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Bu galisma 2015-2016 yillar arasinda, Gukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolumii, Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisti, Troya Tohum Uretim Arastirma
ve Pazarlama Ticaret A.S. seralari ve doku kilturt labaratuvarlarinda yurdtilmusttr. Denemede,
Alata Bahce Kiltirleri Arastirma Enstitiisii’nde yuritilen ¢alismalar sonucunda elde edilen (g
adet nematoda dayanikli N-8, N-6 ve N-269 nolu genitdrler ile Troya Tohum Uretim Arastirma
ve Pazarlama Ticaret A.S.’nin 1slah programinda yer alan, meyve kalitesi yiiksek ve agronomik
Ozellikler iyi olan farkli tiplere (dolma, sivri, carliston ve kaypa) ait islah hatlarinin
melezlenmesiyle elde edilen F;’lerde anter kiltirli yoluyla saf hatlar elde edilmistir. Besin
ortamt olarak, MS+ 30 g/l sakaroz +%0,25 aktif komir+15 mg/l AgNOs+4 mg/l NAA+ 0,5 mg/l
BAP kullanilmigtir. Kiltire alinan anterler 35 giin sonra bitki blylime dlizenleyicisi icermeyen
MS ortamlarina alinmistir. Denemede embriyo olusturan anter orani, embriyo orani, bitkiye
donilisen embriyo orani, gelisen bitki oran: ve haploid bitki orani degerleri kaydedilmistir.

Denemenin sonucunda; farkl: parametrelerin genotiplere gore degistigi gézlemlenmistir.
Genotipler arasinda en yiiksek embriyo verimi Nematoda dayanikli x dolma melezi Z-tad 87
nolu genotipten elde edilmistir. Nematoda dayaniklt x dolma, sivri, ¢arliston ve kapya tipi
melezlemelerden ise en yiiksek embriyo verimi dolma melezinden elde edilmis, bunu kapya,
carliston ve sivri tipler takip etmistir. Bitkiye donlisen embriyo orani, en fazla sivri biber tipi
melezinde elde edilmistir. En yiiksek haploid bitki oran1 ise kapya tipi melezinden elde edilmis,
bunu carliston tipi izlemistir. Sonug olarak, denenen tim genotipler anter kulturine tepki vermis
ve degisen oranlarda embriyo ve haploid bitkiler elde edilmistir. Yapilan calismada Mel, Me3,
N ve Me7 dayaniklilik genlerine sahip olan lg adet homozigot saf hat elde edilmistir. Ayrica bir
adet Mel genine sahip saf hat elde edilmistir. Elde edilen nematoda dayanikli bu genotipler de
1slah calismalarinda kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimer: Capsicum annum, biber, anter kilturd, nematoda dayaniklilik
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This study was carried out in the laboratories and greenhouses of Department of
Horticulture Faculty of Agriculture Cukurova University, Alata Horticultural Research Institute and
Troya Seed Company between 2015 and 2016. The pure lines were obtained from F1 plants via
anther culture methods. F1 plants were obtained via crossing of three nematode resistant pepper
genitors obtained from the studies carried out at the Alata Horticultural Research Institute with
breeding pepper lines of Troya Seed Company selected in terms of high fruit quality and desired
agronomic characters. MS medium contained 30 g/l sucrose, 0,25% activated charcoal, +15 mg/I
AgNO;3, 4 mg/l NAA and 0,5 mg/l BAP was used as nutrient medium. The cultivated anthers were
transferred hormone free MS nutrient medium after 35 days. The anther percentage produced embryo,
the embryo percentage, the embryo percentage produced plant, the developed plant percentage and
the haploid plant percentage were recorded in the study.

As a result of the experiment; it was observed that different parameters were changed
according to genotypes. The highest embryo yield was obtained from the genotype numbered Z-tad
87 (Nematode resistance x bell hybrid). Among nematode resistance x bell, nematode resistance x
green long, nematode resistance x charleston and nematode resistance x capia; bell pepper type gave
the highest embryo yield and this was followed by capia, charleston and green long types. The
embryo percentage produced plant was observed in green long pepper type. The highest haploid plant
percentage was observed in capia pepper type, this was followed by charleston. As a result, all
genotypes tested reacted to anther culture and the number of embryo and haploid plants obtained were
varied. In the study, three homozygote pure lines contained Mel, Me3; N ve Me7 resistance genes
were recorded. Also, one homozygote pure lines contained Mel was noted. These obtained genotypes
resistant to nematode can also be used in breeding studies.

Keywords: Capsicum annum, pepper, anther culture, nematode resistant



GENISLETILMIS OZET

Bitkiler insanlhigin varolusundan bu yana insan beslenmesinde ¢ok dnemli
bir yere sahiptirler. Bitkilerden besin olarak yararlanma ilk dogadan toplanma
seklinde baslamis ve daha sonra Ustiin olan tipler korumaya alinmis, bu asamadan
sonra da tohumlari ahnarak ilk kiltire alma islemleri gerceklestirilmistir.
Solanaceae familyas: igerisinde yer alan biber (Capsicum annuum L.) besin degeri
ve Uretiminin hizla artmasi nedeni ile olduk¢a 6nemli bir sebze turtddr. 2012
yilinda diinyada toplam 57,2 milyon hektar alanda 1,1 milyar ton yas sebze Uretimi
yapilmis ve bu dretiminin % 2.82°Gn0, yani 31.1 milyon tonunu biber
olusturmustur. Tlrkiye 97 bin ha alanda yaklasik 2.159 milyon ton biber dretimi ile
diinya biber Greticisi Ulkeler arasinda uUcuncu sirada yer almaktadir (FAO, 2013).
Biber gida olarak tiiketiminin yaninda ila¢ sanayiinde de kullaniimaktadir. Biberin
anavatan1 Orta ve Giney Amerika’dir. Capsicum annuum’in genis bir gesitlilik
gosterdigi Meksika ve Orta Amerika biberin birincil gen merkezidir. Giney ve
Orta Avrupa, Afrika, Asya ve Latin Amerika ‘nin bazi kesimleri ikincil gen
merkezi olarak bilinmektedir (IBPGR, 1983).

Bitkilerde uygulanan biyoteknolojik yontemlerden biriside doku kulturi
teknikleridir. Doku kultird teknikleri icerisine giren haploid bitki Gretimi bitki
1slahinda 6nemli bir yere sahiptir (Heiser, 1976; Andrews,1985). Haploidi teknigi
islah slirecini kisalttigi icin sebze islahinda genis uygulama alani bulmustur.
Haploid bitkilerin en 6nemli kullanim alani, kendine uyusmaz tirlerde bile
tamamen homozigot katlanmis dihaploid hatlarin hizli Gretimidir. Geleneksel
yoéntemlerle de saf hatlar elde edilebilir. Fakat bu islem yabanci tozlanan bitkilerde
10-12, kendine tozlanan bitkilerde ise 6-7 generasyon surebilmektedir. Dioik
tirlerde ise kendileme olanaksizdir. Haploidi yoéntemleri ile bu sire 1-2 yila
inebilmektedir. Klasik islah calismalarinda genotiplerin segilmesi ve bu segilen

genotiplerin saflastiriimas: uzun yillar almaktadir.



Biber tariminin en 6nemli sorunlarinin basinda hastalik ve zararhlar
gelmektedir. Hastaliklarin iginde 0zellikle domates mozaik viriisi (TMV), hiyar
mozaik virtisi (CMV), domates lekeli solgunluk virlsi (TSWV), Patates Y virlisu
(PVY) gibi virusler ile kokbogazi yaniklhigi (Phytophthora capsici Leon.) ve
kulleme gibi funguslar; zararlilar icinde de nematodlar en fazla zarar yapan ve (rln
kayiplar1 meydana getirenlerdir. Toprak zararlisi olan nematodlarin miicadelesi
oldukca zordur. Hastalik ve zararhlara karsi micadelede en saglikli, kolay ve
ekonomik ¢6ziim dayanikh gesit kullanmaktir. Degisik Ulkelerdeki farkli resmi ve
0zel kuruluslarda yapilan arastirmalar, biberlerde nematoda dayanikli genotiplerin
bulundugunu gostermistir. Ulkemizde yapilan ve TUBITAK tarafindan desteklenen
bir proje kapsaminda da (Turkiye F1 Hibrit Sebze Cesit ve Nitelikli Hat Gelistirme
Projesi) Alata Bahce Kulturleri Arastirma Enstitusi’nde nematoda dayanikl
genitdr hatlar gelistirilmistir. Ancak nematoda dayanikli olan bu hatlar, heniiz ¢esit
niteliginde degildir ve agronomik, fizyolojik, morfolojik ve teknolojik agidan ticari
Ozellikler tastmamaktadir.

Bu calismada; Turkiye’de yaygin olarak yetistirilen sivri, dolma, carliston
ve kapya biber tiplerinde nematoda dayanikli olan ve Ortlialti yetistiriciligine
elverigli Ozellikler gosteren yiksek verimli ve kaliteli cesit gelistirmeye yonelik
ebeveyn aday: islah hatlari gelistirmek hedeflenmistir. Arastirma kapsaminda;
Troya Tohum Uretim Arastirma ve Pazarlama Ticaret A.S.’de biber 1slah:
programlarinda kullanilan biber gen havuzu populasyonlarinda anter kilttrd igin
optimizasyonunun yapilmasi, devaminda haploid bitkilerin elde edilmesi, bu
bitkilerden de kromozom sayisi katlanmis dihaploid hatlarin (DH = doubled
haploid) elde edilmesi planlanmustur.

Bu calisma 2015-2016 yillari arasinda, Cukurova Universitesi Ziraat
Fakultesi Bahce Bitkileri Bolimi, Alata Bahce Kdltlrleri Arastirma Enstitusa,
Troya Tohum Uretim Arastirma ve Pazarlama Ticaret A.S. seralar1 ve doku Kiiltirii
labaratuvarlarinda ydritilmustir. Denemede; Alata Bahge Kdltlrleri Arastirma

Enstitisu’nde yarutilen calismalar sonucunda elde edilen (i¢ adet nematoda
v



dayanikli N-8, N-6 ve N-269 nolu genitorler ile Troya Tohum Uretim Arastirma ve
Pazarlama Ticaret A.S.’nin 1slah programinda yer alan, meyve kalitesi yiiksek ve
agronomik Ozellikler iyi olan farkl: tiplere (dolma, sivri, garliston ve kaypa) ait
islah hatlarinin melezlenmesiyle elde edilen F;’lerde anter kiltiiri yoluyla saf
hatlar elde edilmistir. Besin ortami olarak, MS+ 30 g/l sakaroz +%0,25 aktif
kdmir+15 mg/l AgNOs+4 mg/l NAA+ 0,5 mg/l BAP kullanilmistir. Kdiltiire alinan
anterler 35 giin sonra bitki blyume dizenleyicisi icermeyen MS ortamlarina
alinmistir. Denemede embriyo olusturan anter orani, embriyo orani, bitkiye
donlsen embriyo orani, gelisen bitki orant ve haploid bitki orani degerleri
kaydedilmistir.

Denemenin sonucunda; farkli parametrelerin genotiplere gore degistigi
gozlemlenmistir. Genotipler arasinda en yiksek embriyo verimi Nematoda
dayanikli x dolma melezi Z-tad 87 nolu genotipten elde edilmistir. Nematoda
dayanikli X dolma, sivri, carliston ve kaypa tipi melezlemelerden ise en yiksek
embriyo verimi dolma melezinden elde edilmis, bunu kapya, carliston ve sivri
tipler takip etmistir. Bitkiye donlisen embriyo orani, en fazla sivri biber tipi
melezinde elde edilmistir. En yiiksek haploid bitki oran: ise kapya tipi melezinden
elde edilmis, bunu garliston tipi izlemistir. Sonu¢ olarak, denenen tiim genotipler
anter kulttrune tepki vermis ve degisen oranlarda embriyo ve haploid bitkiler elde
edilmistir. Yapilan ¢alismada Mel, Me3, N ve Me7 dayaniklilik lokuluslarina
sahip olan U¢ adet homozigot saf hat elde edilmistir. Bir tane Mel dayaniklilik
lokulusuna sahip saf hat elde edilmistir. Elde edilen nematoda dayanikli bu

genotipler de 1slah ¢calismalarinda kullanilabilecektir.
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1. GIRIS

Bitkiler insanligin varolusundan bu yana insan beslenmesinde ¢ok énemli bir
yere sahiptirler. Bitkilerden besin olarak yararlanma ilk dogadan toplanma seklinde
baslamis ve daha sonra {stiin olan tipler korumaya alinmis, bu asamadan sonra da
tohumlar: alinarak ilk kilture alma islemleri gerceklestirilmistir. Solanaceae
familyas: icerisinde yer alan biber (Capsicum annuum L.) besin degeri ve
Uretiminin hizla artmasi nedeni ile oldukga 6nemli bir sebze ttrudir. 2013 yilinda
dinyada toplam 57,2 milyon hektar alanda 1,1 milyar ton yas sebze Uretimi
yapilmis ve bu dretiminin % 2.82°Gn0, yani 31.1 milyon tonunu biber
olusturmustur. Tlrkiye 97 bin ha alanda yaklasik 2.159 milyon ton biber dretimi ile
diinya biber Greticisi Ulkeler arasinda ucuncu sirada yer almaktadir (FAO, 2013).
Biber gida olarak tiiketiminin yaninda ila¢ sanayiinde de kullanilmaktadir. Biberin
anavatan1 Orta ve Giney Amerika’dir. Capsicum annuum’in genis bir gesitlilik
gosterdigi Meksika ve Orta Amerika biberin birincil gen merkezidir. Giney ve
Orta Avrupa, Afrika, Asya ve Latin Amerika ‘nin bazi kesimleri ikincil gen
merkezi olarak bilinmektedir (IBPGR, 1983). 16. yy’a kadar Avrupa’da bilinmeyen
biber, 1493 yilinda Kolombo’nun Amerika’y:r kesfinden sonra Portekiz’e ve
Ispanya’ya getirilmis ve 16. yy’in ortalarinda da Orta ve Kuzey Avrupa’ya
yayillmistir (Greenleaf, 1986). Ilk kiiltire alinan biber genotiplerinin ve yabani
formlarinin kiigik meyveli, cok tohumlu ve ince etli olduklar: tahmin edilmektedir.
Bu bitkilerin tohumlarinin kuslar ve diger hayvanlar tarafindan yayildig
disundlmektedir. Daha sonra insanlar, talepleri dogrultusunda olan bitkileri
seleksiyon yolu ile segmisler ve cogaltmislardir. Baslangicta amator olarak yapilan
bu segimler artan dunya nufusu ve tlketici talepleri dogrultusunda profesyonel
anlamda 1slah calismalarini baglatmistir. Biberde de 20. ylzyil boyunca meyve
kalitesi, hastaliklara karsi dayaniklilik, erkencilik, verimlilik, abiyotik streslere
tolerans ve bitki morfolojisinde 6nemli 1slah calismalar1 yapilmstir. Biberin

