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OZET

Doktora Tezi

BAZI BiBER GENOTIPLERINDE
IN VITRO ANDROGENESIS UYGULAMALARININ DIHAPLOID HAT
GELISTIRMEYE ETKIiSi VE DIHAPLOID HATLARIN MORFOLOJIiK
KARAKTERIZASYONU

Perihan DURNA

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Naif GEBOLOGLU

Biber 1slahinda 6nemli avantajlar saglayan anter kiiltiiriinde basari, bir¢ok faktore baglidir. Bu
faktorlerden en Onemlileri genotip, On uygulamalar, besin ortamlar1 ve inkiibasyon
kosullaridir. Bu c¢aligmada genotip, On uygulamalar, besin ortamlar1 ve inkiibasyon
kosullarinin biberde (Capsicum annuum L.) anter kiiltiirinde embriyo, bitkicik ve dihaploid
bitki olusumuna etkileri arastirilmistir. Donér bitki olarak Belissa F1, Belissa F,, Ergenekon
Fi1, Ergenekon F, Istek Fi, Istek F,, Solen Fi, Solen F,, Bafra F; ve Bafra F, genotipleri
kullanilmustir. Cigek tomurcuklar1 +4 °C’de 0, 24 ve 48 saat bekletilmistir. Anterler Dumas de
Vaulx ve ark. (1981), tarafindan 6énerilen (DDV) ve 0 (kontrol), 0.03 ve 0.05 mg I"* vitamin
Bi, ilave edilmis besin ortami ile Dolcet-Sanjuan ve ark. (1997), tarafindan 6nerilen (gift faz)
ve 0 (kontrol), %0.10 ve %0.20 aktif komiir ilave edilmis besin ortaminda kiiltiire
almmiglardir. Anterler 8 giin boyunca karanlikta 9 °C ve 35 °C’de inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyondan sonra anterler 16 saat giindiiz, 8 saat gece, 3000 lux 151k intensitesi ve 2442
°C kosullara sahip iklim odasina transfer edilmistir. Androgenik yanit basta genotip olmak
iizere uygulamalara bagl olarak degismistir. Cicek tomurcuklarmm +4 °C’de 24 saat
bekletilmeleri embriyoid olusumunda en iyi 6n uygulama olmustur. DDV ortami1 embriyoid
olusumunda daha etkili olurken, B, vitamini embriyoid olusumu iizerine etkili olmamuistir.
Anterlerin 35 °C’de inkiibasyonu embriyoid olusumunda daha etkili olmustur. Sonug olarak,
genotip, on uygulamalar, besin ortami ve inkiibasyon kosullar1 ayr1 ayr1 ve birlikte androgenik
basari lizerinde etkili olmuslardir. Calismada toplamda 1109 embriyoid, 210 bitkicik ve 27
dihaploid bitki elde edilmistir. En yiiksek androgenik performans Belissa genotiplerinde elde
edilmistir. F, genotiplerinden elde edilen embriyoid sayis1 F; genotiplerinden daha yiiksek
olmustur.

2016, 123 sayfa

Anahtar kelimeler: Androgenesis, Dihaploidizasyon, Besin ortami, DDV, Vitamin B, Aktif
komiir, Sicaklik stresi



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

EFFECT OF IN VITRO ANDROGENESIS ON PRODUCTION OF DOUBLE
HAPLOID LINE IN SOME PEPPER AND MORPHOLOGICAL
CHARACTERISATION OF GENOTYPES DOUBLE HAPLOID LINES

Perihan DURNA

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Advisor : Prof. Dr. Naif GEBOLOGLU

Success in anther culture, which provides important advantages in pepper breeding, depends
on many factors. Genotypes, pretreatments, nutrient media and incubation conditions are the
most important factors. In this study, the influence of genotypes, pretreatments, nutrient
media and incubation conditions on induction of androgenic embryos, plantles and double
haploid plants in pepper (Capsicum annum L.) were investigated. Belissa Fi, Belissa F»,
Ergenekon Fy, Ergenekon Fy, Istek Fy, istek F», Solen F;, Sélen F,, Bafra F; and Bafra F;
genotypes were used as donor plants. Flower buds were pretreated at +4 °C for 24 and 48
hours. Untreated buds were used as control. Anthers were cultured according to Dumas de
Vaulx et al. (1981), supplemented with 0 (control), 0.03 and 0.05 mg I™* vitamin By, (DDV)
and Dolcet-Sanjuan et al. (1997), supplemented with O (control), 0.10% and 0.20% activated
charcoal (double layer). Anthers were incubated for 8 days at 9 °C and 35 °C in darkness.
After the incubation, anthers transferredto a growth chamber and maintained inl6
hours light/8 hours dark photoperiod, at a light intensity of 3000 lux, and at 24 °C+2 °C.
Androgenic response was changed according to treatments, especially genotypes.
Pretreatment of flower buds at +4 °C for 24 h resulted the highest embryo formation. DDV
medium was more efficient in embryo formation than double layer medium. Vitamin Bj, was
not effective in embryo formation. Incubation of anthers at 35 °C is more effective in embryo
formation. As a result, genotypes, pretreatments, nutrient media and incubation conditions
have been effective on androgenic success individually and together. In the study, 1109
embryos, 210 plants and 27 double haploid plants were derived from anthers. Belissa
genotypes showed highest androgenic performance. Embryo inductions of F, genotypes were
higher than F; genotypes.

2016, 123 pages

Keywords: Androgenesis, Dihaploidization, Nutrient media, DDV, Vitamin Bi,, Activated
charcoal, Stress pretreatment



ONSOZ

Anter kiiltiirii caligmalarinda basta bitki tiirii ve genotip olmak iizere bir¢ok faktoriin basariy1
etkiledigi bilinmektedir. Ozellikle genotipe bagli olarak diger faktorlerin etkisi de
degisebilmektedir. Basta genotip olmak {izere degisik faktorlerin biberde anter kiiltiiriinde
etkilerinin arastirildigi doktora ¢alismamin tiim diinyada anter kiiltiirii ¢alismalarina ve biber
1slah¢ilarina 151k tutacagi bir ¢alisma olmasini dilerim.

Doktora tezimin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen, bana degerli bilgilerini aktaran,
daima yol gosterici olan ve en zor zamanlarda manevi destegini hissettiren saygi deger hocam
Prof. Dr. Naif GEBOLOGLU’na ve Doktora Tez izleme Komitesi iiyesi degerli hocalarim
Do¢. Dr. Ertan Sait KURTAR ve Yrd. Do¢. Dr. Emin YILMAZ’a ¢alismamin tim
asamalarinda yonlendirici fikirleri ve olumlu katkilarindan dolay1 sonsuz tesekkiir ederim.
Flow sitometri ile hatlarin kromozomlarinin sayilmasinda emegi gegen Sayin Prof. Dr. Metin
TUNA (Namik Kemal Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii) hocama ve calismalarim
esnasinda desteklerini her zaman goérdiiglim, laboratuar deneyimlerini benimle paylasan ve tez
calismalarimda emegi gecen sevgili arkadasim Ars. Gor. Sevtap DOKSOZ’e tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢alisgmamin maddi finansmanmi saglayan Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Komisyonuna ve 2211-Yurt i¢i Doktora Burs Programi kapsaminda
sagladig1 destekten otiirii TUBITAK Bilim Insani Destekleme Daire Baskanligi birimine
tesekkiir ederim.

Girdigim her yolda maddi ve manevi agidan yanimda olan aileme, sonsuz sabri ile beni
destekleyen, tezimin her asamasinda bir fiil yanimda olan, benimle yar1 doktora yapan esim
Ziraat Yiksek Mihendisi Burak DURNA’ya ve biricik oglum Toprak’a yiirekten
tesekkiirler. ..

Perihan DURNA
Aralik, 2016.
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1. GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) Solanaceae familyasinin en 6nemli tiirlerinden biri olup
anavatani Orta ve Gliney Amerikadir. Anavataninda ve tropikal bolgelerde ¢ok yillik,
iliman iklimlerde ise tek yilliktir. Genis bir tip ve tiir zenginligine sahip olan biber
Capsicum cinsine dahildir ve bu cins iginde yaklasik 30 tiir bulunmaktadir. Bu tiirler
iginde C. annuum (L.), C. frutescens (L.), C. chinense (Jacq.), C. baccatum (L.) ve C.
pubescens (Ruiz&Pav.) en 6nemlileridir. Bu tiirlere ait yiizlerce ¢esit bulunmaktadir. Bu
tiirler iginde de C. annum biitiin diinyada kabul gérmiis kiiltiir tiirtidiir (IBPGR, 1983).

Biitiin dogal biber populasyonlar1 diploid (2n) olup, kromozom sayilar1 2n=24’diir
(Pickersgill, 1997).

Biber diinya genelinde onemli sebze tiirlerinden biridir. Cok yonlii kullanilan biber
acikta ve Ortlialtinda yilin her doneminde yetistirilebilmektedir. Cig, pismis,
kurutulmus, konserve edilmis, toz ve pul biber halinde, salga ve sos gibi ¢ok degisik
sekillerde kullanilmaktadir. Diinyada 2014 yilinda biber itiretimi 1,94 milyon hektar
alanda 32,32 milyon ton olarak gergeklesmistir. Verimlilik 16,68 ton/ha diizeyindedir.
Onemli biber iireticisi iilkeler Cin (16,15 milyon ton), Meksika (2,73 milyon ton),
Tiirkiye (2,13 milyon ton), Endonezya (1,88 milyon ton), Hindistan (1,49 milyon ton)
ve Ispanya (1,13 milyon ton) seklinde siralanmaktadir (FAO, 2014). Tiirkiye Diinya
biber iiretiminde lgiincli sirada yer almaktadir. 2015 yili itibariyle 0,880 milyon ton
sal¢alik ve kapya, 0,393 milyon ton dolmalik, 0,919 milyon ton sivri ve 0,116 milyon
ton carliston biber olmak {izere toplamda 2,308 milyon ton biber iiretimi ger¢eklesmistir

(TUIK, 2015).

Biberde 1slah ¢alismalari ¢ok uzun yillardir siirmektedir. Islah ¢aligmalarinin temelini
dogal seleksiyonlar olusturmaktadir. ilk kiiltiire alinan biber genotiplerinin ve yabani
formlarin tohumlar1 kuslar ve diger hayvanlar tarafindan yayilmis ve daha sonra
insanlar ihtiyaglarma gore bitkileri seleksiyon yolu ile segerek c¢ogaltmislardir. Bu
davranig sekli biber i1slahinin baslangicini olusturmaktadir (Ata, 2011). Her ne kadar
dogal yolla yapilan seleksiyonlar biber islahinin baslangicini olustursa da gercek
anlamda 1slah g¢alismalar1 1960’11 yillarda Yesil Devrimin baslangici ile baslamistir.
1980’11 yillarda ise hibrit gesitlerin gelistirilmeye baslanmasi ile birlikte biberde 1slah

calismalarinda 6nemli gelismeler saglanmistir. Biber 1slahinda 1980’li yillarin sonuna



kadar klasik yontemler kullanilirken, 1990’11 yillardan itibaren klasik 1slah metotlar1 ile
birlikte biyoteknolojik yontemler de kullanilmaya baslanmistir. Her gecen gilin gelisen
biyoteknolojik yoOntemler sayesinde biber islahinda 1slah siiresi kisalmig, % 100
homozigot hatlar elde edilmis, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi dayanikli

cesitlerin gelistirilmesi daha kolay ve daha hizli olmustur.

Biyolojik bilimlerdeki gelismelerin, teknolojideki gelismeler yardimiyla uygulamaya ve
ticari hedeflere yonelik kullanilmasi seklinde tanimlanan bitki biyoteknolojisinin amaci,
bitkisel iiretimde bilinen klasik yontemlerle c¢oziilemeyen veya ¢dziimii zor olan
problemlere ¢oziim iireterek liretimi daha ekonomik hale getirmek; kalite ve kantite
yoniinden lstlin genotipler gelistirmektir (Hatipoglu, 1997; Kaya, 2001). Bitki 1slahinda
yaygin olarak kullanilan biyoteknolojik yontemlerden biri anter kiiltiiriidir. Anter
kiiltiirti, icerisinde olgunlagsmamis polenleri bulunduran anterlerin tomurcuklardan izole
edilerek in vitro kosullarda yapay besin ortamlarina yerlestirilmesi ve burada
olgunlasmamis polenlerden (mikrosporlar) haploid embriyolar elde edilmesidir. Anter
kiiltiirii, normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya doniisecek olan polen tanesinin gametik
gelisme yont, heniiz tek ¢ekirdekli (uninucleate) donemde iken somatik gelisme yoniine
dogru ¢evrilmekte ve boylece mikrosporandrogenesisi veya sadece androgenesis olarak
adlandirilan olay ger¢eklesmektedir. Anter kiiltiirliniin temel prensibi; normal olarak
erkek gameti olusturacak olan polen hiicresinin gelisimini durdurmak ve somatik
hiicrelerde oldugu gibi polen hiicresini direkt olarak embriyo olusturmaya zorlamaktir
(Ellialtioglu ve ark., 2000). Bitki doku kiiltiirii teknikleri arasinda énemli bir yere sahip
olan anter kiiltiirli, her canli hiicrenin tiim organizmay! yeniden iiretebilme yetenegi

olarak bilinen totipotensinin en carpici drneklerinden birisidir (Pierik, 1987; Reynolds,
1997).

Androgenesis veya haploid bitki {liretimi olarak ta bilinen anter kiiltiiri, somatik
hiicrelerinde ait olduklar1 bitki tiirliniin esey hiicrelerinde tasidiklar1 kadar kromozom
sayisina (n) sahip olan bitkiler elde edilmesidir (Khush ve Virmani, 1996). Haploid bitki
tiretimi, bitki 1slahinda 6nemli bir yere sahiptir ve bitkilerde homozigot saf hatlarin elde
edilmesini saglayan bir yontemdir. Yontem, iki asamadan olugmaktadir: Haploidizasyon
ve diploidizasyon. Birinci asamada, gamet hiicrelerinde bulunan kromozom sayisina (n)
sahip haploid bitkiler elde edilir. Sonraki asamada, bu bitkilerin kromozom sayilar1 iki

katina ¢ikartilarak (2n), dihaploid bitkiler elde edilir. Dihaploid bitkilerde kendileme
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yapilarak tamamen homozigot bitkiler elde edilir. (Ellialtioglu ve ark., 2006).
Haploidizasyon ve diploidizasyon yontemi islah ¢alismalarinda degisik amaglar icin
uzun yillardir kullanilmaktadir. Bu durum 1slahgilar i¢in Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu yontemin en dnemli avantaji, tam bir homozigot bitkiyi ¢ok kisa bir
stirede elde etme olanagini sunmasidir. Klasik 1slah yontemleri ile homozigot hatlarin
elde edilmesi 6-7 yil alirken, diploidizasyon yontemi ile 1-1,5 yilda % 100 homozigot
hatlar elde etmek miimkiindiir. Kaldi ki klasik 1slah yontemleriyle %100 homozigotiye
hicbir zaman ulasilamamaktadir. Dihaploid bitkiler dogrudan ¢esit olarak
kullanilabildikleri gibi esasen F; hibrit ¢esit 1slahinda yariyol materyali olarak

kullanilirlar (Veilluex, 1994; Ellialtioglu ve ark., 2001).

Haploid bitki elde etmek amaciyla kullanilan ve 6zellikle bitki 1slah1 yoniinden 6nem
tastyan anter kiiltiirii calismalar1  giiniimiizde diinyanin  bir¢cok iilkesinde
siirdiiriilmektedir. Ilk anter kiiltiirii calismalar1 1953 yilinda Tulecke tarafindan Ginkgo
biloba (Mabet Agaci) bitkisine ait olgun polenlerin haploid kallus olusturmak iizere
uyarilabileceginden bahsetmektedir. ilk onemli gelismeyi ise Guha ve Maheshwari
1964 yilinda gergeklestirmis ve Datura innoxia (boru veya trompet ¢igegi) bitkisinin
kiiltiire alinan anterlerinde mikrosporlardan haploid embriyo olusumu saglanmistir
(Guha ve Maheshwari, 1966). Daha sonra 1967 yilinda Bourgin ve Nitsch, Solanaceae
familyasinda Nicotiana sylvestris (woodland tobacco) ve Nicotiana tabacum (tiitiin)
tiirlerinde anter kiiltiirii yoluyla tam bir haploid bitki elde etmeyi bagarmislardir. Bu
asamadan sonra bir¢ok bitki tiirlinde erkek gametten haploid bitki elde etme amaciyla
caligmalar yapilmis, giinimiize kadar yaklasik 250 farkli bitki tliriinde in vitro
androgenesis tekniginden basarili sonuclar elde edilmistir (Bajaj, 1983; George ve
Sherrington, 1984; Pierik, 1987; Irikova ve ark., 2011a). Solanaceae (patlicangiller),
Brassicaceae (turpgiller), Gramineaec (bugdaygiller) ve Ranunculaceae (diiglin
cicegigiller) familyalarina ait degisik tiirlerden haploid bitkiler elde edilebilmektedir
(Bajaj, 1983; Rashid, 1983). Tek yillik otsu bitkilerde anter kiiltiiri ¢ok yillik odunsu
bitkilere gore beklentilere az veya ¢ok yanit verdigi halde, odunsu bitkilerde elde edilen
basarmin c¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Agaoglu ve ark. (1998), asmada, Kosali
(2000), ise elmada yaptiklar1 anter kiiltiirii ¢calismalarinda kallus olusumu ve benzeri

farklilagmalar elde ettikleri halde haploid bitki elde edememisleridir.



Anter kiiltiirii tekniginin, O6zellikle Solanaceae familyasinin bir¢ok tiirlinde bagarili
sonuglar verdigi bilinmektedir. Solanaceae familyasinda yer alan biberde ilk kez anter
kiltirii yontemi ile dihaploid hat elde edilmesi Cin’de Wang ve ark. (1973),
Hindistan’da George ve Narayanaswamy (1973) ve Polonya’da Novak (1974)
tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢calismalar1 bir¢ok faktoriin etkisini inceleyen ve daha
basaril1 protokollerin gelistirildigi diger ¢alismalar izlemistir (Sibi ve ark., 1979; Dumas
de Vaulx ve ark., 1981; Dumas de Vaulx, 1990). Biberde androgenesis iizerine
yiirlitiilen ¢alismalar yirminci yiizyilin sonlarinda yogunlagmis ve giiniimiize kadar
yogun sekilde iizerinde ¢alisilmistir (Kuo ve ark., 1973; Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997;
Rodeva ve ark., 2006; Kim ve ark., 2008; Lantos ve ark., 2009; Irikova ve ark., 2011a;
Teodora ve ark., 2011; Barroso ve ark., 2015).

Tiirkiyede biberde anter kiiltiirii ile ilgili ilk calismalar 1983 yilinda Abak (1983)
tarafindan yapilmig, Tiirkiye orijinli biber genotiplerinde uygun besin ortaminda %
10,38’¢ kadar ulasan haploid bitki elde edilmistir. Daha sonra Tiirkiye’de biberde anter
kiiltiirii ile ilgili cok sayida ¢alisma yiiriitiilmiis ve oldukg¢a basarili sonuglar alinmistir.
(Comlekgioglu ve ark., 1999; Ellialtioglu ve ark., 2001; Comlek¢ioglu ve ark., 2001;
Ozkum ve Tipirdamaz, 2002; Biiyiikalaca ve ark., 2004; Ata, 2011; Taskin ve ark.,
2011; Alremi ve ark., 2014; Ari ve ark., 2016).

Son yillarda biberde anter kiiltiiriinde bir sorunun kalmadig1 ve yeterli basar1 diizeyinin
yakalandig1 gibi bazi1 yaklagimlar olmasina ragmen bu diislince dogru degildir. Yapilan
caligmalarin sayis1 fazla olmasina ragmen hala rapor edilmis gecerliligi olan kurallar
cok azdir (Irikova ve ark., 2011a). Hala bircok biber genotipinde ya cevap
alimamamakta veya androgenesise alinan cevap ¢ok diisiik diizeylerde kalmaktadir.
Ayrica biber hibrit ¢esit 1slahinda dihaploid hatlarin kullanilmasi diisiintiliiyor ise
miimkiin oldugunca c¢ok sayida haploid hat elde edilmesi gerekir. Ciinkii her haploid hat
digerinden farkli genetik yapiya sahip olacaktir. Ebeveynlerde istenen basarinin
yakalanabilmesi i¢in ¢ok sayida hat gerekmektedir. Yukarda belirtilen nedenler dikkate
alindiginda giiniimiizde biberde anter kiiltiiriinde elde edilen basar1 diizeyi yeterli kabul
edilmemelidir. Bu yaklasim ile yola cikilan bu tez calismasinda da farkli biber

genotiplerinde androgenik basari lizerine degisik faktorlerin etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bitki 1slahina sagladigi avantajlar nedeniyle diinyanin bir¢ok lilkesinde anter kiiltiirii
calismalart yiiriitiilmektedir. Uzerinde calisilan tiirlerin bir kisminda basarili sonuglar
aliabilirken, bazi tiirler ise yeterince cevap alinamamaktadir. Hatta bazen ayni tiirde
yapilan degisik calismalarda bile farkli sonuglar alinabilmektedir. Bu farkli sonuglar
anter kiltlirliniin basaris1 lizerine bir¢ok faktoriin etkisi oldugunu kanitlamaktadir.
Bugiine kadar yapilan bir¢ok ¢alismada androgenik tepkinin; genotip (Qin ve Rotino,
1993; Mityko ve ark., 1995), donér bitkinin yasi ve yetisme kosullart (Ouyang ve ark.,
1987; Ercan ve ark., 2006; Niklas-Nowak ve ark., 2012; Grozeva ve ark., 2013; Koleva-
Gudeva ve ark., 2013; Alremi ve ark., 2014), anter i¢indeki mikrospor durumu
(Nowaczyk ve Kisiala, 2006; Parra-Vega ve ark., 2013a; Barroso ve ark., 2015), besin
ortami1 ve ortam bilesenleri (Vagera, 1990; Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Irikova ve
Rodeva, 2004; Lihao ve ark., 2004; George ve ark., 2008; Liu ve ark., 2009; Irikova ve
ark., 2011a), bitki biliyime diizenleyiciler, organik ve inorganik katki maddeleri
(Biiyiikalaca ve ark., 2004; Thomas, 2008; Yang ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2010;
Tagkin ve ark., 2011; Cheng ve ark., 2013; Roshany ve ark., 2013; Olszewska ve ark.,
2014), cicek tomurcuklarina veya anterlere uygulanan 6n uygulamalar (Kim, 1999;
Ciner ve Tipirdamaz, 2002; Koleva-Gudeva ve ark., 2007; Ozkum ve Tipirdamaz, 2007;
Parra-Vega ve ark., 2013b; Nowaczyk ve ark., 2015) gibi bir¢ok faktdre bagl oldugunu
gostermektedir. Bu faktorler bagimsiz olarak etkili olabildikleri gibi birbirleri ile de
interaksiyonlar olusturmaktadirlar. Ornegin androgenesise olumsuz veya diisiik cevap
veren bir genotipte besin ortami bilesenleri veya stres uygulamalar etkili
olabilmektedir. Nitekim biberde anter kiiltlirii caligmalarinda faktorler bagimsiz olarak

denendikleri gibi bir¢ok faktor bir arada da denenmektedir.

2.1. Anter Kiiltiiriinde Genotip Etkisi

Anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen en Onemli faktorlerden birisi genotiptir. Bircok
arastirict androgenik reaksiyonu sinirlandiran en 6nemli faktdriin genotip oldugunu
belirtmektedir (Comlekgioglu ve ark., 2001; Rodeva 2001; Wang and Zhang 2001;
Rodeva ve ark., 2004, Ercan ve ark., 2006; Koleva- Gudeva ve ark., 2007; Liu ve ark.,



2007; Asakaviciute, 2008; Nowaczyk ve ark., 2009a, 2009b; Basay ve Ellialtioglu,
2013).

Genotip, anterden embriyo olusumunu ve embriyonun bitkiye donlisiimiini
etkilemektedir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Mityko ve Fari 1997). Bugiine kadar
yapilan bir¢ok calismada tiim bitki gruplarinda aymi kiiltiir kosullar1 altinda anter
yapilar1 bakimindan genotipler arasinda biyiik farkliliklar gézlemlenmistir. Hatta
Niklas-Nowak ve ark. (2012), ayn1 genotipin bile farkli androgenik tepki verdigini ifade
etmektedir. Nitsch 1969 yilinda 12 farkl: tiitiin ¢esidinin 5 tanesinde, Gresshof ve Doy
1972 yilinda Arabidopsis (Turpgiller) familyasinin 18 farkli hattinin 3 tanesinde ve Vitis
vinifera (asma) tiiriiniin 3 ¢esidinde, Irikura ise 1975 yilinda 118 farkli Solanaceae
familyasinin sadece 19’unda polen embriyogenesisi elde edebilmislerdir (Ellialtioglu ve

ark., 2000).

Rodeva ve ark. (2004), genotiplere bagli olarak ortaya ¢ikan farkliligin asil nedeninin
embriyonun genetik potansiyel farkliligi oldugunu savunmaktadirlar. Anter kiiltiiriinde
donor bitkiler basarili haploid halden dihaploid hale getirilen hatlardan segilirse
embriyo olusum kapasitesi o kadar yiiksek olmaktadir. Fakat heterezigot olan baslangi¢
materyalinin tepkisini 6nceden tahmin etmek giictlir. (Venczel ve Gemesne Juhasz,

1998).

Diisiik androgenik tepkiye sahip Onemli genotiplerin anter kiiltiirii caligmalarinda
basarili sonuglar verecek duruma getirilmesi icin, bu genotiplerin embriyo olusturma
kapasitesi yiiksek genotiplerle melezlendikten sonra anter kiiltiirii caligmalarina alinmasi
genotipin basarisini arttirmaktadir. Jacobsen ve Sopory (1978), misir ve patateste
androgenik performans: diisiik ve yliksek genotipleri belirleyerek bu genotipleri birbiri
ile melezledikten sonra melez genotiplerin androgenik performans: diisiik genotiplere
gore daha fazla embriyo olusturduklarini belirlemislerdir. Ayn1 ¢alismay1 Petolino ve
ark. (1988), arpa ve patates iizerine yaptiklari ¢alismada F1 generasyonundaki bitkilerin
haploid embriyo olusturma yeteneklerinin ebeveynlerin ortalamasina yakin oldugunu ve
dolayistyla androgenik performansi diisiik olan ebeveynlere gore melezlerin
performansinin arttigin1 bulmuslardir. Tuberosa ve ark. (1987), degisik iilkelerden
topladiklar1 8 farkli patlican ¢esidi ve bunlarin arasinda yaptiklar: melezlemelerden elde

ettikleri 16 melez genotip ¢aligmalarinda, ebeveynlerde en yiiksek androgenik etkiyi %



17.3 embriyo olarak belirlerken, bazi melez genotiplerde bu oran1 % 42’ye kadar

yiikselmistir.

