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OZET

BAZI BIBER (Capsicum annuum L.) GENOTIPLERININ FARKLI
ANDROGENESIS YONTEMLERINE VERDIGI TEPKILER UZERINE BiR
ARASTIRMA

Yagmur BENLI
Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS

Temmuz 2019; 47 sayfa

Bu arastirmada sivri ( Lumbard RZ F1) ve ii¢ burun ( Ug burun F1) olmak iizere 2
tane ticari biber ¢esidinden haploid ve DH bitki elde edebilmek i¢in anter kiiltiirii ve shed
mikrospor kiiltiir yontemi kullanilmistir. Biber gesitlerinde uygun anter gelisim asamasini
belirlemek amaciyla tomurcuklar kendi aralarinda morfolojik goriintiisii dikkate alinarak
siniflandirma islemi yapilmistir. Daha sonra uygun mikrospor agamasinin belirlenmesi
amaciyla siniflandirilan tomurcuklar ethidium bromid (EtBr) boyama teknigi kullanilarak
boyama islemi yapilmis ve floresan mikroskobunda goézlemlenmistir. Uygun asamadaki
anterler biber tomurcugundan ayrilarak anter kiiltiirii teknigi igin i¢erisine +0,1 mg/l BAP
+ 4 mg/l NAA +15 mg/l AgNOs +2,5 g/l aktif komiir ilave edilmis ve pH 5,7-5,8’e
ayarlanmis MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alman anterler 6nce +35 °C
karanlikta 48 saat inkiibatorde tutulmus ve sonra +25 °C olan biiyiime odasinda 33 giin
karanlikta bekletilmistir Biber tomurcuklar kiiltiire alindiktan 35 giin sonra hormonsuz
MS ortamina transfer edilmis ve +25 °C’de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde
3000 liikks aydinlatmaya sahip olan biiyiime odasinda kiiltiire alinmistir.

Arastirmada kullanilan diger bir yontem ise shed mikrospor yontemidir. Bu
yontemde uygun asamadaki biber tomurcuklari toplandiktan sonra + 4 °C’de 24 saat 6n
uygulama yapilmigtir. On uygulama yapilan tomurcuklardan ayrilan anterler NN
ortamina ilave edilen +%2 maltoz +2,5 uM zeatin +5 uM 1AA+ %1 Aktif komiir ve 6 g/l
agar’la olusturulan besin ortamina yerlestirilmistir. Daha sonra anterlerin ilizerine NN
ortamina +%?2 maltoz eklenerek olusturulan s1vi katmanla kapatilmistir. Kiiltiir ortaminda
kullanilan yar1 kati-yari s1vi olan besin ortaminin da pH’ s1 5, 7- 5,8 olarak ayarlanmustir.
Shed mikrospor kiiltiiriine alinan anterler +4 °C’de karanlikta bir hafta muhafaza edilerek
soguk 6n uygulamasina maruz birakilmistir. Soguk 6n uygulamasindan sonra ise anterler
+27 °C’de mikrosporlardan kallus, embriyo veya embriyo benzeri yapilar olusuncaya
kadar bekletilmistir. Olusan bu yapilar hormonsuz MS ortamina transfer edilerek +25
9C’de 16 saat aydilik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks aydinlatmaya sahip olan
bliylime odasinda tutulmustur.

Arastirma sonucu degerlendiginde anter kiiltlirli calismasinda Lumbard RZ F1
¢esidinden %8,94 oraninda embriyo gelisimi gézlenmis ve gelisen embriyolarin %23,63
'ii bitkiye doniismiistiir. Bu ¢alismada kullanilan diger Ugburun F gesidinden ise embriyo
olusum oranm1 %22,18’ken bunlarin bitkiye doniisim oram1 %22,22 olarak saptanmistir.



Lumbard RZ F1 ve Ugburun Fi gesitlerinin her ikisinden de anter kiiltiirii calismasinda
yanit alinmisken, shed mikrospor yonteminde sadece Lumbard RZ F1 ¢esidinden embriyo
olusumu gozlemlenmistir. Bununla birlikte Lumbard RZ F; ¢esitinin embriyo olusturma
orant %11,11 iken, bu embriyolarin bitkiye doniisme oran1 %7,87 olarak gerceklesmistir.
ANAHTAR KELIMELER: Anter kiiltiirii, Biber, Capsicum annuum L., Haploidi, Shed
mikrospor kiiltiirii
JURI: Prof. Dr. A. Naci ONUS

Prof. Dr. Ersin POLAT
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ABSTRACT

A RESEARCH ON THE REACTIONS OF SOME PEPPER (Capsicum annuum
L.) GENOTYPES ON DIFFERENT ANDROGENESIS METHODS

Yagmur BENLI
MSc Thesis in Department of Horticulture Science
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
July 2019; 47 pages

In this study, anther culture and shed microspore culture methods were used to
obtain haploid and DH plants from 2 commercial pepper cultivars, Lumbard RZ F; and
Uc burun F1. In order to determine the appropriate anther development stage of the pepper
varieties, the classification process was made considering the morphological appearance
of the buds among themselves. Then, in order to determine the appropriate microspore
stage, the buds classified were stained using ethidium bromide (EtBr) staining technique
and observed under fluorescence microscope. Anthers of the appropriate stage were
separated from the pepper bud and transferred to MS nutrient media, supplemented with
0,1mg/1BAP +4 mg /I NAA + 15mg /I AgNOz and 2,5 g / | activated charcoal with
pH 5,7-5,8 for the anther culture technique. Cultured anthers were first kept in incubator
for 48 hours in the dark at +35 °C and then kept in the dark for 33 days in the growth
chamber of +25 °C. 33 days after cultivation of pepper buds were transferred to hormone-
free MS medium and taken to growth room with 3000 lux illumination at +25 °C for 16
hours light and 8 hours dark. Pepper buds were transferred to hormone-free MS medium
33 days after culturing and kept in growth chamber having 3000 lux illumination at 25 °C
with 16 hours light and 8 hours dark

Another method used in the research is the shed microspore method. In this
method, pepper buds were collected at the appropriate stag and subjected to pretreatment
at 4 °C for 24 hours. Anthers separated from pre-treated buds were placed in nutrient
medium which was consisted of NN medium + %2 maltose +2,5 uM zeatin, 5 uM 1AA +
%1 activated charcoal and 6 g / | agar. The anther was then covered with liquid layer
formed by adding + %2 maltose to NN medium. The pH of semi-solid and semi-liquid
nutrient medium used in the culture medium was adjusted to pH 5, 7 — 5,8. Cultured
anthers were kept in darkness at +4 °C duruing one week for cold pretreatment. After cold
pre-treatment, anthers were kept at +27 °C until microspores callus, embryo or embryo-
like structures were formed. The resulting structures were transferred to hormone-free
MS medium and kept in a growth chamber with 16 hours light, 8 hours dark photoperiod
conditions under 3000 lux illumination at +25 °C.

As evaluation of results, embryo development was observed as %8,94 of Lumbard
RZ Fy cultivars and %23,63 of the developing embryos were transformed into plants. The
embryo formation rate of the Ug¢ burun F1 cultivar used in this study was found to be
%22,18, while their conversion rate to plants was %22,22. While both Lumbard RZ F;
and Ucburun F; varieties responded to anther culture studies, in the shed microspore



method, embryo formation was observed only from Lumbard RZ F1. Embryo formation
rate of Lumbard RZ F1 was %11,11, while the rate of transformation of these embryos
into plants was %7,87.
KEYWORDS: Anter culture, Capsicum annuum L., Haploidy, Pepper, Shed Microspor
Culture
COMMITTEE: Prof. Dr. A. Naci ONUS

Prof. Dr. Ersin POLAT

Prof. Dr. Hiisnit UNLU



ONSOZ

Bitki 1slaht bugiin oldugu gibi tarih boyunca insanlarin besin gereksinimlerini
karsilaya bilmeleri i¢in biiyiik bir 5neme sahip olmustur. Ilk 1slahgilar iistiin dzelliklere
sahip bitkileri segebilmek i¢in kendi yetenek ve degerlendirme kabiliyeti ile seleksiyon
yontemi kullanmiglardir. Daha sonralar ise sistematik ve bilingli tozlama c¢alismalari ile
0zel gen kombinasyonlar1 olusturulmus ve bu kombinasyonlari bazi gesitlerde toplayarak
melezleme teknigi gelistirilmistir. Gelistirilen bu melezleme teknigi ile klasik 1slah, bitki
1slahinin temel yontemi haline gelmistir. Uzun zamandan beri kullanilan klasik 1slah
yontemi ile hastalik ve zararlilara dayanikli, yiiksek kalite ve miktarda {iriin verebilecek
yeni ¢esitler gelistirilmis olunmasina ragmen 1slah ¢aligmalarinin uzun yillar almasi,
hibrit tiretiminin zorlugu ve yavasligi, yurt disindan tohum girisi nedeniyle biyoteknolojik
yontemlere bagvurulmaktadir. Islah ¢alismalarinda kullanilan biyoteknolojik yontemler,
haploid bitki liretim yontemlerinin basinda gelir.

Bu ¢alismanin amaci biber gesitlerinde haploid ve DH bitki elde edebilmek i¢in
kullanilan anter kiiltiiri ve shed mikrospor kiiltiir yontemlerinden hangisinin daha basarili
oldugunu belirlemektir. Calisma konumun belirlenmesinde, ¢alismamin her alaninda
tecriilbe ve destegini esirgemeyen ve bana bu konuda ¢alisma firsati sagladigi igin
danisman hocam Saym Prof. Dr. A. Naci ONUS'a sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi
sunarim.

Laboratuvar caligmalarim esnasinda yardimlarini - esirgemeyen Arastirma
Gorevlisi Tuggce OZSAN, Arastirma Gorevlisi F. Burcu CELIKLI ve emegi gecen diger
calisma arkadaglarima tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamda kullandigim bitkilerin temininde yardimlarini esirgemeyen Ziraat
Fakiiltesi Uretim Ciftliginde ¢alisan Servet MUTLUya tesekkiirii bir borg bilirim.

Son olarak, Tez ¢calismam boyunca anlayzs, sabri ve destegini esirgemeyen Sevgili
esim Evren Erkal BENLI’ye, sevgi, mutluluk ve umut kaynagim olan biricik kizim Defne
Atiye BENLI’ye ve bu zamana kadar beni biiyiiten maddi ve manevi olarak her anlamda
yamimda olan canim annem Nahile SUMER’e, sevgili babam Mustafa SUMER e, ¢ok
degerli canim kardesim Gézde SUMER ve tiim aileme tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ..ottt bbbttt ettt i
ABSTRACT ettt ettt ettt e b et b et e e e e a e nes 111
ONSOZ .ottt ettt ettt bttt st v
AKADEMIK BEY AN ..ottt viii
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cooiiitiiiiectetee e IX
SEKILLER DIZINT ..ottt Xi
CIZELGELER DIZINT ....cooiiiiiiieiicccee et xiii
1. GIRIS oottt ettt 1
2. KAYNAK TARAMASI .ottt 7
2.1. Anter Kiiltiirii Yontemi Ile Tlgili Onceki Calismalar ..........coocovvveeverevererersrennnnn, 7
2.2. Shed Mikrospor Kiiltiirii ile ilgili Onceki Calismalar.............cccoovcvevererieicerennans 10
3. MATERYAL VE METOT ...ooiiiiiiiie ettt ettt sre s sneenneeee s 15
3 L IMALEIYAL .o ra e 15
3.1.1. Denemede kullanilan biber genotiplerinin dzellikleri...........ccoceviiininnnnnn, 15
B2 MEIOL .. 17
3.2.1. Kiiltiire alinma islemleri sirasinda kullanilan malzemeler ve malzemelerin
StEriliZasyon 1S18MICTI.......ueiiiiiiiiie e 17
3.2.2. Kiiltiirlerde kullanilan besin ortamlarinin hazirlanmasi............cccccceeveennneene 18
3.2.2.1. Anter kiiltiirlinde kullanilan besin ortaminin hazirlanmasi................. 18

3.2.2.2. Shed mikrospor kiiltiiriinde kullanilan besin ortamlarinin

RAZITTANIMIAST ...t 20
3.2.3. Bitkl YEISHITIIC ....eeieeeiiiieiec et 22
3.2.4. Anter kiiltiirii ve shed mikrospor kiiltiirii i¢in ¢icek tomurcugunun alinma

L 1= RO U SR UPPPRPTPRPRPRPROOR 22
3.2.5. Anter kiiltiirli yontemi i¢in 6n uygulamalar..........cccooeeiiiiiiiiinicee, 23
3.2.6. Anter kiiltlirii yonteminde ¢icek tomurcuklarinin dezenfeksiyonu ve

anterlerin ayrilmast ..o 23
3.2.7. Anter kiiltiirli yontemi i¢in inkiibasyon ve kiiltiir kosulllart ...........c.cceeeeeee. 25
3.2.8. Shed mikrospor yonteminde mikrosporlarin gelisim agsamalarini

DEIIFIEMEK ... s 25
3.2.9. Shed mikrospor yontemi i¢in 6n uygulamalar ............cccooovvriiiiciinnicinenn 26

3.2.10. Shed mikrospor kiiltiirii yonteminde ¢i¢cek tomurcuklarinin dezenfeksiyonu
Ve anterlerin QYTIIMAST .....oovveiiiiii e 26

Vi



3.2.11. Shed mikrospor kiiltiirii yonteminde anterlerin besin ortamina

VETIESHITTIMEST. 1oivvviiiiiiiiitiie it enanees 27

3.2.12. Shed mikrospor yontemi i¢in inkiibasyon ve kiiltiir kosulllari ................... 27

4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 28
4.1. Anter Kiiltiirii Ve Shed Mikrospor Kiiltiirii icin Uygun Biber Tomurcuk

BiiyUkligintin BelirleNmMESi ........cccoiiiiiiiiice e 28

4.2. Anter Kiiltiirti Calismasindan Elde Edilen Sonuglar...........cccocevviieiiencniennne. 32

4.3. Shed Mikrospor Kiiltiiriinden Elde Edilen Sonuglar ..........ccccceviiiiiiiiniiinniinnnnns 37

5. SONUCLAR ..ottt sttt sttt s et e e e s e st e e beeseeabeenbeaneesreeneeanee e 41

6. KAYNAKLAR ...ttt bbbt st 42

OZGECMIS

vii



AKADEMIK BEYAN
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Bazi Biber (Capsicum annuum L.)
Genotiplerinin Farkli Androgenesis Yontemlerine Verdigi Tepkiler Uzerine Bir

Aragtirma” adli bu ¢aligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak
yazildifini belirtir, bu tez galismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagm

gosterdigimi beyan ederim.

