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EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yoénetmeliginin ilgili hiikkiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Biberde Anter Kiiltiirii Calismalarinda
Farkh Besi Ortamlarmmin Etkilerinin Arastirilmasi” baglikli bu tezin kendi
calismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve
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OZET

BIBERDE ANTER KULTURU CALISMALARINDA FARKLI BESI
ORTAMLARININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

KURT, Musa

Yiiksek Lisans Tezi, Tohumluk Bilimi ve Teknolojsi Anabilim Dal1
Tez Danigsmant: Prof. Dr. Hiilya ILBI
Eylil 2019, 42 sayfa

Calisma kapsaminda C. annuum L.tiirtine ait 4 farkli gesitte (12-081(Kapia
A), 10-714 (Kapia B),15-416 (Dolma 39), 12-013 (Dolma 47)) haploid bitki elde
etmek amaciyla yapilan anter kiiltiirii calismalarinda besin ortaminda karbonhidrat
kaynagi olarak maltoz, sakkaroz ve ©On sicaklik uygulamalarinin biberde
androgenesise etkisi incelenmistir. Ayrica genotip ve farkli besin ortamlarinin

anter kiiltiiriine etkisinin ortaya konmas1 amaclanmistir.

Calismada kullanilan anterler 2 farkli 6n uygulamaya (25 ve 35°C(karanlik))
maruz birakildiktan sonra, 2 farkli seker igerikli (maltoz ve sakkaroz) besin ortami
kombinasyonunda kiiltiire alinmiglardir. Calismada besin ortami olarak 6nceki
caligmalarda biber anter kiiltlirlinde olumlu sonuglarin alindigi Murashige ve
Skoog (1962) temel besin ortami ve 0.1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + 2,5 mg/l aktif
karbon kullanilmistir. Kiiltiire alinan anterlerin, 6n uygulama ve seker igerikli

besin ortaminda kallus olusumlar1 degerlendirilmistir.

Calisma sonuglari ¢esitler bazinda degerlendirildiginde her cesitte kallus
olusumu gozlemlenmistir. Sonuglar ortamlar ve 6n uygulamalar agisindan
degerlendiginde ise kallus olusumu bakimindan en olumlu sonuglar karbonhidrat
kaynag1 olarak maltoz ilavesi 6n uygulama olarak ise 6 giin siiresince 35 °C
sicaklik 6n uygulamasindan gecirilmis petrilerden elde edilmistir. Karbonhidrat
kaynag1 olarak sakkarozun kullanildig1 besi ortamlarinda ise gesitlere bagl olarak
kismen basarili sonuclar elde edilmistir. Cesit x ortam interaksiyonu

incelendiginde ise kallus olusumu agisindan en basarili sonuglar 35 °C sicaklik 6n
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uygulamasinda 6 giin bekletilen ve karbonhidrat kaynagi olarak maltoz kullanilan

ortamlardan, Kapia B ve Kapia A ¢esitlerinde alinmustir.

Sonug olarak yapilan bu c¢alisma biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda
karbonhidrat kaynagi olarak maltoz kullaniminin 6n uygulama olarak ise anterleri
35 °C de 6 giin bekletmenin kallus olusumu {izerinde olumlu etkileri oldugunu

gostermistir.

Anahtar kelimeler: Biber, Kallus, Anter kultiri, Maltoz, Sakkaroz, Besi

ortami, Genotip, On uygulama.



ABSTRACT

INVESTIGATION THE EFFECTS OF DIFFERENT MEDIA
ENVIRONMENTS IN ANTHER CULTURE STUDIES IN PEPPER

KURT, Musa

M.Sc. Thesis, Department of Seed Science and Technology
Supervisor: Prof. Dr. Hiilya ILBI
September 2019, 42 pages

In the scope of the study, in order to obtain haploid plants belonging to C.
annuum L. species of 4 different varieties (12-081 (Kapia A), 10-714 (Kapia B),
15-416 (Dolma 39), 12-013 (Dolma 47)) In tissue culture studies, the maltose and
sucrose effect and pre-temperature applications as a carbohydrate source in food
medium and androgenesis in pepper was investigated. In addition, it is aimed to

reveal the effect of genotype and different nutrient media on anther culture.

Anthers used in the study were subjected to 2 different pre-treatments (25
and 35 ° C (dark)) and cultured in a combination of 2 different sugars (maltose
and sucrose). In the present study, Murashige and Skoog (1962), the main nutrient
medium and 0.1 mg /| BAP + 4 mg /| NAA + 2.5 mg / | activated carbon, were
used as the nutrient media. Callus formation of cultured anthers in pre-treatment

and sugar-containing nutrient media were evaluated.

When the results of the study were evaluated on the basis of varieties, callus
formation was observed in all varieties. When the results were evaluated in terms
of environments and pretreatments, the most successful results in terms of callus
formation were obtained from pretreatment of maltose as a carbohydrate source
for 6 days at 35 ° C. In nutrient environments where sucrose was used as a
carbohydrate source, some successful results were obtained depending on the
varieties. When the cultivar x medium interaction was examined, the most
successful results in terms of callus formation were obtained in Kapia B and

Kapia A cultivars in maltose medium which was kept at 35 ° C for 6 days.



As a result, this study showed that the use of maltose as a carbohydrate
source in pepper anther culture studies had a positive effect on the formation of
callus at 35 ° C for 6 days.

Keywords: Pepper, Callus, Anther culture, Maltose, Sucrose, Feed medium,

Genotype, Pretreatment.
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ONSOZ

Bu tez calismasinda her gecen giin artan diinya ihtiyaglari, bu ihtiyaglara
parallel olarak artis gOsteren tiiketim talebi ve bunlara ek olarak artan hastalik-
zararlilar, abiyotik stres kosullar1 gibi bir ¢ok olumsuzluga karsi daha giiglii
(dayanikli) ve daha verimli g¢esitlerin gelistirilmesine yonelik olarak yiiriitiilen ve
uzun siiren 1slah ¢aligmalarinin daha kisa siirede tamamlanmasina olanak taniyan
haploid bitki 1slahinin; dogusu, gelisimi, gelinen son noktada yapilan caligmalar
ve bu teknolojinin 6nemi ve bitki 1slahina katkilar1 ele alinarak bu teknolojiye

katki saglamak amaglanmustir.

[ZMIR
10/09/2019 Musa KURT
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1. GIRIS

Biberin anavatant Amerikanin tropik bolgeleridir. Kuzey ve Gliney
Amerika tlkelerinden Peru, Sili ve Meksika'da 2000 yildan beridir {retimi
yapilmaktadir. Amerika kesfedilmeden oOnce diger kitalarda biber bitkisi
bilinmezken, Avrupa'ya getirilisi ve popiiler olusu Kristof Colomb sayesinde
olmustur(Seniz, 1992). Amerika'dan da 1493 yilinda Ispanya'ya geldigi, 1548
yillarinda Ingiltere'ye ve 1578 yilindan sonra da tiim Avrupa iilkelerine getirildigi
ve buradan da diinyaya dagildigi bildirilmistir (Somos, 1984). Biberin orijini
Giliney Amerika olarak bilinse de tiirlere gore degisiklik gosterdigi biber orijinleri
lizerine yapilan taksonomik arastirmalar ile bildirilmistir. Ac1 biberlerin 6zellikle
Bolivya ile Giiney Brezilya kokenli oldugu agiklanmistir (Mcleod ve ark., 1983;
Pickersgill, 1984). Osmanli Imparatorlugu zamaninda ilk olarak biber Istanbul'a
16. yiizyilda gelmis ve buradan da diger bolgelerimize dagilmistir (Vural ve ark.,

2000). Biber, Solanacea familyasinin Capsicum cinsi iginde yer almaktadir.

Yaklasik 30 tirtt bulunan Capsicum cinsi Solanaceae familyasi iginde
kendine 6nemli bir yer edinmistir(Greenleaf, 1986). Bu cinsin ekonomik olarak
kiiltiire alinan bes tiirli bulunmaktadir. Bunlar; C. annuum, C. baccatum, C.
pubescens, C. frutescens ve C. Chinense tiirleridir. Bu tiirler i¢erisinde, Capsicum
annum ekonomik olarak en fazla {iretimi yapilan tiirdiir. Yiiksek oranda kendine
tozlanan bir tir olan Capsicum annum 2n=24 kromozom Yyapisina
sahiptir(Sekill.1).

