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UC BURUN BIiBER GENOTIPLERINDE IN VITRO ANDROGENESIS
YONTEMI iLE DIHAPLOID HATLARIN ELDE EDILMESI

MURAT EMRE CELIiK

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAHCE BITKILERI ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: PROF.DR. NAIF GEBOLOGLU

Biber 1slahinda anter kiiltiirii 6nemli bir rol oynamaktadir. Anter kiiltiirlinde ise basar1
orani basta genotip olmak iizere besi ortaminin bilesimi, donor bitkilerin yetisme
kosullar1, anter alim zamani, 6n uygulamalar, stres kosullar1 ve ekolojik faktorlere bagh
olarak degismektedir. Bu ¢alismada ii¢ burun meyve yapisina sahip biber genotiplerinde
haploid bitki olusumuna; genotip, besi ortami, stres ve inkiibasyon uygulamalarinin
etkileri arastirilmistir. Denemede donér bitki olarak Istek Fy, Koylim Fq, Ucburun F; ve
yerel genotip olan Tokat biberi kullanilmistir. Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan
Onerilen ve DDV olarak bilinen ortam ve Murashige ve Skoog (1962) tarafindan
onerilen ve MS olarak bilinen ortamlar besi ortam1 olarak kullanilmistir. Ortamlara 0,01
mg/l Kinetin + 0.01 mg/l 2.4D + 0.03 mg/l Vitamin BI12 ilave edilmistir. Cigek
tomurcuklar1 4 °C’de 24 saat bekletilmistir. Kontrol bitkilerinin tomurcuklarma diisiik
sicaklik uygulamasi yapilmamustir. Anterler, besi ortamina ekildikten sonra 9 °C ve 35
°C’de 8 giin siireyle karanlik ortamda bekletilmis ardindan 16 saat giindiiz/8 saat gece
ve 25+2 °C sicakliga sahip ortama alinmigtir. Bu ortamda 4 giin bekleyen anterler daha
sonra rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Denemede kullanilan genotiplerin hepsi az
yada ¢ok anter kiiltiiriine cevap vermislerdir. En yiiksek embriyo olusumu yerel Tokat
genotipinde elde edilmistir. Embriyo olusum oranlart %0.25 ile %31.00 arasinda
degismistir. MS besi ortamina ekilen anterlerden embriyo olusum orani %3.9 olurken,
DDV ortamina ekilen anterlerden embriyo elde etme oram1 9%9.33 olmustur.
Tomurcuklara 6n uygulama yapilmasi (4 °C’de 24 saat bekletme) embryoid olusumuna
onemli bir katki saglamamustir. On uygulamaya tabi tutulan anterlerde embryo olusum
oran1 %6.7 olurken, kontrol uygulamasinda %6.4 olmustur. Calismada 9 °C inkiibasyon
uygulamasinda embryo olusum oran1 %7.60 olurken, 35 °C’de inkiibasyon
uygulamasinda embryo olusum oranit %5.50 olmustur.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

DEVELOPMENT OF DIHAPLOID LINES IN SOME PEPPER GENOTYPES
WITH IN VITRO ANDROGENESIS

MURAT EMRE CELIK

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF HORTICULTURE

SUPERVISOR: PROF.DR. NAIF GEBOLOGLU

Anther culture has an important role in pepper breeding. The success rate varies with
genotype, nutrient media composition, growing conditions of donor plants, anther
excision time, pre-treatments, stress conditions and ecological factors. In this study, it
was researched that the effects of genotype, nutrient media, stress and , incubation
treatments on haploid plant development of ‘U¢ Burun’ pepper genotypes. istek Fi,
Koyliim Fi, Ugburun F, and Tokat pepper which is a native genotype in Tokat city,
were used as donor plants in the experiment. DDV which was recommended by Dumas
de Vaulx et al. (1981) and MS which was recommended by Murashige and Skoog
(1962), were used as nutrient media. 0.01 mg/l Kinetin + 0.01 mg/l 2.4 D + 0.03 mg/I
vitamin B12 were added to nutrient media. Flower buds were held 24 hours at 4 °C.
Low temperature treatments were not made on buds of control plants. After sowing,
anthers were held 8 days in the dark at 9 °C and 35 °C, afterwards they were moved to
place which has 16 hours day/8 hours night and 25+2 °C temperature. After anthers
were held in this place 4 days, they were transferred to regeneration media. All of the
genotypes responded more or less to the anther culture. The highest embryo
development was obtained from Tokat pepper genotype. Embryo development rates
varied between 0.25 % and 31.00 %. While the rate of embryo development from
anthers was 3.90% in MS media, it was 9.33% in DDV media. Pre-treatment on buds
(24 hours at 4 °C) made a significant contribution to the embryo development. While the
embryo development rate was 6.70% on anthers which were put into pre-treatment, it
was %6.40 in the control treatment. In the study, while the embryo development rate
was 7.60% in 9 °C incubation treatment, it was 5.50 % in 35 °C incubation treatment.

2016, 60 PAGE

KEYWORDS: Anther culture, genotype, stress, incubation,DDV,MS



ONSOZ VE TESEKKUR

Calismalarimi1 yonlendiren, yiiksek lisans tez konumun belirlenmesi, yiiriitiilmesi ve
yazim asamasinda bilgi, 6neri ve yardimlarimi esirgemeyerek fikirleriyle yetisme ve
gelismeme katkida bulunan danisman hocam saym Prof. Dr. Naif GEBOLOGLU’ na
sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢alismalarimin her aninda bana destek
olup yardimlarini esirgemeyen Ars. Gor. Sevtap DOKSOZ BONCUKCU ve laboratuar
caligmalarimda, yazim asamasinda bana destek olan ¢alisma arkadasim Zir. Miih. Deniz
Sena KARABEKIROGLU’na, Bahge Bitkileri Boliimii lisans ogrencilerine tesekkiir

ederim.

Hayatim boyunca her konuda maddi ve manevi olarak yanimda olan, ¢alismalarim
siiresince birgok fedakarlik gdstererek beni destekleyen annem Giilcan CELIK’e, bu
meslegi segmemde en biiylik faktér olan ve meslek hayatimda hep izinden yiirlimeye
calistigim babam Zir. Miih. Tuncer CELIiK e, tezimin yazim asamasinda yardimlarini
esirgemeyen camim arkadasim End. Miih. Hande SARACOGLU’na sonsuz tesekkiirii

bir bor¢ bilirim.
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1.GIRIS

Ana vatan1 Peru, Sili ve Meksika’yr igine alan Orta ve Giiney Amerika olan biber,
Solanaceae familyasinin 6nemli tiirlerinden biridir. Biber ayn1 zamanda Tiirkiye’de de
major sebzeler arasinda yer almaktadir. Diinya biber tiretimi 31 milyon 171 bin tondur.
Tirkiye, Diinya biber ireticisi llkeleri arasinda fiigiincii sirada yer almaktadir.
Tiirkiye’nin biber iiretimi 2013 yilinda 2 milyon 159 bin ton iken, 2015 yilinda 2

milyon 190 bin tonun tizerine ¢ikmistir (Anonim, 2015).

Biberin genis yayilim gosterdigi bolgelerden Meksika ve Orta Amerika’da genis tip ve
cesit zenginliine rastlanmaktadir. Giiney ve Orta Avrupa, Afrika, Asya ve Latin
Amerika tilkeleri de biberin ikincil gen merkezleri arasinda yer almaktadir (Anonim,
1983). 1493 yilinda Colombo’nun Amerika’y1 kesfetmesiyle birlikte biber, Ispanya ve
Portekiz’den Avrupa’ya giris yapmis, 16.yiizyilin ortalarinda Orta ve Kuzey Avrupa’ya
dogru yayilmaya devam etmistir (Greenleaf, 1986). Biber ilk olarak Avrupalilar
tarafindan Istanbul’a getirilmistir (Vural ve ark., 2000). Biber Tiirkler tarafindan Kuzey
Afrika ve Orta Dogu iilkelerine tanitilmis ve tasinmistir (Andrews, 1999).

Biberin kiiltiire alinan ilk tipleri ¢gok tohumlu, kiigiik meyveli ve ince etliydi. Kuslar ve
insanlar gibi tasiyict etmenler yardimiyla bu tohumlar daha genis alanlara
yayilmiglardir. Daha sonra insanlar tarafindan kendi talepleri dogrultusunda meyve
kalitesi yiiksek, lezzetli meyvelere sahip, verimli bitkiler se¢ilip, cogaltilmigtir. Bu yolla
amatOr olarak baglayan biber islah caligmalari, 20. yiizy1l baslangiciyla biiyiik artis
gosteren diinya niifusunun ihtiyaglarin1 karsilamaya yonelik; meyve kalitesi, erkencilik,
verimlilik, hastalik ve stres faktorlerine karst dayanim gibi Ozellikler {izerinde

caligmalar yapilarak profesyonel boyut kazanmigtir.

Giiniimiizde molekiiler teknikler, bitki biyoteknolojisi gibi modern bilimsel metotlar
sayesinde bitki 1slah ¢aligmalart biiylik bir ivme yakalamistir. Biber 1slahinda da bitki
biyoteknolojisi yerini almis ve vazge¢ilmez tekniklerden biri olmustur. Bu ¢alismalar ile
bircok bitki tiiriinde istiin ozellikli bireyler gelistirilmis ve ¢esit gelistirme

caligmalarinda 6nemli gelismeler saglanmistir.



Bitki biyoteknolojisinin amaci, daha ekonomik, kalite ve kantitite yoniinden daha
zengin bitkisel materyalleri gelistirirken; ¢oziimii gli¢ olan sorunlar karsisinda Klasik
yontemler haricinde modern teknikleri uygulayip, yliksek ve kaliteli bitkisel liretimin
gerceklesmesine yardimer olmaktir. Doku  kiiltiirii  teknikleri de bu modern

yontemlerden birisidir (Hatipoglu, 1997).

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinin temel tasi olan haploid bitkiler, somatik hiicrelerindeki
kromozom sayilart ile esey hiicrelerindeki kromozom sayilari birbirine esit olan
bitkilerdir. Bu bitkileri elde etme teknigi ise haploidizasyon teknigidir (Khush ve
Virmani, 1996). Haploidizasyon teknigi, yillar siiren ve bir hayli zor olan kendilemeler
yerine kullanilacak en iyi alternatiflerden biridir. Haploid bitkilerin tamamen homozigot
yapida olmalarindan dolayi, haploidizasyon tekniginin ise yillar siiren ¢alismalari en aza
indirgemesinden dolay1 haploid bitkilerin ve haploidizasyon tekniginin bitki 1slahindaki
yeri olduk¢a 6nemlidir (Heiser, 1976; Andrews, 1985).

Haploid bitkilerin en 6nemli o6zelliklerinden birisi de kendine uyusmaz tiirlerde
homozigot dihaploid hatlarin ¢ok kisa siirede iiretilmesine yardimci olmasidir. Bu
ozellik 1slahgilar acisindan olduk¢ca Onemli avantajlar saglar. Dihaploid hatlar
kullanilarak genetik ve 1slah ¢alismalar1 kolaylasir, sonuca daha kisa zamanda
ulasilabilmeye olanak saglar. Yabanci tozlanan tiirlerde heterozigotluk orani ¢ok yiiksek
oldugundan, homozigot hatlara ulagsmak i¢in onlarca generasyon kendileme yapmak
gerekir. Dihaploidizasyon yontemi yardimiyla F; ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak
kullanilan homozigot saf hatlara, bir generasyonda ulasilabilmektedir. Yabanci tozlanan
tirlerde 11-12 yil, kendine tozlanan tilirlerde 6-7 yil sliren 1slah caligsmalari,

haploidizasyon teknikleri ile 1-2 yila kadar diisiiriilmektedir.

