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OZET

BIiBER GENOTIPLERINDE FARKLI KARBONHIDRAT
KAYNAKLARININ VE GUMUS NITRATIN ANDROGENEZ
PERFORMANSINA ETKILERININ ARASTIRILMASI

ISIK,Damla

Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dal1
Tez Danigmant: Prof. Dr. Hiilya iLBI

Ekim 2015,48 sayfa

Yapilan bu ¢alismada biberde androgenez i¢in uygun besin ortaminin belirlenmesi
ve besin ortaminda glimiis nitrat ve karbonhidrat kaynagi olarak maltoz ve
sakkaroz kullaniminin anter kiiltiiriine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
amacla 4 farkli biber ¢esidinden (Asena, Athena, Naomi ve Rain Nil) alinan
anterler, farkli seker (maltoz ve sakkaroz) ve giimiis nitrat dozu (0-10-15 mg/l)

olmak iizere 6 farkli besin ortaminda kiiltiire alinmislardir.

Calisma sonuglar1 genotip bazinda degerlendirildiginde her genotipten kallus ve
embriyo olusumu bakimindan olumlu sonuglar elde edilmistir, ancak sadece
kapya tipi olan Asena ve demre tipi olan Rainnil ¢esitlerinde bitkiye dontisim
gbézlenmistir. Sonuclar besin ortamlar1 acgisindan incelendiginde ise, kallus
embriyo ve bitki olusumlart bakimindan en basarili sonuglar karbonhidrat kaynagi
olarak maltozun kullanildig1 ve 10 mg/l ve 15 mg/l dozlarinda giimiis nitrat iceren
besin ortamlarindan elde edilmistir. Maltoz igeren, ancak giimiis nitratin ilave
edilmedigi ortamda diger maltoz kullanilan ortamlara gore diisiik bir basar1 elde
edilmistir. Karbonhidrat kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi ortamlarda ise
genotiplere gore degismekle birlikte kismen basarili sonuglar alinsa da yiiksek bir
performans goriilememistir. Androgenez agisindan en basarili  sonuglar
karbonhidrat kaynagi olarak maltozun kullanildig1 ve giimiis nitrat igeren (10 mg/1

ve 15 mg/l) ortamlarinda alinmistir.
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Calisma sonuglar1 ¢esit-ortam interaksiyonlari acgisindan degerlendirildiginde
kallus rejenerasyonu Asena c¢esidinin M15 (%74,2) ortami ile M10 (%71,1)
ortaminda en yiiksek oranda elde edilmistir. Embriyo rejenerasyonu sonuglarina
bakildiginda en fazla embriyo olusumu %60,1 oranm ile Asena ¢esidinden elde
edilirken en basarili ortam ise bir genotip haric her genotip i¢in embriyo
rejenerasyonu gozlenen M15 ortami olmustur. Bitki ve organ rejenerasyonu igin
sonuglar degerlendirildiginde ise en basarili sonuglar M15 ortaminda Rain Nil

genotipinden (%28,5) elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Anter kiiltiiri, Biber, Maltoz, Sakkaroz, Genotip, Besin
ortami, AgNOg,



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CARBOHYDRATE SOURCE AND SILVER
NITRATE TO EFFECT OF ANDROGENEZ PERFORMANCE IN
PEPPER GENOTYPE

ISIK,Damla

MSc, Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Hiilya ILBI

October 2015,48 pages

The aim of this research is to determine the most appropriate nutrient media
content in anther culture. Moreover, the effect of using maltose as carbohydrate
source and silver nitrate in nutrient media was studied in this thesis. The anthers
of four different pepper varieties (Asena, Athena, Naomi and Rain Nil) were
cultured in six different nutrient culture media combination with different sugar

and various concentration of AgNOz.

Callus and embryo in all the genotypes were obtained but plant regeneration was
observed only in Asena (capia type) and Rain Nil (bell type) genotypes. M10 and
M15 nutrient media which include maltose as a carbohydrate source gave the
highest result for callus, embryo, and plant regeneration. However the MO nutrient
media without silver nitrate was not succesfull for adrogenesis compare to the
other media that include maltose. The sucrose as a carbohydrate source in nutrient
media also gave succesfull results depending on the genoytpes and AgNOs3
composition. As a result, Asena genotype gave the best adrogenesis performance

in maltose media with silver nitrate (10mg/l 15mg/l).

Results are evaluated in terms of variety-nutration media the Asena genotype in
M10 (71,1%) and M15 (74,2%) cultured media gave the best interaction for
callus regeneration. In terms of the culture media for embryo regeneration, M15

(66,2 %) cultured media gave the most succesfull results and in genotypes the best



success was achieved from Asena (60,1) genotype. Plant regeneration were
oblained from the Rain Nil and the Asena genotypes. M 15 cultured media (12,7%)
and the Rain Nil genotype (8,4%) showed success for oblained plants from the
pepper anthers. However, the best interactions for plant regeneration was derived

from M15 cultured media for Rain Nil genotype (28,5%).

Key Words: Pepper, Anther culture,Pepper, Maltose, Sucrose, Genotype,
Nutrient media, AgNOs
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KOH : Potasyum hidroksit

NN: Nitsch / Nitsch ortami



XX



1.GIRiS

Solanaceae familyasinin, Capsicum cinsi, yaklasik 30 tiirii kapsamaktadir
(Greenleaf, 1986) (Sekil 1.1.). Bunlardan bes tiir (C. annuum, C. baccatum, C.
pubescens, C.frutescens ve C. chinense) ekonomik olarak kiiltiire alinmislardir.
En ¢ok tiretimi yapilan tiir Capsicum annuum L. dir. Sicak iklim sebzesi olan ve
tropik kusaklarda ¢ok yillik olarak da yetistirilebilen Capsicum annuum L. 2n=24
kromozom yapisina sahiptir ve yliksek oranda kendine tozlanan bir tiirdiir

(Rohami, 2010).

Annuum
Chinense
Annuum _
Frutescens

Glabriusculum

2n=26

Chacoénse

Recurvatun

-------- Pendulum
Byt B s Baccatum
= pSlCl.lm \f‘ ‘;‘,‘> 2“=24 ﬂ/,_ﬂﬁ{{_‘i’f,‘_ 57; Practermissum
oy Umbilicatum
“‘.\Im'.m
Caballeros*
Ceratocalvx* (Cardenasi)
Eximium Eximium

Flexuosum Tomentosum

Germurufolium* Pubescens

Hookerianum*

Parvifolum
Scolnikianum*

Sekil 1.1. Capsicum cinsinde bulunan tiirler (Anonim, 2015).

Solanaceae familyasinda yer alan biber (Capsicum annuum L.) besin degeri
bakimindan insanlarin giinliik diyetlerinde 6nemli bir yere sahip olan, meyvesi
yenen bir sebze tiirtidiir. FAO 2013 verilerine gore, Diinya’da toplam tiretim alan

1,933,010.36 ha olup tiretimi 31,131,225.56 ton olarak gergeklesmistir.

En ¢ok biber iiretimi gerceklestiren iilke, Sekil 1.2.°de de goriildiigii gibi
15,800,000.00 ton iiretim ile Cin’dir. Meksika, 2,294,400.00 ton iiretim ile ikinci
sirada yer alirken, toplam 102,366 hektar alanda yaptig1 2,159,348.00 ton {iretim

miktar ile Tirkiye, Diinya biber liretiminde {i¢iincii sirada yer almaktadir (Sekil



1.2). Biber iiretimi iilkemizde domates (11,820,000.00 ton) ve karpuz
(3,887,324.00 ton) iiretiminden sonra 3. sirada yer almaktadir (FAOSTAT, 2013).

milyon ton
20
M Cin, Anakara
15
H Meksika
10 Tirkiye
5
0
biber Gretimi

Sekil 1.2. Ulkelere gore Diinya’da biber iiretim miktarlari, 2013 (FAOSTAT, 2015).

Yeni biber c¢esitlerin gelistirilmesinde yaygin olarak klasik 1slah yontemleri
kullanilmaktadir. Ancak klasik 1slah tek basina uzun zaman alan ve emege ihtiyag
duyan bir yontemdir. Bu nedenle gilintimiizde klasik 1slah yontemlerinin yanisira,
biyoteknolojik yontemlerden de yararlanilarak yeni ¢esit gelistirmenin siiresi

kisaltilmaya ¢alisilmaktadir.

Kullanim alani1 her gegen giin artmakta olan biyoteknoloji, diger bir¢ok
alanda oldugu gibi bitkisel {iretim alaninda da ©Onemli katkilar saglamaya
baslamistir. Biyoteknolojik yontemler, hastalik ve zararlilara dayanikli cesitlerin
gelistirilmesinde 1slahgilara 6nemli 6l¢lide zaman kazandirmaya baslamistir. Bitki
biyoteknolojisinin amaci, bitkisel liretimde klasik yontemlerle ¢oziilemeyen veya
¢Oziimi glic olan problemlere ¢oziim getirerek, daha ekonomik, kalite ve kantite
yoniinden daha yiiksek bitkisel iiretimin gergeklestirilmesine yardimci olmaktir

(Hatipoglu, 1997).

Bitki hiicre ve doku kiultiri tekniklerinin kullanilmasi ile; ender rastlanan,
tohumla ¢ogaltilmasi ¢ok zor olan bitki genotiplerinin veya ticari 6neme sahip

tiirlerin kisa siirede klonal olarak ¢ogaltimlari, hastaliklardan ari materyallerin



iiretilmesi, ekonomik degeri yiliksek sekonder metabolitlerin elde edilmesi ya da
genetik modifikasyon ile bitkilere yeni Ozelliklerin aktarilmasi gibi ¢esitli

avantajlar saglanabilmektedir.

Doku kiiltiirii teknikleri igerisine giren haploit bitki iiretimi bitki 1slahinda
onemli bir yere sahiptir (Andrews, 1985). Bitkilerin evrimlesme siirecinde ilkel
durumdan ‘yiliksek yapili bitkiler’ konumuna gegerken genomlarini iki katina
cikartmalar1 kararliliklarini korumalarini saglamistir. Ancak bu durum biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine direnglerini azaltmistir. Bu sebeple, stres faktorlerine
direngli bitkiler gelistirmeye calisan bitki 1slahgilari, 1slah programlarinin bazi
asamalarinda bitkilerin kromozom sayilarmi yariya indirmenin yollarini
aramiglardir. Anter kiiltiiri teknigi ile haploit bitkilerin elde edilmesi yontemi ise
bu kapsamda basarili sonuglarin alinabildigi bir teknik olarak karsimiza
c¢ikmaktadir. Islah programinin en sonunda ise yeni genotiplerin genetik
kararliliklarin1 korumak icin, elde edilen haploit bireylerin diploidize edilmesi
gerekmektedir. Boylece katlanmig dihaploit hatlar ortaya ¢ikmaktadir
(Ellialtioglu, 1999).