Biber 6nemli sebzelerden birisi olup, taze ve salga seklinde baharat olarak
(toz ve pul), tursu, dondurulmus gida, salata, yesil zeytinlerin i¢i, hazir ¢orbalar,
konserve, ketcap, sos, tarhana, sucuk, pastirma, bazi peynirler, cocuk mamalari,
kurutularak, ilag ve boya sanayisinde kullanilmaktadir (Aybak, 2002). Ulkemizde
cogunlukla yetistiriciligi yapilan biberler; sofralik olarak sivri, kapya, dolmalik,
carliston, kurutmalik olarak yetistirilen biberler ise siis biberleri ve tursuluk
biberlerdir. Ayrica iiretim miktaralar1 daha az olmakla birlikte Yunan ¢arlisi,
Macar biberi, Sili biberi, blok biberler (California Wonder-iri dolmalik) ve
Jalapeno gibi biber gesitleri de yetistirilmektedir (Ozalp, 2010).
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Sekil 1.1. Capsicum cinsi ve kapsadigi tiirler (Anonim, 2015).



FAO 2017 verilerine gore, diinya biber {iretim alanlar1 son bes yilda (2012-
2016) artis gostermistir. Diinyadaki artig alanlara paralel olarak {ilkemizde de
artiglar s6z konusudur. Tiirkiye tiretim miktari, 2012 yilinda 1 975 269 ton iken,
2018 yilinda 579 705 ton artis gostererek 2 554 974 ton miktarina ylikselmistir

(Cizelge 1.1)

Cizelge 1.1. Yillara gore biber iiretim miktar1 verileri (TUIK 2019)

Biber iiretim miktar1 (ton)

Yillar | Salcalik,

Dolmalik |Sivri Carliston
kapya
1988 - 470 000 260 000 -
1989 525 000 328 000 -
1990 - 320 000 580 000 -
1991 - 350 000 570 000 -
1992 - 380 000 574 000 -
1993 - 385 000 580 000 -
1994 - 368 000 640 000 -
1995 - 330 000 750 000 -
1996 - 350 000 800 000 -
1997 - 330 000 800 000 -
1998 - 390 000 1010 000 2
1999 - 393 000 1 069 000 -
2000 - 390 000 1 090 000 -
2001 - 410 000 1 150 000 -
2002 - 410 000 1 340 000 -
2003 - 420000 1 370 000 -

2004 615 000 375 000 710 000 -
2005 685 000 400 000 744 000 -
2006 673 981 392 617 775577 -
2007 674 788 357 246 725192 -
2008 690 531 371 050 734 596 -
2009 700 038 384 273 752 692 -
2010 782 173 387 626 816 901 -
2011 730 493 364 930 879 846 -
2012 748 422 383213 910 725 -
2013 814 372 398 470 946 506 -
2014 829 809 391 009 907 126 | 104 364
2015 879 775 393 109 919004 | 115568
2016 957 030 418 435 967 466 | 114891
2017 1107 713 420 904 945361 | 134194
2018 1128 060 397 175 930 349 99 390




Diinya’da toplam biber iiretim miktarlar1 Cin % 50.60, Meksika % 7.93,
Tiirkiye % 7.12, Endonezya % 5.68, Ispanya % 3.13 ve diger biitiin iilkelerin
toplam1 ise % 25.50 {iretim potansiyeline sahiptirler (Anonim, 2017a).
Tiirkiye’nin tiretim miktarina gore ti¢lincii sirada yer almasina ragmen, dekar
basina alman verimde ise birinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde biber iiretimi
dagilimi incelendiginde (% 33) Akdeniz Bolgesinin ilk sirada yer aldigi, bunu

Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgelerinin takip ettigi goriilmektedir.

Ulkemizde ve diinyada bu denli ekonomik &neme sahip olan biber;
1slahgilar tarafindan da 1slah programlarinda siklikla tercih edilen bir bitki tiirtidiir.
Biber 1slahinda 1slahgilar siklikla pedigri ve saf hat seleksiyonunu kullanmaktadir.
Dihaploid saf hatlarin (DH) iiretilmesi; tiim alleller i¢in homozigot (% 100
durulmus) ebeveyn hatlarinin gelistirilebilmesi igin gereken siirenin kisaltilmasi
amaciyla uygulanan bir prosediirdiir. Biberde haploid bitkiler poliembriyoni ve in
vitro androgenesis yoluyla elde edilir. In vitro haploid embriyo uyartimi biberde
erkek gametlerde embriyogenesis yontemiyle gergeklestirilmektedir. Anter
kiltirii;  anterlerin - igindeki  polenler olgunlagsmadan  bagli  olduklari
tomurcuklardan dikkatli bir sekilde ayrilarak in vitro kosullarda yapay besi
ortamlarina aktarilmasi ve burada heniiz olgunlagma agamasini tamamlamamis

polenlerden haploid embriyolar elde edilmesi islemine dayanmaktadir.

Yalnizca erkek gametten embriyo meydana gelmesine androgenesis denir.
Anter ve mikrospor kiltiirii in vitro kosullarda haploid bitki eldesinde yaygin
olarak kullanilan tekniklerdir. Mikrospor kiiltiirii ise; erkek gameti olusturma
ozelliginde olan polen hiicresinin gelisimini belirli bir agamada sekteye ugratarak
polen hiicresinden embriyo olusturma islemi olarak tanimlanabilir. Bu yontem
diger in vitro haploid bitki elde etme yontemlerine gore daha avantajlidir; bunun
sebebi ise bir anter igerisinde binlerce mikrospor bulundurur ve bu mikrosporlarin

bircogu haploid bitki olusturabilecek giigtedir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Wang ve arkadaslar1 biberlerde anter kiiltiirii ile ilk haploid bitki tiretimini
(1973)’de gergeklestirmislerdir. Daha sonra biberde anter kiiltiirii alaninda
caligmalar yapan George ve Narayanswamy (1973), Novak (1974), Saccardo ve
Devreux (1974), Harn ve ark. (1975) gibi bir¢ok arastirici tarafindan basarili



sonugclar elde edilmistir. Sibi ve ark. (1979), doku kiiltiiriinde androgenesis i¢in en
uygun agamanin mikrosporlarin 1.mitoz boliinme evresi de denen tek ¢ekirdekli
safha oldugunu belirlemislerdir. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1980) ve
Dumas de Vaulx ve ark. (1981) androgenesis performansi iizerinde 6n sicak
uygulamalarinin etkilerini arastirmiglar ve denemeler sonucunda basarili sonuglar
elde etmislerdir Mityko ve ark., (1995), Bajaj, (1990), Kim ve ark., (2008),
Nowaczyk ve ark., (2009) de bu teknigi gelistirerck daha basarili sonuglar elde
etmislerdir. Ulkemizde ise bu alandaki ilk in vitro androgenesis ¢alismalarmi yerli
biber genotipleri tizerinde Abak (1983) tarafindan gergeklestirmistir. Ercan ve
ark., (2001); Ciner ve Tipirdamaz, (2002) haploid embriyo elde etmek igin farkli
ortamlar, 6n uygulamalar; sicaklik(soguk/sicak), 1sik(aydinlik/karanlik), giimiis
nitrat, biiylime diizenleyici hormonlar ve aktif komiir kullaniminin basariyi

artirmada etkili oldugunu belirlemislerdir.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilacak olan bu ¢alismada amag; baz1 bakteriyel
ve viral hastaliklara dayaniklilig1 bilinen 4 biber ¢esidinde anter kiiltiiriinde farkli

On uygulama ve ortamlarin etkisinin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi tireme hiicrelerindeki kromozom
sayisina esit olan bitkilere haploid bitki denir. Haploidizasyon bitki islahinda
olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan doku kiiltiiri tekniklerinden biridir.(Heiser,
1976; Andrews, 1985).

Haploid bitki elde etmede kullanilan temelde {i¢ yontem vardir;

1) Disi Gametten Haploid Uyartimm (Gynogenesis ve Parthenogeneis);
Oviill ve Ovaryum Kiiltiirleri Dollenmemis yumurtaligin ya da yumurta
hiicrelerinin kiiltiire alinmasiyla haploid embriyo ve bitki olusumuna ovaryum

veya oviil kiiltiirleri ad1 verilmektedir.

2) Eksik veya Yetersiz Polenle Tozlama; bu teknikte eksik veya yetersiz
polenlerle tozlama yapilarak partenogenetik embriyo uyartimini saglamak igin,
degisik  kimyasal maddeler ile radyoaktif 1s1n  uygulamalarindan
yararlanilmaktadir. Ayrica, tiirler ars1 ya da cinsler arast melezleme calismalari,
tozlamanin  geciktirilmesi, sicak-soguk soklar1 da uygulanmaktadir. Bu
uygulamalarla polen generatif ¢ekirdegi inaktif hale gelmekte ve partenogenetik

olarak haploid seviyede embriyolar elde edilebilmektedir.