Haploidler ve dihaploidler ayn1 zamanda sitolojik, fizyolojik ve genetik acidan nemli
aragtirma materyalleridir. Dominansinin  kaldirilmasi, eklemeli gen etkisinin
katlanmasinda, homozigot dihaploid bitkilerin dollerinde agilim olmadigr igin selekte
calismalarinda rahatlikla kullanilabilir ve 1slah etkinligini fazlasiyla artirir. Ayrica
bircok gen tarafindan kontrol edilen Ozelliklerin, yeni nesillere aktarilmasi
haploidizasyon teknigiyle daha kolay olmaktadir. Yiiksek ve diisiik sicakliklar, su stresi,

toprak tuzluluguna toleranslik gibi abiyotik ¢evre faktorlerine kars1 dayanikli



heterozigot bireylerin 6zelliklerini kaybetmeden saflastirilmasi da haploidizasyon
yontemi ile daha kolay olmaktadir. Bu teknik, Haploid kromozom sayisina sahip
bitkilerin elde edilmesinde, bu bitkilerin ¢esitli yontemlerle diploid hale ¢evrilmesinde
ve ebeveyn birey olarak kullanilacak olan %100 saf hatlarin elde edilmesinde oldukca
onemli rol oynamaktadir. Ustiin 6zellikli F; diizeyindeki bireylerin elde edilme
islemlerinde ciddi emek ve zaman kazanimlar1 saglamaktadir. Kendine uyusmazlik
gosteren ve yabanci dollenen tiirlerde ¢ekilen zorluklar ve uzun siiren ¢alismalarda anter

kiltlirii devreye girerek birgcok kolaylik saglamistir (Ellialtioglu 2005).

Haploid bitki ve hiicrelerde ortaya ¢ikan mutasyonlar sayesinde de farkli genetik yapiya
sahip haploid bitkiler elde edilebilmektedir. Amfidiploidi yontemiyle de kisa siire
zarfinda %100 homozigot ve diploid yeni genotipler gelistirilebilmektedir.
Mutasyonlarin ve modifikasyonlarin incelendigi somatik hiicre genetigi calismalarinda,
haploid hiicre kiiltiirii  aktif olarak kullanildigi ve ciddi avantajlar sagladigi
belirtilmektedir (Reinert ve Bajaj 1977). Ayrica diploid materyale uygulanan
mutagenlerin resesif yonde yarattigt mutasyonlar, bu materyalden g¢ekilen haploidler

yardimuiyla ilk generasyonda belirlenebilmektedir.

Haplodiploidizasyon ya da diger bir ifade ile dihaploidizasyon, iki farkli asamadan
meydana gelmektedir. Ilk asama haploid bitkilerin elde edildigi asama; haploidizasyon
asamasidir. Bu asama, erkek veya disi gametten yola ¢ikilarak, somatik hiicrelerinin
kromozom sayilariyla gamet hiicrelerinin kromozom sayilar1 esitlenmis haploid
bitkilerin elde edildigi asamadir. ikinci asama ise, elde edilen haploid bitkinin n
kromozom sayisini 2n seviyesine katlama asamasidir. Ploidi seviyesi diploid olan
bitkilerin ¢ic¢eklerinin kendilenmesinin ardindan bu bitkilerden alinan tohumlarin
olusturacagi bireyler tamamen saf ve homozigot yapida olmaktadir. Ellialtioglu ve
ark.,(2006), bu yontemin, uzun yillar, biiyiik ugraslar sonucu yapilan saflastirma
caligmalarina gore cok daha avantajli bir alternatif oldugunu ve diinyada islahgilar

tarafindan yogun olarak uygulandigin bildirmektedirler.



Anter kiiltiirii calismalarinda haploid bitkilerin elde edilmesi iizerine bir¢ok faktor etki
etmektedir. Dondr bitkinin yas1 ve yetisme kosullari, genotipin yatkinligi, besi
ortaminin 6zelligi ve bilesenleri, stres ve inkiibasyon kosullar1 ve anter alim dénemi bu

faktorlerin en dnemlileridir.

Ayni kiltiir ortamlarinda, aym sartlar altinda, ayn1 uygulamalara tabi tutulan farkli
genotipler her ¢aligmaya farkli tepkiler verebilmektedir. Dondr bitkiler yetistirilirken
her evrede maruz kaldiklar1 ¢evresel etmenler, iklim sartlari, yetistigi ortamin kosullari
anterlerde ve mikrosporlarda farkli sonuglara sebep olur ve dolayisiyla da anter
kiltiriinde elde edilecek basari oranini etkilemektedir. Basariy1 etkileyen en onemli
faktorlerden birisi anterlerin icerisindeki mikrosporlarin bulundugu dénemdir. Anterler;
genotiplere gore farklilik gosterse de genellikle erken gelisme donemlerinde kiiltiire
alindiginda basarili sonuglar vermektedir. Mikrosporlar i¢in en uygun evre tek
cekirdekli gelisim evresinin ilk asamasidir. Uygun evredeki anterleri bulunduran
tomurcuklara yapilan 6n uygulamalar da basariy1 artirmaktadir. Kiiltiir 6ncesi yapilan
tomurcuklart diisiik sicaklikta bekletme uygulamalarinin anter kiiltliriinde basariyi
etkiledigi belirtilmektedir. Anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen onemli faktorlerden
biriside besi ortami1 ve igerigidir. Tiirlerin hepsinde olumlu sonug verecek tek bir besin
ortami belirlemek pek miimkiin degildir. Fakat anterlerin gelisme donemleri
ithtiyaglarina gore ortamlarin igeriklerine biiylimeyi diizenleyici maddeler, farkl
kimyasallar ya da bazi ekstratlarin ilavesiyle basarili sonuglar elde edilmistir. Biitiin
kiiltiir islemlerinin ardindan besi ortamina alinan anterlerin inkiibe edildigi kosullar da
embriyo ¢ikis oranini etkilemektedir. Yiiksek sicakliktaki inkiibasyon kosullar1 diisiik

sicaklik uygulamalarina gére daha olumlu sonug vermektedir.

Ozetle, dihaploidizasyon teknigi; In vitro kosullarda belirli teknikler kullanilarak
haploid bitkilerin elde edilmesi ve bunlarin ¢esitli yontemlerle kromozom sayilarinin
katlanmasidir. Bu yontem emek ve zaman agisindan 1slah¢ilara genis olanaklar saglayip,
bircok amaca hizmet etmektedir. ilk melezlemelerden sonra homozigotlastirma igin
gerekli olan 6-7 generasyonluk kendileme siiresi haploidizasyonla 1 generasyona
indirilmektedir. Bu tarz zaman ve isgiicli kazanimlariyla toplam 1slah siiresi 12-13
yildan, 5-6 yila indirebilecegi ispatlanmistir (Abak,1986). Bu gibi avantajlarindan

dolay1 haploidizasyon teknigi modern 1slah ¢aligmalarinda biiyiik 6nem arz etmektedir.
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Bu calismanin amaci, her yil artig gdsteren biber iiretimi ve iiretimde karsilasilan
sorunlar g6z Oniinde bulundurularak in vitro teknikler ile dihaploid hatlarin elde
edilmesidir. Arastirma da anter kiiltiirlinde basariy1 artirmaya yonelik bazi uygulamalar
denenmistir. Anter kiiltiirlinde basariy1 etkileyen énemli faktorlerden olan genotip, besi
ortami, inkiibasyon kosullar1 ve 6n tomurcuk uygulamalarin bazi teknik ve dozlari

uygulanarak basari {lizerine etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Solanaceae familyasinda yer alan biberin yogun olarak kullanilan tiirii Capsicum annum
L. (2n= 2x= 24) olarak adlandirilmaktadir. Capsicum cinsi 50 adet tiirii kapsamaktadir.
Bu 50 adet tiirden 5 tanesi (C. annuum, C. baccatum, C. pubescens, C. frutescens ve C.
chinense) ekonomik olarak kiiltiire alma calismalarinda kullanilmistir. Ulkemizde hem
acikta hem de ortli altinda yetistiriciligi yogun olarak yapilan biber, diisiik ve yiiksek
sicakliklar, hastalik ve zararlilar gibi sorunlardan verim ve kalite olarak olumsuz
etkilenmektedir. Ulkemiz biber iiretiminde birim alandan en yiiksek verim ve kaliteyi
yakalamanin yolu, bu gibi olumsuz etmenlere karsi dayanikli/tolerant c¢esitlerin

gelistirilmesidir.

Disi ve erkek organin beraber bulundugu mor veya yesil renkte olabilen hermafrodit
yapidaki biber ¢igekleri; 5 canak, 5 tag, 5 erkek organ tasir ve 3-5 karpelli bir adet disi
organa sahiptir. Biber bitkilerinin yaprak ve dal koltuklarinda birden fazla ¢i¢ek bulunur
ve dikotan dallanma gosterir. Disi organlarin erkek organlardan 6nce reseptif hale
gegmesiyle %3 ile %30 arasinda degisen oranlarda yabanci doéllenme orani

goriilmektedir (Giinay, 1981).

Biber tiirleri i¢erisinde en ¢ok tiretimi yapilan C.annuum, Tiirkiye’de ve Diinya’da biber
tiretim miktarinin en biiyiik paymi olusturmaktadir. Biber tliretimi Tiirkiye’de her sene
% 4-10 arasinda siirekli bir artis gostermektedir. 1980 yilinda 220.000 ton olan biber
tiretimi bu dogrultuda 2015 yilinda 2.3 milyon ton seviyelerine yaklagmigtir (Anonim,
2015)

Tiirkiye’de 6zellikle yesil devrim sonrasinda birgok bitki tiirlinde oldugu gibi biberde de
onemli gelismeler yasanmis, Ozellikle 1slah alaninda caligmalar biiylik bir ivme
kazanmistir. Bu hareketlilik i¢ginde biber 1slah calismalari ¢ok yonlii gelismis ve
giintimiizde artik ¢ok iistiin biyoteknolojik yontemler de kullanilarak 6nemli gelismeler
saglanmistir. Anter kiiltiirii bu yontemler arasinda énemli bir yere sahiptir. Ilk erkek
tireme hiicresi kokenli haploid bitkiye bodur bir pamuk bitkisinde 1920 yilinda
rastlanmistir (Dunwell, 2010). In vitro kosullarda anter kiiltiirii teknigiyle haploid bitki
elde etme cabalarina ise ilk olarak Wang ve ark. (1973) baslamistir. ilk polen

embriyogenesisi ¢aligmalart ise George ve Narayanaswamy (1973) tarafindan
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yapilmigtir. Tiirkiye’de anter kiiltiirii denildiginde akla gelen ilk isimlerden biri olan
Kazim Abak, 1983 yilinda anter kiiltiirii calismalarina onciiliik etmistir. Tiirkiye orjinli
biber genotiplerinde yiiriitiilen ilk ¢alismalarda uygun besi ortami kullanilarak %10,38
basariya ulagilmigtir (Abak,1983).

2.1. Haploid Bitkilerin Onemi ve Haploid Bitkilerin Olusum Yollar1

Haploid bitkilerin 6nemli 6zelliklerini siralayacak olursak:

e Haploid bitkiler, her bir lokusundaki allelerden sadece bir seri igermektedirler.

e Haploid bitkilerin homolog kromozomlari sadece bir takim icerdigi igin resesif
mutasyonlarin aciga ¢ikartilmasinda biiyiik rol oynar.

e Haploid bitkilerden, kromozom katlanmasi islemi ile %100 homozigot saf
hatlara ulasilabilir.

e Haploid bitkilerde homozigoti ¢ok kisa bir siirede elde edilebilir.

e Dioik tiirlerdeki sikintilar veya homozigotiye ulasmanin kendileme depresyonu
nedeniyle zor oldugu tiirlerde(¢ilek ve lahana), dihaploidi yontemiyle bu sorun
bir generasyonda ¢oziilebilir.

e Dihaploidizasyon yontemiyle katlanip %100 saf homozigot hale gelen haploid
bitkiler, F1 hibrit ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilmektedir.

e F; seviyesinde melez bitkilerden haploidler ¢ekilerek farkli genotiplerdeki

ozellikler tek bir genotipte toplanabilir.

Haploid bitkiler bazi tiirlerde, ¢esitli dogal yollarla dogada kendiliginden
olusabilmektedir. Dogal haploidlerin olusum yollar1 bes farkli sekilde gozlenir:

1-) Ginogenesis: Yumurta hiicresi dollenme olmadan zigot gibi boliinmeye baslar ve
haploid yapida embriyoyu olusturur. Disi ve erkek esey hiicreleri birlesmedigi halde;
polen generatif ¢ekirdegiyle ve embriyo kesesi sekonder ¢ekirdekleri birleserek embriyo

i¢in endospermi olustururlar (Sauton, 1987).