Haploit bitki liretiminde baslangi¢c materyali, erkek ve disi spor hiicreleridir.
Haploit bitkilerin elde edilmesi i¢in iki yontem kullanilmaktadir; ya embriyo
kesesindeki haploit yumurta hiicrelerinin uyartim1 yoluyla disi spordan
(megaspor), ya da polen rejenerasyonu yolu ile erkek spor hiicresinden

(mikrospor) in vitro kosullarda bitki olusumu saglanmaktadir.

Anter kiultiirii teknigi haploit bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu teknigin diger in vitro haploit bitki elde etme
tekniklerine gore avantaji; bir anter icerisinde binlerce mikrosporun bulunmasi ve
bir anterden ¢ok sayida haploit bitki elde edilebilmesidir. Anter kiiltiiriiniin temel
prensibi; normal olarak erkek gameti olusturacak olan polen hiicresinin gelisimini
durdurmak ve somatik hiicrelerde oldugu gibi polen hiicresini direkt olarak

embriyo olusturmaya zorlamaktir.

Haploit bitkilerin kullanilmasinin en basta gelen avantaji, %100 homozigot

hatlarin kisa siirede elde edilmesidir. F1 hibrit cesitlerin gelistirilmesinde



homozigot hatlar arasinda {istlin kombinasyon yetenegine sahip hatlarin
belirlenmesi gerekmektedir. Yabanci ddllenen tiirlerde heterozigoti orani ¢ok
yiiksek oldugundan, bitkiler 10-12 generasyon kendilendikten sonra homozigot
hale gelmektedir; kendine tozlanan tiirlerde ise bu siire 6-7 generasyon
siirmektedir. Bitki 1slahinda dihaploit hatlarin kullanilmasi {istiin kombinasyon
yetenegine sahip hatlarda homozigotlagtirma i¢in gecen siireyi kisaltacagindan
yeni cesitlerin gelistirilmesinde kolaylik saglamaktadir. Boylece kisa siirede
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli, nitelikli daha fazla cesit
gelistirilebilmektedir.

Biberde anter kiiltiirii ile ilgili bugiine kadar yiiriitiilen caligmalar daha ¢ok
genotip, besin ortami, bitki biliylime diizenleyicileri, besin ortamina ilave edilen
farkli maddeler (aktif komiir, glimiis nitrat ve havug ekstrakti), farklt 6n
uygulamalar, donér bitkilerin yetisme kosullar1 ve farkli anter alma zamanlar
tizerine yogunlagmistir (Rodeva et al., 2004; Irikova et al. 2011; Parra-Vega et al.,
2013; Dolcet-Sanjuan et al., 1997; Olszewska et al. 2013). Ulkemizde de bu
teknigin biberde uygulanmasinda ortaya c¢ikan sorunlarin ¢dziimiine yoOnelik
oldukca basarili sonuglar ortaya konulmustur (Abak, 1983; Comlek¢ioglu vd.,
1999, 2001; Ellialtioglu vd., 2001; Biiytlikalaca vd., 2004; Ata, 2011; Taskin vd.,
2011).

Anter Kkiiltiirinde basartyr etkileyen faktorleri anter verici bitkiden
kaynaklanan faktorler (genotip ve dondr bitkinin yetisme kosullar1) ve anter
kiiltlirii tekniginden kaynaklanan faktorler (anterlerin gelisme donemi, anterlere
yapilan 6n uygulamalar, besin ortaminin bilesimi ve yapisi, inkiibasyon kosullart)
olarak iki gurupta degerlendirmek miimkiindiir (Ellialtioglu vd., 2000). Bu
faktorler igerisinde besin ortami ve genotip bilyilk dnem arz etmektedir. Anter
kiiltiiriinde basari, genotiplere gore degismekte ve her genotipin tepki verdigi

besin ortamlar farklilagabilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada; bazi bakteriyel ve viral hastaliklara
dayaniklilig1 bilinen 4 hibrit biber ¢esidinin (1 adet ac1 kapya, 1 adet tatli kapya, 1

adet dolma ve 1 adet demre sivri) farkli ortamlarda kiiltiire alinmasiyla anter



kiiltliriine tepkilerinin degerlendirilmesi ve bu genotiplere uygun besin ortam

iceriklerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Hiicre, doku ve organlardan in vitro bitki rejenerasyonu; bitki 1slahi, bitkisel
iretim ve genetik ilerlemenin temelini olusturan bitki biyoteknoloji
uygulamalaridir. Biber her ne kadar diinyada 6énemli iiretim ve tiiketim miktarina
sahip bir sebze olsa da, in vitro bitki rejenerasyonu ¢alismalarinda tiitiin, domates
ve patates gibi diger Solanaceae tiirlerindeki basartyr saglayamamis ve hizli bir
ilerleme gosterememistir. Aci biberler i¢in bu durumun asil sebebi Ochao-Alejo et
al., (2001) ve Berljak, (1999) tarafindan; doku kiiltiiri ¢alismalarina direng

gosteren genetik yapiya sahip olmalar seklinde agiklanmaisgtir.

Biber de 1slah calismalar1 agisindan biiyiilk 6nem arz etmesi nedeniyle en
fazla talep goren in vitro galisma haploit bitki tiretimi ¢aligmalaridir. Bu sayede
%100 saf 1slah materyalleri elde edilebilmesinden dolay1 haploit bitki iiretimi

biber 1slahinda 6nem kazanmaya baglamistir.

Haploit bitki; basit olarak somatik hiicrelerinde gamet hiicrelerdeki
kromozom sayis1 kadar kromozom tasiyan bitki olarak tanimlanmaktadir. Haploit
bitkiler homolog kromozomlarindan sadece bir takimini igermelerinden dolay1
resesif mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar ve bu o6zellikleriyle

bitki 1slah¢ilari i¢in biiylik 6nem tagimaktadirlar.

Haploit bitkiler tam bir homozigotiyi ¢ok kisa bir siirede elde etme olanagi
sunmaktadir. Bu bitkilerin diploit hale getirilerek 1slah ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Bununla birlikte kendileme depresyonu nedeniyle homozigot
hatlarin elde edilmesinin zor oldugu tiirlerde dihaploitizasyon teknigi problemin
coziilmesini kolaylagmaktadir. Bu teknik, bitki 1slahgilart acisindan biiyiik
kolaylik saglayarak melezlemede {istiin kombinasyon yetenegi veren bitkilerden
homozigot hatlarin kisa siirede elde edilmesi imkanini sunmaktadir. Boylece F1
hibrit ¢esitlerin gelistirilmesinde 1slahgilara zaman kazandirmaktadir. Ayrica
haploit bitkilerde resesif genler dominant genler tarafindan ortiilemeyeceginden

resesif mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasi saglanmaktadir (Babaoglu, 2002).



Haploit tiretim teknikleri konusundaki ilk calisma, 1922 yilinda Blakeslee et
al. tarafindan Datura stroamonium bitkisinde yapilmistir. Daha sonra, pek ¢ok
bitki tiirlinde haploit bitki elde etmek amaciyla gerek disi, gerekse erkek gamet
hiicreleri kullanilmistir (Ata, 2011).

Androgenez tekniginde ilk basarili calisma, Guha and Maheswari
(1964)’nin  “Datura innoxia“nin anter kiiltiirinde embriyo benzeri yapilar elde
etmeleridir. Bundan iki yil sonra da bu embriyoidlerin polenlerden meydana
geldigini tespit etmislerdir. Ilk haploit bitki eldesi ise Nitsch and Bourgin (1967)
tarafindan Nicotiana sylvestris ve N. tabacum anterlerinde yapilan c¢alisma
sonucunda elde edilmistir (Ar1, 2006).

Capsicum cinsinde anter kiiltiirii ile ilgili ¢aligmalar, Wang et al. (1973),
George and Narayanaswamy (1973), Saccardo and Devreux (1974), Novak
(1974) ve Harn et al. (1975) tarafindan baslatilmistir. Daha sonra bir¢ok arastirici

bu konu {izerinde galismislardir ve galismalari giinlimiize kadar gelmistir.

Gilinlimiize kadar uzanan bu siirecte yapilan ¢aligsmalar, daha ¢ok biber anter
kiiltiiriinde genotipin, besin ortaminin, biiylime diizenleyicilerinin, besin ortamina
ilave edilen farkli maddelerin (aktif komiir, giimiis nitrat ve havug ekstrakti gibi),
farkli 6n uygulamalarin, donér bitkilerin yetisme kosullarinin ve farkl: anter alma
zamanlarinin etkileri lizerine yogunlagmistir. Bu tiir calismalarla anter kiiltiiri ile
elde edilen haploit embriyo sayisi ve biber islahinda anter kiiltiiri yonteminin

kullanilabilirligi arttiriimaya c¢alisilmisgtir.

2.1. Anter Verici Bitkiden Kaynaklanan Faktorler

Anter kiiltiiriinde anter verici bitkiden kaynaklanan faktorler incelenmek
istendiginde, genotip ve dondr bitkinin yetistirilme kosullar1 karsimiza

¢ikmaktadir.



Genotip:

Anter kiiltiiriinde alinacak sonuglart etkiliyen en onemli faktér kuskusuz
genotiptir. Pek cok arastiric1 tarafindan yapilan g¢aligmalar genotipin anter
kiiltiirtindeki basarida major etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Simdiye
dek calisilmis olan tiim bitki tilirlerinde; aym kiiltiir kosullar1 altinda, anterlerin
verdigi tepkiler bakimindan genotipler arasinda biyiik farkliliklar oldugu

sonucuna varilmistir.

Niklas-Nowak et al. (2012), biber anter kiiltiiriinde bireysel bitki
reaksiyonunu arastirmislardir. Bu amagla hibrit C. annuum F2 (ATZ1xTG), tiirler
aras1 melez F2 (C. frutescens xC. chinense), AT6 hattindan elde edilen androgenik
dihaploit hatlar1 kullanmiglardir. Degerlendirmeler, her bitki igin bireysel olarak
ve elde edilen embriyo yiizdelerinin kiiltiire alinan toplam anter sayisiyla
karsilastiriimasiyla yapilmistir. En diisiik androgenik tepki tiirler aras1 melez F2
generasyonu elde edilmis ve degerlendirilen 19 adet bitkinin 5 tanesinden embriyo
alinabilmistir. Androgenez etkinligi % 2’yi asmamistir. Melez C. annum F2’de
degerlendirilen 20 bitkinin 19’undan %0,5-%16,5 oranla embriyo elde
edilebilmistir. AT6 dihaploit bitkilerde 20 adet bitkinin 13’iinden olumlu sonuglar
alinmis ve androgenez etkinligi %3’ asamamistir. Ploidi  seviyelerinin
belirlenmesi ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, kullanilan tiim genotiplerde

hem haploit, hem de diploid bitkilerin oldugunu gostermistir.