3) Erkek Gametten Haploid Uyartinm (Androgenesis): Erkek bireyin n
saylda kromozoma sahip yapilarindan haploid bitkicik olusmasina androgenesis

adi1 verilir.

Androgenesis temelde iki yolla uygulanir; Anterlerden izole edilen
mikrosporlarin kiiltiire alinmas1 sonucu haploid bitki elde edimesine mikrospor
kiiltiirli, belirli bir gelisme asamasindaki mikrosporlari igeren anterlerin ¢igek
yapist igerisinden c¢ikarillarak uygun besi ortaminda gelistirilmesi ve
mikrosporlarin boliinmesi sonucu haploid bitki eldesi islemine de anter Kiltiiri
denilmektedir. Anter kiiltiirii mikrospor kiiltiiriine gore daha fazla tercih edilen bir

yontemdir (Hatipoglu 1999).



Anterler kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilan baslica iki yontem vardir (Kalloo
1986).

1. Direkt vyolla; kiiltire alinan polenlerden direct olarak embriyo

olusmasina embriyogenesis ya da direkt olarak embriyo eldesi denir.

2. Indirekt olarak; bu yolla polen tanesinden once kallus elde edilen
kalluslardan embriyo veya siirgiin gelisiminin (organogenesis) tesvik

edilmesi olarak ifade edilebilir.
2.1 Haploid Bitkilerin Onemi
» Cok kisa bir stirede % 100 homozigoti seviyesine ulasilir.

» Kromozom sayilarmin iki katina g¢ikartilmasi ile haploid bitkiler % 100

homozigot dihaploid saf hatlara dontistiirtiliirler.

» Dihaploid hatlarin kullanilmas: bitki genetik ve 1slahi g¢aligsmalarin
kolaylastimakta ve c¢alismalari tamamlamak igin gereken siireyi

kisaltmaktadir.

» Haploid bitkiler homolog kromozomlardan sadece bir takim igerdigi i¢in

resesif mutasyon olusmasina olanak tanir.

» Resesif genler, dominant genler tarafindan maskelenmeyeceginden,
homozigot bireylerde genetik agilimi gozlemlemek daha basit bir islem

haline gelmektedir.

» Dioik ya da kendine uyusmazlik sorunu bulunan tiirlerde homozigot bitki
eldesi zor olmaktadir. Ancak anter kiiltiirti teknigi; bu zorlugu ortadan

kaldirmaktadir.

» Allogam tiirlerde ¢ok yiiksek oranda heterozigoti goriilmektedir. Bu
tirlerde homozigot hatlarin elde edilmesi 8-10 generasyon kendileme

yapilarak miimkiin olmaktadir hatta autogam tiirlerde bile bu amacla 5-6



generasyon kendileme zorunlulugu vardir. Anter kiiltiiri ¢caligmalar ile

bu siirelerden en az yari yariya tasarruf saglanmast miimkiin olmaktadir.

» Yonca ve patates dogada ve ticari olarak tetraploidtir, bu tiirler haploidi
teknigi sonucunda diploidlerin elde edilmesine olanak tanir. Elde edilen
bu diploid hatlar fenolojik ve pomolojik olarak ¢ok ilgi ¢ekici
olabilmekte tiikketim disinda siis bitkileri gibi kullanilabilmektedir. Ayrica
bu dihaploid bitkiler yabani tiirler ile melezlenerek farkli ve {istiin

kombinasyonlar yaratilabilmektedir.
2.2 Androgenesis ile Ilgili Gerceklestirilen Cahsmalar

Olgunlagmamis Datura sp. anterlerinden elde edilmis haploid bitkiler
androgenesis ¢alismalarinin baslangict olarak kabul edilmektedir.(Guha and
Maheshwari, 1966). Bu calismadan sonra Bourgin ve Nitsch (1967) tiitiinde
yaptiklar1 androgenesis ¢alismalari neticesinde haploid seviyede bitkiler elde
etmislerdir. Gergeklestirilen bu basarili denemeler akabinde bu teknige olan ilgi
artmis ve giiniimiize kadar bir¢ok bitki tiiriinde bu tekniklerin uygulanmasi ve

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar gergeklestirilmistir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Androgenesis ¢alismalarinda basari; anterlerin alinma dénemlerine baglidir.
Novak (1974), biberde anter kiiltiirii i¢in uygun tomurcuk biiyiikliiglinii arastirdigi
caligmasinda 2,6-5,0 mm boyutunda, acik yesil petalleri olan tomurcuklarin
olgunlasmamis tek cekirdekli 1. mitoz asamasindaki mikrosporlari icerdigini
tesbit ederek arastiricilara fiziksel olarak dogru tomurcuk alma zamanini ifade

etmis ve bu tomurcuklardan basarili sonuglar aldigini raporlamistir.

Sibi et al (1980), biberde ta¢ ve ganak yapraklarn ayni boyda oldugu veya
ta¢ yapraklarin bir miktar daha uzun oldugu donemin dogru anter alma zamani
oldugunu ve polen mitoz bdliinmesininde bu doneme denk geldigini ifade etmis

ve bu anterleri kullanarak basarili sonuglar aldigini raporlamastir.



Dumas de Vaulx et al. (1981), haploid embriyo uyartimma on sicaklik
uygulamasinin etkisini arastirdigi ¢alismasinda kiiltiirin ilk asamalarinda 35 °C

gibi yliksek sicaklik uygulamalarindan pozitif yanitlar aldigini bildirmistir.

Abak (1983), Tirkiye’de mevcut lokal biber cesitlerinde doku kiiltiiri
calismalar1 yaparak uygun anter alinma zamani, 6n ugulamalarin etkileri ve besin
ortamina ilave edilen bazi1 kimyasal maddelerin etkilerini incelemis ve sonug
olarak; uygun tomurcuk alma zamaninin tomurcuklar 3,5-4 mm oldugu, 6n
sicaklik uygulamalar1 olarak tomurcuklar1 25°C ve 35°C’de tutmanin olumlu
sonuglar verdigini, medya ortamima 5 mg/l 2,4-D, 5 mg/l kinetin,120 g/l sakkaroz
ve 27,8 mg/l FeSO47H20+37,3 mg/l Na2EDTA ilave etmenin embriyogenesisi

pozitif yonde etkilediginin raporlamiglardir.

Biberde yapilan androgenesis calismalarinda tam ve yogunlugu azaltilmis
MS ortaminin, aktif komiiriin ve FEeEDTA’nin etkisini aragtiran Vegera and
Havranek (1985), aktif komiiriin embriyo gelisimini ve kiiltiir siliresini uzattigini,

FeEDTA’nin globiiler embriyo oranini arttirdigini belirlemislerdir.

Goniilsen (1987), biberde gerceklestirdikleri anter kiiltlirii calismalarinda
anter alimma zamanini anter kiltiiri performansini etkileyen en Onemli
parametreler arasinda gostererek, mikrosporogenesisi li¢c ana sathaya ayirmis ve
bu asalart su sekilde tanimlamislardir; mayoz boliinme ve tetratlarin olusmasi,
tetratlarin ayrilmas1 ve mikrosporlarin gelismesi, mikrosporlarin polen tanesi
haline doniismesidir. Bu asamalardan; polenlerin tek c¢ekirdekli oldugu asama
olarak ikinci asama gosterilmis, ikinci sathadan ii¢lincii safthaya gecisin 1. Mitoz
boliinme asamasina denk geldigi, liglincli asamay1 da ¢ok hiicreli gametofitler

olarak tanimlamistir.