2-) Androgenesis: Yumurta hiicresi dollenmeden once disi esey hiicresinin ¢ekirdegi
kaybolur. Bu haploidlerin hiicrelerinde sadece erkek gamet kromozom takimlar1 vardir.

(Goodsell, 1961).



3-) Semigami: Erkek esey hiicresi ve disi esey hiicresi birleserek embriyo olusumuna
katilmasiyla olusur. Ana ve babaya ait sektorlerin bulundugu kimerali haploid bitkiler

semigami ile olusur (Turcotte ve Feaster, 1969).

4-) Poliembriyoni: Normal isleyis sonucu doéllenme olur ve zigot boliinmeye baslar.
Ancak dollenmis yumurta hiicresinin yanindaki sinerjit hiicrelerden biride bdliiniir ve
gelisir. Sonug olarak iki adet haploid embriyo olusur (Lacadena, 1974). Poliembriyoni

ile olusan haploid biber ve seftali bireylerine rastlanmistir.

5-) Kromozom eliminasyonu: Yumurta hiicresi ile polen generatif ¢ekirdek birleserek
dollenme olur. Ancak embriyo gelisirken ilk evrelerde, ebeveynlerden birinde genellikle
babaya ait kromozomlar elimine olur ve gelisen embriyo haploid (n) kromozom igerir

(Subrahmanyam ve Kasha, 1973).

Haploid bitkiler %0.1 - 0.001 gibi ¢ok diisiik oranlarda dogada kendiliginden ortaya
cikabilmektedir. Bu rastlantilar tiirlere ve tiirler igindeki genotiplere bagli olarak
degismektedir. Birgok tiirde ise dogal haploid olusumuna hi¢ rastlanmamistir (Pochard
ve Dumas de Valux, 1971). Spontan haploid olusumundaki yetersiz ve diizensiz ¢ikiglar
1slah ¢alismalarina yeterli materyali saglamadigi i¢in bu rastlanti yontemi esas
alinamamaktadir. Bu yontem yerine, 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecek sayida ve
diizenli olarak haploidlerin elde edilebildigi gesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar
tirler arast melezlemeler, tozlagsmanin geciktirilmesi, Sicaklik soklari, 1sinlanmis
polenlerle tozlama, In vitro teknikler, X ve UV isinlart uygulamalar1 gibi yontemlerdir.
En ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan In vitro teknikler, 2 farkli yontem ile
uygulanir. Erkek gamet hiicresi uyarilarak yapilan yontemler Androgenesis olarak, disi
gamet hiicresi uyarilarak yapilan yontemler Gynogenesis ve Partenogenesis olarak
adlandirilmaktadir. Androgenesis de anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirii olarak ikiye
ayrilir. Disi gametten haploid uyarimi ise oviil ve ovaryum Kkiiltiirleri, yetersiz polenle
tozlama ve kromozom eliminasyonlari ile yapilmaktadir. Cigek tozlarina veya bitkilere
toluidin mavisi, maleyik hydrazid, azotoksit, kolhisin, kloramfenikol ve paraflor
fenilalanin gibi baz1 kimyasallar ve bazi bilylime diizenleyicilerin (2-kloro etik fosfoik
asit, 2,4-D) uygulamalar1 da yontemler arasinda yer almaktadir (Yeung ve Thrope,
1981, Bajaj, 1983; Pierik, 1989).



Haploid bitkiler eksik ya da kusurlu bir yapiya sahip olmamalarina ragmen diger normal
bitkilere gore kiiciik yapiya ve kiigiik organlara (daha kisa boy, daha dar yaprak, kiiglik
cigek) sahiptirler. Hiicreleri de tasidiklar1 kromozom sayilar1 bakimindan gamet
hiicreleriyle aynidir. Bu ylizden gamet olusturamazlar. Dolayisiyla tohum

baglayamazlar ve kisirdirlar (Reinert ve Bajaj, 1977).

In vitro sartlarda uygulanan tekniklerle elde edilen haploid bitkiler, 1slah ¢aligmalarinda
kullanilabilmesi i¢in verimli hale yani diploid yapiya doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Haploid bitkiler ~kromozomlarinin  katlanmasiyla verimli  (diploid) yapiya
dontigmektedir. Bu katlama islemi belirli kimyasallar yardimiyla yapilmaktadir yada
spontane olarak gelismektedir. Haploid bitkilerin kromozomlarinin katlanip, kisa siirede
duraganlagsmasint ve 1slah c¢aligmalarinda kullanilmasin1 saglayan bu yontemlere
dihaploidizasyon adi verilir. Giiniimiizde arpa, bugday, celtik, misir, kolza, patlican,
biber, hiyar, kavun, gerbera gibi bir¢ok bitki tiirlinde dihaploidizasyon yontemi ile

basariya ulagsmustir. (Kaloo, 1986).

2.2 Anter Kiiltiirii

Anter kiiltiirii; tomurcuklardan alinan, igerisinde olgunlasmamis mikrosporlari
bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak; yapay besi ortamlarina steril
kosullarda yerlestirilip, polen hiicrelerinden haploid bitkilerin elde edilmesi yontemidir.
Biiyiikalaca ve ark (2004), androgenesis veya mikrospor androgenesis’ini su sekilde
aciklamaktadir; dogasi geregi iki cekirdekli yapiya donlisme egilimindeki polen
tanesini, daha heniiz tek c¢ekirdekli donemdeyken somatik hiicre olarak gelisime
yonlendirilmesidir. Anter kiiltiiriinde en yiiksek basarilar Solanaceae (Patlicangiller)
familyasinda elde edilmistir. Cruciferae (Trupgiller), Gramineae (Bugdaygiller) ve
Ranunculaceae (Diigiingigegigiller) familyalarinin anter kiiltiiriine verdigi tepkiler
olumlu diizeyde sayilmaktadir (Bajaj ,1983 ; Rashid, 1983). Tsay ve ark. (1986), misir
ve celtik bitkilerinde basarili sonuglara imza atmistir. Yapilan ¢alismalar otsu ve tek
yillik bitkilerde anter kiiltiirtiniin ¢esitli uygulamalarin deste8iyle olumlu sonuglar
verdigini gostermektedir. Ancak odunsu bitkilerde yapilan anter kiiltiirii caligmalarinin

basar1 oranlar1 digerlerinin aksine bir hayli diisiiktiir.



Anter kiiltiirii yapilirken, uygun asamadaki tomurcuklar bitkilerden alinip belirli
protokoller ¢ergevesinde gerekli sterilizasyon islemleri yapilir ve tomurcuklar
olabildigince streil hale getirilir. Ardindan streil forsep ve bistiiri yardimi ile anterler
tomurcuk igerisinden alinir. Anterler alinirken tomurcuk igerisinden ¢ikarilirken zarar
géormemesine ve anter sapmin veya anter sapt kalintilarinin  anter {izerinde
bulunmamasina oldukca dikkat edilmelidir. Steril kosullarda tomurcuklardan alinan
anterler dnceden hazirlanmis ve sterilize edilmis ortamlara ekilir. Agar eklenmis besin
ortamlarina yerlestirilen anterler dikim islemi gergeklestikten sonra atmosferden
kaynakli kontaminasyonlar1 engellemek i¢in petri kutularinin kenarlar1 parafilm ile
kapatilir. Ekimi yapilan anterlerden embriyo elde etme basarisini artirmak igin

inkiibasyon kosullarina alinir.

Bu agamadan sonra gelismeler iki farkli dogrultuda seyreder;

1- Direkt Androgenesis: Bu asamada, embriyo gelisimi direk mikrosporlardan olur ve

yaklasik 1 ay gibi bir siire zarfinda topraga aktarilacak boyuta gelir.

2- Indirekt Androgenesis: Anter igindeki mikrosporlar ilk olarak kallusu olusturur.

Embriyo, bitkinin kallustan rejenerasyona girmesiyle olusur.
2.2.1. Anter Kiiltiiriinii etkileyen faktorler

2.2.1.1. Dondr bitkiden kaynaklanan faktorler

A-) Genotip

Anter kiiltirindeki basarimin biiyiik bir kismi anterlerin alindigi bitkinin genotipleriyle
alakalidir. Tiim bitki gruplarinda ayni kiiltiir kosullar1 altinda, ayn1 uygulamalara tabi
tutularak yiritilen tim caligmalarda genotiplerden farkli farkli tepkiler alinmaktadir.
Yapilan galigmalarda 12 tiitiin tiirlinden 5 tanesinin, 18 farkli Arabidobsis tiiriinden 3
tanesinin ve 118 Solanum genotipi igerisinden sadece 19’unun caligmalara cevap
verdigi belirtilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Morison ve ark (1986), Capsicum annuum’a ait farkli genotiplerle yiiriittiikleri
calismada embriyo sayisinin ve embriyodan bitkiye doniisiim oraninin genotiplere gore

farklilik gosterdigini bildirmektedirler.
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Mityko ve ark (1995) ait, biberin 4 adet 1slah hatti, 7 adet kiiltiir tiirii ve bunlarin
melezlerinde uygulanan anter kiiltiirii calismalarinda 2 adet kiiltiir ¢esidi hari¢ diger

genotiplerden basari elde edilmistir.

Rodeva ve ark. (2004) nin yiiriittiigii calismada 20 adet Bulgaristan biber genotipi anter
kiltiiriine alinmis ve sonug¢ olarak 2 genotip indirek organagesis olurken diger

genotipler direk embriyogenesis olarak gelistigini bildirmektedirler.

Taskin (2005), 5 farkli biber genotipinde 4 farkli ortam uygulamasiyla anterlerin
gelisimlerini inceledigi arastirmada, genotipin basar1 tizerindeki etkisinin oldukga

onemli oldugunu aktarmaktadir.

Patlicanda yapilan bir ¢calismada, degisik iilkelerden toplanan 8 patlican ¢esidi ve bunlar
arasinda yapilan 16 adet melez bitkiler kiiltiire alinmig ve gelisimleri incelenmistir.
Ebeveynlerde %17.3, melezlerde %42 basar1 orani elde edilmistir (Tuberosa ve ark.,
1987).

Suprunova ve Shmykova (2008), hiyarda in vitro oviil, anter ve mikrospor kiiltiirleri
basarist lizerine genotip ve bazi etmenlerin etkilerini arastirmiglar ve sonug¢ olarak

sadece “Gordion” isimli ¢esitten cevap alabilmislerdir.

Li ve ark (1988), 6 farkli Kanada orjinli yazlik bugday genotiplerinde anter kiiltiirii
calismis ve aym kosullar altinda genotiplerden farkli sonuglar elde etmistir.
Lycopersicon esculentum Mill.’e ait 85 adet genotip ile yiiriitilen bir g¢alismada
genotiplerin androgenik kabiliyetleri test edilmistir. 70 genotipten olumlu cevap

alinirken 15 genotipten higbir sekilde tepki alinamamustir (Zagorska ve ark, 1998).

Genotipin anter kiiltiirii lizerindeki etkisini azaltmak i¢in literatiirde farkli yontemlerin
uygulanabilir oldugu yer almaktadir. Dunwell (1981)’in bildirdigine gore, genotipin
etkisini azlatmak i¢in her genotip i¢in ayr1 ayr kiiltlir kosullarinin optimize edilmesi
gereklidir. Tuberosa ve ark. (1987) ise embriyo olusturma orami yiiksek cesitler ile
embriyo olusturma orami diisiik cesitler arasinda yapilan melezlemelerden olusan
bireyler kiiltiire alindiginda degisen genotip sonucu embriyo olusturma oraninin

yiikseldigini agiklamaktadir.
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B-) Donoér bitkinin yetisme kosullari

Anterlerden elde edilecek olan basari, dondr bitkilerin yetistirildigi donemdeki ve
ortamdaki sicaklik, 1s1k yogunlugu, giinliik 1sinlanma siiresi, CO, konsantrasyonu,
bitkinin beslenme kosullar1 ve tiim ¢evresel faktorler tarafindan etkilemektedir. Ayni
bitki tiirii ve hatta ayni cesitlerde yapilan ¢alismalardan farkli sonuglarin alinmasi,
genotipi ayni olsa da dondr bitkilerin yetisme kosullarinin anter kiltiiriinde elde

edilecek basariy1 etkiledigini géstermistir.