guneyde 55. enlem ile kuzeyde 52. enlemleri arasinda genis bir aralikta
1



1. GIRIS Yusuf OCAL

yetistiriciligi yapilmaktadir. Optimum cimlenme sicakhigir 25-30°C arasinda iken,
yetistiricilik icin en uygun sicaklik 21-29°C arasidir. Ortam sicakliklar1 32°C’yi
astiginda veya 15°C’nin altina distiigiinde gelismesi yavaslamaktadir. Ulkemizde
ve dinyada yetistiriciligi yaz aylarinda agikta, kis aylarinda ise oOrtli altinda
yapilmaktadir. Bu mevsimlerde biberin ihtiya¢c duydugu optimum iklim kosullari
yeterli dizeyde saglanamazsa verim ve kalite kayiplari olusmaktadir. Bu nedenle
optimum iklim kosullarinin disinda verimliligi ve Kkaliteyi devam ettirebilen
cesitlerin 1slahina ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu anlamda islah, bir populasyonun
ihtiya¢ dogrultusunda genetik yapisimin degistirilerek daha verimli ya da daha
dayanikli hale getirilmesi olarak tanimlanabilir ve zaman alan bir stregtir. Islah
sresinin kisaltilmasinda, son yillarda kullanilan bitki biyoteknolojisi en 6nemli
araclardan bir tanesidir. Bitki biyoteknolojisi kisaca biyolojik bilimlerdeki
gelismelerin, teknolojideki gelismeler yardimiyla uygulamaya ve ticari amaglara
yonelik kullanilmas: seklinde tamimlanabilir (Kaya, 2001). Bitki biyoteknolojisinin
amaci, bitkisel tretimde bilinen klasik yontemlerle ¢céziilemeyen veya ¢ozimu gii¢
olan problemlere ¢dziim getirerek, daha ekonomik, kalite ve kantite yonunden daha
yuksek bitkisel Gretimin gerceklesmesine yardimci olmaktir (Hatipoglu, 1997).
Bitkilerde uygulanan biyoteknolojik ydntemlerden biriside doku kdlturd
teknikleridir. Doku kultard teknikleri igerisine giren haploid bitki Gretimi bitki
1slahinda 6nemli bir yere sahiptir (Heiser, 1976; Andrews,1985). Haploidi teknigi
islah slirecini kisalttigi icin sebze islahinda genis uygulama alani bulmustur.
Haploid bitkilerin en 6nemli kullanim alani, kendine uyusmaz tirlerde bile
tamamen homozigot katlanmis dihaploid hatlarin hizli Gretimidir. Geleneksel
yontemlerle de saf hatlar elde edilebilir. Fakat bu islem yabanci tozlanan bitkilerde
10-12, kendine tozlanan bitkilerde ise 6-7 generasyon surebilmektedir. Dioik
tirlerde ise kendileme olanaksizdir. Haploidi yoéntemleri ile bu sire 1-2 yila
inebilmektedir. Klasik islah calismalarinda genotiplerin segilmesi ve bu segilen
genotiplerin saflastiriimasi uzun yillar almaktadir. Ayrica diistk ve yuksek sicaklik

gibi abiyotik sartlara toleranslilik biberde birgok gen tarafindan kontrol edilmekte,
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bu da dayaniklilhgin yeni nesillere aktariimasini zorlastirmaktadir. Denemeler
sonucunda herhangi bir stres faktoriine karsi dayanikli veya tolerant oldugu
belirlenen heterozigot bireylerin istenen 6zellikleri kaybetmeden saflastiriimasi
haploidizasyon yontemi ile daha kolay olmaktadir. Haploid kromozom sayisina
sahip bitkilerin elde edilmesi ve bunlarin kolhisin gibi bazi1 maddelerle kromozom
sayilarinin iki katina ¢ikartilmasiyla bir yil icerisinde %100 homozigot saf hatlar
elde etmek mumkin olabilmektedir. Boylece 5-6 generasyon siiren
homozigotlastirma islemini bir yilda, islah ¢alismalarint 3-4 yil gibi bir surede
tamamlama olanag: ortaya ¢ikmaktadir. Dogada ortaya ¢ikis sikligi az ve diizensiz
olan haploid bitkiler yeterli miktarda olmadigi ve ihtiyag duyuldugunda
bulunamadig: igin islah galismalarinda kullanilabilme 6zelligine sahip degillerdir.
Erkek ve disi gamet hiicrelerinden in vitro kosullarda haploid embriyo ve bitki elde
etme olanag: saglayan doku kultiri teknikleri bir¢ok bitki tiriinde dihaploidlerin
elde edilmesinde faydalidir. Solanaceae ve Cruciferae familyalarina ait tirlerin
bircogunda anter ve mikrospor kultirleri yoluyla androgenetik haploidler elde
edilebilirken, Cucurbitaceae familyasina ait sebze tirlerinde gynogenetik yolla
daha olumlu sonuglar alinabilmektedir. Koleva-Gudeva ve arkadaslarinin (2007)
bildirdigine gore; ilk anter kiltiri yoluyla in vitro haploid biber ¢aligmas: Wang ve
ark. (1973) tarafindan yapilmistir. Biberde anter kiltiri yoluyla ilk polen
embriyogenesisi 1973 yihinda George ve Narayanaswamy tarafindan
gerceklestirilmistir. Tekrar edilebilir metot ise Dumas de Valux ve ark. (1981)
tarafindan gelistirilmistir. Ulkemizde biberde anter kiiltiirii yoluyla ilk calismalar
Abak (1983) tarafindan yapilmis, Turkiye orijinli biber genotiplerinde uygun besi
ortaminda %10,38 kadar ulasan haploid bitki elde edilmistir. Bu yéntemle olusan
haploid bitkilerin kromozom sayilar1 katlanarak elde edilen saf hatlar, cesit
gelistirmeye yonelik islah programlarinda kullanilmistir. Biberde anter Kultird
islah caligmalarinda kullaniimakta ve bu yolla yeni cesitler gelistirilmektedir.

Ancak embriyo ve bitkiye donlsimin vyetistirilme kosullari, ortam, uygulama
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zamani ve genotipe gore farklilik gostermesi ve butiin genotiplerde yiiksek oranda
haploid bitki elde edilememesi, yontemin yayginlasmasini engelleyen faktorlerdir.

Biber tarimmin en &nemli sorunlarinin basinda hastalik ve zararhlar
gelmektedir. Hastaliklarin icinde 6zellikle domates mozaik virust (TMV), hiyar
mozaik viriisi (CMV), domates lekeli solgunluk virlisii (TSWV), Patates Y virlisu
(PVY) gibi virusler ile kokbogazi yanikhigi (Phytophthora capsici Leon.) ve
kulleme gibi funguslar; zararlilar icinde de nematodlar en fazla zarar yapan ve (rln
kayiplart meydana getirenlerdir. Toprak zararlisi olan nematodlarin miicadelesi
oldukga zordur. Kimyasal savas uygulamalarimin gl¢ olmasinin  yaninda
etkinlikleri de sinirhdir. Ayrica bunlarin yaminda, kimyasal savas ¢ok yuksek
maliyet unsurlar: da yaratmaktadir. Ote yandan kimyasal ilaglar, insan ve cevre
saghgr bakimindan c¢ok ciddi problemler dogurmakta, bu nedenle daha az
kullanilmalar1 i¢in yogun cabalar gosterilmektedir. Hastalik ve zararlilara karsi
micadelede en saglikli, kolay ve ekonomik ¢6zim dayanikli ¢esit kullanmaktir.
Degisik Ulkelerdeki farkli resmi ve 06zel kuruluslarda yapilan arastirmalar,
biberlerde nematoda dayanikli genotiplerin bulundugunu géstermistir. Ulkemizde
yapilan ve TUBITAK tarafindan desteklenen bir proje kapsaminda da (Ttrkiye F1
Hibrit Sebze Cesit ve Nitelikli Hat Gelistirme Projesi) Alata Bahge Kdlturleri
Arastirma Enstitlisi’nde nematoda dayanikli genitor hatlar gelistirilmistir. Ancak
nematoda dayanikli olan bu hatlar, henuz gesit niteliginde degildir ve agronomik,
fizyolojik, morfolojik ve teknolojik agidan ticari 6zellikler tasimamaktadir.

Bu calismada; Trkiye’de yaygin olarak yetistirilen sivri, dolma, ¢arliston ve
kapya biber tiplerinde nematoda dayanikli olan ve ortiialt: yetistiriciligine elverisli
Ozellikler gosteren yuksek verimli ve Kaliteli gesit gelistirmeye yonelik ebeveyn
aday1 1slah hatlar: gelistirmek hedeflenmistir. Arastirma kapsaminda; Troya Tohum
Uretim Arastrma ve Pazarlama Ticaret A.S.’de biber 1slahi1 programlarinda
kullanllan ~ biber gen havuzu populasyonlarinda anter  Kkultird igin

optimizasyonunun yapilmasi, devaminda haploid bitkilerin elde edilmesi, bu
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bitkilerden de kromozom sayisi katlanmis dihaploid hatlarin (DH = doubled

haploid) elde edilmesi planlanmstir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Toprak paraziti olan kok ur nematotlart Meloidogyne cinsine girmekte ve bu
cinsin i¢inde 60’dan fazla tir bulunmaktadir. Buna karsilik yaygin zarar meydana
getiren en onemli turler; Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognita,
Meloidogyne javanica ve Meloidogyne hapla olarak bilinmektedir. Djian-
Caporalino ve ark. (2013) nematotlara karsi mucadelenin ¢ok zor oldugunu
vurgulamis ve diinyanin her tarafinda kiltir bitkilerinde 6nemli zararlar meydana
getirdigini belirtmislerdir. Yazarlar, Chitwood (2003)’e atfen nematodlarin kultur
bitkilerinde her yil 120 milyar dolar seviyesinde Urlin kayiplari olusturdugunu,
bunun da dinya toplam bitkisel Griin degerinin %12’sine karsilik geldigini
bildirmektedirler. Ayrica, kok ur nematotlari zararinin en yuksek oranda yogun
tarim islemlerinin uygulandig: sebze yetistiriciliginde ortaya ¢iktigina da dikkati
cekmektedir.

Biberde allel olmayan farkli nematod dayaniklihk genleri vardir. ilk
dayaniklilik geni N geni olarak isimlendirilmistir. Biber N geninin, M. arenaria, M.
incognita ve M. javanica’ya karsit dayaniklilik sagladigi, ancak bu dayanikliligin
etkinliginin nematod izolatina ve inoculum diizeylerine bagl oldugu bilinmektedir
(Thies ve ark. 2008). N geni ilk defa Mississipi Nemaheart genotipinde tespit
edilmis ve geriye melezleme ile dayaniklilik hassas biber gesitleri olan Carolina
Wonder ve Charleston Bell’e aktarilmis ve bu dayaniklihgin 32°C’de bile etkili
oldugu ve kirilmadig: saptanmistir. (Thies ve Fery, 2002).

Ozarslandan (2009) tarafindan yapilan bir calismada; Tirkiye’de en yaygin
nematot tirlerinin Meloidogyne incognita, Meloidogyne arenaria, Meloidogyne
javanica, Meloidogyne chitwoodi oldugu anlasilmis, toplanan nematod
orneklerinde bu tirlerin bulunma oranlarinin sirasiyla %35, %28, %27 ve %10
oldugu tespit edilmistir.

Yiicel ve ark. (2001) Turkiye'de biberlerde nematot zararlarinin %26-61

arasinda degistigini bildirmisler. Turkiye’de biberlerde en yaygin gériinen nematot
7
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tird ve wrkinin Meloidogyne incognita’nin 2 nolu irki oldugunu belirtmislerdir
(Oztiirk, 2012).

Biberlerde baz1 genotiplerde nematoda karsi dayaniklilik 6zelligi bulundugu
tespit edilmis ve ginumize kadar yapilan calismalarda, farkli orijinlerden gelen
dokuz farkli nematoda dayaniklilik geni (N, Mel, Me2, Me3, Me4, Me5, Me7,
Mechl, Mech2) tespit edilmistir (Djian-Caporalino ve ark. 2007). Bunlarin bir
kismi 1slah  galismalarinda  kullanilmaya baslanmig, bazilarinin - genetik
haritalamalar1 yapilmis ve markir destekli islah programlarinda kullanilabilecek
markirlart gelistirilmistir. Turkiye’de de Mel genini belirlemek icin molekiler
markir gelistirme calismalar: yapilmaya baslanmis ve bazilari sonuglandirilmigtir
(Oztiirk, 2012).

Mersin ilindeki biber alanlarindan toplanan 57 adet saf biber hatt,
25+2.0°C’de, Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood populasyonu
acisindan testlenmistir. Nematod inokulasyonundan 60 giin sonra ur skalasina
bakilarak degerlendirme yapilmis, testlenen biber genotiplerinden 27 adedi 0-2, 30
adedi ise 3-5 ur skalas1 grubunda yer almistir. Dayanikh bulunan hatlar, farkli M.
incognita populasyonlarina karsi (¢ defa daha tekrar test edilmistir. Dayanikl
hatlar ile hassas olan yiksek verimli hatlar melezlenerek verim degerleri alinmis ve
bunlardan dort tane melez kombinasyonunun en yiksek verim performansini
gosterdigi saptanmustir. (Ozarslandan ve ark. 2014)

Biberde anter kdlturt ile ilgili ¢alismalar 1970’li yillarda baslamis ve
glnimizde de artan bir hizla surdirulmektedir. Kirk yili asan bu suregte, farkl
Ulkelerden arastiricilar konu Uzerinde calismiglar ve basarili sonuclar elde
etmislerdir. Calismalar daha c¢ok biberde anter kilturiinde genotipin, besin
ortaminin, blylmeyi dlzenleyicilerin, besin ortamina ilave edilen farkl
maddelerin (aktif komdr, gumis nitrat, havuc ekstrakti vb.), farkli 6n
uygulamalarin, dondr bitkilerin yetisme kosullarinin ve farkli anter alma
zamanlarinin etkileri izerine yogunlasmistir. Anilan arastirmalarda anter kaltirG

ile elde edilen haploid embriyo sayisi ve biber islahinda anter kultlirli yonteminin
8
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kullanilabilirligi artinlmaya cahsilmistir. Ulkemizde de gerek Universitelerde
gerekse arastirma kuruluglarinda ydrdtilen calismalarda basarili sonuglar alinmis
ve elde edilen ¢iktilar dinya bilimi ile paylasiimistir.

Capsicum cinsinde anter kultard ile ilgili ¢cahismalar Wang ve ark. (1973),
George ve Narayanaswamy (1973), Saccardo ve Devreux (1974), Novak (1974) ve
Harn ve ark. (1975) tarafindan baslatilmis, sonrasinda bircok arastirict bu konu
Uzerine yogunlasmiglardir. Daha sonra Dumas de Vaulx ve ark. (1981) biberde
anter kalturinln baslangic déneminde uygulanacak olan 35°C gibi yuksek sicaklik
uygulamalarinin embriyo olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir.