Comlekgioglu vd. (1999), yerel biber popiilasyonlar: tizerinde (Sanlurfa ve
Kahramanmaras) yiiriittiikleri doku kiiltiirii ¢alismalarinda kiiltiir kosullarinin
optimizasyonu ve uygun besi ortamlarinin 6zelliklerini belirlemeye ¢alismiglardir.
Caligsmalarini 4 ayr besi yeri (I.kombinasyon: 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D, 120
o/l sakkaroz, 27,8mg/l FeSO47H20, 37,3 mg/l Na2EDTA, Il. kombinasyon: 0,01
mg/lkinetin, 30 g/l sakkaroz 0,01 mg/l 2,4-D, Ill. kombinasyon: 4 mg/l kinetin, 30
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g/l sakkaroz, 1 mg/l NAA, % 0.25 aktif komiir, IV. kombinasyon: 4 mg/l NAA, 30
g/l sakkaroz, 0,1 mg/ BAP) ve iki 6n sicaklik (35 °C’de 8 giin ve 4 °C’de 2 giin )
uygulamasi olacak sekilde planlamiglardir. Calisma sonucunda 3. ve 4.
Ortamlarindan ve 6n uygulama olarak 35°C sicaklikta 8 giinboyunca bekletme
uygulamasindan fazlaca haploid embriyo elde etmislerdir. Ayni arastirmacilarin
Sanlurfa ve Kahramanmaras biber populasyonlarindan anter kiiltiirii yontemiyle
haploid bitki elde etmek igin yaptiklar1 ¢alismada MS ortamina ilave edilen
giimiis nitratin (AgNQO3) embriyo olusumunu artirdigini belirlemislerdir. (Alremi,
2013)

Terzioglu vd. (2000), Kahramanmaras bolgesinde yetistirilen biber
genotiplerinde besin ortamlar1 ve farkli inkiibasyon kosullarinin anter kiiltiiriine
etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda besin ortamina aktif komiir ilavesinin
embriyo olusumu iizerinde olumlu etkileri oldugunu tespit etmislerdir.
Arastiricilar iki farkli inkiibasyon kosullarini test emislerdir: 35°C sicaklikta 8 giin
tutulduktan sonra 25°C sicaklikta 16/8 aydinlik/karanlik kosullarda tutulma ve
29°C sicaklikta siirekli aydmlik kosullarda bekletme. Denemeler neticesinde
29°C’de ve devamli 1sikta tutulan anterlerden daha basarili sonuglar alinmstir.
Ayni arastiricilar ¢aligmalarinda uygun tomurcuk alma zamanini belirlemeye
yonelik uygulamalarada ¢alismalarinda yer vererek mikrosporlarin tek ¢ekirdekli
oldugu asamay1 belirlemek i¢in asetokarmin ile boyanan ezme preparatlardan tek
cekirdekli mikrospor asamasindaki anterlerin hangi uzunlukta olduklar1 ve fiziksel
goriiniisleri hakkinda bilgiler vermislerdir. Bu tomurcuklar1 soluk yesi renkli, 5-7
mm uzunluga sahip ve kenarlar1 agik mavi renkli olarak ifade etmislerdir. Anter
kiiltiirli i¢in en uygun materyallerin yine bu tarife uyan materyaller oldugunu ve
bu materyallerin birinci mitoz safhasindaki tek ¢ekirdekli mikrosporlar

bulunduran ve olgunlagmamis anterler olarak tanimlamislardir.

Biberde farkli sicaklik on uygulamalarini kiyasladiklar1 ¢aligmalarinda
Ellialtioglu ve ark., (2000); 4-10 °C’ler de, 72 saat ile 4 hafta arasinda tutulan
tomurcuklarin androgenesis performanslarini yiiksek bulurken, Morrison ve ark.,
(1986), Sunderland ve Roberts (1979) ise 7-15 °C sicakliklarda uzun stire (bir-iki
hafta) bekletmenin, diisiik sicaklikta kisa siireli bekletmeye gore daha basarili
oldugunu raporlamiglardir. Biner vd. (2001) ise; besi yeri olarak MS+ 5 mg/l 2,4-



11

D, 5 mg/l kinetin, %30 sakkaroza ilave olarak %1 aktif komiir kullanmiglardir.
Caligmalarinda; sicaklik ve karanlik/aydinlik uygulamalar1 yapmis ve
denemelerini 25°C sicaklikta 7 giin tutma, 35°C sicaklikta 7 giin karanlikta tutma,
25°C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlikta tutmak seklinde planlamislardir.
Sonug olarak 25 °C’de 1 hafta bekletmeden daha basarili sonuglar elde etmislerdir.
Soguk uygulamalarindanda olumlu sonuglarin alindigin1 ancak oranlarin

genotiplere gore degistigini ifade etmislerdir.

Ellialtioglu vd. (2001), Kahramanmaras yerel biber genotipleri kullandiklar1
anter kiiltiirii caligmalarinda farkli medya ve inkiibasyon kosullarinin etkilerini
arastirmiglardir. Besi yeri tercihlerini Dumas de Vaulx et al. (1981)un
gelistirilmis oldugu 5 mg/l kinetin, 5 mg/l 2,4-D eklenmis C ortami ve 4 mg/l
NAA, 1 mg/l BA ilaveli MS olarak kullanmiglardir. Kontrol grubu ayr1 tutularak
ortamlara %1 aktif komiir ve %1 aktif komiir+ 200 ml/l havug ekstrakti beraber
eklenmistir. Petriler 6nce 35 °C karanlik kosullarda 8 giin tutulduktan sonra 25 °C
sicaklik kosulunda 0,1 mg/l kinetin ilave edilmis R ortamina aktarilmistir. Bir
diger inkubasyon kosulu 29°C sicaklikta devamli surette aydilatma seklinde
planlanmis ve embriyogenesis agisindan en basarili sonuglar 29 °C sicaklikta
devamli aydinlatmali sartlarda bekletilen ve aktif komiir ve havug ekstrakti

eklenmemis (MS) ortamindan alinmistir.

Ciner ve Tipirdamaz (2002), Malatya bolgesine ait biber genotipinde uygun
tomurcuk biiyiikliigiinii belirlemeye yonelik olarak yaptiklar1 ¢alismalarinda ezme
preparat ve parafin uygulamalarindan faydalanmiglar ve en uygun safha olarak
mikrosporlarin heniiz tek ¢ekirdekli oldugu 1. Mitoz bdliinme safhasinda olduklart
donem olarak tanimlamiglardir. Bu asamada tomurcuklar1 siniflandirdiklarinda
tomurcuklarin 7mm boyunda ve Smm c¢apinda olduklarini, anter renginin yesil
oldugunu ve anterlerin uglarinda mor renk goriildiiglinii raporlamislardir. Yine bu
calismada soguk uygulamasi bitki biiylime biizenleyicileri ve aktif komiiriin
etkilerini de incelemislerdir. Sogukta bekletme 4 °C’de, 48 ve 96 saat olarak
planlanmis, hormonlar; 4 mg/l NAA, 1 mg/l BAP /1 mg/INAA, 4 mg/l BAP, aktif
komiir; % 0,25 ve yok olarak planlanmistir, ortamlarin temel besin igerigi ise;

ise %3 sakkaroz, % 0,8 agar iceren MS ortami seklindedir. Bu ¢alismada 6n
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uygulama gérmemis, aktif komiirlii 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP hormonlart ilave

edilmis ortam en basarili sonucu vermistir.

Sayilir ve Ozzambak (2002) biberde vyiiriittikleri anter kiiltiirii
calismalarinda 4-6 mm uzunlugundaki tomurcuklarin kallus olusumu ve

embriyogenesis basarisinin yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.

Sayilir ve Ozzambak (2005), anter kiiltiirii icin uygun tomurcuk biiyiikligii,
besin ortami igerigi ve soguk uygulama siiresinin etkinligini belirlemeye
calismistiklart calismalarinda 6 farkli biber ¢esidi kullanmislardir. Besi ortami
olarak MS ortamina ilave edilmis 0,1 mg/l BA, 4 mg/l NAA, havug ekstrakti ve
farkli aktif komiir dozlari ihtiva eden B5 ve MS ortamlarinin 6 degisik
kombinasyonu denenmistir. Calisma sonucunda uygun tomurcuk biiyiikligi 5-6
mm uzunlugundaki tomurcuklar olarak raporlanirken ortamlar arasinda en basarili

sonuglara ise 0,1 mg/l BA, 4 mg/l NAA igeren MS ortamindan ulasilmistur.

Taskin (2005), biberde anter kiiltiiriinde besin ortamlari, genotip ve farkli
anter alma donemleri arasindaki interaksiyonu inceledigi doktora tezinde ii¢ kez
kendileme(selfing) islemi uygulanmig diisiik sicakliga toleransh olan A313,A71,
A269 kodlu genotipler, orta dayaniklt A109 kodlu genotip hassas olarak ise A74
kodlu genotipi tercih etmislerdir. Arastirmada dort ayri yetistirme ortami
kullanilmigtir.  Kullanilan 5 farkli genotip igin embriyogenesis ve Dbitkiye
rejenerasyonunun farkli anter alma zamanlari ile olan iligkisini ortaya koymak i¢in
anterler degisik tarihlerde ortama alimmustir. Kiiltiire alinan ortamlarda gelisme
geriligi gosteren embriyolar 10 giin boyunca 0.5 mg/l ABA ihtiva eden ortamlara
transfer edilerek absisik asitin embriyogenesis performansina etkisi ortaya
konmaya c¢alisilmistir. Sonug¢ olarak embriyogenesis ve organogenesis
performans1 genotip, besi yeri igerigi ve anterlerin alinma donemlerine gore
degisim gostermistir. Genotipler embriyogenesis performanslar1  agisindan
degerlendiridiginde soguga toleransi yiiksek 269 nolu genotip en yiiksek basariyi
gostermistir. Anterin alindig1 donemler kiyaslandiginda Nisan ve Mayis aylarinda
alinan anterlerden daha yiiksek performans saglandigi goriilmiistiir. Yetistirme
ortamlart kiyaslandiginda III nolu ortam (MS+ 30 g/l sakkaroz, % 0.25 aktif
komiir, 15 mg/l giimiis nitrat, 1 mg/l BAP, 4 mg/l NAA) ve IV nolu ortamlardan
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(MS+ 30 g/l sakkaroz, % 0.25 aktif komiir,15 mg/1 glimiis nitrat, 4 mg/l NAA, 0.1
mg/l BAP) daha yiiksek oranda embriyo elde edilmistir. Absisik asit uygulamasi
olumlu sonug vermezken bitkiye doniisiim, hormonsuz Murashige and Skoog

ortamina alinan olgun embriyolardan saglanmustir.