25/07/2019

Yagmur BENLI

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% > Yiizde

oC : Santigrad Derece

cm : Santimetre
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ml - Mililitre

mg/l : Miligram/Litre

g/l : Gram/Litre

ul : Mikrolitre

N : Normal

L . Litre

Dk : Dakika

Kisaltmalar

NN : Nitsch and Nitsch (1969)
MS : Murashige ve Skoog (1962)
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DAPI : 4¢,6-Diamidino-2- Phenylindole, Dihydrochloride
DH : Double haploid

F1 : Filial Generation 1

SSR - Basit sekans tekrari

Tm (TMV) : Tobacco Mosaic Virus
TSWV : Tomato Spotted Wilt Virus
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» Aktif kOmur

AgNOs3 : Giimtis nitrat
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BAP : Benzil amino piirin
CaCl,.2H20 : Kalsiyum kloriir dihidrat
CoCl,.6H20 : Kobalt kloriir heptahidrat
CuS04.5H20 : Bakar siilfat pentahidrat
FeS04.7H,0 : Demir siilfat

EtBr : Ethidium bromid

H3BOs : Borik asit

IAA : Indol-3-asetik asit

KIN : Kinetin

KH2PO4 : Potasyum fosfat

Kl : Potasyum iyodiir

KNOs3 : Potasyum nitrat
MgSQO4.7H20 : Magnezyum siilfat hekzahidrat
MnS0O4.4H>.0 : Mangan siilfat tetrahidrat
NAA : Naftalen asetik asit
NaClO : Sodyum hipoklorid
Na;EDTA : Sodyum EDTA
Na:Mo004.2H20 : Disodyum molibdat hidrat
NHiNO3 : Amonyum nitrat

NLN : Nitsch ve Nitsch (1967) tarafindan geliGtirilen Lichter

(1981,1982) tarafindan modifiye edilen besin ortami

ZnS04.7H0 : Cinko siilfat hekzahidrat
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GIRIS Y. BENLI

1.GIRIS

Tiirkiye sebze kiiltiirtinde ¢ok eski yeri olan biberin anavatan1 Meksika ve Orta
Amerika’dir. Amerika kesfedildigi zaman Kizilderililer’in Meksika, Sili ve Peru
civarinda biber yetistiriciligi yaptig1 bilinmektedir. Cesitli biber tiir ve formlarin orijin
merkezi Giiney Amerika ve Ozellikle Brezilya’dir. Amerika kesfedildikten sonra ilk
olarak biber yetistiriciligi 1493 yilinda Ispanya’ya daha sonra 1548 yilinda ingiltere’ye,
1578 yilinda Orta Avrupa ve diger Avrupa llkelerine girmistir. 16. yiizyil da Osmanl
imparatorlugu doneminde ise &nce Istanbul’a sonra diger bolgelerimize yayilmistir
(Ozalp 2010). Baska bir arastirmaya gore ise biber, Portekizler vasitasiyla Orta
Amerikaya’dan Hindistan’a ordan sonra da Arap yarimadasina getirilmistir. Istanbul’a
ise Bagdat ve Antakya iizerinden gelmis, Istanbul’dan sonra ise 1515-1662 yillari
arasinda Rusya, Venedik ve Orta Avrupa’ya yayildig1 diisiiniilmektedir (Dogantan 1987,
Demiray ve Tiilek 2012).

Biber iilkemizde ve diinyada ekonomik agidan 6nemli bir yere sahip olan bir sebze
tirtidiir. Capsicum cinsi yaklasik 30 tiirii bulundurmasina ragmen giiniimiizde bunlardan
sadece 5 tanesinin (C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, C. pubescens)
kiiltirt yapilmaktadir (Greenleaf 1986; Taskin 2005).

Bunlardan Capsicum tiirii igerisinde en ¢ok tiikketimi yapilan Capsium annuum L.
dir. Capsium tiirlerinin kromozom sayist n=12 ve diploidtir (2n=2x=24) (Taskin 2005).

Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi biber bitkiler aleminde kapali tohumlular boliimdi,
iki ¢enekliler sinifi, Solanales takimi ve domates, patates, patlican, tiitiin gibi ekomonik
oneme sahip bitki ¢esitleriyle ayn1 Solanaceae familyasinda bulunur.

Cizelge 1.1. Biber bitkisinin sistematigi ve botanik siniflandirmasi (Krishna 2003)

Alem Plantae - Bitkiler

Bolim Magnoliophyta-Kapali Tohumlular
Sinif Magnoliopsida - iki ¢enekliler
Takim Solanales

Familya Solanaceae - Patlicangiller

Cins Capsicum L.

Diinyada ekonomik agidan 6nemli bir yere sahip olan biber, iilkemizde hem
ortiialtinda hem de acgikta yetistiriciligi yapilan bir bitki tiirtidiir. Kiiltiiri yapilan biber
tiirleri 1liman iklim bolgelerinde tek yillik iken; tropik iklim bolgelerinde ¢ok yillik bir
kiiltiir bitkisidir. Ulkemizde tek yillik olarak iiretimi yapilan biber cesitlerinin meyve
sekli, tadi, rengi ve kullanim amacina gore siniflandirilir.


https://www.wikizero.com/tr/Kategori:Bitkiler
https://www.wikizero.com/tr/Kategori:%C4%B0ki_%C3%A7enekliler
https://www.wikizero.com/tr/Kategori:Solanales

GIRIS Y. BENLI

Biber ¢esitlerinin sekli; ince, kalin, oval, uzun, kisa, yassi, yuvarlak, silindir, kiire,
meyve tadi; aci, tath olabilecegi gibi renkleri koyu yesil, yesil, agik yesil, kirmizi, koyu
kirmizi, sar1 ve turuncu renkli olarak da ayirt edilen biber gesitleri meyvesi yenen sebzeler
arasinda ve ¢ok farkl sekillerde tiikketimi yapilan sebzelerden birisidir. Biberi taze olarak
tiketiminin yani sira yemeklerde, kizartmada ve islenerek degerlendirilen, ticari
potansiyele sahip 6nemli tiirler arasinda yer almaktadir. Gida sanayinde kullanilan biber;
salca, konserve, baharat, dondurulmus iiriinlerde, tursu, aci sos, ket¢ap, boya ve aciligi
veren ‘capsaicin’ antioksidant maddesi nedeniyle ila¢ sanayinde de kullanilmaktadir
(Aybak 2002; Bozokalfa ve Esiyok 2010). Farkli amagla tiiketimi yapilan biber
meyvesinin Cizelge 1.2°de besin maddesi igerigi verilmektedir.

Cizelge 1.2. Yesil ve kirmizibiberlerin taze ve pismis olarak igerdikleri besin maddeleri,
vitamin ve mineral maddeler (Salk vd. 2008) (A vitamini 1U birimiyle verilmistir)

Besin Maddeleri (g/100g)

Enerji

Kuru . . Toplam .
Madde Su Protein Yag Seker Karbonhidratlar
(Cal)
Yesil ] 92- 090- 020-
(Taze) 822 93 120 o030 % 4,40
Yesil ) : ) : ) )
(Pismis)
Kirmizi 0,80- 0,60-
(Taze) 9 29 1 50 geo 5,30-5,90
Vitaminler (g/100g)
A(IU*) B1 B2 Niacin C

e 530  006-007  0,02-0,04 0,40 120-160
(Taze)
Yesil 420 0,06 0,07 0,50 96
(Pismis)
Kirmizi
(Taze) 220- (05011 0,08-0,46 0,50-0.70 165-220

5700
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Cizelge 1.2.’nin devami
Mineraller (g/100g)
Ca Fe I\; P K Na S
?%f’g;‘e) 71 040 2. 2225 - i 19
Z’?Zirlnis) 050 - 16 149 9 i
g‘;‘;ﬂ ¢13 PO 1 2030 - - -

Biber besin degeri bakimindan yiiksek bir sebzedir. Ayrica yiiksek miktarda C
vitamini (103mg/100g) ihtiva etmektedir (IBPGR, 1983). Ayn1 zamanda fosfor,
potasyum, sodyum, kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, ¢inko ve bor gibi mineral
maddeler agisindan da zengindir (Rubio vd. 2002).

Diinyada yaygin olarak ¢ok farkli sekilde tiiketimi yapilan bitkisel {iriinlerden biri
olan biber ekonomik agidan da 6nemli bir yere sahiptir. Tiirkiye, Cin ve Meksika’dan
sonra 3. biiylik biber ireticisi bir lilkedir (Comlekgioglu ve Ellialtioglu 2018). Diinya
biber tliretim miktarlar1 Cizelge 1.3’te yillara gore gosterilmektedir. Diinyada ortalama
olarak 31,2 milyon ton civarinda biber iiretimi yapilmaktadir. Ulkemiz verilerine
bakilacak olunursa Sekil 1.4’te goriildiigii gibi her yil biber tiretimi artmaktadir (Anonim
1,2).

Cizelge 1.3. Diinya biber iiretimi (1000 Ton) (Anonim 1)

Oriin 2010 2011 2012 2013 2014
Biber
(0700.60) 0018 30,492 31,273 31,614 32,787

Cizelge 1.4. Ulkemizde biber iiretimi (1000 Ton) (Anonim 2)

Uriin 2012 2013 2014 2015 2016

Biber 2,042 2,159 2,232 2,307 2,458
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Ulkemizde ve bdlgemizde biber yetistiricili§i yaygin olarak yapilmaktadir.
Yetistiriciligi anlaminda en ¢ok tercih edilen biber tiirleri ise sivri, kapya, dolma,
carliston, kurutmalik biberler, tursuluk biber, yerel biberler ve siis biberleridir. Sivri,
kapya, carliston ve dolmalik gibi geleneksel olarak yetistiriciligi yapilan biber tiirlerinin
yaninda son yillarda Macar dolma, Macar ¢arli, Jalapeno, Chili, California Wonder gibi
ihracat tiirlerinde iiretimi yayginlasmaya baglamistir.

Diinya niifusunun hizla artmasi nedeniyle bitki bilimcileri insanlarin besin, ilag ve
bitkisel gereksinimlerini karsilamak i¢in 6nemli bir yere sahip olan biyoteknolojik
uygulamalarda calismaya baslamistir. Giiniimiizde Diinya iizerinde 800 milyon insan
yeteri kadar besin alamamakta ve 2030 yilina kadar Diinya niifusunun 8 milyar civarinda
olacagi tahmin edildiginden dolay1 daha fazla besine ihtiya¢ duyulacaktir. Bu nedenle
bitki biyoteknolojisi yontemlerini kullanarak verim ve Kkaliteyi artirmak, iiretimi
engelleyen hastalik, zararli ve ¢evre faktorlerini azaltmak ya da yok etmek amaglanmastir.
Bitki biyoteknolojisinde; bitkileri molekiiler diizeyde iyilestirmek i¢in 6nemli araglara
sahip olan ¢esitli doku kiiltiirii ve genetik miithendisligi teknikleri kullanilmistir (Onay vd.
2012).

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalar1 1902 yilinda Haberlandt’in ileri slirdiigli hiicre
totipotency (bitki hiicrelerindeki her seye doniigsebilecek olan zigot hiicrelerinin uygun
besin ortamu, 151k ve sicaklikta gibi ¢evre kosullari saglanildiginda ana bitkiye benzer bir
bitki elde edilebilmek) kavrami ile baslamistir ama ne yazik ki bu kavrami
aciklayamamisgtir. Fakat embriyo kesesi sivisinin hiicre boliinmesine tesvik etmek i¢in
Hindistan cevizi siitiiniin kullanilmasini tavsiye etmesiyle embriyo kiiltiirii iizerine
calisma yapilmasinin 6ntinii agmistir (Purohit 2013). Doku kiiltiirii, bitkilerden elde
edilen doku (eksplant) pargalarinin yapay besin ortaminda yasatma teknigidir. Hiicre ve
dokularin boliinerek kok, gdvde, yaprak, embriyo veya bitki elde edilebilir. Bitki doku
kiltirii; bitkilerin vejetatif olarak ¢ogaltilmasinda, gelistirilmesinde, viriisten ari bitki
elde edilmesinde ve 1slahinda kullanilir (Onay vd. 2012).