Biberde anter kiiltiirii calismasi yiiriiten arastiricilarin ¢ogu basarmmin genotipe baglh
olarak degiskenlik gosterdigini, baz1 biber genotiplerinde androgenik embriyo olusumu
ve embriyolarin bitkiye donlisme potansiyelinin ¢ok diisiik oldugunu, basari diizeyinin
genotiplere bagli olarak % 0.5 ile % 75 arasinda degistigini ve popiilasyonlardan alinan
anterlerde basar1 diizeyinin daha yiiksek oldugunu savunmaktadirlar (Qin ve Rotino

1993; Ltifi ve Wenzel 1994; Mityko ve ark., 1995; Koleva-Gudeva ve ark., 2007).

Mityko ve Fari (1997), genotipler arasinda ebeveyn hatlar ve hibritlerin oldugu 500’den
fazla genotiple yiiriittiikleri anter kiiltiirii caligmasinda basarinin genotipe bagl olarak
onemli diizeyde degistigini belirlemislerdir. Arastiricilar bagar1 oraninin ayrica biber
tiplerine gore de farklilik gosterdigini ve en yiiksek embriyo olusum oraninin act biber
tipinde gerceklestigini, bunu sirayla domates biberi, koyu yesil biber ve wax tipi biber
genotiplerinin izledigini bildirmektedirler. Nowaczyk ve ark. (2009a), hibrit genotipler
ve hibritleri olusturan ebeveyn hatlar tizerinde yiiriittiikleri anter kiiltiirii caligmasinda da
genotip farkliligmin androgenesisin basarisinda son derece etkili oldugunu

belirtmektedirler.

Karakulluk¢u (1991), patlicanda androgenesisde basarinin genotiple yakin iliskili
oldugunu belirtirken, Kristiansen ve Andersen (1993), dondr bitkilerin biiyiime
kosullarinin  optimum olmasinin genotipin diisiik yanit verme etkisini ortadan

kaldirmayacagini ifade etmektedirler.

Yukarida bir kismi ifade edilen farkli caligmalar anter kiiltiirlinde basar1 oraninin
genotipe bagli olarak degistigini ortaya koymaktadir. Bu bilgiler anter kiiltiirii
caligmalarinda bitkinin genetik yatkinliginin bagar1 iizerine 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Ancak anter kiiltiirlinde elde edilen farkliliklarin sadece
genotip etkisi ile aciklanmasi yeterli olmamaktadir. Genetik yatkinlhigi tetikleyen
faktorlerin neler oldugunun da ortaya konmasi gerekmektedir. Bu konuda yeni

calismalara ihtiya¢ vardir.



2.2. Donor Bitkinin Yetisme Kosullarinin Anter Kiiltiiriinde Basariya Etkisi

Anter kiiltiiriinde bitkilerin yetistirildigi donem ve yetistirildigi ortamin sicakligi, 151k
yogunlugu, giinliik 1siklanma siiresi, oransal nem, bitkinin beslenme kosullar1 ve diger
cevre faktorleri donor bitkiden alinan anterdeki embriyonun basarisini etkilemektedir
(Dunwell, 1991; Alpsoy, 1999). Yapilan ¢alismalarda ayni bitki tiirli ve hatta ayni
cesitlerde farkli sonuglar alinmasi genotip aymi olsa da dondr bitkilerin yetisme
kosullarimin farkli olmasmin anter kiiltiiriinde elde edilecek basariyr etkiledigini

gostermistir.

Bajaj (1990) ve Gonzalez-Garcia (2002), in vitro g¢alismalarinda donor bitkilerin
yetisme kosullarinin anter kiiltiiriiniin basarisi {izerine bitkinin fizyolojik donemi kadar
etkili oldugunu belirtmektedirler. Kristiansen ve Andersen (1993) ise biberde anter
kiiltiirinde donor bitkinin yasi, yetisme ortaminin sicakligi ve fotoperiyodun embriyo
olusumu lizerine olduk¢a O6nemli etkiye sahip oldugunu belirtmektedirler. Rodeva ve
Cholakov (2006), donér bitkilerin yetistirildigi vejetasyon siiresince giinesli giin sayisi,
bulutlanma siiresi ve aylik ortalama sicakliklarin anter kiiltlirlindeki embriyo olusumu

tizerinde 6nemli etkiye sahip oldugunu belirtmektedirler.

Genel olarak pek ¢ok bitki tiiriinde normal yetistirme sezonunda ve agikta yetistirilen
bitkilerin normal yetigme doneminin disinda sera veya iklim odas1 kosullarinda yetisen
bitkilere gore androgenik performanslart daha yiliksek olmaktadir (Ellialtioglu, 2005).
Wenzel ve Foroughi-Wehr (1994) bugdayda, Shtereva ve ark. (1998) domateste,
Biiyiikalaca ve ark. (2004) ise biberde yaptiklar1 anter kiiltiirii ¢aligmalarinda serada
yetistirilen bitkilerin embriyo uyartiminin agikta yetistirilen bitkilere gore daha yiiksek

oldugunu belirtmektedirler.

Matsubara ve ark. (1998) ile Ercan ve ark. (2006), biberde genotiplerin yetisme
sezonlarina bagli olarak androgenesis tepkilerinin de farkli oldugunu belirtmektedirler.
Dunwell ve Sunderland (1973), farkli mevsimlerde yetistirdikleri patates bitkilerinden
Haziran sonundan itibaren aldiklar1 anterlerin Nisan ve Mayis ayinda alinan anterlere

gore daha yiiksek oranda embriyo olusturduklarini belirtmektedirler.

Anter kiiltlirii caligmalarinda ¢igek tomurcuklarinin ¢i¢ceklenme periyodunun baginda
toplanmasi tavsiye edilmektedir. Reinert ve Bajaj (1992), bitkinin ilk ¢i¢eklerinden

aliman anterlerden daha yiliksek oranda embriyo elde edildigini belirtmektedirler.
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Smykal (2000), bitkilerde ilk donemlerde olusan ¢igek tomurcuklarinin tasidigi
mikrosporlarin androgenik kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu ve bu nedenle anter
kiltiriinde ilk olusan tomurcuklarin kullanilmasinin  daha yararli olacagini
belirtmektedir. Dunwell (1991), ise anter hasadina uzun bir periyod boyunca devam
edilecekse kullanilmayan tomurcuklarin bitkiden koparilip, olgunlagsmasina izin
verilmemesi gerekligini savunmaktadir. Pierik (1987), bitki yaslandik¢a rejenerasyon
kapasitesinin ¢ogunlukla diistiigiinii ve dolayisiyla yagh bitkilerden alinan anterden

ziyade geng bitkilerden alinacak anterlerin tercih edilmesi gerektigini belirtmektedir.

Anter kiiltiiriinde basarinin yakalanmasi i¢in bitkilerin iyi beslenmesi, 151k intensitesinin
yiiksek olmasi ve anter hasadindan 3-4 hafta 6ncesinden itibaren ister sistemik isterse
nonsistemik olsun her tiir pestisit kullanimindan kaginilmasi gerektigi belirtilmektedir
(Nitsch, 1981). Hatipoglu (1997), polen gelisimi sirasinda donér bitkilerin herhangi bir
strese maruz kalmamalari ve anterlerin alinmasindan 3-4 hafta Oncesinden itibaren
pestisit uygulamasindan kaginilmasi ve hatta dondr bitkilerin anterlerinin alindigi

doneme kadar optimum kosullarda yetistirilmesini 6nermektedir.

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafindan anter kiiltlirline ¢ok iyi cevap
verdigi bildirilen Fransiz patlican ¢esidi “Dourga”y1 farkli ekolojide yetistirerek anter
kiiltliriine tepkisini arastiran Tuberosa ve ark. (1987), yaptiklar1 ¢alismada bu cesidi
androgenik yanit1 ¢ok diisiik bir gesit olarak belirlemislerdir. Nitekim Rotino ve ark.
(1987) da ayn1 ¢esidin androgenetik kapasitesini diisiik bulmuslardir. Karakulluk¢u
(1991) 1se Dourga patlican ¢esidinden hi¢ cevap alamamistir. Bu durum, genotip ayni
olsa bile dondr bitkinin yetisme kosullarinin farkli olmasinin anter kiiltliriinde basari

tizerine 6nemli diizeyde etki ettigini gostermektedir.

Bugday, arpa, celtik ve cavdar gibi tarla bitkilerinde de dondr bitkinin yetisme
kosullarinin anter kiiltliriindeki basariy1 etkiledigi bilinmektedir. Hatta anter kiiltiirline
son derece yiiksek yanit veren Igri bugday cesidi bile, yetistirme kosullar1 olmasi
gerekenden farkli oldugunda haploid bitki olusturamamaktadir (Foroughi-Wehr ve
Wenzel, 1993).

Bir grup arastirici, donor bitkilerin yetistirildigi kosullarin anter kiiltiirii tizerindeki
etkisini, anterlerin igerisinde olusan embriyogenik polenlerin oranina baglamaktadir.

Ayrica donér bitkinin yetisme kosullarinin etkisi, yalnizca polen morfolojisi iizerine



degil, ayn1 zamanda bitkideki fizyolojik ve biyokimyasal olaylar {izerine de etkili

oldugunu diistindiirmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Literatiirde aynmi bitki tiirli ve hatta ayni cesitlerle yapilan g¢alismalardan degisik
sonuclarin alinmasi, genotip ayni olsa bile donor bitkinin yetisme kosullarinin anter

kiiltiiriinden elde edilecek basari tizerinde 6nemli diizeyde etki ettigini gostermektedir.

2.3. Anter Kiiltiiriinde Mikrospor Gelisme Doneminin Etkisi

Anter kiiltiirii calismalarinda mikrosporlardan embriyoid elde edilmesinde veya baska
bir deyisle androgenesisin basariyla uyartilmasinda en 6nemli faktorlerden birisi, hatta
en Onemlisi mikrospor hiicresinin gelisme asamasidir. Zira anterler uygun mikrospor
asamasinda kiiltiire alinmazlarsa diger faktorler ne kadar etkili olursa olsun basar1 elde
etme olanag1 yoktur. (Kim ve ark., 2004; Nowaczyk ve Kisiala, 2006; Parra-Vega ve
ark., 2013a; Barroso ve ark., 2015). Androgenesisin isleyis prensibi; normal kosullarda
erkek gameti olusturacak olan mikrospor hiicresinin gametofitik gelismesinin
durdurularak mikrosporun sporofitik yonde gelismesini tesvik etmektir. Polen gelisimi
iki asamali olarak gergeklesir. Mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis olarak
adlandirilan olaylarda; Mikrospor ana hiicresinin olusumu ve bunu izleyen mayoz
boliinme sonucunda haploid mikrosporlarin  olusmasina  mikrosporogenesis,
mikrospordan ¢ekirdek ve hiicre bdliinmeleri ile sperm hiicrelerinin olusumuna da
mikrogametogenesis adi verilmektedir (Emiroglu, 1982). Mikrosporogenesiste; anter
lokusu icindeki diploid bir mikrospor ana hiicresi, mikrospor tetrad: olusturmak iizere
mayoza girer. Mikrospor ana hiicresine ait kalloz duvarinin dagilmasiyla serbest hale
gecen mikrosporlar, vakuollesme nedeniyle hizli bir sekilde biiyiir ve duvarla cevrilir,
cekirdek spor duvarma dogru itilir. Cekirdek bu pozisyonda iken DNA replikasyonuna
girer ve irilesir. Cekirdek biiyiidiikce RNA ve protein sentezi de gerceklesir (Sunderland
ve Dunwell, 1977). Androgenesise en iyi cevap veren mikrospor gelisim asamasi, ilk
polen mitozundan hemen Onceki asamadan mitoz sonrasina kadar gecen asamadir
(Ozkum ve ark., 2000). Benzer sekilde birgok arastiric1 degisik bitki genotiplerinde tek
cekirdekli mikrospor donemini igeren anterlerin androgenesis i¢in uygun oldugunu
bildirmektedirler (Dumas de Vaulx ve ark., 1981; Morrison ve ark., 1986; Vagera,
1990; Kristiansen ve Andersen, 1993; Qin ve Rotino, 1993; Kruleva ve Oanh, 1998).
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Birgok bitki tiiriinde mikrospor ¢ekirdeginin mitoz bdliinmeye baslamasindan hemen
onceki donem, mitoz boliinme asamasi veya hemen bu asamayi izleyen boliinme sonrasi
donem en iyi cevap veren donemler olarak belirlenmistir. Sunderland ve Dunwell
(1977) Nicotiana tabacum (tiitiin), Reynolds (1984) Hycscyamus niger (Banotu),
Karakulluk¢u (1991) Solanum melongena (patlican), Immonen ve Anttila (1998) Secale
cereale (¢avdar), Guo ve ark. (1999) Phleum pratense (¢ay1r kelp kuyrugu), Kim ve ark.
(2004) ve Abak (1983), Capsicum annuum (biber) gibi bir¢ok bitkide mikrosporlari

ayrintili sekilde inceleyerek mikrosporlari gelisim asamalarina gére gruplandirmislardir.

Tomurcuklarin hasat edildigi donemde ¢igek tozunun optimum gelisme asamasinda
bulunmasi oldukca 6nemlidir ve bu asama tiirlere gére degismektedir (Dunwell, 1991).
Karakulluk¢u (1991), 8 farkli biiyilikliikk ve gelisme evresindeki patlican c¢esitlerinde
meyve gelisimine gore, tomurcuk biiyiikliikleri veya uzunluklar1 arasinda farklilik
oldugunu bulmustur. Genel olarak ta¢ yapraklarin seviyesinin canak yapraklarin
birlesme yerinde oldugu, canak yapraklarin hafifce agilmaya basladigi ve tac
yapraklarin  1-2 mm’lik kismmin goriildiigii donemi patlican anter kiiltiirii
caligmalarinda en uygun donem olarak belirlemistir. Anter renginin ise yesilimsi-sar1
renkte oldugunu saptamistir. Bu devrede tomurcuk uzunluklarinin gesitlere bagli olarak
22.4-24.7 mm, tomurcuk caplarinin ise 10.8- 12.5 mm oldugunu saptamistir. Sitolojik
incelemelerde ise bu devrenin polen mitozundan hemen onceki devreye karsilik geldigi

arastirici tarafindan vurgulanmaktadir.

Karakulluk¢u (1991), ile Karakullukcu ve Abak (1992), patlicanda yaptiklar
caligmalarda en yiiksek haploid bitki frekansini, tek ¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran
anterlerin kiiltiiriinden elde etmislerdir. Novak (1974), biber anter kiiltiiriinde 2.6-5.0
mm arasinda biiylikliige sahip ve agik yesil renkli petalleri olan tomurcuklardan alinan
anterlerin, olgunlasmamis tek c¢ekirdekli mikrosporlart icerdigini ve bu donemdeki
mikrosporlardan olumlu sonug alindigini, Sibi ve ark. (1979), biberlerde sepal ve petal
boylarinin esit oldugu ya da petallerin biraz daha uzun oldugu dénemin, I. polen mitozu
ile aynt donem oldugunu ve anter kiiltlirline iyi cevap verdigini belirtmektedirler.
Gonzalez-Melendi ve ark. (1995), biberde anter kiiltiirii yoluyla embriyo eldesinde en
uygun mikrospor doneminin ge¢ tek cekirdekli mikrospor sathasi oldugunu ve bu

sathada ¢ekirdegin ¢ok aktif oldugunu belirtmektedirler.
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Abak (1983), Tiirkiye orijinli biber genotiplerinde anter kiiltlirii yoluyla haploid bitki
elde etmek icin yaptigi ¢alismasinda, en elverisli anter gelisme doneminin
tomurcuklarin  3.5-4.0 mm irilige ulastiklar1 zamana rastladigini, tomurcuklarin
morfolojik yapisinin gesitlere gore farklilik gosterdigini, Tiirkiye’de yetistirilen uzun
meyveli biber g¢esitlerinde 3.6-4.0 mm ¢apindaki polen mitozundan hemen dnce veya
mitoz bolinmenin profaz asamasindaki mikrosporlari i¢eren anterlerin tomurcuklarinda
yer aldigini ve tag yaprak seviyesinin ¢anak yaprak seviyesini gegtigi bu asamanin anter

kiiltiirli i¢in en uygun donem oldugunu belirtmektedir.

Sayilir ve Ozzambak (2002), biberde 4-6 mm uzunlugundaki tomurcuklarla yapilan
anter kiiltiiriinde en iyl anter, kallus ve embriyo gelisimini sagladiklarini
bildirmektedirler. Dolcet-Sanjuan ve ark. (1997), anter kiiltiiriinde basari i¢in, biber
tomurcuklarinin kaliks ve korollasinin ayni boyda veya korollanin biraz daha uzun ve

kenarlar1 menekse renkli yesil olmasi gerektigini soylemektedirler.

Mikrospor tanelerinde nisasta birikimi anter kiiltiirii i¢in ¢ok 6nemlidir. Birinci polen
mitozu evresinden sonra mikrosporlarda nisasta birikimi giderek artmaktadir. Bu
asamaya gelmis olan mikrosporlar gametik gelismeye dogru gitmektedir. Bu donemdeki
mikrosporlarin gelismelerini sporofitik yone kaydirmak ve haploid uyarimi i¢in yapilan

uygulamalar etkili olmamaktadir (Foroughi-Wehr ve Wenzel, 1993).

Cicek tomurcuklarinin kiiltiir ortamina aktarilacaklari, bir baska deyisle anterlerin hasat
edilecekleri donemin belirlenmesinde tomurcuklarin biiyiikliik ve morfolojilerine gore
dogrudan karar vermek yeterli degildir (Sibi ve ark., 1979). Morfolojik gozlemlerin
yani sira sitolojik testlerin de mutlaka yapilmasi gerekir. Morfolojik dlgiimler tomurcuk
biiyiikliigii, anter-disi organ boyu, ta¢ yaprak uzunlugu dikkate alinarak yapilabilirse de
her tiirde kesin sonu¢ vermeyebilir (Telmer ve ark., 1992). Sitolojik diizeydeki dl¢iimler
daha sagliklidir. Sitolojik 6l¢iimlerde en basit yontem, ezme preparatlarin asetokarmin
ile boyanmas1 (Nitsch, 1981) yontemidir. Bu yontemin verimli olmamas1 durumunda ise
feulgen yontemi (Darlington ve La Cour, 1963), parafinle kesit alma yontemi (Stosser
ve ark., 1985; Eti, 1987) veya DNA ¢ekirdek boyama yontemleri olan DAPI (Vergne
ve ark.,, 1987) veya Ethidium Bromid ile boyama (Samanci ve ark., 1998)

yontemlerinden herhangi birisi de denenebilir. Boylece sitolojik ¢aligmalarla elde edilen
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sonuglar morfolojik gbzlemlere uyarlanabilmekte, iizerinde calisilan genotipte uygun

anter veya tomurcuk asamasi belirlenebilmektedir (Vergne ve ark., 1987).

Sunderland (1971), kiiltiire alinan tiitiin anterlerinin igerisinde sitolojik gozlemlerde
daha acik renkte boyanan ve biiyiikliik bakimindan da farklilik gdsteren polenlerin
varligindan bahsetmektedir. Daha sonra ¢avdar (Wenzel ve Thomas, 1974) ve arpada
(Dale, 1975) aymi donemde alinmis tomurcuklar icindeki polenlerin aralarinda
farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Polen dimorfizmi olarak adlandirilan bu durumdaki
polenlerin bir bolimii gametofitik yonde gelismesini siirdiirerek normal polenleri
olustururken, diger bir bolimi ise sporofitik gelisme yoniine kayarak embriyo
olusturma yetenegi kazanmaktadir. Horner ve Mott (1979), tiitiin bitkisinde polen
dimorfizminin oldugunu belirlemis, embriyo olusturma yetenegine sahip oldugu
diisiiniilen sporofitik polen tanelerinin orani ile kiiltiire alinan anterlerden elde edilen
embriyo sayilarin1 karsilastirmiglardir. Polen tanelerinin sayisi ile olusan haploid

embriyo sayisi arasinda oldukga yiiksek korelasyondan s6z etmektedirler.

2.4. Anter Kiiltiiriinde Cicek Tomurcuklarina veya Anterlere Uygulanan Sicakhk

Stresi Uygulamalari

Birgok arastirict anter kiltlirii ¢aligmalarinda stres uygulamasinin  gerekliligini
savunmaktadirlar (Ahmadian ve ark., 1998; Barany ve ark., 2005; Jacquard ve ark.,
2006; Ellialtioglu ve ark., 2000). Stres uygulamalar1 arasinda en yaygin uygulama
sicaklik soklaridir. Sicaklik soklar1 diisiik veya yiiksek sicaklik uygulamalart seklinde
yapilabilmektedir. Farkli siirelerde ve derecelerde sicaklik uygulamalarinin yapildig:
birgok arastirma vardir. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) ve Dumas de Vaulx
ve ark. (1981), androgenesis uyartimi i¢in yiiksek sicaklik uygulamalarini denemisler
ve daha fazla embriyo olusumu elde etmislerdir. Daha sonra bir¢cok arastirict bu
uygulamay1 gelistirmistir (Bajaj, 1990; Mityko ve ark., 1995; Kim ve ark., 2008;
Nowaczyk ve ark., 2009). Bazi bitkilerde 3 ile 7 °C arasi diisiik sicaklik, bazi bitkilerde
28 ile 32 °C arasi yiiksek sicaklik etkili olurken bazi bitkilerde ise hem sicak hem de
soguk uygulamasi sporofitik gelismeyi tesvik etmektedir (Ar1, 2006).

Embriyonun uyarimi amaciyla yapilan sicaklik uygulamalar1 ana bitkiye, c¢icek

tomurcuklarina, anterlere veya izole edilen mikrosporlara yapilabilmektedir.
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Aragstiricilar  sicaklik stresinin  tomurcuklara mi yoksa anterlere mi uygulanmasi
gerektiginin ve bu uygulamalarin yiiksek sicaklik m1 yoksa diislik sicaklik m1 olmasi
gerektigi konusunda hemfikir degillerdir. Tiirlere, g¢esitlere ve diger faktorlere baglh

olarak farkli sonuclar ortaya koymaktadirlar.

Anter kiiltiirii ¢alismalarinda tomurcuklara diisiik sicaklik uygulamalar1 arpa (Kasha ve
ark., 2001, Sunderland ve ark., 1981), bugday (Indrianto ve ark., 1999, Lazar ve ark.,
1985), patates (Wenzel ve Uhrig, 1981), misir (Genovesi ve Collins, 1982), biber
(Morrison ve ark., 1986) ve patlicanda (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997) olumlu

sonuglar vermistir.

Morrison ve ark. (1986) ile Supena ve ark. (2006), ¢icek tomurcuklarina 24-100 saat
sireyle 4 °C’de soguk uygulamasinin anter ¢ikisimi etkiledigini belirtirken, bazi

arastirmacilar ise Onemli derecede etkilemedigini vurgulamaktadirlar (Vagera ve

Havranek, 1985; Munyon ve ark., 1989; Ozkum ve ark., 2000; Kim ve ark., 2005).

Sibi ve ark. (1979), cigek tomurcuklarmim 4 °C’de 48 saat bekletilmesi ile 100 anterden
1-3 bitki elde edildigini belirtirken; Sunderland ve Roberts (1979), 7-15 °C’de 7-14 giin
stirede yapilan soklamanin, daha diisiik derecelerde ve kisa siireyle yapilan
uygulamalara gore daha etkili oldugunu belirtmektedirler. Yine Morrison ve ark.
(1986), 4-10 °C’ler arasinda 3 giinden 4 haftaya kadar tutulan tomurcuklarin polen

rejenerasyonu bakimindan olumlu cevap verdigini bildirmektedirler.

Ozkum ve Tipirdamaz (2002), 6n soguk uygulamasimin anterlerde kallus olusumunu

tesvik ettiginden dolay1r embriyonun basarisini etkilemedigini belirtmektedirler.

Tipirdamaz ve Ellialtioglu (2002), tarafindan patlicanda anter kiiltiirli lizerine yapilan
calismada Kemer patlican ¢esidine ait ¢icek tomurcuklarmma yapilan soguk soku
uygulamalarinin etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar 4 °C de 80 saat ve 9 °C de 9 giin
uygulanan soguk soklarinin embriyogenesise olumlu etki yapmadigin1 ve embriyolarin

sadece kontrol ortamlarindan elde edildigini rapor etmektedirler.

Anter kiiltiiriinde kallus ve embriyo olusumuna soguk uygulamalarinin olumlu etki
yapmasina neden olan mekanizma heniiz agikliga kavugsmamis olmakla birlikte; bu
uygulamalarin etkisini agiklamaya yonelik bazi goriisler bulunmaktadir.  Diislik
sicakliklarda birinci polen mitozu asamasinda tutulan mikrospor sayisinda artis olmakta

ve nigasta liretimi bloke edilmektedir. Nisasta icerigi diislik tek ¢ekirdekli mikrosporlar,
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kiiltiir kosullarinda embriyo olusturmak {izere sporofitik gelismeye dogru daha kolay
yonlendirilebilmektedir. Sogukta bekletme sirasinda zayif ve yasama giici olmayan
anter ve mikrosporlar hemen kahverengilesip 6lmekte, boylece giiglii anterler kiiltiire
alinmakta; bunlar da in vitro kosullarda yiiksek oranda rejenere olabilmektedir.
Kiiltiirlerin inkiibasyonu siiresince kahverengiye doniisen ve yaslanarak toksik maddeler
salgilayabilen anter duvari, kiiltiir 6ncesi uygulanan soguk soklar1 sayesinde daha geg
yaslanmakta ve olumsuz etkileri 6nemli diizeyde engellenebilmektedir (Foroughi-Wehr
ve Wenzel, 1993).

Biber ve patlicanda soguk uygulanan tomurcuklardan izole edilen anterlerin kiiltiire
alinmasi halinde, anterlerin inokulasyon siiresi boyunca soguk uygulanmayan kontrol
grubu anterlerinden daha agik renkte kaldiklari; kontrol anterleri koyu kahverengi-siyah
renk alirken, Ozellikle patlicanda soguk uygulanan anterlerin sarimsi kahverengi

goriiniimlerini uzun siire koruduklari bildirilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Johansson ve Eriksson (1977), tomurcuklara soguk uygulayarak anterlerde bulunan ve
embriyo olusumunu engelleyici bir hormon olan absisik asitin bu olumsuz etkisinin
ortadan kaldirilabilecegini ileri siirmektedir. Ellialtioglu ve Tipirdamaz (1997) ile
Ozkum ve ark. (2000), ise soguk uygulamalarmin biber ve patlican anterlerindeki
absisik asit miktarinin azaltilmasinda ve olusan embriyo sayisinin artmasinda olumlu bir
etkisinin bulunmadigini belirtmektedirler. Absisik asitin doku kiiltiiriindeki rolii tam
olarak acikliga kavusturulmamis olmakla  birlikte, somatik  embriyolarin
olgunlasmasinda kullanildigi ve ortama absisik asit ilavesinin anormal embriyo
gelisimini engelledigi belirtilmektedir (Ozcan ve ark., 2001). Absisik asitin farkli
konsantrasyonlarinin kullanildigi bazi1 calismalarda ise denenen konsantrasyonlarin
hicbirinde absisik asitin etkisinin ortaya ¢ikmadig1 goriilmektedir (Vieitez, 1995; Xing
ve ark., 1999; Robichaud ve ark., 2004).