Ata (2011), calismasinda farkli biber genotiplerinin (yiliksek sicakliga
tolerant inan 3363 cesidi, hassas 277 nolu genotip ile diisiik sicakliga tolerant 421
kodlu genotip ve hassas 195 kodlu genotip), farkh kiiltiire alma zamanlar1 ve
yetistirme ortamina eklenen 2 farkli biiyiime diizenleyicisi(BAP) dozunun
androgenesis performansint nasil etkiledigini test etmislerdir. Yilin farklhi
aylarinda (Subat, Mayis ve Agustos, Ekim) ve kiiltiire almanin 0.,1., 2., 3., 4., 8.
ve 14. giinlerinde anterleri alarak fiksasyon ¢ozeltisiyle sabitlemis, asetokarmen,
DAPI gibi 6zel boyamalar sayesinde mikrosporlarin hangi gelisim déneminde
olduklarini saptanmislardir. Inan 3363 nolu genotip en yiiksek embriyo verimi ile
one ¢ikarken, anterlerin alindigi doénemlerinkarsilagtirildiginda ise Nisan ve
Agustos aylarinin 6ne ¢iktigi raporlanmustir. (MS + 0.1mg/l BAP, 30 g/l sakkaroz,
4 mg/l NAA, 15 mg/l AgNO3, % 0.25 aktif komiir,) Ocak, Nisan, Eyliil, Kasim ve
Aralik, (MS + 30 g/l sakkaroz, 0,5 mg/l BAP % 0.25 aktif komiir, 15 mg/l AgNO3,
4 mg/l NAA) ortam1 ise Temmuz, Agustos, Ekim, Mart ve Mayis donemlerinde
daha basarili goriilmistiir. Bitki rejenerasyonu agisinda degerlendirildiginde en

yiiksek doniisiim Nisan ayindan alinmastir.

Olszewska et al. (2013), ¢alismalarinda C. annuum 'un tiir i¢i 4 adet hibriti,
C. Chinense, C. frutescens, C. baccatum var. Pendulum, tirleri, C. frutescens x C.
chinense’nin melezleri, C. frutescens x C. baccatum’un melezleri ile F1’lerden
elde iiretilmis dihaploid hatlar1 kullanarak 17 farkli biber genotipini 3 farkl
inkiibasyon periyodu (12, 14 ve 16 giin) ile 2 ayr1 kinetin dozunun (0.1 - 0.3 mg/I)
etkisini birlikte incelemislerdir. Denemede konrol olarak CP ortaminda 12
giinbekletme, 0.1 mg/l kinetin ihtiva eden R1 ortami kullanilmis ve kontrol
gurubunda sadece 3 genotipten yanit alinmistir, 0.1 mg/l kinetin ihtiva eden ve 16
giin bekletme uygulamasi ile R1 ortami en basarili sonuglar verirken. 12 ve 14
giininkubasyon, 0.3 mg/l kinetin dozunda ise ve 12-14 giin inkubasyon daha

basarili sonuglar vermistir.
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Parra-Vega et al. (2013), biberde polen gelisim asamalarin1 7 safha olarak
degerlendirmistir. Bunlar; “’Meiocytes ve tetrad asamasi, geng mikrospor, orta
mikrospor, bosluklu mikrospor, geng biseliiler polen tenecikleri, orta biseliiler
polen tanecikleri ve gelismis biseliiler polen tanecikleri’’ olarak ifade edilmistir.
Fiziksel gozleme dayali olarak tag ve ¢anak yapraklarin esit oldugu donemin (5.
ve 6. Safha) asamalarina denk geldigini ve bu asamlarda anterlerin saridan mora
dondiiglinii bildirmistir. Anter uzunluklarinin genotiplere gore degistigini ifade
etmis sonug olarak ise anter biiyiimesi ve mikrospor gelisimi arasinda paralellik
oldugunu ve polen gelisiminin orta biseliiler sathaya kadar devam ettigini ifade

etmislerdir.

Alremi et al. (2014), biber anter Kkiiltirinde ortam ve genotip
interaksiyonunu arastirmak igin gergeklestirdigi ¢alismada 3 ayri genotip ve bir
cesidi (B, 151 ve 171 kodlu hatlar ve Alfajer c¢esidi) 16 farkli ortam
kombinasyonunda deneyerek embriyo olusumum oranlarini karsilastirmistirlar.
Besin ortami1 olarak MS (1962) medyasinin 8 ayrit kombinasyonu (B serisi, B1-
B8) ile Dumas de Vaulx ve ark. (1981) medyasinin 8 ayr1 kombinasyonu (C serisi,
C1-C8) kullanilmistir. Genotipler; embriyogenik anter sayisi, anterdeki embriyo
sayisi ile organogenesis oranlar1 agisindan degerlendirilmis ve Alfajer ile B hatti
daha bagarilt bulunmustur, ortamlar agisindan degerlendirilme yapildiginda ise C
serisi ortamlarin 2,4-D+Kinetin ve igeren versiyonlart 6ne ¢ikmistir. MS
ortami-+(NAA,BAP) iceren B serisi ortamda ise 151 ve 171 kodlu yerel genotipler
daha yiiksek basar1 saglamistir. Yetistirme ortamina aktif komir (% 0.25)
eklenmesinin genotiplere bagli olmak kosulu ile embriyo olusumunu tesvik ettigi
belirtilmigtir. Embriyogenesis agisindan en yiiksek sonuglar B5 ortamimnin giimiis
nitrat igermeyen kombinasyonundan alinmis ve bu ortami C6, B3, B2, B7
kombinasyonlar1 izlemistir. Olugsan embriyolarin tamami (B3 ortaminda elde
edilenler hari¢) bitkiye donlismiistiir. Alfajer ¢esidi ve B 1slah hatt1, 151 ve 171
numarali genotiplerden daha yiiksek basar1 gostermistir. Ploidi diizeyine iliskin
bulgular  degerlendirildiginde, elde  edilen  embriyolardan  gelisen

bitkilerin %94’{inilin haploid kromozom yapisinda oldugu saptanmaistir.

Ozsan (2014), yiiksek lisans c¢alismasinda 4 farkli genetik ilerleme

seviyesindeki biber genotipini kullanarak, genetik ilerleme seviyelerinin anter ve
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mikrospor kiiltiirlerinde haploid embriyo eldesi iizerine etkilerini arastirmistir. Bu
amagla calismada kullanilan biber genotiplerine ait tomurcuklarin siniflandirmasi
yapilmistir. Uygun mikrospor asamasinin belirlenmesi amaciyla gruplandirilan
tomurcuklar ethidium bromid boyama teknigi kullanilarak boyanmistir. Calismada
anter kiiltlirii i¢in MS, mikrospor kiiltiirii i¢in ise B5 besi ortamlar1 kullanilmig
olup, bu temel besi ortamlarina anter kiiltiirii i¢in 1 mg/l BA + 4 mg/l NAA
hormon kombinasyonu ilave edilirken, mikrospor kiiltiirii i¢in ise 0.2 mg/l kinetin
+ 0.1 mg/l 2,4-D hormon kombinasyonu eklenen besi ortamlar1 kullanilmistir.
Caligmanin anter kiiltiirii kisminda anterlere 8 giin siireyle +35 °C sicaklik 6n
uygulamasi islemi yapilmistir. Mikrospor kiiltlirii kisminda ise mikrosporlara
haploid embriyo olusumunu uyartmak amaciyla anterlerin kiiltiire alinmasindan
once ilk 7 gilin boyunca +32 °C sicaklik ve 0.3 M mannitol igeren ortamda
bekletilmesiyle 6n uygulama islemi yapilmistir. Kiiltiirii tamamlanan anter
kiiltiiriine ait petriler 25 °C sicaklik, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot ve
3000 liks aydmlatmaya sahip olan biiylime odasina alinirken, mikrospor
kiiltiirtine ait petrilerin ise 25 °C 'de karanlik kosullarda kiiltiirlerinin devamlilig
saglanmistir. Caligmada sicaklik 6n uygulamalarinin ve aclik 6n uygulamasinin
herhangi bir etkisi gozlemlenmemis olup, elde edilen sonuglarda kallus, embriyo
benzeri yapilar ve embriyolarin olustugu saptanmistir. Calisilan genotipler
arasinda anter kiiltiirline gosterdikleri tepki bakimindan F4 hattina ait
anterlerin %15.07 oraninda torpedo embriyo olusturmasi dolayisiyla en basaril
genetik ilerleme seviyesinde oldugu saptanmistir. Mikrospor kiiltiiriinde yapilan
degerlendirmelere gore ise calisilan genotipler bazinda bakildiginda yine F4
hattinin % 13.89 embriyo olusum orani ile mikrospor kiiltiiriine en iyi tepkiyi
veren genotip oldugu belirlenmistir. Kullanilan diger genotiplerde farkli oranlarda