Tiirkiye’ de biber yetistiriciligi hem acikta hem de Ortlialtinda yaygin bir sekilde
yapilmaktadir. Biber iiretiminde verim ve kaliteyi; diigiik-yiiksek sicakliklar, hastalik ve
zararli gibi sorunlar olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle birim alandan alinan
verimi arttirabilmek ve dayanikli yeni ¢esit gelistirmek i¢in kullanilan klasik 1slah
yontemlerinde gok fazla zamana ve emege ihtiyag vardir. Gliniimiizde bu siireyi kisaltmak
ve kalict ¢oziimler bulmak igin doku kiltlirii teknikleri kullanilmaktadir. Islah
calismalarinda 6nemli bir yere sahip olan haploid bitki tretimi ise bu tekniklerden
birisidir (Ellialtioglu vd. 2014). Haploid yontemi; Islah siiresini kisalttigi igin sebze
1slahinda biiytik bir dneme sahiptir. Haploid bitki tiretimi ile kendisiyle uyumsuz tiirlerde
bile homozigot double haploid hatlar kisa siirede elde edilebilir. Homozigot hatlar klasik
1slah yontemiyle de elde edilebilir fakat bu islem agik tozlanan bitkilerde 10 ila 12 yil,
kendine tozlanan bitkilerde ise 6 ila 7 yil siirer. Bu nedenle haploid yontemleri kullanarak
bu siire 1 veya 2 yila disiiriilebilir. Anter kiiltiirii yontemiyle haploid bitkiler ve
homozigot diploid bitkiler birkag ay iginde elde edilebilir. Homozigot bitkiler yeni cesit
gelistirebilmek igin homozigot hatlar elde edebilmek ¢ok onemlidir. Diploid bitkiler
normal mayoz bolinme gecirir ve bolinme sonucunda istenilen 6zelliklerini
kaybetmezler (Reinert ve Bajaj, 1977). Bu yontemle; bugday, arpa, misir, kolza, geltik,
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patlican, biber, gerbera, lahanagiller, kavun, karpuz, kabak, hiyar gibi bir¢ok tiirde yaygin
olarak kullanilir (Tuncer ve Yanmaz 2007).

Giiniimiizde haploid bitkilerin iiretiminde

1) Anrogenik Yontemler (Anter ve Mikrospor Kiiltiirii)

2) Ginogenik Yontemler (Yumurta (Oviil) ve Yumurtalik (Ovaryum)

3) Kromozom eliminizasyonu

4) Ismlanmis Polenle Tozlama yontemleri kullanilmaktadir (Tuncer ve Yanmaz
2007).

Haploid bitki elde etmek icin en ¢ok tercih edilen ve kullanilan yontem anter
kiltiirii yontemidir. Anter kiiltiri kullanmanin en 6nemli yani anter iginde bulunan
binlerce mikrospor sayesinde ¢ok sayida haploid bitki elde edilebilir (Comlekgioglu ve
Ellialtioglu 2018). Anter kiiltiiriiniin temeli erkek gamet hiicresinin olgunlagsmasiyla elde
edilen polen hiicre gelisiminin engellenmesidir. Bu sebeple olgunlagsmamis polen
hiicreleri somatik hiicrelere benzer embriyolar1 olusturabilmek i¢in uyartilir. Haploid
bitkiler n kromozoma sahiptir bu nedenle verimli degildir. Haploid bitkiler bazen
kendiliginden bazen de kimyasal maddeler yardimiyla kromozom katlamasi yapilarak
kromozom sayisi iki katina ¢ikartilabilir (Taskin vd. 2015).

Haploid elde etme yollarindan biri olan androgenik yontemler ise anter kiiltiirii ve
mikrospor kiiltlirii olmak iizere ikiye ayrilmistir. Mikrospor yontemi anter kiiltiiriine
alternatif olarak gelistirilmis ve birgok tiirde basarili olmustur (Tuncer ve Yanmaz 2007).

Haploid bitkicik
J Embriyoid 255F
\ ,

\
il
'-‘:-.-‘5,- .

L e D
Donorbitki  (f T 4 Kallus
=¥

\ a5 /) /‘v
Desi yerindekiﬂ ":::'l:_-_-___-_-_:.'?"" s ‘s" (h]
anterler " Haploid
S bitkiclk

Sekil 1.1. Anter kiiltiirtiniin yapilis1 (a) direkt in vitro androgenesis, (b) dolayli in vitro
androgenesis

Haploid bitki teknolojisinde, haploid veya double haploid (DH) bitki elde
etmek i¢in gamet hiicrelerinin (erkek veya disi) (androgenesis ve ginogenesis)
kiiltiirlenmesini iceren bir metod ya da ddllendikten sonra bir ebeveyn genomunun
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cikarildigi kromozomal eliminasyon yontemlerinin kullanilmasiyla elde edilebilir.
Haploidler, tek bir ebeveyinde kromozamlarini alir. Kromozom sayisini ikiye
katlayarak, kendine uyusmaz tiirlerde bile ayni soydan melezleme ile ¢ogu
generasyona aktarilir ve double haploide doniiserek tamamen homozigot hatlarin hizli
sekilde iiretilmesine neden olur (Comlekgioglu ve Ellialtioglu 2018).

Gilinimiize kadar androgenesis yontemleriyle haploid bitki elde edilmesinde,
dondr bitkinin biiylime kosullari, dondr bitkinin yasi, genotip lizerine ¢alismalar, biber
tomurcuklarina ve anterlerine sicaklik uygulamalari, polen tanesinin gelisme sahasi,
farki kimyasallar ile besin ortami bilesimi, biiyiime odasi kosullari, kiiltiire alinan
anterlerin sayisal yogunlugu, eksplantasyon ve anter duvarmin aktivitesi {lizerine
aragtirmalar yapilmistir. Fakat bizim arastirmalarimiza gore farkli genotiplerin, farkli
androgenesis yontemlerine verdigi tepkiler iizerine yapilan calismalar smirl sayida
bulunmaktadir. Bu ¢alismada ekomomik agidan 6neme sahip biberde iki farkli ¢esidin
farkli iki androgenesis yontemine verdigi tepki arastirilarak hangi androgenesis
yonteminin hangi genotipte daha basarili olacagi saptanilmaya ¢aligiimistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Anter Kiiltiirii Yontemi Ile lgili Onceki Calismalar

Anter kiiltiiri yontemi ile ilk in vitro haploid bitki 1964 yilinda Solanaceae
familyasinda Guha ve Maheswary tarafindan yapilan ¢alisma ile elde edilmistir (Guha ve
Maheswary 1964). Daha sonra bu yontem bir¢ok arastirmaci tarafindan gesitli 1slah
calismalarin1  gelistirmek i¢in kullanilmistir (Kalloo 1986). Arpa, kolza, patlican
tirlerinde (Veilleux 1994) ve lahanagil, karpuz (Cao vd. 1995)’te double haploid bitki
elde ederek yeni gesit gelistirmek ic¢in ¢alismalar yapilmistir. Biber bitkisinden anter
kiiltiirti yontemi ile ilk haploid bitki Wang ve vd. (1973) tarafindan elde edilmistir. Daha
sonra (George ve Narayanswamy 1973; Kuo vd. 1973; Saccardo ve Devreux 1974; Novak
1974; Harn vd.1975; Sibi vd. 1979; Dumas de Vaulx vd. 1981; Abak 1983; Morrison vd.
1986a; Mityko vd. 1995; Ochoa-Alejo ve Ramirez Malagon 2001) diger arastirmacilar
tarafindan ¢alismalar yiritiilmistiir (Taskin 2005; Taskin vd. 2011).

In vitro kosullarda anrogenesisin basarisini etkileyen bazi faktorler ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan incelenmistir. Bu faktorler; materyal alinan donor bitkilerin yast
(Mityko vd. 1995), donor bitkinin yetistirilme kosullar1 (Kristiansen ve Andersen, 1993),
tomurcuk ve mikrosporlarin gelisim sathasi (Saccardo ve Devreux 1974; Sibi vd. 1979;
GonzalesMelendi vd 1995), besin ortamina alinan anterlere 6n inkiibasyon uygulamasi
(Dumas de Vaulx vd. 1981; Morrison vd. 1986b; Munyan vd. 1989), besin ortamlarinin
bilesimi (Novak 1974; Wang vd. 1981; Abak 1983; Vagera ve Havranek, 1985; Munyan
vd. 1989; Dolcet-Sanjuan vd. 1997; Gyulai vd. 2000) ve genotipler (Wang vd. 1981; Abak
1983; Morrison vd. 1986b; Mityko vd. 1995; Dolcet-Sanjuan ve vd. 1997; Ochoa-Alejo
ve Ramirez Malagon, 2001) oldugunu bildirmislerdir (Caglar vd. 2004).

Ozkum Ciner ve Tipirdamaz (2002) yaptiklari bir calismada Capsicum annuum
L. tomurcuklarina soguk ve aktif komiir uygulamasi yaparak embriyo olusturma tizerine
olan etkilerini incelemislerdir. Soguk uygulamasinda 48 ve 96 saat +4 °C” de 6n uygulama
yapilmistir, anter kiiltlirii besin ortamina ise % 0,25 aktif komiir ilave edilmistir. Bu
caligmada temel besin ortami olan MS (Murashige ve Skoog 1962)’in igine %0,8 agar
+%3 sukroz +1 mg/l NAA ve 4 mg/l BA veya 4 mg/l NAA +1 mg/l BA, eklenerek
olusturulan besin ortamlarindan en yiiksek embriyo olusumunu 4 mg/l NAA +1 mg/l BA
eklenerek olusturulan besin ortamindan elde edilmistir. Aktif komiir iceren fakat on
uygulama yapilmayan kontrol grubundan ise %12,5 androgenik embriyo elde edilmistir.
Besin ortamina eklenen biiyiime diizenleyicilerin, soguk 6n uygulamalara gore daha etkili
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alismada diger bir arastirma ise biber genotiplerinin
mikrospor gelisim asamalaridir. Asetokarmin ezme yontemi ve parafin metodu
kullanilarak sitolojik incelemeler yapilmis ve tomurcuk biiyiikliikleri, tomurcuk ve anter
morfolojileri tanimlamis ve mikrospor gelisim asamalar1 belirlenmistir. Korolla
seviyesinin kaliks ile ayni1 veya biraz daha uzun oldugu gelisme doneminde, ¢ap1 5 mm
ve uzunlugu 7 mm olan biber ¢i¢ek tomurcuklarinin tek c¢ekirdekli ve 1. polen mitozu
asamasindaki mikrosporlar i¢erdigini saptanmustir.

Caglar vd. (2004)’nin ¢alismalarinda Kahramanmaras kirmizi biberlerinde
(Capsicum annuum L.) in vitro kosullarda haploid bitki elde etmek igin MS besin
ortamma 100 mg/l myo-inositol +30 g/l sakkaroz +8 g/l agar ve bitki biiylime
diizenliyicilerden oksin NAA (2,0, 4,0, 6,0 mg/1) ve 2,4-D (1,0, 2,0, 3,0, 4,0 mg/l) sitokin
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BAP (0,1, 1,0, 2,0, 3,0 mg/l) ve kinetin (0,1, 1,0, 5,0 mg/l) farkli miktarlarda eklenerek
besin ortami hazirlanmistir. Hazirlanan bu besin ortamlarina tek ¢ekirdekli polen
asamasindaki biber tomurcuklari ekilerek farkli 6n sicaklik uygulamas ile + 4 °C, +29 °C
ve +35 °C olmak iizere 7 giin karanlik ortamda bekletilmis ve ©on uygulama
yapilmayanlarla birlikte 4 farkli sicaklik uygulamasi yapilmistir. Ayrica besin ortamina
AgNOs (10 mg/l ) ve aktif komiir (% 0,25) eklenerek denemislerdir. Bu arastirmada
anterlerin ekildigi besin ortamlarina farkli miktarlarda oksin, sitokinin, kinetin, AgQNO3
ve aktif komiir eklenerek ve degisik 6n sicaklik uygulamalariyla toplamda 37 uygulama
yapilmistir. Bu g¢alismada toplam 9750 anter besin ortamina alinmis ve bazi besin
ortamlarinda sadece kallus gelisimi gézlenmistir. MS + 0,1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA +
% 0,25 aktif komiir + 10 mg/l AgNO3 bilesenli ortama ekilen anterlerden kallus gelisimi
gbzlenmeden %2,8 oraninda embiriyo gelismi oldugu belirlenmistir.