Anter kiltiiri c¢alismalarinda tomurcuklardan alinan anterler besin ortamlarina
yerlestirildikten sonra inkiibasyon asamasma gegilmektedir. Inkiibasyonun siiresi ve
uygulanis1 hakkinda yapilmis ¢ok sayida arastirma mevcuttur. Sicaklik soklart izole
edilen mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan sonra uygulandiginda daha etkili oldugu
diistiniilen bir¢ok arastirma mevcuttur. Calismalarda sicaklik derecesi ve siiresi tiirlere

gore farklilik gostermektedir. Bazi bitki tiirlerine ait anter kiiltiirlerinde inkiibasyonun
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ilk giinlerinde uygulanan yiiksek sicaklik uygulamalari embriyo olusumu {izerine
olumlu etki yapmaktadir (Dumas de Vaulx ve ark., 1981). Anterlere uygulanan yiiksek
sicaklik soku Ozellikle embriyo olusumu zayif olan genotiplerin embriyo olusumunu
tesvik ettiginden biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda diger faktorler optimum diizeyde
saglanirsa embriyo olusumunu arttirdigi bilinmektedir (Teodora ve ark., 2011).Yiiksek
sicaklik soklar1 6zellikle Brassica tiirlerinde etkili bir uygulama olmaktadir. Ornegin;
brokolide 30 °C’de 2 giin (Duijs ve ark., 1992), karnabahar, bas lahana ve kivircik
yaprakli bag lahanada 32 °C’de 2 giin (Ferrie ve ark., 1999), ¢in lahanasinda 33 °C’de 1
giin (Cao ve ark., 1994), B. carinata’da 32 °C’de 3 giin uygulamalarindan daha basarili
sonugclar alindig1 belirtilmektedir (Barro ve Martin, 1999).

Tiitlin gibi anter kiiltiiriine son derece olumlu yanit veren bitkilerde 24-28 OC sicaklikta
ve fotoperiyodik bir diizende aydinlatilan bir iklim dolabinda yapilan inkiibasyon yeterli
olurken; patlican, biber, lahana grubu sebzelerde kiiltiiriin ilk gilinlerinde yiiksek sicaklik

soklarina gereksinim duyulabilmektedir.

Karakulluk¢u ve Abak (1992), anterlere kiiltiir dncesi veya kiiltlire alindiktan sonraki ilk
giinlerde uygulanan sicaklik soklarinin (25, 30 ve 35 °C) anter kiiltiiriinde elde edilecek
basarty1 etkileyen faktorler arasinda oldugunu, sicaklik derecesi ve siiresi arttikca

anterlerde siskinlesme oraninin da arttigin1 saptamiglardir.

Dolcet-Sanjuan ve ark. (1997), anterlerin karanhikta 7 °C’de 1 hafta boyunca
bekletilmesinin embriyoyu tesvik ettigini, Supena ve ark.(2006), anterler kiiltiire
alindiktan sonraki 9 °C’de 1 hafta bekletilmesinin olumlu etki olusturdugunu, bunun
yaninda Koleva-Gudeva ve ark. (2007), diisiik sicaklik uygulamasinda benzer etkileri

elde edemediklerini belirtmektedirler.

Chambonnet (1988), biber ve patlicanda, ilk 8 giin boyunca karanlik ve +35 °C’lik
sicaklik sokunun gerekli oldugunu bildirmekte, biberde anter kiiltiirlinden 6nceki 24-48
saat boyunca cicek tomurcuklarina 4 °C’lik diisiik sicaklik ve karanlik uygulamasinin
embriyonik gelismeyi uyartacagini, ancak patlicanda bdyle bir uygulamanin sart
olmadigini belirtmektedir. Karakullukgu (1991), kiiltiiriin ilk 8 giinlinde karanlik ve 35
°C sicaklik uygulamasinin, patlicanda embriyonik gelisimi baslatmak i¢in gerekli

oldugunu bildirmektedir.
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Biberde anter kiiltiiriinde besin ortaminin bilesimi ve inkiibasyon kosullari embriyo
olusumu iizerinde Onemli etkiye sahiptir (Terzioglu ve ark., 2000). Biber anter
kiltiirlerinin ilk 8 giin 35 °C ’de karanlikta bekletilmesi sonra 25 °C’ye alinmasi bir¢ok
arastirmada kullanilan inkiibasyon kosuludur. Arastiricilar siirekli 1siklandirilan ve 29
°C’de tutulan anterlerden olusan embriyo sayisinin, 25 °C ve 35 °C uygulamasindan

daha yiiksek oldugunu agiklamiglardir.

Ayni1 besin ortamu kullanarak anterleri karanlikta 35 °C de 8 giin bekletmek, daha kisa
stireli bekletmeden daha iyi sonu¢ vermektedir. Genotiplere bagli olarak degismekle
beraber iyi sonug veren genotiplerde 100 anterden elde edilen bitki sayisin1 50°ye kadar
¢ikmaktadir (Dumas de Vaulx ve ark. 1981). Koleva-Gudeva (2003) ve Prayantini
(2006) 35 °C sicaklik sokunun anterler {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ve bu
uygulamanin Dumas de Vaulx ve ark.,, (1981), tarafindan gelistirildigini
belirtmektedirler. Morrison ve ark. (1986), anterleri 35 °C de 12 giin bekletmenin

embriyo olusumunda daha etkili oldugunu ifade etmektedirler.

Dumas de Vaulx ve ark. (1981), tarafindan gelistirelen 8 giin 35 °C sicaklik
uygulamasina gore daha kisa siirede 4giin 35 °C sicaklik uygulamasinin embriyo
gelisimini arttirdi§in1 ve karanlikta kisa siireli inkubasyon uygulamasinin biber anter
kiilriirti icin genel bir problem olan callus olusumunu azalttig1 belirtilmektedir (Parra-

Vega ve ark., 2013b).

Hamaoka ve ark. (1991), 35 °C de 24 saat bekletilen Brassica campestris (salgam)
anterlerinde embriyo olusum oraniin kontrol ortamindan 20 kat daha fazla oldugunu

ortaya koymuslardir.

Abak (1983), biber anterlerine uygulanan diisiik sicaklik uygulamasi yerine anter
kiiltiirlerini 8 giin karanlikta ve 35 °C’de bekletmenin embriyo ve bitki olusumunu
tesvik ettigini bildirmektedir. Arastirict 100 anteri 8 giin karanlikta ve 35 °C de
bekleterek yaptig1 bir ¢alismada, elde edilen bitki sayisinin bazi genotiplerde 50’ye
kadar ¢iktigin1 belirtmektedir.

Anterler kiiltiir ortamina alindiktan sonra (inkiibasyon déneminde) uygulanan sicakligin
diisiik sicaklik m1 yoksa yiiksek sicaklik mi olmasi gerekliligi hala giiniimiizde de
tartisilmaktadir.
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2.5. Anter Kiiltiiriinde Besin Ortamlar: ve Ortam Bilesenleri

Besin ortaminin bilesimi, kiiltiire alinan anterlerin (mikrosporlarin) gelisimi i¢in énemli
rol oynamaktadir. Mikrosporlarin gametofitik gelismeden sporofitik gelismeye gecisini
tesvik etmek ic¢in besin ortamina eklenen ¢ok sayidaki bilesen ve bunlarin miktarlar

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Besin ortamindaki mikro besin elementleri, vitaminler, hormonlar, biiyiime
diizenleyiciler, karbon ve azot kaynaklari, aminoasitler, katilagtirict maddeler, ortamlar
(kat1, stvi veya ¢ift fazli)) ve pH besin ortamlarimin 6nemli bilesenleridir. Anter
kiiltiiriinde haploid embriyo eldesi igin farkli kiiltiir ortamlari, bliylime diizenleyiciler,
aktif komiir ve gilimiis nitrat kullanimi bir¢ok arastirmaci tarafindan onerilmektedir
(Kristiansen ve Andersen, 1993; Ercan ve ark., 2001; Ciner ve Tipirdamaz, 2002).
Paksoy ve ark. (1995)’e gore besin ortamlarina ilave edilen serin ve glutamin gibi
aminoasitlerin gilimiis nitratin etkisine benzer sekilde etilen sentezini inhibe ettigini,
Ellialtioglu ve Tipirdamaz (1997)’e gore ise aktif komiir gibi ilave edilen maddelerin

androgenik basariy1 artirdigini belirtmektedirler.

2.5.1. Bitki Biiyiime Diizenleyiciler

Anter kiiltlirii ¢alismalarinda biliylime diizenleyici maddelerin katkisi, bu maddelerin
cins ve dozlart bakimindan arastirmalar arasinda bazi farkliliklar vardir. Genelde
caligmalarda oksin kaynagi olarak 2,4-D, NAA ve IAA kullanilirken; sitokinin kaynagi

olarak kinetin, BA ve zeatin kullanilmaktadir.

Anter kiiltiirlinde genel kani ilk asamada gametofitik dokular1 sporofitik gelismeye
doniistiirme yoniinde uyaracak oksinler gerekli iken; bitkiye doniisme asamasinda
sitokininlerin varligina ihtiya¢ duyulmaktadir (Ellialtioglu ve ark., 2002). Bu yaklagim
son yillarda bircok arastirmaci tarafindan yiriitiillen calismalarda degismistir ve
arastirmacilart oksinlerle beraber sitokininleri de kullanmaya yoneltmistir (George,
1996; Comlekgioglu ve ark., 1999; Alpsoy, 1999). Oksinler, doku kiiltiirlerinde tek
baslarina kullanildiklarinda kallus uyarimini, hizli hiicre cogalmasi ve somatik embriyo
olusumunun uyarimini, sitokinlerle birlikte kullanilirsa yine kallus olusumunu, siirgiin

rejenerasyonunu ve somatik embriyo olusumunun uyarimini saglayabilirler. Bir¢ok bitki
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tirinde yiiksek etki gosteren 2,4-D, sitokininlerle kombine halde kullanildiginda

embriyogenensisi tesvik etmektedir.

Biber anter kiiltliriinde oksin olarak c¢ogunlukla 2,4-D ve NAA olumlu sonuglar
verirken, sitokinin olarak BA ve kinetin kullanilmaktadir. George (1996),
embriyogenesis baslangici i¢in oksinlere ilave olarak sitokininlerin de kullanilmasi
gerektigini belirtmektedir. Wang ve ark. (1973), Kinetin ve 2,4-D’nin 1 mg I'"lik
dozlarinin biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda yeterli oldugunu, Dumas de Vaulx ve
ark., (1981) ile Chambonnet (1985), biberde her iki hormonun da 5 mg I'“lik

kombinasyonunu daha iyi sonug verdigini savunmaktadirlar.

Rotino ve ark. (1987), patlican anter kiiltiiriinde degisik dozlarda kullanilan NAA ve

BAP kombinasyonlarinin embriyo olusturmada basariyla kullanilabilecegini

bildirmektedirler.

Comlekgioglu ve ark. (1999), bazi yerli biber populasyonlarinda yaptig1 anter kiiltiirii
caligmalarinda, bitki biiylime diizenleyicilerden NAA ve BAP’in besin ortamlarinda
birlikte kullanilmasimin olumlu sonug¢ verdigini; Yoon ve ark. (1991), biberde anter
kiiltiiriinde farkli biiylime diizenleyici kombinasyonlar1 i¢inden embriyo olusumu i¢in
en uygun bilesimin 0.1 mg I Kinetin ve 0.1 mg I* 2,4-D oldugunu bildirmektedirler.
Chunling (1992), MS temel besin ortamima 4 mg I NAA ve 0.1 veya 1 mg I™* BA ilave
edilmesinin biberde anter kiiltiiriinde ¢ok olumlu sonuglar elde edilmesini sagladigini

ifade etmektedir.

Alpsoy (1999), patlicanda anterden haploid bitki eldesi i¢in 5 mg I 2,4-D ve 5 mg I"*
kinetin ilave edilmis olan ortam ile, 4 mg I"* NAA ve 1 mg I kinetin ilave edilmis olan

ortami uygun ortamlar olarak belirtmektedirler.

Qin ve Rotino (1993), baz1 biber cesitlerinde 0.5 mg I™ 2,4-D + 0.5 mg I Kinetin veya
05mgI* 24-D + 0.5 mg I"* BA katkili modifiye edilmis DDV ortaminda Kinetin’in,
genel olarak benziladenin’e gore daha etkili oldugunu ve sadece iki genotipin

benziladenin varliginda embriyo olusturabildigini belirtmektedirler.

Ercan ve ark. (2001), 5 adet biber ¢esidinde kinetin, BA, NAA, 2,4-D ve aktif komiiriin
farkli dozlarini iceren 11 farkli besin ortamlari iizerine yaptiklar1 ¢alismada; % 1 aktif
kémiir, 5 mg I 2,4-D, 5 mg I kinetin igeren % 1 aktif komiir + 4 mg I"* NAA ve 0.1
mg It BA iceren MS ortamlarindan en iyi sonuglar elde edildigini bildirmektedirler.
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Besin ortamina degisik diizeylerde katilan biiyiimeyi diizenleyicilerin (kinetin, zeatin,
2,4-D, NAA) patlican anter kiltiiriinde haploid bitki olusumu {izerine etkilerinin
arastirildig1 bir ¢alismada, anterler kinetin + 2,4-D kombinasyonlarinda, zeatin + 2,4-D
veya kinetin + NAA kombinasyonlarina gore daha iyi cevap vermislerdir (Karakullukgu

ve Abak 1992).

Rotino ve ark. (1987 ), 5 mg I* NAA ve 5 mg I* Kinetin kombinasyonunda farkli
patlican genotiplerinden ortalama % 76.5 oraninda embriyo elde ettiklerini

belirtmektedirler.

2.5.2. Besin Ortamumn Tipi ve Yapisi

Temel besin ortamlar1 olarak anter kiiltiirlinde en fazla kullanilan ortamlar arasinda
anterlerin katilastirilmis besin ortami {izerine yerlestirilerek kiiltiire alindigi MS
(Murashige ve Skoog, 1962), WH (White, 1963), NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ve DDV
(Dumas de Valux ve ark., 1981) ortamlar1 yer almaktadir. Anter kiiltiirlinde en fazla
kullanilan katilastiric1 ortam yapisi, agar ilave edilerek jel kivamina getirilmis yari-kati

nitelikte olanlandir.

Sivi besin ortaminda anterlerin yilizdiiriilmesi gibi ¢ift katli ortamlar da anter kiiltiiriinde
kullanilmaktadir (Kohlenbach ve Wernicke, 1978; Morrison ve ark., 1986; Dolcet-
Sanjuan ve ark., 1997). Dolcet-Sanjuan ve ark. (1997), biberde yaptiklar1 bir ¢alismada
cift fazli ortami oldukca basarili bulmuslardir. Baslangic ortami olarak Nitsch and
Nitsch’in NN ortaminda yapilan bazi1 degisiklikler sonucu olusturulan besin ortami
kompozisyonunu kullanan arastiricilar ¢ift fazli ortamin alt kisminda agarl ortam ve {ist
kisimda sivi ortamun bulundugu degisik bir ortamla yaptiklart c¢alismada bagarili

sonuglar elde etmislerdir.

Wernicke ve Kohlenbach (1976), androgenik embriyo olusumunda aktif komiir ilave
edilmis agarli ortam {izerine sivi ortam katarak hazirlanan ¢ift fazli ortamin, jel
halindeki agarli ortamdan daha iyi sonu¢ verdigini belirtmektedirler. Arastiricilar bir
baska calismalarinda da sonuglarimi pekistirmigler ve aktif komiiriin ortamin ig¢inde
bulunan engelleyici ve toksik maddeleri absorbe ettigini savunmaktadirlar (Kohlenbach
ve Wernicke, 1978). Powell ve Uhrig (1987), cift fazli1 ortamlarin patates anter kiiltiirii

calismalarinda olumlu sonuglar verdigini bildirilmektedirler.
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Biberde yapilmis olan anter kiiltlirii ¢alismalarinda Dumas de Vaulx ve ark. (1981),
tarafindan gelistirilen ve DDV olarak bilinen temel besin ortami en basarili sonug veren
ortamlardandir. Birgok arastirici bu ortami onerildigi sekilde veya modifiye ederek
kullanmis ve biberde olduk¢a basarili sonuglar elde etmislerdir  (Abak, 1983;
Chambonnet, 1985; Morrison ve ark., 1986; Rotino ve ark., 1987; Tuberosa ve ark.,
1987; Karakullukgu ve Abak, 1992; Ltifi ve Wenzel, 1994).

2.5.3. Karbonhidrat Kaynagi (Sekerler)

Anter kiiltiirii calismalarinda besin ortamlarinda karbonhidrat kaynagi olarak genelde
sakkaroz kullanilmaktadir. Besin ortamlarinda sakkarozdan baska galaktoz (Kyo ve
Harada, 1985), mannitol (Cistu¢ ve ark., 1994), maltoz (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997;
Kiviharju ve Pehu, 1998; Guo ve ark., 1999; Holme ve ark., 1999), laktoz (Rihova ve
Tupy, 1999), glukoz (Saji ve Sujatha, 1998; Guo ve Pulli, 2000) ve pikloram (Bishnoi
ve ark., 2000) gibi maddeler de kullanilmaktadir.

Anter kiltliri calismalarinda besin ortamindaki seker orant 6nemli bir rol
oynamaktadir. Besin ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak seker kullanilmasi anter
kiiltiirlinde bagar1 tizerine bitki biiylime diizenleyici maddeler ve genotip kadar etkilidir
(Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997). Reinert ve Bajaj (1977), sekerin ortamda osmotik
basinci ayarlayici bir rol oynadigini belirtmektedirler. Bunun yaninda yiiksek diizeydeki
sekerin, enerji kaynagi olarak solunumu ve metabolik aktiviteyi artirarak hiicre
boliinmesi ve embriyoid olusumunu arttirabilecegi de ileri siiriilmektedir (Kandeler,
1987). Sekerin in vitro kosullarda bitki hiicrelerinde  6nemli embriyolojik
farklilagsmalara neden oldugu ¢ok sayida ¢alisma ile ortaya konmustur (Koch, 1996; Jain
ve Babbar, 2003; Yadollahi ve ark., 2011; Yaseen ve ark., 2013). Bugdayda % 3 seker
polen kiiltiirii i¢in ideal kabul edilirken, anter kiiltiirii icin % 9 gibi yliksek oranlar da
uygun bulunmakta, % 9’dan daha yiiksek seker konsantrasyonlari polen boliinmesini

inhibe etmektedir (Zhongheng, 2002).

In vitro androgenesis igin besin ortamina eklenecek sekerin zorunlu oldugu, ilk kez
Nitsch (1969)’in tiitiinde, daha sonra da Sunderland (1974)’1n boru ¢igeginde yaptiklari
caligmalarla ortaya konmustur. Normal olarak % 2-4 oraninda kullanilan sakkaroz,

bir¢ok tiirde (patates, biber, patlican) daha yiliksek oranlarda % 6-12 kullanilmaktadir.
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Besin ortamlarina 6zellikle kiiltiiriin ilk donemlerinde ilave edilen yiiksek seker dozlari
haploid embriyo elde edilmesini saglamaktadir (Keller ve ark., 1975; Sopory ve ark.,
1978; Dumas de Valux ve ark., 1981; Dumas de Valux ve Chambonnet, 1982). Yiiksek
seker konsantrasyonunun mikrospor bdliinmesinin ilk donemlerinde etkili oldugu, bu
etkinin sakkaroz yaninda glukoz kullanilarak tamamlanabilecegini ve ilk dort giinden
sonra anterleri % 2 sakkaroz igeren ortamlara aktarmak gerektigi vurgulanmaktadir
(Sopory, 1979).

Abak (1983), biberde anter kiiltiirii ortamlarinda seker oraninin yiikseltilmesinin haploid
embriyo ve bitki olusum oranini artirdigini, 90 ve 120 g | seker i¢eren ortamlarda hem
embriyo hem de bitki olusumunun daha yiiksek oranlarda gerceklestigini belirtmektedir.
Bir¢ok arastirict ilk 12 giin anterleri % 12 oraninda sakkaroz iceren ortamlarda tutup,
sonraki giinlerde ortamin sakkaroz seviyesini % 3’e¢ indirmek gerektigini
bildirmektedirler (Isouard ve ark., 1981; Dumas de Vaulx ve ark., 1981; Dumas de
Vaulx ve Chambonnet, 1982; Tuberosa ve ark., 1987; Abak, 1993).

Sopory ve ark. (1978), patatesde % 6 oraninda sakkarozun kullanilmasi gerektigini
belirtirken, ayni arastirict baska bir ¢alismasinda patateste % 6 sakkaroz
konsantrasyonunda anterlerin % 40’indan fazlasimin olumlu cevap verdigini
belirtmektedir (Sopory, 1979). Patateste anter kiiltiiriinde sakarozun etkisini arastiran
Powell ve Uhrig (1987), sakkaroz oraninin % 9 olmasi halinde en yiiksek embriyoid
olusumu oldugunu, ancak % 15 gibi yiiksek konsantrasyonda sakkaroz igeren ortamda

da embriyoid elde edilebilecegini vurgulamaktadirlar.

Rotino ve ark. (1987), besin ortamina sakkarozun yaninda ayni zamanda glikoz da
kullandig1 patlican anter kiiltlirii ¢alismasinda, kontrol olarak aliman % 12 ve % 3
sakkaroz konsantrasyonuna gore % 6 oraninda sakkaroz +% 6.3 oraninda glikozun bazi
genotiplerde 100 kat daha fazla embrioid ve bitki olusturdugunu bildirmektedirler. Ayni
calismanin etkilerini arastiran Karakulluk¢u ve Abak (1993), ilk 12 giin boyunca besin
ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak % 3-6 ve 12 sakkaroz kullanmislar ve en

yiiksek androgenik performansi % 12 sakkaroz uygulamasindan etmislerdir.
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2.5.4. Aktif Komiir

Besin ortamina aktif komiir ilave edilmesi bir¢ok bitki tiiriiniin anter kiiltiiriinde basariy1
artirmaktadir. Aktif komiiriin etki mekanizmasi tam olarak agiklanmamustir. Fakat aktif
komiir kiiltiir ortamini birgok yolla degistirmekte, 6zellikle de hormonlari, vitaminleri,
demiri ve kiltiirdeki yaslanan dokular tarafindan salinan fenolik bilesikleri adsorbe
etmektedir (Alpsoy, 1999). Weatherhead ve ark. (1978), tiitiin anter kiiltiirii
calismalarinda aktif komiiriin, besin ortaminin otoklavda sterilizasyonu sirasinda
sakkaroz tarafindan ac¢iga c¢ikarilan 5-hydroxymethylfurfural (HMF) maddesini
tuttugunu; ancak bu engelleyici maddelerin yaninda naftalin asetik asit veya bazi
sitokininlerin de aktif komiir tarafindan adsorbe edilebilecegini ifade etmektedirler.
Fridborg ve ark. (1978), aktif komiiriin fenolik bilesikleri absorbe ederek sogan ve
maydanozda somatik dokulardan embriyogenesisi artirdigini bildirmektedirler. Heberle-
Bors (1980), selat gibi bazi o6nemli bilesiklerin de aktif komiir tarafindan
tutulabilecegine dikkat ¢cekmektedir. Aktif komiiriin anter kiiltiiriindeki olumlu etkisinin
bir nedeninin de anter duvarindaki fenolik bilesiklerin tutulmasi oldugu ifade

edilmektedir (Genouesi ve Collins, 1982).

Johansson ve ark. (1982), aktif komiiriin yalnizca anterlerdeki kahverengilesmeyle
birlikte ortaya ¢ikan toksik maddeleri degil, ayn1 zamanda embriyogenesisi engelleyen
absisik asidi de adsorbe edebilecegini rapor etmislerdir. Ortama aktif karbon ilave
edilmesi durumunda absisik asitin etkisinin goriilmesi i¢in 10-40 mg I arasinda absisik
asit kullanilmas1 gerektigi, fakat bu degerin genotipe ve ugulama siiresine bagli oldugu
bildirilmektedir (Capuana ve Debergh, 1997; Pullman ve ark., 2005). Yapilan bazi
calismalarda absisik asidin etkisinin ortaya ¢ikabilmesi igin osmotik ayarlayici olarak
PEG (polietilen glikol) ile birlikte kullanilmas1 gerektigi rapor edilmektedir (Robichoud
ve ark., 2004).

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2002), besin ortamina katilan aktif komiiriin, anterlerdeki
igsel absisik asit miktar1 lizerine etkilerini inceledikleri ¢alismada; % 0.1, % 1 ve % 2
aktif komiiriin, patlican anterlerindeki absisik asit miktarin1 azaltirken, embriyogenesise
olumlu etki yapmadigini ve embriyolarin sadece kontrol ortamlarindan elde edildigini
rapor etmektedirler. Ayrica, anterlerdeki absisik asit miktarinin az veya ¢ok olmasinin

anter kiiltiiriindeki basar1 ilizerinde tek basina etkili bir faktor olmadigi da ifade
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edilmektedir. Aktif komiirlii ortamlarda siirgiin ucu olmayan tiiylii kdk olusumlarinin
ortaya ciktigim1 belirten arastiricilar, aktif komiiriin zararli maddelerin yani sira
ortamdaki bliylime diizenleyicilerini de adsorbe edebilecegine ve embriyo olusumu i¢in

yeni kombinasyonlar denemek gerekebilecegine dikkat ¢ekmektedirler.

Bajaj, 1983’e gore aktif komiir anter basina embriyo ve bitki sayisini arttirir ve haploid
bitkilerin rejenerasyonunu hizlandirir. Karakullukgu, 1991°e gore ise aktif komiirli

ortamdaki anterler kararip canliligin yitirir ve embriyo olusumu olumsuz etkilenir.

Anagnostakis (1974), tiitiinde yaptigi anter kiiltiirii ¢alismasinda besin ortamina % 1
oraninda aktif komiir katildiginda haploid embriyo olusum oraninin % 15’ten % 48’e

yiikseldigini rapor etmektedir.

Késali (2000), elmada aktif komiiriin androgenesis tizerine etkilerini belirlemek iizere
yaptig1 calismasinda, aktif komiiriin % 0.1, % 0.15, % 0.3 liik konsantrasyonlar: ile
yaptig1 calismanin sonucunda elde edilen 2 embriyoidden birinin aktif komiirsiiz
ortamda, digerinin de % 0.1 dozunda elde edildigi, bununla birlikte % 0.3 gibi nispeten
daha yiiksek dozda ise embriyoid olusmadig1 ve kallus olusturan anter oraninin diisiik

oldugunu aciklamaktadir.