Ercan vd. (2011), tarafindan yapilan farkli biber genotiplerinin androgenetik
performanslarinin incelendigi bir ¢alismada; dordii demre tipi, biri paprika, ikisi
dolma, ikisi kapya ve ikisi carliston tipi olmak iizere onbir farkli biber genotipi
denenmigtir. Caligma sonucunda biber genotiplerinin farkli androgenetik
potansiyele sahip oldugu ortaya konmustur. 2398 anterin kiiltiire alindigi
calismada 44 embriyo elde edilmis ve 11 genotipten 12 bitki olusmustur. Yalova
Carliston ve dolma tipi olan kandil genotiplerinden hi¢ embriyo elde edilmezken,;
Sera Demre 8 ve dolma tipi olan Odesa genotipleri diger genotiplerle
karsilastirildiginda en basarili sonuglart vermislerdir. Bu durum, anter kiiltiiriinde
donor bitki genotipinin basariy1 etkileyen en énemli parametre oldugu sonucunu

ortaya koymustur.



Irikova et al. (2011), ise on dokuz adet Bulgaristan biber genotipinde (8 adet
islah hatti, 7 adet gesit, 4 adet melez) anter kiiltiirlinde besin ortaminin etkisini
arastirmislardir. indiiksiyon ortami olarak C (Dumas de Vaulx et al., 1981) ve Cm
(Sibi et al., 1979), rejenerasyon ortami olarak R (Dumas de Vaulx et al., 1981) ve
Rm (Sibi et al., 1979) besin ortamlarint kullanmislar ve ilk besin ortamlarindan
rejenerasyon ortamina aktarmada, 12 ve 40 giin araliklarla aktarmanin etkisini
denemislerdir. Alt1 hat, 6 cesit ve 3 melez genotipten kiiltiiriin 35-40 giiniinden
sonra direkt embriyolar olusmustur. Rejenere olan bitkiler 4 adet hat, 6 adet gesit
ve 1 adet hibritten elde edilmistir. C ortaminda 12. giinden sonra aktarma embriyo
olusumu i¢in yeterli olmamais, 40. giinden sonra aktarmada ise embriyo olusumlar
gozlemlenmistir. R ortamina aktarmadan sonra yiiksek oranda (%50-100) bitkiye
dontigiim saglanmistir. Cm ortaminda 12 giin bekletilip aktarmadan sonra daha
yiiksek oranda embriyo olusumu goriilmiis, ancak bu embriyolarin Rm ortamina
aktarilmasindan sonra bitkiye doniisiim saglanamamistir. Calisma ile kullanilan

her bir genotipin anter kiiltiirii ihtiyaglarinin farkl: oldugu belirlenmistir.

Rodeva et al. (2004), Bulgaristan’a ait 16 biber genotipinin anter kiiltiiriine
tepkisini arastirmislardir. Bu genotiplerin 6 adedini hatlar, 6 adedini cesitler ve 4
adedini hibritler olusturmustur. Calisilan genotiplerden iki adedi indirekt

organogenez, digerleri direkt embriyogenez gostermislerdir.

Biberde 4 adet 1slah hatti, 7 adet kiiltiir ¢cesidi ve bunlarin melezlerini anter
kiiltiiriine tepki agisindan inceleyen Mityko et al. (1995), 2 kiiltiir ¢esidi disinda
tiim kiiltiir gesitleri, 1slah hatlar1 ve melezlerden androgenes bakimindan olumlu
tepkiler almistir. Standart ¢esitlerle karsilastirildiginda, 2 genotipten Onemli
derecede iyi sonu¢ (‘Fehérozon’ (%75,8) ve ‘Szechuan 90716 (%21,0) alindigt
bildirilmistir. Anter kiiltiiriine tepkisi diisiik olan ve anter kiiltiiriine hi¢ tepki
vermemis iki hattin melezlenmesiyle elde edilmis F1 hibritlerin ise ebeveynleri ile
karsilastirildiginda, iyi bir androgenez performansi gosterdigi belirlenmistir. Elde
edilen bitkilerin kromozom sayisini belirleyebilmek igin flow sitometri yontemini

kullanmislar ve bitkilerin haploit ve spontan dihaploit olduklarin: belirlemislerdir.

Tuberosa et al. (1987), degisik iilkelerden toplanan sekiz farkli patlican

cesidi ve bunlarin arasinda yapilan melezlemelerden elde edilen 16 melez
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genotipte anter kiiltlirii yapmis ve embriyo olusum oranlarini belirlemislerdir.
Ebeveynlerde en yiiksek 17,3 embriyo/100 anter oraninda bagari elde eden

aragtiricilar, baz1 melez genotiplerde 42 embriyo/100 anter sayisina ulagsmislardir.

Bugdayda anter kiiltiirii yoluyla embriyo olusturma yetenegi bulunmayan bir
seri gesit lizerinde c¢alisan Bullock et al. (1982); iyi bir rejenerasyon kapasitesine
sahip olan “Centurk” ¢esidi ile melezlendikten sonra; bu olumlu 6zelligin F1
dollerine aktarilabildigini gosteren resiprokal melezlemelerden alinan sonuglarda,
kiiltiire alinan anterlerin embriyo olusturma Ozelliginin, sitoplazmik etkilerin

kontrolii altinda oldugunu gostermistir.

Yetistirme kosullari:

Dondr yani anterlerin alinacagi bitkilerin yetistirilme kosullar1 yapilacak
olan anter kiiltiirii ¢alismasinda basarili bir sonu¢ alinmasini etkileyecek diger bir

faktordur.

Biberde disi organ kiiltiirlerinin kullanimiyla haploit embriyo olusumunun
oldukga diisiik oldugunu, oranin genotiplere gore degismekle beraber genellikle %
0.05 olup, baz1 genotiplerde % 0,1’e kadar ¢iktigint bildiren Abak (1986), donor
bitkilerin yetisme kosullarinin da embriyo olusumunu etkiledigini belirtmistir.
Anter kiltlirii yontemiyle biberde haploit embriyo elde edilmesi oraninin ise
yiiksek oldugu, her 100 adet anterden ortalama 5-10 adet haploit embriyo elde

edilebildigini rapor etmistir.

Biberde anter kiiltiiriinde farkli anter alma donemlerinin etkilerini arastiran
Matsubara et al. (1998), bu amagla 6 adet farkli genotip kullanmislardir. Kasim
ayindan Temmuz ayina kadar tekrarlanan denemeler sonucunda en basarili yanitin
sicakligin 15-25°C arasinda oldugu Eylil-Ekim aylarindan alindigini bildirmistir.
Denemede kullanilan Cheongyang ve Fushimi Amanaga genotiplerinde yiiksek
embriyo performansi goriilirken, Shishtou ve California Wonder genotiplerinde

ise yiiksek oranda kallus olusumu gézlenmistir.
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2.2. Anter Kiiltiirii Tekniginden Kaynaklanan Faktorler

Genotip ve dondr bitkinin yetistirilme kosullar1 disinda anter kiiltiiriinde
kullanilan teknik farkliliklar da basari oranini onemli Ol¢ilide etkilemektedir.
Anterlerin gelisme donemi, anterlere yapilan 6n uygulamalar, besin ortaminin
bilesimi ve yapisi, inkiibasyon kosullar1 gibi farkliliklar anter kdiltiirii

uygulamalarindaki farkliliklar olarak sayilabilmektedir.

Anterlerin gelisme donemi:

In vitro androgenezte basariya ulasilabilmesi i¢in ¢igek tomurcuklarinin
genotip ve biiyiikliiklerine gore ayrilarak mikrosporlarin i¢inde bulunduklart
gelisme asamasinin belirlenmesi gerekmektedir. Mikrosporlarin igerisinde nisasta
depolanmaya baslamasindan sonra, sporofitik yonde gelismeyi saglamak ig¢in
yapilacak uygulamalar etkili olmamaktadir. Anterlerdeki polen asamasi
asetokarmin ya da asetoorsein ile hizli boyama yapilarak belirlenebilecegi gibi,
flouresan mikroskobu ve buna uygun DAPI gibi boyalarin kullanilmas: ile de

belirlenebilmektedir (Ellialtioglu, 1999).

Novak (1974), biber anter kiiltiiriinde 2,6-5,0 mm arasinda biiyiikliige sahip
ve acgik yesil renkte petalleri olan tomurcuklardan alinan anterlerin,
olgunlagmamis tek c¢ekirdekli mikrosporlar1 igerdigini ve bu donemdeki

mikrosporlardan anter kiiltiirlinde basarili sonuglar alindigin1 bildirmistir.

Sibi et al. (1979), ise biberde sepal ve petal boylarinin esit oldugu ya da
biraz daha uzun oldugu dénemin polen mitozu ile ayn1 donem oldugu ve anter

kiiltiirtinde olumlu sonug verdigini bildirmislerdir.

Abak (1983), Tiirkiye orijinli biberlerde haploit bitki elde etmek amaciyla
doku kiiltiirii yontemlerinden anter kiiltiiri teknigini kullanmistir. Yaptigi ¢calisma
kapsaminda, en uygun anter safhasinin tomurcuklarin 3,5-4 mm biiyiikliigiine

ulastig1 asama oldugunu tespit etmistir.
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Goniilsen (1987), anter kiltliriinii etkiliyen faktorler arasinda anterlerin
gelisme devresinin 6nemli bir rol oynadigini belirterek, polen ana hiicresinden
olgun polenin olusumuna kadar gecen biitlin asamalar1  kapsayan
mikrosporogenesizin baslica ii¢ ana devreye ayrilabilecegini bildirmistir. Bunlar;
mayoz boliinme ve tetratlarin olusmasi, tetratlarin ayrilmasi ve mikrosporlarin
gelismesi, mikrosporlarin polen tanesi halinde olgunlagmasidir. Arastirict ikinci
devrede polenin tek hiicreli durumda oldugunu, ikinci devrenin sonu ile {i¢iincii
devrenin basinda birinci hiicre bdliinmesinin meydana geldigini, ti¢iincii devrenin

ise ¢ok hiicreli gametofitler veya polen taneleri oldugunu ifade etmistir.

Parra-Vega et al. (2013), daha 6nceden Solanaceae familyasinda yapilan
caligsmalarda elde edilen gruplandirmalara gore biberde polen gelisim asamalarini
7 grupta incelemislerdir. Bunlarin; 1.Meiocytes ve tetrad asamasi, 2.Geng
mikrospor, 3.0rta mikrospor, 4.Bosluklu mikrospor, 5.Geng iki hiicreli polen
tanecikleri, 6.Orta biseliiler polen tanecikleri ve 7.Gelismis biseliiler polen
tanecikleri oldugunu bildirmistir. Yaptig1 calismada geng ve orta biseliiler polen
tanecigi iceren anterlerin renklerinin saridan mora dondiigiinii, petallerin uzamaya
baslamasina bagli olarak tomurcugun biiyiidiigiinii ve sepal ve petallerin yaklasik
olarak birbirlerine esit oldugunu bildirmistir. Anterlerin uzunluklarini kriter alarak
genotiplerdeki ~ farkli  uzunluktaki  anterlerin  mikrosporogenesiz ~ ve
mikrogametogenesiz oranlarini belirlemislerdir. Sonug olarak anter biiylimesi ve
mikrospor gelisimin paralel olarak arttigin1 ve orta biseliiler polen agamasina

kadar polen gelisiminin arttigini bildirmislerdir.