kallus olusumu gozlemlenirken, embriyo olusumu saptanmamaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, 2018-2019 yillar1 arasinda Tohumluk Bilimi ve Teknolojisi
Anabilim Dali ve Ege Universitesi Tohumculuk Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TOTEM) laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan
bitkisel materyaller AD-Rossen firmasina ait hibrit biber ¢esitleridir.

3.1 Gereg¢
3.1.1 Cahismada kullanilan ¢esitler ve 6zellikleri

Denemede bitki materyali olarak dolma tipinde 2 farkl ¢esit / kapya tipinde
2 farkli gesit olmak {izere toplamda 4 farkli biber ¢esidi kullanilmistir.

Kapia A : (12-081) Adana bolgesi agik saha ¢esidi olup, 2 loblu, et kalinlig:
orta, sap ¢ukuru diiz, meyve rengi agik yesil, ortalama 1 meyve agirligt 130
gramdir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kapia A ¢esidi (a) serada bitki gorseli (b) meyve gorseli.

Kapia B : (10-714) Acik saha yetistiriciligi i¢in uygun tath bir ¢esittir, 2-3
loblu, et kalinlig1 kalin, sap ¢ukuru diiz, meyve rengi yesil, ortalama 1 meyve
agirhigr 130 gramdir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Kapia B ¢esidi meyve gorselleri.

Dolma 39 : (15-416) Ortiialt1 yetistiriciligi ici uygun kishk bir cesittir,
gecci olum grubunda, 3 loblu, et kalinlig1 orta, sap ¢ukuru derin, meyve rengi agik

yesil, ortalama 1 meyve agirhigt 85 gramdir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Dolma 39 ¢esidi (a) serada bitki gorseli (b) meyve gorseli.

Dolma_ 47 : (12-013) Tokat i¢in yazlik ve Misir i¢in kislik olarak
degerlendirilen bu ¢esit, uzun dolmalik gurupta olup, ince kabuklu, 4 loblu, et
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kalinlig1 orta, sap cukuru derin, meyve rengi agik yesil, ortalama 1 meyve agirligi

80 gramdir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Dolma 47 cesidi (a) serada bitki gorseli (b) meyve gorseli.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerin yetistirilmesi

AD-Rossen firmasindan 05.08.2018 tarihinde tohum ekimi yapilan ve
05.09.2018 tarihinde fide dikimi gergeklestirilen bitkilerden 18.12.2018 tarihinde

alinan farkl biiytikliikteki tomurcuklar alinmistir.

Genotiplerden alinan 3-5mm arasindaki anterler, MS medyasina iki ayri
karbonhidrat kaynagi (maltoz ve sakkaroz) ile iki farkli 6n sicaklik uygulamasinin
(25 °C 6 giin, 35 °C 6 giin) denendigi 4 farkli ortamda kallus olusturma

performanslari incelenmistir.

3.2.2 Uygun anterler secimi

Bu calismada, anterler 1-7 mm arasinda gruplandirilarak, mikrosporlarin
hangi gelisme asamasinda oldugu asetokarmen ile boyanarak belirlenmistir (Sekil
3.5). Bitkilerden 1 mm ile 7 mm arasindaki tomurcuklar segilmis ve c¢icek

pargalar1 sepal, petal, kaliks, flament, ovaryum kisimlar1 6zenli bir sekilde
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uzaklastirilmistir (sekil 3.5 b). Anterlerin ayirma islemi tamamlandiktan sonra lam
lizerine alinarak asetokarmen ilavesi ile preperatlar hazirlanmistir. Lam ve lamel
arasia dikkatlice yerlestirilen anterlerin agilmasi ve mikrosporlarin gériiniir hale
gelmesi i¢in bastirma islemi uygulanmigtir (sekil 3.5c). Hazirlanan preparatlar
mikroskop altinda incelenerek mikrosporlarin tek ¢ekirdekli oldugu agsamaya denk
gelen tomurcuk blytikliigi saptanmistir (sekil 3.5d). Sonug¢ olarak, 3-5 mm
uzunluktaki anterlerin tek c¢ekirdekli asamada oldugu ve c¢alisgmaya bu

biiyiikliikteki antrerlerle devam etmenin dogru olacagi anlasilmistir (sekil 3.5a).

Sekil 3.5. (a) Tomurcuklarin boylanmasi, (b) Tomurcuklardan anterlerin
cikarilmasi, (c) Asetokarmen boyama goriintiisii, (d) Mikrosporlarin
mikroskop altinda tek ¢ekirdekli gelisim asamasi
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3.2.3 Kiiltiir sirasinda kullanilan malzemeler ve bitkisel materyallerin

sterilizasyonu

Anter kiiltiiri calismalar1 boyunca her asamada farkli petri kaplar
kullanilmigtir. Kiltiire alma sirasinda kabinde kullanilan malzemeler etiivde

170 °C sicaklikta 1 saat siireyle steril edilmistir.

Bitkisel materyallerin sterilizasyonunda ise %70’lik etil alkol ve %?20’lik
sodyum hipoklorid kullanilmistir. Sterilizasyonda kullanilacak olan %70’lik etil
alkol, saf sular, steril kurutma kagitlar1 ve %20’lik sodyum hipoklorid yiizey
sterilizasyonu i¢in 15 dk steril kabin igerisinde UV 151k altinda bekletilmistir. UV
sterilizasyonu bitmesinin ardindan tomurcuklar 6ncelikle 1dk boyunca %70’lik
etil alkol ile ¢alkalanmistir ve 1 dakika boyunca saf sudan gecirilerek %20°lik
sodyum hipoklorit igerisinde bekletilmis (yaklasik yarim saat) 3 kez saf sudan
gecirilerek  durulanmig ve steril kurutma kagidi {izerine alinarak hafifce

kurulanmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Tomurcuk dezenfeksiyonu.

3.2.4 Kiiltiire alinma sartlari ve 6n sicakhik uygulamalar:

Calismada biber anter kiiltiirii calismalarinda denenmis ve basarili sonuglari
literatiirlerle desteklenmis MS ortamina ilaveten iki ayr1 sekerlerin (sakkaroz ve
maltoz ) ve farkl sicaklik derecelerinde (25-35°C) bekletmenin, kallus olusumuna

etkisini incelemek i¢in (Cizelde 3.1)” de gosterilen 2 ayr1 ortam test edilmistir.
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Cizelge 3.1 de igerigi verilen ortamlar gereken miktarda hazirlandiktan
sonra pH metre yardimi ile ol¢lim yapilmis pH’s1 5,8’e sabitlenmistir. pH
degerinin diisiik olmasi halinde 1 N NaOH, yiiksek olmas1 halinde ise 1 N HCI
kullanilarak pH istenilen seviyeye sabitlenmistir. pH 6l¢iim isleminin ardindan
cozeltiye % 0,7°lik agar ecklenmis ve jellesme saglanmistir. 2 It lik
erlenmayerlerde hazirlanan ortamlar aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra
agizlar1 pamuk ile kapatilarak 1 atm basing altinda 15 dk boyunca 121°C’de
otoklavlanarak sterilize edilmistir. Otoklavlama isleminin ardindan erlenmayer
yiizeysel sterilizasyona tabi tutularak steril kabin igerisine alinmis ve yine steril
petrilere  10-15 ml oraninda dokilmislerdir. Stre¢cleme ve etiketleme
caligmalarinin ardindan petriler UV 1s1k altinda 12 saat bekletilmis ve ardindan

anterlerin ekimine ge¢ilmistir.