Biiytikalaca vd. (2004) nin yaptiklar1 ¢aligmada, biber anterlerinden haploid bitki
tiretebilmek i¢in yerel bir kirmizi biber populasyonundan segilen iki genotip U-247 ve U-
238 bitki materyalleri kullanilmistir. Bu ¢alismanin asil amaci farkli oranlarda giimiis
nitrat konsantrasyonunu belirlenmesi iken; donor ve genotipin bitki yetistirme kosullarina
bagli olarak verdigi tepkilerde gézlemlenmistir. Biber ¢i¢cek tomurcuklari seradan ve agik
tarlada yetistirilen bitki materyallerinden toplanmistir. Cigek tomurcuklart MS ortami 30
g/l sukroz + %2,5 aktif komiir +4 mg/l NAA + 0,1 mg/I BAP ve farkli miktarlarda (5, 10,
15 ve 20 mg/l ) AgNOs eklenerek olusturulan 4 farkli ortama alinmistir. Ortama alinan
anterler +35 °C karanlik inkiibasyon kosullarinda 2 giin bekletilmis ardindan +28 °C’de
16 saat aydinlik 8 saat karanlik beyaz florasanli biiyiime odasina yerlestirilmistir. ilk
embriyolar ekim iglemi yapildiktan 5 hafta sonra elde edilmis ama 6. ve 7. haftalarda ise
yogun embriyo olusumu gézlemlenmistir. Olusan embriyolar hormonsuz MS ortamina
transfer edilmis ve 4 hafta sonra olgun embriyolarda bitki gelisimi gozlemlenmistir.
Haploid embriyolar ise farkli iiretim miktarlariyla tiim besin ortamlarindan elde
edilmistir. Bu ¢alismanin sonucun da dondr bitkinin yetisme kosullar1 ve genotipi anter
kiiltiriiniin bagarisin1 6nemli derecede etkiledigini ortaya koyulmustur. En yiiksek tiretim
miktart ise 15 mg/I giimiis nitrat igeren besin ortamindan 100 anter basina %45,7 embriyo
orantyla U-247 genotipinden elde edilmistir.

Sayilir ve Ozzambak (2005) yaptiklar: bir arastirmada Ege ac1 sivrisi, Demre act
sivrisi, Kandil dolma, Carliston bagc1, Tatl sivri kil ve Aci sivri 1lica-256 olmak {izere
alt1 tane biber ¢esidi kullanilmistir. Bu ¢esitlerden elde edilen biber ¢igek tomurcuklari ti¢
farkli boyda smiflandirilmistir.  En  uygun anterler ise 5-6 mm’deki c¢icek
tomurcuklarindan alinmistir. Biber tomurcuklarindan ayrilan anterler temel besin ortami
MS (Murashige ve Skoog 1962) and NN (Nitcsh and Nitsch 1969) besin ortami igerisine
ilave edilen 4 mg/L NAA+ 0,1 mg/L BA, aktif komiir ve havug ekstratinin farkli
kombinasyonlariyla olusturulan alt1 besin ortam igerisine yerlestirilmistir. En 1yi sonug
temel besin ortam1 MS + 4 mg/l NAA + 0,1 mg/l BA eklenerek olusturulan Carliston
Bagci ¢esidinden elde edilmisken NN + 4 mg/l NAA + 0,1 mg/l BA + %0,1 aktif komiir
+ 200 ml havug ekstrakti iceren besin ortami da iyi sonug¢ vermistir.

Taskin vd. (2011)’nin yaptiklar1 arastirmada bes biber genotipi (A71, A269,
A313, A109 ve A74) ile 4 farkli besin ortaminda denemislerdir. Anterler farkl
donemlerde kiiltiire alinarak en iyi embriyo liretim zamani belirlemislerdir. Deneme
yapilan kiiltiir ortaminda gelisimini tamamlayamayan embriyolar 0,5 mg/I-1 absisik asit
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iceren bir ortam igerisinde 10 giin boyunca bekletilmis fakat olgun embriyolar tizerinde
olumlu bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Denemeye alinan embriyolarin ¢ogu tigiincii
ortamda (MS, +4 mg/l NAA +1 mg/l BAP + %0,25 aktif komiir + 15 mg/l AgNOs + 30
o/l sukroz) gelismesine ragmen; en iyi sonu¢ ise 2700 anterden elde edilen 60 adet
embriyo ile 4.besin ortamindan (MS + %0,25 aktif komiir +15 mg/l AGNOz +4 mg/l NAA
+ 0,1 mg/l BAP ve 0,5 mg/l ABA) elde edilmistir. Biber genotiplerinden diistik sicakliga
toleransli A 269'dan en yiiksek embriyo verimi elde edilmistir. Nisan-mayis arasi kiiltiir
ortamina alinan anterler, diger donemlerle kiyaslandiginda en yiiksek embriyo olusumu
gozlenmistir fakat soguk toleransl biber genotipi A313 ise kasim- aralik aylarinda diger
genotiplere oranla daha yiiksek embriyo elde edilmistir. Genotip, anter ekim donemi,
besin ortaminin ve dondr bitkinin biliylime kosullart embriyo gelisimini etkiledigi bu
caligmanin sonucunda tespit edilmistir.

Ercan ve Sensoy (2011) anter kiiltiirii yontemini kullanarak 11 farkli biber tiiriinde
(4 longy, 2 dolmalik biber, 2 kapya biber, 2 uzun yesilbiber, 1 kirmizibiber) genotipinlerin
verdigi tepkiler ilizerine bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada biber ¢igek
tomurcuklari tag¢ yaprak (corolla) ve canak yaprak (kaliks) ayni uzunlukta veya tag yaprak
biraz daha uzun olacak sekilde toplanmistir. Toplanan biber gigek tomurcuklar1 +4 °C’de
24 saat karanlik ortamda tutulduktan sonra 8 g/l agar ve 30 g/l sukroz ilave edilerek
hazirlanan MS kiiltiir ortamina yerlestirilmistir. Kiiltlir ortamina ekim iglemi yapilan
anterler daha sonra +35 °C’de 8 giin kulucka kosullarinda bekletilmis ardindan 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik ve +25 °C 3000 lux 151k yogunlugu olan biiyiime odasina transfer
edilmistir. In vitro kosullarda 11 genotipten 2398 anter ekilmis ve toplamda 44 embriyo
elde edilmistir. Elde edilen embriyolarin 12 tanesi gelisim gdstermis ve topraga ekim
islemi yapilmistir. Iki tane cesidden Yalova Carliston (uzun yesil tip) ve Kandil (¢an tip)
embriyo elde edilememistir. Genotip olarak en iyi androjenik tepkiyi veren ise Sera
Demre 8 (longy tipi) ve Odesa (¢an tipi) ¢esitlerinin oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda biber genotipinin androjenetik tepki iizerinde giiclii bir etkisi oldugu
belirlenmistir.

Ellialtioglu vd. (2014) yaptiklari bir aragtirmada 1 adet Suriye’de yetistiricilligi
yapilan biber ¢esidi (Alfajer) ve 3 farkli biber genotipinin (B, 151 ve 171 no’lu 1slah
hatlar1) farkli besin ortamlarinda genotipe etkisi incelenmistir. Bu amagla Dumas de
Vaulx vd. (1981) tarafindan 6nerilen MS besin ortami kullanilarak olusturulan 8§ farkli C
serisi (C1-C8) kombinasyonu ve 8 farkli B serisi (B1-B8) kombinasyonu olmak tizere 16
farkli besin ortami: kombinasyonunda genotipler incelenmistir. Genotip bazinda
degerlendirme incelenirken; ortama alinan anter sayisi, geliserek tranfer ortamina
aktarilan anter sayisi, embriyogenik anter sayisi, embriyo sayis1 ve bitkiye doniisiim
oranlar1 belirlenmistir. C serisinde 2,4-D ve kinetin i¢eren besin ortamlarinda Alfajer ve
B hatt1 biber genotiplerinin daha basarili oldugu gozlemlenmistir. MS ortamina eklenen
NAA +BAP igeren B serisi besin ortamlarinda ise 151 ve 171 no’lu yerel genotiplerden
de basarili sonuglar alinmistir. Besin ortamina eklenen %0,25 oraninda aktif komiir ise
genotipe bagli olarak embriyo olusumunu artirmistir. En yiiksek embriyo olusumu glimiis
nitrat icermeyen B5 ortamindan elde edilmistir. B5 ortaminidan sonra embriyo
olusumunu C6, B3, B2, B7 besin ortamlar1 takip etmistir. B3 ortami1 hari¢ elde edilen
embriyolarin hepsi bitkiye doniligsmiistiir. 151 ve 171 no’lu yerel genotiplere gore Alfajer
ve B hatti biber genotiplerinde daha basarili sonuglar elde edilmistir. Yapilan ¢alismada
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anterin gelisme oranlarinin yiiksek oldugu tespit edilmis bu nedenlede anterlerin alinma
zamanlariin dogru oldugu diistiniilmistiir. Biber ¢i¢cek tomurcuklarinda tag¢ ve ganak
yapraklarin esit veya ta¢ yapraklarin ¢anak yapraciklarindan biraz daha uzun oldugu ve
anterlerde yaklasik yarisina kadar antosiyan goriildiigii donemin I. mitoz asamasinda
oldugu belirlenmistir (Chambonnet 1988). Embriyolardan gelisen bitkilerin ploidi
seviyesine bakildiginda %94°dii haploid kromozom yapisina sahip oldugu saptanmistir.

Taskin vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada biber genotipi olarak alt1 dolma,
yedi carliston, yedi yesilbiber ve sekiz kapya biber kullanilmistir. Calismada kullanilan
besin ortami, MS ortami igerisine +4 mg/l naftalenasetik asit (NAA) +0,5 mg/l 6-
benzilaminopurin (BAP) +15 mg/l giimiis nitrat (AgNO3) + %0,25 g/l aktif komiir ve 30
g/l siikroz ilave edilerek hazirlanmistir. Anter kiiltiirii yontemiyle elde edilen bitkilerin
ploidi seviyeleri flow sitometri ve basit sekans tekrart (SSR) markoérlerinin her ikisine
birden bakilarak tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda farkli biber g¢esitlerinden
elde edilen bitkilerde kendiliginden olusan double haploid bitki oranlar1 farklilik
gostermistir. Kendiliginden kromozom katlanmasiyla olusan double haploid bitkiler
ortalama %53,4 oraniyla en fazla dolmalik biber genotiplerinde elde edilmistir.
Calismada kullanilan diger genotiplerde kendiliginde olusan kromozom katlanmasi
carliston biber ¢esitlerinde ortalama %31,9’ken kapya biber gesitlerinde ortalama % 30,4
oraninda oldugu belirlenmistir. En diisiik kendiliginden olusan double haploid bitki ise
%22,2 oramyla yesilbiberlerden elde edilmistir. Kendiliginden double haploid
olusturamayan haploid bitkilere kolhisin uygulamasi yapilarak double haploid bitkiler
elde edilmistir.

2.2. Shed Mikrospor Kiiltiirii Tle Tlgili Onceki Cahsmalar

Double haploid bitki elde edebilmek i¢in anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiir
yontemleri 1973 yilinda kullanilmaya baslanmistir. Kim vd. (2013) tarafindan gelistirilen
iki asamali mikrospor kiiltiir yonteminde, anterlerden mekanik olarak ayrilan
mikrosporlarin iyi gelisim gosterdigi belirlenmistir. Iki asamali mikrospor kiiltiiriiniin
dezavantajlar1 ise; is gilicii ve hassasiyetin artmasi, karmagsik laboratuvar malzemeleri ve
hastalik bulagma riskinin yiiksek olmasi laboratuvar ¢aligmalarinin kolay yiiriitiilmesini
siirlamaktadir. Bu sebeple; mikrospor yontemi ile daha kolay DH bitki elde edebilmek
i¢in gesitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan bazilari, tiitiin (Sunderland ve Roberts
1979), kolza (Lichter 1981), patates (Uhrig 1985) ve arpa (Ziauddin vd. 1990) tarafindan
yiiriitiilmiistlir. Anter ve mikrospor kiiltiirli arasinda bir alt kiiltiir olarak kabul edilen shed
mikrospor kiiltiirli son yillarda 6nem kazanmistir. Shed mikrospor yontemi Ziauddin vd.
(1990) tarafindan arpa bitkisi {izerinde bir ¢aligma yapilmig, daha sonra ise Supena
(2006a,b) tarafindan yapilan biber ¢alismasi ile bu yontem degistirilmistir. Shed
mikrospor yontemi kolay uygulanabilir olmasi ve double haploid bitki verimliligini
artirmasi nedeniyle androgenesis teknikleri arasina girmistir. Shed mikrospor kiiltiiri alt
katmani kati, tist katmani ise s1vi olan iki katmanli anter kiiltiirii yontemidir. Bu yontemde
anter loblarinin ¢atlamasi ile mikrosporlar kiiltiir ortami igerisinde dagilir ve mikrospor
kiiltiirlinde oldugu gibi shed mikrospor kiiltiirlinde de mikrosporlar sivi katman iginde
gelistigi belirlenmistir (Ar1 2016a; Comlekgioglu 2018).

Ziauddin vd. (1990) tarafindan mikrospor yontemi kullanilarak Igri arpa
cesidinden elde edilen yesil bitkilerin hizli bir sekilde yenilenmesi {izerine bir calisma
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yapilmistir. 0,3 M mannitol kullanilarak (Arpa gesitlerinde mekanik olarak izole edilen
mikrosporlardan cevap alabilmek igin 1slatilip yumusatmak ve izalosyon yapma islemi)
Igri arpa ¢esidi yetistirilebilir. Bu ¢alismada donér bitkiden alinan materyaller 25 giin gibi
kisa siirede shed mikrospor kiiltiir yontemi kullanilarak yeni bitkiler elde edilmistir. Arpa
basaklarina 3-4 giin mannitolde 6n uygulama yapmak yerine 28 giin sogukta 6n uygulama
yapilabilir. Shed mikrospor yontemi ile 100 anterden %91 ortalama ile 292 yesil bitki
tiretilmis ve elde edilen bitkilerin yaklagik %80°ni kendiliginden double haploid bitkiye
doniigsmiistiir.