Dunwell ve Sunderland (1973), farkli mevsimlerde yetistirilerek siirekli gigek agmasi
saglanan patetes bitkilerinde, Haziran ayindan baslayarak alinan anterlerden Nisan-
Mayis aylarinda alinan anterlerin daha fazla embriyo olusturma oranini verdigini

bildirmektedirler.

Ayni bitki tiirleriyle ve hatta ayni ¢esitlerle yliriitiilen c¢alismalarda birbirinden farkli
sonuglarin alinmasi, genotiplerin aynit olmasina ragmen dondr bitkilerin yetisme

kosullarmin farkli olmasindan kaynakli oldugu kanitlanmistir (Ellialtioglu 2005).

2.2.1.2. Anter kiiltiirtinden kaynaklan faktorler

A-)Anterlerin gelisme donemi

Tomurcuklarin dondr bitkiden koparildigi evrede polenlerin anter kiiltiirii i¢in en uygun
gelisim seviyesinde olmasi biiyiikk 6nem tasir ve bu asama da tiirlere gore farklilik
gosterir (Dunwell, 1981).

Cogu bitki tiiriinde anterlerin igerisindeki mikrosporlarin tek ¢ekirdekli déneminin
erken veya ge¢ asamasi en uygun asama olarak belirlenmistir. Anterler icindeki
mikrosporin gelisme asamasini belirlemek i¢in ezme preparasyon teknigi ve

asetokarmin ile hizli boyama en fazla kullanilan yontemlerdendir (Ellialtioglu, 2000).

Abak (1983), en elverisli tomurcuk gelisme doneminin mayoz boliinmeyi izleyen birinci
mitoz evresinin baslangici yani tomurcuklarin 3.5-4.0 mm boyutlarina ulastiklari

zamana rastladigini belirtmektedir.
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Dunwell (1976), tiitiin bitkisinde anter kiiltiirii ¢alistig1 bir arastirmasinda polenlerin
mitoz boliinme esnasinda optimum tepki verdigini, daha ge¢ asamada daha diisiik tepki

verdigini belirtmektedir.

Ciner ve Tipirdamaz (2002), biber tomurcugunun Kaliks ve korolla seviyelerinin ayni
veya korollanin kaliksten biraz daha uzun oldugu dénemin en uygun dénem oldugunu
bildirmektedir. Mityko ve ark (1995)’da aym1 dogrultuda Korolla ile kaliksin ayni
uzunlukta oldugu ya da korollanin kaliksi bir parca gectigi asamanin anter kiiltiirli igin
en uygun asama oldugunu belirtmektedirler. Sayilir ve Ozzambak (2000) ise biber
tomurcuklari uzunluk olarak 4-6 mm boyutuna ulastiginda en uygun mikrospor
asamasinda olduklarini bildirmektedir. Comlekgioglu ve ark (2001), anterlerin yarisinda
antosiyan olusumu oldugu asamanin en uygun bir asama oldugunu belirtmektedir.
Chambonnet (1988), anter kiiltiirii i¢in en uygun anter agsamasinin, mikrosporlarin

[.mitoz asamasi oldugunu bildirilmistir.

B-) Tomurcuklara yapilan 6n uygulamalar

Kiiltiire alma iglemleri 6ncesinde tomurcuklara yapilan bazi 6n uygulamalar anterler
icerisindeki mikrosporlarin  kiiltiir asamasindaki gelisimlerini olumlu yodnde
etkilemektedir. Anterlere yapilan 6n uygulamalardan en etkili uygulama soguk
uygulamalaridir. 4-10° C‘ler arasinda 72 saat ile 4 hafta arasinda tutulan tomurcuklarin
polen rejenerasyonu bakimindan olumlu tepkiler verdigi bildirilmistir (Arpa:
Sunderland ve ark. 1981; patates: Wenzel ve Uhrig, 1981; misir: Genovesi ve Collins,
1982; biber: Morrison ve ark, 1986).

Soguk soku uygulamasinda sicakligin derecesinin ve siiresinin 6nemli oldugunu
vurgulanmakta; ¢ok soguk olmayan +7 ile +15° C gibi sicakliklarda ise 7-14 giin
sireyle yapilan soklamanin, daha diisiik derecelerde kisa silirede yapilan

uygulamalardan daha etkili oldugu aktarilmaktadir (Sunderland ve Roberts, 1979).

Sayilir ve Ozzambak (2002), tomurcuklar1 anter kiiltiirii islemlerine almadan dnce +4

°C’de 25 saat bekletme isleminin olumlu sonuglara yol agtigini ifade etmektedir.

Sogukta bekletme sirasinda yasama giicii olmayan anterler ve mikrosporlar

kahverengilesip 6lmesi, bir nevi eleme islemi gorevi goriip giiclii anterlerin secilerek
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kiiltiire alinmasini saglamaktadir. Kiiltiire alinan gii¢lii anterler yiiksek oranda rejenere

olabilmektedir.

Mikrospor tanelerinde nisasta birikimi anter kiiltiirii i¢in ¢ok dnemlidir. Nisasta biriken
mikrosporlarda haploid embriyo gelisimi olmamaktadir. Diisiik sicakliklar ayni

zamanda mikrosporlarda nisasta birikimini de engellemektedir.

Soguk uygulamalar1 ayn1 zamanda anterlerde bulunan ve engelleyici bir hormon olan
Absisik asit miktarin1 azaltarak olumsuz etkisini ortadan kaldirir (Johansson ve
Eriksson, 1977; Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997; Ozkum ve ark., 2000). Soguk soklarin
yant sira; tomurcuklara etilen uygulamasi, santrifiij etme gibi 6n uygulamalarda

embriyo gelisimine olumlu etki yapmaktadir (Nitsch, 1974).

2.2.1.3 Besin ortaminin bilesimi ve yapisi

Tiim bitki tiirlerinde olumlu sonuglar verebilecek tek bir besi ortami belirlemek oldukca
zordur. Ayni ortamlarda ayn tiirlere ait farkli genotiplerin basar1 oranlarinin farklilik
gosterdigi bir durumda tek bir ortam Onerisinde bulunmak olasi goériinmemektedir

(Ellialtioglu ve ark., 2000).

Anter kiiltiiriinde genel olarak ilk asamada gametofitik dokular1 sporofitik gelismeye
tesvik etmek i¢in uyaracak oksinler gerekli iken; bitkiye donlisme asamasinda
sitokininlere ihtiyag duyulur. Belirli donemlerde anterlerin ihtiyag duyduklar
maddelerin ortamlara eklenmesi en uygun besin ortamiin yakalanmasinda faydali

olmaktadr.

Temel besin ortamlar1 olarak anter kiiltiiriinde en fazla Murashige ve Skoog (MS), N
(Nitsch, 1974), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ve CP
(Dumas de Valux ve ark, 1981), stvi N ve N medyasi (NLN), ortamlari

kullanilmaktadir.

Besin ortamlaria 6zellikle kiiltiiriin ilk donemlerinde ilave edilen yiiksek seker dozlar
(%6-12) patates (Sopory ve ark., 1978), biber (Dumas de Valux ve ark., 1981) ve
patlican (Dumas de Valux ve Chambonnet, 1982) tiirlerinde haploid embriyolar elde

edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Besin ortamlarina katilan serin, glutamin gibi
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aminoasitler, AgNO; gibi etilen biyosentezini inhibe edici maddeler (Paksoy ve ark.,
1995) veya aktif komiir gibi maddeler elde edilecek basariyr arttiran ¢esitli kimyasal

maddelerdir.

Anter kiiltiirlinde en fazla kullanilan ortamlar, agar eklenmis yari-kati ortamlardir.
Genel olarak % 0.7 - % 0.8 agar kullanim1 uygundur. Bunun diginda siv1 besin ortamlari
veya ¢ift fazli ortamlar da olumlu sonuglar vermektedir. Biberde hibrit ¢esitlerin
gelistirilmesi icin saf hatlar elde etmek tizere Dolcet-Sanjuan ve ark., (2000) nin yaptigi
bir ¢aligmada; ¢ift fazli ortami, biber anter kiiltiirii i¢in en etkili ve en basarili yontem

olarak saptamislardir.

Sayilir ve Ozzambak (2002), Murashige ve Skoog ve Nitsch’in 6 farkli besin
ortamlarina NAA, BA, aktif komiir ve havug ekstrati ekleyerek bunlarin etkilerini
arastirmistir.  Aktif komiir ve havug ekstratinin herhangi bir olumlu etkisine
rastlayamamistir. En iyi sonucun NAA ve BA igeren MS besi medyalarindan elde

edildigini aktarmaktadirlar.

Abak (1983), tarafindan yapilan Tiirkiye orijinli biberlerin kullanildig1 bir ¢alismada En
basarili sonuglar, 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2.4-D, 120 g/l sakkaroz, 37.3 mgl/l
Na,EDTA+27.8 mg/l FeSO,7H,0 katilan besin ortamlarindan elde edilmistir.

Lentini ve ark (1995), piring anter kiiltiirii ¢alismalarinda; besin ortamina giimiis nitrat
eklendiginde ve sakkaroz yerine maltoz kullanildiginda anter basina kallus olusumunun

%14 civarinda bir artig sergiledigini bildirmektedir.

Comlekgioglu ve ark (1999), tarafindan biber popiilasyonlarinda denenen besi ortamlar
icerisinde en yiiksek embriyo verimi 4 mg/l NAA ve 0.1 mg/l BAP igeren besin

ortamindan alinmistir.

Sayilir ve Ozzambak (2000), brokkolide yapmis olduklari arastirmada 0.1 mg/l
NAA+0.5 mg/l 2.4-D kombinasyonu igeren modifiye besin ortaminda diger

kombinasyonlara gore daha fazla embriyo elde edildigi bildirmektedir.
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Ellialtioglu ve ark (2001), biberde yaptiklari bir arastirmada en yliksek embriyo
olusumunu % 1 aktif kdmiir ve havug ekstrakti iceren MS ortaminda kiiltiire alinan

anterlerden elde etmistir.

Ercan ve ark. (2001), 5 adet biber ¢esidi ve 11 farkli besin ortami (Kinetin, BA, NAA,
2,4-D, aktif komiiriin farkli dozlarini igeren) ile ¢alismiglar ve en iyi sonuglart %1 aktif
komiir, 5 mg L-1 2,4-D, 5 mg L-1 kinetin iceren %1 aktif komiir, 4 mg L-1 NAA ve 0.1

mg L-1 BA igeren MS ortamlarindan almislardir.

Alremi ve ark. (2013), biberde (Capsicum annuum L.) anter kiiltiiriinde besin ortaminin
etkisini inceledigi bir ¢alismada, 4 mg L-1 NAA + 0.1mg L-1 BAP katkili MS ortamu,

androgenik embriyo olusumu iizerinde olumlu etki yapmuistir.

Abak (1983) ve Karakulluk¢u (1991)’in bildirdigine gore; temel besin ortami olarak
MS ortami N ortamina gore daha {istlin sonuglar vermistir. Ancak aktif komiir ve havug

ekstrakti ile kombine edilen ortamda embriyolarin olugmasi da goz ardi edilememistir.

Lone vd. (1987), tuz ilave edilmis besin ortamlarinda Arpa embriyolarint kiiltiire

almislar ve embriyo ¢imlenmelerinde artis ve siirgiinlerinde uzamasi saglamislardir.

2.2.1.4. Inkiibasyon Kosullari

Anterlere uygulanan inkiibasyon kosullar1 genellikle 20-30° C arasinda olmaktadir.
llerleyen siiregte diisiik 151k yogunlugu ve degisik 1siklanma siirelerinde bekletme
islemleri uygulanan anterlerden embriyolar olustuktan sonra, rejenere olan bitkicikler

151k yogunlugunun daha yiiksek oldugu ortamlara alinir.

Bazi bitki tiirlerine ait anterlere, kiiltiire alindiktan sonra uygulanan yiiksek sicakliktaki

inkiibasyon kosullari, embriyo olusumlarin1 artirmaktadir (Dumas de Vaulx ve
ark.,1981).

