACCCGACCAAGAGACCTTCATGAAAGCGGCCAAGGCCAGAGTTAAGCAGAT
GTTGCACCCCGCTGCAGGCCATTCTATTATTCAAGAGTTGGTTTATCTTTGGA
ATGAACCTCGGCTGAGGCCCATTCTGAAAGAGATCGATGGATATCGATATGC
CATGTTGTTTGCTAGCCAGAACCAGATCACGGCAGATATGCTATTGCAGCTTG
ACGCAAATATGGAAGGTAAGTTGATTAATGGGATCGCTCAGGAGTATTTCAT
CCATGCGCGCCAACAGGAACAGAAATTCCCCCAAGTTAACGCAGCCGCTTTC
CACCEATICCAACETCATCCETICEEARTEIATIAGGTTACGCCAGCCCTGC

GTCGCACCTGTCTTCATCTGGATAAGATGTTCAGATCAGATCTGACTAGTGTT
AACG



Ek 3 NHX1 Primerler (Sari: forward primer, Yesil: reverse primer)

Forward Primer: Tm:57, %40 GC, Length:25

ATGTTGGATTCTCTAGTGTCGAAACTGCCTTCGTTATCGACATCTGATCACGC
TTCTGTGGTTGCGTTGAATCTCTTTGTTGCACTTCTTTGTGCTTGTATTGTTCTT
GGTCATCTTTTGGAAGAGAATAGATGGATGAACGAATCCATCACCGCCTTGTT
GATTGGGCTAGGCACTGGTGTTACCATTTTGTTGATTAGTAAAGGAAAAAGCT
CGCATCTTCTCGTCTTTAGTGAAGATCTTTTCTTCATATATCTTTTGCCACCCA
TTATATTCAATGCAGGGTTTCAAGTAAAAAAGAAGCAGTTTTTCCGCAATTTC
GTGACTATTATGCTTTTTGGTGCTGTTGGGACTATTATTTCTTGCACAATCATA
TCTCTAGGTGTAACACAGTTCTTTAAGAAGTTGGACATTGGAACCTTTGACTT
GGGTGATTATCTTGCTATTGGTGCCATATTTGCTGCAACAGATTCAGTATGTA
CACTGCAGGTTCTGAATCAAGACGAGACACCTTTGCTTTACAGTCTTGTATTC
GGAGAGGGTGTTGTGAATGATGCAACGTCAGTTGTGGTCTTCAACGCGATTC
AGAGCTTTGATCTCACTCACCTAAACCACGAAGCTGCTTTTCATCTTCTTGGA
AACTTCTTGTATTTGTTTCTCCTAAGTACCTTGCTTGGTGCTGCAACCGGTCTG

ATAAGTGCGTATCITATCARCARCCTATACTIICCAAGE



Ek 4 IPT primerler (Sari: forward primer, Yesil: reverse primer)

Forward Primer: Tm:55, %41GC, length:22

ATGGACCTGCATCTAATTTTCGGTCCAACTTGCACAGGAAAGACGACGACCG
CGATAGCTCTTGCCCAGCAGACAGGGCTTCCAGTCCTTTCGCTTGATCGGGTC
CAATGCTGTCCTCAACTATCAACCGGAAGCGGACGACCAACAGTGGAAGAAC
TGAAAGGAACGACGCGTCTCTACCTTGATGATCGGCCTCTGGTGGAGGGTAT
CATCGCAGCCAAGCAAGCTCATCATAGGCTGATCGAGGAGGTGTATAATCAT
GAGGCCAACGGCGGGCTTATTCTTGAGGGAGGATCCACCTCGTTGCTCAACT
GCATGGCGCGAAACAGCTATTGGAGTGCAGATTTTCGTTGGCATATTATTCGC
CACAAGTTACCCGACCAAGAGACCTTCATGAAAGCGGCCAAGGCCAGAGTTA
AGCAGATGTTGCACCCCGCTGCAGGCCATTCTATTATTCAAGAGTTGGTTTAT
CTTTGGAATGAACCTCGGCTGAGGCCCATTCTGAAAGAGATCGATGGATATC
GATATGCCATGTTGTTTGCTAGCCAGAACCAGATCACGGCAGATATGCTATTG
CAGCTTGACGCAAATATGGAAGGTAAGTTGATTAATGGGATCGCTCAGGAGT
ATTTCATCCATGCGCGCCAACAGGAACAGAAATTCCCCCAAGTTAACGCAGC

CGCTTTCGACGGATTCGAAGG TCATCCETTCCCAATCTATTAGET
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