Gawel ve Robacker (1990) yaptiklari bir arastirmada embriyo ¢ogalma
ortamlarin1 karsilastirmak i¢in iki pamuk genotipi Coker 312 ve T 25 incelenmistir.
Incelemeye alinan genenotiplerde kallus gelisimi saglanabilmesi icin yar1 kat1 ve siv1 iki
tane kiiltiir ortam1 kullanilmistir. Kullanilan kiiltiir ortamlarindan birinsici MS igerisine
+4,0 mg/l NAA +1,0 mg/I kinetin, ikinci ortama ise MS igerisine + 0,1 mg/1 2,4 D +0,1
mg/l kinetin eklenerek olusturulmustur. Kiiltlir ortamlarina ekim islemi yapildiktan alt1
hafta sonra her bir eksplantan olusan kalluslar ¢ikartilarak ikiye ayrilmig. Ayirma islemi
yapilan kalluslarin bir boliimii yar1 kat1 gogaltim ortami igerisine diger bir boliimii ise s1v1
cogaltim ortaminin igerisine (%0,2 Gelrite) yerlestirilmistir. Ekim islemi yapildiktan 8
hafta sonra yapilan sayimda kallus olusturan ekplantlarin sayis1 genotip ve baslangig
ortamindan etkilendigi gozlemlenmistir. Varyans olusturma analizine gore kallusun
basladigi ortam, yari kati ve s1vi ¢ogaltim ortami ve baslangi¢ ortaminda genotipin etkisi
onemli degiskenlik gostermistir. T-testleri eslestirildiginde s1vi ¢ogaltim ortaminda 227,3
embriyo, yar1 kati ¢ogaltim ortaminda ise 134,6 embriyo elde edilmistir. Yapilan
calismanin sonucunda sivi ¢ogaltim ortaminda daha fazla embriyo elde edildigi
saptanmistir.

Supena vd. (2006a) arastirmalarinda shed mikrospor kiiltiirii ile double haploid
bitki elde edebilmek i¢in yedi adet Endonezya aci biber (Capsicum annuum L.) genotipi
kullanilmigtir. Kullanilan genotiplerden basarili sonuglar alinabilmesi i¢in {i¢ farkli faktor
incelenmistir. i1k olarak kiiltiir ortamina ilave edilen 200 mg/l antibiyotik timentin ve 10
mg/l rifampisin kombinasyonunun etkisi incelenmis ve inceleme sonucunda dondr
bitkiden aliman eksplantlarda bakteriyel kontaminasyonu engellenmis oldugu
saptanmustir. Incelenen ikinci faktérde; double haploid bitkilerin miktarini artirabilmek
amaglanmis bu nedenlede in vitro kosullarda kiiltiir ortamina alindiktan bir hafta sonra
besin ortami igerisine 100 uM kolhisin ilave edilmistir. Besin ortami igerisine ilave edilen
kolhisinin DH bitki olusumunda basarilig1 oldugu saptanmustir. Incelenen iigiincii bir
faktorde; ilk prosediirden elde edilen bitkilerin yapraklarinda nuklear DNA igerigi
incelenmesi i¢in yaprak stomalarina ve flow sitometri 6l¢iim yontemleri kullanilmistir.
Kullanilan bu yontemler ile kolay ve giivenilir bir sekilde ploidi seviyesi saptanilmistir.

Supena vd. (2006b) yaptiklar1 bir arastirmada anter ve mikrospor kiiltiir
yontemleri kullanilarak Endonezya ac1 biber (Capsicum annuum L.) genotipinden double
haploid bitkiler elde edilmeye calisilmistir. Bu ¢alismanin ilk denemesinde 4 farkli
yontemi denenmistir. Ilk denemede kullanilan Dumas de Vaulx (1981) yontemi iizerinde
calisilan 7 genotipten sadece bir tanesinin duyarli oldugu belirlenmistir. Denemede
kullanilan diger kiiltiir yontemlerinden Touraev ve Heberle-Bors (1999) kiiltiird,
Johansson (1982)’nun anter kiiltiirii yontemine gore daha iyi sonug verdigi belirlenmistir.
Johansson (1982) yonteminde denenen 4 genotipin hepsi Dolcet-Sanjuan (1997)
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yontemine daha duyarli oldugu belirlenmis bu nedenle Dolcet-Sanjuan (1997) yontemi
daha ayrintili olarak incelenmistir. Dolcet-Sanjuan (1997) yonteminde 1 giin boyunca +4
C’de 6n uygulama yapilan tomurcuklar ile n uygulama yapilmayan tomurcuklar iizerine
etkisini arastirmistir. Toplam embriyo ve normal goériiniimlii embriyo verimini arttirmak
icin degisik miktarlarda aktif komiir konsantrasyonu kati besin ortamina eklenerek
deneme kurulmustur. Baska bir uygulama ise degisik miktarlarda zeatin ve IAA
uygulayarak etkisi gozlenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda gelistirilen shed
mikrospor yontemi ile biber genomlarindan elde edilen haploid bitkiler, 6nceki yapilan
arastirmalara gore daha fazla miktarda elde edilmistir. Bu arastirmada %50’den daha geg
tek hiicreli mikrospor igeren tomurcuklar segilmis ve 1 giin 4 °C 6n uygulama islemi
yapildiktan sonra ¢ift katli ortama alinarak karanlikta 1 hafta 9 °C’de bekletilmis, daha
sonra ise 28 °C karanlik ortamda tutulmaya devam edilmistir. Cift katl1 besin ortamini
yarisi kat1 ve yarist s1vi ortamdan Olusturulmustur. Kati ortam Nitsch ortamin igrisine %2
maltoz ve %1 aktif komiir eklenerek olusturulmusken, sivi ortam 2,5 uM zeatin ve 5 uM
IAA eklenerek olusturulmustur. Test edilen on ac1 biber genotipinin tiimii shed mikrospor
kiiltiirline yanit verdigi tespit edilmistir. Bu arastirma sonucunda shed mikrospor yontemi
kullanilarak aci biber 1slahinda DH bitki elde edinilebilenecegi saptanmustir.

Kim vd (2008) bu ¢alismada ac1 biberde mikrospor kiiltiirii kullanilarak embriyo
tiretimi ve bitki yenilenme siklig1 belirtilmigtir. Mikrospor yonteminde kullanilan NLN
ortami modifiye edilereck NLNS ortami elde edilmistir. NLNS ortaminda Kiiltiire
alindiktan ii¢ hafta sonra globiiler ve kalp seklinde embriyolar elde edilmistir. Globiiler
ve kalp seklindeki embriyolarin ¢ogu kiiltiire alindiktan dort hafta sonra kotiledon
asamasina ulagsmistir. Bu kotiledon asamasina ulasmis embriyolar ise B5 kati1 bazal
ortama aktarildiktan sonra kiiciik bitkiler gelistirilmistir. Embriyo iretimi i¢in 6n
uygulama ortami, karbon kaynaklar1 ve kiiltiir yogunluklari degistirilerek kosullar
optimize edilmistir. BS ortamina gore siikroz aglik ortaminda sicak soku uygulamasinin
daha etkili oldugu belirlenmistir. Karbon kaynagi olarak siikroz ve maltozun
karsilastirilmasinda, siikrozun maltoza gore daha iy1 oldugu ortaya ¢ikmis ve en yiiksek
embriyo iretim %9 ile siikrozdan elde edilmistir. Mikrospor ekim yogunlugunun
embriyonik baslama ve gelisme yogunlugu iizerine etkisinin kritik oldugu belirlenmis ve
optimal ekim yogunlugu ise 8 X 10% — 10 x 10%ml olarak saptanilmistir. Bu calismada
aragtirmacilar her bir petri kabma yerlestirilen 10 X 10* yogunlugundaki mikrosporlar
gelisim gostererek 54’{in tlizerinde embriyo elde edilmis ve %5,5 ‘inin Kkotiledon
asamasina ulastig1 belirlenmistir.

Supena ve Custers (2011) yaptiklar1 g¢alismada shed mikrospor yontemi
kullanilarak aci biberden elde edilen normal goriiniimlii embriyolarmn %20’sinin
verimlilik problemi ¢6zmeyi amaglamislardir. Bu problem sadece shed mikrospor
yonteminde degil diger androjenik yontemlerde de etkilidir. Bu sebeple normal
goriiniimlii embriyolarin verimliligini artirmak i¢in bu protokol {iizerinde ¢esitli
arastirmalar yapilmistir. Bu aragtirmalarin neticesinde shed mikrospor yontemindeki sivi
ist katmana ilave edilen 2,5 uM zeatin ve 5 pM IAA sayesinde %50’den daha fazla
normal goriiniimlii embriyolarin verimliligini etkilemistir. Verimliligi etkileyen diger bir
faktor ise kiiltiire alindiktan 3 hafta sonra inkiibasyon sicakligini1 +28 °C’den +21 °C’ye
diistirerek saglanmistir. Shed mikrospor yonteminde kati besin ortamina eklenen %1
oranindaki aktif komiir toplam embriyo iiretimini olumlu yonde etkilerken, absisik asit
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ve arttirilan ozmolalite embriyo iiretimi olumsuz etkilemistir. Dondr bitkideki anterler
gibi double hatlarin kullanilmas1 degiskenligi azaltmis ve uygulanan islem ise istatiksel
analiz verilerini arttirmistir. Rafine protokolii ile normal gériiniimlii emriyolarindan daha
yiiksek oranda elde edilmektedir.

Cheng vd. (2013) tek generasyon ile haploid hat iiretebilmek igin islahgilar
tarafinda androgenesis yontemini kullanarak double haploid bitki elde etmislerdir.
Androgenesis yontemiyle izole edilen mikrospor kiiltliriinden de elde edilebilir ancak
embriyogenesis olusumunda verimin ¢ok diisiik oldugu goézlemlenmektedir. Biberde
embriyogenesis yontemini gelistirmek icin bu calismada farkli biber genotiplerinde
mikrospor embriyogenesisin farkliliklarini ve 6n islem ortamindaki biiylime
diizenliyicilerin ve aktif komiirin embriyogenesissin baslangicindaki  etkisini
gozlemlenmistir. Bu ¢alismada elli biber genotipi gézlemlenmistir. Farkli genotiplerde en
yiiksek gelisen mikrospor %29,56 orani ile 36. genotipte, en diigiik gelisen mikrospor
%3,11 oraniyla 26. genotipte oldugu belirlenmistir. Ortalama gelisen mikrospor orani ise
%13,13°tiir. Lo (3%) orthogonal testinden elde edilen istatistiksel sonuca gore BA
seviyesindeki degisiklik mikrospor gelisim oranini ¢ok 6nemli oranda degistirmistir. Bu
denemedeki en iyi besin ortam1 0 mg/l (BA) +0,2 mg/l (NAA) ve 0,5 mg/l (KIN)
eklenerek olusturulmustur. Diisiik embriyogenesis elde edilen farkli genotiplerin besin
ortamma %0,05 oraninda (AC) kullanildiginda mikrospor kiiltiiriinde embriyo
olusumunu 6nemli 6l¢iide etkiledigi gozlemlenmistir.

Kim vd. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada ac1 biberden ayrilan mikrosporlarin
gelisim gostererek olusturduklar1 embriyolardan kotiledon tiretebilmek igin etkili bir
kiiltiir sistemi gelistirilmis ve elde edilen yeni bitkilerin ploidi seviyeleri incelenmistir.
Aragtirmacilar sivi, ¢ift katmanli ve iki asamali kiiltiir sistemi olmak tizere ii¢ protokol
tizerinde c¢alisma yapmiglardir. Cift katmanl kiiltiirde ayni1 ortam bilesenleriyle
olusturulan s1vi katman iiste, kat1 katman altta olarak olusturulan kiiltiirde ise kotiledonlu
embriyolar daha verimli bir sekilde elde edilmistir. ik olarak s1v1 ortam iizerinde gelisen
mikrosporlar daha sonra ¢ift katmanli ortamda alt kiiltiire alinarak olusturulan iki asamali
sistemde kotiledonlu embriyolarin iiretilmesi en etkili yontem olmustur. Mikrosporlar
izole edildikten sonra 60 x 15 mm petri i¢ine 8~10 x 10*/ml yogunlugunda olacak sekilde
bir hafta boyunca sivi ortam iginde kiiltiire alinmis ve iki sivi kiltiir igerisindeki
mikrospor siispansiyonlart 100 X 20 mm'lik petri igerisinde birlestirilerek kati ortam
icerisine yerlestirilmistir. Kat1 ortam igerisinde 3 hafta muhafaza edildikten sonra daha
verimli kotiledonlu embriyo elde edildigi gozlenmistir. Iki asamali kiiltiir
embriyolarindan olusan kotiledonlu embriyolar rejenerasyon ortamina transfer
edildiginde % 95’ten daha fazlasi bitkiye doniismiistiir. Bu ¢alismada analiz edilen 190
bitkiden sadece %16,3’ii 31°i iki asamali kiiltiir sistemi kullanilarak iiretilmistir. Iki
asamal1 kiiltlir sistemi diger protokollere gore en iyi performans gostermistir.