Ellialtioglu ve ark (2001), biberde yaptiklar1 bir ¢alismada anterlerin kiiltiiriin ilk sekiz
giinlinde 35°C ve siirekli karanlik kosullarda gelistirilmesinin embriyo olusumunu
tesvik ettigini bulmuslardir. Bunun yani sira, anterler 29°C ve siirekli aydinlhik

kosullarda da basarili sonuglar vermistir.
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Hassawi ve Liang (1990), bugday ve triticale de yaptiklari ¢alismada; ¢esit, inkiibasyon
sicakligt ve ¢icek tozu gelisim doneminin anter kiltiirii {lizerine etkilerini
arastirmislardir. Inkiibasyon sicakliginin kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu iizerine
fazla etkisi olmadigini fakat ¢icek tozu gelisim donemi ile ¢esit interaksiyonun kallus

olusumunu 6nemli derecede arttirdigini bulmuglardir.

Terzioglu ve ark. (2000), farkli inkiibasyon kosullarinin anter kiiltiirli izerine basarisini
gozlemledigi ¢alismasinda, 2000 lux 29°C ve 35 °C de iki farkli inkiibasyon kosulunu

incelemistir. Caligmanin sonucunda 29 °C inkiibasyon kosullar1 daha etkin bulunmustur.

Chuong ve ark. (1985), Brassica napus’un 6 ve Brassica carinata’ nin 1 ¢esidiyle
yirlttikleri ¢alismada arastirmacilar, 32°C’de 3 giin inkiibasyon ardindan 25°C’de
devam eden inkiibasyon kosullarinin, hem yiikksek embriyo verimi hem de yiiksek

normal embriyo yilizdesi sagladigini aktarmaktadir.

Tiitiin gibi anter kiiltiirine olumlu yanit veren bitkilerde 24-28 °C sicaklikta ve belirli
bir diizenle aydinlatilan kosullarda gergeklestirilen inkiibasyon yeterli olurken; patlican,
biber, lahana gibi sebzelerde inkiibe isleminin ilk gilinlerinde yiiksek sicaklik soklarina
gereksinim duyulabilmektedir (Ellialtioglu, 2000).

Bitki tomurcuklarindan alinan anterlerin direk besin ortamina dorsal kismindan temas
etmesi inkiibasyonun saglikli bir sekilde gerg¢eklesmesi igin gereklidir. Datura innoxia
bitkisinde yapilan bir ¢alismada, ortam {izerine farkli pozisyonlarda yerlestirilen
anterlerden dorsal bi¢imde ortam ylizeyine yerlestirilenlerden en yiiksek oranda
embrioid elde edildigi ve anterlerin dik veya yatay pozisyonda agar ortamina
batirilmasinin oksijen yetersizligine neden olup gelismeyi engelledigi bildirilmistir

(Sopory ve ark., 1978).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii

Laboratuar ve Arastirma Alani’nda ylirGtilmistiir.

Dondr bitkilerin ve elde edilecek bitkilerin yetistirilmesi i¢in 400 m? bliytikliigiinde
topraksiz yetistiricilige uygun tiil sera (screenhouse) kullanilmustir. Ortii materyali
olarak 50 mesh ozelliginde bocek tiilii kullanilmigtir. Tl seranin goriinimii Sekil

3.1.de verilmistir.

Sekil 3.1. Tiil seradan goriiniim
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Bahge Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiiri laboratuarinda dezenfeksiyon, stres ve
inkiibasyon uygulamalari, ortam hazirlama ve anter atim1 gibi calismalar

gerceklestirilmistir. Laboratuara ait goriintimler Sekil 3.2.’de verilmistir.

Sekil 3.2. Doku Kiiltiiri Laboratuar: ve ekipmanlarin genel goriiniimii

Anterlerin, inkiibasyon evresi ile dis kosullara aligtirilma evresi arasindaki donemi
gecirmeleri igin sicaklik, 1s1tk ve nem kontrollii iklimlendirme odast kullanilmistir.
Iklimlendirme odasinda krom nikel malzemeden imal edilmis raflarin aydinlatilmasi
LED lambalarla yapilmaktadir. iklimlendirme odasindan goriiniimler Sekil 3.3.

verilmistir.

19



Sekil 3.3. iklimlendirme odasinin i¢ goriiniimii

Steril ortam ¢alismalarinin yiiriitiilmesi igin Telstar Bio II A marka vertikal flow kabin
kullanilmistir. (Sekil 3.4.)

Sekil 3.4. Steril ortam ¢aligsmalarinin yiiriitiildiigii flow kabinden goriiniim

3.1.1.Bitkisel materyal:

Calismada ii¢ burun biber 6zelligine sahip 2 adet hibrit (Istek F1, Koyliim F1), 1 adet F;
diizeyinde genotip (Ucburun F,) ve 1 adet iicburun o6zelligine yakin populasyon
yapisindaki yerel genotip (Tokat biberi) olmak iizere 4 genotip kullanilmistir. Bu
genotipler daha oOnce morfolojik Ozellikleri bakimindan incelenmis, ii¢ burunlu,
meyvenin boyu eninden uzun, sap kismi ug kisma gore daha kalin, ince etli, ince dis

zara sahip ve yesil ile sarimtirak yesil arasinda renklere sahip bitkilerdir. Donor bitkiler
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till serada yetistirilip, anter kiiltiirii ¢calismalar1 Bahge Bitkileri Boliimii doku kiiltiirti

laboratuarinda devam etmistir. (Sekil 3.5).

| Tokat Biber Istek F;

Sekil 3.5. Denemede kullanilan genotiplerin bitki ve meyve goriintimleri.
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3.2. Yontem
3.2.1.Donor bitkilerin yetistirilmesi

Arastirmada kullanilan biber genotiplerine ait tohumlar 5-10 Nisan 2014 tarihlerinde
viollerdeki torf ortamina ekilmistir (Sekil 3.6.). 10 Mayis 2014 tarihinde tohumlardan
gelisen fideler tiil sera (screenhouse) icerisinde topraksiz tarim sisteminde coco-peat
bloklara dikilmistir. Denemede 4 genotip i¢in 8’er bitki yetistirilip, toplamda 32 donoér
bitki kullanilmistir. (Sekil 3.7.) Tomurcuk alma isleminden 6nce agmis biitiin ¢icekler
uzaklastirilmistir. Bitkilerdeki vejetatif-generatif dengeyi saglanmak igin siirekli olarak
meyve ve ¢igekler koparilip, bitkiler yeni tomurcuk olusturmaya tesvik edilmistir. (Sekil
3.8.) Donér bitkilere stres kosulu yaratmamak i¢in hastalik ve zararlilarla karsi
kimyasal miicadele yerine kiiltiirel tedbirler alinmistir. Bitkiler damlama sistemiyle
sulanmig ve bitki besleme fertigasyon yontemiyle yapilmistir. Besin soliisyonu
Hoagland (1938)’a gére hazirlanmistir.

vy b

v

2
"
.

e ————————

Sekil 3.6. Dondr bitkilerinin tohumlarinin ekildigi viollerden goriintiiler
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Sekil 3.8. A¢mis ¢igeklerin ve meyvelerin bitkiden uzaklastirilmasi
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3.2.2. Cicek tomurcuklarinin gruplandirilmasi ve toplanmasi

En uygun tomurcuk evresi genotiplere gore farklilik gostermektedir. Genel olarak
tomurcuklar 3-4 mm. boyuna ulasip, petal ve sepal yapilar1 ayni biyiikliige ulastiginda
cicek tomurcuklar1 i¢in en uygun evre kabul edilmektedir. Bu evreye gelmis
tomurcuklar bitkilerden toplanir. Androgenesis i¢in uygun mikrosporlarin bulundugu
anterler; fizyolojik olarak krem-agik sar1 renklerde, u¢ kisminda antosiyanin
olusumunun basladigi, morlagsmanin %20-30 oldugu evredeki anterlerdir. Genotipler
arasinda farkliliklarin  olma ihtimaline karsi anterlerin gelisme asamalarini
belirleyebilmek amaciyla, tomurcuklar 6nce kendi aralarinda morfolojik 6zelliklerine
gore gruplandirilmis ve bu gruplardan alinan anterlerde mikrospor gelisim asamalarinin
kontrol edilmesi i¢in %2’lik asetokarmin ile boyama yapilmistir. Boyanan preparatlar
NIKON marka 151k mikroskobu altinda incelenerek uygun evre tespit edilmistir
(El¢i,1982; Karakullukeu,1991). (Sekil3.9). Anterler sabahin erken saatlerinde
almmustir. Anter ekiminde kullanilan en uygun tomurcuk biyiikligii genotiplere gore
degismekle birlikte genellikle 2 nolu asama uygun evre olarak belirlenmistir.
(Sekil3.10).

Sekil 3.9. Asctokarmin ile boyama yapilmis preparatlarin incelenmesi
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Ucburun F,

Koyliim F;

#

Tokat Standart

Sekil 3.10. Genotiplere ait tomurcuk ve anterlerin goriiniimleri
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3.2.3.Cicek tomurcuklarinin dezenfeksiyonu, anterlerin ¢ikarilmasi ve dikimi

Kiiltiir i¢in en uygun mikrospor gelisme donemine sahip olan anterleri igeren ¢icek
tomurcuklari; birkag damla Tween-20 eklenmis %20’lik ticari sodyum hipoklorit
¢ozeltisi icerisinde 15 dakika siireyle dezenfekte edilmistir. Ardindan saf su ile 3 kez
durulanmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Anterlere uygulanilan sterilizasyon islemleri

Anterler bistiirii ve pens yardimiyla tomurcuklar igerisinden ¢ikarilmistir. Anterler
tomurcuktan c¢ikarilir ¢ikarilmaz bekletilmeden ince uglu bir pens yardimiyla besin
ortami lizerine, ortama batirmadan dorsal ylizeyi ortamla temas edecek big¢imde
yerlestirilmistir (Karakullukgu, 1991). Her petri kutusuna 3 ya da 4 adet tomurcuktan

c¢ikan anterlerin tamami dikilmistir. (Sekil 3.12.)
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Sekil 3.12. Anterlerin tomurcuklardan alinmasi ve besin ortamina ekilmesi

Dikim isleminin ardindan petri kutularimin kenarlar1 ince plastik film seridiyle
kapatilarak dis atmosferle iliskileri kesilmistir (Sekil 3.13). Calisma esnasinda izolasyon
ve dikim aletleri; sik sik Once %96’lik etil alkole batirilarak ve hemen ardindan
Bunsenbeki alevi yardimiyla sterilize edilmistir. Ayrica dikim isleminde, steril kabin

igerisine sik sik ve belirli araliklarla %70’lik etil alkol spreylenmistir.

Sekil 3.13. Anter ekimi tamamlanmis petrinin goriintiisii
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3.2.4.Besin ortamlarinin bilesimi ve hazirlanmasi

Calismada 2 farkli temel besin ortmi kullanilmistir. Bunlar;

1. Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan 6nerilen ve DDV olarak bilinen ortam

2. Murashige ve Skoog (1962) tarafindan 6nerilen ve MS olarak bilinen ortamlardir.
Ortamlarin katilastirilmasi i¢in % 0.8 Agar-agar (SIGMA) kullanilmistir. Ayrica her
ortama % 3 sucrose eklenmistir. Ortamlarin kimyasal bilesimleri DDV ortami igin
Cizelge 3.1.’de, MS ortam1 igin Cizelge 3.2.’de belirtilmistir. Denemelerde kullanilan
tim anterler C (kallus) ortamina dikilmis; gelisme gosteren anterler 0.1 mg/l kinetin
iceren R (rejenerasyon) ortamina transfer edilmislerdir. Denemelerin tliimiinde
otoklavlanmadan 6nce besin ortamlarinin pH seviyeleri 5.8’e ayarlanmis, ardindan
ortamlar 15 dakika siireyle 121 °C’de 1 atm basing altinda otoklavda sterilize edilmistir.
Aliminyum folyo ile agizlar1 kapatilmis ve erlenmayerler igersinde otoklavlanmig besin
ortamlari, sterilizasyon isleminden ardindan aseptik kabin kosullarinda, her bir petriye

yaklasik 10 ml besin ortami diisecek sekilde doldurulmustur.

Arastirmada 4 farkli uygulama yapilmistir.

1. Tomurcuklar dezenfekte edilmeden o6nce 24 saat 4°C’de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alman anterler C ortamima aliir alinmaz anterler 9 °C’de karanlik
ortamda 8 giin inkiibasyona tabi tutulmustur.

