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OZET

Tarimsal alanlarin genisletilmesinin zor oldugu giintimiizde, yiiksek verimli, tiretim
maliyetleri diisiik ve yliksek kaliteli yeni ¢esitlerin 1slah edilmesi, insanlarin saghkli ve
dengeli beslenmesi yoniinden biiyilk 6nem tasimaktadir. Giintimiizde doku kiiltiirii
tekniklerinden, bitki 1slah siiresini kisaltmak ve daha kalici sonuglar elde etmek ig¢in
yararlanilmaktadir. Sebze 1slahinda siireyi kisalttig1 i¢in haploidi teknigi genis uygulama

alanina sahiptir.

Bu calismada, biber de anter kiiltiirii yonteminde kullanilan yar1 kat1 ve ¢ift fazli
besin ortamlarina biotin ve askorbik asit ilave edilmesinin haploid embriyo elde edilmesine
etkileri calisilmistir. Bu arastirmada Diyar F; kapya biber ¢esidi kullanilmistir. Her bir
kiiltiir kabina, iki ¢igek tomurcugundan elde edilen 10 anter dikilmistir. 0,05 mg 1"! biyotin
ve 0,5 mg I askorbik asit yari kat1 ve g¢ift fazli ortamlarda ayri ayr1 ve birlikte
kullanilmistir. Calisma, 5 tekerriirli ve her tekerriirde 5 kiltiir kabi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Elde edilen veriler, varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar Duncan testi ile
karsilastirilmistir. Yar1 kati besin ortamina biyotin ve askorbik asitin birlikte ilave
edilmesiyle en yiiksek sayida embriyo elde edilmistir. Biyotin ve askorbik asitin besin
ortamina ayri ayri ilave edilmesi durumunda da, kontrole gore daha yiiksek sayida embriyo
olusumu belirlenmistir. Elde edilen embriyo sayilar1 kontrol uygulamasina gore biyotin ve
askorbik asitin birlikte kullanildig1 ortamlarda 7,8 kat, yalniz biyotinin kullanildig: ortamda
0,44 kat, sadece askorbik asitin kullanildig1 ortamda 0,22 kat artis saglamistir. Yar1 kati

ortam ¢ift fazli ortamdan daha basarili bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Capsicum annuum L., anter kiiltiirli, haploidi, androgenesis
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SUMMARY

Since it is difficult to expand agricultural areas, breeding new varieties with high
productivity, low production costs and high quality have great importance in terms of
healty and balanced diet of people. The development of new varieties is very labor-
intensive and time-consuming. Haploid technique has wide application area in vegetable

breeding because it shortens the breeding process.

In this study, the effects of addition of biotin and ascorbic acid in semi-solid and
double-layer nutrient media on haploid embryo induction were investigated via anther
culture of pepper. Diyar Fi hybrid capia pepper variety was used as the plant material 0,05
mg 1! biotin and 0,5 mg 1" ascorbic acid were used separately and together in semi-solid
and double-layer media. Ten anthers obtained from two flower buds were planted in each

culture dish. The study was carried out using 5 repeating and 5 culture dishes per repeat.

Data were subjected to analysis of variance and means were separated by Duncan
test. The highest number of embryo was obtained from semi solid medium containing
biotin and ascorbic acid together. When biotin and ascorbic acid are added to the medium
separately, a higher number of embryo formations were determined compared to the
control. The number of embryos obtaine increased 7,8 times in medium were biotin and
ascorbic asid were used together, 0,44 times in the medium were only biotin wasa used,
and 0,22 times in the medium were only ascorbic asid was used compared to control

treatment. Semi-solid media was found to be more successful than double-layer media.

Keywords: Capsicum annuum L, anther culture, haploid, androgenesis
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1. GIRIS

Yasamakta oldugumuz diinya niifusu giinimiizde yaklasik 7,8 milyar (Anonim,
2020) olup 2030’lu yillarda 9 milyara kadar ¢ikmasi beklenmektedir. Su anda yapilan
tarimsal tiretimin bu kadar yiiksek miktardaki niifusu besleyebilmesi i¢in iki katina ¢ikmasi
gerekmektedir. Tarimsal iiretimin arttirilmasi ise farkli yontemlerin birarada kullanilmasini
ile olmaktadir. Bu yontemler; {iretim yapilabilecek yeni araziler olusturma ve degisik liretim
metotlar1 gelistirerek birim alanda tarimsal {liretimin arttirilmasi seklindedir (Babaoglu vd.,

2002).

Birim alandan verimi artirmanin en 6énemli yolu da yiiksek verimli yeni ¢esitlerin
gelistirilmesidir. Klasik 1slah yontemleri ile yeni ¢esitlerin gelistirilmesi konusunda pek ¢ok
calisma yapilmakla birlikte, yeni hibrit c¢esitlerin gelistirilmesi olduk¢a uzun zaman
almaktadir. Gerek klasik 1slah yontemlerinde 1slah siiresini kisaltmak, gerekse klasik 1slah
yontemlerine 1slah materyali saglamak i¢in ¢esitli in vifro yontemlerden yararlanilmaktadir
(Taskin, 2005). Guiniimiizde klasik 1slah yontemleri i¢in gerekli olan siireyi kisaltmak ve
daha kalic1 sonuglar elde etmek i¢in doku kiiltiirii tekniklerinden faydalanilmaktadir (Heiser,

1976, Andrews, 1985).

Schwann ve Schleiden 1800’li yillarin ikinci ¢eyreginde yaptiklari calismalariyla
totipotens teorisini gelistirmis ve bitki biyoteknolojisi agisindan bu biiyiik bir 151k olmustur.
Bu teoriye gore, tek bir hiicreden ayni 6zelliklere sahip yeni hiicreler gelisebilecegi ve bu
sebeple de hiicrelerin otonom {initeler olduklar1 belirtilmistir. Dolayisiyla da yeni bitkilerin
bu yontemle gelistirilebilecegi disliniilmiistiir. Yapilan laboratuvar calismalarinda, bu
diistince gergeklestirilemedigi i¢in pek kabul gérmemistir. Bitki materyali ve/veya besi
ortaminin yanlis veya eksik se¢ilmesi, laboratuvar ¢calismalarinda ortaya ¢ikan basarisizligin
nedeni olarak kabul edilmis ve bu eksiklikler ortadan kalkinca totipotens teorisi

dogrulanabilmistir (Babaoglu vd., 2002).

Yapay besin ortaminda, bitki hiicre, doku ve organlarindan, ¢esitli yontemler
kullanarak steril kosullarda yeni hiicre, doku, organ veya bitki liretilmesine doku kiiltiirti adi

verilmektedir. Yeni ¢esit gelistirme veya var olan ¢esitlerde genetik ¢esitlilik saglamak bitki
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doku kiiltiirtiniin temel amacidir. Doku kiiltiirlerinde ¢evre kosullarindan etkilenilmedigi i¢in
bitki cogaltimi1 daha kolay ve kisa siirelidir. Genetik seleksiyonlar, bu sekilde daha kisa
stirede yapilmaktadir. Mayoz boliinme gec¢irmis gamet hiicreleri kullanilarak, haploid hiicre
kiltiiriiyle genetik iyilestirme de yapilabilir. Hastaliksiz olarak yetistirilemeyen bitkiler i¢in
bitkilerin meristemleri kullanilarak hastaliksiz ve saglam bitkiler elde edilir. Ustiin
ozelliklere sahip bitki ¢esitleri elde edilmesi ile birlikte kaybolmakta olan ve degerli tiirlerin
korunmasinda ve ¢ogaltilmasinda da doku kiiltiirii teknikleri kullanilmaktadir (Babaoglu vd.,

2002).

Bitki 1slahinda haploid bitkiler énemli bir potansiyele sahiptir. Haploidler, her bir
lokustaki allellerden sadece bir seriyi igerdikleri i¢in 1slah calismalarinda 6nemli yer
tutmaktadir. Homolog kromozomlardan sadece bir takimimi igerdigi i¢in resesif
mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasini da haploid bitkiler saglar. Haploid bitkiler elde edildikten
sonra, kromozom sayilarinin katlanmasi sayesinde %100 homozigot saf hatlar elde
edilmektedir. Diploid hatlarin kullanilmasiyla 1slah ¢alismalart ve genetik calismalari
kolaylasmakta, bu sekilde sonuca cabuk ulasilabilmektedir. Klasik 1slah yontemlerini
kisaltmak i¢in doku kiilttrii teknikleri arasinda haploidi teknigi, sebze islahinda genis
uygulama alan1 bulmustur. Homozigot saf hatlarin daha kisa siirede elde edilmesinde ve
yetistiriciligi yapilan karisik cesitlerin kisa siirede saflastirilabilmesinde dihaploidizasyon
teknigi 6nemli avantaj saglayarak, i1slah ¢alismalarinda ve c¢esit gelistirme ¢alismalarinda
kullanilmistir.  Homozigot hatlar arasindaki {istiin kombinasyon yetenegi verenlerin
belirlenmesi yontemi, F; hibrit ¢esitlerinin gelistirilmesinde énemli oldugundan haploidinin
bu konuda da 6nemi bulunmaktadir. F; hibrit ¢esit 1slahinda, ebeveyn olarak dihaploid
teknolojisinden elde edilen bitkiler saf hatlar olarak kullanilmaktadir (Ellialtioglu vd., 2001;
Kaplan, 2012).

Haploid bitkiler patojenlere kars1 in vitro seviyede secime olanak verdikleri i¢in
hastaliklara kars1 dayaniklilik ¢alismalarinda da yer zaman ve maddi kazang
saglamaktadirlar. Klasik 1slah yontemlerini kisaltmak i¢in doku kiiltiiri teknikleri arasinda
haploidi teknigi, sebze 1slahinda genis uygulama alan1 bulmustur. Haploid bitkiler;
diploidlere goére morfolojik olarak daha kiigiik yapidadirlar. Normal bitkilerde bulunan tiim
organlara sahip olmalarina ragmen, hiicreleri daha kii¢iik oldugu i¢in yapraklar1 daha dar ve

kiiciik, bitkilerin boylar1 daha kisadir. Haploidlerin ¢ig¢ekleri de diploidlere oranla daha



kiigiiktiir. Bu bitkiler gamet olusturamadiklar1 i¢in kisirdirlar ve tohum olusturamazlar.
Hiicreleri de tasidiklar1 kromozom sayisi bakimindan indirgenmis gamet yapisi gosteren

bitkilerdir (Reinert ve Bajaj, 2013).

F1 kademesindeki melez bitkilerden haploid elde ederek farkli genotiplerde bulunan
ve tek bir genotipte toplanmasini arzu ettigimiz 6zelliklere sahip bitkiler kazanmamiz
kombinasyon 1slahinda haploidi sayesinde miimkiindiir. Somatik hibridizasyon isleminin
diploid protoplastlara gore daha kolay yapilabilmesine haploid bitkiler olanak saglamaktadir.
Protoplast kiiltiirti yontemiyle yapilan somatik hibridizasyon tekniginin dezavantajlar1 da iki
haploid protoplastin birlesimi sonucunda ‘diploid’ olacagindan ortadan kalkmis olacaktir

(Kaplan, 2012).

Embriyonun yalnizca erkek gametten meydana gelmesine androgenesis adi verilir. /n
vitro ’da androgenesis yontemi ile haploid bitki elde edilmesinde anter ve mikrospor kiiltiirii
yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir. Erkek gameti olusturacak olan polen hiicresinin
gelisimini  belirli bir asamada durdurarak polen hiicresinin direkt olarak embriyo
olusturmaya zorlanmasidir. Bir anter igerisinde binlerce mikrospor bulunur ve bir anterden
cok sayida haploid bitki elde edilebilecegi i¢in diger in vitro haploid bitki elde etme
yontemlerine gore daha avantajli bir tekniktir (Ellialtioglu vd., 2001).

Haploidi ile ilgili ilk 6nemli gelisme, Guha ve Maheshwari tarafindan Datura
innoxia bitkisinin anter kiiltiirii ¢alismalarinda saglanmistir. S6z konusu ¢alismadaki bir¢ok
kiiltirde embriyo goézlenmis ve bu embriyolarin haploid kromozom sayilart igerdikleri

kanitlanmistir (Guha ve Maheshwari, 1966).

Capsicum cinsinde androgenik embriyogenesis ilk kez Capsicum annuum’da Wang
vd. (1973) tarafindan, daha sonra da Capsicum frutescens’de Novak (1974) tarafindan rapor
edilmistir. Bu ilk sonuglar da kiiltiire alinan anter sayisina oranla elde edilen haploid bitki
sayisinin ¢ok diisik oldugu dikkati ¢ekmistir. Bundan sonraki c¢alismalarda, kiiltiir

kosullarmin ve elde edilen haploid bitki oraninin arttirilmasina ¢aligilmistir.

Haploid bitkilerin elde edilmesinde anter kiiltiirli teknigi, yaygin olarak kullanilan

yontemlerden birisidir. Normal olarak erkek gameti olusturacak olan polen hiicresinin



gelisimini durdurmak ve somatik hiicrelerde de oldugu gibi polen hiicresini direkt olarak
embriyo olusturmaya zorlamak anter kiiltiiriiniin temel amacidir (Taskin, 2005). Anter
kiltiirti teknigi hibrit ¢esit tiretiminde saf hatlarin elde edilmesinde klasik 1slah yontemlerine
gore daha hizli sonu¢ vermekte ve Onemli avantajlar saglamaktadir (Tipirdamaz ve

Ellialtioglu, 1998; Germana, 2011; Basay ve Ellialtioglu, 2013).

Anter kiiltiiri homozigot hatlarin elde edilmesinde, onemli bir metottur. Fakat
haploid embriyolarin bitkiye doniisiim siklig1 ¢ogu tiirde diisiiktiir (Kristiansen ve Andersen,

1993; Comlekgioglu, 2001).

Ik kez iilkemizde Abak (1983), tarafindan baslatilan anter kiiltiirii ¢alismalari, yerli
biber (Capsicum annuum L.) genotipleri tizerinde halen siirdiiriilmektedir (Ercan vd., 2001;
Tipirdamaz ve Ellialtioglu, 2002; Ercan ve Biner, 2002; Ciner ve Tipirdamaz, 2002).
Capsicum cinsinde androgenik embriyogenesis ¢alismalarinin baslangicinda kiiltiire alinan
anter sayisina oranla elde edilen haploid bitki sayisinin ¢ok diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir.
Biberde dihaploid hatlarin elde edilmesinde anter kiltiirii yontemi ¢ok uzun zamandir
kullanilmaktadir ve bu alanda basar1 oranini artirilmaya yonelik arastirmalar genis kapsaml
sekilde devam etmektedir. Anter Kkiiltirli i¢in uygun baglangic materyali, heniiz
olgunlagmamis ve igerisinde birinci polen mitoz asamasina gelmis tek c¢ekirdekli

mikrosporlar1 bulunduran anterlerdir (Ellialtioglu vd., 2001).