Abak (1983) Turkiye orijinli biberlerde haploid bitki elde etmek amaciyla
doku kultirt yontemlerinden anter kulturd teknigini kullanmis ve farkli besin
ortami ve yontemlerin etkisini arastirmistir. Calismasinda anter kaltirQ icin uygun
anter safhasini belirlemek, kultire almadan 6nce bazi 6n uygulamalarin etkisini
arastirmak, besin ortamina eklenen bazi maddelerin etkisini incelemek icin
denemeler yapmustir. Besin ortamina ilave edilen 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D, 120
g/l sakkaroz ve 37.3 mg/l Na,EDTA+27.8 mg/l FeSO,7H,0 ilavesinin embriyo
olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir. En uygun anter safhasinin tomurcuklarin
3.5-4 mm buyukligine ulagtigi asamanin oldugu tespit edilmistir. Tomurcuklarim
kiltir o6ncesi 25°C ve 35°C’de tutulmasi uygulamalarindan olumlu sonuclar
alinamamustir.

Vegera ve Havranek (1985) biberde yapilan anter kulttri ¢alismalarinda tam
ve yogunlugu azaltilmis MS ortaminin, aktif kémirin ve FEEDTA’nin etkisini
arastirmiglardir. Aktif komdarin embriyo gelisimini ve kiltir siresini uzattigin,
FeEDTA’nin globdler embriyo oranini arttirdigini belirlemislerdir.

Abak (1986) biberde disi organ kiltirlerinin kullanimiyla haploid embriyo
olusumunun oldukca distk oldugunu, oranin genotiplere gore degismekle beraber
genellikle %0.05 olup, bazi genotiplerde % 0.1’e kadar ¢iktigini bildirmistir. Anter

kiltura yontemiyle biberde haploid embriyo elde edilmesi oraninin ise yiiksek
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oldugu, her 100 adet anterden ortalama 5-10 adet haploid embriyo elde edilebildigi
rapor edilmistir.

Morrison ve ark. (1986) biberde anter kaltiirtinde farkli genotiplerin etkisini
arastirmigtir.  Arastiricilar, haploid embriyo sayisinin ve embriyolarin bitkiye
dontsumlerinin genotiplere gore farklihik gosterdigini bildirmisler, embriyolarin
cogunun bitkiye donlsemedigini ve anormal bitki olusumlarinin gerceklestigini
ortaya koymuslardr.

Bajaj (1990) genotipin, anter kultlriinde kullanilacak olan donér bitkilerin
yetistirilme kosullarinin, kiltirden 6nce anter ve cigek tomurcuguna yapilan 6n
uygulamalarin, mikrospor gelisme safhasinin ve kiltlir sonras: inkiibasyon
kosullari gibi bircok faktorin anter kaltirinde basari oramini etkiledigini
bildirmistir.

Kristiansen ve Andersen (1993) biberde anter kiltiiriinde kullanilacak olan
donér bitkilerin yasinin, kultlr esnasindaki sicakligin ve 1siklanmanin etkisini
arastirmiglardir. Sicaklik olarak 22°C, 26°C ve 30°C olmak (zere 3 farkl sicaklik;
151k olarak 11, 15 ve 19 saat olmak (izere 3 farkl: fotoperiyod kullanmiglardir.
Aragtiricilarin deneme sonuglari, sicakligin ve bitki yasinin embriyo olusumunda
etkili oldugunu, ancak fotoperiyodun etkili olamadigini gostermistir.

Mityko ve ark. (1995) biberde 4 adet islah hatti, 7 adet cesit ve bunlarin
melezlerini anter kiiltiriine tepki agisindan incelemislerdir. iki adet cesit disinda
tim cesit, genotip ve melezlerden olumlu tepkiler alabilmislerdir. Elde edilen
bitkilerin kromozom sayisini belirleyebilmek icin flow sitometri ydntemini
kullanmaglar ve bitkilerin haploid ve spontan dihaploid olduklarini belirlemislerdir.
Bitkiye donlisim oranlar1 genotiplere gore degismistir.

Matsubara ve ark. (1998) biberde anter kiltirinde farkli anter alma
donemlerinin etkilerini arastirmiglardir. Bu amacla 6 adet farkli genotip
kullanmiglar ve Kasim ayindan Temmuz ayina kadar olan periyodu incelemislerdir.

Deneme sonuclari, en basarili sonuglarin sicakligin 15-25°C arasinda oldugu,

10
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Eylil-Ekim aylarindan ahindigin1  gostermistir. Denemeye alinan genotipler
arasinda da farkliliklar tespit edilmistir.

Gomlekgioglu ve ark. (1999a) Sanhurfa ve Kahramanmaras biber
popllasyonlarinda, anter kiltlirinde uygun besin ortami ve kiltir kosullarin
belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Denemelerinde 4 farkl: besin ortami
(I. Ortam: 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D, 120 ¢/l sakkaroz, 37.3 mg/I
Na,EDTA+27.8 mg/l FeSO,7H20 iceren Abak (1983) ortami; II. Ortam: 0.01 mg/I
2,4-D, 0.01 mg/l kinetin, 30 g/l sakkaroz iceren Dumas de Vaulx ve ark. (1981)
besin ortamu; I11. Ortam: 4 mg/l kinetin, 1 mg/l NAA, 30 g/l sakkaroz, %0.25 aktif
komir iceren Li Chunling (1992) besin ortami; IV. Ortam: 4 mg/l NAA, 0.1 mg/
BAP, 30 g/l sakkaroz iceren Li Chunling (1994) besin ortami) ve 2 6n sicakhk
(4°C’de 2 guin bekletme ve 35°C’de 8 giin bekletme) uygulamas: kullanmiglardir. 4
mg/l kinetin ve 1 mg/l NAA iceren Li Chunling (1992) ve 4 mg/l NAA ve 0.1 mg/I
BAP iceren Li Chunling (1994) besin ortamlarindan 35°C’de 8 giin bekletmeden
cok sayida embriyo elde edilebilmistir.

Gomlekgioglu ve ark. (1999b) yine Sanlwrfa ve Kahramanmaras biber
populasyonlarinda yaptiklar: bir ¢alismada, iki farkli besin ortamini (MS ortamina
ilave edilen 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, %0.25 aktif komiir, 30 g/l sakkaroz ve MS
ortamina ilave edilen 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, %0.25 aktif komar, 30 g/l
sakkaroz, 10 mg/l AgNOs) test etmisler ve deneme sonucunda glimis nitratin
(AgNO3) embriyo olusumu artirdigint gérmuslerdir.

Terzioglu ve ark. (2000) Kahramanmaras biber popilasyonunda, anter
kilturinde, farkli inkiibasyon kosullar1 ve besin ortamlarimin etkilerini
arastirdiklart ¢alismalarinda, besin ortamina aktif komdr ilavesinin embriyo
olusumu Uzerine etkisini incelemislerdir. 35°C sicaklikta 8 gilin tutulduktan sonra
25°C sicaklikta 16/8 aydinhik/karanlik kosullarda tutulma ve 29°C sicaklikta
strekli aydinlik kosullarda bekletme olmak (zere iki inkibasyon kosulunu
karsilagtiran arastiricilar, denemeler sonunda 29°C’de ve sirekli 1siklandirilan

kosullarda bekletilen anterlerden daha basarili sonuglar alindigini rapor etmislerdir.
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Biner ve ark. (2001) biberde anter kiltiriinde farkli sicaklik ve 151k
uygulamalarinin etkilerini aragtirmiglardir. Calismada besin ortami olarak 5 mg/I
kinetin, 5 mg/l 2,4-D, %30 sakkaroz ve %1 aktif komdr ilave edilmis MS besin
ortami kullanilmustir. Anterler tag yapragin canak yaprag: biraz gectigi tomurcuk
asamasindan alinmastir. Isik uygulamalari; 25°C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
kosullarda bekletme, 25°C’de 1 hafta stire bekletme ve 35°C’de 1 hafta karanlik
kosullarda bekletme seklinde yapilmigtir. 25°C’de 1 hafta bekletme, diger
uygulamalara gore daha basarili olmustur. Disiik sicaklik soku uygulamas: olarak
4°C’de 24 saat ve 48 saat bekletme uygulamalar: yapilmigtir. Soguk uygulamasi
denemelerinden de genotiplere gore degismekle beraber olumlu yanitlar alinmustir.

Gemesne Juhasz ve ark. (2001) biberde anter kultir( ile elde edilen
bitkilerin %70’inin haploid oldugunu belirlemislerdir. Calismalarinda degisik
stirelerde  kolhisin uygulamalarinin  kromozom sayis1 (zerine etkisini de
incelemislerdir. Flow sitometri yontemi ile ploidi seviyeleri belirlenen haploid
bitkiler, %0.04 kolhisin iceren besin ortama aktarilmis ve bitkiler bu ortamda 2, 4
ve 6 gln sure ile tutulmusglardir. En yiksek katlanma orani1 %75.8’lik oran ile 6 glin
bekletme uygulamasindan alinmistir. Kolhisine tabi tutulmus bitkilerdeki canlilik
orani %90’dan fazla olmustur.

Ellialtioglu ve ark. (2001) Kahramanmaras biber populasyonunda anter
kultiriinde farkli besin ortamlarinin  ve inkubasyon kosullarinin  etkisini
arastirmiglardir. Besin ortami olarak Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan
tanimlanmis 5 mg/l 2,4-D, 5 mg/l kinetin ilave edilmis C ortami ve 4 mg/l NAA, 1
mg/l BA ilave edilmis MS ortami kullanilmigtir. Kontrol grubu disinda besin
ortamlarina %21 aktif komur yalniz olarak ve 200 ml/l havug ekstrakti ile birlikte
eklenmistir. Ilk inkiibasyon uygulamasinda petriler 35°C’de karanlikda 8 giin
siresince tutulmus, sonrasinda 25°C’ye alinmis ve 0.1 mg/l kinetin iceren R
ortamina transfer edilmislerdir. Diger inkubasyon kosulu ise 29°C’de surekli

aydinlik kosullarda bekletme olmustur. En fazla embriyo olusumu 29°C’de stirekli
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aydinlik kosullarda bekletme ve aktif komur ile havug ekstrakti icermeyen MS
ortaminda gézlemlenmistir.

Comlekcioglu ve ark. (2001) besin ortamina eklenen gimis nitratin
(AgNQO3) haploid embriyo olusumuna etkisini arastirmiglardir. Besin ortami olarak
4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, %0.25 aktif komur, 30 g/l sakkaroz iceren MS ve aym
ortama 10 mg/l AgNO; ilave edilmis MS ortami kullanilmistir. Arastiricilar
AgNOz’ln  belirgin  bir sekilde haploid embriyo olusumunu arttirdigim
belirlemislerdir. Sanlwrfa yerel popilasyonunda %51.6, Kahramanmaras yerel
populasyonunda %35.7 oraninda basar1 saglanmstir. Ayrica korollanin kalikse esit
oldugu veya bir miktar gectigi tomurcuk agamasinin anter kiltird icin en uygun
asama oldugu belirtilmistir.

Ercan ve ark. (2001) biberde anter kiltiriinde besin ortaminin etkisini
arastirdiklar: ¢alismalarinda, 5 adet biber ¢esidi ve kinetin, BA, NAA, 2,4-D, aktif
kémdarin farkl dozlarint iceren 11 farkl: besin ortaminin etkisini arastirmiglardir.
%1 aktif kdmar, 5 mg/l 2,4-D, 5 mg/l kinetin iceren %1 aktif kémir, 4 mg/l NAA
ve 0.1 mg/l BA iceren MS ortamlarindan olumlu sonuclar alinmustir.

Ciner ve Tipirdamaz (2002) biberde anter kiltiriinde besin ortamina eklenen
aktif komurin ve soguk uygulamasinin etkisini arastirmiglardir.  Soguk
uygulamalar1 4°C’de, 48 ve 96 saat bekletme seklinde yapilmistir. Besin ortami
olarak ise %0.8 agar, %3 sakkaroz, %0.25 aktif komur, 4 mg/l NAA, 1 mg/l BA
iceren ve 1 mg/l NAA, 4 mg/l BA iceren MS besin ortamlart kullamlmstir. En
basarili sonuglar hicbir 6n uygulamaya tabi tutulmayan ve aktif komurli 4 mg/I
NAA, 1 mg/l BA iceren ortamdan alinmigtir. Denemede Malatya bolgesinin yerel
biber popilasyonu kullanilmastir.

Sayilir ve Ozzambak (2005) alt1 farkl: biber cesidinde yapilan anter kiiltiiri
calismalarinda, anter kilturd icin uygun tomurcuk biydkligi, besin ortami ve
soguk uygulama suresini belirlemeye calismiglardir. 5-6 mm uzunlugundaki
tomurcuk buydklGginin anter Kkaltlrd icin en uygun tomurcuk buyUklugi

oldugunu bildirmiglerdir. Besin ortam: olarak 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BA, havug
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ekstrakti, aktif kdmurin farkli dozlarint iceren MS ve B5 ortamlari kullaniimis ve 6
farkli kombinasyon olusturulmustur. En basarili sonuclar 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l
BA iceren MS besin ortamindan alinmistir. Havug ekstrakti ve aktif kémirden
olumlu sonuglar alinamamistir. 4°C’de farkl strelerde bekletmede ise 0 ve 25 saat
bekletme uygulamalarindan olumlu sonuclar alinmstir.

Ayar (2003) biberde Kekova ve Sera-Demre 8 cesitlerinde anter kultlrinde
mevsimin ve anter kiltiiriinde kullanilacak olan dondér bitkilerin yasinin etkisini
arastirmiglardir. Mevsim etkisi yaz ve kis, bitki yasinin etkisi ise aylik olarak
incelenmistir. Elde edilen sonuglarda, yaz déneminde Kekova cesidi %4.97’lik
embriyo olusum oram ile Sera-Demre 8 c¢esidinden (%1.49) daha iyi sonug
verirken, kis déneminde Sera-Demre 8 (%4.26) cesidi, Kekova (%2.69) ¢esidinden
daha yliksek oranda embriyo olusturdugu gozlemlenmistir. Yaz doneminde Kekova
cesidinde ciceklenmenin 2. ay:1 olan Haziran ay1 (%7.3), Sera-Demre 8 ¢esidinde
ise ciceklenmenin 3. ay1 olan Agustos ay1 (%3.96) en yiiksek embriyo olusumunun
saglandig: ay olarak tespit edilmistir. Kis déneminde hem Kekova (%7.70) hem de
Sera-Demre 8 (%8.75) ¢esidinde ciceklenmenin 4. ay1 olan Subat ayinda en yiiksek
embriyo olusum oranlari elde edilmistir.

Biyukalaca ve ark. (2004) biberde anter kiltiriinde besin ortamina eklenen
gumis nitratin farkli dozlarini arastirmiglardir. Bu amacla giimis nitratin 5, 10, 15,
ve 20 mg/llik dozlarin test etmislerdir. Ayrica dondr bitkilerin agikta ve serada
yetistirilmesinin anter kulttr( Gzerindeki etkilerini de arastirmiglardir. Deneme
sonuglari dondr bitkilerin serada yetistirilmesinin embriyo verimini artirdigini ve
glmus nitratin 15 mg/I’lik dozunun biberde anter kdlturd igin en uygun doz
oldugunu gdstermistir.