2. Tomurcuklar dezenfekte edilmeden once 24 saat 4 °C’de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alman anterler C ortamina alinir alinmaz anterler 35 °C’de karanlik
ortamda 8 giin inkubasyona tabi tutulmustur.

3.Cigek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten sonra anterler bekletilmeden C ortamina
aktarilmis, ardindan anterler 9 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi
tutulmustur.

4.Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten sonra anterler bekletilmeden C ortamina
aktarilmis, ardindan anterler 35 °C’de karanlik ortamda 8 giin inkiibasyona tabi

tutulmustur.
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Cizelge 3.1. Anter kiiltliriinde DDV ortami i¢in kullanilan kimyasallar ve dozlari

Kimyasal Maddeler C R1 R2 \Y
Makro elementler (mg/l) DDV DDV DDV MS
KNO; 2150 2150 2150 1900
NH;NO3 1238 1238 1238 1650
MgSQy,, 7H,0 412 412 412 370
CaCl,, 2H,0 313 313 313 440
KH,PO, 142 142 142 170
Ca(NO3),, 4H,0 50 50 50

NaH,PQ4, H,O 38 38 38

(NH,)2S0O, 34 34 34

KCI 7 7 7

Mikro elementler (mg/l) DDV DDV DDV DDV
MnSQO,, H,O 22.130 22.130 22.130 22.130
ZnSQy,, 7TH,0 3.620 3.620 3.620 3.620
HsBO3 3.150 3.150 3.150 3.150
Kl 0.695 0.695 0.695 0.695
Na;Mo0O,, 2H,0 0.188 0.188 0.188 0.188
CuS04, 5H,0 0.016 0.016 0.016 0.016
CoCly, 6H,0 0.016 0.016 0.016 0.016
Fe-EDTA MS/2 MS/2 MS2  MS
Na,EDTA (mg/l) 18.65 18.65 18.65 37.3
FeSQ,, 7H,0 (mg/l) 13.90 13.90 13.90 27.8
Vitaminler (mg/l) DDV DDV DDV DDV
Pyridoxin HCL 5.500 5.500 5.500 1.00
nicotinamic Acid 0.700 0.700 0.700 1.00
Thiamine HCL 0.600 0.600 0.600 1.00
Calcium panthotenate 0.500 0.500 0.500 1.00
Glycin 0.100 0.100 0.100 0.10
Biotine 0.005 0.005 0.005 0.01
Miolnositol 50.300 50.300 50.300 100.00
Vit B12 0.03

Karbonhidratlar

Sucrose (mg/l) 30000 30000 30000 30000

Fructose (mg/l)
Glucose (mg/l)
Biiyiimeyi diizenleyiciler

Kinetin (mg/l) 0.01 0.1 0.1

2,4-D (mgl/l) 0.01

AgNO3 (mg/l)

Agar

Bacto-agar (mg/l)

Agar-agar (mg/l) 8000 8000 8000 8000
pH 5.8 5.8 5.8 5.8
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Cizelge 3.2. Anter kiiltlirtinde MS ortami i¢in kullanilan kimyasallar ve dozlar

Kimyasal Maddeler C R1 R2 \Y
Makro elementler (mg/l)

KNO3 1900 2150 2150 1900
NHsNO3 1650 1238 1238 1650
MgSQO,, 7H,O 370 412 412 370
CaCly, 2H,0 440 313 313 440
KH,PO,4 170 142 142 170
Ca(NO3),, 4H,0 50 50

NaH2PO4, Hzo 38 38

(NH4)2S0,4 34 34

KCI 7 7

Mikro elementler (mg/l)

MnSQOg4, H,O 16.9 22.130 22.130 22.130
ZnS0Oy4, 7H,0 8.6 3.620 3.620 3.620
HsBO3 6.20 3.150 3.150 3.150
Kl 0.83 0.695 0.695 0.695
Na;MoOQ,, 2H,0 0.25 0.188 0.188 0.188
CuS04, 5H,0 0.025 0.016 0.016 0.016
CoCl,, 6H,0 0.025 0.016 0.016 0.016
Fe-EDTA MS MS/2 MS2  MS
Na,EDTA (mg/l) 37.3 18.65 18.65 37.3
FeSQO,, 7H,0 (mg/l) 27.8 13.90 13.90 27.8
Vitaminler (mg/l)

Pyridoxin HCL 0.5 5.500 5.500 1.00
nicotinamic Acid 0.5 0.700 0.700 1.00
Thiamine HCL 0.4 0.600 0.600 1.00
Calcium panthotenate 0.500 0.500 1.00
Glycin 2.0 0.100 0.100 0.10
Biotine 0.005 0.005 0.01
Miolnositol 100.0 50.300 50.300 100.00
Vit B12 0.03

Karbonhidratlar

Sucrose (mg/l) 30000 30000 30000 30000

Fructose (mg/l)
Glucose (mg/l)
Biiyiimeyi diizenleyiciler

Kinetin (mg/l) 0.01 0.1 0.1

2,4-D (mg/l) 0.01

AgNO3 (mg/l)

Agar

Bacto-agar (mg/l)

Agar-agar (mg/l) 8000 8000 8000 8000
pH 5.8 5.8 5.8 5.8

Not: Inorganik bilesikler Merck, organik bilesikler (biiyiime diizenleyiciler, Mio-
inositol ve vitaminler) Sigma, Sucrose extrapure Merck (Ref. No. 1. 076 53) marka
kullanilmistir.
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Inkiibasyon uygulamasinin sonunda petri kaplar1 iklimlendirme odasina almmustir.
Iklim odasinin kosullar1 25+2 °C sicaklik, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik 3000 lux
151k kosullarina ayarlanmistir. Bu kosullar altinda 4 giin bekleyen anterler, i¢cinde R1
ortamlar1 bulunan petri kaplarina aktarilmistir. (Sekil 3.14.). Her 4 haftada bir anterler
yeni bir R1 ortamina aktarilmistir. R1 ortaminda, yaklasik 5-6 hafta sonra anterlerin

yiizeyinde embriyoidler goriilmeye baslanmigtir.

Sekil 3.14. R1 ortamlarindaki anterlerinden goriintimler.
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3.2.5.Cimlendirme ¢alismalari

Embrioidler anterler iizerinde goriildiigii anda bistiiri yardimryla steril kosullarda 10 ml
¢imlendirme ortami bulunan rejenere ortamlarina aktarilmistir. Kontaminasyonu
onlemek i¢in stre¢ film ile kapatilan petri kaplar1 12 saatlik fotoperiyoda sahip 3000 lux
151k intensitesinde ve 25°C gece/giindiiz sicaklik kosullarindaki iklimlendirme odasina
gelismeye birakilmistir. 8-10 giin ¢imlenme ortaminda kalan bitkicikler yaprak
olusumlari basladiginda V ortamia alinmistir. 100 mm uzunlugunda 25 mm ¢apindaki
cam tiiplere 15 ml V ortami dokiilerek ortama dikilen bitkicikler sekonder kokleri
gelisip 3-4 yaprakli evreye ulasincaya kadar 25°C gece/giindiiz sicaklik, 12 saat
fotoperiyod ve 3000 lux 151k yogunlugu kosullarinda bekletilmislerdir.

3.2.6.Haploid bitkilerin dis kosullara alistirilmasi

Anterlerden gelisen embriyoidler steril sartlarda cam tliplere aktarilmistir. Bu
embrioidlerden gelisen bitkicikler 3-4 gergek yaprakli doneme geldiginde dis kosullara
alistirilmak tizre %% perlit + % torf karistmi bulunan ortamlara dikilmistir. Dikilen
bitkiler 600 litre hacimli biiyiitme dolabinda (growth chamber) sicakligi 22+2 °C, 151k
intensitesi 5000 lux, hava oransal nemi % 85+5 ve 12 saat 151k 12 saat karanlik
kosullarinda 7-10 giin muhafaza edilmis, ardindan iklimlendirme odasina aktarilmistir.
Iklimlendirme odasimin kosullar1 25 +5 °C sicaklik, 5000 lux 151k, % 65+5 hava oransal
nemi ve 16/8 giindiiz gece olarak ayarlanmistir. Iklimlendirme odasinda gegen 20 giin
gelisme stirecinin ardindan bitkiler ploidi testi ve kromozom katlamasi islemine

alinmustir.

3.2.7.Ploidi testi ve kromozom katlamasi

Ploidi seviyesinin belirlenmesinde 3 farkli yontemler kullanilmistir.

1- Fenotipik gozlemler: Bitkilerde kromozom sayisinin artmasi tiim bitki organlarinda
irilesmeyi meydana gelmektedir. Bu yiizden haploid bitkiler diploid bitkilere gore
yapraklar1 ve cicekleri daha kiiciik ve boylar1 kisa olmaktadir. Ayrica ddllenme

kabiliyeti noksanligindan tohum olusturamamaktadir.

2- Flow sitometri yontemi: Ploidi seviyesinin belirlenmesinde kullanilan Flow Sitometri

analizi, Namik Kemal Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii Sitogenetik Laboratuvarinda
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yapilmistir. Analiz 6rneklerin hazirlanmasinda 3-4 haftalik geng bitki yapraklar
kullanilmigtir. Preparatlar hazirlanirken 0.5 cm? biiyiikligiinde yaprak dokusu petri
kabina koyulup, iizerine 500 pl izolasyon buffer ilave edilmistir. Yaprak dokusu keskin
jilet ile 0.5-1 dk siiresince kiigiik pargalara ayrilip; 6rnek, petri kabi igerisinde 10-15
saniye kadar ¢alkalanmistir. Calkalama isleminin ardindan 6rnekler Partec marka 50 pl
Cell Trics filtre ile siiziiliip tiip igerisine aktarilmistir. Ardindan iizerine 2 ml DAPI
boyama soliisyonu ilave edilerek 1siksiz ortamda analiz edilene kadar 30-60 dakika
bekletilmistir. Orneklerin analizinde Partec marka flow sitometri cihazi kullanilmistir

(Sekil 3.15).

Sonuglarin yorumlanmasinda standart bitki DNA igerigi bibere yakin olan diploid

domates kullanilmistir.

Sekil 3.15. Flow sitometri analizi i¢in preperatlarin hazirlanmasi

3- Stomal incelemeler: Flow sitometri yontemi ile ploidi seviyesi belirlenen bitkilerde
ayrica birim alandaki stoma sayis1 ve biiytikliikleri incelenmistir. Bu amagla yapraklarin
alt ylizeyine seffaf tirnak cilasi siiriilmiistiir. Kuruyan tirnak cilasi, soyulup seffaf bir
tabaka elde edilmistir. Daha sonra bu seffaf tabaka {izerine bir damla saf su damlatilip
NIKON Eclipse E 600 marka 151tk mikroskobunda 40x100 biiyiitmeli olarak

incelenmistir.

Kromozom Katlama: Haploid oldugu belirlenen bitkileri, dihaploid hale getirmek igin

kolhisin kullanilmistir. Kolhisin uygulamasi farkli sekillerde yapilmuistir.
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Birinci uygulama olarak; % 1’lik kolhisin emdirilmis pamuk pargalar1 1 giin siireyle
haploid bitkilerin siirgiin uclarinda bekletilmistir. Ikinci uygulamada ise in vitro
kosullarda haploid bitkilerden alinan mikro ¢elikler, % 1’lik kolhisin ¢dzeltisinde 1 saat
stireyle bekletilip tekrar besin ortamina aktarilmistir. Bu iki uygulama ile sonuca
ulagilamamasi sebebiyle ii¢lincii ve farkli bir uygulamaya ihtiya¢ duyulmustur. %1°lik
kolhisin ¢6zeltisi haploid bitkilerin siirgiin uglarina spreylenerek en olumlu sonuca

ulasilmstir.
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4. BULGULAR

Denemede kullanilan 4 genotipten toplamda 4800 adet anter atimi1 gerceklesmistir. ilk
olarak C ortamina ekimi yapilan anterler daha sonra R ve V ortamlarina alinip
gelisimleri incelenmistir. Denemeye alinan biitiin ¢esitlerin anterlerinde gelisme ve
biliylime gozlemlenmistir. Calismada kiiltlire alinan toplam anter sayisi, anterden olusan
embriyo sayist ve embriyolarin olusturdugu bitki sayilari siirekli olarak gozlemlerle

kayit altina alinmastir.