Biberin anavatani, Orta ve Gliney Amerika olarak bilinmektedir. Biberin genis bir
cesitlilik gosterdigi yer olan Meksika ve Orta Amerika, birincil gen merkezi olarak kabul
edilmektedir. Afrika, Asya, Gliney ve Orta Avrupa ile Latin Amerika’nin baz1 kesimleri ise
ikincil gen merkezi olarak bilinmektedir. 16. yy’a kadar biber, Avrupa’da bilinmemektedir.
Biber 1493 yilinda Amerika’nin kesfinden sonra Portekiz’e ve Ispanya’ya getirilmis, 16.
yy’in ortalarinda da Orta ve Kuzey Avrupa’ya yayilmistir (Greenleaf, 1986). Biber
meyvelerinin yliksek miktarda kuru madde, C vitamini, B vitamini kompleksi, mineral,
esans, karoten benzeri iceriklere sahip olmasi sebebiyle, diinyanin pek ¢ok yerinde énemli

ticari ve biyolojik degere sahip bir sebzedir (Irikova vd., 2011).

Bitki 1slahgilar1 verimi arttirmak, bitkinin kalite 6zelliklerini iyilestirmek, bitkinin

adaptasyon yeteneklerini gelistirmek icin haploid embriyolar elde ederek daha dayanikli



bitkiler elde etmeyi amaclamiglardir. Biberin geleneksel yontemlerle zahmetli ve uzun
siirelerde 1slah edilmesi sorununu /r vitro yéntemlerle haploid bitkiler elde ederek, biber
1slahinda karsilasilan problemlerin tistesinden gelinebilecegi diistiniilmektedir (Irikova vd.,

2011).

Bu caligmanin amaci, biberde anter kiiltiirii yontemiyle haploid embriyolarin elde
edilmesinde besin ortaminin yapisi ve bilesiminin etkilerini belirlemektir. Haploid embriyo
elde etmek i¢in anter kiiltiirii yonteminde yar1 kat1 ve ¢ift fazli besin ortamlarina biotin ve

askorbik asit ilave edilmesinin etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Biberde ilk haploid bitki Asya orijinli ¢esitlerde anter kiiltiirii ile elde edilmistir.
Ancak, yapilan caligmalarda haploid bitki sayis1 ¢ok diisiik olmakla birlikte, bitkiler kallus
sathasindan rejenere olmuslardir (George ve Narayanaswamy 1973; Kuo vd. 1973; Wang
vd. 1973; Segui-Simarro vd. 2011). Sibi vd. (1979) iki asamali basaril1 bir anter kiiltiiri
protokolii gelistirmis ve bu protokol daha sonra Dumas de Vaulx vd. (1981) tarafindan daha

uygun hale getirilmistir.

Anter kiiltiirinde basar1: besin ortami, genotip, dondér bitkinin yetisme kosullari,
biliytime diizenleyiciler, stres faktorleri, 6n uygulamalar, inkiibasyon kosullar1 ve anter alim

zamani gibi birgok faktore bagl olarak degismektedir (Comlek¢ioglu ve Ellialtioglu, 2018).

2.1. Donor Bitki Genotipi

Anter kiiltiiriinde anter verici genotip, basarida ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Calisilan
tim bitki tiirlerinde; ayni kiltiir kosullar1 altinda, genotip farkliliklarindan kaynakli anter

yanitlar1 bakimindan biiyiik degisiklikler bulunmustur.

Bajaj (1990), anter kiiltiirtinde basarin bir¢ok sartlara bagli oldugunu bildirmis ve
bu sartlarin genotip, donér bitkinin yetistirme kosullari, anter ve ¢igek tomurcuguna yapilan
on uygulamalar, mikrospor gelisme safthasi ve inkiibasyon kosullar1 gibi sartlar oldugunu

tespit etmistir.

Herhangi bir genotipten yliksek oranda haploid embriyo elde etmek i¢in kiiltiir
kosullarin1 her genotip i¢in ayr1 ayr1 optimize etmeli ve anter kiiltiiriinde embriyo olusturma
basaris1 yliksek olan genotiplerle embriyo olusturma kapasitesi diisiik olan genotipleri
melezlemek gerekir. Nitsch ve Nitsch (1969), 12 tiitiin tiirtinden 5 tanesinin; Gresshof ve
Doy (1972) 18 farkli Arabidopsis hattindan 3 tanesinin, Irikura (1975), 118 farkli Solanum
genotipi igerisinden sadece 19’unun polen embriyogenesisi meydana getirdigini

belirtmektedir.



Karakulluk¢u (1991), degisik patlican genotiplerinde haploid bitki elde etme
tizerinde anter kiiltiirii yontemini kullanarak arastirmalar yapmustir. Patlicanda androgenesis
olayinin genotiple yakin bir iliski i¢inde oldugunu gérmiistiir. Denemelerde yer alan ¢esitler
icerisinde Halep Karas1 ve Baluroi F; ¢esitlerinden haploid bitki elde etmis, Prelane F; ve
Kemer cesitlerinde de embriyolar olustugunu goérmiis, ancak bitkiye dontsiimiiniin
gerceklesmedigini gozlemlemistir. Diger cesitlerden (Dourga, Pala, Adana Topagi, Seytan,
Black Beauty, Marfa F;, Fabina Fi, Galine F;) haploid embriyo veya bitki elde
edilemedigini bildirmistir. Haploid bitkiler; ilkbahar veya yaz baslangicinda ¢igeklenmenin
ilk donemlerinde alinan tomurcuklardan elde edilmistir. Calismasinin degisik agsamalarindan

toplam 22 adet embriyo ve 13 adet haploid bitki elde etmistir.

Sakin (1994), tiitiin (Nicotiana tabacum L.) anter kiiltliriinde genotipin haploid bitki
olusumuna etkisini saptamak amaciyla, Tirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan 20
genotipten alinan anterleri kiiltiire almigtir. Arastirma sonuglarinda, reaksiyon gosteren anter
miktarinin ve rejenerasyon miktarinin biiyiik ol¢tide genotipik etki altinda oldugunu,
reaksiyon gosteren anter miktari acisindan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik olmadigini

tespit etmistir.

Kaplan (2012), farkli bolgelerinden toplanan ve seleksiyon islah1 yoluyla elde
edilmis 73 genotip ve 11 standart ticari biber genotipleri ile yaptig1 anter kiiltiirtinden hicbir
genotipte embriyo veya bitki gelisimi olmadigimi bildirmistir. Sonu¢ olarak Tiirk
biberlerinde androgenesis uyartim protokollerinin gelistirilmesi i¢in c¢aligmalara devam

edilmesi gerektigi bildirilmistir.

Taskin vd. (2011) 5 farkli biber genotipi ile anter kiiltiirti ¢calismislardir. Embriyo
olusumu ve olusan embriyolarin bitkiye doniisiimiiniin genotiplere ve besin ortamlarina gore
degistigi belirtilmektedir. Genotipler arasindan en yiiksek embriyo oranini (%18 globular ve

%9,0 olgun embriyo) 269 nolu genotipten elde etmislerdir.

Koleva vd. (2008) biber de anter kiiltiirii ¢alismalarinda androgenik bitki elde
etmenin biyiik 6l¢tide genotipe bagli oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda 21 farkli
biber genotipine anter kiiltiirii ¢alismislardir. Anterler Dumas de Valux vd. (1981) tarafindan

gelistirilen yontemle kiiltiire alinmistir. Sonug olarak calisma da androgenesisteki basariy1
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genotipin ve bulundugu ortam kosullarinin etkiledigini bildirmistir. Anter kiiltiirii sonrasinda
biiyiime odasina ve sera kosullarina alinan 4 genotipten (Piran, Kurtovska kapya SR, Zlaten

medal SR ve Feher6zon) biber bitkisi elde edilme islemi basari ile gergeklesmistir.

Ata (2011), diisiik sicakliga tolerant/duyarli (421 ve 195 nolu genotipler) ile yiiksek
sicakliklara tolerant/duyarli (Inan 3363 ve 277A) genotiplerin kullanildig1 ¢alismasinda, en
fazla sayida embriyo orannin Inan 3363 cesidinden %20,95 olarak elde edildigi sonucuna

varmistir.

Al Remi (2013), biberde genotipin etkilerini arastirmak i¢in 3 farkli genotiple yaptig1
anter kiiltiirii galismasinda bitkiye doniisen embriyo orani ile gelisen anter basina elde edilen
embriyo sayist oranlarimin Alfajer ¢esidi ve B 1slah hattinda 151 ve 171 No'lu

genotiplerinden daha basarili sonuglar verdigini belirlemistir.

Karakulluk¢u ve Abak (1993) tarafindan 4 patlican tiirtinde yapilan anter kiiltiirii
calismasinda, genotiplerin yanit verme diizeyinin farkli oldugunu belirlemislerdir. Her
genotip i¢in kiiltiir kosullarin1 optimize etmenin gerekli oldugunu sdyleyen Dunwell
(1981)’in onerisine alternatif bir bagka yol daha bulduklarini bildirmislerdir. Alternatif
yollardan birisinin de, anter kiiltiirline yanit vermeyen genotiplerle ¢ok iyi yanit veren
genotipleri melezleyerek, melez dollerden az veya ¢ok yanit alabilmeyi saglayabilmek

oldugunu bildirmislerdir.

Nowaczyk vd. (2006 a) tarafindan yapilan biberde anter kiiltiirii calismasinda: ATZ1,
PO ve (ATZ1 x PO) F genotipleri kullanilarak uygun tomurcuklardan secilen anterlerle
embriyo gelisimleri gozlemlenmistir. Calisilan ortamlarda her iki genotipte de elde edilen
embriyo sayisinin %5 1 ge¢medigini bildirilmistir. ATZ1 genotipinde %4’le en fazla
embriyo elde edilmistir. Bu elde edilen embriyolarin %1,7’sinde bitkiye doniisiim

gozlemlenmistir.

Supena vd. (2006) calismasinda 10 farkli Endonezya biber genotipinde Dumas de
Valux vd. (1981) ortami kullanarak anter kiiltiirii islemi gergeklestirmistir. 7 genotipten
sadece bir tanesinde tomurcuk basma 0,2 bitkiden daha az tepki olmustur. Haploid bitki

tiretiminde, Endonezya biber genotiplerinin olumlu sonuglar verdigini bildirmistir.



Irikova vd. (2011) 19 farkli Bulgaristan biberi genotipini kullanarak biberde anter
kiltlirti calismas1 yapmistir. Bunlarin 4 tanesi hibrit ¢esitler, 7 tanesi farkli cesitler ve 8
tanesi de birbirinden farkli biber hatlarindan olusmaktadir. Calisma sonucunda: 6 farkli hat,
6 ¢esit ve 3 hibrit ¢esidinde 35-40 giin sonra anter kiiltliriinde embriyo elde edildigini tespit
etmislerdir. 4 hat, 6 ¢esit ve 1 hibrit ¢esitten de bitki elde edilmistir.

Olszewska vd. (2014) tarafindan yapilan biberde anter kiiltiirii calismasinda, 17 farkh
biber genotipinde ¢alisitlmistir. 17 farkli genotipin 12 tanesinde embriyo gelisiminin
basartyla baslatildig: bildirilmistir. Kontrol denemesine gore diger biitiin genotipler arasinda

%3,85 ile en yiiksek androgenetik tepki PO genotipinden alinmistir.

Hegde vd. (2017) biber de denedigi anter kiiltiirii ¢alismasinda 2 farkli genotiple
calismislardir. Her iki genotipinde anter kiiltiirine verdigi tepkilerin farkli oldugunu
bildirmis Indra genotipinin Bharat genotipine gore daha yliksek seviyede anter kiiltiirtine

uygun oldugunu belirtmislerdir.

Ozsan ve Onus (2017), 4 farkli biber ¢esidinde farkli B vitaminlerinin kullamldig1
besin ortamlarinda androgenesise tepkide cesitlerin onemli farklilik gdsterdigini

bildirmislerdir.

Kurt (2019), 4 farkli biber ¢esidiyle (12-081(Kapya A), 10-714 (Kapya B),15-416
(Dolma 39), 12-013 (Dolma 47)) haploid bitki elde edebilmek i¢in yaptig1 anter kiiltiirii
calismasinda, genotipin androgenesise etkisini incelemistir. Calisma sonuglar ¢esitler
bazinda degerlendirildiginde, her ¢esitte kallus olusumu gozlemlemistir. Cesit x ortam
interaksiyonu incelendiginde ise kallus olusumu agisindan en basarili sonuglar, Kapya B ve

Kapya A ¢esitlerinde alinmistir.

Shimira vd. (2019) tarafindan yapilan biberde anter kiiltlirii ¢alismasinda nematoda
kars1 direngli oldugu bilinen 2 farkli (Alata 2095 ve Alata 2096) genotip kullanilmaistir.
Arastirma sonucunda Alata 2095 genotipinin 100 anter icin elde edilen en yiiksek bitki
sayis1 ortalamasinin 39 oldugu ve bu genotipin anter kiiltiirli uygulamalarinda kullanilmak

icin uygun oldugu tespit edilmistir.
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2.2. Donér Bitkinin Yetistirilme Kosullari

Androgenik embriyo olusum orani ve bunlarin bitkiye doniistim orani tizerinde donér
bitkinin yetisme kosullari, bitki yast ve anter alma mevsiminin de etkili oldugu bircok
aragtirmada gosterilmistir (Bajaj, 1990; Kristiansen ve Andersen, 1993; Ltifi ve Wenzel,
1994; Gonzalez-Garcia, 2002; Rodeva ve Cholakov, 2006).

Androgenesis calismalarinda dondr bitkinin genotipi son derece elverigli olsada,
uygun safhadaki mikrosporlar igeren materyaller kullanilsa da, mikrosporlardan in vitro
kosullar altinda haploid embriyo uyartiminmi baslatabilmek 6nemli bir 6lgiide bu bitkilerin

yetistirildigi kosullara baglidir (Ellialtioglu vd., 2001).

Anter kultiirii calismalarinda kullanilacak donor bitkilerin tizerindeki 151k yogunlugu,
fotoperiyot, beslenme, sicaklik ve CO; konsantrasyonu en fazla etkili olan kritik ¢evresel
faktorlerdendir. Birgcok bitki tiirtinde ac¢ikta ve normal yetisme doneminde yetistirilen
bitkiler, sera kosullarinda yetistirilen bitkilere gore anter kiltiirinde gosterdikleri
performans bakimindan daha basarilidir. Heberle-Bors ve Reinert (1981), anterlerin
icerisindeki embriyogenik polen tanelerinin sayis1 tizerindeki etkiyi donér bitkilerin
yetistirildigi kosullarin etkisi olarak yorumlamislardir. Tiitiin bitkilerinin daha serin
kosullarda yetistirilmesi sonucunda, P-poleni diye adlandirilan embriyogenik polen
tanelerinin sayisimin ¢ogaldigi ve anterlerden elde edilen embriyo oraninin da daha fazla

oldugunu bildirilmektedir (Heberle-Bors ve Reinert 1981; Ellialtioglu vd., 2001).