Ar vd. (2016a) yiiriittikleri arastirmada siis biberlerinin ¢ok amagl ve peyzaj
alaninda kullanilmasi bu konu iizerine 1slah ¢aligmalarinin artmasina neden oldugunu
bildirimistir. Fakat literatiir taramasinda haploidle ilgili bilgiler sinirli sayida oldugu
gozlemlenmektedir. Ik olarak bu ¢alismada antosiyanin bulunan ve bulunmayan iki siis
biberi genotipinden haploid i¢in uygun mikrospor igeren siis biberi tomurcuklarini
calismay1 hizlandirmak i¢in morfolojik ve sitolojik olarak belirlenmistir. Ikinci olarak ise
sonbahar doneminde shed mikrospor kiiltiiriinde 64 genotipin anrojenik tepkileri
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belirlenmistir. DAPI boyama sonuglarina gore tam antosiyaninli genotiplerde (% 70-80)
, yesil goriiniimlii genotiplerde (% 70-85) olan kaliks / tomurcuk oran1 uygun siis biberi
tomurcuk sec¢imi i¢in dnemli bir morfolojik belirte¢ olarak kullanilabilir. Bu ¢aligmadaki
64 genotipten 48 tanesi shed mikrospor Kkiiltiirii ¢alismasina cevap vermis ve bu
genotiplerden farkli oranlarda embriyo elde edilmis. Cicek tomurcugu basina toplam
embriyolarin en yiiksek ortalama verim 12,7’ken normal goériiniimlii embriyorin en
yiiksek ortalama verimi 1,48 olarak gozlemlenmistir. Ticari ¢esitlerdeki genotiplerin,
yerel genotiplere kiyasla tomurcuk basina daha fazla embriyo tirettigi ve iiretilen toplam
2406 embriyonun 297 tanesi ortalama %12,34'liik orantyla radikal, hipokotil ve iki
kotiledondan olusan normal gériiniimlii embriyolar olusturmustur. Fakat proembriyolar,
globiiler embriyolar veya iiretilen embriyolar normal biiyliimelerine devam etmis olsaydi
bu oranin daha yiiksek olacagi diisiiniilmektedir. 297 normal gériinlimlii embriyonun ise
263 tanesi c¢imlenme ortamina aktarilmis, bunlar arasindan gercek yaprak ve kok
olusturarak toplamda 132 embriyo ¢imlendirilmistir. Cimlenen embriyolarin biiylimesi
beklenildigi gibi ger¢eklesmemis sadece birkag tanesi iklimlendirme agamasina alinmis
digerleri ise biiyiimeyi durdurmus ve kahverengiye doniistiigii gézlemlenmistir. Bu
calismada shed mikrospor kiiltiirii ile sonbaharda elde edilen embriyo sonuglari siis biberi
genotiplerinde double haploid (DH) bitki iiretimi i¢in basariyla kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Ar1 vd. (2016b)’nin bildirdigine gore biber (Capsicum annuum L.) 1slahinda yeni
cesitlerin gelistirilmesi i¢cin doubled haploid (DH) bitki {iretimi dnemli bir yere sahiptir.
Fakat dekoratif amagla kullanilan biber genotiplerinde DH bitki tiretimi i¢in yeterli bilgi
yoktur. Bu c¢alismanin amacit double haploid siis biberi hatlar1 iiretmektir. Ug
androgenesis protokoliinde en etkili yontemi belirlemek icin. F veya F3 liretimindeki 48
genotipin androjenik tepkileri iki yar1 kat1 besin ortami1 olarak MS, B5 ve shed mikrospor
kiiltiirli olmak {izere anterler {i¢ protokolde karsilastirilmistir. Shed mikrospor kiiltiiriiniin
diger iki yar1 kat1 ortama gore daha iyi sonug verdigi gozlemlenmistir. Shed-mikrospor
kiiltiiri, normal goriinlimlii ve toplam embriyolarin liretiminde dier iki yari1 kati
ortamdan daha istiin oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen 18.578 embriyonun 5.587
tanesi normal goriiniimlii embriyo olusturmustur. Gelisim gdsteren normal goriiniimlii
embriyolardan 204 tanesi in vito ortamda c¢imlendirilmis ve iklimlendirme islemi
yapilmustir. Iklemlendirme islemi yapildiktan sonra % 59,8°lik oranla 63 double haploid,
52 haploid ve 7 mixoploid olmak iizere 16 genotipten toplamda 122 adet siis biberi bitkisi
elde edilmistir. Flow sitometri analizinde spontan double haploid oram1 %51,6 olarak
gbzlemlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda shed mikrospor kiiltiiriiniin siis biberi double
haploid ¢alismalarinda etkili bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma 2018-2019 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Aragtirma Seralar1 ve Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvarlarinda
yiritillmiistiir. Bitkisel materyal olarak asagida 6zellikleri verilen iki adet Fy biber ¢esidi
kullanilmustir.

3.1 Materyal
3.1.1. Denemede kullanilan biber genotiplerinin ézellikleri

Bu arastirmada bitkisel materyal olarak 2 tane F1 biber ¢esidi Lumbard RZ F1 (37-
Q4) ve Ugburun Fi1 kullanilmistir. Denemede kullanilan biber Fi gesitleri Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Aragtirma Seralarinda yetistirilmistir.

Sekil 3.1. Serada yetistirilen Lumbard RZ F1 (37-04) biber ¢esidine ait bir goriintii

Lumbard RZ Fi1 (37-04): Tatli sivri biber, bitki yapist orta gii¢lii, bitkinin bogum arasi
kisa, yandal olusumu iyidir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi meyve rengi koyu renkli ve
parlak, meyve ylizeyi piiriizsiiz, meyve uzunlugu 23-25 cm, meyve tutumu yiiksek ve
erkenci, agik tarla, ortiialt1 giiz ve bahar donemi yetistiriciligine uygun, dayanimlari ise
HR: Tm:0-2, IR: TSWV dir.
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Sekil 3.2. Serada yetistirilen Ucburun F1 biber gesidine ait bir goriinii

Ucburun F1: Tiirk tipi kahvaltilik biber olan ii¢ burunun, bitki yapis1 giiclii, bitkinin
bogum arasi kisa, yan dal olusumu iyidir. Sekil 3.2 de goriildiigii gibi meyve rengi yesil
ve parlak, meyve eti ve kabugu ince, gevrek, meyve uzunlugu 12 cm ¢ap1 ise 2 cm dir.
Meyve tutumu yiiksek ve erkenci olan bu gesit ilkbahar, tek ekim ve sonbaharda sera
icinde yetistiriciligi yapilabilmektedir.
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3.2 Metot

3.2.1. Kiiltiire alinma islemleri sirasinda kullanilan malzemeler ve malzemelerin
sterilizasyon islemleri

Anter kiultirii ve shed mikrospor kiiltir caligmalarinda besin ortamlarinin
muhafaza edilebilmesi i¢in degisik biiytikliikteki steril plastik petri kaplar1 kullanilmigtir.
Kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan besin ortamlari, saf su, kurutma kagidi, pensler,
bistiiriler, mikro pipet uclari, cam kavanoz ve beher gibi malzemelerin sterilazyonu 121
OC sicaklik ve 1,2 kg/cm? basing altinda 20 dakika siire ile otoklavlanarak yapilmustir.
Otoklav sterilazyonu yapilamayan malzemeler asetat kalem, prafilm, bistiiri u¢lari, havlu
pegete, streg film ve biber tomurcuklarinin bulundugu cam kavanozlar %70 alkolle yiizey
sterilazyonu yapilarak steril kabin i¢ine alinmistir. Kiiltiire alma islemi baglamadan 6nce
steril kabin igerisi %70 alkol ile temizlenerek besin ortamlar1 ve cam kavonoza alinan
biber tomurcuklar1 hari¢ diger materyaller steril kabin igerisine birakilarak UV 15181 15
dk stire ile calistirllmistir. Kiiltiire alma islemleri sirasinda pensler ve bistiiriler de
strelizasyonu saglamak amaciyla her kullanimdan 6nce glass bead sterilizasyon aletinde
bekletilmistir.

Sekil 3.3. Sterilazyon isleminde kullanilan otoklav cihazi
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Sekil 3.4. Sterilizasyon isleminde Sekil 3.5. Pensler ve bistiiriler
kullanilan glass bead’ten bir goriinti

3.2.2. Kiiltiirlerde kullanilan besin ortamlarimin hazirlanmasi
3.2.2.1. Anter kiiltiiritnde kullanilan besin ortaminin hazirlanmasi

Bu ¢alismada anter kiiltiirii i¢in Biiylikalaca vd. (2004) basarili sonug aldigi besin
ortami kullanilmistir. Murashige ve Skoog (1962) hazir besin ortamindan 4,4 g/l
kullanilmis olup igerisine 0, 1 mg/I BAP +4 mg/l NAA +15 mg/l AgNO3 + 2,5 g/l aktif
komiir +30 g/l siikroz +7 g/l agar eklenmis ve pH 5,7-5,8’¢ ayarlanmistir.

Kimyasallar1 karistirmak igin magnetik karistirici kullanilmigtir. Magnetik
karistirict {izerine 1 litrelik beher yerlestirilmis ve igerisine bir miktar distile saf su
eklendikten sonra 4,4 g/l MS temel besin ortami1 ve 30 g/l siikroz ilave edilmis ve ¢6ziilme
islemi  gerceklesinceye kadar bekletilmistir. Kimyasallarin  ¢oziilme islemi
gerceklestikten sonra igerisine dnceden hazirlanmig olan hormon stoklarindan 4 mg/l
NAA ve 0,1 mg/l BAP hormonlar1 mikropipetler yardimiyla eklenmistir. Cozeltinin
igerisine 15 mg/l AgNOs ve 2,5 g/l aktif komiir de ilave edilerek daha 6nce beher igerisine
koyulmus olan distile saf su 1 L’ye tamamlanmistir. Daha sonra magnetik karistirict
yardimiyla karistirilarak 1 N’lik HCl ve 1 N’lik KOH kullanilarak pH 5,7-5,8’e
ayarlanilarak besin ortaminin hazirlanma islemi yapilmistir. Besin ortaminin sterilazyonu
ise 121 °C sicaklik ve 1,2 kg/cm? basing altinda 20 dakika siire ile otoklavlanarak
yapilmigtir. Daha sonra hazirlanmis olan besin ortami steril kabin igerisinde petrilere
dokiilerek sogumaya birakilmistir. Sogutma islemi tamamlandiktan sonra stre¢ filmle
sarilarak daha uzun siire muhafiza edilebilmesi i¢in buzdolabina kaldirilmistir.
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Cizelge 3.1. Anter kiiltliriinde kullanilan besin ortaminin bilesimi

Makro Elementler

(Murashige ve Skoog, 1962) (mg/l)

KNO3

NHsNO3
CaCl2.2H20
MgS0Oa4.7H20
KH2POq4

Mikro Elementler
Kl

H3BO3
MnS04.4H,0
ZnS04.7H20
Na:M004.2H,0
CuS04.5H20
CoCl2.6H.0
FeS04.7H0
Na;EDTA
Vitaminler
Pyrodoxine HCI
Glycine

Nicotinic Acid
Thiamine-HCI
Myo-inositol
Bilyiimeyi, Diizenleyiciler
BAP

NAA

AgNOs3
Karbonhidratlar (g/l)
Sakkaroz

Diger Maddeler (g/1)
Aktif Karbon

Agar

1900
1650
440
370
170
(Murashige ve Skoog, 1962) (mg/l)
0,83
6,2
22,3
8,6
0,25
0,025
0,025
27,8
37,3
(Murashige ve Skoog, 1962) (mg/1)
0,5
2,0
0,5
0,1
100
(Biiyiikalaca vd. 2004)
0,1 mg/l
4
15 g/l
(Btiytikalaca vd. 2004)
30 g/l
(Btiytikalaca vd. 2004)
2,509/l
79/l
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Sekil 3.6. Besin ortami1 hazirligindan bir goriintii

3.2.2.2. Shed mikrospor kiiltiiriinde kullanilan besin ortamlarinin hazirlanmasi

Shed mikrospor kiiltiirii yaris1 katt ve yarist sivi olmak tizere iki katmandan
olugsmaktadir. Kati1 katmani olusturabilmek i¢in NN (1969) besin ortami igerisine +%2
maltoz +%1 aktif komiir +%0,6 agar +2,5 uM zeatin ve 5 uM ITAA ilave edilerek
hazirlanmistir. S1vi katman olusturulmasi igin ise NN (1969) ortamu igerisine %2 maltoz
eklenmistir. Kati ve sivi ortamlarin pH 5,7-5,8’e ayarlanmistir. Kat1 ve sivi besin
ortamlarinin sterilazyonu ise 121 °C sicaklik ve 1,2 kg/cm? basing altinda 20 dakika siire
ile otoklavlanarak yapilmistir. Daha sonra hazirlanmis olan kat1 besin ortanu steril kabin
igerisinde 3 cm kalinligindaki steril petrilere 1,5 ml dokiilerek sogumaya birakilmistir.
Sogutma islemi tamamlandiktan sonra stre¢ film ile sarilarak daha uzun siire muhafiza
edilebilmesi i¢in buzdolabina kaldirilmistir. Hazirlanan sivi ortam ise kati ortamin
lizerine anterlerin ekim islemi yapildiktan sonra 1 ml olacak sekilde ilave edilmistir