4.1. Uygulamalara Bagh Olarak Basar1 Oranlarn

Uygulamalara bagli olarak embriyo olusum oranlari incelendiginde %34 embriyo
olusum orani ile en yliksek basari, Tokat biberi genotipiyle stres uygulanmamis 9 °C
inkiibasyon kosullar1 altinda MS ortami ile saglannustir. (Sekil 4.1.) Istek F;
genotipinde 24 saat 4 °C’ 6n soguk uygulamasina ve 9 °C inkiibasyon uygulamasina
maruz kalmig DDV ortami uygulamasiyla ise %28 basar1 orani elde edilmistir. (Sekil
4.2.) Bu uygulamay1 %26 ile Tokat biberi genotipinde 24 saat 4 °C stres uygulanmis, 35
°C de inkiibasyon kosuluna maruz kalmis DDV ortaminda yapilan uygulama takip
etmistir. Calismada MS ortamina ekilen Kdyliim F; ve Ugburun F, genotiplerine ait
anterlerin hi¢ birinden androgenik yamit alinamamustir. Ayni sekilde Ugburun F,
¢esidinin DDV ortamina ait 9 °C de inkiibasyon uygulamalarinda, Istek gesidinin MS
ortamina ait 6n soguk uygulamasi yapilmamis 9 °C’de inkiibe edilmis ve 6n soguk
uygulamasi yapilmis 35 °C inkiibasyon uygulamalari sonu¢ vermemistir. Genotiplere,
stres ve inkiibasyon uygulamalarina ve besi ortamlarina gore embriyoid ve bitki olusum

oranlar1 Cizelge 4.1 verilmistir.
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Anterden Bitki Embriyodan

o¢

. Stres Uygulamasi Inkiibasyon Anter . Bitki Anterden Embriyo s
Ol CEel 4 °C’dey]§l;kletme) uygulamalgrl(oC) Sayis1 LD S Sayis1 Olusum Oranl(‘%)) C(; 2;511(]52) Blgksagll(%zl;m
Istek 0 9 150 6 5 4 3.33 83.33
Istek 0 35 150 12 3 8 2 25
Istek 24 9 150 42 8 28 5.33 19.04
Istek 24 35 150 12 7 8 4.66 58.33
Tokat biberi 0 9 150 39 4 26 2.66 10.25
Tokat biberi 0 35 150 10 1 6.66 0.66 10
Tokat biberi 24 9 150 18 7 12 4.66 38
DDV  Tokat biberi 24 35 150 39 3 26 2 1.7
Koylim 0 9 150 3 0 2 0 0
Koylim 0 35 150 3 0 2 0 0
Koylim 24 9 150 3 1 2 0.66 33.33
Koylim 24 35 150 6 4 4 2.66 66.6
Ucburun 0 9 150 0 0 0 0 0
Ucburun 0 35 150 10 3 6.66 2 30
Ucburun 24 9 150 0 0 0 0 0
Ucburun 24 35 150 7 1 4.66 0.66 14.28
Istek 0 9 150 0 0 0 0 0
Istek 0 35 150 10 2 6.66 1.33 20
Istek 24 9 150 4 1 2.66 0.66 25
Istek 24 35 150 0 0 0 0 0
Tokat biberi 0 9 150 51 4 34 2.66 7.84
MS  Tokat biberi 0 35 150 10 0 6.66 0 0
Tokat biberi 24 9 150 6 2 4 1.33 33.3
Tokat biberi 24 35 150 14 1 9.3 0.66 7.14
Koylim 0 9 150 0 0 0 0 0
Koylim 0 35 150 0 0 0 0 0
Koylim 24 9 150 0 0 0 0 0
Koylim 24 35 150 0 0 0 0 0
Ucburun 0 9 150 0 0 0 0 0
Ucburun 0 35 150 0 0 0 0 0
Ucburun 24 9 150 0 0 0 0 0
Ucburun 24 35 150 0 0 0 0 0

Cizelge 4.1. Genotip, besi ortami, stres ve inkubasyon kosullarina bagli olarak embriyoid ve bitki olusma oranlari




Sekil 4.1. Tokat biberinde embriyo olusumu

Sekil 4.2. Istek F; genotipinde embriyoid olusumu
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Anterlerden bitki olusum oranlar1 incelendiginde en yiiksek oran % 5.33 ile Istek F;
cesidinde 24 saat 4 °C On soguk uygulamasina maruz kalmig, 9 °C inkiibasyon
kosullarinda DDV ortami ile elde edilmistir. (Sekil 4.3.) Tokat biberinde DDV
ortaminda 24 saat 4 °C 6n soguk uygulamasina maruz kalmig, 9 °C’de inkiibe edilmis
uygulamada % 4.66 rakamlarina ulagilmistir. Embriyodan bitki olusum oranlarinda en
yiiksek basar1 % 83.33 ile Istek F; genotipinde strese maruz kalmamis, anterlerin 9 °C
inkiibe edildigi uygulamadan elde edilmistir. Diger yiiksek basari orani ise %66.6 ile
strese maruz kalmig, 35 °C inkiibasyon kosullar1 uygulanmis Koyliim F; genotipi ile
yakalanmustir. (Sekil 4.4.).

Sekil 4.3. Istek F; genotipinin embriyoidlerinin bitkiye déniisiim asamasi
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Sekil 4.4. Koyliim F; genotipinde embriyoidlerin bitkiye doniisiim asamasi

4.2. Genotiplere gore basar diizeyleri

Calismada uygulama ve ortam faktoriine bagli olarak basar1 oranlarinda degisiklikler
goriilse de kullanilan biitiin genotiplerden embriyo olusumu gézlemlenmistir. Embriyo
olusturma oranlar1 agisindan en yiiksek basari 187 embriyo eldesiyle Tokat biberi ile
yakalanmistir. Ikinci olarak Istek F; cesidi 86 embriyo olusumu ile takip ederken,
Ugburun F,’den 17 embriyo, Kéyliim F1’den 15 embriyo elde edilmistir. Anterden bitki
olusumuna en olumlu cevabi ise inkiibasyon kosulu farklilifiyla %5.33 ve %4.66
degerleri ile Istek F; ¢esidi vermistir. Ardindan uygulama faktorleri goz oniinde
bulundurularak sirayla Tokat biberi, Kéyliim F;, Ugburun F, genotipleri gelmektedir.
Embriyodan bitki olusum oranlar1 incelendiginde ise Istek F; ¢esidinde olusan 86 adet
embriyo 26 adet bitkiye doniiserek %30.23 basariya ulagmistir. Tokat biberin de ise 187
adet embriyo 22 adet bitkiye dontiserek %11 lik oran1 yakalamistir. Koyliim F1 de bu
oran 15 embriyodan 5 bitki olusumuyla %33, Ugburun F, de ise 17 embriyodan 4 bitki
olusarak %23 olmustur. Ozet olarak anterden embriyo olusumuna en olumlu cevabi

sirastyla Tokat biberi, Istek F1, Ucburun F, ve Kéyliim F; ¢esidi vermistir. Bu siralama

39



anterden bitki olusumuna verilen tepki olarak degerlendirildiginde istek F;, Tokat
biberi, Kéyliim F;, Ugburun F, olarak degismektedir. Embriyodan bitkiye doniisiim
basarist ise Koyliim Fy,istek F1,Ucburun F,, Tokat biberi siralamas: seklinde olmustur.
(Sekil 4.5.)

35 -

31 mistek F1 Tokat biberi Kéylim F1  m Ugburun F2
30 A 28,83
25 -
20 1 18.27
15 - 14

12.49
10
5.53
5 .
2.16 182
0.25 0.28 - 0.33 0.38
0 T I T
Embriyo olusum(%) Anterden bitki olusum(%) Embriyodan Bitki Olusum(%)

Sekil 4.5. Genotiplere gore basar1 diizeyi

4.4. Cicek tomurcuklarina stres uygulamasinin basar diizeyine etkisi

Arastirmamizda ¢igek tomurcuklarina stres uygulanmasi (4 °C’de 24 saat bekletme)
yapilan ve kontrol (tomurcuklara stres uygulamasi yapilmamis) uygulamalari
karsilastirildiginda stres kosulu uygulanmis tomurcuklardan 151 adet embriyo
olusumuyla %6,7 oranina ulasilmistir. Stres kosulu uygulanmamis olan tomurcuklardan
154 adet embriyo sayist ile %6.4 oranina ulasilmistir. Anterden bitki olusum oram
incelendiginde stres kosulu uygulamas: yapilanlar % 1.5 iken uygulanmamislar % 0.9

oraninda kalmistir. Embriyodan bitki olusum oranlari stres kosulu yaratilmamis grupta
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%14 iken stres kosulu yaratilmig tekerriirlerde %23 olmustur. Stres uygulamasinin

embriyoid ve bitki olusumu tizerine etkisi Sekil 4.7.’da verilmistir.

25,00% -

23%

H Kontrol 1 24 saat 42C’'de bekletme

20,00% -

15,00% -

10,00% -

6.40% ©6-70%

5,00% -

0,00% -

Anterden Embriyo Olusum  Anterden Bitki Olusum Embriyodan Bitki Olusum
Orani Orani Orani

Sekil 4.6. Cicek tomurcuklarina diisiik sicaklik uygulamasinin basari diizeyi

4.3. Ortamlara gore basar diizeyleri

Calismada kullanilan DDV (Dumas de Vaulux, 1982) ve MS (Murashige ve Skoog,
1962) ortamlarindan ikisinde de embriyo olusumu, embriyodan da bitki olusumunda
basar1 elde edilmistir. 4 genotipten DDV ve MS ortamina toplamda 4800 anter atimi

gerceklesmistir.
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DDV ortaminda 210 adet embriyo elde edilmis, bu embriyolardan 47 tanesi bitkiye
donlismistiir. DDV ortaminda yapilan ¢alismalarda anterden embriyo olusum orani
%9.33, anterden bitki olusum oran1 %2.08, embriyodan bitki olusum orani ise %22.30

olarak saptanmustir.

MS ortaminda 95 adet embriyo elde edilmistir. 95 adet embriyodan 10 adet bitki elde
edilmistir. Bu verilere gore MS ortaminda anterden embriyo olusum oram1 %3.9,
anterden bitki olusum orani, %0.4, embriyodan bitki olusum orani ise %10.5 olarak

bulunmustur.

25,00% -
22.30%

DDV mMS
20,00% -

15,00% -

10.50%
10,00% - 9-33%

5,00% - 3.90%

2.08%
0,00% —

Anterden Embriyo Olusum Anterden Bitki Olusum Orani  Embriyodan Bitki Olusum
Orani Orani

Sekil 4.7. Ortamlara gore basar1 diizeyi

4.5. Inkiibasyon uygulamalarinin basar diizeyine etkisi

Antelerin petri kaplarinda kiiltiire alindiktan sonra 9 °C ve 35 °C’de 8 giin karanlikta
inkiibasyon uygulamalar1 sonucunda elde edilen sonuglar kiyaslanmistir. 9 °C de inkiibe
edilen anterlerden embriyo olusum sayis1 172 adet olup, embriyo olusum orant %7.6

olmustur. 35 °C de inkiibe edilen anterlerin basari orani ise 133 embriyo saysi ile %5.5
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olmustur. Anterlerden bitki olusum oran1 incelendiginde 9 °C uygulamas: %1.4 olurken
35 °C uygulamasi %1 olarak sonuglanmistir. Embriyodan bitki olusum oranlarinda ise
%0.1 lik bir farkla 9 °C’de %18.6 oran1,35 °C de %18.7 orani1 elde edilmistir. Sonug
olarak bakildiginda 9 °C de inkiibe etme 35 °C de inkiibe etmeye gore daha yiiksek bir
basar1 sergilese de genotiplere ve uygulamalara gore farkli sonuclar elde edilmistir.
Ornegin, DDV oraminda istek F; genotipinde stres kosuluna tabi tutulmamis rneklerde
35 °C inkiibasyon kosulu, 9 °C inkiibasyon kosulna gore daha iistiin performans

sergilemistir. Ayn1 sekilde 24 saat 4 °C’de

bekletilip DDV ortama ekilen Tokat biberi anterleri 35 °C inkiibasyona alindiginda 9
°C de inkiibe edilenlere gore oldukca yiiksek sonuglar vermislerdir. Inkiibasyon
kosullarinin embriyoid ve haploid bitki olusumu iizerine etkileri Sekil 4.8 de

verilmistir.