Ayar (2003), calismasinda kullandig1 biber cesitlerinde mevsimin etkisini yaz ve kis
olarak iki farkli donemi karsilastirma seklinde yaptigini belirtmektedir. Bitki yasinin etkisini
de aylik olarak incelemistir. Elde ettigi sonuglari, her mevsimi kendi igerisinde
degerlendirilerek bitki yasinin etkisini ve iki mevsimi de kendi aralarinda karsilagtirarak
mevsimin etkisini degerlendirmistir. Yaptig1 istatistiki analizlerde, bitki yasi bakimindan
donem icerisindeki aylar arasinda farkliliklar ve ¢esit x donem interaksiyonu oldugunu
saptamistir. Sonuglarina gore, yaz doneminde Kekova ¢esidinin % 4,97'lik embriyo olusum
orani ile Sera-Demre 8 c¢esidinden (% 1,49) daha iyi sonu¢ verdigini saptamistir. Kis

doneminde ise Sera-Demre 8 (%4,26) ¢esidinin, Kekova (%2,69) cesidinden daha yiiksek
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oranda embriyo olusturdugu saptamistir. Yaz doneminde Kekova ¢esidinde ¢igceklenmenin
2. ay1 olan Haziran ay1 (%7,30), Sera-Demre 8 ¢esidinde ise ci¢ceklenmenin 3. ay1 olan
Agustos ay1 (%3,96) en yiiksek embriyo olusumunun saglandigi ay olarak tespit ettigini
bildirmistir. Kis doneminde Kekova (%7,70) ve Sera-Demre 8 (%8,75) cesidinde,
ciceklenmenin 4. ay1 olan Subat ayinda en fazla sayida embriyo olusum oranlarmi elde

etmistir.

Biiytikalaca vd. (2004) serada kosullarinda yetistirilen bitkilerden alinan anterlerin,
acik alanda yetistirilen bitkilerden alinan anterlere goére daha fazla embriyo olusturdugunu
tespit etmiglerdir. Ercan vd. (2006) Antalya kosullarinda yaz déneminde agikta ve kis
doneminde 1sitmasiz serada yetistirilen iki biber ¢esidinden alinan anterlerin mevsimsel

etkilere kars1 farkli embriyojenik yanit verdigini belirlemislerdir.

Tagkin (2005), arastirmasinda en yiiksek embriyo elde etmek ve bitkiye dontisiimiin
belirlenmesi amaciyla, anterleri birbirinden farkli zamanlarda kiiltiire almistir. Denemenin
sonunda, embriyo olusumu ve olusan embriyolarin bitkiye donlisimii anter alma
donemlerine gore degisiklik gostermistir. En basarili sonuglari, Nisan ve Mayis aylarinda

alinan anterlerden tespit etmistir.

Aragtiricilar optimum anter gelisim evresi sec¢ildiginde, yash bitkilerden toplanan
anterlerin yeterli embriyojenik tepkiye sahip olabilecegini bildirmistir. Dondr bitkinin
yetistirilme mevsimi, yasi ve anter alma mevsiminin androgenik tepkiye etkileri konusunda
yuritiilen kapsamli bir ¢calismada, bes genotipe ait fideler Adana kosullarinda serada, Kasim,
Mart ve Ekim ayinda olmak iizere 3 donemde dikilmistir. Kasim ayinda dikilen fidelerden
Ocak, Subat, Mart aylarinda, 2. donem dikimlerinden Nisan ayindan Eyliil aymna kadar her
ayda ve 3. donem dikilen fidelerden Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda tomurcuklar alinarak
anter kiiltiirii islemini gergeklestirmislerdir. En basarili sonuglar, Nisan ve Mayis aylarinda
kiiltiire alinan anterlerden elde edilmistir. Nisan ve Mayis aylarinda g¢evresel faktorler
optimum oldugu i¢in bu aylarda aliman anterlerdeki embriyo veriminin yiiksek oldugu
distinmislerdir. Temmuz ve Agustos aylarinda kiiltire alinan anterlerden sonug

almamamistir (Taskin 2005; Tagkin vd., 2011).
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Farkli genotiplerle ¢alisan Ata (2011), Mersin kosullarinda Ekim ayinda seraya
dikilen ve iklim kosullarmma adaptasyon bakimindan farkli biber genotiplerinden bir yil
boyunca alman anterlerden embriyo oranlar1 bakimindan 6nemli farklilik tespit etmistir.
Kuvvetli siirgiin gelismesinin oldugu bahar ve yaz aylarinda bitkinin i¢sel oksin seviyesinin
yiiksek olmasi nedeniyle yiiksek seviyede sitokinin igceren besin ortaminda, i¢sel oksin
seviyesinin dustigii kis aylarinda ise daha diisiik sitokinin igeren besin ortaminda daha
basarili sonuglar elde edildigini bildirmistir. Farkli zamanlarda yapilan anter kiltiirti
calismalarinda embriyo oran1 bakimindan en iyi sonuglarin (%66,36) Agustos aymdan (11
ay yash bitkilerden) alindigini belirtmektedir. Cevresel etkiler igerisinde donér bitkinin
yetistirildigi zamandaki ortam sicakligmin etkili oldugu ve bitkinin yasamis oldugu stres
kosullarinin embriyo olusumunu pozitif yonde etkiledigini, haploid embriyo uyartiminin
daha 1yi saglanabilmesi i¢cin de genotiplerin iklim isteklerine uygun bir zamanda anter
kiltiirti caligmasinin  yapilmasi gerektigini vurgulamistir. Donér bitkinin yetistirilme
kosullart ve bitki yasmin anter kiiltiirtinde ki basariya olan etkileri konusunda benzer
sonuglar Powell, (1990) ve Kristiansen ve Andersen, (1993) tarafindan da bildirilmistir.
Rodeva ve Cholakov (2006), embriyo indiiksiyonu ve verimi ile bitki yas1 arasinda bir iligki

bulamadigini bildirmistir.

Art vd. (2016 a) Antalya kosullarinda sonbaharda isitilmayan sera kosullarinda
yetistirilen 64 siis biberi genotipinde, Kasim ve Aralik aylarinda alinan tomurcuklarla shed-
microspor kiiltiirii ¢alismislardir. Calisilan 64 genotipten 48'inde farkli oranlarda embriyolar
tiretilmistir. Androgenik tepki veren 48 genotiple ¢aligmalarina devam eden arastiricilar,
ilkbaharda serada yetistirilen bitkilerden (Ar1 vd. 2016 b) daha fazla sayida haploid embriyo
elde etmislerdir. Donér bitkinin optimum kosullarda yetistirilmesi, gen¢ veya yasli olmasi,
saglikli olmasi, vegetasyon siiresince yasamis oldugu stres faktorlerinin olmasi durumunda
farkli deneysel kosullarda androgenik tepkide 6nemli bir genotipik varyasyon goriilmektedir.
Bununla birlikte, anter kiltliri ve mikrospor kiiltiiriiniin basarist i¢in donér bitkilerin
bliytimeleri sirasinda herhangi bir stres kosulunun onlenmesinin kritik 6nem tasidigim

bildirmislerdir.
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2.3. Anterlerin Gelisme Donemi

Mikrosporlarin gelisme donemi, anterlerin dondr bitkiden izole edildigi zamanda
oldukca 6nemlidir. Anter kiiltiriinde tek cekirdekli mikrospor déneminin, erken veya geg
asamasindaki mikrosporlar1 igeren anterlerden en iyi sonuglar alinmaktadir. Mikrosporlar
icerisinde eger nisasta depolanmaya baslanmissa, bu anterlere haploid embriyo elde etmek

icin yapilan uyarilar etkili olmayacaktir.

Sitolojik gozlemler, anterlerdeki mikrosporlarin hangi gelisme doneminde oldugunu
belirlemek i¢in yapilmaktadir. Asetokarmin ile hizli boyama yapilarak, mikrospor gelisme
asamas1 saptanabilir. Ayrica floresan mikroskobu ve preparat hazirlanmasinda buna uygun
merkiirik asit, DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) gibi boyalar kullanilarak daha kolay ve

daha dogru bir sekilde mikrospor ¢ekirdeklerinin goriilebilmesi saglanabilir.

Bagka bir yontem ise parafine gomerek kesit alinir ve bunun ardindan preparatlarin
hematoksilin ya da metilen mavisine boyanarak net ve giivenilir sekilde mikrospor
cekirdekleri gozlemlenebilir. Ancak, bu yontemin uzun siire almasi biiyilik bir dezavantajidir

(Ellialtioglu vd., 2001),

Abak (1983), anter kiiltliri icin en uygun tomurcuk gelisme déneminin ince uzun
meyveli yerli biber materyali i¢in (mayoz boliinmeyi takip eden birinci mitoz baslangici),

tomurcuklarin 3,5-4,0 mm biiytikliigiine ulastiklar1 zamana rastladigini bildirmistir.

Bajaj (1984), birinci mitoz boliinme Oncesi veya sirasinda c¢ekirdeksiz asamadaki
polenin, mikrospor embriyogenesisini engelleyebilecek dis strese karsit duyarl oldugunu ve
stres kosullarinda embriyo olusumunun engellendigini bildirmistir. Farkli bitki tiir ve
cesitlerinde uygun mikrospor sathasina sahip olan tomurcuklarin belirlenmesinde bazi

arastiricilar sitolojik ¢alismalar yaparken bazilari da morfolojik belirteglerden yararlanmistir.

Karakullukg¢u (1991), yaptigi sitolojik incelemelerde patlican da anter kiiltiirii i¢in en
verimli gelisme doneminin birinci polen mitozunun hemen 6ncesinde ki donem oldugunu

belirlemis, bu donemdeki tomurcuklarda bulunan ta¢ yapraklarinin seviyesinin canak
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yapraklarin birlesme noktasinda bulundugunu, bununla birlikte anter renginin de yesilimsi

sar1 renkte oldugunu gézlemlemistir.

Biner vd. (2001) arastirmalarimmi 2 farkli biber ¢esidinde yapmistir. Tomurcuklar
bitkiden toplanirken, ta¢ yapragi canak yapragini ¢cok az gecmis olan yani tek ¢ekirdekli
mikrospor donemi oldugu kabul edilen tomurcuklar1 se¢mislerdir. Sirena ¢esidi i¢in en
yiiksek % embriyo orani (%6,18) ve Amazon ¢esidi icin ise en yliksek % embriyo oram

(%3,03) olarak elde edilmistir.

Supena vd. (2006) shed mikrospor protokoliinde tomurcuklarinin %50’sinden daha
fazlasinda ge¢ ¢ekirdekli mikrospor iceren tomurcuklarin se¢iminin daha énemli oldugunu
bildirmislerdir. Petal boyunun sepallere esit ya da hafifce daha uzun oldugu dénemdeki
cicek tomurcuklart DAPI ile boyanmasindan sonra %350’sinden daha fazlasinin ge¢ tek
cekirdekli donemde oldugunu c¢alismasinda kullandigi 10 c¢esitte tespit etmistir. Cigek
tomurcuklarinin orta tek ¢ekirdekli donem ve ¢ift ¢ekirdekli donemlerinin sirasiyla %20 ve

%50’y1 gecmeyecek sekilde oldugunu tespit etmislerdir.

Tirkiye’de yapilan ve cogunlukla Tirkiye orijinli ¢esitlerle yapilan ¢aligmalarda en
uygun mikrospor gelisme doénemi, mayoz boliinmeyi izleyen tek c¢ekirdekli birinci mitoz
baslangici, I. mitoz boliinmesine ge¢mis profaz asamasi (Ozkum vd. 2001; Ercan vd. 2001;
Ercan ve Biner, 2002; Sayilir ve Ozzambak, 2005), ¢cogunlukla ge¢ ve orta tek cekirdekli
mikrosporlar yaninda geng ¢ift cekirdekli donemde polen igeren anterler (Ar1 vd. (2016 a,

b)) olarak belirlenmistir.

Barroso vd. (2015) ¢igek tomurcugu boyutunu mikrospor gelisimi asamalari ve farkl
siis biberi genotiplerinin anterlerinde embriyolarin indiiksiyonu ile iliskilendirmistir. Rasgele
toplanan cicek tomurcuklarini, gorsel olarak iki petal ve sepal boyutuna gore ii¢c sinifa
ayirmistir. Tomurcuk en ve boyunun yan sira petal, sepal ve anter uzunlugu da 6lgiilmiistiir.
Tomurcukta ki her anter icin mikrospor asamasini belirleyerek ikinci smif anterlerin
cogunlugunda tek c¢ekirdekli mikrosporlar varligini tespit etmislerdir. Tek g¢ekirdekli
mikrosporlarin  sayist ile tomurcuk biylkligti arasinda korelasyon gozlenmedigini

bildirmislerdir.
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Hegde vd. (2017) biberde yaptig1 anter kiiliirii ¢alismasinda biber tomurcuklarimi
goriinimlerine, anter morfolojisine ve mikrosporlarin gelisim asamalarina gore
incelemislerdir. Mikrospor gelisimi i¢in anter renginin 1yi bir gosterge oldugunu bildirmistir.
En 1yi sonucun, mikrosporlarin ge¢ tek ¢ekirdekli asamadaki anterlerinden elde edildigini

tespit edilmistir.

Ciner (2000), biber genotipinde bulunan mikrospor gelisim asamalarini aragtirmistir.
Asetokarmin ezme yontemi ve parafin metodunu kullanarak sitolojik ¢alismalarini
gerceklestirmistir. Tomurcuk biiyiikliikleri, tomurcuk ve anter morfolojileri tanimlanmis ve
mikrospor asamalart belirlenmistir. Tomurcuklarda korolla seviyesinin kaliks ile ayni veya
biraz daha uzun oldugu, tomurcuk ¢apinin 5 mm, uzunlugunun ise 7 mm oldugu gelisme
donemindekilerinin tek c¢ekirdekli ve 1. polen mitozu asamasindaki mikrosporlari

bulundurdugunu saptamistir.

2.4. Anterlere Yapilan On Uygulamalar

Yapilan caligmalarda kiiltire almadan 6nce tomurcuklara veya kiiltiiriin basinda
anterlere uygulanan 6n islemler ve inkiibasyon kosullarinin, haploid embriyo oranina énemli
etkilerde bulundugu bildirilmistir. On uygulamalarm amaci, mikrosporlarm gametofitik
gelismelerini sporofitik gelisim yoniine degistirmek icin gerekli stresi yaratmaktir. On
uygulamalar: diisiik veya yiiksek sicaklik soklari, anterlerin mannitol kullanimiyla ag¢lig

veya bunlarin kombinasyonu seklindedir.

Sibi vd. (1980) anter ekiminin ilk 2 giinii 35 °C yiiksek sicaklik uygulanmasinin,
cigek tomurcuklarinin 4 °C soguk 6n uygulamasina kiyasla embriyogenesisi daha etkili bir
sekilde uyardigin1 bildirmiglerdir. Dumas de Vaulx vd. (1981), embriyo indiiksiyonu igin
son derece etkili bir yontem gelistirmislerdir. Anterlerin 8 giin boyunca 35 °C ve karanlik
kosullara maruz birakilmasiyla, bu kosullardan daha kisa siire inkiibasyona oranla daha iyi

sonuglar alindigini bildirmislerdir.

Bal vd. (2003) tomurcuklar1 7 giin boyunca 0,3 M mannitollu ag¢hk ortaminda
10°C’de on uygulamaya almiglardir. Osmosik stres olusturmasit nedeniyle, mannitol

uygulamasinin mikrospor kokenli kallus koloni oranini arttirdig1 belirlenmistir. Kullanilan
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en yaygin On uygulamalardan biri tomurcuklarin diisiik sicaklikta tutuldugu soguk

uygulamasi olmustur.