On uygulama:

Anter kiiltiirlinde basariy1 arttirmak i¢in siklikla diisiik sicaklik ya da yiiksek
sicaklik uygulamalari gibi bazi stres faktorleri kullanilmaktadir. Bu stres
uygulamalari ile giiglii olan anter ve mikrosporlar hayatta kalarak ¢alisma sonunda
embriyo olusum oranimi arttirmaktadirlar. Bununla birlikte birgok arastirmaciya
gore anter kiiltiiriinde sicak uygulamalar1 soguk uygulamalarindan daha basarili
sonuglar alinmasini sagladigi bildirilmektedir (Barany et al., 2005; Kim et al.,
2004).
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Sibi et al. (1980), kiiltiiriin ilk 2 giinii 35 °C’de karanlikta bekletilen

anterlerden 4 °C’de sogukta bekletilenlere gore daha basarili sonuglar alindigini

ortaya koymuslardir.

Dumas de Vaulx et al. (1981), biberde anter kiiltiiriiniin baslangi¢
doneminde uygulanacak olan 35°C gibi yiiksek sicaklik uygulamalarinin embriyo

olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir.

Terzioglu vd. (2000), Kahramanmaras biber populasyonunda anter
kiiltirinde farkli inkiibasyon kosullarinin ve ©n uygulamanin etkisini
incelemislerdir. Kiiltiiriin ilk 8 giinii 35°C’de stirekli karanlikta bekletme ve kiiltiir
stiresi boyunca 29°C’de siirekli 1s1kta bekletme uygulamalarii denedikleri
calisma sonucunda, 29°C ve 2000 lux siddetinde stirekli aydinlik kosullarda
yapilan inkiibasyonun embriyo olusturma o6zelligi bakimindan 35°C’de 8 giin

bekletme uygulamasindan daha iistiin oldugu sonucuna varmislardir.

Biner vd. (2001), ise biberde anter kiiltiiriinde farkli sicaklik ve 1sik
uygulamalarimin etkilerini arastirmiglardir. Isik uygulamalari; 25°C’de 16 saat
aydinhik / 8 saat karanlik kosullarda bekletme, 25°C’de 1 hafta siire bekletme ve
35°C’de 1 hafta karanlik kosullarda bekletme seklinde yapilmistir. 25°C’de 1
hafta bekletme, diger uygulamalara gore daha basarili olmustur. Sicaklik
uygulamasi olarak 4°C’de 24 saat ve 48 saat bekletme uygulamalar1 yapilmistir.
Soguk uygulamasi denemelerinden de genotiplere gore degismekle beraber
olumlu yanitlar alinmistir. Besin ortami olarak 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D, %30

sakkaroz ve %1 aktif komiir ilave edilmis MS besin ortami1 kullaniimastir.

Besin ortamu:

Biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda arastiricilarin siklikla kullandiklar:
temel besin ortamlar1 Dumas de Vaulx et al. (1981) ve Murashige and Skoog
(1969) ortamlaridir. Arastirmacilar tarafindan bu ortamlarin haploit bitki elde
edilmesinde daha etkin oldugu diisiiniilmektedir (Ellialtioglu vd. 2001; Ciner ve
Tipirdamaz 2002; Irikova and Rodeva 2004).
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Abak (1983), farkli besin ortami ve yontemlerin etkisini arastirdigi
calismasinda, besin ortamina eklenen bazi maddelerin etkisini incelemek igin
denemeler yapmistir. Besin ortamina ilave edilen 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D,
120 g/l sakkaroz ve 37,3 mg/l Na;EDTA+27,8 mg/l FeSO47H20 ilavesinin

embriyo olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir.

Dolcet-Sanjuan et al. (1997), tarafindan dolmalik biber genotiplerinde
yapilan bir calismada besin ortaminda farkli karbonhidrat kaynaklarinin ve
karbondioksit zenginlestirmesinin etkisi incelenmistir. Calismada, Nitsch and
Nitsch ortaminin modifiye edilmis halini kullanan arastiricilar yar1 kati ve sivi
olmak {izere ¢ift faz uygulamasinda karbonhidrat kaynagi olarak maltoz ve
sakkorozun etkisini denemislerdir. Calisma sonucunda, en fazla embriyo olusumu
40 g/l maltoz kullanimi ile elde edilirken, 10 g/1 ve 20 g/l maltoz igeren
ortamlarda embriyo gelisiminin daha basarili oldugu bildirilmistir. Genotiplere
gore degismekle birlikte, 3-750 arasinda degisen embriyo olusumu ve 0,25 ile 8
arasinda degisen bitki olusumu kaydedilmistir. Bu ¢alisma ayrica biber anter
kiiltiiriinde karbonhidrat kaynagi olarak maltoz kullanimin denendigi ilk ¢aligma

olmustur.

Park et al. (2013), tarafindan 6 farkl celtik genotipinde yapilan ¢alismada
ise maltoz kullaniminin genotiplere gore degismekle birlikte kallus olusumunu
arttirdigr  bildirilmistir. Maltoz konsantrasyonunun artmasi, c¢eltikte bitki
olusumunu arttirsa da, yiiksek maltoz dozunun c¢eltikte albino bitki olusumuna yol

actig belirtilmistir.

Comlek¢ioglu  vd. (1999), Sanhurfa ve Kahramanmaras biber
popiilasyonlarinda anter kiiltiiriinde uygun besin ortami ve kiiltiir kosullarint
belirlemek amaciyla bir g¢alisma yapmislardir. Denemelerinde, 4 farkli besin
ortami (I. Ortam: 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D, 120 g/l sakkaroz, 37,3 mg/l
Na2EDTA+27,8mg/l FeSO47H20 igeren Abak (1983) ortami; Il. Ortam: 0,01
mg/l 2,4-D, 0,01 mg/Ikinetin, 30 g/l sakkaroz igeren Dumas de Vaulx et al. (1981)
besin ortamz; I11. Ortam: 4 mg/l kinetin, 1 mg/l NAA, 30 g/l sakkaroz, %0.25 aktif
komiir igeren LiChunling (1992) besin ortami; 1V. Ortam: 4 mg/l NAA, 0,1 mg/
BAP, 30 g/lsakkaroz igeren Li Chunling (1994) besin ortam1 ve 2 6n sicaklik
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(4°C’de 2 giin bekletme ve 35°C’de 8 giin bekletme) uygulamasi kullanmiglardr.
4 mg/l kinetin vel mg/l NAA igeren Li Chunling (1992) ve 4 mg/l NAA ve 0,1
mg/l BAP igeren LiChunling (1994) besin ortamlarindan ve 35°C’de 8 giin

bekletme 6n uygulamasindan ¢ok sayida embriyo elde edilebilmistir.

Ellialtioglu vd. (1999), Kahramanmaras biber popiilasyonunda anter
kiiltiirtinde farkli besin ortamlarinin etkisini arastirmislardir. Besin ortami olarak
Dumas de Vaulx et al. (1981) tarafindan tanimlanmis 5 mg/l 2,4-D, 5 mg/l kinetin
ilave edilmis C ortam1 ve 4 mg/l NAA, 1 mg/l BA ilave edilmis MS ortam
kullanilmistir. Kontrol grubu disinda besin ortamlarina %1 aktif komiir yalniz
olarak ve 20 ml/l havug ekstrakti ile birlikte eklenmistir. Calisma kapsaminda ilk
inkiibasyon uygulamasinda petriler 35°C’de karanlikda 8 giin siiresince tutulmus,
sonrasinda 25°C’ye alinmis ve 0,1 mg/l kinetin iceren R ortamina transfer
edilmiglerdir. Diger inkiibasyon kosulu ise, 29°C’de siirekli aydinlik kosullarda
bekletme olmustur. En fazla embriyo olusumu, 29°C’de siirekli aydinhik
kosullarda bekletilen aktif komiir ile havu¢ ekstrakti igermeyen MS ortaminda

gozlemlenmistir.

Ciner ve Tipirdamaz (2002), Malatya isimli lokal bir biber genotipiyle
yaptiklart ¢alismada biberde anter kiiltiirinde besin ortamina eklenen aktif
komiiriin ve soguk uygulamasinin etkisini arastirmiglardir. Soguk uygulamalar:
4°C’de, 48 ve 96 saat bekletme seklinde yapilmistir. Besin ortami olarak ise %0,8
agar, %3 sakkaroz, %0.25 aktif komiir, 4 mg/l NAA, 1 mg/l BA igeren ve 1
mg/INAA, 4 mg/l BA igeren MS besin ortamlar1 kullanilmistir. En basarihi
sonuglar hi¢bir 6n uygulamaya tabi tutulmayan ve aktif komiirli 4 mg/l NAA, 1
mg/l BA igeren ortamdan alinmistir. Ayrica; anter kiiltiirii ¢calismalar1 i¢in en
uygun anter gelisim sathasi olan tek ¢ekirdekli veya 1. polen mitozu asamasindaki
tomurcuklarin 5 mm ¢ap ve 7 mm uzunlukta oldugunu, bu irilikteki anterlerin

yesil renkli, uglarinda ise mor rengin goriildiigiinii bildirmislerdir.

Biiyiikalaca vd. (2004), tarafindan yapilan anter kiiltiiriinde giimiis nitrat
kullanimmin ve bitkilerin yetistirilme kosullarinin etkisinin incelendigi bir
calismada, 2 farkli yerel paprika biber genotiplerinde 4 farkli giimiis nitrat dozu
(5, 10, 15, 20 mg/l) denenmistir. Calisma sonucunda serada yetistirilen bitkilerde
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acik tarlada yetistirilenlere gore her giimiis nitrat dozunda 4 kat daha fazla
embriyo olusumu gozlenirken, en basarili sonug 45,7 embriyo/ 100 anter oraniyla

15 mg/l glimiis nitrat iceren ve serada yetistirilen genotiplerden elde edilmistir.

Sayilir ve Ozzambak (2005), alt1 farkli biber ¢esidinde yapilan anter kiiltiirii
calismalarinda besin ortami olarak 4 mg/l NAA, 0,1 mg/l BA, havug ekstrakti,
aktif komiiriin farkl1 dozlarini igeren MS ve B5 ortamlari kullanmislar ve 6 farkl
kombinasyon olusturulmustur. En basarili sonuglar, 4 mg/l NAA, 0,1 mg/l BA
iceren MS besin ortamindan ahnmigtir. 5-6 mm uzunlugundaki tomurcuk
bliyiikliigliniin anter kiltlirii i¢in en uygun tomurcuk biiyiikliigli oldugunu
bildirmislerdir.