Morrison ve ark. (1986), biberde yaptiklari anter kiiltiiri ¢alismasinda % 2 oraninda
aktif komiir katilan ¢ift fazli ortamda ¢ok yiiksek embriyo olusum orani elde etmislerdir.
Powell ve Uhrig (1987), hem anter duvarindaki engelleyici maddelerin aktif komiir
tarafindan absorbe edildigi, hem de serbest hale gecen mikrosporlarin sivi ortamda

rahatlikla embriyoya dontisebildiklerini ileri stirmektedirler.

Vagera ve Havranek (1985), biber anterlerini farkli ortamlarda kiiltiire aldiklari
calismada, ortamlara katilan % 1 aktif komiiriin embriyo oranini artirdigini tespit
etmislerdir. Arastiricilar ortamdaki aktif komdiiriin, kiiltirdeki canlilifi uzun siire
korudugunu ve bu ortamlarda aylar sonra bile yeni embriyolarin olusmasini sagladigini

bildirmislerdir.

Chunling (1992), aktif komiir katkili MS ortaminda kiiltiire alinan biber anterlerinde %
20.21 oraninda embriyo olusumu saglandigini, embriyolardan tam bitki olusum oranini

ise % 48.15 olarak belirledigini bildirmektedir.
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Alremi ve ark. (2014), MS besin ortamina % 0.25 oraninda ilave edilen aktif komiiriin,

embriyo olusumunu genotipe bagl olarak artirict yonde bir etki yaptigi

bildirmektedirler.

2.5.5. Vitaminler

Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik rol oynarlar. Hiicre kiiltiirlerinde en 6nemli
en 6nemli vitamin thiamine (B1)’dir. Nikotinik asit (B3, niasin) ve pyridoxine (Bg) hiicre
kiiltliri calismalarinda kullanilan diger 6nemli vitaminlerdir. Myo-inositol ve d-biotin
(H)’de hiicre kiiltiiriinde 6ncelikli vitaminler icerisinde degerlendirilmektedir. Bunlarin
disinda d-pantotenik asit (B5), askorbik asit ( C ), a-tokoferol ( E ), folik asit (M),
retinol ( A ), riboflamin (B2) ve kolekalsiferol (D3) vitaminleri zaman zaman 6zel
uygulamalarda besin ortamlarina ilave edilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2000; Smith,

2013)

2.6. Anter Kiiltiirii Caliymalarinda Kiiltiir Kosullar

Anter kiiltiirii calismalarinda ¢ogu anterler besin ortamina alindiktan sonra kiiltiiriin ilk
giinlerinde 25+5 °C araliginda tutuldugu goriilmektedir. Anter kiiltiiriinde inkiibasyon
siiresi genellikle 7-8 giin uygulanmaktadir. Daha sonraki giinlerde farkli gilinliik
1siklanma stirelerinde bekletilen anterler embriyo olusturduktan sonra, rejenere olan
bitkicikler daha yiiksek (3000-10000 lux) 1s1k yogunluguna sahip ortamlara

aktarilmaktadir.

Tiitiin gibi anter kiiltiiriine son derece olumlu yanit veren bitkilerde 24-28 OC sicaklikta
ve fotoperiyodik bir diizende aydinlatilan bir iklim dolabinda yapilan inkiibasyon yeterli
olurken; patlican, biber, lahana grubu sebzelerde kiiltiiriin ilk gilinlerinde yiiksek sicaklik

soklarina gereksinim duyulabilmektedir.

Karakulluk¢u ve Abak (1992), anterlere kiiltlir 6ncesi veya kiiltiire alindiktan sonraki ilk
giinlerde uygulanan 25, 30 ve 35 °C gibi yiiksek sicaklik soklariin da anter kiiltiiriinde
elde edilecek basariyr etkileyen faktorler arasinda oldugunu ve galisma sonucunda
kullanilan tim cesitlerde sicaklik derecesi ve siiresi arttikga anterlerin siskinlesme

oraninin da arttigin1 saptamislardir.
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Biberde anter kiiltiirii caligmalarinda kiiltiir kosullar olarak adlandirilan, fotoperyot, 151k
intensitesi ve ortam sicakligi konusunda standart bir uygulama onerilmemektedir.
Ayrica bu kosullarin anter kiiltiiriinde basar1 tizerine etkileri ile ilgili detayli bir ¢calisma
da yapilmamistir. Anter kiiltiirli izerinde c¢aligsan arastiricilar kendilerine gére en uygun
bulduklar1 kosullar1 kullanmaktadirlar. Bu durumda da farkli kosullar karsimiza
cikmaktadir. Nitekim biberde anter kiiltiirii {izerinde ¢alismalar yiiriiten arastiricilardan
Barroso ve ark. (2015), 151k intensitesini 90 umol/mz-s, Ozkum ve Tipirdamaz (2010),
50 pmol/m?'s ve Supena ve ark. (2006), ise 25 °C sicaklik 12 saat 1siklanma siiresi ve
25-30 umol/mz's 151k intensitesini  kullanmiglardir. Benzer c¢aligmalar yiiriiten
arastiricilardan Ercan ve ark. (2006), kiiltiir ortaminda 25 °C sicaklik, 16/8 saat
karanlik-aydinlik ve 3000 lux-isik intensitesini, Biiylikalaca ve ark. (2004), anterleri 2
giin boyunca karanlikta 35 °C’de beklettikten sonra 28 °C sicaklik, 16/8 saat
giindiiz/gece ve 15 pmol/m?s 1sik intensitesini, Rodeva ve ark. (2013), 26 °C + 1°C
sicaklik, 4000 lux 1s1k intensitesi ve 16/8 saat giindiiz/gece fotoperyot kosullarini,
Shrestha ve Kang (2009) ise kiiltiir kosullarinda 25 °C sicaklik, 16 saat fotoperyot ve 20
umol/m?'s 1s1k intensitesini tercih etmislerdir. Zhou ve ark. (2008), zencefil bitkisinde
yaptiklar1 anter kiltiirii ¢alismasinda 151k intensitesini 60 umol/mz-s’den 120
umol/mz-s’ye yiikselttiklerinde bitkicik olusumunun da arttigini, ancak 151k intensitesini
180  pmol/ m?s ye  yiikselttiklerinde ~ bitkicik  olusumunun  engellendigini
belirtmektedirler. Yiiritillen calismalara bakildiginda inkiibasyon uygulamasindan
sonraki kiiltiir kosullarinda o6zellikle 1s1k intensitesi konusunda kesinlesmis bir

uygulamaya rastlanmamaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma 2014-2016 yillar1 arasinda Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii Arastirma ve Uygulama alaninda ve Doku Kiiltiiri

Laboratuarinda ytriitilmiistiir.

3.1.1. Calismada Kullanilan Genotipler ve Ozellikleri

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak Belissa F1 (Kapya), Solen F1 (Tatli sivri), Bafra F1
(Act sivri), Ergenekon F1 (Dolmalik) ve Istek F1 (Ug burun) biber cesitleri ve bu
cesitlerin F, popiilasyonlar1 kullanilmistir. Denemede kullanilan genotiplerden Belissa
F1 Antalya’da diger F; genotipler ise Tokat’ta tarafimizca kendilenerek F, bitkiler elde

edilmistir. Calismada kullanilan genotiplerin bitkisel 6zellikleri asagida verilmistir.

Belissa F1: Uzun, giiglii bitkilere ve kapya tip meyve yapisina sahip olup, yiiksek soguk
performansi ve yiiksek meyve tutumu vardir. Meyveler uzun, diiz ve kirmizi renkte
olup, yesil ve kirmizi meyve hasatina uygundur. Erkenci ve yiiksek verimlidir.
Catlamaya ve c¢icek burnu ciriikliigiine yiiksek toleranshidir. Her donemde yiiksek

meyve kalitesi ve uzun raf dmriine sahiptir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Belissa F1 biber bitkisi ve meyvesi
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Solen Fi: Giiclii bitki ve kok yapisina sahiptir. Parlak renkli, tatl sivri tip meyve
yapisina sahip olup, yiiksek adaptasyon yetenegi vardir. Yan dal meyve tutumu yiiksek,

verimli, uzun meyveli, aromatik, lezzetli ve raf dmrii uzundur (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Solen F1 biber bitkisi ve meyvesi

Ergenekon Fi: Bitki yapist ve kok yapisi ¢ok giiglii, adaptasyon yetenegi oldukga
yiiksek bir gesittir. Meyve baglama orani ve yan dal meyve tutum orani yiiksektir.
Dolma tip meyve yapisina sahip, meyve sekli homojen, dort loplu sekle sahiptir.
Meyve eti orta derecede kalinliga sahiptir. Meyveler koyu yesil ve parlak bir yapisi

goriintimliidiir (Sekil 3.3.).

. Y

Sekil 3.3. Ergenekon F1 biber bitkisi ve meyvesi
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Bafra F1: Giiglii bitki yapisina sahiptir. Cok erkenci ve yiiksek verimlidir. Sicaga ve
kurakliga dayanikhidir. Aci, parlak koyu yesil ve kaliteli act sivri tip meyve yapisina
sahiptir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Bafra F1 biber bitkisi ve meyvesi

Istek F1: Giiclii bitki yapisina sahiptir. Cok erkenci ve yiiksek verimlidir. Meyve yapisi

uzun dolma biber yapisina sahip olup meyve rengi yesil, meyve eti incedir (Sekil 3.5.).

‘ -
Sekil 3.5. Istek F1 biber bitkisi ve meyvesi
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3.1.2. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Ekipmanlar

Doku kiiltiirii laboratuvari: Dezenfeksiyon, stres ve inkiibasyon uygulamalari, ortam

hazirlama ve anterlerin kiiltiire alinmas1 ve regenerasyon gibi ¢aligmalar Bahce Bitkileri

Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.6.)

Sekil 3.6. Doku Kiiltiirti laboratuvarinin genel goriintimii

Biiyiitme odasi: Anterlerin inkiibasyon evrelerini tamamlamalarindan dis kosullara
alistirilincaya kadarki donemi gegirmeleri igin sicaklik, 151k ve nem kontrollii biiyiitme
odast kullanilmigtir. Bilyiitme odasinda krom nikel malzemeden imal edilmis raflar

bulunmaktadir. Bu raflarin aydinlatilmas: LED lambalarla yapilmaktadir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Biiylitme odas1 raflarinin goriiniimii

30



Flow kabin: Steril ortam ¢aligsmalarimin yiiriitiilmesi igin Telstar Bio II A marka vertikal
flow kabin kullanilmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Flow kabinin goriiniimii

Biiyiitme dolab: (growth chamber): Anterleri 9 °C’de bekletmede sicaklik, nem ve 151k

kontroliinii saglayan, 600 litre hacimli Niive Test Kabini kullanilmistir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Biiyiitme dolab1 (growth chamber) gériiniimii
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Otoklav: Calisma sirasinda kullanilan malzemelerin (Besiyeri, erlenmayer, tiip, pens,
biistiiri vs. ) dezenfeksiyonunda nemli hava (basingla) sterilizasyonu saglayan ALP CL-
3258 L marka 54 It kapasiteli otoklav kullanilmistir (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. Otoklavin goriiniimii

Inkiibator: Anterleri 35 °C’de karanlik kosullarda bekletmede Memmert 'IPP 400'
inkiibator kullanilmistir (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. Inkiibatdriin gdriiniimii
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Mikroskop, isitmali manyetik karistirict ve pH metre: Anter boyama islemi igin

mikroskop, besin ortamlar1 hazirlarken gerekli kimyasal maddelerin belirli bir sicaklik
ve devirde manyetik alan etkisiyle karigtirllmasini saglayan karistirict cihaz ve

ortamlarin pH’sin1 ayarlamak i¢in pH metre kullanilmigtir (Sekil 3.12.).

Sekil 3.12. Mikroskop, 1sitmali manyetik karistirici ve pH metrenin goriiniimii

Petri: Anter dikiminde tek kullanimlik 6¢cmlik steril plastik petriler kullanilmistir (Sekil
3.13)).

Sekil 3.13. Tek kullanimlik steril petri kaplarmin goriiniimii
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Tiil sera ve ozellikleri: Dondr bitkilerin yetistirilmesi, daha sonrasinda elde edilen

haploid bitkilerin dis kosullara alistirilmasi ve biiyiitiilmesi, kolhisin uygulamalari,
kromozom katlamasi yapilan bitkilerin biiyiitiilmesi, kendilenmesi ve tohum hasadi 400
m? yiizey alana sahip topraksiz yetistiricilige uygun tiil serada yapilmustir. Ortii
materyali olarak 50 mesh bocek tiilii kullanilmistir. Ayrica gatt kisminda bocek tiiliiniin

tizerine % 30 golge etkisine sahip yesil golge tiilii ortilmiistiir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Tiil seranin dis ve i¢ goriiniimii

Polikarbon sera: Denemede elde edilen dihaploid hatlarin morfolojik &zelliklerinin

belirlenmesinde polikarbon ortiilii sera kullanilmistir. Yanlar1 polikarbon, cati PE
plastik ile ortiilii, gélgeleme, havalandirma, hava sirkiilasyonu gibi kismi otomasyona

sahiptir. Giibreleme ve sulama sistemi otomasyonla kontrol edilmektedir. (3.15.).
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Sekil 3.15. Yar1 otomatik polikarbon seranin goriiniimii

3.2. Yontem
3.2.1. Donoér Bitkilerin Yetistirilmesi

Dondr bitkilerin tohumlar1 14 Nisan 2014 tarihinde steril torf ortamma ekilmistir.
Fideler 19 Mayis 2014 tarihinde 100*10*15cm ebatlarinda 4 g6zlii hazir hindistan
cevizi lifi bloklarina her torbada dort bitki olacak sekilde dikilmislerdir. Her genotip
igin 2 torba kullanilmistir. Donér bitkiler tiil serada yetistirilmistir (Sekil 3.16.).

Sekil 3.16. Dondr bitkilerin yetistirilmesinin goriiniimii
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Bitkilerin sulanmasi ve giibrelenmesi fertigasyon yontemine gore yapilmistir. Deneme
stiresince modifiye edilmis Hoagland besin ¢6zeltisi soliisyonu kullanilmistir (Hoagland

ve Arnon 1950). Hoagland besin ¢6zeltisinin igerigi Cizelge.3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.Hoagland besin ¢o6zeltisi igerigi

Giibre Kaynagi mg |
Amonyum nitrat 210
MAP-Fosforik asit 31
Potasyum nitrat ve Potasyum Stilfat 234
Magnezyum nitrat ve Magnezyum siilfat 48
Kalsiyum nitrat 200
Siilfath giibrelerden gelen kiikiirt 64
Fe-EDTA 2,5
Mangan siilfat 0,5
Borik asit 0,5
Bakar sulfat 0,02
Cinko siilfat 0.05
Amonyum molibdat 0,01

Bitkiler diizenli sekilde budanarak vegetatif-generatif denge saglanmis ve diizenli
sekilde yeni cicek tomurcugu olusumu tesvik edilmistir (Sekil 3.17.). Donor bitkilerde
stres olusumunu 6nlemek maksadiyla hastalik ve zararlilara kargt miimkiin oldugunca
ilagh miicadeleden kacinilmis, sar1 ve mavi yapigkan tuzaklarin ve bdcek tiili
kullanilmasi, oransal nemin diizenli kontrol edilmesi gibi kiiltiirel tedbirler
uygulanmistir. Fide dikiminden sonra bitkilerde dallanma noktasina kadar budama

yapilmis, olusan tomurcuklar kopartilmistir.
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Sekil 3.17. Bitkilerde budama ve ¢i¢ek tomurcugu hasadinin goériintimii

3.2.2. Mikrospor Gelisim Asamalarinin Belirlenmesi

Genotipler arasinda farkliliklarin olma ihtimaline kars1 anterlerin gelisme asamalarini
belirleyebilmek amaciyla, tomurcuklar 6nce kendi aralarinda morfolojik 6zelliklerine

gore gruplandirilmistir (Sekil 3.18.).

Sekil 3.18. Biber tomurcuklarinin ve ait olduklar1 anterlerin gelisme asamalari
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Morfolojik olarak belirlenen gruplardan alinan anterlerde mikrospor gelisim
asamalarinin kontrol edilmesi i¢in ezme preparat hazirlanarak hizli ve pratik boyama
yontemi olan asetokarmin boyama yontemi kullanilmigtir. Elgi (1982)’ye gore
hazirlanan preparat i¢in; 55 ml saf su igerisine 45 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek
kaynatilmis ve sonra bu karigima 1g karmin ecklenmis ve filtre edilerek boya
hazirlanmustir. Ik 6nce anterler bir lam iizerine konarak pens yardimiyla mikrosporlar
serbest hale getirilmis ve % 1°lik asetokarminden bir damla asetokarmin boya
damlatilarak karigtirllmistir. Daha sonra lamel kapatildiktan sonra preparatin iizerine bir
kurutma kagidi konarak bastirilmis ve hafif ezilmeleri saglandiktan sonra 3-4 kez
kaynatilmadan ispirto ocaginda isitilmistir. Boyama isleminden sonra Nikon Eclipse
E600 40x100 biiyilitmeli mikroskop kullanilarak gelisim evreleri belirlenmistir (Sekil
3.19.).

Sekil 3.19. Mikrosporlarda boyama agamasindan gériiniim

Uygun anter ve mikrospor evresini belirlemek i¢in tomurcuk biiylikliigii, anter
renklenmesi ve mikrospor ¢ekirdek boliinme asamalari birlikte degerlendirilmistir. Sekil
3.20’de uygun tomurcuk biiyiikliigii, anter renklenmesi ve ¢ekirdek boliinme asamalari
incelendiginde en uygun agamanin B2 numarali asama oldugu kanaatine varilmis ve bu

asamadaki anterler kiiltiire alinmistir.
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B3 B4

Sekil 3.20. A) Bitki iizerinde ¢igek tomurcuklarimin goriinimii B)Farkli biiytikliikte
gruplandirilmis biber tomurcuklari ve anterleri B1) 2.0-4.0 mm iriliginde
tomurcuklardan alinan anterlerde mikrospor hiicresi B2) 4.0- 5.0 mm arasindaki
tomurcuklarda mikrospor hiicresi B3) 5.0-7.0 mm arasindaki tomurcuklarda
mikrospor hiicresi B4)7.0-9.0 mm arasindaki tomurcuklarda mikrospor hiicresi
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Daha 6nce yapilan calismalarda biber ¢igek tomurcuklarinda, ¢anak yaprak ve tag
yaprak boylarinin esit oldugu veya tac¢ yapraklarin ¢anak yapraklardan biraz daha uzun
oldugu, anterlerin yaklasik yar1 boyuna kadar antosiyan olusumunun goriildiigli gelisme
asamasinda mikrosporlarin 1. mitoz asamasinda oldugu ve bu devre tek cekirdekli
mikrospor gelismesinin son evresi ile birinci polen mitozunun baslangig evresini
kapsadig1 belirtilmektedir (Reinert ve Bajaj, 1977; Karakulluk¢u, 1991; Karakullukcu
ve Abak, 1992; Chunling, 1992; Comlekc¢ioglu ve ark., 1999, 2001; Biiytikalaca ve ark.,
2004; Taskin ve ark., 2011, Ata, 2011). Literatiir bilgileri de dikkate alinarak
tomurcuklar korolla yapraklarmin kaliksten hafifce uzun olduklar1 donemde hasat
edilmistir. Anterlerin yesilden menekse rengine doniismeye basladigi evre (yaklasik
%25’lik kism1 menekse rengi olusturmus evre) anter hasadi i¢in baz alinmistir. Bu
asamada sitolojik calismamizda da teyit edilmistir. Haziran ayinin ortalarindan itibaren
ciceklenmeye baslayan bitkilerden anter kiiltiirii i¢in 1. mitoz bolinmenin bagladigi,
yani mikrosporlarin tek g¢ekirdekli asamanin sonunda veya iki ¢ekirdekli asamanin
basinda oldugu uygun sathadaki ¢igek tomurcuklari her giin sabah saat 07:00-09:00

saatleri arasinda toplanmaistir.

3.2.3. Cicek Tomurcuklarina Stres Uygulanmasi

Anter kiiltlirii icin uygun asamaya gelen ¢icek tomurcuklart sabah erken saatlerde
toplanmis ve zaman kaybetmeden +4 °C sicaklia ayarlanmis buzdolabima aktarilmistir.
Buzdolabinda karanlik kosullarda 24 ve 48 saat bekletilen tomurcuklar dezenfeksiyon

i¢in steril ortama aktarilmis ve zaman kaybetmeden yiizey sterilizasyonuna baglanmistir.

3.2.4. Cicek Tomurcuklarmn Sterilizasyonu

Polen embriyogenesisi igin en uygun mikrospor gelisme donemine sahip olan anterleri
iceren cicek tomurcuklari; yaklagik 1 dakika ¢cesme suyundan gegirildikten sonra %
70’lik alkolde 1 dakika bekletilerek birkag damla Tween-20 eklenmis %20°lik sodyum
hipoklorit ¢o6zeltisi icerisinde 15 dakika siireyle bekletilmistir. Dezenfektan sik
araliklarla calkalanmistir. Cicek tomurcuklar1 steril kabin iginde dezenfektandan
cikarilarak steril saf suda 5 dakika bekletilmistir. Burada 3 kez 5’er dakika steril saf su

ile durulanan tomurcuklarin sterilizasyonu tamamlanmistir (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.21. Ci¢ek tomurcuklariin flow kabinde sterilizasyonu

3.2.5. Ortam ve Ekipman Sterilizasyonu

Ortam sterilizasyonu ig¢in dondr bitkilerin yetistirildigi tiil serada girislerde el
dezenfektan1 ve formaldehitli paspas kullanilarak seraya eller ve ayaklar ile girebilecek
mikroorganizmalara kars1t onlem alinmistir. Flow kabinde calismaya baslamadan once
UV (Ultraviyole) 15181 ¢alistirilarak kabin 30 dakika boyunca steril edilmistir. Ayrica
flow kabinin bulundugu oda anter dikimine baglamadan 6nce 20 dakika siireyle odasinin
tavaninda bulunan UV lamba ile sterilize edilmistir. Laboratuarda g¢aligildig1 siirelerde
zemin ¢amagsir suyu ile sik sik temizlenmis, galos, eldiven ve steril terlik giyilerek
laboratuar alaninda aseptik kosullar saglanmigtir. Besin ortamlar1 15 dakika siireyle
121°C’de 1.1 atm basing altinda otoklavda sterilize edilmistir. Besin ortamlarmnin

agizlan kapakli sise icerisinde otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Calisma sirasinda izolasyon ve dikim aletleri (pens, bistiiri, kurutma kagidi, cam petri,
beher... gibi) sik sik 6nce %96’k etil alkole batirilarak ve hemen ardindan Bunsenbeki
alevine tutularak sterilize edilmistir. Ayrica dikim islemi sirasinda da steril kabin

igerisine sik sik %70’lik etil alkol spreylenmistir (Sekil 3.22.)
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Sekil 3.22. Flow kabinde sterilizasyon asamasindan bir goriiniim

3.2.6. Besin Ortamlarimin Bilesimi ve Hazirlanmasi
Calismada 2 farkli temel besin ortami kullanilmistir. Bunlar;

1.DDV_Ortami: Dumas de Vaulx ve ark. (1981), tarafindan Onerilen protokoliin

modifiye edilmis sekli DDV olarak bilinen besin ortami kullanilmistir. C ortaminda
vitamin Bio’nin 3 farkli dozu (Kontrol, 0.03 mg I, 0.05 mg I"") uygulanmistir. DDV

ortaminin kimyasal bilesimi Cizelge 3.2.’de verilmistir.

2.Cift Faz Ortam: Dolcet- Sanjuan ve ark. (1997), tarafindan 6nerilen ¢ift fazli (gift kat
ortam, Double Layer, DL) ortamdir. Birinci kat kat1 ortam Nitsch ortamina (Nitsch and
Nitsch, 1969) 20 g I maltoz ilave edilmistir. Cift fazli ortamda 3 farkli aktif komiir
dozu (Kontrol, % 0.10, % 0.20) ilave edilmistir. Cift fazli ortamin kati kismina
katilastirict agar kullanilmistir. Cift fazli ortamin kimyasal bilesimi Cizelge 3.3.’de

verilmisgtir.
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Cizelge 3.2. Denemede kullanilan DDV ortaminin modifiye edilmis seklinin protokolii
(Dumas de Vaulx ve ark., 1981)

C R \%
Kimyasal Maddeler Kimyasalin Ortamm  Ortamm  Ortamm
Kaynagit ~ (mgl)  (mgl)  (mgl)
Makro elementler

KNO3 Merck 2150 2150 1900
NH;NO3 Merck 1238 1238 1650
MgSQq, 7H,0 Merck 412 412 370
CaCly, 2H,0 Merck 313 313 440
KH,PO4 Merck 142 142 170
Ca(N03)2, 4H,0 Merck 50 50 0
NaH,PO4, H,O Merck 38 38 0
(NH4)2804 Merck 34 34 0
KCI Merck 7 7 0
Mikro elementler

MnSQ,, H,O Merck 22,13 22,13 22,13
ZnSQy4, 7TH,O Merck 3,625 3,625 3,625
HsBO3 Merck 3,150 3,150 3,150
Kl Merck 0,695 0,695 0,695
Na,MoQ;, 2H,0 Merck 0,188 0,188 0,188
CuS04, 5H,0 Prolabo 0,016 0,016 0,016
CoCl,, 6H,0 Prolabo 0,016 0,016 0,016
Fe-EDTA

Na,EDTA Sigma 18,65 18,65 37,30
FeSO,, 7H,0 Prolabo 13,90 13,90 27,80
Vitaminler ve Aminoasitler

Pyridoxin HCL Sigma 5,500 5,500 1,0
Nicotinic acid Sigma 0,700 0,700 1,0
Thiamine HCL Sigma 0,600 0,600 1,0
Calcium panthotenate 0,500 0,500 1,0
Glycin Sigma 0.100 0.100 0,1
Biotine Sigma 0,005 0,005 0,01
Mio-inositol Sigma 50,300 50,300 100
Vitamin B, Sigma *

Karbonhidratlar

Sucrose Merck 30000 30000 30000
Biiyiimeyi diizenleyiciler

Kinetin Merck 0,01 0,1

2,4-D Merck 0,01

Ilaveler

Bacto-agar Merck 8000

Agar-agar Merck 8000 8000
pH 5,9 5,9 5,9

*: Vitamin By, dozlar1 yontemde belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. Denemede kullanilan ¢ift fazli ortam protokolii (Dolcet- Sanjuan ve ark.,
1997)

© C R \%
Kimyasal Maddeler Kimyasalin  Ortamm Ortam Ortamn  Ortamm
Kaynagi Kati Sivi

(mg I) (mg 1) (mgl) (mgl)

Makro elementler

KNO3 Merck 950 950 950 1900
NH;NO; Merck 720 720 825 1650
MgSO,, 7H,0 Merck 285 285 285 370
CaCl,, 2H,0 Merck 219,9 219,9 220 440
KH2PO, Merck 68 68 85 170
Mikro elementler

MnSO,, H,O Merck 25 25 11,15 22,3
ZnSQy, 7H,0 Merck 10 10 4,3 8,6
H3;BO; Merck 10 10 3,1 6,2
Kl Merck 0 0 0,415 0,83
Na,Mo0Q,, 2H,0 Merck 0,250 0,250 0,125 0,250
CuS04, 5H,0 Prolab 0,025 0,025 0,0125 0,025
CoCl,, 6H,0 Merck 0,025 0,025 0,0125 0,025
Demir Selatlar

Na,EDTA Sigma 37,26 37,26 18,63 37,26
FeSOy, 7H,0 Prolab. 27,8 27,8 13,9 27,8
Vitaminler ve amino asitler

Folic Acid Duchefa 0,5 0,5 0 0
Pyridoxin HCL Sigma 0,5 0,5 0,25 5,5
Nicotinic Acid Sigma 5 5 0,25 0,7
Thiamine HCL Sigma 0,5 0,5 0,1 0,6
Calcium panthotenate Merck 0 0 0 0,5
Glycin Sigma 2 2 1 0
Biotine Sigma 0.05 0.05 0 0,005
Mio-inositol Sigma 100 100 50 50
Bilyiimeyi Diizenleyiciler

IAA Sigma 0 0,88 0 0
BAP Sigma 0 0 0,022 0
Zeatin Sigma 0 0,55 0 0
Karbonhidratlar

Sucrose Merck 0 0 20000 45000
Maltos Sigma 20000 20000 0 0
laveler

Activated Charcoal Duchefa *

Plant Agar Duchefa 6000 0 6000 0
Agar-agar Merck 0 0 0 8000
pH 5,8 5,8 5,8 59

*: Kat1 ortama ilave edilecek aktif komiir miktarlar1 yontem icinde belirtilmistir.
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Calismanin timiinde besin ortamlarmin pH seviyeleri otoklavlanmadan once
ayarlanmig, ardindan ortamlar 15 dakika siireyle 121°C’de 1.1 atm basing altinda
otoklavda sterilize edilmistir. Agizlar1 aliminyum folyo ile kapatilmis erlenmayerler
igersinde otoklavlanan besin ortamlari, sterilizasyon isleminden sonra kabin igerisinde
aseptik kosullarda, her petri kabina 10 ml besin ortami diisecek sekilde pipet yardimi ile
doldurulmustur. Cift fazli ortam doldurulurken kat1 ortam 7 ml sivi ortam 3 ml olacak

sekilde 10 ml besin ortami petrilere doldurulmustur.