Sogukta bekletme esnasinda zayif ve yasama giicii olmayan mikrosporlar ve
anterlerin hemen kahverengilesip 6ldiigii, boylece gii¢lii anterlerin segilerek kiiltiire alinmasi
durumunda yiiksek oranda rejenere olabildigi bildirilmektedir. Anter kiiltiirtinde, mikrospor
tanelerindeki nisasta birikimi olduk¢a Onemlidir. Nisasta birikimi olan mikrosporlarda,
haploid embriyo gelisimi goriilememektedir. Diisiik sicaklik, nisasta iiretimini azaltarak

mikrosporlarda nisasta birikimini engeller (Kaplan, 2012).

Kiiltiire alinmadan once ¢esitli stirelerde tomurcuklara 4 °C soguk uygulamasinin
embriyogenesisi tesvik etmedigi (Munyon vd. 1989; Cémlekgioglu vd. 1999; Ozkum vd.
2001; Ozkum ve Tipirdamaz, 2002; Kim vd. 2004; Ozkum ve Tipirdamaz, 2010; Ar1 vd.
2016 a), anterlere soguk uygulamalarinin genel olarak tomurcuklarda ABA (absisik asit)
igerigini azalttigi, kiiltiiriin basinda ve kiiltiirtin 50. giintinde 4 °C 'de 4 giin boyunca soguk
uygulanmis anterler hari¢ bu uygulamalarin ABA igerigindeki azalmalarin 6nemsiz oldugu
bildirilmistir (Ozkum vd., 2001). Biner vd. (2001) ise gesitlere bagli olarak 4 °C'de 1-2 giin

tutulan anterlerden, daha yiiksek embriyo orani saglandigini bildirmiglerdir.

Abak (1983), anter kiltiirii i¢in anterlerin dikim o©ncesinde 25 °C ve 35 °C
sicakliklarda ve nemce doymus atmosferde tutulmasmin herhangi bir olumlu etki meydana

getirmedigini bildirmistir.

Karakulluk¢u (1991), patlican anterlerine, kiiltiire alinmadan 6nce yapilan soguk
uygulamalarn ve kiiltiirtin ilk devresinde yapilan sicak uygulamalari ile donor bitkilerin
yetisme kosullarinin  etkilerini  aragtirmigtir.  Kiltiir Oncesi tomurcuklara soguk
uygulamasinin olumlu etkisi olmadigini bildirmis; en iyi sonucu dikimi izleyen ilk 8 giin
karanlikta ve +35 °C sicaklikta tutulan anterlerden elde etmistir. Donér bitkilerin kisa giin ve
disiik sicaklik kosullarinda yetistirilmesinin androgenesisi uyarict bir etki yapmadigini
gozlemlemistir. Haploid bitkiler; ilkbahar veya yaz baslangicinda c¢iceklenmenin ilk
donemlerinde alinan tomurcuklardan elde edilmistir. Calismanin degisik asamalarinda,

toplam 22 adet embriyo ve 13 adet haploid bitki elde etmistir.
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Dolcet-Sanjuan vd. (1997) anterleri ilk bir hafta siireyle 7 °C'de karanlikta, Supena
vd. (2006) ise 9 °C’de inkiibasyonunun embriyojenik potensiyeli arttirdigini buna karsilik
Koleva-Gudeva vd. (2007) benzer bir etki olmadigini bildirmislerdir. Sonuglar, farkli

genotiplerde ve deneysel kosullarda anterlerin farkli tepkiler verdigi anlamina gelmektedir.

Biner vd. (2001) biber anter kiiltiiriinde bitki elde edilmesi tizerine farkli sicaklik ve
151k uygulamalarmin etkilerini arastirmistir. Tomurcuklarin bir kismi +4 °C'de 24 saat ve bir
kismi yine +4 °C'de 48 saat bekletilmistir. Bu islemin ardindan, anterlere farkli aydinlik-
karanlik ve sicaklik uygulamasi gibi 6n uygulamalarda yapilmistir. Bu 6n uygulamalardan
gecirilen anterler, 25 °C sicaklik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik periyoduna alimmustir.
Aragtirmadan alinan sonuglara gore, Sirena ¢esidi i¢in en yiiksek embriyo olusum oraninin
(%6,18) +4 °C'de 24 saat 6n uygulamanin ardindan 25 °C'de 1 hafta siireyle 24 saat
karanlikta tutulan anterlerden elde edildigi bildirilmistir. Amazon ¢esidi i¢in ise en yiiksek
embriyo olusum orani (%3,03), + 4 °C'de 48 saat 6n uygulamasi yapildiktan sonra 25 °C'de

1 hafta siireyle 24 saat karanlikta bekletilen anterlerden elde edilmistir.

Yildirim (1999), ikisi hibrit, tigii standart olmak tizere 5 farkli biber c¢esidi ile
calismistir. Bu gesitlerden tek cekirdekli mikrospor sathasinda alman tomurcuklar, +4 °C'de
24 saat soguklatilmistir. Calismada Sirena ve Carliston ¢esitlerinden in vitro bitki ve
embriyo elde edilmesine ragmen, bunlarda bir gelisme gozlemlenememis ve kiiltiiriin
ilerleyen donemlerinde canliliklarini yitirdikleri saptanmistir. Diger ti¢ cesitte ise kallus

olusumu disinda, bagka bir rejenerasyon gézlemlenemedigi bildirilmistir.

Anterlerde bulunan ve engelleyici bir hormon olan absisik asit miktarini azaltarak ve
bu hormonun olumsuz etkisini soguk uygulamalari ortadan kaldirir (Johansson ve Eriksson,
1977; Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997; Ozkum vd., 2001). Tomurcuklar1 santrifiij etme,
tomurcuklara etilen uygulamasi gibi 6n uygulamalarda, soguk soklar1 gibi embriyo

gelisimine olumlu etki yapmaktadir (Nitsch, 1974).

Ciner (2000), biber tomurcuklarina soguk soku uygulamasini 4 °C de 48 ve 96 saat
boyunca bekleterek yapmis ve etkilerini incelemistir. Hi¢bir 6n uygulama yapilmayan
kontrol grubu anterlerinden en yiiksek embriyo olusumu elde edilmistir. Androgenik

embriyo olusumu ortalama %12,5 civarinda bulunmustur. Besin ortamina ilave edilen aktif
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komiriin ve biuiyime diizenleyicilerin anter kiiltiirinde embriyo olusturma basarisi

tizerindeki etkisinin soguk soku uygulamalarina gére daha fazla oldugunu bildirilmistir.

Caglar vd. (2004) ¢alismalarinda, kiiltiire alinan anterlere yedi giin boyunca karanlik
kosullar altinda 4 °C, 29 °C ve 35 °C de 3 farkli 6n sicaklik uygulamislardir. Anterlerde
kallus gelisimi goriilmeden, %2,8 oraninda haploid embriyo gelisimi saglandigini

gozlemlemislerdir.

Supena vd. (2006) ¢alismasinda biber tomurcuklarin1 +4 °C de sirasiyla 0, 1, 3, 7 giin
olmak tizere 6n soguklama uygulamasina tabi tutmuslardir. Daha sonra elde edilen kiiltiirler
sirastyla 4, 9, 28, 32, 35 °C’de bekletilmis olup en fazla sayida embriyo gelisimi ve normal
goriinimlii embriyo olusumunu 1 hafta 9 °C’de ardindan da 28 °C’de devamli karanlikta

bekletilen kiiltiir ortamlarindan elde edildigini tespit etmislerdir.

Yildirim (2016), siis biberlerinde uygun safhadaki tomurcuklar1 bir giin siireyle +4
°C’de 6n soguklatma uygulamasina tabi tuttuktan sonra, anterleri ¢ift fazli shed-mikrospor
ortaminda kiiltiire almigtir. Kiiltiirler bir hafta stireyle 9 °C’de inkiibe edildikten sonra, yarisi
calkalayicili ortamda, diger yaris1 ise kontrol grubu olarak duragan ortamda 28 °C’de 3 hafta
ve ardindan 3-5 hafta siireyle 21°C karanlik ortam kosullarinda bekletilmistir. Calismada,
duragan ve c¢alkalanan kiiltiir ortamlarindan elde edilen toplam embriyo ve normal
gortinimlii ¢ift kotiledonlu embriyo sayilarinda istatistiksel anlamda onemli bir fark
bulunmazken, genotipler arasindaki fark ise olduk¢a 6nemli bulunmustur. Toplam embriyo
ve globular embriyo olusturma yoniiyle, calkalanan ortamdaki kiiltiirlerin daha basarili

olduklar1 saptanmustir.

Kurt (2019), farkli biber ¢esitlerinde yapilan anter kiiltiirii calismalarinda 6n sicaklik
uygulamalar1 yaparak, bunun androgenesise etkisini incelemistir. Anterler 2 farkli 6n
uygulamaya (25 ve 35° C karanlik) maruz birakildiktan sonra, besin ortaminda kiiltiire
almmislardir. On uygulama yapilarak kiiltiire alman anterlerin, kallus olusumlar
degerlendirmistir. Sonuglar 6n uygulama agisindan degerlendirildiginde kallus olusumu
bakimindan en iyi sonuglar, 6 giin siiresince 35 °C sicaklik 6n uygulamasindan gecirilmis

Petri kaplarindan elde edilmistir. Sonu¢ olarak biberde anter kiiltiirii calismasinda on
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uygulama olarak anterleri 35 °C’de 6 giin bekletmenin kallus olusumu tizerinde olumlu

etkileri oldugu bildirilmistir.

Shimira vd. (2019) nematoda kars1 direngli iki biber genotipinin ¢icek
tomurcuklarina soguk oOn islem uygulamasinin anter kiiltlirii ¢alismasindaki etkisini
arastirmiglardir. Cigek tomurcuklart anter kiiltiirii islemine alinmadan 6nce, 24 saat boyunca
+4 °C de buzdolabinda tutulmustur. Bu soguk 6n uygulamasinin, embriyo elde edilmesi

bakimindan her iki genotip i¢inde olumlu etkisinin bulundugu bildirilmistir.

Arjun vd. (2020) kultiir 6ncesi ve sonrasinda diisiik sicaklik uygulamalarinin bitki
rejenerasyonuna olan etkisini ve anter kiiltiirinde embriyo olusumunu incelemistir. On F;
genotipi  kullanmis ve 2 farkli sicaklik uygulamasi gergeklestirilmistir. Sicaklik
uygulamalari, kiiltiir 6ncesi (1 ve 2 giin) ve kiiltiir sonras1 (8 giin) 9 °C’de yapilmistir. En
yiiksek embriyogenesis orani, genotiplere gore degisim gostermis ve en iyi sonug 2 giin 9
°C’de tutulan anterlerden alinmistir. Bu calismada kiiltiir 6ncesi ve sonrasinda soguk

uygulamalarinin androgenesis sikligi tizerine dogrudan etkisi oldugu bildirilmistir.

2.5. Besin Ortaminin Bilesimi ve Yapisi

Oksinlere anter kiiltiirtinde ki ilk asamada gametofitik dokular1 sporofitik gelismeye
dontistiirme yoniinde uyarmak i¢in gerek duyulurken; sitokininlere bitkiye doniisme
asamasinda ihtiya¢ duyulur. Kinetin, BAP (benzil amino piirin) ve zeatin genellikle sitokinin
kaynag1 olarak caligmalarda kullanilirken, 2,4 D (2,4-diklorofenoksi asetik asit), NAA
(naftalin asetik asit) ve IAA (indole-3-asetik asit) oksin kaynagi olarak kullanilir. MS
(Murashige ve Skoog), N (Nitch), LS (Linsmaer ve Skoog ), NN (Nitch ve Nitch) ve CP
(Dumas de Valux ), NLN (s1iv1 N ve N Ortami) ortamlar1 anter kiiltiiriinde en fazla kullanilan
temel besin ortamlarindandir. Bu yontemde biber anterleri once yiiksek konsantrasyonda
bliylime hormonu iceren ortamda inkiibe edilmekte, daha sonra diisiik konsantrasyonlu

ortamlara aktarilmaktadir.

Anter kiltiirii caligmalarinda, c¢ogunlukla sakkaroz karbon kaynagi olarak

kullanilmaktadir. Ozellikle biber (Dumas de Valux vd., 1981) ve patlican (Dumas de Valux
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ve Chambonnet, 1982) tiirlerinde, besin ortamlarina kiiltiiriin ilk donemlerinde ilave edilen

yiiksek seker dozlar1 (%6-12) haploid embriyo elde edilmesine katki saglamaktadir.

Abak (1983), biber bitkisinde anter kiiltiirii yontemiyle haploid bitki elde etmeye
elverisli en uygun besin ortamini belirlemek amaciyla ortama ilave edilen kinetin ve 2,4 D,
sakkaroz ve demir bilesiklerinin farkli oranlarinin etkilerini 6grenmeye yonelik denemeler
yapmustir. Besin ortamina 5 mg 1! kinetin, 5 mg 1! 2,4 D, 120 g I"! sakkaroz, 37,3 mg 1!
Na;EDTA + 27,8 mg I FeSO47H,0 (Demir siilfat heptahidrat) katilmas1 ile en basarili
sonucu elde ettigini bildirmistir. Olusan haploid bitkileri diploid hale getirilebilmek i¢in

kolhisin kullanilmis ve saf hatlar tiretilebilmistir.

Karakulluk¢u (1991) patlicanda haploid bitki elde etmeyi amacgladigi calismasinda,
besin ortamina eklenen seker, aktif karbon ve biiylimeyi diizenleyicilerin etkilerini
aragtirmustir. {1k dikim ortami olarak %12 oraninda sakkaroz, 5 mg 1"! kinetin ve 5 mg 1! 2,4

D katilan ve bilesimi CP ortamina gore hazirlanan ortam en iyi sonucu vermistir.

Karakulluk¢u ve Abak (1993), patlican bitkisinde anter kiiltirii yoluyla besin
ortamina degisik oranlarda katilan bazi organik maddelerin (sakkaroz, glukoz), biiyiime
diizenleyicilerin ve aktif komiirtin haploid bitki olusumuna etkilerini arastirmiglardir. % 12
sakkaroz; % 3 glikoz veya % 6 sakkaroz + % 6,3 glukozun ilk 12 giin boyunca
uygulandiginda, daha 1yi sonug¢ verdigini bildirmislerdir. Embriyo olusumuna aktif komiiriin
olumlu bir etkisi gozlenmemis olup, anterler “zeatin ve 2,4 D” veya “kinetin ve NAA”
kombinasyonlarina gore “kinetin ve 2,4 D” kombinasyonlarinda daha iyi sonu¢ vermislerdir.
Aragtirmanin farkli asamalarinda 5 mg 1! kinetin + 5 mg I 2.4 D ve %12 sakkaroz
kullanilan ortamlarda; Baluroi F;, Kemer ve Halep Karasi patlican ¢esitlerinde sirasiyla

%12,1, %1,5 ve %3,8 oranlarinda embriyo edildigini bildirmislerdir.