(Supena vd 2006 a, b).
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Cizelge 3.2. Shed mikrospor kiiltiiriinde kullanilan besin ortaminin bilesimi

Makro Elementler

(Nitsch ve Nitsch 1969)

KNO3

NH4NO3
MgS04.7H20
CaCl,.2H20
KH2PO4

Mikro Elementler
MnSO4.4H,0
H3BO3
ZnS04.7H20
CuS04.5H;0
Na;Mo004.2H20
FeS04.7H.0
Na;EDTA
Vitaminler
Nikotinik asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI
Biotin

Folik asit
Myo-inositol
Glisin
Biiyiimeyi, Diizenleyiciler
Zeatin

IAA
Karbonhidratlar
Maltoz

Diger Maddeler
Aktif Karbon
Agar

950
720
185
220
68
(Nitsch ve Nitsch 1969)
25
10
10
0,025
0,25
27,8
37,3
(Nitsch ve Nitsch 1969)
5
0,5
0,5
0,05
0,5
100
2,0
(Supena vd. 2006 a, b)
2,5 UM
S5uM
(Supena vd. 2006 a, b)
%2
(Supena vd. 2006 a, b)
%1
6 g/l
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3.2.3. Bitki yetistirme

Anter kiiltiiriinde embriyo tiretimi i¢in bitkinin biiylime kosullart ¢ok énemlidir.
Bu konu iizerine yapilan ¢aligmalarda sera gibi kontrollii kosullarda yetistiriciligi yapilan
bitkilerinden alinan anterler a¢ik alanda kontrolsiiz ¢cevre kosullarinadan yetistiriciligi
yapilan bitkilerden alinan anterlere gore c¢ok daha fazla embriyo elde edilmistir
(Biiyiikalaca vd. 2004).

Bu ¢alismada biber tomurcuklar1 2018 giiz donemi kasim —aralik ve 2019 bahar
donemi mart-nisan olmak iizere Akdeniz {iniversitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma
Seralarindan toplanmuistir.

Sekil 3.7. Kiiltiire alinan biber tomurcuklarinin yetistiriciligi yapilan seradan bir goriintii

3.2.4. Anter Kkiiltiirii ve shed mikrospor Kkiiltiirii icin cicek tomurcugunun alinma
evresi

Anter kiiltiirii yonteminde basarili olmak i¢in ¢igek tomurcuklarinin alinma evresi
¢ok onemlidir. Yapilan caligmalarda kiiltiire alinan anterlerin igerisindeki mikrosporlarin
gelisim asamasi birgok bitki tiiriinde tek ¢ekirdekli mikrospor veya 1. polen mitozundan
hemen sonraki doneminin en uygun donem oldugu saptanmistir (Ellialtioglu vd 1999).
Cigek tomurcuklarin alinma evresi yapilan c¢alismalarda, ¢anak yaprak ve tag yaprak
boylarinin esit veya tag yapraklarin ¢anak yapraklarin uzunlugundan biraz daha uzun
oldugu durumlarda ve anterlerin bascik kisimlarinin yaklasik yarisina kadar antosiyan
oldugu gelisim asamasi mikrosporlarin I.mitoz asamasinda oldugu belirlenmis
(Chambonnet 1988).

Bu calismada biber ¢icek tomurcuklari morfolojik goriiniimlerine gore tag
yapragin c¢anak yapraklari gegmeye basladigi donemdeki tomurcuklar toplanmistir.
Toplanan tomurcuklarin sterilizasyon islemi yapildiktan sonra steril kabin i¢inde kurutma
kagidina konularak pens ve biistiri yardimiyla anterler ayirma islemi yapilmigtir.1. mitoz
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asamasinda olan anterlerin soluk yesil ve u¢ kisimlarindan kenarlarina dogru agik mavi
veya mor renkli olanlariin petri igerisine ekim islemi yapilmaistir.

3.2.5. Anter kiiltiirii yontemi icin 6n uygulamalar

Bu ¢alismada anter kiiltiirii i¢in herhangi bir 6n uygulama yapilmamistir. Sabah
saatlerinde toplanan tomurcuklar ayn1 giin igerisinde sterilizasyonu yapilarak ekim islemi
yapilmistir.

3.2.6. Anter Kkiiltiirii yonteminde c¢icek tomurcuklarmmin dezenfeksiyonu ve
anterlerin ayrilmasi

Uygun donemdeki biber ¢i¢ek tomurcuklarina %10’ luk NaClO ¢ozeltisi iginde
15 dakika siireyle dezenfekte edilmis ve daha sonra 3 kez steril distile sudan gegirilmek
suretiyle  yiizey  sterilizasyonu  gergeklestirilmistir.  Yilizey  sterilizasyonu
gergeklestirildikten sonra otoklavda sterilizasyonu yapilan kurutma kagitlarinin tizerine
koyulan ¢i¢ek tomurcuklarinin alt kismini kesilerek ta¢ yaprak, ¢canak yaprak ve disicik
ireme organi ¢ikartilarak yalniz birakilan bascik ve sapgik kisimlarindan olusan
anterlerin sapgik kismi bistiiri ve pens yardimiyla ayrilarak bascik kisminin ekim iglemi
besin ortamina yapilmaistir.

Sekil 3.8. Biber genotiplerinin dezenfeksiyon islemi sirasindaki bir goriintii
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Sekil 3.10. Biber tomurcugundan izole edilmis anter goriintiisii
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3.2.7. Anter kiiltiirii yontemi icin inkiibasyon ve Kiiltiir kosulllar:

Anter Kkiiltiirii ydnteminde kiiltiire alinan anterlere +35 °C’de 48 saat
inkiibasyonda sicak uygulama islemi yapildiktan sonra +25 °C olan biiyiime odasinda 33
giin karanlikta birakilmistir. Bu uygulamalardan sonra gelisen anterleri 35. giinde
hormonsuz besin ortamina yerlestirilmistir. Yerlestirme yapildiktan sonra petriler +25
C’de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks aydinlatmali biiyiime
odasina alinmistir. Biiyiime odasina alinan petrilerin haftalik olarak gézlemleri yapilarak
kay1t altina alinmistir.

Sekil 3.11. Anter kiiltiirii calismasinda kullanilan inkubator
3.2.8. Shed mikrospor yonteminde mikrosporlarin gelisim agamalarim belirlemek

Farkli biiyiikliikteki biber anterlerinin gelisim asamalarin1 belirlemek amaciyla
tomurcuklar kendi aralarinda morfolojik goriintiisiine gore siniflandirilmistir. Sekline ve
biiyiikliigline gore gruplandirilan  biber tomurcularinin  igindeki  anterlerin
mikrosporogenesis agamalarini belirlemek amaciyla Ethidium Bromide (3,8-diamino-5-
ethyl-6-phenly phenanthridium bromide) (EtBr)’in saf suyla hazirlanan stok soliisyonu
kullanilmistir. Farkli biytiklikteki canli tomurcuklardan alinan anterler lamlar iizerine
yerlestirilerek mikrosporlar serbest hale getirildikten sonra tizerine bir iki damla EtBr
cozeltisinden damlatilarak floresan mikroskobunda gozlemi yapilmistir.
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Sekil 3.12. Goriintiileme sistemine ait bir goriintii
3.2.9. Shed mikrospor yontemi icin 6n uygulamalar

Shed mikrospor kiiltiirii tekniginde ¢igek tomurcuklarina yapilan 6n uygulamalar
mikrosporlarin  gelisimi {lizerine etki yapmaktadir. Sterilizasyonu tamamlanan
tomurcuklardan ¢ikartilan anterlere ve kiiltiire alinan mikrosporlara kiiltiir siiresinin ilk
zamanlarinda farkli sicaklik ve karanlik uygulamasi gibi 6n uygulamalar yapilabilir. Bu
amagla tomurcuklara +4 °C’de 24 saat karanlikta 6n uygulamasi yapildiktan sonra
tomurcuklar izole edilip kiiltiire alinmistir (Supena 2006a,b).

3.2.10. Shed mikrospor Kkiiltiirii yonteminde c¢icek tomurcuklarinin dezenfeksiyonu
ve anterlerin ayrilmasi

Biber ¢igek tomurcuklarina, 100 ml’sine 1-2 damla Tween-20 damlatilarak
%10’luk sodyum hipoklorit igerisinde 15 dakika bekletildikten sonra 3 kez 5’er dakika
stire ile steril distile sudan gegirilmek suretiyle ylizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir.
Yiizey sterilizasyonu gerceklestirdikten sonra otoklavda sterilizasyonu yapilan kurutma
kagitlariin iizerine birakilan ¢igek tomurcuklarinin alt kismini kesilerek ta¢ yaprak,
canak yaprak ve disicik lireme organi ¢ikartilarak yalniz birakilan bascik ve sapgik
kisimlarindan olusan anterlerin sapgik kismi bistiiri ve pens yardimiyla ayrilarak bascik
kisminin ekim islemi besin ortamina yapilmaistir.
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3.2.11. Shed mikrospor Kiiltiirii yonteminde anterlerin besin ortamina
yerlestirilmesi

Mikrospor kiiltiiriinde tomurcuklarin dezenfeksiyon islemi yapildiktan sonra
anterlerin bagcik kismi1 pens ve bistiiri yardimiyla ayrilmistir. Daha sonra onceden
hazirlanan steril plastik petrilerin i¢ine koyulan besin ortaminin ilk katmani olan kati
ortam tzerine anterlerin ekim islemi yapilmis ve tizerine 1000 ul mikropipetle gekilen
stvi katman ikinci katman olarak eklenerek petrilerin kenarlar1 parafilmle kapatilmistir.

3.2.12. Shed mikrospor yontemi icin inkiibasyon ve Kiiltiir kosulllar:

Shed mikrospor yonteminde kiiltiire alman anterler +4 °C’de sogukta 1 hafta
stireyle 24 saat karanlikta bekletilmistir (Supena 2006a,b). Soguk uygulama yaptiktan
sonra +27 °C°de inkiibasyonda mikrosporlarin kallus, embriyo veya embriyo benzeri yap1
olusturuncaya kadar bekletilmektedir. Her hafta yapilan gdzlemler sonucu kallus,
embriyo ve embriyo benzeri yapilar hormonsuz besin ortamina yerlestirilmistir.
Yerlestirme yapildiktan sonra petriler +25 °C’de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlhik
fotoperiyot ve 3000 liikks aydinlatmaya sahip olan biiylime odasina alinmistir. Biiyliime
odasina alinan petrilerin haftalik olarak gozlemleri yapilarak kayit altina alinmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Anter Kiiltiirii Ve Shed Mikrospor Kiiltiirii icin Uygun Biber Tomurcuk
Biiyiikliigiiniin Belirlenmesi

Bu calismada bir tane sivri (Lumbard RZ F1) digeri ise iicburun (Ucburun F1)
olmak tizere 2 farkli biber ¢esidi kullanilmistir. Bu iki farkli biber ¢esidinin tomurcuk
siniflandiriimasi Cizelge 4.1°de ki Ozkum Ciner ve Tipirdamaz (2002)’de yaptigi ¢alisma
dikkate alinarak yapilmistir. Bu calismaya gore tomurcuklarinin ta¢ yapragi canak
yapragina esit veya ta¢ yapragin ¢anak yapraktan biraz daha uzun oldugu asamadaki
anterlerin renginin yesilimsi, u¢ kisminin ise mor renkli oldugu ve yapilan diger
calismalarda ise basar1 elde edebilmek i¢in en 6nemli faktorlerden birisinin uygun
tomurcuk se¢imi oldugu (Reinert ve Bajaj 1977; Karakulluk¢u 1991; Karakulluk¢u ve
Abak 1992; Chunling 1992; Comlekg¢ioglu vd. 1999, 2001; Biiyiikalaca vd. 2004; Kim
vd. 2004; Supena vd. 2006, 2011; Taskin vd. 2011; Ata 2011; Ellialtioglu vd. 2014) tek
¢ekirdekli ya da 1. polen mitoz asamasindan daha iyi sonug alindigi bildirilmistir.

Cizelge 4.1. Tomurcuk gelisim asamalarmin biiytikliigli ve anter tomurcuklarimin
morfolojik 6zellikleri olmak {izere 5 grupta incelenmistir (+ standart hata anlamina gelir)
(Ozkum Ciner ve Tipirdamaz 2002)

Tomurcuklarin Tomurcuklarin Tomurcuklarin Anter ve mikrospor
gelisme agamasi uzunlugu (mm) cap1 (mm) tomurcuklarimin o6zellikleri

Bu asamadaki tomurcuklar
kiigiiktiir. Anterlerin rengi agik
yesil ve mikrospor ana
hiicreleri igerirler

1 540,5 4402

Bu asamadaki tomurcuklar
acilmamugtir. Anterlerin rengi

2 6+0,7 45+0,5 yesil ve tetrad ve gec tetrad
asamalarinda mikrosporlar
igerirler.