Biberde anter kiiltiirii calismalarinda bazi arastiricilar, anter verici bitkiden
kaynaklanan faktorler ve anter kiiltiirii tekniginden kaynaklanan faktorleri tek tek
ele alsalar da, birgok arastiric1 bu faktorleri birlikte ele alarak calismalar
yapmislardir ve basariya ulagsmada farkli faktorlerin birlikte etkili olduklar

sonucuna varmiglardir.

Taskin vd. (2011), biberde anter kiiltiirinde farkli genotiplerin, besin
ortamlarinin ve anter alma donemlerinin etkisini arastirmiglardir. Bu amagcla 5
adet biber genotipi (diisiik sicakliga tolerant A71, A269, A313; diisiik sicakliga
orta derecede tolerant A109 genotipi ve diisiik sicakliga duyarli A74 genotipi) ve
4 adet besin ortami (I nolu besin ortami: MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif
komiir + 15 mg/l giimiis nitrat + 4 mg/l NAA + 0,1 mg/l BAP, Il nolu besin
ortami: MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komiir + 15 mg/l giimiis nitrat + 4
mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 111 nolu besin ortami: MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25
aktif komiir + 15 mg/l giimis nitrat + 4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP, IV nolu besin
ortami: modifiye edilmis MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komiir + 15 mg/l
glimiis nitrat + 4 mg/l NAA + 0.1mg/l BAP) kullanmislardir. Deneme her ay
yeniden  kurulmustur.  Ayrica  kiltire alinan  ortamlarda  gelismesini
tamamlayamayan embriyolar 10 giin siiresince 0,5 mg/l absisik asit igeren besin
ortamina alinarak absisik asitin embriyo olgunlasmasina etkisi belirlenmeye
calistimigtir. Genotipler arasinda en yiliksek embriyo verimi diisiik sicakliga

tolerant olarak belirlenmis olan 269 nolu genotipten elde edilmistir. Anter alma
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dénemlerinden ise en basarili sonuglar Nisan ve Mayis aylarindan elde edilmistir.
Besin ortamlar: arasinda ise III ve IV no’ lu besin ortamlarindan diger ortamlara
gore daha fazla sayida embriyo elde edilmistir. Olgunlasmamis embriyolara

absisik asit uygulamasindan olumlu sonuglar alinamamustir.

Ata (2011), biberde yaptig1 anter kiiltiirii galismasinda farkli genotiplerin
(dustik sicakliga hassas 195 no’ lu genotip, tolerant 421 no’ Iu genotip, yiiksek
sicakhiga hassas 277 nolu genotip, tolerant Inan 3363 ¢esidi), besin ortamina ilave
edilen 2 farkli BAP dozunun ve farkli kiiltire alma zamanlarimin etkilerini
arastirmistir. Ekim, Subat, Mayis ve Agustos aylarinda anter kiiltiirlerinin 0., 1.,
2., 3., 4., 8. ve 14. giinlerinde anterler alarak fiksasyon ¢6zeltisi ile sabitlenerek
DAPI ve asetokarmen boyama yontemleriyle mikrospor gelisimleri incelenmistir.
Genotipler arasinda en yiiksek embriyo verimi, Inan 3363 no’ lu genotipten, anter
alma donemlerinden ise en olumlu sonuglar Nisan ve Agustos aylarindan elde
edilmistir. Besin ortamlar1 arasinda ise Kasim, Aralik, Ocak, Nisan ve Eyliil
aylarinda MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNO3 + 4 mg/l
NAA + 0.1mg/l BAP besin ortam: ve Ekim, Mart, Mayis, Temmuz ve Agustos
aylarinda MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNOz + 4 mg/I
NAA + 0,5 mg/l BAP besin ortami daha basarili bulunmustur. Bitkiye doniisim

acisindan Nisan ayindan daha olumlu sonuglar alinmistir.

Olszewska et al. (2013), Polonya’da 17 adet biber genotipinde anter
kiiltiirinde 3 farkli inkiibasyon zamani (12, 14 ve 16 giin) ve CP ortaminda besin
ortamina eklenen 2 farkli kinetin dozunun (0,1 ve 0,3 mg/l) kombine etkisini
aragtirmiglardir. Bitkisel materyal olarak islah hatlari; C. annuum’un tiir igi 4 adet
hibriti, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum var. pendulum tiirleri, C.
frutescens x C. chinense’nin tiirler arast F1 hibritleri, C. frutescens x C.
baccatum’un tirler arast F1 hibritleri ve hibritlerden elde edilen dihaploitler
kullanilmistir. Deneme sonuglari, daha 6nce tanimlanan standart protokoliin (CP
ortaminda 12 giin inkiibasyon, 0,1 mg/l kinetin igeren R1 ortami) sonuglari ile
karsilastirma seklinde degerlendirilmistir. Kontrolde denenen genotiplerden
sadece 3 adedinden tepki alinirken, denemelerle bu sayr 12’ye ¢ikarilmistir. En
basarili uygulama olarak CP ortaminda 16 giin bekletme ile 0,1 mg/l kinetin

iceren R1 ortaminin kombinasyonu olmustur. 12 ve 14 giin bekletme uygulamast,



18

0,3 mg/l kinetin iceren ortamlarin kombinasyonuyla daha etkili olarak

bulunmustur.

Biberde anter kiiltiiriinde besin ortami ve genotipin etkilerini arastirmak i¢in
Alremi et al. (2013)’ nin yaptig1 ¢calismada, 3 farkli genotip (B, 151 ve 171 no’lu
1slah hatlar1) ve 1 adet Suriye’de kullanilan biber cesidi (Alfajer) ile 16 farkl
besin ortami kombinasyonu test edilmistir. Besin ortami olarak Dumas de Vaulx
ve ark. (1981) tarafindan Onerilen besin ortaminin 8 farkli kombinasyonu (C
serisi, C1-C8) ve Murashige ve Skoog (1962) temel besin ortaminin 8 farkli
kombinasyonu (B serisi, B1-B8) kullanilmistir. Degerlendirmeler genotip bazinda
yapilmis; her uygulama ic¢in dikilen anter sayisi, geliserek transfer ortamlarina
alinan anter sayilari, embriyogenik anter sayisi, gelisen anter basina elde edilen
embriyo sayist ve bitkiye doniisim oranlar1 hesaplanmistir. Alfajer ve B hatti
biber genotiplerinde Kinetin + 2,4-D igeren C serisi ortamlarindan daha olumlu
sonuglar alinmistir. 151 ve 171 no’lu yerel genotiplerde ise en basarili sonuglari
MS temelli ve NAA+BAP iceren B serisi ortamlart vermistir. Besin ortamina %
0.25 oraninda ilave edilen aktif komiir, embriyo olusumunu genotipe bagl olarak
artirmistir. Embriyo olusumu bakimindan giimiis nitrat icermeyen B5 ortami en
yiiksek sonuglar1 vermis ve bu ortami C6, B3, B2, B7 besin ortamlar1 izlemistir.
Elde edilen embriyolarin tamami1 (B3 ortaminda elde edilenler hari¢ olmak iizere)
bitkiye donlismiistiir. Alfajer ¢esidi ve B 1slah hatti, 151 ve 171 no’lu
genotiplerden daha basarili sonuglar vermistir. Ploidi diizeyine iliskin bulgular
degerlendirildiginde, elde edilen embriyolardan gelisen bitkilerin %94 {iniin

haploit kromozom yapisina sahip olduklar1 bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma 2013-2015 yillar1 arasinda Bahge Bitkileri Anabilim Dal1 ve Ege
Universitesi Tohumculuk Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda
ylriitiilmistiir. Arastirmada bitkisel materyal olarak AD-Rossen Tarim tarafindan
bazi hastaliklara dayanikliligi belirlenmis 4 hibrit (Asena, Athena, Naomi, Rain
Nil) biber ¢esidi kullanilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Denemede kullanilan genotipler ve ozellikleri

Calismada bitkisel materyal olarak 2 adet kapya, 1 adet dolma ve 1 adet

demre sivri tipi biber kullanilmistir.

Asena F1:

Tiitlin mozaik viriisiine dayaniklilig1 belirlenmis kapya biber tipindedir.
Acik tarla iiretimine ve sanayiye uygun gii¢lii yapida bir bitkidir. Meyveleri yesil
renktedir. Kolay meyve tutumu ve yiiksek verim 6zelliklerine sahiptir (Sekil 3.1

a).
Naomi F1:

Ortii alt1 ve agik saha iiretimine uygun dolmalik biber ¢esididir. Bitki yapisi
kuvvetlidir. A¢ik alanda yatma yapmaz. Meyveleri kapatan bitki yapisina sahiptir.
Yan dal meyve tutumu yiiksektir. Meyve sekli homojen olup dort lopludur.
Ihracata uygun meyve renk ve kalitesine sahiptir. Uzun raf dmriine sahiptir (Sekil
3.1b)

Rain Nil F1:

Demre tipi hibrit biber cesididir. Meyve tutum orami oldukga yliksektir.
Yiiksek verimli olan bu ¢esidin meyve agirhigi ortalama 50-55 g dir. Bitki
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habitusu kuvvetli ve orta yiiksekliktedir. Hasat sonrasi raf émrii uzudur. Canli ve

parlak yesil renkte meyvelere sahiptir (Sekil 3.1 c).

Athena F1:

Acik tarla ve sanayi iiretimine uygun kapya biber ¢esididir. Meyveler yasst,
koyu kirmizi ve tadi acidir. Erkenci grupta yer alir. Act sos iiretiminde tercih

edilen bir cesittir.

genotipi

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

AD-Rossen firmasindan temin edilen ve 20.01.2014 tarihinde ekilen
tohumlardan elde edilen fideler 03.03.2014 tarihinde uygun biiyiikliikteki
saksilara her bir cesitten 40 bitki olacak sekilde 20’ ser adet saksiya
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sasirtilmiglardir. Saksilar 25°C’deki led aydinlatma kullanilan iklim odasinda
yetistirilmistir (Sekil 3.2).

25°C’ de yetistirilen bitkilerden 09.05.2014 tarihinde ilk tomurcuklar

alinmaya baslanmistir.

Sekil 3.2. Denemede kullanilan ve iklim odasinda yetistirilen bitkiler.