Yildirirm (1999), ikisi hibrit, {i¢ii standart olmak tizere 5 farkli biber ¢esidinde
anterleri 2,4 D, kinetin, BA (Benzil adenin), NAA ve aktif komiir iceren MS, N, CP ve R
temel besin ortamlarinda kiiltiire almistir. Kiiltiir boyunca sadece CP ortamindaki anterleri,
kiiltiirtin 12. giintinde R ortamina transfer etmistir. Aragtirmanin sonucunda, en yiiksek anter
canlilik oraninin, aktif komiir icermeyen ortamlardan CP*R ve N, aktif komiir igeren CP*R

besin ortamlarinda bulundugunu bildirmistir. Kallus olusumunun ise en fazla aktif komiir
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icermeyen CP*R besin ortaminda gergeklestigini, bununla birlikte sadece N besin ortaminda
olusan kallustan farklilasma meydana geldiginin gozlemledigini bildirmistir. Embriyo
olusumunun 35°C'de 8 giin karanlikta bekletilen anterlerde oldugunu bildirmistir. Besin
ortam1 olarakta aktif komiir + 4 mg 1"' NAA + 0,1 BA igeren MS besin ortaminda ve yine
aktif komiir + 5 mg 1! 2,4 D + 5 mg 1! kinetin iceren MS, NN ve CP*R besin ortamlarinda
gozlemlemistir. %4,4 orani ile en fazla N besin ortamimda embriyo olusumu meydana
geldigini tespit etmistir. Calismasinda Sirena ve Carliston ¢esitlerinden bitkicik ve embriyo
elde edilmesine ragmen kiltiiriin ilerleyen donemlerinde canhiliklarini yitirdikleri
saptanmigtir. Diger U¢ cesitte ise kallus olusumu disinda baska bir rejenerasyonun

gozlemlenmedigi bildirilmistir.

Comlekcioglu vd. (1999) Sanhurfa (U; 10 hat) ve Kahramanmaras (KM; 5 hat) biber
populasyonlarindan saf hatlarin olusturulmasi amaciyla 4 farkli besi ortaminda ¢alisma
yapmuslardir. Oksin ve sitokinin miktarlarmin esit oldugu ve 2,4 D’nin kullanildig:
ortamlardan embriyo olusumu saglayamamislardir. NAA’nin kinetin veya BAP ile
kombinasyonunun daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Androgenik tepkide genotipin, besin
ortaminin ve bitki bliylime diizenleyicilerinin basariy1 etkileyen 6nemli faktorler oldugu

belirlenmistir.

Terzioglu (2000), iilkemizde yetistirilen 6nemli biber populasyonlardan biri olan
Kahramanmaras biberi populasyonunda anter kiiltiirii yapmistir. Anter kiltiirlinden elde
edilen embriyo oranmi artirmak amaciyla, besin ortami igerigi bakimindan degisik
uygulamalar yapmistir. MS veya DDV temel besin ortaminin igerisine "1 mg I'' BA + 4 mg
I NAA " veya bunun tam tersi olan "4 mg 1" BA + 1 mg I'! NAA " ilave etmis; ayrica tiim
ortam kombinasyonlarinin yarisina %0,25 dozunda aktif komiir katmistir. Boylece 8 farkl
besin ortami1 kombinasyonunda kiiltiire alinan biber anterlerinin "MS ortamu1" +"%0,25 aktif
komiir" + "4 mg 1! NAA + 1 mg I'! BA" kombinasyonunun anter kiiltiiriinden embriyo

olusturmak i¢in en yiiksek basariy1 gosterdigini bildirmistir.

Ciner (2000), embriyo olusumuna etkileri arastirmak i¢in besin ortamina %0,25
oraninda aktif komiir ilave ederek anter kiiltiirii ¢calismasimi gergeklestirmistir. MS temel
besin ortamima, 1 mg I BA ve 4 mg I'! NAA veya 1 mg I'! NAA ve 4 mg I'! BA, %0,8 agar

ile birlikte %3 sakkaroz ilave etmistir. En fazla sayida embriyo olusumunu, 4 mg I NAA ve
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1 mg I'! BA ve aktif komiir iceren MS besin ortaminda ki anterlerden elde etmistir. Soguk
soku uygulamalarma kiyasla, besin ortamina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicilerin ve
aktif komiiriin biber anter kiiltiiriinde embriyo olusturma frekansi tizerinde daha etkin

oldugunu bildirmistir.

Comlekgioglu (2001), Sanliurfa ve Kahramanmaras biber populasyonlarindan, anter
kiltiirtinde haploid bitki elde etmek tizere 5 farkli besin ortami denemistir. En olumlu
sonuglar 4 mg 1! NAA, 0,1 mg I'' BAP, 10 mg I'' AgNO; ve 30 g I'! sakkaroz iceren MS
besin ortaminda gelistirilen anterlerden elde edilmistir. Biber anter kiiltiirtinde besin ortami
bilesimi 6nemli olmustur. Biber populasyonlarinda anter kiiltiirti konusundaki oOnceki
caligmalarda, diisiik oranda androgenik embriyo ve bitkiyle sonuglandigi bildirilmistir.
Embriyogenesis oranin1 arttirmak amaciyla besin ortamina giimiis nitrat eklenmistir.
Embriyogenesiste genotipik farkliliklar gozlemlenmis ve Kahramanmaras ve Sanliurfa
populasyonlarinda sirasiyla 7,5 ile 50 embriyo /100 tomurcuk arasinda degismistir. Normal
ve anormal embriyo oranlar1 ise Sanliurfa ve Kahramanmaras icin sirasiyla %51,6 ve %48,4

olmustur.

Caglar vd. (2004) c¢alismalarinda, Kahramanmaras kirmizi biberlerinde in vitro
kosullarda androgenesis yoluyla haploid embriyo olusturmayir amaglamislardir. Besin
ortamlarma oksinlerden NAA ve 2,4 D ile sitokininlerden BAP ve kinetin farkli miktarlarda
ilave edilerek anterlerde dogrudan embriyogenesisin saglanmasin1 amaglamislardir. Bunlarla
birlikte, besin ortamlarina aktif komiir ve AgNOs ilave edildigi de bildirilmistir. Bu arastirma
boyunca, ortamlara toplam 9750 adet anter dikimi yapilmistir. Baz1 ortamlardaki anterlerde
yalmzca kallus gelisimi oldugu bildirilirken MS + 0.1mg I BAP + 4 mg I'' NAA + %0,25
aktif komiir + 10 mg 1! AgNO; bilesimli besin ortamina dikilen anterlerde hi¢ kallus

gelisimi olmadan %2,8 oraninda haploid embriyo gelisimi saglanmistir.

Taskin (2005), arastirmasinda dort farkli kiltir ortami kullanmistir. Gelismesini
kiiltiire alman ortamda tamamlayamayan embriyolar1 10 giin siiresince 0,5 mg 1! ABA
iceren besin ortamina aktararak, absisik asitin embriyo gelismesine etkisini belirlemeye
calismistir. Arastirmanin sonunda, olusan embriyolarin bitkiye doniisimii ve embriyo
olusumlar1 besin ortamlarina gore degismistir. Besin ortamlar1 arasinda ise III nolu besin

ortam1 (MS + 30 g I'! sakkaroz + %0,25 aktif komiir + 15 mg I'! giimiis nitrat + 4 mg 1!
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naftalen asetik asit + 1 mg I'! benzil amino purin) ve IV nolu besin ortamindan (modifiye
edilmis MS + 30 g 1! sakkaroz + %0,25 aktif komiir + 15 mg I'! giimiis nitrat + 4 mg 1!
NAA+ 0,Img 1! BAP) diger ortamlara gore daha fazla sayida embriyo elde edildigi
saptanmistir. Olgunlasmamis embriyolara ABA uygulama ¢alismasindan, olumlu bir sonug
almamamigtir. Bitkiye doniisiim, hormonsuz MS ortamina alinan olgun embriyolardan

saglanmstir.

Sayilir ve Ozzambak (2005), alt1 farkli biber ¢esidine ait tomurcuklardan alinan
anterleri ti¢ farkli gruba aymrarak kiiltire almislardir. Ortam olarak MS ve N temel besin
ortamlar1 kullanilmis ve ortamlara aktif komiir ile havug ekstraktiyla yapilan 4 mg I'' NAA
+ 0,1 mg I'! BA kombinasyonu gibi eklemelerle 6 farkli ortamda ¢alisma yapilmistir. MS +
4 mg I NAA + 0,1 mg I'' BA kombinasyonu en iyi sonucu Carliston Bagci gesidinde
vermistir. Ortamlara aktif komiiriin tek basina ilave edilmesiyle herhangi bir olumlu etki
saptanmamustir. Besin ortami olarak, N + 4 mg I'! NAA + 0,1 mg I"! BA + %0,1 aktif komiir

+ 200 ml havug ekstrakti iceren ortamdan en olumlu sonu¢ alinmistir.

Supena vd. (2006) biberde anter kiiltiirtinde besin ortami olarak Zeatin + TAA’nin
farkli iki dozunu kullanarak 5 farkli ortam denemistir. En fazla embriyo 2,5 pM Zeatin + 5,0
uM TAA igeren ortamdan elde edilmistir.

Nowaczyk ve Kisiala (2006 b) yapmis oldugu anter kiiltiiri ¢alismasinda CP besin
ortamim1 kullanmigtir. Bu ortama 5 mg 1! AgNOs ve 0,5 g I'! aktif komiir ilave ederek, farkli
besin ortami elde etmistir. Bu besin ortamlarina anter dikimi gergeklestirdikten 12 ve 14 giin
sonra, anterleri R1 ortamina aktarmistir. R1 (rejenerasyon ortami) ortamlarinin 0,1 ve 0,2
mg I kinetin icerdigi bildirilmistir. Aktif komiir ilave edilen CP ortamindan 12 giin
sonrasinda 0,2 mg 1! Kinetin olan R1 ortamina aktarilan anterlerden, en fazla sayida (6)

embriyo elde edilmistir.

Irikova vd. (2011) kullandig1 19 farkli biber genotipinden aldigi anterleri 2 farkl
besin ortaminda (C ve Cm) sirasiyla 12 ile 40 giin tuttuktan sonra, R ve Rm ortamlarina
alarak biberde anter kiiltlirii ¢alismiglardir. En yiliksek sayida embriyonun 12 giin Cm
ortaminda tutulduktan sonra elde edildigi ancak Rm ortamina aktarildiktan sonra bu

embriyolardan bitki elde edilemedigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, kullanilan genotiplerin



24

besin ortami igeriginden elde ettigi 6zel gereksinimleri oldugu ve bunun bitki elde edilmesi

tizerinde de etkili oldugu tespit edilmistir.

Lantos vd. (2012) biberde yaptigi mikrospor kiiltiirii ¢alismasini, 4 farkli besin
ortaminda (W14, B5, MS ve NLN) gerceklestirmistir. ilk deneme sonucunda, B5 ortami1 en
{istiin ortam olarak tespit edilmistir. ikinci denemeyi de BS ortamina farkli oranlarda 2,4 D
0, 0,1, 0,2 ve 0,5 mg I'") ve farkli oranlarda kinetin (0, 0,2, 0,5 mg 1"!) eklenerek
denediklerini bildirmislerdir. En umut verici sonuglarin 0,1 mg I'! 2,4 D ve 0,2 mg 1" kinetin

ilave edilen ortamdan saglandigin bildirmislerdir.

Taskin vd. (2011) 4 mg 1! NAA ile (0,1, 0,5 ve 1 mg 1'') BAP kombinasyonlari
iceren MS ve 4 mg 1! NAA 1 mg I'' BAP iceren modifiye edilmis MS ortamlarini
kullanarak anter kiiltiirii calismislardir. Tiim ortamlara, 15 mg AgNOs, 30 g I'! sakkaroz ve
%0,25 aktif komiir ilave edilmistir. Ortamlar arasinda, 4 mg I"' NAA ve 1 mg 1! BA igeren
MS ile 4 mg I NAA ve 0,1 mg I BA igeren modifiye edilmis MS ortamlarindan, diger
ortamlara gore daha fazla sayida embriyo elde etmislerdir. Gelisimini tamamlayamayan
embriyolarm 10 giin boyunca 0,5 mg 1! ABA ilave edilen besin ortamma Kkiiltiire

alinmasindan, olumlu sonuglar tespit edilmedigini bildirmislerdir.

Ata (2011), Biiytikalaca vd. (2004) ve Taskin (2005), biber anter kiiltiirii
caligmalarinda en iyi sonucun alindigi 2 farkli BAP igerigine sahip MS ortamini
kullanmistir. En yiiksek embriyo oranmnin 4 mg 1! NAA, 0,5 mg I'' BAP, % 0,25 aktif
komiir ve 30 g I'! sakkaroz ile 15 mg 1! AgNO3 igeren ortamda % 26,47 ve 4 mg I'' NAA,
0,1 mg I'! BAP, % 0,25 aktif komiir ve 30 g 1! sakkaroz ile 15 mg 1! AgNO3 igeren ortamda
%20,95 oldugunu tespit etmislerdir.

Kaplan (2012), steril hale getirilmis ¢igek tomurcuklarindan alinan anterleri farkli
konsantrasyonlarda NAA, 2,4 D, BAP ve kinetin hormonlar1 igceren MS ve CP ortamlarina
dikmistir. Baz1 kiltiir ortamlar1 normal inkiibasyon kosullarina konulurken, bazi kiiltiir
ortamlarini inkiibator de 8 giin boyunca karanlikta ve 35 °C’ de 6n uygulamaya tabi
tutulmustur. Kullanilan ortamlardan kallus olusturan ortamlar, baslama asamasindan 1 ay
sonra normal MS ortamina aktarilmistir. CP ortamlarina dikilen anterler, 8 giinlilk 6n

uygulama ve 4 giinliik normal ortam sartlarinda tutulduktan sonra, rejenerasyon ortamina
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transfer edilmislerdir. Kiilttrler her hafta diizenli olarak gézlemlenmis ve gelismeleri kayit
altma alinmistir. Caligmasinda, 72 adet (% 0,98) androgenik kallus {iretildigi
gozlemlenmistir. Olusan kalluslarin biiytimeye devam ettigi ve embriyo olusturmadigi tespit
edilmistir. Biberde yapilan anter kiltiirlerinden embriyo veya silirgin gelisimi

gozlenmeyerek calismalara devam edilmesini gerektigini bildirilmistir.

Al Remi (2013) ¢alismasinda Dumas de Vaulx vd. (1981) tarafindan 6nerilen besin
ortammin 8 farkli kombinasyonu ile birlikte MS temel besin ortamimin 8 farkl
kombinasyonunu kullanmistir. En basarili sonuglar ise MS temelli ve NAA+BAP igeren
ortamlarin verdigini bildirmistir. Aktif komiir embriyo olusumunu arttirmis ve besin
ortamma %0,25 oraninda ilave edilmistir. Embriyo olusumu agisindan giimiis nitrat
icermeyen ortamin, en iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir. B3 ortamindan elde edilen

embriyolar haricinde, diger embriyolarin tamaminin bitkiye doniistiigii tespit edilmistir.

Olszewska vd. (2014) biberde anter kiiltiiri calismasinda CP ortamini (12, 14 ve 16
giin) ve farkli oranlarda (0,1 ve 0,3 mg I'!) kinetin bulunduran R1 rejenerasyon ortamini
kullanmistir. En yiiksek embriyo 16 giin CP ortaminda tutulan ve sonrasinda 0,1 mg 1 !
kinetin igeren ortama alinan anterlerden elde edilmistir. 12 ve 14 giinlik CP ortaminda
bulunan anterlerin inkiibasyonu ise 0,3 mg 1" kinetin igeren ortamlarda daha olumlu sonug

vermistir.