Rodeva ve ark. (2004) onalti Bulgar biber genotipinin anter kilturtine
tepkisini aragtirmiglardir. Bu genotiplerin 6 adedini hatlar, 6 adedini gesitler ve 4
adedini hibritler olusturmustur. Calisilan genotiplerden iki adedi indirekt

organogenesis, digerleri direkt embriyogenesis gostermiglerdir.
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Caglar ve ark. (2004) Kahramanmaras kirmizi biber popilasyonunda besin
ortamlarinin ve farkli sicaklik 6n uygulamalarinin anter kaltirt Gzerindeki
etkilerini arastirmislardir. On uygulama olarak 4°C, 29°C ve 35°Cde 7 gin
stiresince karanlikta bekletmenin 37 farkli kombinasyonunu denemislerdir. Besin
ortami denemelerinde NAA, 2,4-D, kinetin ve BAP’in farkli kombinasyonlarin:
denemeye almiglar ve besin ortamlarina 10 mg/l AgNO; ve %0.25 aktif kémir
eklemiglerdir. MS+0.1mg/l BAP+4 mg/l NAA+% 0.25 aktif komir+10 mg/l
AgNO; besin ortamindan kallus gelisimi olmadan direkt haploid embriyolar elde
edilmistir.

Koleva-Gudeva ve ark. (2007) biberde vyaptiklari anter Kkiltiiri
calismalarinda, besin ortaminin ve farkli inkibasyon kosullarinin etkisini test
etmigslerdir. Besin ortam: olarak MS, N, LS, NN ve CP ortamlar: kullanilmastir.
Inkiibasyon denemeleri igin: (a) 7°C’de karanlikda 7 giin bekletme ve sonrasinda 4
hafta icin 1s1k kosullarina alma (12 saat fotoperiyod-25°C). Bu kosullarda LS ve
NN ortamlarinda anterler kallus dretmislerdir. (b) 25°C’de 7 giin karanhkta
bekletme ve sonrasinda 4 hafta icin 1s1k kosullarina alma (12 saat fotoperiyod-
25°C). Bu kosullarda MS ve N ortamlarinda anterler kallus Gretmislerdir. (c)
35°C’de karanlik kosullarda 8 giin bekletme, sonrasinda eksplantlar: 4 giin igin 1s1k
kosullarina CP ortamina alma (12 saat fotoperiyod-25°C) ve 4 hafta i¢in R1
ortamina alma. Bu kosullarda embriyo elde edilebilmistir.

Zhao ve ark. (2010) biberde karbon kaynag: ve bitki blyumeyi
duzenleyicilerin anter kulturt Uzerindeki etkisini incelemislerdir. Bulyumeyi
diizenleyicilerin kallus olusumu tesvik etme siras1 2, 4-D > ZT > NAA > KT > 6-
BA seklinde; embriyo olusumunu tesvik etme sirast ise 2, 4-D > NAA > ZT > KT
> 6-BA seklinde olmustur. 2, 4-D, ZT, NAA ve KT Kkallus ve embriyo olusumunu
Onemli derecede etkilemistir. 1.0 mg/l 2, 4-D ve ZT, 0.5 mg/l NNA ve KT en iyi
etkiyi gostermistir. Kallus ve embriyo olusumda ZT’nin etkisi, KT ve 6-BA’dan
daha olumlu olmustur. 1.0 mg/l 2, 4-D + 1.0 mg/l ZT + 0.5 mg/l KT + 0.5 mg/l 6-

BA en basarili kombinasyon olmustur. Karbon kaynag: olarak maltozun etkisi tim
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dozlarda sakkarozdan daha yuksek olmustur. %3-6 arasindaki maltoz ve sakkaroz
dozlart kallus ve embriyo olusumunu arttirmustir. Ancak %6’nin  (zerindeki
dozlarda dusUsler gozlemlenmistir.

Taskin ve ark. (2011) biberde anter kiltliriinde fakli genotiplerin, farkl: besin
ortamlarinin ve farkl anter alma dénemlerinin etkisini arastirmiglardir. Bu amagla
5 adet biber genotipi (dusiik sicakliga tolerant A71, A269, A313; disik sicakliga
orta derecede tolerant A109 genotipi ve duslk sicakliga duyarli A74 genotipi) ve 4
adet besin ortami (I nolu besin ortami: MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif kémur
+ 15 mg/l giimis nitrat + 4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BAP, Il nolu besin ortami; MS +
30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif kémir + 15 mg/l gimus nitrat + 4 mg/l NAA + 0.5
mg/l BAP, I1I nolu besin ortami: MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif kémur + 15
mg/l gimus nitrat + 4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP, 1V nolu besin ortami: modifiye
edilmis MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komar + 15 mg/l gims nitrat + 4 mg/I
NAA + 0.1mg/l BAP) denenmis ve deneme her ay yeniden kurulmustur. Ayrica
kultire alinan ortamlarda gelismesini tamamlayamayan embriyolar 10 gin
stiresince 0.5 mg/l absisik asit iceren besin ortamina alinarak absisik asitin embriyo
olgunlagsmasina etkisi belirlenmeye calisiimigtir. Genotipler arasinda en yiiksek
embriyo verimi, disik sicakliga tolerant olarak belirlenmis olan 269 nolu
genotipten elde edilmistir. Anter alma donemlerinden ise en basarili sonuglar Nisan
ve Mayis aylarindan elde edilmistir. Besin ortamlar1 arasinda ise Il ve 1V nolu
besin ortamlarindan, diger ortamlara goére daha fazla sayida embriyo elde
edilmistir. Olgunlasmamis embriyolara absisik asit uygulamasindan olumlu
sonuglar alinamamustir.

Ata (2011) biberde yaptigi anter kiltlrli calismasinda, farkli genotiplerin
(duslik sicakliga hassas 195 nolu genotip, tolerant 421 nolu genotip, ylksek
sicakliga hassas 277 nolu genotip, tolerant inan 3363 cesidi), besin ortamina ilave
edilen 2 farkli BAP dozunun ve farkli kiltire alma zamanlarinin etkilerini
arastirmigtir. EKim, Subat, May1s ve Agustos aylarinda anter kulturlerinin 0.,1., 2.,

3., 4., 8. ve 14. gunlerinde anterler alinarak fiksasyon cozeltisi ile sabitlenerek
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DAPI ve asetokarmen boyama yontemleriyle mikrospor gelisimleri incelenmistir.
Genotipler arasinda en yiiksek embriyo verimi Inan 3363 nolu genotipten, antere
alma dénemlerinden ise en olumlu sonuclar Nisan ve Agustos aylarindan elde
edilmistir. Besin ortamlar: arasinda ise Kasim, Aralik, Ocak, Nisan ve Eylil
aylarinda MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komir + 15 mg/l AgNO; + 4 mg/I
NAA + 0.1mg/l BAP besin ortami ve Ekim, Mart, Mayis, Temmuz ve Agustos
aylarinda MS + 30 g/l sakkaroz + %0.25 aktif komir + 15 mg/l AgNO; + 4 mg/l
NAA + 0.5 mg/l BAP besin ortami daha basarili bulunmustur. Bitkiye déniisim
acisindan Nisan ayindan daha olumlu sonuglar alinmastir.

Irikova ve ark. (2011) ondokuz adet Bulgaristan biber genotipinde (8 adet
1slah hatti, 7 adet cesit, 4 adet melez), anter kiltiriinde besin ortaminin etkisini
arastirmislardir. indiiksiyon ortam: olarak C ve Cm, rejenerasyon ortami olarak R
ve Rm besin ortamlarini kullanmiglar ve ilk besin ortamlarindan rejenerasyon
ortamina aktarmada 12 ve 40 giin araliklarla aktarmanin etkisini denemislerdir. 6
hat, 6 ¢esit ve 3 melez genotipten kiltirden 35-40 gun sonra direkt embriyolar
olusmustur. Rejenere olan bitkiler 4 adet hat, 6 adet cesit ve 1 adet hibritten elde
edilmigtir. C ortaminda 12 glinden sonra aktarma, embriyo olusumu igin yeterli
olmams, 40 gun sonra aktarmada ise embriyo olusumlari gézlemlenmistir. R
ortamina aktarmadan sonra yiksek oranda (%50-100) bitkiye dontsum
saglanmistir. Cm ortaminda 12 giin bekletip aktarmadan sonra daha yiksek oranda
embriyo olusumu gorilmds, ancak bu embriyolarin Rm ortamina aktariimasindan
sonra, bitkiye donlsim saglanamamistir. Calisma ile kullanilan her bir genotipin
anter kaltard ihtiyaclarinin farkl oldugu belirlenmistir.

Niklas-Nowak ve ark. (2012) biberde anter kultlriinde, bireysel bitki
reaksiyonunu arastirmiglardir. Bu amagla hibrit C. annuum F, (ATZ1TG),
tirleraras: hibrit F, (C. frutescens x C. chinense), AT6 hattindan elde edilen
androgenik dihaploid hatlar1 kullanmiglardir. Degerlendirmeler her bitki igin
bireysel olarak ve elde edilen embriyo yiizdelerinin kiltire alinan toplam anter

sayisiyla karsilastirilmasiyla yapilmistir. En disiik androgenik tepki tiirler aras:
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melez hibrit F,’den elde edilmis ve degerlendirilen 19 adet bitkinin sadece 5
tanesinden embriyo alinabilmistir. Androgenesis etkinligi % 2’yi asmamistir. Hibrit
C. annum F,’de degerlendirilen 20 bitkinin 19’undan % 0.5-16.5 oranla embriyo
elde edilebilmistir. AT6 dihaploid bitkilerde 20 adet bitkinin 13’(inden olumlu
sonuglar alinmis ve androgenesis etkinligi %3’0 asamamistir. Ploidi seviyelerinin
belirlenmesi calismalarindan elde edilen sonuglar, kullanilan tiim genotiplerde hem
haploid hem de diploid bitkilerin oldugunu gostermistir.

Olszewska ve ark. (2013) Polonya’da 17 adet biber genotipinde, anter
kilturinde 3 farkl: inkiibasyon zaman: (12, 14 ve 16 giin) ve CP ortaminda besin
ortamina eklenen 2 farkl: kinetin dozunun (0.1 ve 0.3 mg/l) kombine etkisini
arastirmiglardir. Bitkisel materyal olarak islah hatlari; C. annuumun tir igi 4 adet
hibriti, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum var. pendulum tiirleri, C. frutescens
x C. chinense’nin turler arasi F1 hibritleri, C. frutescens x C. baccatumun turler
arast F1 hibritleri ve hibritlerden elde edilen dihaploidler kullanilmistir. Deneme
sonuglari, daha once tanimlanan standart protokoliin (CP ortaminda 12 gin
inklibasyon, 0.1 mg/l kinetin iceren R1 ortami) sonuglar ile karsilastirma seklinde
degerlendirilmistir. Kontrolde denenen geotiplerden sadece 3 adedinden tepki
alinirken, denemelerle bu say1 12°ye ¢ikarilmistir. En basarili uygulama olarak CP
ortaminda 16 gun bekletme ile 0.1 mg/l kinetin iceren R1 ortaminin kombinasyonu
olmustur. 12 ve 14 giin bekletme uygulamasi, 0.3 mg/l kinetin iceren ortamlarin

kombinasyonuyla daha efektif olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma 2015-2016 yillar: arasinda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakultesi
Bahce Bitkileri Bolumi (Adana), Alata Bahce Kdltlrleri Arastirma Enstitiisu
(Mersin) ve Troya Tohum Uretim Arastirma ve Pazarlama Ticaret A.S. (Antalya)
arastirma alanlar1 ve laboratuvarlarinda yiritalmistir. Arastirmanin anter kultlrd
protokolu adaptasyon kismi Cukurova Universitesi Bahge Bitkileri Bolimii’nde,
haploid embriyo elde edilmesi ve bitki Oretimi kismi Alata Bahge Kdltirleri
Arastirma Enstitlisi’nde; baslangic melezlemeleri, haploid bitkilerin blyutultp
gelistirilmesi, dis kosullara adaptasyonu, dihaploidizasyonu ve saf hatlarin tretimi
kisimlar: ise Troya Tohum Uretim Arastirma ve Pazarlama Ticaret A.S.’de

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak Troya Tohum Uretim Arastirma ve
Pazarlama Ticaret A.S. firmasinin 1slah programinda yer alan, meyve kalitesi
yuksek ve agronomik Ozellikleri iyi olan F3 asamasinda farkl: 1slah hatlari ile Alata
Bahce Kilturleri Arastirma Enstitlisi biber gen havuzunda bulunan nematoda
dayanikli genitor hatlar kullanilmigtir. Alata Bahge Kilturleri Arastirma Enstitust
biber gen havuzundan, F6 kademesinde olan, N-269 (Sivri- N geni), N-8 (Sivri-N
geni) ve N-6 (Dolma-N geni) hatlart kullanilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3),
ayrica molekaler testleme sonuglari sunulmustur. ( Cizelge 3.1)
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Sekil 3.1. N-269 genitor hat

Sekil 3.2. N-8 genitor hat

L
Sekil 3.3. N-6 genitor hat
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Cizelge 3.1. Alata ve Metgen’de yapilan molekiiler testleme sonuclar:

Alata | Alata marker | ptalya(masGeN) marker test
Field |Field |test sonucu sonuCu
nr. nr. Remarks
Mel N |Mel Me3/N/Me7

10/1,3 cm, sivri,
Aci, ince lig

P407 |HE rr rrolrr RR burun C6
Sg.,20/1,8 cm,
sivri, Aci,

P408 |H9 rr rro|rr RR C5/4/1.5

Sivri, kisa
P410 |N221 |7 ? o |rr Rr 12/2.5, Aci, CB

3/1 cm, Sis
biberi, Mor, Aci,
P413 | N390 r C8

P1204IN-1 |RR  frr | [ |Dolma, 7/7 tath

Ala-
P415 | 2002b|RR r Sivri, 18/2,5, C6
Carlison, 17/3,
P183 | C1998|RR r C3
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3.2. Metod
3.2.1. Baslangig melezlemeleri

Alata Bahge Kiiltirleri Arastirma Enstitlisi’nden alinan genitor hatlar Troya
Tohum Uretim Arastirma ve Pazarlama Ticaret A.S. Ar-Ge seralarinda yetistirilmis
ve yetistiricilik esnasinda bitkilerin morfolojik 6zellikleri (bitki ve meyve
Ozellikleri) incelenmistir. Bu arada, genitor hatlarin nematot dayanikliliklar: da test
edilmistir. Dayaniklilik testleri, hizmet alimi seklinde, molekdiler yontemlerin
kullanimiyla Akdeniz Universitesi TEKNOKENT biinyesinde bulunan METGEN
firmas: tarafindan yapilmistir. Alata Bahce Kdltlrleri Arastirma Enstitust biber
gen havuzundan secilen en uygun ¢ dayanikli genitér hat (iki adedi sivriye yakin
tipte, bir adedi de dolmaya yakin 6zelliklerde) ile firmanin kendi materyali iginden
belirledigi F3 kademesindeki 5 adet sivri biber, 5 adet dolma biber, 5 adet carliston
biber ve 5 adet kapya biber hatti melezlenmistir. Bu yolla elde edilen melezlerden,
her tipten 5’er adet F1 melez secilmistir. Elde edilen her bir melezden 10’ar bitki
yetistirilerek, anter kilturd cahismalarinda kullanilmigtir. Yani, anter Kkaltird
calismalarinda toplam 200 adet F1 melez, bitkisel materyal olarak kullanilmis ve
calisma igin iki farkli besin ortami denemeye alinmistir. Ebeveyn belirleme ve

melezleme calismalari Ocak 2015-Haziran 2015 tarihleri arasinda yapilmustir.