3.2.7. Anterlerin Cikartilmasi ve Besin Ortamlarina Ekilmesi

Anterler, ¢igek tomurcuklart igerisinden Steril bistiiri ve kivrik uglu bir pens yardimiyla
cikarilmigtir. Anterler tomurcuktan ¢ikarildiktan sonra bekletilmeden besin ortami
lizerine, dorsal ylizeyi ortamla temas edecek bigimde ve ortama batirilmaksizin
yerlestirilmistir. Anter dikiminde tek kullaniomlik 6 cmlik steril plastik petriler
kullanilmistir ve her petriye 6 anter gelecek sekilde dikim yapilmistir. Her uygulama
icin 5 petri ve toplamda 30 anter atilmistir. Boylece her genotip i¢in 1080 anter
kullanilmistir. Dikim islemi tamamlandiktan sonra petri kutularinin kenarlari ince

plastik stre¢ film geritlerle kapatilarak dis atmosferle iliskileri kesilmistir (Sekil 3.23.).

Sekil 3.23. Anterlerin ¢igek tomurcuklarindan ¢ikarilmasi ve besin ortamina ekimi
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3.2.8. Cimlendirme Calismalari
Calismada 3 farkli 6n uygulama ve 2 farkli inkiibasyon uygulamasi yapilmistir. Bunlar;

1. Cig¢ek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten sonra anterler bekletilmeden C
ortamma aktarilmis, sonra anterler 9 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi
tutulmustur.

2. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten sonra anterler bekletilmeden C
ortamma aktarilmis, sonra anterler 35 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi
tutulmustur.

3. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden once 24 saat (lgiin) 4 °C’de
bekletilmistir. Bu tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler
9 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi tutulmustur.

4. Cicek tomurcuklari dezenfekte edilmeden once 24 saat (lgiin) 4 °C’de
bekletilmigtir. Bu tomurcuklardan alman anterler C ortamina aktarildiktan sonra,
anterler 35 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkubasyona tabi tutulmustur.

5. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden once 48 saat (2giin) 4 °C’de
bekletilmistir. Bu tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler
9 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi tutulmustur.

6. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden once 48 saat (2giin) 4 °C’de
bekletilmistir. Bu tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra,

anterler 35 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi tutulmustur (Sekil 3.24.).

Anterler besin ortamina yerlestirildikten sonra 9 °C’de 8 giin ve 35 °C’de 8 giin
karanlik kosullarda bekletilmis ve daha sonra petriler iklimlendirme odasina
aktarilmistir. Anterler iklim odasinda 25 £2 °C sicaklik, 16 saat 3000 lux 1s1k intensitesi

ve 8 saat karanlik kosullarda gelismeye birakilmistir.
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GENOTIP

tomurcuklarina on tomurcuklan tomurcuklari
uygulama yok +4 °C'de 24 saat +4 °C’de 48 saat

~.|.

DDV ORTAMI CIFT FAZLI ORTAM

Kontrol Kontrol
0,03 mg/1 vitamin By, % 0,10 aktif kémiir
0.05 mg/l vitamin B % 0,20 aktif kémiir

N\

[ 9°C’de 8 glmISS °C’de 8 gun

Sekil 3.24. Calismada kullanilan biitiin uygulamalarin sematik goriiniimii

Iklimlendirme odasinda 4 giin bekleyen anterler icinde R ortami1 bulunan 9 cm’lik steril
petrilere aktarilmistir. Her 4 haftada bir anterler yeni bir R ortamina aktarilmistir. R
ortaminda yaklasik 5-6 hafta sonra anterlerin yilizeyinde embriyoidler goriilmiistiir
(Sekil 3.25.). Anterler iizerinde embriyoidler goriiliince bu embriyoidler bistiiri
yardimiyla steril kosullarda izole edilerek V ortamina aktarilmistir. Steril petri kaplarina
10 ml ¢imlendirme ortami konulmus ve izole edilen bu embriyoidler ortama transfer
edilmistir. Embriyoidlerin yerlestirildigi petri kaplar1 kontaminasyonlar1 énlemek icin

stre¢ film ile kapatilip 12 saatlik fotoperiyoda sahip 3000 lux 151k intensitesinde ve 25
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+2 °C sicaklik olan iklim kosullarinda gelismeye birakilmistir. Cimlendirme ortaminda
8-10 giin kaldiktan sonra yaprak olusumlar1 baslayan bitkicikler, 25 mm ¢apinda 100
mm uzunlugundaki cam tiiplere 15 ml V ortami dokiilerek ortama dikilen bitkicikler
sekonder kokleri gelisip 3-4 yaprakli evreye ulagincaya (alistirma biiytikliigii) kadar

iklimlendirme odas1 kosullarinda bekletilmislerdir.

Sekil 3.25. Rejeneresyon ortaminda anterlerin gelismesi

3.2.9. Haploid Bitkilerin Dis Kosullara Ahstirilmasi

Cam tiiplerde embriyoidlerden gelisen kiiclik bitkicikler 3-4 gercek yaprakli doneme
geldiklerinde dis kosullara alistirilmak {izere icinde ' torf + 2 perlit karisimi bulunan
ortamlara dikilmistir (Sekil 3.26.). Dikimi yapilan bitkiler ortam sicakligi 22+2 °C, hava
oransal nemi % 85+5, 151k intensitesi 5000 lux olan ve 12 saat gece 12 saat giindiiz
prensibi ile ¢alisan 600 litre hacimli biiylitme dolabina (growth chamber) konulmustur.
Biiylitme dolabinda 7-10 giin bekleyen bitkiler daha sonra iklimlendirme odasina
aktarilmistir. iklimlendirme odasinin kosullar1 24 +2 °C sicaklik, 3000 lux 151k, %60+£5
hava oransal nemi ve 16/8 giindiiz gece olarak ayarlanmistir. Biiylitme dolabindan
alman bitkicikler 20 giin siireyle iklimlendirme odasinda bekletilmistir. Bu siirede

bitkiciklerde ploidi testleri yapilmustir. Ploidi testinde farkli yontemler kullanilmustir.
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Ploidi testi sonrasinda haploid oldugu belirlenen bitkiler kromozom katlamasina

alinmustir.

Sekil 3.26. Haploid bitkilerin dis kosullara alistirilmast

3.2.10. Ploidi Testleri
Ploidi seviyesinin belirlenmesinde farkli yontemler kullanilmistir. Bunlar;

Fenotipik gdzlemler: Bitkilerde kromozom sayisi arttikga tiim bitki organlarinda

irilesme meydana gelmektedir. Bu nedenle haploid bitkiler diploid bitkiler ile
karsilastirildiginda yapraklar ve ¢igekleri daha kiigiik ve boylar1 daha kisa olmaktadir.
Ayrica polen meydana getiremediklerinden tohum olusturamamaktadir. Bitkilerde
yapilan fenotipik incelemeler sonucunda da haploid bitkilerin diploide gore daha kii¢iik
yaprak ve c¢icek olusturdugu, kiiciik meyveler olustursa bile tohum baglamadigi
goriilmustiir (Sekil 3.27.).
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Sekil 3.27. Elde edilen bitkilerde fenotipik gézlemler

Kromozom saymmlari: Bitkilerin genellikle kok uglarinda yapilan kromozom sayimlari,

giivenirligi en fazla olan yontem oldugundan, saglikli ve giiclii bir gelisme gosteren taze
kok uclarindan alinan Orneklerde kromozom sayimlari yapilmistir. Kromozom

sayiminda kullanilan protokol asagida verilmistir.

Bitki kok uclarindan kromozom sayimi icin preparat hazirlanmasi: Sabah saat 9-10

saatleri arasinda bitkinin aktif biiylimekte olan 1-2 cm uzunlugundaki kokleri (besin
ortamindan ¢iktiktan sonra kokleri budanip kiigiik saksilara aktarildiktan sonra yeni kok
olusturan bitkilerden alinan) ince wuglu makasla kesilip i¢inde doymus a-
monobromonaftalin ¢ozeltisi (100 ml musluk suyuna 2-3 damla o—monobromonaftalin
ekleyip calkalanarak hazirlanan) bulunan kiiciik tiiplere yerlestirildi. Oda sicakliginda 4
saat bekletildi. a—monobromonaftalin ile muamele edilen kokler 3 kez saf su ile
yikandiktan sonra, tliplere glasiyel asetik asit eklendi ve bu asitte kokler oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Tiplerin i¢indeki glasiyel asetik asit bosaltildi ve
kokler li¢ kez saf su ile yikandi. Glasiyel asetik asitten saf su ile temizlenen koklerin
bulundugu tiiplere 1IN HCL asit (8,4 ml % 36’lik HCL + 91,6 ml saf su) ilave edildi.
Tiplerin agz1 kapatildi ve 60 0C’ye 1sitilmis su banyosuna yerlestirildi. Su banyosunda
tipler 10-12 dakika bekletildi. HCL muamelesinden sonra kokler 3 kez saf su ile
yikandi. Koklerin bulundugu tiiplere Feulgen boyasi ilave edildi. Agz1 kapatildi ve
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karanlikta 2 saat bekletildi. U¢ kisimlari pembe renk ile boyanmis olan kok uglarinin
bulundugu tiiplerden boya bosaltildi1 ve igerisine musluk suyu ilave edildi. 10-15 dakika
bekletildi.

Bir pens yardimiyla u¢ kismi pembe renkli boyanmis kdk ucu alindi ve iizerine bir
damla asetokarmin damlatilmig lam {izerine yerlestirildi. Bir jilet ile kokiin yalnizca
pembe boyanin 3-4mm’lik kismi lam {izerinde birakildi. Geriye kalan kismi lam
tizerinden temizlendi. Lam tizerindeki kok pargasi jilet ile kiigiik parcalara ayrildi. Lam
tizerine lamel kapatildi ve lamelin bir kenarindan tutularak bir kursun kalemin arka
kismu1 ile lamel iizerine hafif hafif vuruldu ve boylece kdk pargalari iyice ezildi. Lam bir
kurutma kagidi arasina konuldu ve sag bagparmak ile lamelin bulundugu kisma hafifce

bastirildi. Preparat incelemeye hazir hale getirildi.

Feulgen boyasi hazirlanmasi: 0.5 g fuksin bazik tartildi. Igerisine 100ml saf su bulunan

beher 1siticida 1s1tildi ve su kaynarken iizerine fuksin bazik eklendi. Sonra beher soguk
bir karistiriciya alindi ve tekrar karstirildi. Cozeltinin sicakligi 50°C’ye diistiigiinde
tizerine 10 ml IN HCL ilave edildi. Cozelti filitre kagidi ile koyu renkli 150 mI’lik bir
sise icerisine siiziildii. Cozeltiye 1 g potasyum metabisiilfit ilave edildi ve sisenin kapagi
sikica kapatilarak sise buzdolabinda 24 saat bekletildi. Visnegiiriigii rengini alan
boyanin rengi 1 giin sonunda agik cay rengini almis oldu. Boya filtreden gegirildi ve su

gibi seffaf rengi almis oldu.

Asetokarmin boyasi hazirlama: 45 ml glasiyel asetik asit ile 55 ml saf su karistirilarak

% 45°1ik asetik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti bir 1sitictya yerlestirildi ve kaynatildi.
Kaynayan ¢ozeltiye 1 g karmin eklendi. Cozelti iyice karistirildi. Cozeltinin bulundugu
kap soguk bir karistirictya alind1 ve ¢ozelti sicakligi oda sicakligina gelinceye kadar
karistirilldi. Cozelti koyu renkli bir siseye bosaltildi ve sise buzdolabina yerlestirildi.12

saat sonra ¢ozelti filtreden geg¢irildi ve kullanima hazir hale getirildi.

Flow sitometri yontemi: Kromozom Sayma yonteminin zahmetli, zaman alic1 ve

genellikle istenen sonucu vermemesi nedeniyle kromozom sayimmindan vazgecilmis,
bunun yerine flow sitometri ve stoma sayim yontemi kullanilmistir. Flow Sitometri
analizi Namik Kemal Universitesi Tarla Bitkileri Béliimii Sitogenetik Laboratuvarinda
yapilmistir. Flow sitometri ile analiz edilecek orneklerin hazirlanmasinda 3-4 haftalik

geng bitki yapraklari kullanilmistir. Preparatlarin hazirlanmasinda 0.5cm? biiyiikliigiinde
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yaprak dokusu petri kabina yerlestirilip tizerine 500ul izolasyon buffer ilave edilmistir.
Yaprak dokusu keskin jilet ile 30-60 saniye siiresince kiigiik parcalara ayrilip ornek petri
kab1 igerisinde 10-15 saniye kadar ¢alkalanmistir. Calkalama isleminden sonra 6rnekler
Partec marka 50 um Cell Trics filtre ile siiziilerek tiip igerisine aktarilmistir. Ardindan
tizerine 2ml DAPI boyama soliisyonu ilave edilerek 1s1ksiz ortamda analiz edilene kadar
30-60 dakika bekletilmistir. Orneklerin analizinde Partec marka flow sitometri cihazi
kullanilmistir. Sonuglarin yorumlanmasinda standart bitki DNA igerigi bibere yakin

olan diploid domates kullanilmistir (Sekil 3.28.).

Dihaploid Haploid
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Sekil 3.28.Flow sitometri analiz sonuglari. A) Diploid biber ve standartla (domates)
hazirlanan 6rneklerin olugturdugu histogramin goriintiisii B)Haploid biber ve standartla
(domates) hazirlanan 6rneklerin olusturdugu histogramin goriintiisii

Stomal incelemeler: Flow sitometri sonuglarindan sonra haploid bitkilerden alinan

yaprakta birim alandaki stoma sayist ve biiyiikliikleri incelenmistir. Bu amagla
yapraklarin alt yiizeyine seffaf tirnak cilas siirtilmiistiir. Kuruyan tirnak cilasi soyularak
seffaf bir tabaka elde edilmistir (Sekil 3.29.). Daha sonra bu elde edilen seffaf tabaka
tizerine bir damla saf su damlatilarak lam iizerinde NIKON Eclipse E 600 marka 151k
mikroskobunda 40x100 biiylitmeli olarak incelenmistir. Haploid bitkilerde stomalarin
diploid bitkilere gore daha kiiclik oldugu ve birim alandaki stoma sayisinin daha fazla

oldugu gbzlemlenmistir (Sekil 3.30.).
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Sekil 3.29. Stoma preparatlarinin hazirlanmasi

3.2.11. Kromozom Katlamasi

Ploidi sayimlar1 sonucunda haploid oldugu belirlenen bitkilerde kromozom katlamasi
yapilmigtir. Kromozom katlamasi in vivo kosullarda gergeklestirilmistir. Bunun igin
alistirma ortamindan alinan bitkiler saksilara dikilmistir. Saksilar tiil seraya aktarilmig
ve burada 1 hafta sonra kromozom katlama islemine gecilmistir. Bunun i¢in % 1’lik
kolhisin ¢ozeltisi hazirlanmistir. % 1°lik  kolhisin ¢6zeltisi bir pamuk {izerine
damlatildiktan sonra pamuk haploid bitkilerin biiyiime ucuna yerlestirilmis ve kolhisinin
buharlagmasint Onlemek icin pamuk bantla kapatilarak etrafina aliiminyum folyo
¢ekilmistir. Kolhisin burada 24 saat bekletilmistir (Sekil 3.31.). Kolhisin uygulanan
siirglinler gelismis ve gelisen siirgiinler iizerinde olusan ¢igekler kendilenmis ve izole
edilmistir Kendilemeden 1 hafta sonra dollenmenin gerceklesmedigi bitkilerde tekrar
stoma incelenmesi yapilmis ve stoma gozlemi sonunda kromozom katlamasi
gerceklesmeyen bitkilerde katlama islemi tekrarlanmistir. Bu islem kromozom

katlamasi1 gerceklesinceye kadar (bazi bitkilerde 3 defa) devam edilmistir.
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Sekil 3.30. Stomalara ait goriiniimler, A) Diploid biber bitkilerine ait stomalardan
gortiniim, B) Haploid biber bitkilerine ait stomalardan goriiniim
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Sekil 3.31. Haploid bitkilerde kromozom katlamasinin goriiniimii

3.2.12. Dihaploid Hatlarda Tohum Uretimi

Kromozom katlamasindan sonra tiil serada dihaploid siirglinler iizerinde olusan
cigeklerde kendilemeler yapilmistir. Bu islem sabahin erken saatlerinde (7:00-10:00) tag
yapraklar1 agmak iizere olan ¢igeklerin ta¢ yapraklart steril pens yardimiyla agilmus,
cicek icinden bir anter ¢ikarilmis ve pens ile anterlerin i¢inden polenler ¢ikarilarak ayni
cigegin stigmasi tlizerine yerlestirilmistir. Daha sonra ¢igek ta¢ yapraklari ile birlikte bir
izola bant yardimiyla kapatilmistir. Kendilenen ve izolasyonu yapilan ¢igeklere etiket
takilarak kendileme tamamlanmistir. Her bitkide 6 veya 7 cicek kendilenmistir.
Kendilenen bitkilerde meyveler olgunlastiginda meyveler hasat edilmis ve karanlik
ortamda oda sicakliginda 3 giin bekletildikten sonra tohumlar ¢ikarilarak kurumaya
birakilmigtir. Tohumlar % 12-14 neme sahip oluncaya kadar kurutulduktan sonra ticari

tohum paketlerine konularak paketlenmistir.

3.2.13. Dihaploid Hatlarin Morfolojik Karakterizasyonu
Kendilenen hatlardan alman tohumlar 2016 yilinda Nisan ayinda iginde torf+perlit
karigimi bulunan viyollere ekilmistir. Viyollerde 35 giin sonra dikime hazir hale gelen

fideler kokopit bloklarina dikilerek topraksiz tarim kosullarinda yetistirilmislerdir (Sekil
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3.32.). Dihaploid hatlar yar1 otomatik polikarbon serada yetistirilmistir. Her dihaploid
hat i¢in 8 bitki yetistirilmistir. Dihaploid hatlarda meyve sayisi, meyve agirligi, verim,
meyve sekli, bitki bliylime giicii, hibrit cesit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilme

durumu gibi 6zellikleri incelenmistir.

Sekil 3.32. Dihaploid hatlarin yetistirildigi sera
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada kullanilan 10 biber genotipinden (Belissa Fy, Belissa F,, Solen Fi, Solen F;,
Bafra F; Bafra F,, Ergenekon F; Ergenekon F,, istek F; ve Istek F,) toplam 10 800 adet
anter ekimi yapilmustir. Iklim odasinda ortalama 40 giin gectikten sonra dikimi yapilan
tiim ¢esitlerin anterlerinde gelismeler takip edilmistir. Gelisme olarak kabul edilen olgu,
anterlerin kiiltiir ortamina alindiktan sonra siserek farklilasmalar1 veya bozulma, kuruma

olmaksizin canliliklarini siirdiirmeleri olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Anterlerden embriyoid ¢ikist

4.1. Uygulamalara Bagh Olarak Embriyoid, Bitkicik ve Dihaploid Bitki Olusum

Oranlari

Uygulamalara gore basar1 oranlar1 incelendiginde DDV ortaminda Belissa genotipinde
22 uygulamadan embriyoid elde edilirken 14 uygulamadan sonug¢ alinamamustir.
Toplamda 352 embriyoid, 62 haploid bitkicik ve 6 dihaploid bitki elde edilmistir. En
yiiksek embriyoid 51 adet ve % 170 ile Belissa F,, 4 °C’de 24 saat tomurcuk

uygulamasi, vitamin Bj, uygulanmayan kontrol ortamimdan ve 35 °C inkiibasyon
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uygulamasindan elde edilmistir. DDV ortaminda Belissa genotipinde agirlikli olarak
one ¢ikan bir uygulama belirlenememistir. Tomurcuklara yapilan 6n uygulama, vitamin
B, ve inkiibasyon uygulamalarinin tiimii az ya da ¢ok embriyo olusumuna cevap
vermistir. Belissa F; ve Belissa F, genotiplerinin DDV ortaminda uygulamalara gore
embriyoid ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlari Cizelge 4.1°de verilmistir.
Belissa genotipinin ¢ift faz ortaminda 15 uygulamadan embriyoid elde edilirken, 21
uygulamadan embriyoid elde edilememistir. Toplamda 132 embriyoid ve 24 haploid
bitkicik elde edilirken, dihaploid bitki elde edilememistir. En yiiksek embriyoid 34 adet
ve % 113.33 ile Belissa F, 6n uygulamasiz, % 0.20 aktif kémiir ve 9 °C inkiibasyon
uygulamasindan elde edilmistir. Cift faz ortaminda Belissa genotipinde genel olarak
aktif komiir ve 9 °C inkiibasyon uygulamalar1 daha bagarili sonu¢ vermistir.
Tomurcuklara 6n uygulama konusunda kesin bir hiikiime varilamamistir. Belissa F; ve
Belissa F, genotiplerinin ¢ift faz ortaminda uygulamalara gore embriyoid ve dihaploid

bitki sayilar1 ve basari oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Solen genotipinde DDV ortaminda 12 uygulamadan embriyoid elde edilitken 24
uygulamadan sonug alinamamistir. Toplamda 39 embriyoid, 4 haploid bitkicikve 3 adet
dihaploid bitki elde edilmistir. En yiiksek embriyoid 9 adet ve % 30 ile S6len F,, 24 saat
4 °C tomurcuk uygulamasi, 0.05 mg I™* vitamin B1, ve 9 °C inkiibasyon uygulamasindan
elde edilmistir. DDV ortaminda $6len genotipinde tomurcuklara 6n uygulama
yapilmasi ve Vitamin Bi, uygulamasi daha etkili olmustur. Inkiibasyon uygulamasinda
iki sicaklik derecesi de sonug¢ vermistir. Solen F; ve Solen F, genotiplerinin DDV
ortaminda uygulamalara gére embriyoid ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlari
Cizelge 4.3°de verilmistir. Solen F; ve Solen F, genotiplerinin ¢ift faz ortaminda 7
uygulamadan embriyoid elde edilirken, 29 uygulamadan embriyoid elde edilememistir.
Toplamda 25 embriyoid ve 4 haploid bitkicik elde edilirken, 1 dihaploid bitki elde
edilmistir. En yiiksek embriyoid 13 adet ve % 43.33 ile Solen Fy, 24 saat 4 °C tomurcuk
uygulamasi, % 0.10 aktif kémiir 9 °C inkiibasyon uygulamasindan elde edilmistir. Cift
faz ortaminda $o6len genotipinde genel olarak 24 saat tomurcuklara sicaklik uygulamasi,
aktif komiir ve 9°C inkiibasyon uygulamalar1 daha basarili sonug vermistir. Sélen F; ve
Solen F, genotiplerinin ¢ift faz ortaminda uygulamalara gore embriyoid ve dihaploid

bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.
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DDV ortaminda Bafra genotipinde 21 uygulamadan embriyoid elde edilirken 15
uygulamadan sonug¢ alinamamustir. Toplamda 163 embriyoid ve 28 haploid bitkicik elde
edilirken, DDV ortaminda Bafra genotipinde dihaploid bitki elde edilememistir. En
yiiksek embriyoid 19 adet ve % 63.33 ile Bafra Fy, 24 saat 4 °C tomurcuk uygulamasi,
0.05 mg I vitamin By, ve 9 °C inkiibasyon uygulamasi ile Bafra Fy, 48 saat 4 °C
tomurcuk uygulamasi, 35 °C inkiibasyon uygulamasmdan ve vitaminsiz kontrol
ortamindan elde edilmistir. DDV ortaminda Bafra genotipinde tomurcuklara o6n
uygulama ve Vitamin Bix’nin 0.03 ve 0.05 mg I uygulamalari embriyo olusumu
lizerine daha etkili olmustur. Bafra F; ve Bafra F, genotiplerinin DDV ortaminda
uygulamalara gore embriyoid ve dihaploid bitki sayilari ve basar1 oranlart Cizelge
4.5’de verilmistir. Bafra genotipinin ¢ift faz ortaminda 10 uygulamadan embriyoid elde
edilirken, 26 uygulamadan embriyoid elde edilememistir. Toplamda 123 embriyoid ve
19 haploid bitkicik elde edilirken, dihaploid bitki elde edilememistir. En yiiksek
embriyoid 32 adet ve % 106.67 ile Bafra F», 48 saat 4 °C tomurcuk uygulamas1 ve 9 °C
inkiibasyon uygulamasindan ve Bafra F;, % 0.10 aktif komiir ve 9 °C inkiibasyon
uygulamasindan elde edilmistir. Bafra F; ve Bafra F, genotiplerinin ¢ift faz ortaminda
uygulamalara gore embriyoid ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 Cizelge

4.6’da verilmistir.