Hegde vd. (2017) ¢alismasinda kullanacag ortamlarini 2-4 D (0,2 mg I'') igeren MS
ortaminda BAP’m kinetinin, zeatinin ve TDZ’nin farkli dozlaryla (0,1, 0,5, 1 mg I')
olusturdugu kombinasyonlarda AgNOs’l1 ve AgNOs’s1z olarak olusturmustur. i¢eriginde 0,2
mg 11 2-4 D, 1 mg 1! zeatin ve 15 mg 1! AgNO;s igeren besin ortamindan en fazla embriyo
(%60,5) elde edilmistir. Ortamlara ilave edilen farkli dozlardaki oksin ve sitokininlerin,
androgenesisi tesvik ederek embriyo gelismini arttirdigini tespit etmislerdir. Besin
ortamlarina ilave edilen AgNOs’in, hem oksinli hem sitokininli ortamlarda ki kallus

olusumuna olumlu bir etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Kiiltiir ortamlarma eklenen oksinlerin ve sitokininlerin kallus ve embriyo olusumu
tizerindeki olumlu etkisi bircok arastirici tarafindan bildirilmistir (Nowaczyk vd., 2006 a;

Supena ve Custers, 2011; Lantos vd., 2012; Luitel ve Kang, 2013; Olszewska vd., 2014).
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Gebologlu vd. (2017) patlicanda anter kiiltiiriinde seker yerine bal kullanilmasinin
etkisinin arastirildig1 ¢alismasinda, farkli sakkaroz ve bal dozlarini karsilastirmistir. Biiytime
diizenleyici olarak 2,4 D ve kinetinin farkli dozlarin1 kullanmistir. En fazla sayida embriyo
olusumu, bal ve seker uygulamasinda sirasiyla %18,35 ve %?20,95 olarak bulunmustur.
Yamula patlican genotipinin, androgenesise daha olumlu cevap verdigi bildirilmistir. En
yitksek embriyo olusumu 1,0 mg I kinetin + 3,0 mg 1! 2.4 D uygulamasindan elde
edilmistir. Bal besin ortaminda karbonhidrat kaynag: olarak sakkaroz yerine kullanilmis ve
bu durum patlicandaki anter kiiltiirii calismasinda, embriyo elde edilmesi tizerine olumlu etki
gostermistir. Besin ortamlarinda bal kullanilmasinin gerekliliginin de ortaya ¢iktigini

bildirmislerdir.

Ozsan ve Onus (2017), biberde anter kiiltiirinde kullandigi ortamlara farkl
konsantrasyonlarda (0,05 mg 1"! biotin (B7), 0,05 mg I"! cobalamin (B12), 0,05 mg 1" folik
asit (B9)) B vitamini ilave ederek farkli ortamlar elde etmisler ve farkli biber ¢esitlerini
kullanarak androgenesis tizerine etkisini arastirmislardir. Calismasi sonucunda en fazla
embriyo, 0,05 mg 1! biotin ve 0,05 mg 1! folik asitin MS ortamina ilave edildigi besin

ortamlarindan elde edilmistir.

Kurt (2019), biberde ki anter kiiltiiri ¢alismalarinda besin ortaminda karbonhidrat
kaynag1 olarak maltoz ve sakkaroz kullanilmasimin androgenesise etkisini incelemistir.
Calismada kullanilan anterler, 2 farkli seker igerikli (maltoz ve sakkaroz) besin ortami
kombinasyonunda kiiltiire alinmiglardir. Calismada besin ortami olarak, dnceki ¢alismalarda
biber anter kiiltiiriinde olumlu sonuglarm alindig1 MS temel besin ortami ve 0,1 mg 1" BAP
+ 4 mg I'" NAA + 2,5 mg I"! aktif karbon kullanilmistir. Ortamlar degerlendiginde, kallus
olusumu bakimindan en olumlu sonuglarin karbonhidrat kaynag: olarak maltoz ilavesi olan
Petri’lerden elde edildigi bildirilmistir. Karbonhidrat kaynag: olarak sakkarozun kullanildig:
besi ortamlarinda ise ¢esitlere bagl olarak kismen basarili sonuglar elde edilmistir. Sonug
olarak bu c¢alisma ile biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda karbonhidrat kaynagi olarak

maltoz kullaniminin kallus olusumu tizerinde olumlu etkileri oldugu tespit edilmistir.
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2.6. inkiibasyon Kosullari

Inkiibasyon esnasinda ki cevresel kosullar arasinda bulunan 1s1k, ya da sicaklik gibi
etkenler anter kiltirlinden saglanacak olan basarty1 6nemli derece de etkileyen

faktorlerdendir.

Sibi vd. (1980) anter dikiminin ilk 2 giinii 35 °C yiiksek sicaklik uygulanmasinin,
cigek tomurcuklarmin 4 °C soguk 6n uygulamasina kiyasla embriyogenesisi daha etkili bir
sekilde uyardigini bildirmislerdir. Dumas de Vaulx vd. (1981) embriyo indiiksiyonu i¢in son
derece etkili bir yontem gelistirmislerdir. Anterlerin 8 giin boyunca 35 °C ve karanlik
kosullara maruz birakilmasiyla, bu kosullarda daha kisa siire inkiibasyona oranla daha iyi

sonuglar alindigini bildirmislerdir.

Anterler ilk olarak karanlikta, 20-30 °C arasinda kiiltiire alinmaktadir. Daha sonra ki
asamalarda 151k yogunlugu azaltilmakta ve degisik aydinlanma siirelerinde bekletilmektedir.
Embriyo olusumu gerceklestikten sonra, rejenere olan bitkiler daha yiiksek 151k yogunluguna

alinir.

Anterlerde yiiksek sicaklik uygulamalari, bir¢ok arastirici tarafindan dogrulanmistir
(Comlekeioglu vd. 1999; Comlek¢ioglu, 2001; Ercan vd. 2001; Koleva-Gudeva vd., 2007;
Biytikalaca vd., 2004; Ercan vd., 2006; Prayantini, 2006; Ercan ve Sensoy, 2011; Taskin
vd., 2011; Al Remi vd., 2014; Keles vd., 2015; Ar1 vd., 2016 b). Kiiltiirtin ilk 8 giinii 28,5 -
29 °C de ve siirekli 151k kosullarinda gelistirilen anterlerden, 35 °C ve siirekli karanlik
kosullara gore daha c¢ok sayida embriyo olustugu bildirilmistir (Phillips vd., 1984;
Terzioglu, 2000; Basay vd., 2011).

Terzioglu (2000), Kahramanmaras biberi populasyonunda anter kiiltiiriinden elde
edilen embriyo oramini artirmak amaciyla, inkiibasyon kosullar1 bakimindan degisik
uygulamalar yapmustir. Kiiltire alinan biber anterleri, +35/25 °C sicaklik ve
karanlik/fotoperiyodik 151k rejimi, +29 °C'de ve siirekli 2000 lux 1s1k siddetinde 1siklandirma
rejimi olarak iki farkli inkiibasyon kosulunda gelismeye birakilmistir. +29 °C'de ve siirekli

2000 lux 151k siddetinde 1siklandirma rejimi anter kiiltiiriinde embriyo olusturmak i¢in daha
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olumlu bulunmustur. Ancak bu rejimin, uygulama gii¢liigii nedeniyle pratik olmadigini

saptanmuistir.

Comlekcioglu (2001), Sanhurfa ve Kahramanmaras biber populasyonlarinda
kiiltiirtin ilk 2 giinli anterlerin 35 °C sicaklikta ve karanlik kosullarda tutulduktan sonra, 28
°C de 16 saat fotoperiyodik kosullarda tutulmasiyla en olumlu sonuglarin elde edildigini

bildirmistir.

Hegde vd. (2017) calismasinda farkli biiylime diizenleyiciler kullanarak elde ettigi
ortamlarin kiiltir 6ncesi +35 °C de 7 giin stirekli karanlik kosullarda tutuldugunu
bildirmistir. Sicaklik uygulamasimnin yapildig1 ortamlarda kallus olusumunun daha fazla

oldugunu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, Diyar F; Kapya biber ¢esidi bitkisel materyal olarak kullanilmistir.

Proje kapsaminda yari1 kat1 ve ¢ift fazli besin ortamlarina biotin ve askorbik asit ilave
edilerek 10 farkli besin ortami bilesimi olusturulmustur. S6z konusu ortamlarin in vitro anter

kiiltiirti ile haploid embriyo olusumuna etkileri tizerinde ¢alisilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Diyar F; kapya biber ¢esidi donor bitki fideleri (3-4 ger¢ek yaprakli), torf igeren 15
litrelik saksilara 28.04.2019 tarihinde dikilmistir (Sekil 3. 1).

Saksilar, 1sitilmayan polikarbon serada 60x60 cm araliklarla seraya yerlestirilmistir

(Sekil 3. 2).

Bitkilerin gelisimi i¢in gerekli giibreleme islemleri ve bitkiler kontrol edilerek

gerekli goriildiigiinde (2-3 giin araliklarla) sulama yapilmistir.



Sekil 3. 2. Serada Yetistirilen Donér Bitkiler
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Bitkilerin hastalik ve zararlilardan korunmasi, saglikli ve kimyasal ila¢ kullanmadan

yetistirilmesine destek saglamak amaciyla sik dokulu til ile ortiilmiis yiiksek tiinel
kurulmustur (Sekil 3. 3).

#a

Sekil 3. 3. Serada Yetistirilen Bitkilerin Ortiilmesi
3.2.2. Cicek tomurcuklarinin toplanmasi

Bitkilerden cicek tomurcugu hasadina, 23.05.2019 tarihinde baslanmistir. Onceki
calismalarda biberde anter kiiltiiri icin en uygun tomurcuk gelisme donemleri belirlenmistir
(Abak, 1983; Bajaj, 1984; Barroso vd., 2015). Yapilan ¢alismalarda en uygun mikrospor
gelisme donemi, mayoz boliinmeyi izleyen tek ¢ekirdekli birinci mitoz baglangici, I. mitoz
bolinmesine ge¢mis profaz asamasi, ¢ogunlukla gec¢ tek ¢ekirdekli mikrosporlar yaninda
erken c¢ift ¢ekirdekli donemde mikrosporlar olarak belirlenmistir. Anter kiiltiirii i¢in elverisli
olan gec tek cekirdekli asamadan erken ¢ift ¢ekirdekli asamaya kadar olan mikrosporlari
bulunduran anterlerin kiiltiire alinmasi, basart i¢in ilk kosuldur. Tomurcuk toplanmasinda
yaklasik 5 mm civarinda ve korolla-kaliks boylarinin esit oldugu ya da korollanin kaliksten

biraz biiylik oldugu asama esas alinmistir.
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Sekil 3. 4. Anter Kiiltiirii I¢in Elverisli Olan Tomurcuk Goriintiisii

Anter kiiltiiri i¢in elverisli oldugu bildirilen morfolojik gelisme donemine sahip
tomurcuklar, sabah saatlerinde toplanarak laboratuvara getirilmistir (Sekil 3. 4, Sekil 3. 5 ve

Sekil 3. 6).

Sekil 3. 5. Cigek Tomurcuklarinin Toplanmasi

Embriyogenesisin baslatilmasi i¢in en uygun mikrospor gelisim asamasina sahip
tomurcuklarin ve anterlerin morfolojik 6zellikleri, biber tiir ve ¢esitleri arasinda farklilik

gostermektedir. Bu durumda genellikle tomurcuklarin uzunlugu yaklasik 5 mm civarinda
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olmakta, korolla ve kaliks boylarmin esit oldugu ya da korollanin kaliksten biraz daha biiyiik
oldugu, ayn1 zamanda da anterlerin yaklasik 1/3 veya en ¢ok yar1 boyuna kadar antosiyanin

olusumunun gorildiigi asamada oldugu bilinmektedir.

Sekil 3. 6. Bitkilerden Toplanan Tomurcuklar

3.2.3. Cicek tomurcugunun dezenfeksiyonu

Laboratuvara getirilen tomurcuklar 6nce su ile daha sonra %70’lik etil alkol i¢inde
15-20 sn g¢alkalanmistir. Daha sonra, ¢icek tomurcuklart sodyum hipoklorit igeren %10’luk
ticari ¢amasir suyu solusyonunda 15 dk tutulmus ve ardindan 3-4 kez steril saf su ile

calkalanarak dezenfekte edilmistir (Sekil 3. 7).

Sekil 3. 7. Cigek Tomurcugu Dezenfeksiyonu
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3.2.4. Besin ortamlarimin hazirlanmasi

Doku kiiltiirti uygulamalarinin tiimii, steril kosullar altinda yapilmistir. Dezenfekte
edilen ¢icek tomurcuklarindan anterler steril kabin i¢inde izole edilmistir. Temel besin
ortami olarak, 4 mg 1'! NAA, 0,1 mg I'! BAP, % 0,25 aktif komiir, 30 g I"! sakkaroz ve 10
mg I AgNOs igeren MS (Murashige and Skoog,1962) besin ortami kullanilmistir. Yar kat1
ortam ve cift fazli ortamm kati fazi icin katilastrma 7 g 1! agar ile saglanmistir.
Denemelerde, 0,05 mg 1! biotin ve 0,5 mg 1! askorbik asidin ayr1i ayr1 ve birlikte
kullanimiyla yari kar1 ve ¢ift fazli ortamlar olusturularak, toplamda 10 besin ortami bilesigi
calisilmigtir. Kat1 besin ortaminda ki agar, besin ortaminin pH 6l¢iimii yapilarak ve pH 5,6-

5,8 olarak ayarlandiktan sonra ortama eklenmistir (Sekil 3. 8, Sekil 3. 9).

Sekil 3. 8. Besin Ortaminin Hazirlanmasi ve Petri Kaplarina Aktarilmasi

I A
B

1

1

=
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Sekil 3. 9. Kavanozlara Aktarilmis Cift Fazli Ortamlar
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3.2.5. Besin ortamlari

Denemede kullanilan besin ortamlari icerikleri ile birlikte Cizelge 3. 1’de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Anter Kiiltiirii Calismasinda Kullanilan Besin Ortamlar1 ve Igerikleri

Besin Ortam Icerik
M1 Yar1 Kat1 MS + 4 mg I'! NAA, 0,1 mg I'! BAP, % 0,25 Aktif Kémiir, 30 g
(KONTROL) I'! Sakkaroz, 10 mg I'' AgNOs, 7 g 1! Agar
M2 Yar1 Kat1 M1 + 0,05 mg 1! Biotin + 0,5 mg I'' Askorbik Asit
M3 Yar1 Kat1 M1 + 0,05 mg 1! Biotin
M4 Yar1 Kat1 M1 + 0,5 mg 1! Askorbik Asit
M35 Yar1 Kat1 MS +4 mg I NAA, 1 mg I'! BAP, % 0,20 Aktif Kémiir, 30 g I
!'Sakkaroz, 10 mg I AgNOs, 7 g I'' Agar + 0,05 mg I'' Biotin + 0,5 mg 1!
Askorbik Asit
M6 Cift Fazli M1 +4 mg I NAA, 0,1 mg I'' BAP, % 0,25 Aktif Komiir, 30 g

I Sakkaroz, 10 mg I'' AgNOs

M7 Cift Fazli M2 + 4 mg I'' NAA, 0,1 mg 1! BAP, % 0,25 Aktif Kémiir, 30
g I'! Sakkaroz, 10 mg I AgNO; 0,05 mg 1! Biotin + 0,5 mg "' Askorbik
Asit

M8 Cift Fazl1 M3 + 4 mg I'" NAA, 0,1 mg I BAP, % 0,25 Aktif Kémiir, 30 g

I'! Sakkaroz, 10 mg 1! AgNO; +0,05 mg 1! Biotin

M9 Cift Fazl1 M4 + 4 mg I'" NAA, 0,1 mg I BAP, % 0,25 Aktif Kémiir, 30 g
I'! Sakkaroz, 10 mg I AgNO; + 0,5 mg I'! Askorbik Asit

MI10 Cift Fazli M5 +4 mg I NAA, 1 mg I'! BAP, % 0,20 Aktif Kémiir, 30 g I
! Sakkaroz, 10 mg I'' AgNO; + 0,05 mg I'! Biotin + 0,5 mg I'' Askorbik
Asit
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3.2.6. Besin ortamu sterilizasyonu ve anterlerin besin ortamina dikimi

Besin ortaminin sterilizasyonu, 1,2 atmosfer basing altinda 121 °C sicaklikta 15

dakika stirede otoklavda yapilmistir.