Her bir petri kabina on adet olacak sekilde anterler ekilmis ve deneme 5
tekrarlt olarak kurulmustur. MS besin ortamina ekimi gergeklestirilen anterler, 25-
35 °C lerde ve karanlik kosullarda 6 giin boyunca 6n uygulamaya maruz
birakilmiglardir. On uygulama isleminin tamamlanmasinimn ardindan petriler 1500-
2000 lix yogunluk ve (251 °C) sicaklik sartlarina sabitlenen iklim odasina
transfer edilmislerdir. Deneme boyunca kiiltiire alinan anterlerde diizenli olarak
her giin kontaminasyon kontrolii yapilmis ve bulasma goriilen petriler ortamdan
uzaklastir (Sekil 3.7). Her ay diizenli olarak dokularin yeni ortamlara transferi
saglanmis 3. ve 4. alt kiiltiire alinma isleminde ise elde edilen dokularin organ

rejenerasyonu gostermeleri igin BAP dozu iki katina ¢ikarilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Anter kiiltiirii calismasinda kullanilan besin ortamlar1 ve igerikleri

BAP BAP
. Aktif
ORTAMLAR | SEKER NAA | lve2. | 3ved. | AgNOs
UYGULAMA karbon
alt kultir | alt kiltir
1 25 C 6 giin
MALTOZ _
2 33C6gn | mg/t | 0L mg/ | 02mg | 15mg | 025001/
3 25 C 6 giin
SAKKAROZ
4 35 C 6 giin
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Sekil 3.7. Fungal bulasiklik gosteren petriler.

3.3 istatistiki Analizler

Aragtirmanin laboratuvar kisminda yapilan calismadan elde edilen tiim
veriler bes tekerriirlii tesadiif bloklar1 deneme desenine gdre TARIST istatistik
paket programi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmustur. Her bir uygulama
icin anter sayist tekerriir sayisi, tesadiif parselleri. Her bir uygulamanin kallus
olusumuna etkileri % olarak degerlendirilmistir. Ortalamalarin karsilagtirilmasi
LSD testine gore yapilmis ve karsilagtirmalarda % 5 Onemlilik seviyesi ele

alinmistir (Acikgdz ve ark., 1994).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Deneme ile ilgili sonuglar incelendiginde, kallus olusumu {izerine;
cesit*ortam*6n uygulama Uglii interaksiyonu, ¢esit*6n uygulama ve ortam*on
uygulama ikili interaksiyonlar1 % 5 seviyesinde istatistiki 6nemde bulunmus,

cesit*ortam ikili interaksiyonu ise 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Uygulamalarin kallus olusumunda cesit ve karbonhidrat kaynag:
iliskisi (Varyans analiz tablosu)

VARYANS ANALiZ TABLOSU

) Tablo Tablo
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler
. F degeri degeri degeri
kaynag derecesi toplamu ortalamasi
%5 %1
Tekerriir 4 13.991 3.498 3.221* 2.602 3.812
Cesit 3 89.100 29.700 27.350** 2.832 4.292
Ortam 1 51.320 51.320 47.259** 4.072 7.287
A*B 3 4.665 1.555 1.432 ns 2.832 4.292
On
1 4.661 4.661 4.292* 4.072 7.287

uygulama
A*C 3 28.058 9.353 8.613** 2.832 4.292
B*C 1 20.537 20.537 18.912** 4.072 7.287
A*B*C 3 21.106 7.035 6.479** 2.832 4.292
Hata 42 45.609 1.086
Genel 61 279.048 4.575

ns = 6nemsiz (not significant)
* =6nemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %5)
** = onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Cizelge 4.2.°de tglii interaksiyon tablosu ve Sekil 4.1°deki kallus olusum
grafikleri incelendiginde, en yiiksek kallus olusum oranlarinin Kapia A (%62,5)
ve Kapia B (%60,0) gesitlerinde ve 35 °C de 6 giin (karanlik) kosullarda
bekletildikten sonra maltoz igerikli besi ortamina alinan petrilerden elde edildigi
belirlenmistir. Ayni gesitlerin aynt 6n uygulamadaki sakkaroz igerikli besi
ortaminda ise kallus olusum oranlart sirastyla %33,3 ve %16,6 olarak
goriilmektedir. Kapia A c¢esidinin 25 °C sicaklik 6n uygulamasi sonrasi kallus

olusum oranlar1 maltoz ortaminda % 20, sakkaroz ortaminda ise % 16, aym
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kosullarda Kapia B’nin Kkallus olusum oranlari ise sirasiyla % 56 ve % 44 olarak

goriilmektedir.

Dolmalik cesitlerin kallus olusum oranlar1 degerlendirildiginde, Dolma 39
¢esidinin en yiiksek kallus olusum gosterdigi ortam, maltoz (35°C sicaklik 6n
uygulamasi) %38, en diisiik basar1 gosterdigi ortam ise sakkaroz (25°C sicaklik 6n
uygulamasi) %12,5 olmustur. Maltoz (25°C sicaklik 6n uygulamasi) %30 kallus
olusum basarisiyla 2. sirada yer alirken sakkaroz (35°C sicaklik 6n uygulamasi)
ortami1 % 18 lik basariyla 3. sirada yer almistir. Dolma 47 ¢esidi de Dolma 39
cesidi gibi en yiiksek basariyt %17,5 ile maltoz(35°C sicaklik 6n uygulamasi)
ortaminda gostermis, maltoz (25°C sicaklik 6n uygulamasi) % 16,6 ile 2. sakkaroz
(35°C sicaklik 6n uygulamasi) %15,5 ile 3.,% 10 ile Sakkaroz (25°C sicaklik 6n

uygulamasi) son sirada kalmaistir.

Cizelge 4.2. Uygulamalarin kallus olusum orani1 (%) tizerine etkisi

. MALTOZ SAKKAROZ
CESIT
25°C 35°C 25°C 35°C
KAPIA A 20 def 62,5a 16,0 ef 33,3 cde
KAPIiA B 56,0 ab 60,0 a 44,0 abc 16,6 ef
DOLMA 39 30,0 cdef 38,0 bed 12,5 ef 18,0 def
DOLMA 47 16,6 ef 17,5 def 10,0 f 15,0 ef
70 -~
60 A
50 A
40 - ® KAPIA A
E KAPIA B
30 A
DOLMA 39
20 A
m DOLMA 47
10 A
0
25°C | 35°C | 25°C | 35°C |
MALTOZ | SAKKAROZ

Sekil 4.1. Cesitlerin ortamlar ve 6n uygulamalara gore kallus oranlari.
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Cesit*ortam interaksiyonu istatistiki 6nemde bulunmamakla birlikte,
Cizelge 4.3 incelendiginde en yiiksek kallus orant maltoz besi ortaminda Kapia B
ve Dolma 39 ¢esidinden elde edilmistir. Tiim genotiplerde sakkaroz iceren besi
ortaminda kallus olusum oranlari maltoz igeren besi ortamina gore daha diisiik

bulunmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. Cesitlerin ortamlara gore kallus olusum oranlari (%)

CESIT ORTAM
MALTOZ SAKKAROZ
KAPIA A 29,0 17,0
KAPiA B 59,0 29,0
DOLMA 39 34,0 14,0
DOLMA 47 11,0 10,0
70
60
50
40
m ORTAM MALTOZ
30 ® ORTAM SAKKAROZ
20 -
O = T T T
KAPIAA  KAPIAB DOLMA 39 DOLMA 47

Sekil 4.2. Cesitlerin Ortamlara gore kallus oranlari.

On uygulamalara bagl olarak cesitlerin kallus olusum oranlar1 farklilik
gostermistir. Kallus olusum oram1 en yiiksek Kapia B ¢esidinin 25 °C 6n
uygulamasindan elde edilmis, bunu Kapia A ¢esidinin 35 °C 6n uygulamas: takip
etmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.4. Cesitlerin 6n uygulamalara gore kallus oranlari

. ON UYGULAMA
CESIiT
25°C 35°C
KAPIA A 14,0 ef 40,0b
KAPIiA B 51,0 a 37,0 bc
DOLMA 39 20,0 de 28,0 cd
DOLMA 47 06,25 f 12,5 ef
60
50
40
30 ® ON UYGULAMA 25 °C
20 m ON UYGULAMA 35 °C
0 = T T T

KAPIAA KAPIAB DOLMA DOLMA
39 47

Sekil 4.3. Cesitlerin 6n ungulamalara gore kallus oranlari.