Ergenekon genotipinde DDV ortaminda 16 uygulamadan embriyoid elde edilirken 20
uygulamadan embriyoid alinamamistir. Toplamda 81 embriyoid, 20 haploid bitkicik ve
6 dihaploid bitki elde edilmistir. En yiliksek embriyoid 17 adet ve % 56.67 ile
Ergenekon F», 48 saat 4 °C tomurcuk uygulamasi, 0.03 mg I vitamin By, ve 9 °C
inkiibasyondan elde edilmistir. DDV ortaminda Ergenekon genotipinde tomurcuklarin
48 saat 4 °C’de bekletilmesi ve vitamin By,’nin 0.03 ve 0.05 mg I uygulamalar:
embriyo olusumu iizerine daha etkili olmustur. Ergenekon F; ve Ergenekon F;
genotiplerinin DDV ortaminda uygulamalara gore embriyoid ve dihaploid bitki sayilar
ve basar1 oranlar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Ergenekon genotipinin ¢ift faz ortaminda 7
uygulamadan embriyoid elde edilirken, 29 uygulamadan embriyoid elde edilememistir.
Toplamda 26 embriyoid, 11 haploid bitkicik ve 5 dihaploid bitki elde edilmistir. En
yiiksek embriyoid 16 adet ve % 53.33 ile Ergenekon F,, 48 saat 4 °C tomurcuk
uygulamasi, aktif komiirsiiz ve 9 °C inkiibasyon uygulamasindan elde edilmistir. Bu

genotipte aktif komiir uygulamasi embriyoid olusturan uygulamalarda genelde etkili
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olurken, en yiiksek embriyoid elde edilen uygulama aktif komiir kullanilmayan ortam
olmustur. Ergenekon F; ve Ergenekon F;, genotiplerinin ¢ift faz ortaminda uygulamalara

gore embriyoid ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Istek genotipinde DDV ortaminda 21 uygulamadan embriyoid elde edilirken 15
uygulamadan sonug alinamamistir. Toplamda 187 embriyoid, 34 haploid bitkicik ve 6
dihaploid bitki elde edilmistir. En yiiksek embriyoid 35 adet ve % 116.67 ile istek Fj,
24 saat 4 °C tomurcuk uygulamasi, 35 °C inkiibasyondan ve vitaminsiz ortamdan elde
edilmigtir. DDV ortaminda Istek genotipinde tomurcuklarin 24 ve 48 saat 4 °C’de
bekletilmesi, vitamin By,’nin 0.03 ve 0.05 mg I uygulamalari ve 35 °C inkiibasyon
sicakligi embriyo olusumu iizerine daha etkili olmustur. Istek F; ve Istek F
genotiplerinin DDV ortaminda uygulamalara gore embriyoid ve dihaploid bitki sayilar
ve basar1 oranlar1 Cizelge 4.9°da verilmistir. Istek genotipinin ¢ift faz ortaminda 5
uygulamadan embriyoid elde edilirken, 31 uygulamadan embriyoid elde edilememistir.
Toplamda 19 embriyoid ve 6 haploid bitkicik elde edilmis, bu uygulamalarda dihaploid
bitki elde edilememistir. En yiiksek embriyoid 8 adet ve % 26.67 ile Istek F5, 24 saat 4
°C tomurcuk uygulamasi, % 0.20 aktif komiir ve 9 °C inkiibasyon uygulamasindan elde
edilmistir. Istek genotipinde ¢ift faz ortaminda tomurcuklara én uygulama ve ortama
aktif komiir ilavesi embriyo olusumunda etkili olmustur. istek F; ve Istek F,
genotiplerinin ¢ift faz ortaminda uygulamalara gére embriyoid ve dihaploid bitki

sayilar1 ve basar1 oranlar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Calismada kullanilan faktorlere bagli olarak embriyo ve bitki olusum oranlar
farkliliklar gdstermistir. Embriyoid basarisi yiiksek genotiplerin yaninda diisiik basari
gdsteren genotipler de olmustur. Ozellikle genotiplere gore degisen bazi uygulamalarda
embriyo olusumu yiiksek olmasina ragmen bitkiye doniisiim oranlar diisiik kalmistir.
Literatiirde de anter kiiltiirii ¢calismalarinda genotip, besin ortami ve diger faktorlere
bagli olarak embriyoid olusum orani ve bitkiye doniigsiimiinde farkliliklarin oldugu
belirtilmektedir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Parra-Vega ve ark., 2013b). Benzer
caligmalar yapan Ozkum ve Tipirdamaz (2002), biberde anter kiiltiirii calismalarinda
embriyoid olusum oraninin % 0.5 ile % 12.5 arasinda oldugunu, ancak embriyoidlerin
bitkiye doniisemedigini ve sadece % 12.5 embriyoid basarisi yakalanan uygulamada
bitkiye doniisiim oraninin % 0.5 oldugunu belirtmektedirler. Nervo ve ark. (1995),

degisik biber genotiplerinde yiiriittiikkleri anter kiiltiirii calismalarinda kiiltiire aldiklar 8
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169 anterden toplamda % 40.50 basar1 ile 3 310 embriyoid ve % 6.3 basari orani ile 512
bitkicik elde ettiklerini belirtmektedirler. Ercan ve ark. (2006), biberde anter kiiltiiriinde
mevsim ve tomurcuk yasmin etkisini arastirdiklart ¢alismada embriyo olusum
frekansinin % 0.77 ile % 7.70 ve embriyodan bitki olusum frekansinin ise % 16.67 ile
% 100.00 arasinda degistigini belirtmektedirler. Irikova ve ark. (2011b). biberde anter
kiltirti  ¢alismalarinda basar1  oraninin  uygulamalara bagli olarak degistigini

belirtmektedirler.
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Cizelge 4.1. Belissa F1 ve Belissa F;, genotiplerinin DDV ortaminda embriyoid, haploid

bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip Uur U2 U3 A E1 E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6
Belissa F1 0 0 9 30 36 12000 6 20.00 1667 1 333 278
Belissa F1 0 0 35 30
BelissaF1 24 0 9 30
BelissaF1 24 0 35 30 27 90.00 7 2333 25.93
BelissaF1 48 0 9 30
BelissaF1 48 0 35 30
Belissa F1 0O 003 9 30
Belissa F1 0 003 35 30
BelissaFi 24 003 9 30 19 63.33 3 10.00 15.79
BelissaFi 24 003 35 30 12 40.00 2 6.67 16.67
BelissaFi 48 003 9 30 1 3.33 1 3.33 100.00
BelissaFi 48 003 35 30 9 30.00 1 3.33 1111
Belissa F1 0 005 9 30 11 36.67 2 6.67 18.18
Belissa F1 0 005 3 30 7 23.33 1 3.33 14.29
BelissaFi 24 005 9 30 14 46.67 4 1333 2857
BelissaFi 24 005 35 30 2 6.67
BelissaFi 48 005 9 30 11 36.67 2 6.67 18.18
BelissaFi 48 0.05 35 30

Toplam 149 29 1
Belissa F, 0 0 9 30 5 16.67 1 3.33 20.00
Belissa F» 0 0 35 30 23 76.67 4 1333 17.39
BelissaF, 24 0 9 30 21 70.00 4 1333 1905 1 333 476
BelissaF, 24 0 35 30 51 17000 5 1667 980 1 333 1.96
BelissaF, 48 0 9 30 17 56.67 3 10.00 17.65
BelissaF, 48 0 35 30 5 16.67
Belissa F, 0 003 9 30
Belissa F, 0 003 35 30
BelissaF, 24 0.03 9 30 15 50.00 2 6.67 1333 1 333 6.67
BelissaF, 24 0.03 35 30
BelissaF, 48 003 9 30
BelissaF, 48 0.03 35 30
Belissa F» 0 005 9 30
Belissa F, 0 005 35 30 11 36.67 2 6.67 18.18
BelissaF, 24 005 9 30 26 86.67 5 16.67 1923 1 333 3.85
BelissaF, 24 0.05 35 30
BelissaF, 48 005 9 30 4 13.33 1 3.33 25.00 1 3.33 25.00
BelissaF, 48 0.05 35 30 25 83.33 6 20.00 24.00

Toplam 203 33 )

Genel
Toplam 352 62 6

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)
U2: Vitamin By, Uygulamasi (mg ")

U3: Inkiibasyon Uygulamas1 (°C)

A: Atilan Anter Sayisi

E1: Embriyo Sayisi
E2: Embriyoid Olusum Orani (%)

B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayis1
B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

B3: Embriyodan Olusan Bitkicik Orani1 (%)

B4: Dihaploid Bitki Say1si
B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Oran1 (%)
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Cizelge 4.2. BelissaF1 ve BelissaF, Genotiplerinin ¢ift faz ortaminda embriyoid, haploid
bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip Ul U2 U3 A El E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6

Belissa F1 0 0 9 30
Belissa F1 0 0 35 30
Belissa F1 24 0 9 30
Belissa F1 24 0 35 30
Belissa F1 48 0 9 30
Belissa F1 48 0 35 30

Belissa F1 0 010 9 30 26 86.67 5 16.67 19.23
Belissa F1 0 010 35 30

Belissa F1 24 010 9 30 3 10.00 1 3.33 33.33
Belissa F1 24 010 35 30

Belissa F1 48 010 9 30

Belissa F1 48 010 35 30

Belissa F1 0O 020 9 30 11 36.67 2 6.67 18.18
Belissa F1 0 020 35 30

Belissa F1 24 020 9 30

Belissa F1 24 020 35 30 4 13.33 1 3.33 25.00
Belissa F1 48 020 9 30

Belissa F1 48 020 35 30

Toplam 44 9

Belissa F» 0 0 9 30 1 3.33
Belissa F, 0 0 35 30 1 3.33
Belissa F, 24 0 9 30
Belissa F; 24 0 35 30
Belissa F, 48 0 9 30
Belissa F, 48 0 35 30

Belissa F, 0 010 9 30 25 8333 4 1333 16.00
Belissa F, 0 010 35 30 2 6.67

Belissa F, 24 010 9 30 10 33.33 2 6.67 20.00
Belissa F, 24 010 35 30 2 6.67 1 3.33 50.00
Belissa F, 48 010 9 30 1 3.33

Belissa F, 48 010 35 30 4 13.33 1 3.33 25.00
Belissa F, 0 020 9 30 34 11333 5 16.67 14.71

Belissa F, 0 020 35 30
Belissa F, 24 020 9 30 7 2333 1 333 1429
Belissa F, 24 020 35 30
BelissaF, 48 020 9 30 1 3.33 1 333 100.00
BelissaF, 48 020 35 30

Toplam 88 15
Genel

Toplam 132 24
U1: On Uygulama 4 °C’de (saat) B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayisi
U2: Aktif Komiir Uygulamasi (%) B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C) B3: Embriyodan Olusan Bitkicik Orani (%)
A: Atilan Anter Sayis1 B4: Dihaploid Bitki Sayis1
El: Embriyo Sayisi B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)
E2: Embriyoid Olusum Orani (%) B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)
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Cizelge 4.3. Solen F1 ve Solen F, genotiplerinin DDV ortaminda embriyoid, haploid
bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip Ul U2 U3 A El E2 BL B2 B3 B4 B5 B6
Solen F1 0 9 30 3 1000 2 6.67 66.67 1 333 3333
Solen F1 0 35 30

0

0

SolenF1 24 0 9 30

SolenF1 = 24 0 35 30
0

Solen F1 48 9 3 1 333 1 333 10000 1 3.33 100.00
Solen F1 48 0 35 30

Solen F1 0 003 9 30

Solen F1 0 003 3 30 1 333

SélenF1 24 003 9 30

SolenF1 24 003 35 30 5 16.67

SolenF1 48 003 9 30 1 333 1 333 10000 1 333 100.00
SolenF1 48 0.03 35 30

Solen F1 0 005 9 30

Solen F1 0 005 35 30 6 20.00

SolenF1 24 005 9 30

SélenF1 24 0.05 35 30

SolenF1 48 005 9 30

SolenF1 48 005 35 30

Toplam 17 4 3
Sélen F, 0 0 9 30

Solen F, 0 0 35 30

SolenF, 24 0 9 30 2 6.67

Solen F, 24 0 35 30 3 10.00

SolenF, 48 0 9 30

SolenF, 48 0 35 30 3 10.00

Soélen F, 0 003 9 30

Solen F, 0 003 35 30

SolenF, 24 003 9 30 3 10.00

SélenF, 24 0.03 35 30

SélenF, 48 003 9 30

SolenF, 48 0.03 35 30

Soélen F, 0 005 9 30

Soélen F, 0 005 3 30

SélenF, 24 005 9 30 9 30.00

SolenF, 24 005 35 30 2 6.67

SélenF, 48 005 9 30

SolenF, 48 0.05 35 30

Toplam 22

Genel

Toplam 39 4 3

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)

U2: Vitamin B;, Uygulamas: (mg ™)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C)

A: Atilan Anter Sayis1

El: Embriyo Sayisi

E2: Embriyoid Olusum Orani (%)

B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayist

B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

B3: Embriyodan Olusan Bitkicik Orani1 (%)

B4: Dihaploid Bitki Say1s1

B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Oran1 (%)
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Cizelge 4.4. Solen F1 ve Solen F, Genotiplerinin ¢ift faz ortaminda embriyoid, haploid
bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlart (%)

Genotip Ul U2 U3 A E1 E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6
Solen F1 0 0 9 30 1 333
Solen F1 0 0 35 30
Solen F1 24 0 9 30
Solen F1 24 0 35 30
Solen F1 48 0 9 30
Solen F1 48 0 35 30
Solen F1 0 010 9 30
Solen F1 0 010 35 30
Sélen F1 24 010 9 30 13 4333 2 6.67 15.38
Solen F1 24 010 35 30
Solen F1 48 0.10 9 30
Solen F1 48 0.10 35 30
Solen F1 0 020 9 30
Solen F1 0 020 35 30
Solen F1 24 020 9 30 2 6.67
Solen F1 24 020 35 30
Solen F1 48 020 9 30
Solen F1 48 0.20 35 30
Toplam 16 2
Sélen F 0 0 9 30 2 6.67
Solen F, 0 0 35 30
Sélen F, 24 0 9 30
Solen F, 24 0 35 30
SolenF, 48 0 9 30
SolenF, 48 0 35 30
Sélen F 0 010 9 30
Solen F, 0 010 35 30 2 6.67
SolenF, 24 010 9 30 4 13.33 1 3.33  25.00
Solen F, 24 010 35 30
SélenF, 48 010 9 30
SolenF, 48 0.10 35 30
Sélen F, 0 020 9 30
Sélen F 0 020 35 30
SolenF, 24 020 9 30
SolenF, 24 020 35 30 1 3.33 1 3.33 100.00 1 3.33 100.00
SélenF, 48 020 9 30
SolenF, 48 0.20 35 30
Toplam 9 2 1
Genel
Toplam 25 4 1

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)

U2: Aktif Komiir Uygulamasi (%)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C)
A: Atilan Anter Sayisi

El: Embriyo Sayisi

E2: Embriyoid Olusum Oran1 (%)

B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayist
B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)
B3: Embriyodan Olusan Bitkicik Orani1 (%)
B4: Dihaploid Bitki Sayis1

B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Oran1 (%)
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Cizelge 4.5. Bafra F1 ve Bafra F, Genotiplerinin DDV ortaminda embriyoid, haploid
bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip U1 U2 U3 A El E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6

Bafra F1 0 0 9 30
Bafra F1 0 0 35 30
Bafra F1 24 0 9 30 5 16.67 2 40.00
Bafra F1 24 0 35 30
Bafra F1 48 0 9 30
Bafra F1 48 0 35 30 19 6333 2 10.53

Bafra F1 0 0.03 9 30
Bafra F1 0 0.03 35 30
Bafra F1 24  0.03 9 30 16.67 1 20.00
Bafra F1 24 003 3 30 9 3000 1 11.11
Bafra F1 48 0.03 9 30
Bafra F1 48 0.03 35 30

(6)]

Bafra F1 0 0.05 9 30 9 30.00 2 22.22
Bafra F1 0 0.05 35 30

Bafra F1 24 005 9 30 19 6333 2 10.53
Bafra F1 24 005 35 30 1 3.33 1 100.00

Bafra F1 48 005 9 30
Bafra F1 48 005 3 30 2 6.67

Toplam 69 11

Bafra F, 0 0 9 30

Bafra F, 0 0 35 30 14 4667 1 7.14
Bafra F, 24 0 9 30

Bafra F, 24 0 35 30 3 10.00

Bafra F, 48 0 9 30

Bafra F, 48 0 35 30 9 3000 1 11.11
Bafra F, 0 003 9 30 7 2333 1 14.29
Bafra F, 0 003 3 30 6 2000 2 33.33
Bafra F, 24 003 9 30 7 2333 7 100.00
Bafra F, 24 003 35 30 1 3.33 1 100.00
Bafra F, 48 0.03 9 30 17 56.67 2 11.76
Bafra F, 48 003 35 30 7 2333

Bafra F, 0 0.05 9 30
Bafra F, 0 005 35 30 12 4000 2 16.67
Bafra F, 24 005 9 30

Bafra F, 24 005 35 30 4 1333

Bafra F; 48  0.05 9 30 6 2

Bafra F, 48 005 35 30 1 3.33

Toplam 94 17

Genel

Toplam 163 28

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat) B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayis1

U2: Vitamin B;, Uygulamas: (mg ™) B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C) B3: Embriyodan Olusan Bitkicik Orani (%)

A: Atilan Anter Sayis1 B4: Dihaploid Bitki Say1s1

El: Embriyo Sayisi B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)
E2: Embriyoid Olusum Orani (%) B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)
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Cizelge 4.6. Bafra F1 ve Bafra F, Genotiplerinin ¢ift faz ortaminda embriyoid, haploid

bitkicik ve dihaploid bitki sayilari1 ve basari oranlart (%)

Genotip Ul U2 U3 A El E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6
Bafra F1 0 0 9 30
Bafra F1 0 0 35 30
Bafra F1 24 0 9 30
Bafra F1 24 0 35 30
Bafra F1 48 0 9 30
Bafra F1 48 0 35 30
Bafra F1 0 010 9 30 32 106.67 4 13.33 1250
Bafra F1 0 010 35 30
Bafra F1 24 010 9 30 7 23.33 1 3.33 14.29
Bafra F1 24 010 35 30
Bafra F1 48 010 9 30
Bafra F1 48 0.10 35 30
Bafra F1 0 020 9 30
Bafra F1 0 020 35 30
Bafra F1 24 020 9 30
Bafra F1 24 020 35 30
Bafra F1 48 020 9 30
Bafra F1 48 020 35 30
Toplam 39 5
Bafra F, 0 0 9 30
Bafra F, 0 0 35 30
Bafra F, 24 0 9 30 9 30.00
Bafra F, 24 0 35 30
Bafra F, 48 0 9 30 32 106.67 4 13.33 1250
Bafra F, 48 0 35 30 3 10.00 1 3.33 33.33
Bafra F, 0 010 9 30
Bafra F, 0 010 35 30
Bafra F, 24 010 9 30
Bafra F, 24 010 35 30 3 10.00 1 3.33 33.33
Bafra F, 48 0.10 9 30
Bafra F, 48 010 35 30 4 13.33 1 3.33 25.00
Bafra F, 0 020 9 30
Bafra F, 0 020 35 30
Bafra F, 24 020 9 30 21 70.00 4 13.33 19.05
Bafra F, 24 020 35 30 8 26.67 2 6.67 25.00
Bafra F, 48 020 9 30 4 13.33 1 3.33 25.00
Bafra F, 48 020 35 30
Toplam 84 14
Genel
Toplam 123 19
Ul: On Uygulama 4 °C’de (saat) B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayisi
U2: Aktif Komiir Uygulamasi (%) B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

U3: inkiibasyon Uygulamasi (°C)

A: Atilan Anter Sayis1

El: Embriyo Sayist
E2: Embriyoid Olusum Oran1 (%)

B3:
B4:
BS:
B6:

Embriyodan Olusan Bitkicik Orani (%)
Dihaploid Bitki Sayis1
Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)
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Cizelge 4.7. Ergenekon F1 ve Ergenekon F, Genotiplerinin DDV ortaminda embriyoid,
haploid bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basari oranlar1 (%)

Genotip Ul U2 U3 A

El

E2

Bl B2 B3 B4 B5 B6

Ergenekon F1 0 9 30
Ergenekon F1 0 35 30
Ergenekon F1 24 9 30
Ergenekon F1 24 35 30
Ergenekon F1 48 9 30
Ergenekon F1 48 35 30
ErgenekonF1 0 003 9 30
ErgenekonF1 0 0.03 35 30
Ergenekon F1 24 0.03 9 30
Ergenekon F1 24 0.03 35 30
Ergenekon F1 48 003 9 30
Ergenekon F1 48 0.03 35 30
ErgenekonF1 0 0.05 9 30
ErgenekonF1 0 0.05 35 30
ErgenekonF1 24 005 9 30
Ergenekon F1 24 0.05 35 30
Ergenekon F1 48 005 9 30
Ergenekon F1 48 0.05 35 30
Toplam
Ergenekon F, 0
Ergenekon F, 0
Ergenekon F, 24
Ergenekon F, 24 35 30
Ergenekon F, 48 9 30
Ergenekon F, 48 0 35 30
ErgenekonF, 0 0.03 9 30
ErgenekonF, 0 0.03 35 30
ErgenekonF, 24 003 9 30
Ergenekon F, 24 0.03 35 30
Ergenekon F, 48 0.03 9 30
ErgenekonF, 48 0.03 35 30
ErgenekonF, 0 0.05 9 30
ErgenekonF, 0 0.05 35 30
ErgenekonF, 24 005 9 30
ErgenekonF, 24 0.05 35 30
Ergenekon F, 48 0.05 9 30
ErgenekonF, 48 0.05 35 30
Toplam

Genel

Toplam

O OO0 O0OO0o

9 30
35 30
30

OO O oo
©

11
1
1

8

4

2

o w

o

a1
[N

81

36.67
3.33
3.33

26.67
6.67
13.33

6.67
3.33

10.00
30.00
23.33

56.67
23.33

3.33
20.00
3.33

2 667 1818 1 333 588
6.67 200.00

N

2 6.67 25.00

1 333 25.00

1 333 3333
333 1111 1 333 1111
1 333 1429

[E=Y

2 6.67 11.76 1 333 588
1 333 1429

3.33  100.00
20.00 100.00 3 10.00 50.00

D -

13 5

20 6

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)

U2: Vitamin B;, Uygulamas: (mg ™)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C)

A: Atilan Anter Sayis1

E1l: Embriyo Sayis1

E2: Embriyoid Olusum Orani (%)
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B1: Embriyodan Olugan Bitkicik Sayisi

B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

B3: Embriyodan Olugan Bitkicik Orani1 (%)

B4: Dihaploid Bitki Sayis1

B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)



Cizelge 4.8. Ergenckon F1 ve Ergenekon F, Genotiplerinin ¢ift faz ortaminda
embriyoid, haploid bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip Ul U2 U3 A E1 E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6
Ergenekon F1 0 0 9 30

Ergenekon F1 0 0 35 30

Ergenekon F1 24 0 9 30

Ergenekon F1 24 0 35 30

Ergenekon F1 48 0 9 30

Ergenekon F1 48 0 35 30

Ergenekon F1 0 010 9 30 2 667 2 667 10000 2 6.67 100.00
Ergenekon F1 0 010 35 30

Ergenekon F1 24 010 9 30

Ergenekon F1 24 010 35 30

Ergenekon F1 48 010 9 30

Ergenekon F1 48 010 35 30

Ergenekon F1 0 020 9 30

Ergenekon F1 0 020 35 30

Ergenekon F1 24 020 9 30

Ergenekon F1 24 020 35 30

Ergenekon F1 48 020 9 30

Ergenekon F1 48 0.20 35 30

Toplam 2 2 2

Ergenekon F, 0 0 9 30

Ergenekon F, 0 0 35 30

Ergenekon F, 24 0 9 30

Ergenekon F, 24 0 35 30

Ergenekon F, 48 0 9 30 16 5333 5 16.67 1250 2 6.67 12.50
Ergenekon F, 48 0 35 30 1 333 1 333 100.00

Ergenekon F, 0 010 9 30

Ergenekon F, 0 0.10 35 30

Ergenekon F, 24 010 9 30

Ergenekon F, 24 010 3 30 3 1000 1 333 3333

Ergenekon F, 43 010 9 30

Ergenekon F, 48 0.10 35 30

Ergenekon F, 0 020 9 30

Ergenekon F, 0 020 35 30

Ergenekon F, 24 020 9 30

Ergenekon F, 24 020 3% 30 1 333 1 333 10000 1 3.33 100.00
Ergenekon F, 48 020 9 30 1 333 1 333 100.00

Ergenekon F, 48 020 35 30 2 6.67

Toplam 24

Genel Toplam 26 11 5

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)
U2: Aktif Komiir Uygulamasi (%)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C)
A: Atilan Anter Sayisi

El: Embriyo Sayisi

E2: Embriyoid Olusum Orani (%)

B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayisi
B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)
B3: Embriyodan Olugan Bitkicik Orani1 (%)
B4: Dihaploid Bitki Sayisi
B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)
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Cizelge 4.9. Istek F1 ve Istek F, Genotiplerinin DDV ortaminda embriyoid, haploid
bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip Ul U2 U3 A El E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6

Istek F1 0 0 9 30

Istek F1 0 0 35 30 10 33.33 2 6.67 20.00 1 3.33 10.00
Istek F1 24 0 9 30 2 6.67

Istek F1 24 0 35 30 35 116.67 4 13.33 1143 1 333 286
Istek F1 48 0 9 30

Istek F1 48 0 35 30 5 16.67 1 3.33 20.00

Istek F1 0 003 9 30

Istek F1 0 003 35 30

Istek F1 24 003 9 30 7 23.33 1 3.33 14.29

Istek F1 24 003 35 30 1 3.33 1 3.33 100.00

Istek F1 48 0.03 9 30

Istek F1 48 003 35 30 2 6.67

Istek F1 0 005 9 30

Istek F1 0 005 3 30 4 13.33 1 3.33 25.00

Istek F1 24 005 9 30 4 13.33 1 3.33 25.00

Istek F1 24 005 35 30 4 13.33 1 3.33 25.00

Istek F1 48 005 9 30

Istek F1 48 0.05 35 30 11 36.67 2 6.67 18.18

Toplam 85 14 2

Istek F, 0 0 9 30 1 3.33

Istek F, 0 0 35 30

Istek F, 24 0 9 30

Istek F, 24 0 35 30

Istek F, 48 0 9 30

Istek F, 48 0 35 30 8 26.67 1 3.33 12.50

Istek F, 0 003 9 30

Istek F, 0 003 3 30 5 16.67 1 3.33 20.00

Istek F, 24 003 9 30 2 6.67 1 3.33 50.00 1 333 50.00
Istek F, 24 003 35 30 20 66.67 2 6.67 10.00 1 333 5.00
Istek F, 48 0.03 9 30