3.2.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Anter kdlturi optimizasyon calismalari, 2015 yili Ocak-Haziran aylan
arasinda, melez bitkilerde haploid bitki Gretimi ¢alismalar: ise 2015 Temmuz-2016
Mayis aylari arasinda yapilmustir. Anter kiltirinde kullanilan dondr bitkilerin
tohum ekimleri, optimizasyon ¢alismalar: i¢in 2015 Ocak ayinda; melez bitkilerin
tohum ekimleri ise 2015 Temmuz ayinda yapilmistir. Tohumlar, icinde fide harci
(2 hacim torf:1 hacim perlit) bulunan viyollere ekilmislerdir. Fideler 6-7 gergek
yaprakli donemde iken 110 x 50 x 50 cm araliklarla plastik seraya, her melez
genotipden 20 adet bitki olacak sekilde dikilmistir (Cizelge 3.2). Dikim sirasinda

taban glbresi olarak 15:15:15 ticari kompoze gubre kullanilmistir. Bitki gelisimi
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boyunca gerekli bakim islemleri yapilmistir. Sera kosullarinda yetistirilen ve
ciceklenmeye baslayan bitkilerden (Sekil 3.4) anter kultlri icin uygun safhadaki
tomurcuklar sabah saatlerinde toplanarak, doku kultlr( laboratuvarina getirilmistir.

Cizelge 3.2. Calisma programi

Melezlemelerin yapilmasi i¢in tohum ekimi 1 Subat 2015

Baslangic melezlemelerin yapilmasi 15 Nisan-15 Mayis-2015
Melezlenen tohumlarin ekimi 25 Temmuz 2015

Anter kiltard ¢alismasi 29 Eylul-30 Ekim 2015
Anterlerin aktariimasi 5 Kasim-5 Aralik 215
Embriyolarin alinmasi 10 Ocak-15 Mart 2016
Haploid bitkilerin belirlenmesi ve katlanmas:1 | 15-30 Nisan 2016
Bitkilerin teslim edilmesi 15 Mayis 2016
Dayaniklilik Testlerinin yapilmasi 10 Agustos 2016

Sekil 3.4. Dikimlri yapilan biber bitkilerinin gernUm

3.2.3. Uygun Anter Safhasinin Belirlenmesi

Kulttre alinan anterlerin bulundugu gelisme safhasi, haploid embriyo elde
edilmesini etkileyen en dnemli faktorlerden biridir. Biberde anter kiltir( icin en
uygun asama, mikrosporlarin tek gekirdekli asamanin sonunda veya iki cekirdekli
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asamanin basinda oldugu, yani I. mitoz boliinmesinin basladigi donemdir. Daha
Once biberde yapilmis birgok calismada uygun anter safhasi morfolojik olarak
belirlenmistir. Bu safha; biber cicek tomurcuklarinda, canak yaprak ve ta¢ yaprak
boylarinin esit oldugu veya tag¢ yapraklarin ¢anak yapraklardan biraz daha uzun
oldugu, anterlerin yaklasik yar1 boyuna kadar antosiyan olusumunun gorildugi
gelisme asamasi olarak tanmimlanmistir (Chambonnet, 1988; Abak, 1983). Bu
nedenle, bu dénemden daha erken ya da daha ge¢ gelisme safhasinda olan
tomurcuklarin - kullamlmasindan  kaginilmistir.  Cukurova Universitesi  Bahge
Bitkileri Bolimi’nde yapilan birgok calismada da bu safha anter kilttru icin en
uygun safha olarak belirlenmistir (Comlekgcioglu ve ark. 1999, 2001; Biyukalaca
ve ark. 2004; Tagkin ve ark. 2011; Ata, 2011). Bu nedenle, calismada bu asamadaki
tomurcuklar kullaniimastir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Denemede kullanilan genotiplerden, anter kiltirine alinacak
tomurcuklarinin ve anterlerinin gérinim
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3.2.4. Besin Ortamlar ve Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi
Aragtirmada anter kiltird icin temel besin ortami olarak, MS (Murashige ve

Skoog, 1962) (Cizelge 3.3) besin ortam: kullanilmistir. Besin ortamlari,
karisgimlarin  hazirlanmas: ve ilave maddelerin eklenmesini takiben hacmin
tamamlanmas: seklinde hazirlanmistir. Ortamlarin timi, %0.8 oraninda agar ile
katilastirilmastir. Besin ortaminin pH’s1, 1 N’lik HCI ve 1 N’lik KOH kullanimiyla
5.8’e ayarlanmigtir. Anterlerin kultlre alinmasi esnasinda, besin ortami ¢ozdirilme
amach kaynatilmadan, 6 cm capindaki petrilerle birlikte, 121°C sicaklik ve 1.2
kg/cm? basing altindaki otoklavda 15 dakika siire ile sterilize edilmis ve besin
ortamlar petrilere steril kabin icerisinde 15 ml/petri olacak sekilde dokilmustir.
Olusan embriyolarin ¢imlendirilmesinde ve gelistirilmesinde 2.5 cm ¢apinda ve 25
cm uzunlugundaki deney tipleri veya cam kavanozlar kullanilmis ve bunun igin
besin ortamlart manyetik 1sitici-karistiricida kaynatilma yoluyla ¢ozildikten sonra,
10 ml/petri olacak sekilde kavanoz veya tiiplere dokulerek otoklavda steril hale
getirilmistir. Kullanilan MS besin ortamlarinin igerigi asagida 6zetlenmistir:

MS + 30 g/l sakkaroz + 2,5g/I aktif komur + 15 mg/l AgNO; + 4 mg/l
NAA + 0,5 mg/l BAP

Optimizasyon calismalarinda, 2 nolu besin ortami olmasi nedeniyle,
calismada bu besin ortami ile ¢alismalara devam edilmistir. Anterlerde olusan
embriyolarin bitkiye donustmlerinin saglanmas: igin, biytmeyi duzenleyici

icermeyen, sadece 30 g/l sakkaroz iceren MS besin ortami kullanilmastir.
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Cizelge 3.3. MS besin ortaminin bilesimi (Murashige and Skoog, 1962 )

Makro elementler

Miktar: (mg/l)

KNO3 1900
NH;NO; 1650
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370

KH,PO, 170

Mikro Elementler Miktar1 (mg/l)
Kl 0.83

H3BOs 6.20
MnS0O,.4H,0 22.3
ZnS0O,.7H,0 8.6
Na,M00,.2H,0 0.25

CuSQO,.5 H,0O 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeS0,.7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
FeNaEDTA 36.70
Vitaminler Miktar1 (mg/1)
Myo-Inositol 100

Nicotinic acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5

3.2.5. Cigek Tomurcuklarinin Dezenfeksiyonu

Sera kosullarinda yetistirilen ve ¢iceklenmeye baslayan bitkilerden anter
kultard icin uygun safhadaki tomurcuklar sabah saatlerinde toplanarak doku
kaltard laboratuvarina getirilmis ve steril kabin icerisinde 30 saniye slresince
%70’lik etil alkol uygulamasina maruz birakilmistir. Sonrasinda steril saf su ile

durulanan tomurcuklar, yine steril kabin igerisinde 1-2 damla Tween-20 igeren
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%15’lik sodyum hipoklorit igerisinde 10 dakika bekletilmis ve tekrar saf su ile

durulanmstir.

3.2.6. Anterlerin Cikarilmasi ve Besin Ortamina Ekilmesi

Dezenfeksiyon islemimi takiben, tomurcuklar steril filtre kagitlar1 (zerinde
pens ve bistlriler yardimiyla agilmis ve icerisinde bulunan anterler dikkatlice,
zedelenmeden ¢ikarilmigtir. Anterler filamentlerinden ayrilarak, besin ortamlarina
dorsal kisimlar: ortama temas edecek sekilde dikimleri yapilmistir. Dikimden sonra
petrilerin etrafi stre¢ film ile sarilmis ve boylece disardan herhangi bir bulasiklik

olmasi énlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Anterlerin petriye yerlestirilmesi

3.2.7. Kultdr Srwrasinda Kullanmilan Malzemeler

Anter koltiri calismalari esnasinda, degisik asamalarda degisik kultir
kaplar1 kullanilmistir. Kiltlr esnasinda kullanilan malzemelerin (besin ortamlari,
petri kaplari, steril su siseleri, pens-bistiriler, karton tabaklar, filtre kagitlar1 ve
cam kavanozlar) sterilizasyonu 121°C sicakhik ve 1.2 kg/cm? basing altinda 20
dakika suresince olacak sekilde otoklavda yapilmistir. Otoklav islemi tamamlanan
malzemeler, steril kabine alinarak kiltir asamasina gegilmistir. Hazirlanan besin
ortamlar1 6 cm ¢apindaki plastik petrilere, her bir plastik petride 15 ml besin ortami

olacak sekilde doldurulmustur. Embriyolarin ¢imlendirilmesi asamasinda 6 cm
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capinda cam kavanozlar kullanilmigtir. Gelismelerini tamamlayan bitkiler,
icerisinde otoklavlanmig torf/perlit (2 hacim/1 hacim) bulunan viyollere

aktarilmastir.

3.2.8. Kultiir Kosullar: ve On Uygulamalar

MS besin ortamina yerlestirilen anterler, inkiibatérde +35°C’de ve karanlik
kosullarda 2 giin 6n uygulamaya tabi tutulmuslardir. On uygulamay: takiben
petriler 3600 lux gictndeki floresan lamba ile aydinlatilan, 16 saat aydinlik-8 saat
karanlik 11k rejiminde, 25°C sicakhktaki iklim odasinda (Sekil 3.7)
bekletilmislerdir. Deneme suresince tum uygulamalarda kontaminasyon agisindan
kontroller yapilarak, bulagsma gorulen kilturler ortamdan uzaklastirilmigtir. MS
ortamina Yyerlestirilen tim anterler, 35 giin sonra bir alt kiltlre (%50 MS + 30 g/l

sakkaroz + 5,5 g/l agar) alinmiglardir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7. iklim odasinin gériinimi
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Sekil 3.8. Anterlerin 35 giin sonra alt kilture alinmasi

3.2.9. D1s Ortama Aktarma

Koklenen bitkilerin (Sekil 3.9) dis ortama adaptasyonlarimt saglamak
amaciyla, tlplerin kapaklarinda bulunan stre¢ film ¢ikarilarak 1 giin bekletilmistir.
Daha sonra kdltir ttplerinin kapaklar1 gevsetilerek 1 gin ve tamamen acgilarak 1
glin bekletme yapilmistir. Dig kosullara bir miktar adapte olan bitkiler, uzun pens
yardimiyla tlplerden cikarilarak musluk suyu altinda kokleri besin ortami
kalintilarindan tamamen temizlenene kadar yikanmigtir. Bitki koklerin fungusitli
suya daldiriimasini takiben, bitkiler steril torf-perlit (2 hacim/1 hacim) karigimi
bulunan viyollere dikilmislerdir (Sekil 3.10). Dikimden sonra can suyu olarak
fungusitli su verilmistir. Disariya aktarimi tamamlanan bitkiler yaklasik 1 hafta
siire ile % 90-100 nem igeren plastik tiineller altinda bekletilmis (Sekil 3.11) ve bu
esnada yapraklara su puskdrtilmesi ve tdnel iginin sdrekli nemlendirilmesi
seklinde sulama yapilmistir. Daha sonra tiinellerin 6rtileri kademeli olarak acilarak
dis ortama alismalari saglanmustir.
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Sekil 3.10. Steril kabinde dikimleri yapilan bitkilerden goriiniim
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o rl - —
Sekil 3.11. Tunellere birakilan viyollerden gérinim

3.2.10. Ploidy Belirleme

Anter Kilturinden elde edilen bitkiler dis kosullara alistirildiktan sonra,
yaprak ornekleri alinarak laboratuvara getirilmis ve jilet yardimiyla ¢ok kugiik
parcalara ayrilmistir. Petri kutusunun igerisindeki bu yaprak o6rnegine 1.5 ml
cystain uv plioy ¢ozeltisi ilave edilmistir. Elde edilen karisimdan 0.3 ml alinarak
plastik eppendorf tiupe konulmus (Sekil 3.12) ve tlp flow sitometri cihazina
yerlestirilmistir. Cihazdaki pik araliginin gosterdigi degerler dogrultusunda bitkinin
kromozom yapisinin haploid veya diploid oldugu belirlenmistir (Sekil 3.13, Sekil
3.14).
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Sekil 3.12. Yapraklarin ezilmesi ve plastik eppendorf tliplere konulmasi

32



3. MATERYAL VE METOD Yusuf OCAL

Sekil 3.14. Flow-sitometri cihazinda biber érneklerinin haploid géranimu

3.2.11. Haploid Bitkilerin Katlanmasi

Anter kiltird yontemiyle elde edilen bitkilerin kromozomlarinin katlanarak
bitkilerin dihaploid hale getirilmesi icin kolhisin kullanilmigtir.  Gelisen
embriyolarin tam bitkiye donusmesiyle elde edilen ve bunun ardindan iklim
odasinda dis kosullara alistirilan; sonrasinda plastik viyollere aktarilarak ploidi
tayinleri yapilan ve haploid olduklari belirlenen bitkilere kolhisin uygulamas:

yapilmistir. Bu amacla, haploid biber bitkileri budanmis ve tepe kisminda sadece 1-
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3 adet yaprak kalacak hale getirilmistir. Bunun ardindan, %0.5 oraninda kolhisin
cozeltisi emdirilmis pamuklar yaprak koltuklarindaki tomurcuklarin Gzerine
yerlestirilerek 2 saat sureyle bekletilmistir (Sekil 3.15). Uygulamanin ardindan
gelisen silrginlerden alinan drneklere tekrar flow sitometri cihaz: kullanimi ile

bakilarak katlama isleminin basarili olup olmadigi belirlenmistir.

Sekil 3.15. Kolisin uygulanmasindan bir gériinim

3.2.12. Tohum Uretimi ve Hat Olusturma
Diploidlestirmesi gerceklestirilen bitkilerde en az 3-4 ¢icekte kendileme
yapilmis ve her bitkiden 2-3 adet arasinda meyve elde edilmistir. Olgunlasan

meyvelerden ¢ikartilan tohumlar hasat edilmis ve paketlenip numaralandirilmastir.

3.2.13. Dayanikhhk Testleri

Nematodlarin teshis ve tanimlamalarinda morfolojik karakterler ve
morfometrik 6l¢limler kullaniimaktadir. Bazi durumlarda klasik teshis yontemleri
ile guvenilir sonuclar elde etmek zor olabilmektedir. Bu nedenle nematodlarin
dogru ve hizli tamimlanmasinda molekiler markérlerden yararlaniimaktadir.
Molekdiler markorler DNA baz alinarak uygulanan yéntemlerdir.