3.2.2. Uygun anterlerin secimi ve gelisme safhasinin belirlenmesi

Iklim odasinda yetistirilen bitkilerden 3 mm ile 8 mm arasindaki
tomurcuklar toplanmis (Sekil 3.3 a.), kaliks ve korolla kisimlar1 dikkatli bir
sekilde tomurcuklardan uzaklastirllmistir (Sekil 3.3. b). Bir bisturi yardimi ile
secilen anterlerin flament kisimlart ayrilmistir. Mikrosporlarin igerisinde
bulundugu gelisme asamasi asetoorsein kullanilanda hizli boyama yontemi ile
belirlenmistir. Anterler lam iizerine alinarak asetoorsein yardimi ile ezme
preperatlar hazirlanmistir. Lam {izerine alinip iizerine asetoorsein damlatilan
anterlerin iizeri lamel ile dikkatlice kapatilarak anter keselerinin acilip
mikrosporlarin agiga ¢ikmasini saglamak icin preparata hafif kuvvetli bir bicimde

sert bir cisim ile vurulmustur.
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Bu islem ile mikrosporlar aciga ¢ikmis ve boyanmistir. Hazirlanan preparat,
mikroskop altinda incelenmistir. Tomurcuklarin boyutlarina goére elde edilen
goriintiiler incelenip tetrat agsamasindan onceki yapilar gozlendiginde daha biiyiik
tomurcuklarla preperat hazirlamaya devam edilmistir. Sekil 3.3 ¢’ de goriildiigi
gibi tetrat asamasinin belirlendigi tomurcuklarda ise preperat hazirlama islemine
son verilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda calismaya 4-5 mm arasindaki

anterler ile devam edilmistir. (Parre-Vega et al., 2013; Abak, 1983).

Calismaya devam edilen boyuttaki tomurcuklar ayn1 zamanda daha 6nceki
caligmalarda da uygun biiytikliik oldugu belirlenen kaliks ve korolla kistmlarinin
birbirine esit oldugu ve anterlerde yariya kadar antosiyan olusumu gozlenen

tomurcuklardir (Sibi et al., 1979; Ellialtioglu, 1999; Taskin 2005).

Sekil 3. 3. a.Uygun tomurcuk biiyiikligiiniin belirlenmesi b. Kaliks ve korollanin ayrilmasi

¢ ve d tetrat asamasindaki mikrosporlar.
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3.2.3. Kullanilan besin ortamlar1 ve besin ortamlarinin

hazirlanmasi

Calismada anter kiiltiirii i¢in literatiirde denenmis ve basari elde edilmis MS
temel besin ortamina ek olarak farkli sekerlerin (sakkaroz ve maltoz ) ve glimiis
nitrat (AgNO3) miktarinin kallus ve embriyogenesiz olusumuna etkisini incelemek

icin Cizelde 3.1’ de verilen 6 farkli besin ortam kullanilmistir.

Cizelge 3.1° de igerikleri belirtilen besin ortamlar1 istenilen miktarda
hazirlandiktan sonra pH bitki gelisimi i¢in optimum degere (pH 5,8) getirilmistir.
Jellestirici olarak ise % 0,7’lik agar kullanilmigtir. Uygun hacimdeki
erlenmayerlerde hazirlanan ortamlar agizlar1 pamuk ile kapatilarak aliiminyum
folyo ile sarildiktan sonra 121°C’de 1 atm basingta 15 dakika siireyle
otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavdan c¢ikartilan erlenmayerlerin yiizeyi
bolca alkollenerek steril kabin igerisine alinmistir ve burada c¢alismada
kullanilacak olan steril petrilerin igerisine yaklastk 10 ml oraninda
dokiilmiislerdir. Icerisine besin ortamn dokiilen petriler donduktan sonra
etiketlenerek stre¢ film ile sarilip kullanilana kadar uygun bi¢imde

saklanmislardir.

Cizelge 3.1. Anter kiiltiirii galismasinda kullanilan besin ortamlar1 ve igerikleri.

Bitki Biiyiime
Ortamlar Seker AgNOs3 Diizenleyiciler
SO 0 mg/l
S10 S?é((;(g/rlc))z 10 mg/l Aktif
S15 15 mg/l NAA 4mg/l karbon
(2,5 g/l
MO 0 mg/l BAP 0,1 mg/l
M10 Maltoz 10 mg/l
M15 (30g/1) 15 mg/l
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Rejenerasyon  goriilen anterler icin ise hormonsuz MS ortami
hazirlanmistir. Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan besin ortam steril edilmeden
once kiiltlir tiiplerine yine 10 ml olarak sekilde dokiilmiistiir ve tliplerin agzi
pamuk ile kapatilarak aliiminyum folyo ile sarilmis, otoklavlanarak steril
edilmistir. Steril edilen tlipler kullanilana kadar uygun ortamda muhafaza

edilmislerdir.

3.2.4. Anterlerin alinmasi

Sterilizasyonu tamamlanan tomurcuklar, etiivde steril edilerek ylizeyleri
bolca %70’ lik alkol ile spreylenerek kabin igerisine alinmis pens ve bistiiriler

yardimai ile cam petri igerisinde dikkatli bir sekilde agilarak anterler ¢ikartilmistir.

Kabinde c¢alisma esnasinda eldiven, maske, bone ve oOnliik kullanilarak
herhangi bir kontaminasyon riskine karst énlem alinmasi amaclanmistir. Ayrica
kullanilan metal malzemeler siklikla %70’lik alkolle spreylenerek sterilizasyonun

devamlilig1 saglanmaya ¢alisiimistir.

Tomurcuklardan ¢ikartilan anterlerden anter sapgiklarinin (flament) ayrilmis
olmasma dikkat edilmistir. Flamentlerinden ayrilan anterler besin ortamlarina
aktarilmiglardir. Her petri kabina 3 tomurcuktan ¢ikan ortalama 15 anter dikilmis

ve kapaklar kapatilip streg film ile sarilmistir.

3.2.5. Kiiltiir kosullar1 ve 6n uygulamalar

MS besin ortamina yerlestirilen anterler, 35 °C’ de ve karanlik ortamda 2
giin siire ile 6n uygulamaya tabi tutulmuslardir (Sibi et al., 1979; Biiylikalaca ve
ark. 2004, Kim et al. 2008, Taskin ve ark. 2011, Kim et al. 2013). On uygulamay1
takiben petriler led aydinlatma kullanilan iklim odasinda 25+1°C sicaklikta
bekletilmislerdir
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3.3. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiki Analiz

MS temel besin ortam ile biiylime diizenleyici kombinasyonlar1 kullanilan
deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 2 faktorlii (4 genotip x 6 besin
ortam) olarak kurulmustur. Her uygulama, 3 tekrarli ve her tekrarda ortalama 3
tomurcuk olacak sekilde kiiltiire alma islemi tamamlanmistir. Degerlendirme
kiiltiire alinan anter basina elde edilen kallus, embriyo ve bitkiye doniisiim olarak

yapilmis ve ylizde olarak ifade edilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen verilere karekok transformasyonu
uygulandiktan sonra SPSS versiyon 16.0 for Windows programi kullanilarak

degerlendirilmis ve %5 giiven aralif1 i¢in LSD degeri belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

AD-ROSSEN Tarim firmasinin dort farkli F1 hibrit biber ¢esidinde MS
temel besin ortaminda iki farkli disakkarit seker (sakkaroz ve maltoz) ve {i¢ farkl
AgNO3 dozu (0 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/l) olmak iizere 6 farkli ortamin androgenes
performanslart  incelenmistir. Calismada elde edilen bulgular asagida

Ozetlenmistir.

4.1. Anterlerden Elde Edilen Kallus Olusumlari

Denemede clde edilen veriler ¢esit-ortam interaksiyonu, gesit ve ortam
paremetrelerine gore degerlendirilmislerdir. Genotiplere ve ortamlara gore
degismekle birlikte, kiiltiiriin ilk haftasinda sismeye ve kararmaya baslayan
anterlerden kiiltliriin 2. haftasinda ilk kallus olusumlar1 goriilmeye baslanmustir.
Kiiltiire alinan anterlerden genel olarak beyaz ve yesil renklerde ve kompakt yapili
kalluslar elde edilmis, ancak bazi uygulamalarda ve bazi genotiplerde gevsek

yapili kallus olusumlarina da rastlanmaistir.

Dort farklt F1 hibrit biber c¢esidiyle yapilan caligmada kallus olusumlari
genotiplere ve kullanilan besin ortamina gore farklilik gostermistir. Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1°de goriildiigii gibi yapilan istatistiki analiz sonucunda, Cesit-Ortam
interaksiyonu, kallus olusum orani agisindan istatistiki 6nemli bulunmustur. En
yiiksek kallus olusum orani Asena cesidinin M15 (%74,2) ortami ile M10 (%71,1)
ortaminda kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir. Buna karsilik MO ortaminda Athena
cesidinde hi¢ kallus olusumu elde edilmemistir ve bu uygulama kallus olusumu

acisindan istatistiki olarak son grupta yer almistir.

Kullanilan 6 farkli ortamin hepsinde kallus olusumu gozlenmis olmasina
karsilik, en fazla kallus Asena ¢esidinden elde edilmistir. Yapilan istatistik analiz
sonucunda kallus olusturma orani bakimindan Asena cesidi (%41,0) ilk grupta yer
alirken, onu Naomi (%18,8), Athena (%11,3) ve Rain Nil (%7,2) cesitleri

izlemistir.
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Besin ortami bazinda incelendiginde ise en iyi kallus olusumu MI10
ortaminda (%30,4) elde edilirken, onu istatistiki olarak ayni grupta yer alan M15
ortami (%28,7) takip etmistir. Kallus olusturma bakimindan en diisiik sonuglar ise

%?5,7 ile MO ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Genotip ve besin ortamlarina gore anterlerden elde edilen

kallus oranlari (%)

RAIN NiL NAOMi ATHENA ASENA ORT
S0 10,0 22,7 5,4 315 17,4
(3,958) ¢
S10 75 34,4 6,7 40,7 22,3
(4,242) bc
S15 8,9 7.8 23,4 27,9 17,0
(3,958) ¢
MO 3,7 8,9 0,0 10,2 5,7
(1,933) d
M10 43 22,8 23,4 71,1* 30,4
(4,933) a
M15 9,2 18,8 12,8 74,2% 28,8
(4,867) ab
ORT 7.2 18,8 11,3 41,0
(2,506) ¢ (4,239) b (2,939) ¢ (6,224) a
**|_SD(%5) Cesit: 0,503  Ortam: 0,653 Cesit x Ortam: 1,305

** karekok transformasyonu sonucu elde edilen LSD (%5) degerleri
*¢esit x ortam interaksiyonunda istatistiki olarak ilk grupta yer alanlar

() igerisindeki degerler karekok transformasyon degerleridir.
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Sekil 4.1. Genotip ve besin ortamlaria gore anterlerden elde edilen kallus oranlar1 (%).
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Besin ortamlar1 ve farkli genotiplere bagli olarak kallus olusum oranlarinin
degistigi, yapilan bu calisma sonucunda goriilmektedir. Bu bulgular genotipin
anter kiiltiiriine etkisini inceleyen Roshany et al.(2013), Mityko and Fari (1997),
Ercan vd. (2011), tarafindan yapilan ¢alismalar ile benzerlik gostermekte ve biber
anter kiltliiriinde genotipin ¢ok biliylik oranda etkisinin oldugunu genetik
ozelliklere gore kallus olusum oranlarinin ve androgenes basarisinin degistigi
sonucunu ortaya koymaktadir. Calismada kullanilan dolma, demre, aci kapya
(paprika) ve tath kapya tipi biberler icerisinde en basarili sonug tatli kapya
genotipinden alinmis ve diger genotiplerde kallus olusum oranlar1 diismiistiir. Bu
sonug, Ercan vd. (2011) tarafindan yapilan ¢aligma sonuglan ile biiyiik oranda
benzerlik gostermektedir. Qin and Rotino (1993)’ a atfen Roshany et al (2013),
anter kiiltiirii tekniginde kallus olusumunun yiiksek oranda genotipe, diisiik oranda

ise kiltiir kosullarina bagl oldugunu bildirmislerdir.