Istek F, 48 0.03 35 30

Istek F, 0 005 9 30

Istek F, 0 005 35 30 23 76.67 3 10.00 13.04 1 333 435
Istek F, 24 005 9 30 3 10.00 1 3.33 33.33 1 333 3333
Istek F, 24 005 35 30 17 56.67 2 6.67 11.76

Istek F, 48 005 9 30 7 23.33 6 20.00 85.71

Istek F, 48 005 35 30 16 53.33 3 10.00 18.75

Toplam 102 20 4

Genel

Toplam 187 34 6

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)

U2: Vitamin B;, Uygulamas: (mg ™)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C)

A: Atilan Anter Sayis1

El: Embriyo Sayisi

E2: Embriyoid Olusum Orani (%)

B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayisi

B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

B3: Embriyodan Olugan Bitkicik Orani1 (%)

B4: Dihaploid Bitki Sayis1

B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Orani (%)
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Cizelge 4.10. istek F1 ve Istek F, Genotiplerinin ¢ift faz ortaminda embriyoid, haploid
bitkicik ve dihaploid bitki sayilar1 ve basar1 oranlar1 (%)

Genotip Ul U2 U3 A El E2 Bl B2 B3 B4 B5 B6
Istek F1 0 0 9 30
Istek F1 0 0 35 30 2 6.67 1 3.33 50.00
Istek F1 24 0 9 30
Istek F1 24 0 35 30
Istek F1 48 0 9 30
Istek F1 48 0 35 30
Istek F1 0 010 9 30 3 1000 1 333 3333
Istek F1 0 010 35 30
Istek F1 24 010 9 30
Istek F1 24 0.10 35 30
Istek F1 48 010 9 30
Istek F1 48 010 35 30
Istek F1 0 020 9 30
Istek F1 0 020 35 30
Istek F1 24 020 9 30
Istek F1 24 020 35 30
Istek F1 48 020 9 30 3 1000 1 333 33.33
Istek F1 48 020 35 30
Toplam 8 3
Istek F, 0 0 9 30
Istek F, 0 0 35 30
Istek F, 24 0 9 30
Istek F, 24 0 35 30
Istek F, 48 0 9 30
Istek F, 48 0 35 30
Istek F, 0 010 9 30
Istek F, 0 010 35 30
Istek F, 24 010 9 30
Istek F, 24 010 35 30
Istek F, 48 010 9 30
Istek F, 48 010 35 30 3 1000 1 333 33.33
Istek F, 0 020 9 30
Istek F, 0 020 35 30
Istek F, 24 020 9 30 8 26,67 2 6.67 25.00
Istek F, 24 0.20 35 30
Istek F, 48 020 9 30
Istek F, 48 020 35 30
Toplam 11 3
Genel
Toplam 19 6

U1: On Uygulama 4 °C’de (saat)
U2: Aktif Komiir Uygulamasi (%)
U3: Inkiibasyon Uygulamasi (°C)
A: Atilan Anter Sayis1

El: Embriyo Sayisi

E2: Embriyoid Olusum Orani (%)

B1: Embriyodan Olusan Bitkicik Sayisi

B2: Anterden Olusan Bitkicik Orani (%)

B3: Embriyodan Olusan Bitkicik Orani1 (%)

B4: Dihaploid Bitki Sayis1

B5: Anterden Dihaploid Bitki Olusum Orani (%)

B6: Embriyoidden Gelisen Dihaploid Bitki Oran1 (%)
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4.2. Genotiplerin Ortalama Embriyo ve Bitkicik Olusum Oranlari

Genotipler arasinda embriyo olusum oran1 % 37.59 (Belissa F») ile % 1.48 (Istek Fy)
arasinda degismistir. Her genotipten embriyo elde edilirken sadece ¢ift faz ortamda
Ergenekon F; genotipinden embriyo elde edilememistir. DDV ortaminda sirasiyla
Belissa, Istek ve Bafra genotipleri; ¢ift faz ortamda Belissa ve Bafra genotipleri en
yiikksek embriyo olusturan genotipler olmuslardir. Embriyoidlerin bitkicige doniisiim
orani bakimindan en yiiksek sonug¢ % 1.83 ile Belissa F, genotipinden elde edilmistir.
Cift faz ortaminda Ergenekon F; genotipinde embriyoid elde edilememistir. Calismada
kullanilan biitiin genotiplerde F, popiilasyonlarinin embriyo olusum ve embriyodlerden
bitkicik olusum orani1 F; popiilasyonlarindan daha yiiksek ger¢eklesmistir. Genotiplerin
embriyo ve bitkicik olusum oranlar1 Sekil 4.2°de DDV ortamina gore, Sekil 4.3‘te ¢ift

faz ortamina gore verilmistir.

Anter kiltiirii calismalarinda donér bitkinin yetisme stiresi, yetisme kosulu, besin
ortami, stres uygulamalari, genotip gibi bir¢cok faktdr basariyr etkilemektedir. Bu
faktorler arasinda basariy1 etkileyen en dnemli faktoriin genotip oldugu bir¢ok arastirici
tarafindan savunulmaktadir (Kristiansen ve Andersen, 1993; Qin ve Rotino, 1993;
Mityko ve ark., 1995; Rodeva ve ark., 2004; Gémes Juhasz ve ark., 2009; Nowaczyk ve
ark., 2009a; Segui-Simarro ve ark., 2011; Ar ve ark., 2016). Biberde anter kiiltiiriinde
genotipin etkisini arastiran Shrestha ve Kang (2009), 9 farkli biber genotipinde
yuriittiigii anter kiltlirii ¢alismasinda direk ve indirek embriyo olusumu bakimindan
biitiin genotiplerin birbirinden farkli sonuglar verdigini, Taskin ve ark. (2011), 5 biber
genotipinde yiiriittiikleri ¢aligmada genotiplerin embriyo olusturma kapasitelerinin farkli
oldugunu ve ayni zamanda genotiplerin performansmin kullanilan ortamlara gére de
farkliliklar gosterdigini ve yine Keles ve ark. (2015), biberde anter kiiltiiriinde basarinin
genotiplere baglh olarak degistigini belirtmektedirler. Bu sonuclar bizim ¢alismamizda
elde edilen genotiplere bagli olarak basaridaki degisimleri yeterince aciklamaktadir.
Genotiplerin heterozigotluk diizeyleri de androgenik basariy1 dogrudan etkilemektedir.
Nitekim Irikova ve ark. (2011b), biberde anter kiiltiirii galismasinda 8 hat ve bu hatlarin
melezlenmesinden elde edilmis 4 hibritin androgenik basar1 diizeylerini 6lgmiisler ve
hibritlerin basar1 diizeyinin ebeveyn hatlardan daha diisiik oldugunu belirlemislerdir.

Benzer sonuglar bizim ¢alismamizda da goriilmiistiir.
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DDV ortami

H Embriyo Orani (%) i Bitkicik Olusum Orani (%)
37.59

28.33

Sekil 4.2. DDV ortaminda genotiplerin embriyo ve bitkicik olusum oranlar1 (%)

Cift faz ortami

H EmbriyoOrani (%) M Bitkicik Olusum Orani (%)

16.11 15.56

8.15 722

167 W 13 1.67 2.04 1.111.48 _ 204

Sekil 4.3. Cift faz ortaminda genotiplerin embriyo ve bitkicik olusum oranlari (%)
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4.3.Genotiplerin Uygulamalara Gore Embriyo ve Bitkicik Olusum Oranlar:
4.3.1. DDV Ortaminda Belissa

Belissa F; genotipinde ortalama embriyo olusumu % 28.33, Belissa F,’de % 37.59
olmustur. Bitkicik olusum oram1 F; ve F, genotipinde sirayla % 5.37 ve % 6.11
olmustur. Cicek tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada ise en yiiksek ortalama
embriyo olusum orant % 51.95 ile +4 C’de 24 saat bekletilen uygulamadan elde
edilirken, bunu sirayla 48 saat ve kontrol uygulamasi izlemistir. Vitamin Bj
uygulamas1 Belissa genotipinde embriyo olusumunu arttirmamistir. Inkiibasyon
uygulamasinda 35 °C’de 8 giin bekletme daha iyi sonu¢ vermistir. Uygulamalara bagli
olarak bitkicik olusum oranlari embriyo olusum oranlan ile benzerlik gosterirken, 9
°C’de 8 giin bekletmede bitkiye donilisiim orant 35 0C’ye gore daha yiiksek
bulunmustur. Belissa genotipinde uygulamalara gore embriyo ve bitkicik olusum

oranlari sekil 4.4.’de verilmistir.

DDV ortami

M Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olugum orani (%)

51.85 51.39 48.89

37.59
1833 30.83 3333

20.00 G
9.44
537 611 808;,, WSS M.., W83 & 639 7.8

Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.03 0.05 9°C 35°C

Belissa 4 °C'de bekletme VitaminB12 (mg/l) inkiibasyon sicakligi

Sekil 4.4. DDV Ortamindaki Belissa genotipinin uygulamalara gére embriyo Ve bitkicik
olusum oranlar1 (%)
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4.3.2. Cift Faz Ortaminda Belissa

Belissa F; genotipinde ortalama embriyo olusumu % 16.11, Belissa F,’de % 8.15
olmustur. Bitkicik olusum oram1 F; ve F, genotipinde sirayla % 1.67 ve % 1.30
olmustur. Cicek tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada ise en yliksek ortalama
embriyo olusum orant % 8.33 ile kontrol uygulamadan elde edilmistir. Aktif komiir
uygulamasi Belissa genotipinde embriyo olusumunu kontrole gére dnemli derecede artis
gostermistir. En yiliksek embriyo olusum orami % 20.28 ile % 0.10 aktif komiir
uygulanan ortamda olmustur. % 0.20 aktif komiir uygulanan ortamlarda ise % 15.56
embriyo olusumu gdzlenmistir. Inkiibasyon uygulamasinda DDV ortaminin aksine 9
%C’de 8 giin bekletme % 21.85 ile daha iyi sonug vermistir. Uygulamalara bagl olarak
bitkicik olusum oranlart embriyo olusum oranlar ile benzerlik gostermistir. Cift faz
ortamindaki Belissa genotipinde uygulamalara gére embriyo ve bitkicik olusum oranlari

sekil 4.5.’te verilmistir.

Cift faz ortami
H Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum orani (%)
21.85
20.28
16.11 15.56
8.15 8.33 732
- ) 3.06 3.89 361
g 1.30 1.39 1'390.28 0.560_00 1.39 0.56

Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.10 0.20 9°C 35°C
Belissa 4 °C'de bekletme Aktif Komir (%) inkiibasyon
sicakhgl

Sekil 4.5. Cift faz ortamindaki Belissa genotipinin uygulamalara gére embriyo ve
bitkicik olusum oranlari (%)
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4.3.3. DDV Ortaminda Sélen

Sélen F; genotipinde ortalama embriyo olusumu % 3.15, Solen F,’de % 4.07 olmustur.
Bitkicik olusum oran1 F; ve F, genotipinde sirayla % 1.11 ve % 0.56 olmustur. Cigek
tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada ise en yiiksek ortalama embriyo olusum orani
% 6.67 ile +4 °C’de 24 saat bekletilen uygulamadan elde edilirken, bunu sirayla % 1.39
ile 48 saat ve % 0.83 ile kontrol uygulamasi izlemistir. Vitamin B, uygulamasi Sélen
genotipinde embriyo olusumunu arttirmistir. En yiiksek embriyo olusum orani 0.05 mg
I vitamin By, uygulanan ortamda olmustur. inkiibasyon uygulamasinda 35 °C’de 8 giin
bekletme daha iyi sonu¢ vermistir. Uygulamalara bagli olarak bitkicik olusum oranlari
embriyo olusum oranlar ile benzerlik gosterirken, 9 °C’de 8 giin bekletmede bitkiye

déniisim oram 35 °C’ye gore daha yiiksek bulunmustur. Sélen genotipinde

uygulamalara gore embriyo olusum ve bitkicik olusum oranlart sekil 4.6.’da verilmistir.

DDV ortami

M Embriyoolusum orani (%) M Bitkicik olusum orani (%)

6.67

47 5.56

4.07 35)

3.15
056 0.830.83

Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol  0.03 0.05 9°C  35°C

Solen 4 °C'de bekletme VitaminB12 (mg/l) Inkiibasyon sicakli

Sekil 4.6. DDV ortamindaki So6len genotipinin uygulamalara gére embriyo ve bitkicik
olusum oranlar1 (%)
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4.3.4. Cift Faz Ortaminda Solen

Solen F; genotipinde ortalama embriyo olusumu % 2.96, Soélen F,’de % 1.67 olmustur.
Bitkicik olusum orani hem F;’de hemde F,’de % 0.37 olmustur. Ci¢ek tomurcuklarina
uygulanan 6n uygulamada ise en yiiksek ortalama embriyo olusum oran1 % 5.56 ile 24
saat uygulamadan elde edilmistir. Aktif kdmiir uygulamasi Sélen genotipinde embriyo
olusumunu kontrole gére dnemli derecede artmistir. En yiiksek embriyo olusum orani %
528 ile % 0.10 aktif komiir uygulanan ortamda olmustur. % 0.20 aktif komiir
uygulanan ortamlarda ise % 0.83 ile kontrol uygulamasi ile ayni sonug elde edilmistir.
Inkiibasyon uygulamasinda DDV ortaminin aksine 9 °C’de 8 glin bekletme % 4.07 ile
daha iyi sonu¢ vermistir. Cift faz ortamindaki Soélen genotipinde uygulamalara goére

embriyo ve bitkicik olusum oranlar1 sekil 4.7.’de verilmistir.

Cift faz ortami

M Embriyoolusum orani (%) M Bitkicik olugum orani (%)

5.56

5.28
2.96
1.67
. L1 0.83 083 0.83 083 0.83
0.37 0.37 0.
0.00 0.000.00 io.oo
Fi F2 Kontrol  24saat 48saat | Kontrol 0.10 9°C
Solen 4 °C'de bekletme Aktif Kdmr (%) Inkiibasyon sicakligi

Sekil 4.7. Cift faz ortamindaki S6len genotipinin uygulamalara gére embriyo olusum ve
bitkicik olusum oranlar1 (%)
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4.3.5. DDV Ortaminda Bafra

Bafra Fi’de ortalama embriyo olusumu % 12.78, Bafra F,’de % 17.41 olmustur.
Bitkicik olusum orani F; ve F;’lerde sirayla % 2.04 ve % 3.15 olmustur. Cicek
tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada ise en yiiksek ortalama embriyo olusum orani
% 16.94 ile +4 °C’de 48 saat bekletilen anterden elde edilirken, vitamin By, uygulamasi
Bafra genotipinde embriyo olusumunu kontrole gore arttirmistir. En yliksek embriyo
olusum oran1 % 16.39 ile 0.03 mg I"* vitamin By, uygulanan ortamda olmustur. Bunu %
15.00 ile 0.05 mg I vitamin By, ve % 13.89 ile kontrol uygulamasi takip etmistir.
Inkiibasyon uygulamasinda 35 °C’de 8 giin bekletme daha iyi sonu¢ vermistir.
Uygulamalara bagli olarak bitkicik olusum oranlart embriyo olusum oranlar ile
benzerlik gosterirken, 9 °C’de 8 giin bekletmede bitkiye dniisiim oram 35 °C’ye gore
daha yiliksek bulunmustur. Bafra genotipinde uygulamalara gore embriyo ve bitkicik

olusum oranlar1 Sekil 4.8.’de verilmistir.

DDV ortami

M Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum orani (%)
24.44

1741 16.94 16.39
15.00 ' 15.00
12.78 13.89 13.89

4.00 3.89 4.17 4.72
2.04 3.15 2.22 . 167 1.94 3.06

Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.03 0.05 9°C 35°C

Bafra 4 °C'de bekletme Vitamin B12 (mg/l) inkiibasyon sicakligi

Sekil 4.8. DDV ortamindaki Bafra genotipinin uygulamalara gére embriyo ve bitkicik
olusum oranlar1 (%)
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4.3.6. Cift Faz Ortaminda Bafra

Bafra F;1’de ortalama embriyo olusumu % 7.22, Bafra F,’de % 15.56 olmustur. Bitkicik
olusum oram1 F; ve F; genotipinde sirayla % 0.93 ve % 2.04 olmustur. Cicek
tomurcuklarina uygulanan on uygulamada ise en yiiksek ortalama embriyo olusum orani
% 13.33 ile 24 saat uygulamasindan elde edilmistir. Aktif komiriin etkisi Sélen
genotipinde kontrolle gore ¢cok az fark etmistir. En yiiksek embriyo olusum oran1 %
12.78 ile % 0.10 aktif komiir uygulanan ortamda olmustur. Kontrol uygulamasi ise %
12.22 embriyo elde edilirken bunu % 9.17 embriyo olusumu ile % 0.20 aktif komiir
uygulanan ortam takip etmistir. Inkiibasyon uygulamasinda embriyo olusum oran1 DDV
ortammin aksine 9 °C’de 8 giin bekletme % 19.44 ile daha iyi sonu¢ vermistir.
Uygulamalara bagli olarak bitkicik olusum oranlart embriyo olusum oranlari ile
benzerlik gostermistir. Cift faz ortamindaki Bafra genotipinde uygulamalara gore

embriyo ve bitkicik olusum oranlar1 Sekil 4.9.’da verilmistir.

Cift faz ortami

H Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum orani (%)

19.44
15.56
1333 11094 12220 1278
9.17
7.22
333 5.00
0.93 204 267, 1) 139 1.67 1.39 167 1.39 : 111
Fi F2 Kontrol ~ 24saat 48saat | Kontrol 0.10 0.20 9°C 35°C
Bafra 4 °C'de bekletme Aktif Komur (%) inktibasyon sicakligi

Sekil 4.9. Cift faz ortamindaki Bafra genotipinin uygulamalara gére embriyo ve bitkicik
olusum oranlar1 (%)
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4.3.7. DDV Ortaminda Ergenekon

Ergenekon F;’de ortalama embriyo olusumu % 5.56, Ergenekon F,’de % 9.44 olmustur.
Bitkicik olusum oran1 F; ve F, genotipinde sirayla % 1.30 ve % 2.41 olmustur. Cigek
tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada ise en yiiksek ortalama embriyo olusum orani
% 16.11 ile +4 °C’de 48 saat bekletilen uygulamadan elde edilirken, kontrol
uygulamasindan embriyo ve bitkicik elde edilememistir. Vitamin Bj; uygulamasi
Ergenekon genotipinde embriyo olusumunu kontrole gore artirmistir. En yiiksek
embriyo olusum orani % 10.56 ile 0.03 mg I™* vitamin By, uygulanan ortamdan elde
edilmistir. Inkiibasyon uygulamasinda 35 °C’de 8 giin bekletme % 12.22 embriyo
olusumu ile daha iyi sonu¢ vermistir. Uygulamalara bagli olarak bitkicik olusum
oranlar1 embriyo olusum oranlari ile benzerlik gosterirken, 9 °C’de 8 giin bekletmede
bitkiye doniisiim orani 35 °C’ye gore daha yiiksek bulunmustur. Ergenekon genotipinde

uygulamalara gére embriyo ve bitkicik olusum oranlar1 Sekil 4.10.’da verilmistir.

DDV ortami
H Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum orani (%)
16.11
12.22
9.44 o 10.56
6.85
556 6.39 g6
. 3.06 3.06
130 2.41 1.67 1.94 1.67 1.94 2.50
0.000.00
Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.03 0.05 9°C 35°C
Ergenekon 4 °C'de bekletme Vitamin B12 (mg/l) inktibasyon sicakligi

Sekil 4.10. DDV ortamindaki Ergenekon genotipinin uygulamalara gére embriyo ve
bitkicik olusum oranlar1 (%)
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4.3.8. Cift Faz Ortaminda Ergenekon

Ergenekon F;’de ortalama embriyo olusumu gergeklesmezken, Ergenekon F;’de
embriyo olusum orani1% 4.44 olmustur. Bitkicik olusum oran1 Ergenekon F, genotipinde
% 1.11 olmustur. Cigek tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada en yiiksek ortalama
embriyo olusum oran1 % 5.56 ile 48 saat uygulamasindan elde edilmistir. Ergenekon
genotipinde 6n uygulamada kontrol grubunda embriyo olusmamistir. Ergenekon
genotipinde aktif komiir etkisi kontrole gore ¢ok diisiikk kalmistir. En yiiksek embriyo
olusum oram1 % 4.72 ile kontrol uygulamasindan elde edilmistir. Inkiibasyon
uygulamasinda embriyo olusum orani 9 %C’de 8 giin bekletme % 3.15 ile daha iyi sonug
vermistir. Uygulamalara bagli olarak bitkicik olusum oranlart embriyo olusum oranlari
ile benzerlik gostermistir. Cift faz ortamindaki Ergenekon genotipinde uygulamalara

gore embriyo ve bitkicik olusum oranlart Sekil 4.11.’de verilmistir.

Cift faz ortami
B Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum arani (%)
5.56
4.44 4.72
3.15
1.94
1.11 1.11 1.11 1.11
0.8 083 083 . ~os; [0S3 083
0.000.00 0.000.00 . .

Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.10 0.20 9°C 35°C
Ergenekon 4 °C'de bekletme Aktif Kdmdr (%) inkiibasyon sicaklig|

Sekil 4.11. Cift faz ortamindaki Ergenekon genotipinin uygulamalara gore embriyo ve
bitkicik olusum oranlar1 (%)
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4.3.9. DDV Ortaminda istek

Istek F1’de ortalama embriyo olusumu % 15.74, Istek F,’de % 18.89 olmustur. Bitkicik
olusum oram1 F; ve F; genotipinde sirayla % 2.59 ve % 3.70 olmustur. Cicek
tomurcuklarina uygulanan 6n uygulamada en yiiksek ortalama embriyo olusum orant %
26.39 ile +4 °C’de 24 saat bekletilen uygulamadan elde edilmistir. Vitamin Bi,
uygulamasi Istek genotipinde embriyo olusumunu kontrole gére arttirmistir. En yiiksek
embriyo olusum oran1 % 24.72 ile 0.05 mg I* vitamin By, uygulanan ortamda elde
edilmistir. Inkiibasyon uygulamasinda 35 °C’de 8 giin bekletme % 44.72 ile daha iyi
sonug¢ vermistir. Uygulamalara bagli olarak bitkicik olusum oranlari embriyo olusum
oranlar1 ile benzerlik gostermistir. Istek genotipinde uygulamalara gére embriyo ve

bitkicik olusum oranlar1 Sekil 4.12.’de verilmistir.

DDV ortami
B Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum orani (%) 1472
18.89
16.94
15.74 13.61
10.28
5.56 6.67
250 370 358, 333 W33 Mo M. 4815 78
Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.03 0.05 9°C 35°C
Istek 4 °C'de bekletme Vitamin B12 (mg/I) inkiibasyon sicakligi

Sekil 4.12. DDV ortamindaki Istek genotipinin uygulamalara gére embriyo ve bitkicik
olusum oranlar1 (%)
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4.3.10. Cift Faz Ortaminda Istek

Istek Fi’de ortalama embriyo olusumu % 1.48, Istek Fy’de % 2.04 olmustur. Bitkicik
olusum orani F; ve F, genotipinde % 0.56 olmustur. Cigek tomurcuklarina uygulanan 6n
uygulamada en yliksek embriyo olusum orani % 2.22 ile 24 saat uygulamasindan elde
edilmistir. Aktif kdmiiriin etkisi Istek genotipinde kontrole gore artis gdstermistir. En
yiikksek embriyo olusum orani1 % 3.06 ile % 0.20 aktif komiir uygulanan ortamda elde
edilmistir. Inkiibasyon uygulamasinda embriyo olusum oran1 DDV ortaminim aksine 9
°C’de 8 giin bekletme % 2.59 ile daha 1yi sonu¢ vermistir. Uygulamalara bagli olarak
bitkicik olusum oranlar1 embriyo olusum oranlar ile benzerlik gostermistir. Cift faz
ortamindaki Istek genotipinde uygulamalara gore embriyo ve bitkicik olusum oranlari

Sekil 4.13.’de verilmistir.

Cift faz ortami

M Embriyo olusum orani (%) M Bitkicik olusum arani (%)

3.06
2.59
222

2.04
148 1.67 1.67 Lo

0.83
0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56
0.42 0.28

Fi F2 Kontrol 24saat 48saat | Kontrol 0.10 0.20 9°C 35°C

istek 4 °C'de bekletme Aktif Kdmiir (%) inkiibasyon sicaklig|

Sekil 4.13. Cift faz ortamindaki Istek genotipinin uygulamalara goére embriyo ve
bitkicik olusum oranlar1 (%)
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4.4. Genotiplerin F; ve F, Generasyonlarina Gore Basari Diizeyleri

Genotiplerin F; ve F, generasyonlarinin ortalama embriyo olusturma performanslar
incelendiginde, F1 genotiplerinin embriyo olusum oranlart DDV ve ¢ift faz ortamlarinda
sirasiyla % 2.48 ve 2.46 olurken. F, genotiplerinde embriyo olusum oranlari DDV ve
cift fazli ortamda sirasiyla % 17.48 ve 7.96 olmustur. Ayn1 uygulamalarin bitkicik
olusum oranlarina etkisi incelendiginde F; genotiplerinde DDV ve ¢ift fazli ortamlarda
bitkicik olusum oranlar1 sirasiyla % 2.48 ve 0.70; F, genotiplerinde DDV ve ¢ift fazl

ortamlarda sirasiyla % 2.44 ve 1.07 olmustur.

Calismada her iki ortamda da embriyoid olusturmada F, genotipleri F; genotiplerine
gore iki katindan daha fazla basarili sonu¢ vermistir. Ancak bu basar1 farki bitkicik
olusum oranlarinda goériilmemistir. Bu sonug, embriyo olusum orani yiiksek olan
uygulamalarda bitkicige doniisiim asamasinda kayiplarin daha yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. F; ve F, genotiplerinin ortamlara gére embriyo Ve bitkicik olusum oranlar
Sekil 4.14.’de verilmistir.

Embriyo Olugum Orani (%) Bitkicik Olusum Oram (%)
20 |r ER 30 mF  WFR
15 2,0
10
1.0
; | o
0 0.0 .