Elde edilen dihaploid hatlarin tohumlarindan 10’ar bitki yetistirilmis ve
molekiler yontemle nematot dayaniklilig: testi uygulanmistir. Nematod dayanimi
ile ilgili N ve Me genlerine bagl Fazari ve ark. (2012)’nin bildirdigi SCAR_PM6a,
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SCAR_PM6b, SCAR_ HM6, SCAR_PM54, ve SCAR_HM®60 markirlari; Mel,
Me3, M7 ve N genlerinin varhigint ve homozigot/heterozigotluk durumlarin

belirlemek igin kullaniimistir.

3.2.14. Verilerin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Ortamlara dikilen anterlerde; embriyo olusturan anter sayisi, embriyo
sayisi, bitkiye doniisen embriyo sayisi ve gelisen bitki sayilar: kaydedilmistir.
Embriyo olusturan anter orani: Embriyo olusturan anter sayisinin kiilture dikilen
tim anterlere oram
Embriyo orani: Ortamlarda olusan toplam embriyo sayisinin kiltlre dikilen tim
anterlere orani.
Bitkiye dénlisen embriyo orani: Bitkiye doniisen embriyo sayisinin tim olusan
embriyolara orani
Gelisen bitki oranmi: Gelisen toplam bitki sayisiniin olusan embriyolara orani
Gelisen bitkilerin haploidy orani: Haploid olan bitkilerin tim gelisen bitkilere
orani

Verilerin degerlendirilmesinde JMP version 5.0.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC) istatistik rpogram: kullanilmis ve aci transformasyonu uygulanan
veriler tesadUf parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirli olarak analizlenmistir.
Incelenen parametreler arasindaki iliskiler ise Pearson korelasyon katsayisina gére

yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Nematoda Dayanmkh Farkh Biber Tiplerinin Anter Kulttrt Performansi
4.1.1. Nematoda Dayanmikh Dolma Tipi Genotiplerin Anter Kultird
Performansi

Nematoda dayanikli dolma tipi genotiplere ait embriyo olusturan anter
orani, embriyo sayisi ve orani, bitkiye déntsen embriyo orani, gelisen bitki oran
ve haploid bitki oran1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Embriyo olusturan anter orani,
embriyo orani ve embriyo sayisi agisindan Z-tad 87 nolu genotip %18,2 embriyo
olusturan anter oran ve %23,0 embriyo oran: ve 33 adet embriyo sayis1 ile en
yiksek degeri almistir.  Z-tad 81 nolu genotip embriyo olusturan anter oram
%15,8, embriyo oran1 %18,4 ve embriyo sayis1 23 adet olarak ikinci sirada yer
almistir. Bununla birlikte Z-tad 87 ile Z-tad 81 nolu genotipler arasinda embriyo
olusturan anter orani, embriyo sayis1 ve orani bakimindan istatistiki olarak bir fark
bulunmamistir. Embriyo olusturan anter ve embriyo orani acisindan 3. sirada yer
alan genotip %8,3 degerinde embriyo olusturan anter orani1 ve %12 embriyo oran
ile Z-tad 83 nolu genotip olmus, Z-tad 75 nolu genotipdeki embriyo olusturan
anter oran1 % 6,4 ve embriyo orani ise % 8,4 olarak kaydedilmistir. Z-tad 83 ile Z-
tad 75 nolu genotipler arasinda embriyo olusturan anter orani, embriyo sayisi ve
embriyo oran1 bakimindan istatistiki olarak bir fark bulunmamistir. Z-tad 86 nolu
genotip ise; %4,6 embriyo olusturan anter orani ve %4,2 embriyo orani ve 6,6 adet
embriyo sayisi ile bu iki parametre agisindan en disiik degerleri vermistir. Z-tad 86
nolu genotip, Z-tad 74 nolu genotiple embriyo olusturan anter orani, embriyo oran:
ve embriyo sayisi bakimindan istatistiki bir fark bulunmamis ama Z-tad 83 nolu
genotiple embriyo orani ve embriyo sayisi bakimindan istatistiki olarak farkl
gruplarda yer almistir. Genotipler arasinda bitkiye doniisen embriyo orani, gelisen
bitki oran1 ve haploid bitki orani bakimindan istatistiki bir fark bulunmamustir.

Denenen dolma tipi genotiplerin tamaminda embriyo ve bitki olusumlar
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gozlemlenmis ve haploid bitkiler elde edilmistir. Denemelere ait goriintuler Sekil
4.1-Sekil 4.9°da sunulmustur.

Cizelge 4.1. Nematoda dayanmikli dolma tipi genotiplerden alinan anterlerde
embriyo olusum, bitkiye déniisiim ve haploid bitki oranlar

Tip Genotipler EOAO EO ES BDEO GBO HBO
(%) (%) (adet) (%) (%) (%)
Z-tad 75 64 b 84cd |126bc | 67.0 62.3 68.0
Dolma (14.4) (16.7) (55.7) (53.0) | (55.5)
Z-tad 81 158a 184ab |230ab |57.0 55.6 70.3
(23.2) (25.2) (49.2) 483) | (58.7)
Z-tad 83 8.1b 11.9bc |196b  |40.3 323 533
(16.5) (19.8) (39.4) (346) | (46.9)
Z-tad 86 46 b 42 d 66¢C 333 24.3 27.6
12.2) (11.8) (34.7) @47) | (26.6)
Z-tad 87 18.2a 230a |330a |540 37.0 59.3
(25.1) (28.6) (47.3) (673) | (50.4)
D 6.98% 765 | 1.7 0. D. 0.D. 6.0

EOAOQ: Embriyo olusturan anter orani, EO: Embriyo orani, ES: Embriyo sayisi, BDEO:

Bitkiye doniisen embriyo orani, GBO: Gelisen bitki orani, HBO: Haploid bitki oranm
(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.

(2): ©.D.: Onemli Degil.. ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

(3): Parantez iginde yiizde degelerin transforme edilmis hali gosterilmistir
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Sekil 4.1. Z-tad-87 nolu genotipe ait cimlenmis embriyo

Sekil 4.2. Z-tad-87 nolu genotipe ait gelisen bitkiler
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Sekil 4.3. Z-tad-81 nolu genotipe ait cimlenmis embriyolar ve gelisen bitki

Sekil 4.4. Z-tad-81 nolu genotipe ait gelisen bitkiler
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Sekil 4.5. Z-tad-83 nolu genotipe ¢cimlenmis embriyolar ve gelisen bitki

Sekil 4.6. Z-tad-83 nolu genotipe ait gelisen bitkiler
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Sekil 4.7. Z-tad-75 nolu genotipe ait ¢cimlenmis embriyo ve gelisen bitki

Sekil 4.8. Z-tad-75 nolu genotipe ait gelisen bitkiler
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Sekil 4.9. Z-tad-86 nolu genotipe ait cimlenmis embriyo ve gelisen bitki

4.1.2. Nematoda Dayanikh Sivri Tipi Genotiplerin Anter Kultlri Performans:

Nematoda dayanikli sivri tipi genotiplere ait embriyo olusturan anter oran,
embriyo sayisi ve orani, bitkiye dénisen embriyo orani, gelisen bitki orani ve
haploid bitki oram Cizelge 4.2°de verilmistir. Z-tas 58 nolu genotip Embriyo
olusturan anter orani (%6,4), embriyo orani (%8,3) ve 11,0 adet embriyo sayist ile
en yuksek degeri almigtir. Z-tas 67 nolu genotip embriyo olusturan anter oran
(%3,5), embriyo oran: (%4,2) ve 5,6 adet embriyo sayis1 ile ikinci sirada yer
almistir. Z-tas 58 ile Z-tas 67 nolu genotipler arasinda embriyo olusturan anter
orani, embriyo orami ve embriyo sayist bakimindan istatistiki bir fark
bulunmamistir. Embriyo olusturan anter orani, embriyo oran1 ve embriyo sayist
bakimindan 3. sirada yer alan %2 embriyo olusturan anter orani, % 2,2 embriyo
orani ve 3,3 embriyo sayisi ile Z-tas 53 nolu genotip yer almstir. Z-tas 70 nolu
genotip ise embriyo olusturan anter oram (%1,5), embriyo oram (%1,5) ve 2,3
embriyo sayist ile en disuk sonuclarin elde edildigi ikinci genotip olmustur. Z-tas
48 nolu genotipte ise embriyo olusturan anter orani (% 1), embriyo oranini (%1,2)
embriyo sayisi (1,6 adet) bakimindan en diisik degeri alan genotip olmustur. Z-tas

67, Z-tas 53, Z-tas 70 ve Z-tas 48 nolu genotipler arasinda embriyo olusturan anter
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orani, embriyo oran1 ve embriyo sayis1 bakimindan istatistiki bir fark bulunmamis
ve aynm grup icerisinde yer almiglardir. Genotipler arasinda bitkiye doéniisen
embriyo orani, gelisen bitki oran1 ve haploid bitki oran1 bakimindan istatistiki bir
fark bulunmamastir. Denemede sivri tipi genotiplerin tamamindan embriyo ve bitki
olusumlar: gézlenmis ve haploid bitkiler elde edilmistir. Denemelere ait goriintiler
Sekil 4.10-Sekil 4.14°de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Nematoda dayanikli sivri tipi genotiplerden alinan anterlerde embriyo
olusum, bitkiye doniisiim ve haploid bitki oranlar

Tip Genotipler | EOAO EO ES BDEO | GBO HBO
(%) (%) | (adet) | (%) | (%) (%)
Z-tas 48 10 ¢ 12¢ 16b 333 26.6 8.3
oo (3.3) (3.7) (30.) (21.1) (10.0)
Sivri Z-tas 53 2.0bc 2.2hc 3.3b 44.3 44,3 333
(7.9) (8.2) (41.6) (41.6) | (30.0)
Z-tas 58 6,4 a 8.3a 11.0a 70.6 50.6 36.6
(14.5) (16.4) (62.3) (45.0) | (31.9)
Z-tas 67 35ab 4.2ab 5.6 ab 70.6 70.6 76.6
(10.4) (11.6) (57.2) (57.2) | (66.1)
Z-tas 70 1.5bc 1.5bc 23 b 66.3 66.3 50.0
(6.8) (6.8) (59.7) (59.7) (45.0)
D 3.60* 4.03* 5.4* O.D. O.D. 0.D

(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): ©.D.: Onemli Degil.. ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
(3): Parantez iginde yiizde degelerin transforme edilmis hali gosterilmistir
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Sekil 4.10. Z-tas-58 nolu genotipe ait gcimlenmis embriyolar ve gelisen bitki

Sekil 4.11. Z-tad-58 nolu genotipe ait bitkiler
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Sekil 4.12. Z-tas-67 nolu genotipe ait gimlenmis embriyo

Sekil 4.13. Z-tas-67 nolu genotipe ait gelisen bitki
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Sekil 4.14. Z-tas-48 nolu genotipe ait gimlenmis embriyo

4.1.3. Nematoda Dayanmikh Kapya Tipi Genotiplerin Anter Kiultird
Performansi

Nematoda dayanikli kapya tipi genotiplere ait embriyo olusturan anter orani,
embriyo sayisi ve orani, bitkiye dénisen embriyo orani, gelisen bitki orani ve
haploid bitki oram Cizelge 4.3’de verilmistir. T-tak 31 nolu genotip embriyo
olusturan anter orani (%13), embriyo orani (%16,6), gelisen bitki oran: (%55) ve
41 adet embriyo ile en ylksek degeri almistir. T-tak 38 nolu genotip ise embriyo
olusturan anter orant (%8,1), embriyo oran1 (%9,9) , gelisen bitki oran: (%54,6) ve
21,6 adet embriyo sayisi ile 2. sirada yer almistir. T-tak 35 nolu genotip ise
embriyo olusturan anter orani (%6,2) ve embriyo orani (%8,2) ile 3. sirada yer
alirken gelisen bitki oram (%41) ve embriyo sayisi ile 4. sirada yer almistir. T-tak
40 nolu genotip ise embriyo olusturan anter orani (%5,4), embriyo oran: (%7,9) ile
4. sirada ve gelisen bitki oran1 (%44) ve embriyo sayis1 17,6 adet ile 3. sirada yer
almigtir. T-tak 28 nolu genotip ise embriyo olusturan anter oram (%4,2), embriyo
orani (%5,6) ve gelisen bitki oran1 (%34) ve 12,6 adet embriyo ile en diisiik degeri
almigtir. T-tak 31 nolu genotip kapya tipi genotiplerle karsilastirildiginda gelisen
bitki oran1 hari¢ embriyo olusturan anter orani, embriyo orani ve embriyo sayisi
bakimindan diger genotiplerle istatistiki olarak bir fark bulunmustur. T-tak 35, T-

tak 40 ve T-tak 38 nolu genotipler arasinda embriyo olusturan anter orani, embriyo
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orani, gelisen bitki oranlart ve embriyo sayisi bakimindan istatistiki bir fark
bulunmamis ve aynm grupta yer almiglardir. T-tak 31 ve T-tak 38 genotiplerle T-
tak 28 nolu genotip arasinda istatistiki fark bulunmustur. T-tak 38 nolu genotip
embriyo olusturan anter oran1 agisindan diger genotiplerle istatistiki olarak farkl:
gruplarda yer almistir. Bununla birlikte embriyo orani bakimindan T-tak 35 ve T-
tak 40 nolu genotiplerle arasinda fark bulunmamistir. Embriyo sayis1 agisindan T-
tak 31 nolu genotip hari¢ diger genotipler arasinda istatistiki bir fark
bulunmamustir. Genotipler arasinda bitkiye doniisen embriyo oran: ve gelisen bitki
oranlar1 bakimindan bir farklilik bulunmamistir. Denemede kapya tipi genotiplerin
tamamindan embriyo ve bitki olusumlari g6zlenmis ve haploid bitkiler elde

edilmistir. Denemelere ait gorintiler Sekil 4.15-Sekil 4.20°de sunulmustur.