Bisturi ve bir pens yardimiyla filamentler dikkatlice kesilerek, tomurcuktan
cikarilmis anterler besin ortami {izerine, dorsal yiizeyi ortamla temas edecek bicimde ve
ortama batirilmaksizin besi ortamlarina yerlestirilmistir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11 ). Her Petri
kabina, 2 tomurcuktan elde edilen 10 adet anter dikilmistir. Dikim islemi tamamlanan Petri
kaplarinin kenarlar1 parafilm ile sarilarak, dis ¢cevre kosullariyla temasi engellenmistir. Tek
fazli yar1 kat1 ortamlar i¢in steril Petri kab1 (7 cm), ¢ift fazli ortamlar icin 100 ml’lik cam

kavanoz kullanilmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.10. Anterlerin Bistiiri Yardimiyla Ayrilmasi
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Sekil 3.12. Anterlerin Petri Kabindaki Goriintiisii

3.2.7. Kiiltiire alinan anterlere stres uygulanmasi ve inkiibasyonu

Anter dikimi tamamlanan Petri kutulari, 2 giin siireyle siirekli karanlik kosullarda, 35
°C de yiiksek sicaklik soku uygulamasina tabi tutulmustur. Daha sonra, 25 °C sicaklik ve
yaklagik 1000 lux 1s1ik siddetinde (Testo 540 lix metre; Germany) 16/8 saatlik
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aydinlik/karanlik fotoperiyodik diizene ayarlanmis iklim odasina alinmis ve gozlem

yapilmistir (Sekil 3. 13 ve Sekil 3.14).

Sekil 3.13. Anterlere Etiivde 35 °C ve Karanlik Kosullarda Sicaklik Soku Uygulamasi
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Sekil 3.14. iklim Odasinda Fotoperiyodik Kosullarda Gelismekte Olan Anterler

3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi

Calisma, 5 tekerriirli ve her tekerriirde 5 kiiltiir kab1 (Petri veya cam kavanoz)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir kiiltiir kabina, iki ¢igek tomurcugundan elde edilen

10 anter dikilmistir. Her bir besiyerinde, 25 kiiltiir kab1 ve 250 anter kullanilmistir.

Her besin ortamindan elde edilen toplam embriyo sayilari belirlenmistir. Bu
degerlerden tomurcuk basina elde edilen embriyo sayilari ve 100 anter basina diisen embriyo

sayilar hesaplanmistir.

Denemelerden elde edilen veriler, Tarist Istatistik Programi (Agikgdz vd., 2004)
kullanilarak tesadiif bloklar1 deneme deseninde varyans analizine (ANOVA) tabi

tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklarin 6nemi, Duncan testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Denemede 10 farkli besi ortamlarinda olusan toplam embriyo sayilari, tomurcuk
basina elde edilen embriyo sayilari, 100 anter basina diisen embriyo sayisi hesaplanarak

androgenesis tepkisi bakimindan en uygun besi ortaminin belirlenmesine ¢alisilmistir.

4.1. Besin Ortamlarindan Elde Edilen Haploid Embriyo Sayilan

Anter kiiltirti yontemi kullanilarak haploid embriyo elde etme amaciyla, yart kat1 ve
¢ift fazli olmak {izere hazirlanan ve 0,05 mg 1! biotin ve 0,5 mg 1! askorbik asitin ayr1 ayr1

veya birlikte ilave edilmesiyle olusturulan 10 farklt MS besin ortami denenmistir.

Yapilan varyans analiz sonuclar1 incelendiginde, ¢alisilan her besin ortamindan elde
edilen haploid embriyo sayilarinin 6nemli farkliliklar (P < 0,01) gosterdigi belirlenmistir.
Cizelge 4. 1°de farkli ortamlara gore elde edilen embriyo sayilarina ait varyans analiz
tablosu ve Cizelge 4. 2’de her besin ortaminda rejenere olan toplam embriyo sayilar

sunulmustur.

Cizelge 4. 1. Ortamlardan Elde Edilen Embriyo Sayilarinin Varyans Analiz Tablosu

Varyans Serbestlik Kareler Kareler F Tablo Tablo

Kaynagir Derecesi  Toplam Ortalamas1 Degeri Degeri  Degeri
%S %1

Tekerrtir 4 4,172 1,043 1,315ns 2,740 4,140

Ortam 9 859,600 95,511 120,383** 2,278 3,208

Hata 26 20,628 0,793

Genel 39 884,400 22,677

ns = O™nemsiz (not significant)
* = O™nemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %5)

** = O™nemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Denemede kontrol olarak ¢alisilan M1 ortamindan, toplam 9 embriyo elde edilmistir.
Buna karsilik hem 0,05 mg 1! biotin hem de 0,5 mg 1! askorbik asit iceren M2 ortamindan
en yiiksek sayida embriyo (80) gelismistir. Besin ortaminda biotin veya askorbik asitin
sadece birinin bulunmasi durumunda da, kontrole gore artis saglanmistir. Bu artis, sadece
biotin olmasi durumunda (M3) askorbik asit bulunmasi durumuna gore (M4) daha yiiksek
bulunmustur. Yar1 katt M3, M4 ve M5 ortamlarindan sirasiyla 13, 11 ve 12 embriyo rejenere

olmustur.

B vitaminleri, basta bitki olmak tizere tiim canli organizmalarin metabolik aktiviteleri
tizerinde olumlu etkilere sahiptir. B vitaminlerinin bilinen en 6nemli gorevlerden birisi
enzim katalizli reaksiyonlarda kofaktor olarak rol oynamasi ve bitkilerde bir¢ok metabolik
aktiviteye katkida bulunmasidir. Bitkilerdeki ozmotik ve oksidatif streslere tolerans saglarlar

(Roje, 2007).

Ozsan ve Onus (2017), MS ortamimda 0.05 mg 1'"lik aym oranda farkli B vitamini
tiirleri (biotin - B7 vitamini, folik asit - B9 vitamini, kobalamin - B12 vitamini) ilave edilen
besin ortamlarinda, en iyi androgenik sonuglarinin biotin ve folik asit igeren ortamlardan
saglandigini bildirmislerdir. B vitaminlerinin, bitkilerdeki en popiiler antioksidan vitaminler
olan karotenoidler (A vitamini yanlis1), tokokromolanoller (E vitamini, tokoferoller ve
tokotrienoller) ve askorbat (C vitamini) gibi antioksidanlar olarak o6nemli bir rol

oynayabilecegini bildirmistir.

Bitkilerde osmatik ve oksidatif streslere tolerans saglayan askorbik asit bir
antioksidan oldugu icin ister endojen olarak bitkinin biinyesinde bulunsun isterse eksojen
olarak uygulandiginda, mikrospor canliligin1 arttirarak embriyogenesisi arttirdigi
bildirilmistir. Askorbik asit bitkide ki oksidatif streslerin azalmasina neden olmakta, bu
durum mikrosporlarin 6liimiinii azaltarak elde edilen embriyolarin artmasina etki etmektedir

(Zeng vd., 2015).

MS ortami M2 ortamiyla ayn1 icerige sahip olup, farkli olarak 2,5 g I'! yerine 2,0 g I'!
aktif komiir ve 0,1 mg I'' BAP yerine 1 mg I"' BAP icermektedir (Cizelge 4. 2). Aktif

komiirdeki bu azalma ve BAP oranindaki artis embriyo sayisinda 6nemli diisiise neden
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olmustur. Buna goére besin ortamina ilave edilen aktif komiirin ve BAP oranindaki

seviyesinin de embriyo olusumunda etkili oldugu tespit edilmistir.

Tipirdamaz ve Ellialtioglu (2002), aktif komiiriin ¢ift fazli sistemde besin ortamina
eklenmesiyle, kullanilan ¢esitlerde ve uygulama kosullarinda embriyo olusturma iizerine etki
etmedigini tespit etmislerdir. Aktif komiiriin sadece anterlerde ki ABA miktarinda azaltmaya
neden oldugunu ve tek basina ABA miktarinin anter kiiltiirtindeki basar1 tizerinde énemli
derecede etkili bir faktor olmadigini bildirmislerdir. Terzioglu (2000), Kahramanmaras biber
genotiplerinde besin ortamia aktif komiir ilavesinin embriyo olusumu iizerinde olumlu
etkileri oldugunu tespit etmistir. Buna karsilik Al Remi (2013), farkli oranlarda hormon
iceren besin ortamina aktif komiir ile birlikte giimiis nitrat ilavesi yapildiginda, bazi
genotiplerde diisiislerin yasandigini, bazi durumlarda da artislarin meydana geldigini tespit

etmistir.
Sayilir ve Ozzambak (2002), besin ortamina %0,1 aktif komiir eklenen ortamda Ege
act sivri genotipinde aktif komiir eklenmemis ortama gore daha yiiksek embriyo elde

ettiklerini bildirmislerdir.

Cizelge 4. 2. Ortamlara Gore Elde Edilen Toplam Embriyo Sayilari

Ortam Ortamlardan Elde Edilen
Toplam Embriyo Sayisi
M1 9 bc
M2 80a
Yar Kat1 | M3 13b
M4 11 be
M5 12b
M6 Oc
M7 5bc
Cift Fazli | M8 11 be
M9 5bc
MI10 10 be
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Yari-kat1 ortamlardan toplam 125 embriyo ve ¢ift fazli ortamlardan toplam 31
embriyo olusmustur. Yar1 kat1 ortamlardan gelisen embriyo sayisi, ¢ift fazli ortama gore dort
kat artis gostermistir. Kat1 ve sivi fazin bir arada bulundugu c¢ift fazli besin ortaminin, hem
alt tabakasini olusturan kati hem de iist tabakasini olusturan sivi kismi aym bilesenleri
icermektedir. Kati1 olan alt tabakadaki besin ortam, iist fazdan farkli olarak sadece 7 g I'!
agar icermektedir. Yar1 kat1 besin ortaminda ¢ift fazli besin ortamina gore, embriyo elde

etme basarisinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4. 1, Sekil 4. 2 ).

Yildirim (2016), siis biberi bitkisinde 50 rpm/dk hizindaki orbital sallanan ¢alkalayict
kullanilanilarak elde edilen ortam ile ¢alkalayici kullanilmayan duragan ortami toplam ve
globular embriyo olusturma yoniiyle karsilastirmistir. Calkalayicili ortamdaki kiiltiirlerde,

daha yiiksek sayida toplam embriyo ve globular embriyo olustugunu saptamustir.

Bu calismada ise calkalayict kullanilmamis fakat ¢ift fazli ortam kullanilmistir. Cift

fazli besin ortamina gore, yari kati besin ortamlarindan daha fazla embriyo elde edildigi

tespit edilmistir.

Sekil 4. 1. Gelisim Gosteren M3 Ortamindaki Embriyo Goriintiileri



Sekil 4. 2. Biotin ve Askorbik Asitin Birlikte Kullanildig: Ortamlardan Elde Edilen Bazi

Embriyolar
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Cift fazli ortamlardan M8 (11 embriyo) ve M10 (10 embriyo), digerlerine gére daha
basarili bulunmustur. M10 ortami, M7 ortamindan farkli olarak 2,5 g 1! yerine 2,0 g 1! aktif
komiir ve 0,1 mg 1! BAP yerine 1 mg 1! BAP igermektedir. Aktif komiirde ve BAP
oraninda yapilan bu degisiklik, yar1 kati1 ortamin aksine embriyo olusumuna énemli oranda
katki saglamistir. M7 ortaminda 5 olan embriyo sayis1 2 kat artis gostermis ve M10’da 10
embriyo olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, M6 ortaminda embriyo rejenerasyonu
saglanamamustir. Yar1 kati ortamlar genel olarak, c¢ift fazli ortamlardan daha basarili

olmustur.

Buna karsilik bazi aragtiricilar (Ar1 vd., 2016 a; Erim 2019), ¢ift katmanli besin
ortaminin kati ortami sayesinde gelisen mikrospor ve embriyolarin seker kaynagi ihtiyacinin
karsilanmis oldugunu ve aktif komiirtin faydalarindan yararlanildigini, mikrosporlarin sivi
ortam igerisinde serbestce ve daha rahat geliserek embriyolar olusturduklarini
bildirmislerdir. Embriyolarin gézlemlenmesi ve ¢imlendirmeye alinmasinin ¢ok daha pratik
oldugunu bununla birlikte kullanilan ortamlardan yar1 kati kiiltiir ortaminin diger ortama
gore daha 1iyi sonuclar verdigi belirtilmistir. Buna ragmen biber yetistiriciliginde dihaploid
hatlarin gelisimi i¢in ¢ift fazli kiltiir ortammin da etkin bir sekilde kullanilabilirligi

bildirilmistir.

4.2. Besin Ortamlarindan Tomurcuk Basina Elde Edilen Embriyo Sayisi

Cizelge 4. 3°de farkli ortamlara gore elde edilen tomurcuk basina embriyo sayilarina
ait varyans analiz tablosu ve Cizelge 4. 4’de her besin ortaminda rejenere olan tomurcuk
basina embriyo sayilar1 sunulmustur. Yapilan varyans analiz sonuglar1 incelendiginde,
calisilan her besin ortamindan elde edilen tomurcuk basina embriyo sayilarinin 6nemli

farkliliklar (P <0.01) gosterdigi belirlenmistir.