20,00% -
18.60%  18.70%

18,00% -

16,00% -
m9oeC b35¢eC

14,00% -
12,00% -
10,00% -

8 00% - 7.60%

6.00% - 5.50%
4,00% -

2,00% - 1.40% 109

— N e -

Anterden Embriyo Olusum Orani  Anterden Bitki Olusum Orani Embriyodan Bitki Olusum Orani

Sekil 4.8. inkiibasyon uygulamalarinin basar1 diizeyi
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4.6. Sitolojik incelemeler

Flow sitomeri yontemi sonuglarina gore anter kiiltiirii ile elde edilen 13 bitki haploid

olarak belirlenmistir. (Sekil 4.9.)

Sekil 4.9. Diploid (A) ve haploid (B) biber meyvelerine ait goriiniimler

Flow sitometri yontemiyle elde edilen sonuglarindan sonra haploid bitkilerden alinan
yapraklarda stomalar incelenmistir. Haploid bitkilerde stomalarin diploid bitkilere gore
daha kii¢lik ve birim alandaki stoma sayisinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir (Sekil

4.10).

Sekil 4.10. Stoma goriiniimleri a) Diploid biber bitkilerine ait stomalardan goriiniim
b)Haploid biber bitkilerine ait stomalardan gériiniim

Fenotipik incelemeler sonucunda da haploidlerin diploide gore yaprak ve ¢igek,
meyveleri oldukea kiigiik oldugu goriilmiistiir. Kii¢iik meyvelerin de tohum baglamadigi
saptanmustir. (bkz. Sekil 4.8.)
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5. SONUC ve TARTISMA

4 farkli genotipte belirli faktorlerin anter kiiltiiri iizrine olan etkisinin incelendigi
calismamizda embriyoid olusum oranlari, cevap alinamayan uygulamalar dikkate
alimmadiginda %0.66-34.00 arasinda degismistir. Anterlerden bitki olusum orani
%0.66-5.33, embriyodan bitki olusum oran1 %7.70-83.33 arasinda gergeklesmistir. Bu
sonuglarda uygulamalarin etkileri belirgin sekilde goriilmektedir. Calismada sonug elde
edilemeyen uygulamalarin yaninda, genotiplere ve diger uygulamalara bagli olarak

olumlu sonuglar elde edilmistir.

Calismada androgenesis basar1 oran1 genotiplere gore dnemli farkliliklar gostermistir.
Genotiplerin genel performanslarina bakildiginda Tokat biberi ve Istek F; genotipi en
iyi sonucu vermislerdir. Embriyo olusumunda Istek F; ve Tokat biberi genotiplerinde
basar1 orani swrasiyla %14 ve %31 olurken bu oran, Kéylim F; ve Ugburun Fy
genotiplerinde sirasiyla %0.25 ve %0.28 olarak ger¢eklesmistir. Literatiirde suana kadar
calisilmis olan biitiin tiirlerde, aym kosullarda genotipler arasinda anter tepkileri
bakimindan 6nemli farkliliklar bulunmustur. Anter kiiltiirii ¢aligmalarinin yogun olarak
yapildig: tiitiin (Smith, 2013; Touraev ve Heberle-Bors, 2003), lahana (Achar, 2002;
Zhang ve ark., 2005; Cardoza, ve Stewart, 2004) ve biber (Ochoa-Alejo ve Ramirez-
Malagon, 2001; Kothari ve ark., 2010) tiirlerinde de genotip basariy1 etkileyen en
onemli faktorlerden biri olarak gosterilmistir. Mityko ve Fari (1997), 500°den daha fazla
F1 ve biber hatlarinda yaptiklari calismada; genotipin 6nemli derecede farkliliklar
oldugunu belirtmislerdir. Kristiansen ve Andersen (1993), donér bitkilerin biiyiime
kosullarinin optimum olmasinin genotipin etkisini ortadan kaldirmayacagini, Rodeva ve
ark. (2006) ise genotipler arasinda embriyogenik farkliliklar oldugunu ifade
etmektedirler. Calismamizda da biitiin ¢esitler ayn1 kosullarda ve ayni uygulamalardan
gecirilip ayni sartlar altinda kiiltiire alinmasina ragmen biitiin genotiplerden farkli
sonuglar elde edilerek genotiplerin basariya etkisi bizim calismamizla da 6n plana

cikmustir.

Calismada tomurcuklara 24 saat siireyle 4° C soguk uygulamasi, kontrole gore %0.3 liikk
bir artis saglamistir. Soguk uygulamasmin belirgin bir fark olusturamamasinin

genotiplerle ilgili oldugu distiniilmektedir. Calismamizda tomurcuklara diistik sicaklik
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uygulamasinin genotipler disinda diger uygulamalardan da etkilendigi, ancak genel
olarak kontrole gore onemli bir artis saglamadiglr goriilmektedir. Arastiricilar anter
kiltlirii ¢alismalarinda tomurcuklara yapilan 6n uygulamalarinin etkili oldugunu, soguk
uygulamasmin basariy: arttirdigim belirtmekte, soguk uygulamasi i¢in 4-10 °C arasini
onermektedirler (Morrison ve ark, 1986; ForoughiWehr ve Wanzel,1993; Ellialtioglu ve
Tipirdamaz, 1997). ForoughiWehr ve Wenzel (1993), kiiltiir 6ncesi soguk soklarina
maruz kalan anterlerin in vitro kosullarda olumlu yanit verdigini bildirmektedir. Ciner
ve Tipirdamaz (2002), Capsicum annuum L. tomurcuklarini 48 ve 96 saat siirelerde
4°C’de bekleterek yaptiklar1 soguk soku uygulamalarinda, uygulama yapilanlara gore
uygulama yapilmayan kontrol grubunda basarmin daha yiiksek oldugunu
belirtmektedirler. Chlyah ve Taarji (1984), domates anterlerine 4°C’ de farkl siirelerde
soguk uygulamasi yapmislardir ancak soguk uygulamasma tabi tutulan anterleden
embriyo olusumu gergeklesmemistir. Malhotra ve Maheshwari (1977), Petunia hybrida
bitkisiyle yaptiklar1 bir calismada, tomurcuklar1 6 °C de 48 saat siireyle tuttuklarinda
ayni besin ortamindaki kontrol anterlerine gore 2 kat daha fazla sayida embriyoid elde

etmislerdir.

Anter kiiltliriinde giliniimiizde birbirine az veya ¢ok benzesede farkli besin
ortamlarindan s6z edilmektedir. Calismada Duma De Vaulx (1981) (DDV) ve
Murashige ve Skoog (1962) (MS) tarafindan Onerilen ortamlar denenmistir. DDV
ortaminda basar1 diizeyi daha yiliksek ¢ikmistir. Ortamlarin performanslart ayni
zamanda diger faktorlere gorede degismektedir. Matsubara ve ark. (1992) MS ortaminin
farkli kombinasyonlarini kullanarak yaptiklart bir ¢aligmada % 8 oraninda embriyo
olusum orani elde etmislerdir. Ellialtioglu ve ark. (2001) yapmis olduklar1 ¢aligmada
MS ortam1 ve 4 mg/L NAA ve 0.1 mg/L BAP konsantrasyonlarinda bitki biiyiime
diizenleyicilerini kullanarak hazirladiklar1 ortamda Kahramanmaras biberi iizerinde
calismislardir. Bu ¢alismada embriyo olusum oranini % 2.28 olarak saptamislardir. Yine
ayn1 protokollerin uygulandigi Comlekcioglu ve ark. (2001) ¢alismalarinda embriyo
elde edememislerdir. Koleva-Gudeva (2007) biber anter Kkiiltiiriine inkiibasyon
uygulamalar1 ve farkli ortamlarin etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, MS (Murashige
ve Skoog, 1962), N (Nitsch, 1974), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN (Nitsch ve
Nitsch, 1969) ve CP (Dumas de Valux ve ark., 1981) ortamlarini kullanmislardir. Sonug
olarak MS ve CP ortamlariyla digerlerine gore daha yiiksek basar1 elde etmislerdir.
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Ellialtioglu ve ark. (2012) patlicanda yaptiklart bir ¢alismada DDV ortaminda
embriyoid olusum oranin1 % 6.6, bitki olusum oranini ise % 5.5 olarak belirlemislerdir.
Yine Salas ve ark. (2011), DDV ortami kullandiklari bir patlican arastirmasinda
embriyo olusum oranini % 0.7 ile % 60.9, bitkiye doniisiim oranin1 ise % 1.0 ile % 5.8

arasinda bulmuslardir.

Ellialtioglu ve ark. (2000), bitki tiirlerinin ¢oguna cevap verebilecek bir ortami
bulmanin kolay olmadigini, anter tepkilerinin ayni tiirdeki farkli genotipler arasinda bile

farklilik gosterebildigini belirtmislerdir.

Anter kiiltiirii ¢alismalarinda anterlerin besin ortamina alindiktan sonra belirli siirelerle
inkiibasyona tabi tutulmasi artik giintimiizde zorunluluk gibi kabul edilmektedir.
Buradan hareketle ¢alismada anterler karanlik kosullarda 8 giin siireyle 9 °C ve 35 °C
sicakliklarda bekletilmislerdir. Inkiibasyon uygulamasinda embriyo olusum orani 9 °C
de %7.60 olurken, 35 °C de %5.50 olarak gergeklesmistir. Anter kiiltiirii calismalarinda
inkiibasyon kosullarmi belirlerken arastiricilar genellikle 9 °C ve 35 °C sicakliklarini
tercih etmekte, siireyi de karanlikta 7 veya 8 giin almaktadirlar (Ellialtioglu ve
ark.2001). Terzioglu ve ark. (2000), anterlerin yiiksek sicaklikta inkiibe edilmesinin
haploid bitki gelistirmede etkili oldugunu belirtmektedirler. Ellialtioglu ve ark. (2000)
kiiltiire alma isleminin ardindan ilk giinler de uygulanan yiiksek sicaklik sokunun, biber
ve patlican anter kiiltiirii tizerinde olumlu etki yaptigini belirtmislerdir. Koleva-Gudeva
(2006), biber anter kiiltiiriine inkiibasyon uygulamalarinin etkisini arastirdigi bir
calismada, Dokuz farkli biber genotipden alinan anterlere 7° C, 25° C ve 35° C de farkli
sicaklikta inkiibasyonlar denemistir. Bu caligmasinda 25°C de %30.6 basar1 elde etmis,
35°C de ise dokuz genotipten dérdii uygulamaya higbir cevap vermemistir. Inkiibasyon
caligmalarinda arastiricilarin ¢ogu yiiksek inkbasyon sicakligini Onermektedirler. Az
sayida arastirmaci yiiksek sicaklik uygulamasindan cevap alinmadigmi bildirmislerdir.
Bizim ¢alismamizda her ne kadar 9 °C inkiibasyon kosullar1 daha iyi sonuglar verse de
ornegin; Istek F; genotipinde 6n uygulama yapilmamis anterlerde 35 °C inkiibasyon
kosullarinda yiiksek sonuglar verirken, 6n uygulama yapilan Tokat biber anterlerinde de
35 °C inkiibasyon kosullar1 daha yiiksek sonuglar vermistir. Dolayisiyla literatiirde
belirtilen yiiksk basar1 oranlar1 bizim ¢alismamizda da ortaya ¢ikmustir.
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Sonug olarak denemede kullanilan genotipler arasinda yerel popiilasyon olan Tokat
biberi en iyi androgenik performansi ortaya koyarken ikinci siraya istek Fi genotipi
gelmektedir. On tomurcuk uygulamalarindan tomurcuklarin 4 °C de 24 saat bekletilmesi
daha etkili olurken, Inkiibasyon uygulamasmin etkisi uygulamalara gore farklilik
gostermektedir. Besin ortami olarak DDV ortam1 MS ortamindan daha tistiin ¢ikmustir.

Sonugta ticburun biber genotiplerinde %100 homozigot hatlar elde edilmistir.
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