Calisma sonucunda ¢esitlere bagli kalmaksizin her ortamdan kallus elde
edilmesi, biber anter kiiltiirii icin MS temel besin ortami ve 4 mg/l NAA + 0,1
mg/l BAP + 2,5 mg/l aktif karbon + 30 g/l seker igeriginin en uygun ortam
kombinasyonu oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen kallus miktarindaki farkin
ise besin ortamina ilave edilen giimiis nitrat oranlarindan ve genotiplerin besin
ortaminda farkli tepkiler vermesinden kaynaklandigini distindiirmektedir.
Kullanilan besin ortamina iliskin bu sonu¢lar Chunling, (1992), Cémlek¢ioglu,
(2001), Alremi, (2013) tarafindan yapilan calisma sonuglari ile benzerlik

gostermistir.

Kullanilan ortamlar disakkarit seker igeriklerine gore degerlendirildiginde
maltoz kullanilan besin ortamlarinda kallus olusumunun sakkaroz kullanilan besin
ortamlarina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Park et al. (2013), tarafindan
farkl geltik cesitlerinde yapilan ¢alisma ile de benzerlik gostermektedir. Maltoz
kullanim1 sakkaroz kullanimiyla karsilastirildiginda, besin ortaminin osmatik
kararliligin1 arttirmasi nedeniyle anter kiiltiiriinde basarinin artmasini sagladigini

diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.2. Kiiltiire alinan anterlerden gelisen kalluslar.

4.2. Anter Kalluslarindan Elde Edilen Embriyo Olusumlari

On uygulama gerceklestirildikten sonra 6 farkli ortamda kiiltiire alman 4
farkli ¢esit icin embriyo olusumlart gesit-ortam interaksiyonu, ¢esit ve ortam
acisindan degerlendirilmistir. Embriyo olusumlari ¢alisma baglangicindan

yaklasik 6 hafta sonra gdzlenmeye baslanmistir.

[statistik analiz sonuglarmna gére Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3’te goriildiigii gibi,
Cesit-Ortam interaksiyonu embriyo olusumu agisindan 0,05 giiven aralifinda
onemli bulunmustur. En fazla embriyo olusumu % 358,7 ile S15 ortaminda
Athena c¢esidinde elde edilmistir. Rain Nil ¢esidinde SO, S10, S15 ve MI10
ortamlarinda, Naomi ¢esidinde SO, S10, S15, MO ve M10 ortamlarinda, Athena
¢esidinde SO, S10, MO, M10 ve M15 ortamlarinda ve Asena gesidinde ise SO ve
S15 ortamlarinda hi¢ embriyo olusumu goézlenmemistir ve bu uygulamalar

istatistiki olarak son grupta yer almislardir.

Calismada yer alan her ¢esitten besin ortamlarina bagli olarak embriyo elde
edilebildigi kaydedilmistir. Elde edilen degerler istatistiki olarak incelendiginde
en fazla embriyo %60,1 ile Asena gesidinden elde edilirken, onu Athena (%55,8)
cesidi izlemistir. Naomi (%19,1) ve Rain Nil (%17,5) gesitleri ise embriyo olusum

oranlarina gore istatistiki olarak son grupta yer almislardir.

Calisma sonuglar1 ortamlar bazinda incelendiginde ise en basarili sonug bir
genotip hari¢ her genotipten embriyo olusumu goézlenen M15 ortamindan elde
edilmigtir. En az embriyo olusumu gdzlenen S10 (%6,1), MO (%4,8), ve SO

(%0,0) ortamlari ise istatistiki olarak son grupta yer almiglardir.
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Cizelge 4.2. Genotip ve besin ortamlarina gore anter kalluslarindan elde

edilen embriyo oranlar1 (%)

RAIN NiL NAOMI ATHENA ASENA ORT
SO 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(0,0) e
S10 0,0 0,0 0,0 24,3 6,1
(1,233)d
S15 0,0 0,0 358, 7* 0,0 89,7
(4,725) b
MO 15,7 0,0 0,0 3,7 4,8
(1,383)d
M10 0,0 0,0 0,0 275,3* 68,8
(4,150) ¢
M15 87,8 99,4 0,0 77,6 66,2
(7,033) a
ORT 17,5 19,1 55,8 60,1
(2,22) c (1,661)d (3,150) b (5,317) a
**] SD (%5) Cesit: 0,290 Ortam: 0,355 Cesit x Ortam: 0,711

** karekok transformasyonu sonucu elde edilen LSD (%5) degerleri
*¢esit x ortam interaksiyonunda istatistiki olarak ilk grupta yer alanlar.

() igerisindeki degerler karekok transformasyon degerleridir.
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Sekil 4.3. Genotip ve besin ortamlarina gore anter kalluslarindan elde edilen embriyo

oranlar1 (%)
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Calisma kapsaminda kullanilan 4 farkli genotip ve 6 farkli besin ortami
kombinasyonundan elde edilen embriyo olusum oranlarinin farklilik géstermesi,
biber anter kiiltiirlinde bagarinin genotip ve besin ortami igerigine bagli oldugunu
bir kez daha ortaya koymustur. S10 ve S15 ile M10 ve M15 ortamlarinda yiiksek
embriyo olusumunun goriilmesi ve AgNOsz kullanilmayan ortamlarda embriyo
uyartiminin zayif olmasi, besin ortamina ilave edilen AgNO3’iin embriyo
olusumunu tesvik ettigini gostermistir. Elde edilen bu sonuglar biber anter
kiiltiirlinde en basarili embriyo olusumunun 10 mg/l ve 15 mg/l giimiis nitrat
kullanimiyla elde edildigini bildiren Biiyiikalaca vd. (2004), tarafindan yapilan
calisma ile de uyum gostermektedir. Giimiis nitratin etilen biyosentezini bloke
edici 6zelliginin bulunmasi (Bois et al, 2000) ve bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
bitkiler kesildikten sonra strese girerek etilen salgilamasi nedeniyle besin
ortamlarinda giimiis nitrat kullannminin etilenin etkisini ortadan kaldirdig1 ve

boylece embriyo elde edilmesinde basariy1 arttirdigl yorumu yapilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar besin ortamlarinda kullanilan
farkli karbonhidrat kaynaklarina gore degerlendirildiginde ise kullanilan
genotiplere gore farklilik gostermekle birlikte biber anter kiiltiirlinde maltoz
kullaniminin sakkaroz kullanimina gore embriyo olusumunda gozle goriiliir bir
fark yarattigini gézlenmistir. Elde edilen bu sonug¢ Park et al., (2013) ve Dolcet-
Sanjuan et al., (1997) tarafindan yapilan calismalarin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir. Nitekim sakkarozun besin ortaminda fruktoz ve glikoza ayrigmasi
ve mikrosporlarin fruktoz ve glikoza hassas olabilecegi, maltozun daha yavas bir
bigimde glikoza doniisiimii ve diger sekerlerin zararh etkilerinin elemine edilmesi
nedeniyle maltoz kullaniomindan daha basarili sonuglar alindigi yorumuna

varilmistir (Finnie etal, 1989).

Kullanilan farkli genotipler ve elde edilen embriyo olusumu bakimindan
degerlendirme yapildiginda ise genotip ve morfolojik 6zellikler ile anter kiiltiirii
sonuglar1 arasinda bir baglant1 oldugu belirlenmistir. Tath kapya tipi olan Asena
genotipinde en basarili sonuglar alinirken, ac1 kapya tipi olan Athena genotipinde
tek bir ortam disinda basar1 elde edilememistir. Bu bulgu act biber
populasyonlarinda androgenez performansinin diisiik olabilecegi sonucunu akla

getirmektedir ve bu durum bircok arastirici tarafindan yapilan c¢alismalar ile
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benzerlik gostermektedir (Irikova and Rodeva, 2004; Koleva-Godeva, 2007;
Ochoa-Alejo et al., 2001). Anter kiiltiiriinde basarinin genotiplere gore biiyiik
oranlarda degismesi androgenez performansinin genetik yatkinlik ile iligkili
oldugunu akla getirmekte ve bu durumun daha kapsamli genetik tanimlamalar ile

aciklanmasi gerektigi sonucunu dogurmaktadir.

Sekil 4.4. Genotiplerde anter kalluslarmdan elde edilen embriyo goriintiileri

4.3. Anter Kokenli Embriyolardan Organ ve Bitkicik Elde

Edilmesi

4 farkli genotip icin 6 farkli besin ortami denenen ¢alisma bitkicik olusum
oranlar1 bakimindan degerlendirilmistir. Buna gore bazi ortamlarda ve bazi
cesitlerde bitki olusumu bakimindan basari olsa da bazi genotip ve ortamlarda hig

basar1 saglanamamuistir.

Yapilan deneme sonucunda Ortam x Cesit interaksiyonu Cizelge 4,3’te de
gorildiigl gibi, bitki olusumu bakimindan 6nemli bulunmustur (p<<0.01). Buna
gore en basarili sonuglar M15 ortaminda Rain Nil genotipinden (%28,5) elde
edilmigtir. Bunu MO ortaminda Rain Nil genotipi ve M15 ortaminda Asena
genotipi takip etmistir. Athena genotipinde hicbir ortamda bitki ya da organ
olusumuna rastlanmazken, Naomi genotipinde M10 ve MI15 ortamlarinda
kiltiiriin 9. haftasinda kilcal tiiylii kok olusumlar1 ve anormal yaprak olusumlarina
rastlanmistir. Bu duruma ayrica maltoz kullanilan ortamlarda kiiltiire alinan Rain
Nil genotipinde de rastlanmistir. Olusan anormal yapidaki organlarin yaklasik 3

giin sonra karararak gelisimlerinin durdugu ve 6ldiigii gézlenmistir. Kiiltiire alinan
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anterlerden Naomi genotipinde %6,6 oraninda anormal organ olusumu
goriiliirken, bu durumun Rain Nil genotipinde %#4,16 oraninda meydana geldigi

saptanmuistir.

Sonuglar ortamlar bazinda incelendiginde en basarili sonu¢ alinan ortam
istatistiki olarak ilk grupta yer alan M15 ortami1 (%12,7) olmustur. Bunu istatistiki
olarak 2. grupta yer alan MO ortami1 ( %6,1 ) takip etmistir.