Denemede kullanilan ¢i¢ek tomurcuklar1 korolla ve kaliks boylarinin esit oldugu
veya korollanin kaliksten biraz daha biiyiik oldugu donemde toplanmistir. Bu tomurcuk
biiytikliigiinde bulunan anterler, ayn1 zamanda yaklasik 1/3 kadar antosiyanin olusumunun
gortildiigii asamadadir. Her Petri kabina, 2 tomurcuktan izole edilen 10 anter olacak sekilde

dikim islemi gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4. 3. Tomurcuk Basina Embriyo Sayis1 Varyans Analiz Tablosu

Varyans Serbestlik Kareler Kareler F Tablo Tablo

Kaynagi Derecesi Toplami1  Ortalamasi Degeri Degeri  Degeri
%5 %1

Tekerriir 4 1,718 0,429 2,197 ns 2,740 4,140

Ortam 9 213,475 23,719 121,350*%* 2,278 3,208

Hata 26 5,082 0,195

Genel 39 220,275 5,648

ns = O™nemsiz (not significant)
* = O™nemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %5)

## = O™nemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Tomurcuk basina elde edilen ortalama embriyo sayilarina bakildiginda, en yiiksek
embriyo sayist M2 ortamindan (80 embriyo) elde edilmistir. Diger ortamlarla
karsilastirildiginda, yar1 katt M2 ortami igerisinde ilaveten biotin ve askorbik asit birlikte
bulunmaktadir. Besin ortamina biotin ve askorbik asit ilave edilmesi, androgenesiste dnemli

pozitif etki yaratmistir.

Ar1 vd. (2016 a) tomurcuk morfolojisi belirlemede, anter ucundaki antosiyaninlesme
oraninin yesil bitki tomurcuklarmda %10-40 olarak tespit ederken, antosiyaninli bitkilerde
%70-90 olarak tespit etmis ve dis goriiniisii antosiyaninli genotipler i¢in uygun bir markor

olarak kullanilamayacagini ifade etmislerdir.

Yar1 katt M1 ve ¢ift fazli M7, M8, M9 ve M10 ortamlarindan, tomurcuk basina
strastyla 0,18, 0,10, 0,22, 0,10 ve 0,20 embriyo rejenere olmustur. M1 ortam1 M6 ortami ile
ayni igerige sahip olup, farkli olarak agar igermektedir. Tomurcuk basina M1 ortamindan

0,18 embriyo elde edilirken, M6 ortaminda embriyo gelismemistir (Cizelge 4. 4).
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M7, M8, M9 ve M10 besin ortamlarmnin igerikleri M1 besi ortamina goére birbirinden
farkli olmasina ragmen, elde edilen verilerde istatistiksel olarak onemli bir fark

gozlemlenememistir.

Cizelge 4. 4. Tomurcuk Basina Embriyo Sayisi

ORTAM Tomurcuk Basina
Embriyo Sayis1

Ml 0,18 bc
M2 1,6 a
M3 0,26 b
M4 0,22 b
M> 0,24 b
Meé 0,0c
M7 0,1 be
M8 0,22 be
M9 0,1 be
M10 0,2 be

M3, M4 ve M5 besin ortamindan sirastyla 0,26, 0,22 ve 0,24 tomurcuk basina
embriyo ve M1, M7, M8, M9 ve M10 besin ortamlarindan da sirasiyla 0,18, 0,1, 0,22, 0,1 ve
0,2 tomurcuk basina embriyo olugsmustur. Olusan embriyolara ait bazi goruntiiler Sekil 4.

3’de verilmistir.
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Sekil 4. 3. Farkli Besin Ortamlarinda Elde Edilen Gelismekte Olan Embriyolar

Yildirnm (2016)’a gore duragan ortamda kiiltiire alinan 29 genotipten 13 adedi
bulunduklar1 ortama tepki gostermis olup, bu genotiplerden tomurcuk basina 0,14 ile 4,69
arasinda embriyo elde edilmistir. Performansi en yiiksek olan genotipin, 4,7 embriyo

ortalamasi ile diger genotiplerden farkli oldugunu tespit etmistir.

Denemede kiiltiire alinan genotipte ise tomurcuk basina 0,0 ile 1,6 arasinda embriyo
elde edilmis olup, en yiiksek performans tomurcuk basina 1,6 embriyo sayisi ile M2

ortaminda kaydedilmistir.
4.3. Besin Ortamlarindan 100 Anter Basina Diisen Embriyo Sayisi
Yapilan varyans analiz sonuglar incelendiginde (Cizelge 4. 5), calisilan her besin

ortamindan elde edilen 100 anter basina embriyo sayilarinin énemli farkliliklar (P < 0.01)

gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4. 5. Yiiz Anterden Elde Edilen Embriyo Sayis1 Varyans Analiz Tablosu

Varyans  Serbestlik Kareler Kareler F Tablo Tablo

Kaynag1  Derecesi Toplamm Ortalamasi Degeri Degeri  Degeri
%S5 %1

Tekerrtir 4 19,687 4,922 1,562 ns 2,740 4,140

Ortam 9 3454,375 383,819 121,829** 2278 3,208

Hata 26 81,913 3,150

Genel 39 3555975 91,179

ns = O™nemsiz (not significant)
* = O™nemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %5)

** = O™nemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

M1 (Kontrol) ortaminda 9 embriyo, M1 ortamina ilaveten 0,05 mg 1! biotin + 0,5 mg
I"! askorbik asit eklenen M2 ortamindan ise ayni genotip, ayn1 kosullar altinda yetistirilen
bitkilerden alinan anterlerden dikim yapilmasina ragmen 80 adet embriyo elde edilmistir.
M2 ortaminda elde edilen embriyo verimi 32 embriyo/100 anter olarak hesaplanmis ve

kontrole gore 7,88 kat artis saglamistir (Cizelge 4. 6).

Shimira vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismalarinda, kullanilan genotip i¢in 100 anter bagina

elde edilen en yiiksek embriyo sayisinin 55,37 oldugunu sdylemistir.

Besin ortamindaki biotinin embriyogenesise etkileri konusunda yapilan calismada
Al-Khayri (2001), hurmada biotin ve tiamin konsantrasyonlarinin kallus biiylimesi ve
somatik embriyogenesis tizerindeki etkisinin, tiirlere ve dozlara gore degistigini bildirmistir.
Besin ortamu 0,1 mg 1"! biotin icerdiginde elde edilen kallus miktarinda artisa, 1 mg 1! biotin
icerdiginde ise kallustaki rejenerasyon oranindaki artisa neden oldugunu bildirmistir. Besin
ortami1 2 mg 1! biotin icerdiginde, olusan kallus miktarinda énemli bir artisa neden olmadig
tespit edilmistir. En iyi kallus gelisimi ve embriyo olusumu 0,5 mg 1! tiamin ve 2 mg 1!
biotin kombinasyonlarindan elde edilmistir. Arastirict ortamlara ilave edilen tiamin

konsantrasyonun, embriyo olusumuna etkisinin biotin dozuna bagl oldugunu bildirmistir.
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Biotin igeren M3 ortami, M1 ortamina gore 0,44 kat 6nemli bir artis géstermistir. Bu

ortamdan, 5,20 embriyo/100 anter oraninda embriyo elde edilmistir.

Bu calismada kullanmis oldugumuz MS besin ortami: nikotinik asit, pyridoksin,
glysin, myo inositol yaninda, 0,10 mg I"' tiamin icermektedir. MS temel besin ortamina ilave

edilen biotinin, embriyo olusumuna etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Mikrospor embriyogenesisini tetiklemek i¢in tek basina yada kombinasyon halinde
birkag¢ abiyotik stres kullanilir. Anterlere 6n uygulama olarak yapilan yiiksek sicaklik, soguk
soklar1 gibi abiyotik stresler, mikrosporlardan embriyogenesisin tesvik edilmesi i¢in
gereklidir. Bu stres kosullar1 altinda mikrosporlarin embriyoya doniisiimii saglanmakta,
ancak bu stres kosullart mikrosporlarin 6limiine de sebep olmaktadir. Bu mikrosporlarin
olim sebebi olan strese karsi antioksidan olarak askorbik asit ilave edilmesi, mikrospor

canliligini korumus ve embriyo elde edilmesindeki basarida artis oldugu tespit edilmistir.

Abrahamian ve Kantharajah (2011), vitaminlerin bitkilerde sentezlenen ve kullanilan
gerekli bilesikler oldugunu, doku kiiltiirti ortaminda bitkilerin ihtiya¢ duydugu vitamin
miktarinin tiirlere gore degisiklik gosterdigini ve tam olarak bu miktarlarin ne kadar
oldugunun bilinmedigini bildirmislerdir. Vitaminlerin ortamda bulunan diger bilesenlerle
kombinasyon halinde bulunmasi: kallus biiytimesi, somatik biiyiime ve koklenme tizerinde
dogrudan yada dolayli olarak bir etki gostermektedir. Antioksidatif 6zellikleriyle bilinen
askorbik asit ortama ilave edildiginde, bliylime ve koklenmenin yaninda siirgiin olusumunu

da arttirdig1 da bildirilmistir.

M4 ortamma M1 ortamindan farkli olarak 0,5 mg 1" askorbik asit eklenmis olup, M1
ortammna gore elde edilen embriyo sayisinda 0,22 kat bir artis goézlemlenmis olmasina

ragmen, bu fark istatistiki anlamda 6nemli bulunmamustir (Cizelge 4. 6).

M7 ve MO cift fazli ortamlarinda da M1 yar1 kati ortamina gore, embriyo elde

edilmesinde 0,44 kat oraninda 6nemli bir diisiis goriilmustiir.
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Cizelge 4. 6. Besin Ortaminin Bilesimine Gore Anterlerden Elde Edilen Embriyo Sayilar

Ortam 250 Anterdeki 100 Anterdeki M1 (Kontrol)
Embriyo Sayis1  Embriyo Sayis1  Ortamina Gore

Degisim Katlarn

M1 9 3,6 be
M2 80 32a +7,88
M3 13 52b +0,44
M4 11 4,4 be +0,22
M5 12 460 +0,27
M6 0 0,0 -0

M7 5 2,0bc 20,44
M8 11 4,4 be +0,22
M9 5 2,0 be 20,44
M10 10 4,0 be +0,11

MS5 besin ortamma M1 besin ortamindan farkli olarak, 0,1 mg I'! BAP ve % 0,25
aktif komiir yerine 1 mg 1" BAP ve % 0,20 aktif komiir 0,05 mg 1! biotin + 0,5 mg 1!
askorbik asit ilave edilmistir. Bu durumda elde edilen embriyo sayilar1 arasindaki farkin

onemli oldugu tespit edilmistir.

MS ortami bilesiminin biber anter kiiltiirinde olumlu etkisi, bir¢ok arastirici
tarafindan bildirilmistir (Pundeva vd. 1986; Chunling 1992). Ellialtioglu ve Tipirdamaz
(1997), MS temel besin ortamina 4 mg 1! NAA ve 0,1 veya 1 mg I"! BA ilave edilmesinin,
biber anter kiiltiirli calismasinda olduk¢a olumlu sonuglar elde edilmesini sagladigini ifade
etmislerdir. Ata (2011), farkli besin ortamlarindan en yiiksek embriyo oraninmn 4 mg 1!
NAA, 0,5 mg I'' BAP, %0,25 aktif kémiir ve 30 g I'! sakaroz ile 15 mg 1! AgNOjs igeren MS
ortaminda %26,47 oldugunu bildirmistir. Calismamizda ise MS besin ortamia 0,05 mg 1!
biotin ve 0,5 mg 1! askorbik asitin birlikte ilave edilmesiyle embriyo verimi 32 embriyo/100

antere yiikselmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Biber diinyada ve iilkemizde ekonomik olarak {iretilen ve yaygin olarak tiiketilen en
onemli sebzelerden birisidir. Biberde tiiketici isteklerine yonelik, yiiksek verimli ve kaliteli
aynt zamanda c¢esitli biyotik ve abiyotik stres kosullarina tolerant yeni ¢esitlerin

gelistirilmesi 1slah¢ilarin 6nemli ¢alisma konular1 arasindadir.

Doku kiiltiirii yontemlerinden anter kiiltiirli 1slah yontemlerinin hizlandirilmast igin
kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. Belirli bir gelisme asamasindaki mikrosporlar
gerek izole edilmis olarak gerekse bu mikrosporlari igeren anterlerin kiiltiire alinmasiyla kisa
stirede stabil DH bitkileri olusturmak i¢in uyarilabilir. Yiiksek verimli, hastalik direnci olan
ve yiiksek kalite 6zelliklerine sahip yeni ¢esitlerin 1slah siirecini hizlandirmak i¢in optimize
edilmis kiiltir degiskenlerine sahip tekrarlanabilir bir anter kiiltiir teknigi gelistirmek

basarinin énemli bir basamagini olusturmaktadir.

Son yillarda anter kiiltiirii yontemi kullanilarak haploid ve DH bitki elde etme
caligmalari bitki 1slah¢1 firmalari tarafindan rutin olarak kullanilmakla birlikte, androgenesis
basarisim1 etkileyen ¢ok sayida faktor bulunmaktadir. Bu nedenle kullanilan protokollerin
gerek standart hale getirilmesi gerekse basar1t oran1 yiikksek yeni protokollerin

gelistirilmesine ihtiya¢ devam etmektedir.

Biberde androgenesis konusunda yapilmis cok sayida arastirma (Comlekgioglu ve
Ellialtioglu, 2018) bulunmasina karsilik farkli genotipler i¢in rutin olarak uygulanacak,
basart oran1 yiiksek bir metot bulunmamaktadir. Basar1 oraninin yiikseltilmesi i¢in mevcut

yontemlerin gelistirilmesi ve etkili metotlar haline getirlmesi ¢aligmalar1 devam etmelidir.

Bu calismada haploid embriyo verimini arrtirmak amaciyla 10 farkli besin ortami
denenmistir. Denemede askorbik asit ve biotinin birlikte ve ayr1 ayr1 uygulanmasiyla elde
edilen embriyo sayilarinda onemli artiglar tespit edilmistir. Besin ortamina farkli olarak
biotin ilave edilen ortamdan (M3) elde edilen embriyo sayis1 farkli olarak sadece askorbik
asit (M4) ilave edilen ortamdan elde edilen embriyo sayisindan daha fazladir. Bu durumda

da biotinin askorbik asite gore anter kiiltiirinde embriyo elde etme konusunda daha basarili
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oldugu sonucuna varilmistir. Biotin ve askorbik asitin birlikte kullanildig1r durumda ayr1 ayr1
kullanildiklarindan daha yiiksek sayida embriyo elde edilmis olup sinerjik bir etki

olusturduklari tespit edilmistir.

Ayni besin kompozisyonlar ¢ift fazli ve yar1 kati ortamlar olarak kullanilmistir. Cift
fazli ve yar1 kat1 olarak uygulanan ortamlardan yar1 kat1 ortamdan elde edilen embriyo say1s1

cift fazli ortama gore daha basarili bulunmustur.

Vitaminler bitkilerde sentezlenen ve kullanilan gerekli bilesiklerdir. Sonug olarak, bu
calisma kiiltiir ortamindaki vitamin igeriginin biber anter kiiltiiriinde embriyo olusumunda

onemli bir faktoér oldugunu gostermistir.

Bundan sonra yapilacak anter kiiltirti calismalarinda, gerek farkli dozlarda B
vitamini tlirleri (B7-biyotin, B2-riboflavin, B9-folat, B12-cobalamin gibi) denenmesi,
bunlarla birlikte karotenoidler, E vitamini (tokoferol) gibi diger vitaminlerin de antioksidan
olarak degerlendirilmesinin  embriyo veriminin arttirllmasmna Onemli bir katki

saglayabilecegi tavsiye edilmektedir.

Bunun ile birlikte farkli biber genotiplerininde yanitlarinin degerlendirilmesinin
faydali ve 6nemli oldugu ve embriyo veriminin arttirilmasina 6énemli bir fayda saglayacagi

distinilmektedir.
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