Bu asamadaki tomurcuklarin
ta¢ yaprak uzunlugu canak
yaprak uzunlugundan ayni
veya biraz daha uzundur.
Anterlerin rengi yesil ve ug
kisimlari mor renklidir. Bu
asamadaki tomurcuklar tek
¢ekirdekli ya da 1. Polen
mitoz asamalarinda mikrospor
igerir.

3 7+0,3 5+0,2

Tag yaprak, ¢anak yapraktan
biraz daha uzundu, anter rengi
4 8+£04 7+0,3 yesilimsi u¢ kismi mor renkli
ve mitoz asamasinda
mikrosporlari igeriyor
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Cizelge 4.1.’in devanu

Tomurcuklar agik ve anterler
koyu mor renklidir. Bu

5 10+0,9 7+0,6 asamadaki tomurcuklar erken
iki ¢ekirdekli ve polen taneleri
igerirler.

Yukaridaki Cizelge 4.1° ¢ gore tomurcuk siniflandirmasinda en iyi 3. asamadaki
tomurcuklardan elde edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada Lumbard RZ F1 ve Ucburun F1’in
uzunlugu 6-7-8 mm olan tomurcuklar kullanilmis olup arastirmanin sonucunda 3.ve 4.
gelisim agsamasindaki tomurcuklar anter ve shed mikrospor kiiltiir yontemlerine daha iyi
sonug verdigi saptanmistir.

Sekil 4.1°de Lumbard RZ F1 ¢esidinin tomurcuk gelisim asamalar1 gortiilmektedir.
Sekil 4.1a’da goriilen biber tomurcuklarin toplu haldeki bir goriintiisii olup, anter kiiltiirii
calismasinda 2. ve 3. gelisim asamasinda olan tomurcuklar kullanilmistir. Lumbard RZ
F1 ¢esidinin shed mikrospor ¢alismasinda ise 3. gelisim asamasinda bulunan tomurcuklar
kullanilmastir.

Calismada kullamilan diger ¢esit Ucburun F1’in tomurcuk gelisim asamasi Sekil
4.2°de goriilmektedir. Ugburun Fi ¢esidinin tomurcuklarmin toplu halde gériintiisii Sekil
4.2a’da bulunmakta olup anter kiiltlirii caligmasinda 2., 3. ve 4. Gelisim asamasindaki
tomurcuklar kullanilmigtir. Arastirmada kullanilan shed mikrospor yonteminde ise 3. ve
4. gelisim asamasindaki tomurcuklar kullanilmistir.
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Sekil 4.1. Lumbard RZ F; ¢esidine ait tomurcuk gelisim asamalar1 (a: tomurcuklarin toplu
halde goriintimii, b ve b'": 1. gelisim agamasi, ¢ ve ¢'": 2. gelisim asamasi d ve d": 3. gelisim
asamasl, e ve e'": 4. gelisim asamasi, f ve f: gelisim asamasindaki tomurcuklar ve bu
tomurcuklara ait anterlerin goriiniimii)

30



BULGULAR VE TARTISMA Y. BENLI

...;l,vl,-.ﬂ\ N ,

i & i '*.!|"

i

R

\,: T

LAY h (u'. :

" TR \\ 1‘4 ' lt\ ﬂ' h
s
LHARIA h’n UI " \QL

(M ,}*t‘( v‘;
W ‘ v “.‘

W\
.

e 1
”I“.| .fn

Sekil 4.2. Ucburun Fi ¢esidine ait tomurcuk gelisim asamalari (a: tomurcuklarin toplu
halde goriiniimii, b ve b': 1. gelisim asamasi, ¢ ve c": 2. gelisim agamasi d ve d": 3. gelisim
asamaslt, e ve e 4. gelisim asamasi, f ve f: gelisim asamasindaki tomurcuklar ve bu
tomurcuklara ait anterlerin gériiniimii)
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4.2. Anter Kiiltiirii Calismasindan Elde Edilen Sonug¢lar

Anter kiiltiirii ¢alismasinda kiiltlir ortami1 olarak Taskin vd. (2011)’ de yaptig
calismada kullanilan MS ortaminin igerisine +4 mg/l NAA + 0,1 mg/l BAP +15 mg/l
AgNO3 ve 2,5 g/l aktif komiir ilave edilerek olusturulan besin ortaminda Lumbard F1 ve
Ucburun F1 ¢esidi iizerindeki etkisi incelenmistir. Haftalik olarak gdzlemleri yapilan
petrilerin kiiltiire alindiktan 5 hafta sonra embriyo olusumu basladi ve ilk kotiladonlu
embriyo ise 6. hafta da gézlemlenmistir. Besin ortamina ekim islemi yapildiktan 40 giin
sonra Ugburun F1 ¢esidinden ilk bitki gelisimi gdzlemlenmistir. Arastirma sonucunda
anter kiiltiiri calismasinda ekim islemi yapildiktan sonra 1,5 ve 4 ay arasinda yeni
bitkicikler elde edildigi gozlemlenmistir.

Cizelge 4.2. Biber cesitlerinin anter kiiltiirli besin ortamina verdigi yanitlar

Kiiltiire Gelisim Elmt;r?/:n
aliman  gosteren orustu Anormal Bitkiye
. anter . .
Genotip anter anter embriyo  doniisiim oram
sayisl o
sayisl sayisl orani(%) (%)
(adet)  (adet) ~ oA™M
(%)
Lumbard RZ F1
(37-04) 840 424 8,94 34,27 23,63
Ucburun F1 840 193 22,18 28,33 22,22

Cizelge 4.2°de gortldigii gibi anter kiiltiirii calismasinda her bir gesit igin 840 adet
anter kiiltiire alinmistir fakat gelisim gosteren anter sayisi hesaplanirken hastalikli
anterlerin sayis1 dikkate alinmamustir. Lumbard RZ F sivri gesidinde gelisim gdsteren
anter sayist 424 tane oldugu belirlenmistir. Gelisim gosteren anterlerden %38,94
oraninda normal goriiniimlii embriyo olusumu goézlemlenmigken, %34,27 oraninda ise
anormal gortintimlii embriyo gozlenmistir. Normal goriiniimlii embriyolarin bitkiye
doniisiim orani ise %23,63 olarak gerceklesmistir. Calismada kullanilan diger Ugburun
F1 ¢esidinden de 840 anter kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan anterlerin gelisim gosteren
anter sayist 193 oldugu belirlenmistir. Gelisim gdsteren anterlerin embriyo olusturan
anter sayis1 oran1 %22,18 iken, anormal goriiniimlii embriyo orani ise %28,33 olarak
bulunmustur. Embriyo olusturan anterlerin bitkiye doniisiim oran1 ise %22,22 olarak
hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. Lumbard Rz F1 ¢esidinden elde edilen embriyonun goriintiisii

Sekil 4.4. Ucburun F1 ¢esidinden elde edilen embriyonun gériintiisii
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Sekil 4.5. Lumbard RZ F1 gesidinden elde edilen kotiledonlu embriyonunun goriintiisii

Sekil 4.6. Ucburun F1 ¢esidinden elde edilen kotiledonlu embriyonunun goriintiisii
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Sekil 4.8. Tiip icerisine alinan bitkiciklerden bir goriintii
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Sekil 4.10. Saksi igerisine aktarilmis Ugburun F bitkilerinden bir goriintii
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4.3. Shed Mikrospor Kiiltiiriinden Elde Edilen Sonuclar

Anter kiltiirii ¢alismasinda kullanilan 2 adet biber ¢esidi yar1 s1vi, yar1 kat1 olan
Supena vd.(2006a,b)’nin basarili oldugu belirtilen shed mikrospor yonteminde kiiltiire
alimmistir. Kiiltiire alindiktan dort hafta sonra yapilan gozlemde biber anterlerinde
biiylime ve sisme oldugu tespit edilmistir. EKim islemi yapildiktan 5 — 6 hafta sonrada
mikrospor salinmasi gézlemlenmistir. Gelisim gostererek embriyo olusturan
mikrosporlarin ekim islemi yapildiktan 7 hafta sonraki durumu Sekil 4.11.°de
goriilmektedir. Sekil 4.12.’de de mikrosporlarin gelisim asamalari embriyo, torpedo
embriyo ve kotiledon olusturmus embriyo goézlemlenmektedir. Shed mikrospor
kiltiiriinde ekim islemi yapildiktan 10 hafta sonra ilk bitkicik elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Biber cesitlerinin shed mikrospor kiiltiirii besin ortamina verdigi yanitlar

Genotip Kiiltiire Embriyo Anormal Bitkiye
alinan olusturan embriyo donilisiim
anter anter orani(%) orani(%)
sayisli sayisli

(adet) orani (%)

Lumbard RZ F1 (37- 180 11,11 16,89 7,87
04)
Ugburun F1 180 0 0 0

Cizelge 4.3de goriildiigl gibi shed mikrospor kiiltiirii ¢alismamizda her bir gesit
icin 180 adet kiiltlire alinmistir fakat gelisim gosteren anter sayis1 hesaplanirken hastalikli
anterlerin sayis1 dikkate alinmamistir. Lumbard RZ Fy sivri ¢esidin de embriyo olusturan
anter sayist oran1 %11,11 iken anormal geligsim gdsteren anterlerin orant %16,89 dur.
Normal goriiniimlii embriyo olusturan anterlerin %7,87 si ise bitkiye doniismistiir. Fakat
bu ¢alismamizda Ucburun F1 hazirlamis oldugumuz ortama yanit vermemistir.
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Sekil 4.11. Mikrosporlarin gelisim asamasindaki bir goriintii

Sekil 4.12. Mikrosporlarin gelisim asamalar1 embriyo, torpedo embriyo ve kotiledon
olusturmus embriyo
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Sekil 4.13. Cift katmanli kiiltiir ortaminda gelisen embriyolarin MS ortamina transfer
ettikten sonraki bir goriintii.

/—_-

Sekil 4.14. Embriyodan kotiledon ve kok olusumuna ait bir goriintii
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Sekil 4.15. Sera kosullarina adaptasyonu saglanmis biber bitkilerinden bir goriintii
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada sivri ( Lumbard RZ F1) ve iigburun (Ucburun F1) olmak iizere iki
tane biber gesidi ve anter kiiltiirii ile shed mikrospor kiiltiir yontemlerinden hangisinin
haploid ve DH bitki elde edilmesinde daha etkili oldugu arastirilmistir.

Anter kiltiirtine alinan anterlerin 840 tanesi sivri (Lumbard RZ F1) ve 840 tanesi
ticburun (Ugburun F1) olmak iizere toplamda 1680 anter kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan
anterlerden 5 hafta sonra embriyo olusumu gozlemlenmeye baslanmis ve ilk kotiledonlu
embriyo ise 6. hafta da elde edilmistir. Ekim islemi yapildiktan sonra 1,5-4 ay arasinda
yeni bitkicikler elde edilmistir.

Anter kiiltlirine alman sivri ¢esidi Lumbard RZ Fi’in 424 tanesi gelisim
gostermistir. Lumbard RZ F1 ¢esidinde gelisim gosteren anterlerin %8,94 oraninda
embriyo olusumu gozlemlenmis ve embriyo olusturan anterlerden ise %23,63 oraninda
bitki elde edilmistir. Calismada kullandigimiz iigburun ¢esidi Ugburun F1’rin 193 tanesi
gelisim gostermistir. Ucburun F1’de gelisim gosteren anterlerin oran1 %22,18 oraninda
embriyo olusumu gézlenmisken, bu embriyolarin %22,22 oraninda bitki elde edilmistir.
Anter kiiltiirii galismamizda en fazla bitki Lumbard RZ F1 ¢esidinden elde edilmis fakat
elde edilen bitki sayilar1 birbirine ¢ok yakin oldugu belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan diger bir yontem ise shed mikrospor yontemidir. Bu
yontemde de Lumbard RZ F1 ve Ugburun F1 cesitleri kullanilmistir. Shed mikrospor
kiiltiiriinde mikrospor salinmasi 5. ve 6. haftalar arasinda gézlenmeye baslanmistir. Ik
bitki ise kiiltiire alindiktan 10 hafta sonra Lumbard RZ F1 ¢esidinden elde edilmistir.

Lumbard RZ F; ¢esidinde embriyo olusturan anter sayist oran1 %11,11 olarak
elde edilmis ve bu embriyolarin %7,87 si bitkiye donligsmiistiir. Fakat yar1 kat1 ve yar1 s1vi
ortama alinan Ugburun F1 gesidi shed mikrospor ydntemine yanit vermemistir. Shed
mikrospor yonteminde sivri ¢esidi (Lumbard RZ F1) daha basarili olmustur.

Yaptigimiz bu ¢alismanin sonucunda tizerinde g¢alistigimiz ¢esitlerde haploid
embriyo olusumu ve bitkiye doniisiimde anter kiiltiiri yontemi, shed mikrospor
yontemine gore daha basarili oldugu saptanmistir. Fakat shed mikrospor yonteminin
baska cesitlerde daha basarili olabilecegi diisliniilmektedir. Shed mikrospor yontemi
lizerine arastirmalar son yillarda artmakta olup yeni protokollere hala ihtiyag
duyulmaktadir. Gelecek vaadeden bu yontem gelistirilerek 1slah programlarinda yogun
ve giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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