Caligma sonucunda elde edilen veriler istatistiki olarak genotipler
bakimindan incelendiginde ise en fazla bitki olusumu %8,4 orani ile Rain Nil
cesidinden elde edilmis ve Rain Nil genotipi bitkicik olusturma agisindan
istatistiki olarak 1. grupta yer almistir. Bu genotipi Asena %1,9 degeri ile takip

etmistir.

Cizelge 4.3. Genotip ve besin ortamlarina gore elde edilen bitkicik oranlari

(%)
RAIN NiL NAOMIi ATHENA ASENA ORT
S0 0,0 0,0 0,0 2,2 0,7
(0,25) ¢
S10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(0,0)c
S15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(0,0) c
MO 18,4 0,0 0,0 0,0 6,1
(1,00) b
M10 3,8 0,0 0,0 0,0 1,3
(0,50) bc
M15 28,5* 0,0 0,0 9,7 12,7
(1,833) a
ORT 8,4 0,0 0,0 1,9
(1,833) a (0,00) ¢ 0,00¢c (0,556) b
**|_SD (%5) Cesit: 0,481  Ortam: 0,589 Cesit x Ortam: 1,177

** karekok transformasyonu sonucu elde edilen LSD (%5) degerleri
*¢esit x ortam interaksiyonunda istatistiki olarak ilk grupta yer alanlar.

() igerisindeki degerler karekok transformasyon degerleridir.
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Sekil 4.5. Genotip ve besin ortamlarina gore elde edilen bitkicik oranlar (%)

Yapilan ¢alismada sadece Asena ve Rain Nil genotiplerinde bitkicik olusum
basarisinin saglanmis olmasi, Athena ve Naomi genotiplerinde kallus ve embriyo
olusumu goriilebilmesine ragmen bitki rejenerasyonunun saglanamamis olmasi
biber anter Kkiiltiiriinde bitki elde edilmesinde genotipin etkinligini agikca
gostermektedir. Bu durum demre tipi biber cesitlerinden daha basarili sonug
alindigimi ayrica kapya genotiplerinin androgenez acisindan olumlu sonuglar
verdigini bildiren Ercan vd., (2011) tarafindan yapilan caligma ile benzerlik
gostermektedir. Ancak Mityko et al., (1995) tarafindan yapilan ¢aligma sonucu ile
uyusmamaktadir. Bu sonu¢ androgenez performansinin belirlenmesinde genotipik
yatkinligin biiyiik rol oynadigini ve denemede kullanilan ve basarili sonug
alimamayan bu genotiplerin genetik olarak anter kiiltiirii teknigine yatkin

olmadigini ortaya koymustur.

En fazla bitki rejenerasyonunun karbon kaynagi olarak maltoz kullanilan
ortamlarda elde edilmesi Park et al. (2013) ve Dolcet-Sanjuan et al. (1997),
Rahman et al.(2010) tarafindan yapilan ¢alismalar ile desteklenmekte. Rahman et
al. (2010) patateste yaptiklar1 ¢calismada %3 oraninda sakkaroz, glikoz ve maltoz
kullandiklar1 farkli ortamlarda en basarili bitki olusumunun maltoz kullanilan
ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Elde edilen bu sonu¢ ayn1 oranda maltoz

kullanilan bu c¢alisma bulgular1 ile uyum gostermektedir. Bu durumda sadece
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embriyogenez olusumunda degil, organ ve bitkicik olusumunda da maltozun
genotiplere gore degismekle birlikte basartyr arttirdigi  sonucunu ortaya
koymaktadir. Her genotipin basar1 saglayacagi farkli karbonhidrat kaynaklari
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica genotiplere gore farklilik gosterse de maltoz
kullanilan ortamlarda anormal organ olusumlarinin goriilmesi Park et al. (2013),
tarafindan yapilan ve celtikte anter kiiltiiriinde maltoz kullanilan ortamlarda albino
bitki olusumuna sebep oldugu sonucunun elde edildiginin bildirdigi ¢calismas ile
benzerlik gostermektedir. Bu durum calismada elde edilen anormal organ
olusumlarinin  yiiksek  dozdaki  maltoz  miktarindan  kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Biber anter kiiltiiriinde ilk kez karbon kaynagi olarak maltoz
kullanan Dolcet-Sanjuan et al. (1997), 40 g/l maltoz kullandigi ortamlarda en
yiiksek basariyr sagladigin bildirirken, en fazla normal embriyo olusumlarina %2
oraninda maltoz kullanilan ortamlarda rastlandigin1 belirtmistir. Yapilan bu
calisma sonuglarinin onceki ¢alismalar ile ortiistiigli ve maltoz dozunun biber
anter kiiltiiriinde aktif olarak kullanilabilmesi i¢in genotiplere gére uygun dozlarin

belirlenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Biber anter kiiltiiriinde pek c¢ok farkli kombinasyonlarda bitki biiylime
diizenleyici ve temel besin ortami kullanilsa da 4 mg/l NAA + 0,1 mg/l BAP + 2,5
mg/l aktif karbon kullanilan ve AgNO3 igeren MS temel besin ortamindan en iyi
basarinin elde edilecegi bu calisma kapsaminda bitki rejenerasyonu asamasinda da
dogrulanmistir. Elde edilen basari, ¢alismasinda bircok besin ortam
kompozisyonunun yaninda bu c¢alisma ile ayni ortam kombinasyonunu da
kullanan Alremi, (2014) tarafindan yapilan c¢alisma sonuglari ile benzerlik
gostermekte ve farkli sekerlerin kullanimi1 ile de basarinin arttirildigt

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Asena ve Rain Nil genotipleri bitkicik olusumu

Sekil 4.7. Naomi ve Rain Nil genotiplerinden elde edilen anormal yapili kdk ve yaprak

olusumlari
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde biiyiik oranda yetistiriciligi yapilan biberde islah calismalarina
hiz kazandirilmas: ve yeni cesitlerin gelistirilmesi giiniimiizde biiyik 6nem
tasimaktadir. In vitro ortamda anter kiiltiirii tekniginden yararlanilarak dihaploit
hatlarin elde edilmesi, genotiplerin homozigotlastirilmasi isleminde biiyiik oranda
zamanin kisaltilmasi nedeniyle 1slahta kolaylik saglayacaktir. Bu teknigin biberde
uygulanabilirligini arttirmak i¢in, genotiplere 6zel ortam kombinasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu calismanin asil temelini olusturmustur. Dort
farkli biber genotipinin kullanildigi bu ¢alismada, farkli oranlarda giimiis nitrat ve
karbonhidrat kaynagi olarak maltoz ve sakkarozun denendigi, aktif komiir ve
farkli biyiime diizenleyici kombinasyonlar1 iceren MS temel besin ortami anter

kiiltirt kosullarinda karsilastirilmastir.

Kiiltiire alma isleminini takiben ilk hafta igerisinde anterler sisip kararmaya
baslamis ve 2. hafta icerisinde kallus olusumlari gdzlenmistir. Ilk embriyo
olusumlarinin kiiltiiriin yaklagik 6. haftasinda goriildiigii bu c¢alismada bitkiye
doniistimlerse 9. haftadan sonra meydana gelmistir. Yapilan bu calismayla
goriilmistiir ki anter kiiltiirii calismasinda, dondr bitkilerin yetistirilmeye
baslanmasindan, bitkilerin elde edilmesine kadar gegen siire yaklagik 1 yil
olmakla birlikte, embriyo olusumlarinin uzun siire devam etmesi ve bitki

rejenerasyonlarinin artmasi ile bu siire daha da uzamaktadir.

Farkli genotiplerdeki 4 biber hattina anter kiiltiirlii i¢in en uygun besin
ortamlarinin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen bu c¢alismada literatiirlerde de
belirtildigi gibi genotipin androgenez performasin etkiliyen en dnemli parametre
oldugu sonucuna varilmis ve her genotipin farkli androgenez agsamalarinda iyi
sonu¢ verdigi farklt ortamlar elde edilmistir. Cesit x Ortam interaksiyonlari
sonucunda, 10 mg/l ve 15 mg/l AgNQOs igeren ve maltoz kullanilmis ortamlarda

Asena genotipinden her asamada yiiksek performans alinmstir.

Calisma ile elde edilen sonuglar incelendiginde, biber anter kiiltiiriinde
simdiye kadar ¢ift faz uygulamalarinda tercih edilen karbonhidrat kaynag: olarak

maltoz kullaniminin bu ortamda da olumlu sonuglar verdigi ve bundan sonra
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yapilacak biber anter kiiltiirii calismalarinda basarinin arttirilmasma katki
saglayacagi diistiniilmektedir. Farkli dozlarda kullanilacak maltoz miktari ile biber
anter kiltiirli icin gerekli olan optimum maltoz miktarinin belirlenmesi
calismalarinin  yapilmasi elde edilen bu basarmin gelistirilmesine katki

saglayacagi ve anormal organ olusumunu azaltacag diistiniillmektedir.

Gergeklestirilen ¢aligmada tiim petriler 6n uygulama olarak 2 giin +35 °C’de
bekletilmislerdir. Yiiksek sicaklikta daha uzun siire bekletmek ya da soguk
uygulamasi gibi farkli 6n uygulamalarin literatiirlerde androgenez performansini
olumlu etkileyecegi bildirilmistir. Farkli 6n uygulamalar da bir parametre olarak
incelenmelidir. Ayrica sadece aydinlikta yiiriitilen bu c¢alismaya ek olarak,
karanlik performansinin da incelenecegi bir parametrenin c¢alismaya dahil

edilmesi yerinde olacaktir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, genotipin biber anter kiiltiiriine en
bliyiik etkiye sahip paremetre oldugu, bu nedeniyle biber islahinda haploidi
yonteminin kullanimin1 yayginlagtirmak ic¢in 1slahta kullanilacak her genotipe

uygun besin ortaminin gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anter kiiltiiriinde elde edilecek basarinin pek ¢ok faktorle baglantili oldugu
literatiirlerde de belirtilmistir. Bu kapsamda, bu ¢alismadan elde edilen basariyi
arttirmak i¢cin her faktér kapsamli bir sekilde incelenmeli ve sonuglar

degerlendirilmelidir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile elde edilen olumlu bulgularin yeni calismalarla
gelistirilmesi ve biber 1slahinda anter kiiltiirii yontemi ile haploit bitki elde
edilmesi caligmalarina hiz kazandirilmasi, gerek iilkemizde ve gerekse diinyada

1slah amacina uygun yeni biber ¢esitlerin elde edilmesine yon verecektir.
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EKLER

Ek 1- Biber anter kiiltiiriinde kallus olusumundan bitkicik elde edilmesi asamasina

kadar genotiplerden elde edilen rejenerasyon goriintiileri.






Ek 1- Biber anter kiiltiirinde kallus olusumundan bitkicik elde edilmesi asamasina

kadar genotiplerden elde edilen rejenerasyon goriintiileri.

a. Kallus rejenerasyonu







b. Globiiler ve torpedo seklinde embriyo rejenerasyonu

c. Kotiledon ve organ rejenerasyonu







d. Bitki rejenerasyonlari