Cizelge 4.3. Nematoda dayanikli kapya tipi genotiplerden alinan anterlerde
embriyo olusum, bitkiye dénustiim ve haploid bitki oranlar

Tip Genotipler | EOAO EO ES BDEO | GBO | HBO
(%) (%) (adet) | (%) | (%) | (%)
T-tak 28 4.2d 56¢c 126b 37.0 340b |833
(11.8) (13,6) (37.3) (35.6) | (70.0)
Kapya T-tak 31 130 a 16.5a 413a 60.0 55.0a |80.3
(21.1) (24.0) (50.8) (47.9) | (63.7)
T-tak 35 6.2 c 8.2hc 153b 45.3 41.0ab |90.0
(14.4) (16.5) (422). (39.7) | (75.0)
T-tak 38 81b 99b 216b 60.3 546a |93.0
(16.5) (18.3) (51.0) 476) | (77.4)
T-tak 40 54 cd 7.9 bc 176b 56.0 44.0ab |69.3
(13.4) (16.3) (48.5) (415) |(56.3)
D 1.77%** 3.29%** 12.9*** 0.D. 15.1* 0.D

(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): ©.D.: Onemli Degil.. ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
(3): Parantez iginde yiizde degelerin transforme edilmis hali gosterilmistir
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Sekil 4.16. T-tak-38 nolu genotipe ait gelisen bitkiler
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Sekil 4.17. T-tak-35 nolu genotipe ait gelisen bitkiler

Sekil 4.18. T-tak-40 nolu genotipe ait cimlenmis embriyolar
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Sekil 4.19. T-tak-40 nolu genotipe ait gelisen bitkiler

Sekil 4.20. T-tak-28 nolu genotipe ait cimlenmis embriyolar
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4.1.4. Nematoda Dayamkh Carliston Tipi Genotiplerin Anter Kdultura
Performansi

Nematoda dayanikl: carliston tipi genotiplere ait embriyo olusturan anter
orani, embriyo sayisi ve orani, bitkiye déntsen embriyo orani, gelisen bitki oran
ve haploid bitki oramt Cizelge 4.4’de verilmistir. T-tag 22 nolu genotip embriyo
olusturan anter oran: (%10,2), embriyo sayis: (30,6 adet), embriyo oran1 (%14,4),
bitkiye déniisen embriyo oran: (%70,3) ve gelisen bitki orani (%67,3) ile en yilksek
degerleri almistir. Embriyo oram %8,8, bitkiye déniisen embriyo oran %61,6 ve
embriyo sayisi 14,6 ile 2. sirada olan genotip T-ta¢ 25 nolu genotip olmustur. T-ta¢
3 nolu genotip bitkiye déntisen embriyo orani( %60,6) ve embriyo sayisi1 (%14,3)
ile 3.sirada yer almigtir. T-ta¢ 8 ise embriyo olusturan anter oram % 8,1 ile 2.
sirada yer almis, T-tag 3 %5,2 embriyo olusturan anter oran: ile 3.sirada ve
embriyo olusturan anter oran1 %4,5 ile T-ta¢ 25 nolu genotip 4. sirada yer almustir.
Embriyo olusturan anter oran1 %1,2, embriyo sayis1 4,6 adet ve embriyo orani
%1,6, bitkiye donusen embriyo oranm %41,6, gelisen bitki orant %28,6 ile en diistk
degerleri almistir. T-ta¢c 22 nolu genotip ile diger genotipler arasinda embriyo
olusturan anter orani, embriyo orani ve anter sayist bakimindan aralarinda
istatistiki bir fark bulunmustur. Bitkiye doniisen embriyo orani ve gelisen bitki
orani bakimindan T-ta¢ 3, T-ta¢c 25 nolu genotipler arasinda istatistiki olarak bir
fark bulunmamustir. T-ta¢ 8 nolu genotip embriyo olusturan anter orani bakimindan
T-tag 25 ve T-tag 3 ile istatistiki bir fark bulunmus ve T-ta¢ 25 ve T-ta¢ 3 embriyo
olusturan anter oran1 bakimindan ayn: grupta yer almiglardir. T-tag 22, T-ta¢ 3 ve
T-ta¢ 25 nolu genotipler bitkiye dontisen embriyo oran1 bakimindan istatistiki bir
fark bulunmamis ancak gelisen bitki oran: T-ta¢ 22 ile T-ta¢ 3 nolu genotipler ayni
grupta yer almigtir. T-ta¢ 8 ve diger genotiplerle istatistiki bir fark bulunmus ve
farkli grupta yer almiglardir. Tim genotipler arasinda haploid bitki oraninda
istatistiki bir fark bulunmamistir. Denemede carliston tipi genotiplerin de
tamamindan embriyo ve bitki olusumlari g6zlenmis ve haploid bitkiler elde

edilmistir. Denemelere ait gérintuler Sekil 4.21-Sekil 4.28°de sunulmustur.
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Cizelge 4.4.

Nematoda dayanikli carliston tipi genotiplerden alinan anterlerde
embriyo olusum, bitkiye dénustiim ve haploid bitki oranlar

Tip Genotipler | EOAO EO ES BDEO| GBO HBO
(%) (%) | (adet) | (%) | (%) (%)
T-tag 3 52 ¢ 75b 143D 606ab |593ab | 713
] (13.1) (15.8) (51.1) | (50.3) (57.6)
Carliston T-tag 8 64D 81b 106D 50.0bc |50.0 ¢ 81.0
(14.6) (16.5) (450) | (45.0) (64.1)
T-tag 12 12d 16¢C 46c 416c |286d 66.6
(6.4) (7.18) (40.1) | (323) (60.0)
T-tag 22 102a 144a 306a 703a |673a 80.6
(18.6) (22.3) (57.0) | (55.2) (60.1)
T-tag 25 45¢ 88b 146D 616 a|526bc | 77.6
(12.3) (17.2) (51.7) | (465) (61.9)
D 135%%% | 201 | 569 |10.89%* | B8.78*** oD

(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayr1 harflerle gosterilmistir.
(2): ©.D.: Onemli Degil.. ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
(3): Parantez icinde yiizde degelerin transforme edilmis hali gosterilmistir
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Sekil 4.22. T-tag-22 nolu genotipe ait gelisen bitkiler

Sekil 4.23. T-tag-8 nolu genotipe ait cimlenmis embriyolar
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Sekil 4.24. T-ta¢-8 nolu genotipe ait gelisen bitki

Sekil 4.25. T-ta¢-3 nolu genotipe ait cimlenmis embriyolar
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Sekil 4.27. T-tag-25 nolu genotipe ait cimlenmis embriyo
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Sekil 4.28. T-tag-25 nolu genotipe ait gelisen bitkiler

4.1.5. Farkh Biber Tiplerinin Anter Kultird Performanslarimin Kendi
Aralarninda Karsilastiriimasi

Farkl1 biber tiplerinin embriyo olusturan anter orani, embriyo sayisi ve orani,
bitkiye déniisen embriyo orani, gelisen bitki orant ve haploid bitki oran1 agisindan
kendi aralarinda Kkarsilastirmalari Cizelge 4,5’de sunulmustur. Embriyo olusturan
anter orant (%10,6) ve embriyo orant (%13,2) agisindan en yiiksek degerler dolma
tipinden elde edilmis ve bunu %7,4e mbriyo olusturan anter oran: ve %9,6 embriyo
orani ile kapya tipi biberler takip etmistir. Carliston tipi biberler ise embriyo
olusturan anter orani (%5,5) ve embriyo oram (%8,1) ile 3. sirada yer almustir.
Carliston ile kapya arasinda istatistiki bir fark bulunmamis ama dolma ile carliston
arasinda istatistiki bir fark bulunmustur. Embriyo olusturan anter oran (%2,9) ve
embriyo orani1 (%3,5) ile sivri tipi en dustk degeri almis diger tiplerle istatistiki
olarak farkli gruplarda yer alimistir. Bitkiye doniisen embriyo oraninda ve gelisen
bitki oraninda ise tum tipler arasinda istatistiki bir fark bulunmamustir. Haploid

bitki oraninda ise en ylksek deger %83,4 ile kapya biber tipinden elde edilmis ve
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bu tipi %77,4 ile carliston tipi takip etmis ve kapya ile carliston arasinda isatistiki

bir fark bulunmamustir. Haploid bitki oraninda %55,7 ile dolma, %41 ile de sivri

biber takip etmis ve istatistiki bir fark bulunmamigtir. Embriyo sayisi agisindan

kaydedilen degerler en yuksekten en disuge su sekilde siralanmistir: 65 adet

embriyo ile kapya, 57 adet embriyo ile dolma, 45 adet embriyo ile carliston ve 14,4

embriyo ile sivri tipi kaydedilmistir. Embriyo sayilari bakimindan dolma, kapya ve

carliston tipleri arasinda istatistiki bakimindan bir fark bulunmazken, sivri tipi

biberlerle karsilastirildiginda ise istatistiki bakimindan fark bulunmustur.

Cizelge 4.5. Nematoda dayanikli dolma, sivri, kapya ve carliston tipi genotiplerden

alinan anterlerde ortalama embriyo olusum, bitkiye donlisim ve
haploid bitki oranlar

Genotipler EOAO EO ES BDEO GBO HBO

(%) (%) (adet) (%) (%) (%)
Dolma 10.6 a 132a 19.0 a 50.3 42.3 55.7b

(18.3) (20.4) (45.3) (39.6) (47.68)
Kapya 7.4 ab 9.6 ab 21.7a 51.7 457 83.2a
(15.4) (17.7) (46.0) (42.5) (68.5)
Carliston [5.5b 8.1b 15.0a 56.8 51.6 754 a
(13.0) (15.8) (49.0) (44.9) (61.6)
Sivri 29c 35¢ 48D 57.0 51.7 41.0b
(8.6) (9.3) (50.2) (44.9) (36.6)
D 3.0%** 3.8%** 6.9%** 0.D. 0.D. 18.1%**

(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): ©.D.: Onemli Degil.. **:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05

(3): Parantez iginde ylizde degelerin transforme edilmis hali gosterilmistir.

4.1.6. Denemelerde Kullamlan Genotiplerin Anter Kalturd Performanslarinmn

Kendi Aralarinda Karsilastiriimasi

Nematoda dayanikli tim biber tiplerindeki genotiplere ait embriyo

olusturan anter orani, embriyo sayist ve orani, bitkiye déniisen embriyo orani,

gelisen bitki oram ve haploid bitki oran1 Cizelge 4,7°de verilmistir. Embriyo
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olusturan anter ve embriyo orani agisindan Z-tad 87 nolu genotip %18,2 embriyo
olusturan anter orani ve %23,0 embriyo orani ile en yiksek degeri alirken, Z-tad 81
nolu genotip embriyo olusturan anter (%15,8) ve embriyo oraninda (%18,4) ikinci
sirada yer almistir. Embriyo olusturan anter orani (%13), embriyo oran: (%16,5) ile
3. sirada T-tak 31 nolu genotipten alinmistir. Z-tad 87, Z-tad 81 ve T-tak 31
genotipleri arasinda embiyo olusturan anter sayisi1 (EOAQ) ve embriyo sayisi (EO)
bakimindan istatiktiki olarak bir farklilik bulunmamis ve hepsi ayni grupta yer
almistir. 4. sirada yer alan genotip %10,2 degerinde embriyo olusturan anter oran
ve %14,4 embriyo oram T-ta¢ 22 nolu genotip olmus ve bunu %8,1 degerinde
embriyo olusturan anter oran: ve %11,9 embriyo oran: ile Z-tad 83 nolu genotip
takip etmistir. T-tac 22 ile Z-tad 83 nolu genotipler arasinda istatistiki bakimindan
bir farklilik bulunmamistir. %6,4 embriyo olusturan anter orani ile Z-tas 58, T-tag
8 ve Z-tad 75 nolu genotipler ayn: degeri almis ve bunlart %6,2 ile T-tak 35 nolu
genotip takip etmistir. Embriyo olusturan anter orani bakimindan Z-tad 83, T-tak
35, Z-tas 58, T-ta¢ 8 ve Z-tad 75 nolu genotipler arasinda istatistiki bir farklilik
bulunmamuistir. Embriyo orani bakimindan Z-tad 83 ile T-ta¢ 22 arasinda istatistiki
olarak bir farklilik yoktur. Z-tad 83 ve Z-tas 58 nolu genotipler ile Z-tad 75 ve T-
tak 35 genotipleri arasinda istatistiki belirlenmis ve bu genotipler farkl: gruplara
yerlesmistir. Genotiplerden embriyo olusturan anter oram (% 1,0) ve embriyo
oram (% 1,2) ile Z-tas 48, embriyo olusturan anter orani (% 1,5) ve embriyo oranm
(% 1,5) ile Z-tas 70 ve embriyo olusturan anter orani1 (% 1,2) ve embriyo oran (%
1,6) ile T-ta¢ 12 nolu genotipler en dustk degeri almiglardir.

Embriyo sayilari bakimindan ele alindiginda ise 41,3 adet ile T-tak 31 nolu
genotip en ylksek degeri almis ve diger genotiplerle kiyaslandiginda istatistiki
olarak bir farklilik bulunmustur. Embriyo sayis1 33 ile Z-tad 87 ve 30,6 ile T-tag 22
nolu genotipler ikinci ve Uglncl sirayr paylasmiglardir ve istatistiki olarak
aralarinda bir farklilik bulunmamistir. Embriyo sayis: 23 adet olan Z-tad 81 nolu
genotip 4. siray: alirken bunu 21,6 adet ile T-tak 38, 19,6 ile Z-tad 83 ve 17,6 ile

T-tak 40 nolu genotip takip etmistir ve genotipler arasinda istatistiki olarak bir
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farklilik bulunmamistir. Embriyo sayisi 4,6 ile de T-tag 12, 2,3 ile Z-tas 70 ve 1,6
adet Z-tas 48 nolu genotipler en son siralari almiglardir ve istatistiki olarak
aralarinda bir fark bulunmamustir.

Genotipler arasinda bitkiye doniisen embriyo orani ve gelisen bitki oran
arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur.

Genotipler arasinda haploid bitki orani ise %93 ile T-tak 38, %90 ile T-tak
35 ve %83,3 ile T-tak 28 nolu genotipler sirasiyla 1., 2. ve 3 siray: paylasmslardar.
Bu genotipleri %81 ile T-tag 8, %80,6 ile T-ta¢ 22, %80,3 ile T-tak 31, %77,6 ile
T-tag 25 ve %76,6 ile Z-tas 67 nolu genotipler takip etmislerdir ve bu genotipler
arasinda istatistiki olarak bir farklilik yoktur. %33,3 ile Z-tas 53, %27,6 ile Z-tad
86 ve %8,3 ile Z-tas 48 nolu genotipler en son sirayr almiglardir ve aralarinda

istatistiki olarak bir farklilik bulunmamuastir.
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Cizelge 4.6. Nematoda dayanikli genotiplerden alinan anterlerde embriyo olusum,
bitkiye donusiim ve haploid bitki oranlar:

Genotipler EOAO EO ES BDEO GBO HBO
(%) (%) (adet) (%) (%) (%)
Z-tad 75 6.4 cde 8.4 ef 12.6 67.0 62.3 68.0 abcd
(14.4) (16.7) e-f-g (55.7) (53.0) (55.5)
Z-tad 81 158a 18.4 ab 230c 57.0 55.6 70.3 abcd
(23.2) (25.2) (49.2) (48.3) (58.7)
Z-tad 83 8.1cd 119cde |19.6 40.3 323 53.3 abcd
(16.5) (19.8) c-d-e (39.4) (34.6) (46.9)
Z-tad 86 4.6 de 4.2 ght 6.6 333 24.3 27.6 de
(12.2) (11.8) g-h-1-j (34.7) (24.7) (26.6)
Z-tad 87 18.2a 230a 33.0b 54.0 37.0 59.3 abcd
(25.1) (28.6) 47.3) (37.3) (50.4)
Z-tas 48 10 h 1.26j 16j 333 26.6 8.3e
(3.3) 3.7) (30.0) (21.1) (10.0)
Z-tas 53 2.0fg 2.214j 3314 44.3 44.3 33.3cde
(7.9) (7.1) (41.6) (41.6) (30.0)
Z-tas 58 6.4 cde 8.3 efg 11.0 70.6 50.6 36.6 bcde
(14.5) (16.4) f-g-h (62.3) (45.0) (31.9)
Z-tas 67 3.5efg 42h 5.6 70.6 70.6 76.6 ab
(10.4) (11.6) g-h-1-j (57.2) (57.2) (66.1)
Z-tas 70 1.5gh 15j 23 66.3 66.3 50.0 abed
(6.8) (6.8) (59.7) (59.7) (45.0)
T-tak 28 4.2 ef 5.6 fgh 12.6 37.0 34.0 83.3a
(11.8) (13.6) e-f-g (37.3) (35.6) (70.0)
T-tak 31 13.0ab 16.5abc [413a 60.0 55.0 80.3 abc
(21.1) (24.0) (50.8) (47.9) (63.7)
T-tak 35 6.2 cde 8.2 efg 15.3 45.3 41.0 90.0a
(14.4) (16.5) d-e-f (42.2) (39.7) (75.0)
T-tak 38 8.1cd 9.9 def 216 60.3 54.6 93.0a
(16.5) (18.3) c-d (51.0) (47.6) (77.4)
T-tak 40 5.4 de 79efgh |17.6 56.0 44.0 69.3 abcd
(13.4) (16.3) c-d-e-f (48.5) (41.5) (56.3)
T-tag 3 5.2 de 7.5 efgh 14.3 60.6 59.3 71.3 abcd
(13.1) (15.8) d-e-f (51.1) (50.3) (57.6)
T-tac 8 6.4 cde 8.1lef 10.6 50.0 50.0 81.0 abc
(14.6) (16.5) f-g-h-1 (45.0) (45.0) (64.1)
T-tag 12 1.2 gh 1.6 46 41.6 28.6 66.6 abcd
(6.4) (7.1) h-1-j (40.1) (32.3) (60.0)
T-tag 22 10.2 be 14.4bcd |30.6b 70.3 67.3 80.6 abc
(18.6) (22.3) (57.0) (55.2) (60.1)
T-tag 25 4.5de 8.8 ef 14.6 61.6 52.6 77.6 abc
(12.3) (16.5) d-e-f (51.7) (46.5) (61.9)
D 3.60%** 4.3*** 7.6%** 0.D. 0.D. 3.8**

(1): Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir.
(2): 6.D.: Gnemli Degil.. ***:p<0.001; **:p<0.01; * :p<0.05
(3): Parantez iginde yiizde degelerin transforme edilmis hali gosterilmistir
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4.1.7. Korelasyon analizi

Calismada incelenen ozellikler arasinda korelasyon analizi yapildiginda
embriyo orani ile embriyo olusturan anter sayisi ve embriyo sayisi arasinda ¢ok
kuvvetli pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir. Gelisen bitki orani ile bitkiye
doénisen embriyo oran: arasindaki korelasyonda énemli bulunmustur. Haploid bitki
oran: ile embriyo orani, embriyo sayisi ve gelisen bitki oraninda da bir korelasyon

vardir. Korelasyon iliskileri Cizelge 4.7 sunulmustur.

Cizelge 4.7. Nematoda dayanikli genotiplerin korelasyon analizi

EO EQCAO ES BDEO GBO HBO
EO
EOAO 0,961*
ES 0,908* 0,847*
BDEO 0,137 0,089 0,148
GBO 0,130 0,082 0,147 0,841*
HBO 0,288* 0,236 0,368* 0,152 0,255*

EOAOQ: Embriyo olusturan anter orani, EO: Embryo orani, ES: Embriyo sayisi, BDEO:
Bitkiye doniisen embriyo orani, GBO: Gelisen bitki oran1, HBO: Haploid bitki oram

4.1.8. Denemelerden Elde Edilen Genotiplerin Nematoda Dayanmkhilik Markar
Testleri

Denemeden elde edilen genotiplerden nematoda dayaniklik testleri sivri
biber melezlerinden Z-tas 58-3 nolu genotip sadece Mel’e homozigot dayanikli,
Z-tas 70-1 nolu genotipin Mel, Me3, N ve Me7 lokulusunu tastyyan homozigot
dayanikl: olduklar: belirlenmistir. Dolma biber melezlerinden ise Ztas-81-1 ve
Ztas-81-22 nolu genotiplerin Mel, Me3, N ve Me7 lokulusunu tastyan homozigot
dayanikli olduklari bulunmustur. Test sonuclari Cizelge 4.6 sunulmustur.
Testlemeler, Dihaploidizasyon ¢alismalar1 devam ettiginden markir testlemeleri

devam etmektedir.
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Cizelge 4.8. Denemeden elde edilen genotiplerin Nematoda dayaniklilik markir

testleri
Biber de Markir Testi Troya Tohum
Santez Projesi- DH hatlar 23.08.2016
Nematod

Field No. Kutu Tswv | Tmv2(L3) | Mel | Me3/N/Me7 | Remark

ZTAS-58-3 1.C7 |RR |rr R 7?

ZTAS-70-1 1.A8 [?? rr R RR

ZTAD-81-2 1.C9 |rr rr R RR

ZTAD-81-22 | 1.H12 |rr R R RR

Bitki 1slahi calismalarinda en uzun slren asamalardan bir tanesi de
ebeveynlerin  homozigot hale getirilmesidir. Bu islemin klasik ydntemlerle
yapilmas: icgin bitkisel 6zelliklere gére degisen uzun yillar boyunca, ebeveyn
hatlarin kendi gicek tozlar: ile tozlanarak homozigotlastirilmas: gerekmektedir. Bu
uzun yillara ragmen, homozigotlastirma %2100 oraninda saglanamayabilmektedir.
Haploid bitki elde edilmesini amaclayan doku kiltiru tekniklerinin kullanima ile
cok daha kisa siirede %100 oraninda homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Bu
yontemler uzun yillardan beri farkl tirlerde uygulanmakta ve basarili sonuclar
alinmaktadir. Biberde de basarili bir sekilde uygulanmakta ve besin ortamlari,
inklibasyon kosular1 vb. anter kiltirinu etkileyen faktorler agisindan kullanilabilir
sonuglar elde edilmektedir. Ancak elde edilen sonuclar tim genotiplerde efektif
olarak kullanilamayabilmekte ve bu nedenle farkli genotiplerde farkli protokol
denemeleri devam etmektedir. Doku kdiltiri ¢alismalar: laboratuvar alt yapisi ve
teknik bilgi gerektiren calismalardir. Bu nedenle, herhangi bir doku kalturd
teknigini kullanmak 0zel amag ve hedefler gerektirir. Haploid bitki elde etme
yontemleri de daha ¢ok bitki islahi calismalarinda, kullanilmak istenen
ebeveynlerin daha kisa sirede ve %100 homozigotlastirilmas: igin
kullaniimaktadir. Anter kultird tekniginin yogun olarak kullanildig: biberde de
ebeveyn hatlarin bu teknikle homozigotlastirilmas: ve bu amagla genotiplere gore

protokol sartlarinin gelistirilmesi calismalar1 yaygindir. Bu calismada da, Alata
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Bahcge Kdltlrleri Arastirma Enstitiist biber gen havuzundan segilen (i¢ dayanikl
genitdr hat ile firmanin kendi materyali iginden belirledigi F3 kademesindeki 5
adet sivri biber, 5 adet dolma biber, 5 adet carliston biber ve 5 adet kapya biber
hatti1 melezlenmistir. Bu yolla elde edilen melezlerden, her tipten 5’er adet F1
melez secilip yetistirilerek anter kiltirt caligmalarinda kullanilmistir. Bu yolla,
farkl: biber tiplerinde nematoda dayanikli olan ve ortualt: yetistiriciligine elverisli
Ozellikler gosteren yuksek verimli ve kaliteli gesit gelistirmeye yonelik ebeveyn
aday 1slah hatlari gelistirilmek istenmistir. Calisma suresince, embriyo olusturan
anter orani, embriyo orani, bitkiye dénisen embriyo orani, gelisen bitki orani,
haploid bitki orani1 ve embriyo sayisi kaydedilmis. Biberde anter kiiltirt konusunda
calismalar yapan farkl arastiricilar tarafindan da benzer parametrelerde élcimler
yapilmigtir. Ata (2011) tarafindan biberde yapilan bir anter kiltlrl ¢aligmasinda,
dort adet genotipin farkli kiltiire alma zamanlarinda ve iki farkli besin ortaminda
anter kualtari performanslari denenmistir. Embriyo olusturan anter orani Nisan
ayinda %5,38 ile %18,25; Eylul ayinda %0.67 ile %24,38 ve Agustos ayinda %0
ile %40,79 arasinda degismistir. Embriyo orani ise, Nisan ayinda %6,71 ile
%26,86; Eylul ayinda %0.67 ile %57,05 ve Agustos ayinda %0 ile %66,36 arasinda
degismistir. Yine bu ¢alisma igerisinde degerlendirilen genotiplerden birisi olan ve
Alata Bahce Kultrleri Arastirma Enstitiist tarafindan yapilan denemelerde yiiksek
sicakhiga dayanikli olarak bulunarak Inan 3363 adi ile tescil edilen cgesidinde ise
Nisan ayinda %9,11 embriyo orani, %6,10 embriyo olusturan anter oram
hesaplanirken, Agustos ayinda embriyo oran1 %46,97 ve embriyo olusturan anter
orant %30,87 olmustur. Eylul ayinda ise embriyo orant %51,32 ve embriyo
olusturan anter oran1 %20,92 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada da, kullanilan
melez genotiplerin embriyo oranlart %1 ile %23,0; embriyo olusturan anter
oranlart ise %0,9 ile 18,2 arasinda degismistir. Bu c¢alisma ile elde edilen
sonuglarin en Ust simirlar1 Ata (2011) tarafindan yapilan ¢alismadaki kadar yuksek
olmamistir. Ancak, Ata (2011)’min galismasinda farkli dénemler denendigi igin her

ay deneme tekrarlanmis ve burada en iyi ¢ikan dénemlerin sonuglar: sunulmustur.
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Diger calismalarda da gozlemlenen ve bu arastirmada da acikca gorilen
diger énemli bir bulguda sivri biber genotiplerinin anter kilturtine tepkisinin distik
olmasidir. Sunulan bu c¢alismada, incelenen parametreler agisindan en dustk
sonuglar genellikle sivri biber tipine ait genotiplerden elde edilmistir. Yukarida 20
adet genotipi kendi aralarinda siraladigimizda, sivri tiplere ait genotipler ilk defa
yedinci sirada gorilmeye baslamis, diger genotipler sonlarda yer almistir. Keles ve
ark. (2015) tarafindan biberin farkli tiplerinde spontan dihaploid oraninin
karsilastirildig: bir ¢calismada da en diisik embriyo ve bitki orani sivri tipten elde
edilmistir.

Bu calismada da haploid bitki elde edilmesini amaglayan doku kulturi
tekniklerinin kullaniimas: ile ¢ok kisa bir stirede %2100 homozigot saf hatlar elde
edilmistir. Yapilan ¢alismada Mel, Me3, N ve Me7 irklarina dayanikli olan (i¢ adet
homozigot saf hat elde edilmistir. Bir tane Mel wrkina dayanikli saf hat elde
edilmistir. N geni Missisipi Nemaheart genotipinde tespit edilmis ve geriye
melezleme ile dayaniklihg: hassas olan Carolina Wonder ve Charleston Bell’e
aktarimustir. (Thies ve Fery,2002).

Nematoda dayaniklilik ilk gen N geni olarak isimlendirilmistir. N geninin
Ulkemizde en yaygin nematod turlerinden (Ozarslan 2009) M. incognita M.
arenaria ve M. javanica’ya kars1 dayanililik sagladigini bildirmislerdir. (Thies ve
ark. 2008). Elde edilen nematoda dayanikli bu genotipler de 1slah calismalarinda

rahatlikla kullanilabilecektir.

65



4. BULGULAR VE TARTISMA Yusuf OCAL

66



5. SONUCLAR VE ONERILER Yusuf OCAL

5. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmadan elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Deneme sonucunda nematoda dayanikli x dolma melezinden Z-tad 87 nolu
genotip embriyo olusturan anter orani ve embriyo oran ile en yiksek
degeri almistir. Ikinci sirada yine nematoda dayanikli x dolma melezinden
Z-tad 81 nolu genotip yer almigtir. Bu genotipi, nematoda dayanikli x
kapya melezinden T-tak 31 nolu genotip takip etmistir.

Bitkiye donlsen embriyo oranina bakildiginda ise en yiiksek sonuclar;
nematoda dayanikli x carliston melezi T-ta¢ 22 nolu genotip ile nematoda
dayanikli x sivri melezleri Z-tas 70 ve Z-tas 67 nolu genotiplerde ayn
oranda kaydedilmistir.

Gelisen bitki oranlar1 agisindan; nematoda dayanikli x sivri melezleri Z-tas
67 en yiksek degeri alirken, nematoda dayanikli x carliston melezi T-tag
22 nolu genotip ikinci sirada yer almustir.

Haploid bitki oranlar1 karsilastirildiginda ise nematoda dayanikli x kapya
melezlerinden elde edilen T-tak 38, T-tak 35 ve T-tak 28 nolu genotipler
en ylksek degerleri vermislerdir.

Biber tiplerinin ortalamalar1 bazinda ele alindiginda, embriyo olusturan
anter orani ve embriyo oran: en yiksek olan nematoda dayanikli X dolma
melezinden elde edilmis, dolma tipini kapya, carliston biber tipleri izlemis
ve son siray1 da sivri biber tipi almigtir.

Biber tiplerinin ortalamalari bazinda ele alindiginda, bitkiye donisen
embriyo orani ve gelisen bitki oran1 agisindan nematoda dayanikli x sivri
melezi genotipleri ilk sirada yer alirken, bunu nematoda dayanikli x
carliston melezi, nematoda dayanikli x kapya melezi izlemis ve son sirada

da nematoda dayanikli x dolma melezi genotipleri yer almistr.
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7- Haploid bitki orani olarak karsilastirildiginda ise siralama su sekilde
olmustur: nematoda dayanikli x kapya melezi genotipler, nematoda
dayanikli x carliston, nematoda dayanikli x dolma ve nematoda dayanikli x
sivri biber genotipleri yer almastir.

8- Yapilan ¢alismada Mel, Me3, N ve Me7 lokuluslarini tasiyan dayaniklilik
genlerine sahip olan ¢ adet homozigot saf hat elde edilmistir. Bir tane

Mel lokulusunu tasiyan dayanikl: saf hat elde edilmistir.

Deneme sonucunda denenen tum genotiplerden degisen oranlarda tepki
alinabilmistir. Nematoda dayanikli, ylksek verimli ve Kaliteli cesit gelistirmeye
yonelik ebeveyn aday: 1slah hatlari gelistirmenin hedeflendigi bu c¢alismada
nematoda dayanikli genotiplerle, yiksek kaliteli ve verimli genotiplerin
melezlenmesiyle elde edilmis melez genotiplerden anter kulturine olumlu
tepkilerin alinmis olmast bilimsel dneminin yanm sira, 1slah konusunda galisan
arastirma kurumlar: ve 6zel firmalar iginde ¢ok 6nemli bir sonuctur. Yani deneme

sonuclar pratige aktarilabilir ve kullanilabilir nitelik icermektedir.
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