DDV Cift Faz DDV Cift Faz

Sekil 4.14. Ortamlara ve F;-F, genotiplerine gore ortalama embriyo ve bitkicik olusum
oranlar1 (%)

Anter kiiltiirtinde genotip farkliliginin yaninda genotiplerin heterozigotluk diizeyleri de
basar1 oranini etkilemektedir. Heterozigotluk azaldik¢a basar1 artmaktadir. Calismada F;
genotiplerinde embriyo olusum oraninin F; genotiplerine gore daha yiiksek olmasi, F»
genotiplerinde bir generasyonluk kendilemeye bagli olarak heterozigotluk diizeyinin
azalmasindan kaynaklanmistir. Basay ve Ellialtioglu (2013), patlicanda standart
genotiplerin F; genotiplere gore daha yiiksek embriyoid olusturdugunu; Mityko ve ark.
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(1995), biberde standart gesitlerin hibrit cesitlere gore anter kiiltiiriinde daha yiiksek
embriyo olusturduklarini belirtmektedirler. Bulgar biber genotiplerinde ¢alisan Rodeva
ve ark. (2014), benzer sonuclar elde etmislerdir. Nowaczyk ve Kisiala (2006), melez
biberlerdede embriyo olusum oraninin ebeveynlere gore daha diisik oldugunu
belirtmektedirler. Arastiricilarin sonuglart bizim c¢alismamizda elde edilen sonuglar

desteklemektedir.

4.5. Tomurcuklara Diisiik Sicaklik Uygulamasinin Embriyo ve Bitkicik Olusumu

Uzerine Etkisi

Tomurcuklara yapilan 6n uygulamalarin ortamlara gére embriyo ve bitkicik olusumuna
etkileri incelendiginde, en yliksek embriyo olusumu % 21.28 ile tomurcuklarin 24 saat 4
°C’de bekletildigi DDV ortaminda elde edilirken bunu % 13.61 ile 4 °C’de 48 saat
bekletilen DDV ortami izlemistir. Cift faz ortaminda ise kontrol uygulamasi en yiiksek
sonucu vermistir. Bitkicik olusum oranlar1 incelendiginde tomurcuklarin 24 saat 4 °C’de
bekletildigi DDV ortaminda % 3.77 ile en yiiksek sonug alinirken, bunu % 2.50 bitkicik
olusumu ile 48 saat uygulamasi izlemistir. Cift faz uygulamasinda kontrol ve 24 saat
uygulamasi birbirine ¢ok yakin bulunurken (% 0.83-0.94), 48 saat uygulamasi en diisiik
orant vermistir. Tomurcuklara 6n uygulama yapilmasinin ortamlara gére embriyo ve

bitkicik olusum oranlarina etkisi Sekil 4.15.’de verilmistir.

Embriyo Olusum Oram (%) Bitkicik Olusum Orani (%)
2 WDDV u(iftFaz 4 WDDV uCift Faz
20 3
15
2
10
5 1
0 0
Kontrol 24 saat 48 saat Kontrol 24 saat 48 saat

Sekil 4.15. Tomurcuklara 6n uygulama yapilmasinin ortamlara gére embriyo ve bitkicik
olusum oranlarina etkisi (%)
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4.6. Vitamin Bj,; ve Aktif Komiir Uygulamalarinin Embriyo ve Bitkicik Olusumu

Uzerine Etkisi

DDV ortaminda vitamin B, uygulamasinin embriyo olusumuna etkisi incelendiginde en
yiksek embriyo olusumu % 18.88 ile vitamin Bj, uygulanmayan kontrol
uygulamasindan elde edilirken 0.05 mg I vitamin By, uygulamas: % 15.66 embriyo
olusum orani ile ikinci sirada yer almistir. Vitamin Bj, uygulamasi bitkicik olusumu
lizerine kontrole gore daha etkili olmustur. Kontrol uygulamasinda bitkicik olusum
oran1 % 3.05 olurken, 0.05 mg It vitamin By, uygulamasinda % 3.27 olmustur. Vitamin
B2 uygulamasinin embriyo ve bitkicik olusum oranlarina etkisi Sekil 4.16.’da

verilmigtir.

Cift faz ortaminda aktif komiir kullanilmas1 embriyo olusumuna olumlu etki yapmustir.
En yiiksek embriyo olusumu % 8.16 ile % 0.10 aktif kdmiir kullanilan uygulamadan
elde edilirken bunu % 0.20 aktif komiir ve kontrol uygulamalari izlemistir. Aktif komiir
uygulamasinda bitkicik olusum oranlar1 da benzerlik gostermistir. En yiiksek bitkicik
olusumu % 1.28 ile % 0.10 aktif komiir uygulamasindan elde edilirken bunu sirasiyla %
0.20 ve kontrol uygulamalar1 takip etmigtir. Aktif komiir uygulamasmin embriyo ve

bitkicik olusum oranlarina etkisi Sekil 4.16.’da verilmistir.

20 Embriyo Olusum Oran (%) 15 Bitkickk Olusum Oran: (%)

0 003 005 , ) 0 003 005 0 010 020

DDV-Vitamin By, (mg I'Y)  Cift Faz-Aktif Kémiir (%) DDV-Vitamin B12 (mg I) Cift Faz-Aktif Komiir (%)

Sekil 4.16. Vitamin B, ve aktif komiir uygulamasimin embriyo ve bitkicik olusum
oranlarina etkisi (%)

Calismada sadece C ortaminda Bj; vitamininin farkli dozlar1 kullanilmis, kontrole gore

embriyo olusumunda bir artis saglamamistir. Irikova ve ark. (2011a), biberde anter

86



kiiltiriinde basar1 oraninin artmasinda vitaminlerin 6nemli rol oynadigini, By, vitaminin
de i¢inde yer aldig1 besin ortami1 vitaminlerinin hem C, hem de R ortaminda bulunmasi
gerektigini onermektedirler. B1» vitamin uygulamasinin etkili olmamasi dozlarin diistik
kalmis olma olasiligindan da kaynaklanabilir. Zira Ionescu ve Tudor (1994), biberde
anter kiiltiirii ¢alismalarinda en yiiksek androgenik yaniti 0.04 mg I By, vitamini
uygulamasindan aldiklarini belirtmektedirler. Basay ve Ellialtioglu, (2013), patlicanda
yiriittiikleri anter kiiltiirii ¢caligmasinda bazi genotiplerden olumlu sonug¢ almislardir.

Arastiricilar DDV Kkiiltiir ortaminda By, vitaminini 0.2 mg I olarak kullanmaslardir.

Aktif komiir genelde in vitro ¢alismalarda, 6zelde anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen
faktorler arasinda yer almaktadir. Etki mekanizmasi in vitro galismalarda ortamdan veya
explanttan kaynaklanan inhibitorlerin ve zararli gazlarin etkilerini ortadan kaldirmasi
seklindedir (Pan ve Van Staden, 1998; Thomas, 2008). Bu ¢alismada da % 0.10 mg 1™
aktif komiir uygulanmasi en yiiksek embriyo olusumunu vermistir. Yang ve ark. (2009),
biberde anter kiiltlirii ¢aligmalarinda farkli bilesenlere sahip ortamlari denemisler ve en
yiiksek embriyo olusumunu 1.5 g | aktif komiir kullandiklar1 ortamdan elde etmislerdir.
Nowaczyk ve Kisiala (2006), biberde anter kiiltiiriinde 0.5 g | aktif komiir kullandigi
ortamlarda aktif komiiriin embriyo olusumunu artirdigini, ancak bu etkinin ortamdaki

diger bilesenlere gore degisebilecegini belirtmektedirler.

4.7. inkiibasyon Uygulamasimin Embriyo ve Bitkicik Olusumuna Etkisi

Anterlere inkiibasyon uygulamalarinin ortamlara gore embriyo ve bitkicik olusumu
tizerine etkileri incelendiginde en yiiksek embriyo olusum oramt % 27.16 ile DDV
ortaminda 35 °C’de elde edilirken bunu sirasiyla % 12.48 ve 10.22 ile DDV ortami1 9 °C
ve ¢ift faz ortaminda 9 °C uygulamalari izlemistir. DDV ortaminda 35 °C uygulamasi
daha etkili olurken, ¢ift faz ortaminda 9 °C uygulamasi daha etkili olmustur. Inkiibasyon
uygulamalarinin bitkicik olusumuna etkisine bakildiginda en yiiksek bitkicik olusumu
% 4.33 ve 4.16 ile DDV ortaminda sirasiyla 9 ve 35 °C uygulamalarindan elde
edilmistir. Inkiibasyon uygulamalarinin ortamlara gére embriyo ve bitkicik olusumuna
etkisi Sekil 4.17.’de verilmistir.
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Sekil 4.17. Inkiibasyon uygulamasmin ortamlara gore embriyo ve bitkicik olusum
oranlarina etkisi (%)

Anter kiiltiirii calismalarinda yiiksek veya diisiik sicaklik soklari androgenik basariy1
veya kallogenesisi olumlu yonde tetiklemektedir (Sangwan ve Sangwan-Norreel, 1990).
Her ne kadar inkiibasyon veya sok uygulamalarinin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmesede kiiltiire alinmis anterlerde ABA seviyesini azaltmasinin etkili olacagi
savunulmaktadir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997). Degisik bitki tiirlerinde farkli besin
ortamlarinda inkiibasyon uygulamalarinin kallus veya embriyo olusumunu tesvik ettigi
bircok arastirici tarafindan ifade edilmis ve tartisilmistir. (Dias ve Correia, 2002;
Calleberg ve Johansson, 1993; Feng ve Wolyn, 1991; Xynias ve ark., 2001; Dunwell,
1985; Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Matsubara ve ark., 1998). Literatiire gore biberde
yiiksek sicaklik stresi (35 °C) androgenik basari iizerine diisiik sicaklik stresinden (7-9
°C) ¢ok daha fazla etkili olmaktadir (Barany ve ark., 2005; Kim ve ark., 2004; Koleva-
Gudeva ve ark., 2007). Bu sonuglar bizim ¢alismamizda DDV ortaminda elde edilen
bulgular1 desteklemektedir. Inkiibasyon uygulamasi anter kiiltiirii calismalarinda diger
uygulamara gore de degisebilmektedir. Supena ve ark. (2006), ¢ift fazli anter kiiltiiri
ortaminda inkiibasyon sicakligmm 35 °C den 9 °C’ye kadarki etkilerini incelemis ve en
yiiksek embriyo gelisimini 8 giin siireyle 9 °C inkiibasyon uygulamasindan elde
etmistir. Bizim ¢alismamizda da ¢ift fazli ortamda 9 °C inkiibasyon uygulamasi daha

basarili olmustur.
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4.8. Dihaploid Hatlarin Bazi Morfolojik ve Agronomik Ozellikleri

Anter kiiltiiri ¢alismas1 sonucunda 6 adet kapya, 11 adet dolma, 6 adet {i¢ burun ve 4
adet tatli sivri biber olmak iizere toplamda 27 adet dihaploid hat clde edilmistir.
Denemede elde edilen hatlarin morfolojik karakterizasyonu igin bitkiler klima kontrolli
polikarbon ortiili sera kosullarinda yetistirilmigtir. Bu hatlarin bazi morfolojik
Ozellikleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Cizelgede dihaploid hatlarin meyve sekli, meyve
eni, meyve boyu, meyve sayisi, meyve eti kalinligi ve hibrit gesit 1slahinda yariyol
materyali olarak kullanilip kullanilamayacag1 gorsel olarak degerlendirilmistir. Buna
gore kapya biber tipinde 4 genotip, dolma biber tipinde 6 genotip, ti¢ burun biber
genotipinde 4 genotip ve tatli sivri biber tipinde 3 genotip yariyol materyali (hibrit ¢esit
1slaht i¢in ebeveyn) potansiyeli yiiksek bulunmustur. Morfolojik gézlemlerin yapildigi
dénem i¢inde bu hatlar arasinda diallel melezlemeler de yapilmistir. Boylece ileriki
yillarda bu hatlarin genel ve 6zel kombinasyon yetenekleri belirlenecektir. Calisma
sonunda elde edilen bu homozigot hatlar kullanilarak yerli hibrit biber cesitlerinin
gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Denemede elde edilen dihaploid hatlarin bitki ve

meyve Ozellikleri Sekil 4.18°den 4.44°e kadar verilmistir.
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Cizelge 4.11 Elde edilen saf hatlarda yapilan gézlemler

Hat Meyve Toplam Meyveeni  Meyve Meyveeti  Toplam Yartyol
Tipi meyve sayisi (cm) Boyu kalinlig verim materyali
(adet/bitki) (cm) (mm) (kg/bitki)  potansiyeli*

B-01 Kapya 32.00 56.48 21.41 6.18 2.72 Iyi
B-02 Kapya 324.00 38.82 22.32 3.83 15.86 Orta
B-03 Kapya 12.00 00.00 00.00 0.00 1.83 Iyi
B-04 Kapya 280.00 44.87 28.04 5.23 18.46 Kotii
B-05 Kapya 114.00 00.00 00.00 0.00 1.56 Iyi
B-06 Kapya 78.00 54.00 21.26 6.97 6.28 Iyi
E-01 Dolma 242.00 37.94 15.83 3.18 13.21 Iyi
E-02 Dolma 334.00 40.41 14.60 3.36 18.30 Iyi
E-03 Dolma 316.00 44.13 12.77 3.58 7.49 Iyi
E-04 Dolma 114.00 50.88 12.45 4.24 4.14 Kotii
E-05 Dolma 222.00 31.72 9.66 1.88 4.18 Iyi
E-06 Dolma 196.00 32.97 11.44 2.73 4.46 Iyi
E-07 Dolma 196.00 38.97 10.93 2.65 5.78 Kotii
E-08 Dolma 176.00 36.81 11.66 2.76 4.88 Kotii
E-09 Dolma 240.00 38.34 12.23 2.64 6.38 Kotii
E-10 Dolma 186.00 37.76 6.64 2.41 531 Kotii
E-11 Dolma 198.00 37.04 13.07 2.55 16.06 Iyi
i-01  Ugburun 364.00 43.26 14.28 4.62 12.88 Iyi
I-02  Ucburun 246.00 44.56 16.26 2.89 11.90 Iyi
i-03  Ugburun 512.00 27.75 20.64 3.06 18.34 Iyi
i-04  Ucburun 84.00 33.79 8.90 2.76 1.22 Kotii
i-05 Ugburun 290.00 28.50 18.11 3.69 11.11 Iyi
I-06  Ucburun 328.00 41.01 12.43 3.02 9.63 Kotii
S-01 Tath sivri 308.00 15.71 30.58 1.84 7.71 Iyi
S-02  Tath sivri 614.00 21.65 31.80 2.70 17.92 Iyi
S-03  Tatli sivri 478.00 15.02 33.79 1.56 13.12 Orta
S-04  Tath sivri 652.00 16.28 32.37 2.14 19.51 Iyi

* Morfolojik gozlemlerin yapildig1 asamada bitkinin gelisme durumu, meyvenin bitkide durusu
ve dagilimi, dallanma durumu, yan dal sayisi, yapraklarin durusu, meyvede sekil bozuklugu,

¢igek burnu ¢iirikligiine hassasligi, meyvede tohum miktari, meyvenin kopma direnci, albenisi

ve benzeri Ozellikler dikkate alinarak tez danigmani, tez 6grencisi ve 1 doktora dgrencisi ile
birlikte iyi, orta, kotii degerlendirmesi yapilmistir. Bu gézlem tek basina kriter olarak esas

alinmayacaktir. Ilerde yapilacak kombinasyon testlerinde fikir vermesi bakimindan yararli

olacag diistintilmiistiir.
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B-02
Sekil 4.19. Belissa genotipinden elde edilen B-02 hattinin bitki ve meyvesi
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B-04
Sekil 4.21. Belissa genotipinden elde edilen B-04 hattinin bitki ve meyvesi
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B-05
Sekil 4.22. Belissa genotipinden elde edilen B-05 hattinin bitki ve meyvesi

B-06
Sekil 4.23. Belissa genotipinden elde edilen B-06 hattinin bitki ve meyvesi
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E-01
Sekil 4.24. Ergenekon genotipinden elde edilen E-01 hattinin bitki ve meyvesi

E-02
Sekil 4.25. Ergenekon genotipinden elde edilen E-02 hattinin bitki ve meyvesi
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E-03
Sekil 4.26. Ergenekon genotipinden elde edilen E-03 hattinin bitki ve meyvesi

E-04
Sekil 4.27. Ergenekon genotipinden elde edilen E-04 hattinin bitki ve meyvesi
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E-05
Sekil 4.28. Ergenekon genotipinden elde edilen E-05 hattinin bitki ve meyvesi

E-06
Sekil 4.29. Ergenekon genotipinden elde edilen E-06 hattinin bitki ve meyvesi
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E-07
Sekil 4.30. Ergenekon genotipinden elde edilen E-07 hattinin bitki ve meyvesi

E-08
Sekil 4.31. Ergenekon genotipinden elde edilen E-08 hattinin bitki ve meyvesi
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E-09
Sekil 4.32. Ergenekon genotipinden elde edilen E-09 hattinin bitki ve meyvesi

E-10
Sekil 4.33. Ergenekon genotipinden elde edilen E-10 hattinin bitki ve meyvesi
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E-11
Sekil 4.34. Ergenekon genotipinden elde edilen E-11 hattinin bitki ve meyvesi

i-01
Sekil 4.35. Istek genotipinden elde edilen i-01 hattinin bitki ve meyvesi
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i-02
Sekil 4.36. Istek genotipinden elde edilen i-02 hattinin bitki ve meyvesi

1-03
Sekil 4.37. Istek genotipinden elde edilen I-03 hattmin bitki ve meyvesi
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I-05
Sekil 4.39. Istek genotipinden elde edilen i-05 hattmin bitki ve meyvesi
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1-06
Sekil 4.40. Istek genotipinden elde edilen i-06 hattinin bitki ve meyvesi

S-01
Sekil 4.41. Solen genotipinden elde edilen S-01 hattinin bitki ve meyvesi
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S-02
Sekil 4.42. Solen genotipinden elde edilen $-02 hattinin bitki ve meyvesi

S-03
Sekil 4.43. Solen genotipinden elde edilen S-03 hattinin bitki ve meyvesi
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S-04
Sekil 4.44. Solen genotipinden elde edilen S-04 hattinin bitki ve meyvesi
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5. SONUC ve ONERILER

Biberde anter kiiltiirlinde genotip, 6n uygulama, inkiibasyon, besin ortami ve ortam
bilesenlerinin etkilerinin arastirildigi calismada 5 adet hibrit biber c¢esidi ve bu
cesitlerden elde edilmis F, genotipleri donor bitki olarak kullanilmistir. Uygulamalara
bagl olarak genotiplerde embriyoid, bitkicik, haploid bitki olusum oranlar1 ve dihaploid
bitki sayilar1 incelenmistir. En basarili genotip Belissa F, olurken, F, generasyonlar1 F;
genotiplere gore daha basarili olmustur. F, genotiplerinin yiiksek basari oranlar1 her iki
ortamda 6ne ¢ikmistir. Embriyo olusumunda ortaya ¢ikan bu fark bitkicik olusumunda
goriilmemistir. Embriyoid olusum orani yiikksek olan uygulamalarda bitkicige doniisiim
orani diisiik kalirken, embriyoid olusum orani diisiik olan uygulamalarda daha yiiksek

oranlarda bitkicik elde edilmistir.

Emriyoid olusumu bakimindan genotipler arasinda belirgin farkliliklar ortaya ¢ikmustir.
Belissa genotipi ile beraber Istek ve Bafra gesitlerinin F; ve F, generasyonlar1 basarili
sonuglar vermistir. Hibrit genotiplerin kendilenmesi ile elde edilen F, genotiplerinin
daha basarili olmasi, androgenik yanitin alimamadigi veya diisiik diizeyde kaldig:
genotiplerde kendilemeler yapilarak androgenik bagari oraninin artirilabilecegi ve ileriki
kendileme generasyonlarinda basarinin daha da artacagi kanaatini olusturmustur.
Genotiplerin uygulamalara gore tepkileri de farkli olmustur. Genotipler arasinda S6len
F1 ve F, androgenik performansi en diisiik genotipler olmustur. Calismada biitlin
genotiplerden degisen oranlarda embryoid elde edilmistir. Ortamlarin androgenik
yanitlart incelendiginde o6zellikle F, genotiplerinde DDV ortaminin ¢ift fazli ortama
gore yaklasik 2 kat daha fazla embriyoid olusturdugu goriilmiistiir. DDV ortam1 sadece
embriyoid olusumunda degil ayni zamanda bitkicik olusumunda da ¢ift faz ortama

istlinliik saglamistir.

Cicek tomurcuklarma 6n uygulamalar yapilmistir. Cigek tomurcuklar1 24 ve 48 saat
siireyle karanlikta +4 °C’de bekletilmistir. Kontrol bitkilerine ise 6n uygulama
yapilmamistir. On uygulamalar embriyoid ve bitkicik olusumunda benzer sonuglar
vermistir. DDV ortaminda 24 saat uygulamasi daha iyi sonug verirken, bunu 48 saat ve
kontrol uygulamalar1 izlemistir. Cift fazli ortamda ise tomurcuklara 6n uygulama
yapilmast embriyoid olusumunu tesvik etmemistir. En yiiksek yanit kontrol

bitkilerinden elde edilmis, bunu 24 ve 48 saat uygulamalari izlemistir. Ozet olarak
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tomurcuklara 6n uygulama yapilmas1 DDV ortaminda etkili olurken, ¢ift fazli ortamda

tomurcuklara 6n uygulama yapilmasinin gereksiz oldugu sonucuna varilmastir.

Besin ortamlarinda ortamlara gore bazi ilaveler yapilmistir. DDV ortaminda vitamin
B12’nin 0.03 ve 0.05 mg It dozlar, ¢ift fazli ortamda ise aktif komiiriin % 0, % 0.10 ve
% 0.20 dozlar1 denenmistir. DDV ortaminda vitamin Bj, embriyoid olusumunda etkili
olmazken, bitkicik olusumunda az da olsa olumlu yonde etkisi goriilmiistiir, Vitamin By,
uygulamasinda basar1 orani embriyoid olusumunda sirastyla kontrol, 0.05 ve 0.03 mg I
seklinde siralanirken, bitkicik olusumunda 0.05, kontrol ve 0.03 mg It seklinde
gerceklesmistir. Cift fazli ortamda aktif komiirlin etkisi embriyoid ve bitkicik
olusumlarinda benzer etki gostermis, basari siralamast % 0.10, % 0.20 ve kontrol
uygulamasi seklinde gergeklesmistir. Anter kiiltiirii ¢alismalarinda Vitamin Bjz’nin
olumlu ve olumsuz etkileri olduguna dair sinirli sayida da olsa ¢alisma bulunmaktadir.
B1, vitamininin etkili oldugunu belirten arastiricilar bu vitaminin besin ortamlarinda
wsrarla kullanilmasi gerektigini belirtmektedirler. Calismamizda B, vitamininin sadece
0.03 ve 0.05 mg I'* dozlar1 kullanilmis ve etkisiz kalmustir. Anter kiiltiirii calismalarinda
Vitamin By2’nin 0.1 - 0.5 mg It gibi daha yiiksek dozlar1 denenmelidir.

Anterler besin ortamlarina aktarildiktan sonra 8 giin siireyle 9 °C ve 35 °C’de karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon uygulamasinin etkileri ortamlara gore farklilik
gostermistir. Embriyoid olusumunda DDV ortammda 35 °C uygulamasi daha etkili
olurken, ¢ift fazli ortamda 9 °C uygulamas1 daha iyi sonug vermistir. DDV ortaminda
bitkicik olusumunda inkiibasyon sicakliklar1 arasinda fark olusmazken, ¢ift fazl
ortamda 9 °C inkiibasyon uygulamas1 35 °C uygulamasindan daha etkili olmustur.
Inkiibasyon uygulamasinin, uygulama sekli ve uygulama siiresinin ortamlara gore
farkliliklar gosterip gostermedigi farkli ortamlarla yiiriitiilecek ¢alismalarla teyit

edilmesine ihtiya¢ vardir.

Calismada uygulamalarin biitiinii dikkate alindiginda 10 800 anterden 1 109 embriyoid,
210 bitkicik ve 27 haploid bitki elde edilmistir. Basar1 oranlari incelenirken her
genotipin kendi ic¢inde incelenmesi daha dogru olacaktir. Zira anter kiiltiirii
caligmalarinda genotip en 6nemli faktor olarak one c¢ikmaktadir. Denemede basarili
genotipler arasinda yer alan Belissa F, ve Istek F; genotiplerinde en yiiksek embriyoid

olusum oranlart sirasiyla % 170 ve % 116.67 olurken, basar1 diizeyi diisiik olan
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genotiplerden Solen F; genotipinde en yiiksek embriyoid olusumu % 43.33 oraninda

gerceklesmistir.

Calismada uygulamalarin androgenik basari iizerine etkileri genotiplere gore farkliliklar
gostermistir. Anter kiiltiirline yanit1 yiiksek olan genotiplerde uygulamalarin ¢ogunda
embriyonik yanit alinirken, yanit1 diisiik olan genotiplerde (Ornek: Tatli sivri biber tip
Solen F; ve Solen F, genotipleri) uygulamalarin ¢ogunlugu embriyogenik yanit
vermemistir. Bu genotiplerde yanit alinabilen uygulamalarda embriyoidlerin bitkiye
dontisiim oranlar1 da diisiik diizeyde kalmistir. Biberde anter kiiltiirii ¢aligmalarinda
genotip etkisi diginda diger faktorlerin de basari tizerine etkisi dikkate alinmalidir.
Ancak burada sadece embriyoid olusumu dikkate alinmamali, embriyoidlerden bitkicik
elde edilmesi ve hatta haploid bitkilerde kromozom katlamasinin gergeklesme diizeyi de
dikkate alinmalidir. Zira, calismada 6zellikle bazi uygulamalarda ¢ok yiiksek oranlarda
embriyoid elde edilmesine ragmen bitkicik olusumu ve dihaploid bitkiye doniisiimde
onemli kayiplar yasanmistir. Denemede embriyolarin gelisimini siirdiirmesi igin
kullanilan “V” ortami olarak alternatif ortamlar denenmemistir. Kullanilan “V” ortami
literatiirde gecerliligi olmasina ragmen denemede yetersiz kalmis ve yiiksek oranlarda
embriyo kayiplart yasanmistir. Benzer ¢alismalarda alternatif “V” ortamlarinin
arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Eger sadece embriyoid olusum oranlar dikkate
aliacak ise ¢alismada oldukga yiiksek basarilar yakalanmigtir. Basar1 oran1 yiiksek olan

uygulamalar tekrar dikkate alinabilir.

Anter kiiltiiri ¢alisan arastiricilar embriyogenik basari iizerine faktorlerin birlikte daha
etkili olduklarin1 belirtmektedir. Bizim ¢alismamizda da genotipik yanitin diger
faktorlerden etkilendigi anlasilmistir. Bu nedenle anter kiiltiirli ¢aligmalarinda etkili olan
faktorlerin tek tek denenmesinden ziyade, birlikte ve kapsami genisleterek calisilmasi

gerekmektedir.
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