Genotiplere bakmaksizin, besi ortamindaki karbon hidrat kaynagi ve 6n
uygulamalar bagli olarak, kallus olusum oranlar1 incelendiginde en iyi
uygulamanin 35 °C 6n uyulama+maltoz besi ortami oldugu, en koétii uygulamanin
ise 35 °C 6n uygulama+sakkaroz besi ortami oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5,
Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5. Kabonhidrat igerigi ve 6n uygulamalara gore kallus oranlari

ON UYGULAMALAR
ORTAMLAR
25°C 35°C
MALTOZ 24,0b 425a
SAKKAROZ 210b 110¢

B MALTOZ
m SAKKAROZ

ON UYGULAMALAR

Sekil 4.4. Karbonhidrat kaynagi ve on uygulamalarin kallus olusumu {izerine
etkileri.

Kullanilan ortam kombinasyonlari goéz oniine alindiginda her genotipte
kallus olusumu gozlenirken, bazi genotiplerde siirgiin ve kok benzeri yapilar elde
edilebilmis (Sekil 4.5) ancak baz1 genotiplerde sadece kallus olusumu
gozlenebilmistir (Sekil 4.8). Ortamlar arasinda, genotiplere bagli olarak kallus
olusumu bakimindan 6nemli farkliliklar saptanmistir.

Sekil 4.5. Kapia A ¢esidi kallus olusumu gorseli.
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Sekil 4.7. Dolma 39 ¢esidi kallus olusumu gorseli.

Sekil 4.8. Dolma 47 ¢esidi kallus olusumu gorseli.
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5. TARTISMA

Anter Kkiiltiiri uygulamalarinda haploid bitki eldesindeki basari; anter
kiltiirti teknigi, kullanilan ortamdan ve anterin alindigi genotipe kadar pek ¢ok
faktore baglidir. Bu ¢alismada kapya ve dolma tipi farkli biber ¢esitlerinin anter
kiiltiiri tekniginde iki farkli 6n uygulama sicakligi (25 °C ve 35°C) ve iki farkli
seker (maltoz ve sakkoroz) icerikli MS besin ortaminin, kallus olusum oranlarina

etkileri arastirilmistir.

Calismalar sonucunda elde edilen kallus yapilart kompakt yapida, sert
beyazimsi, beyaz ya da saydam olarak gozlemlenmis ve bu yapilarin embriyo
uyartimi saglayabilcek yapida olmadiklar1 embriyo uyartimina pozitif yanit veren

kallus yapisinin daha yumusak olamasi gerektigi bilinmektedir.

Calismada en yiiksek kallus olusum oranm1 %62,5 ile Kapia A ¢esidinde ve
35 °C de 6 giin (karanlik kosullarda) bekletildikten sonra maltoz besi ortamindan
elde edilmistir. Bu sonuclar Comlek¢ioglu vd. (1999), yerel biber popiilasyonlari
tizerinde (Sanlurfa ve Kahramanmaras) yiiriittiikkleri doku kiiltiirii calismalarinda
alman sonuglarla benzerlik gostermektedir; bu ¢alismada 6n uygulama olarak
35°C sicaklikta 8 giin boyunca bekletme uygulamasindan fazlaca haploid embriyo
elde etmislerdir. Ancak bu c¢alisma Ellialtioglu ve ark., (2000)’nin biberde
yaptiklar1 ¢alismalarla farkli sonuglar gostermistir arastiricilar 25°C sicaklikta 7
giin tutma, 35°C sicaklikta 7 giin karanlikta tutma, 25°C sicaklikta 16 saat
aydinlik/8 saat karanlikta tutmak seklinde planlamislar ve sonug olarak 25 °C’de 1
hafta bekletmeden daha basarili sonuglar elde etmislerdir. Bu farkliliklarin genotip

etkisinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Dolma biber tiplerinde de anterlerden en yiiksek kallus olusumu yine
35°C’de 6n uygulama sonrast maltoz besi ortaminda elde edilmistir. Kallus
olusum oranlarinda genotiplere bagli olarak basar1 oran1 degismekle beraber, tim
genotipler 35°C’deki 6n uygulamada en yiiksek kallus olusumunu gostermistir.
Nitekim biberde anter kiiltiiriinde 35 °C’de karanlikta bekletme 6n uygulamasinin

basariy1 arttirdigini belirlemislerdir (Barany et al., 2005; Kim et al., 2004)
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Genotipin anter kiiltiirli basarisin1 dogrudan kontrol eden en 6nemli etken
oldugu pekgok arastirmaci tarafindan onaylanmistir. Ochao-Alejo et. al., (2001)
ve Berljak, (1999), calismalarinda biberde genotip ve bazi morfolojik ozellikler
nedeniyle diger Solanaceae grubu sebzeleri kadar yiiksek basari saglanamadigi
ortaya konmustur. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan 4 genotip, kallus olusumu
bakimindan degerlendirildiginde en fazla kallus olusumu Kapia B ¢esidinden %44
elde edilmis, bunu sirasiyla Kapia A (% 27), Dolma 39 (% 24) ve Dolma 47
(%]15) gesitleri izlemistir.

Sayihr ve Ozzambak (2005) ve Niklas-Nowak et al. (2012)
gerceklestirdikleri anter kiiltiirli ¢aligmalarinda biberde basarmin Capsicum
cinsinin i¢indeki tiirlerde, kiiltiire alinan bitkiler arasinda ya da hibrit formlarina
gore degil ayn kiiltiir ¢esidi icerisinde bireysel bitkilere gore bile degisebilecegini
belirtmektedir.

Biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda Murashige and Skoog (1969) ve
Dumas de Vaulx et al. (1981) en ¢ok kullanilan temel besin ortamlaridir. Bu iKi
ortamin haploid biber {retiminde daha basarili oldugu kabul gérmiistiir
(Ellialtioglu vd., 2001; Ozkum ve Tipirdamaz, 2002; Irikova and Rodeva 2004).
Ayrica biberde anter kiiltiiri ¢aligmalarinda pek ¢ok farkli bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilsa da en yiiksek basarinin 4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BAP +
2,5 mg/l aktif karbon kullanilan MS temel besin ortamindan alindig1 arastiricilar
tarafindan kabul edilmistir (Chunling, 1994; Comlek¢ioglu, 2001; Alremi, 2013).

Karbonhidrat kaynagi olarak biber anter kiiltiiriinde siklikla sakkaroz
kullanilirken (Morrison et al., 1986; Binzel et al., 1996; Supena et al., 2006), baz1
arastiricilar ise maltoz kullanmiglardir (Dolcet-Sanjuan et al., 1997; Gemesne et
al., 2000; Gyulai et al., 2000; Supena et al., 2006).

Bu caligmada da genotiplere bakilmaksizin, 6n uygulamalarin karbonhidrat
kaynagina bagli kallus olusturma oranlar1 incelendiginde; en basarili sonug her iki
on uygulamada da maltoz i¢eren besi ortamindan elde edilmistir. Kallus olusturma
oranlar1 her iki uygulamada da sakkaroz iceren besi ortaminda olmustur. Nitekim,
maltozun embriyo olusumunu uyarict etkisini agiklayarak glikoza doniisiimiini
engellediginden dolayr diger sekerlerin mikrospor gelisimindeki engelleyici

etkisini ortadan kaldirdigini belirtmektedir (Dolcet-Sanjuan et al., 1997).
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde ve diinyada biiyiikk ekonomik onemi olan ve aym oranda
yetistiriciligide 6nem kazanan biberde 1slah ¢alismalarinin ¢ok daha hizli
yiritilmesi ve sonuglandirilmasi ve bunun sonucunda yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi son derece 6nemli bir konudur. Dihaploid hatlarin elde edilmesinde
in vitro anter kiiltirii tekniginden yararlanilmasi genotiplerin saflastiriimasi
asamasinda zaman tasarrufu saglamasi nedeniyle bu teknik uygulamalarin biberde
yiilksek basar1 kapasitesine ulastirilmasi bu ¢alismanin  temel amacini
olusturmustur. Dort ayr1  biber ¢esidinin  kullanildigr  farkli  sicaklik  6n
uygulamalari ve karbonhidrat kaynagi olarak maltoz ve sakkarozun tercih edildigi,
aktif komiir ve biiyime diizenleyicileri ile zenginlestirilmis MS temel besi

ortamlari anter kiiltliri uygulamalar i¢in kiyaslanmistir.

Farkli genetik yapidaki 4 biber c¢esidi i¢in en uygun anter kiiltiiri
caligmasinin yiiriitiilebilecegi besin ortami kombinasyonunun belirlenmesini
amaglayan bu tez ¢alismasinda literatiirlerden elde edilen verilere de dayanarak
androgenesis performasini etkiliyen en O6nemli parametrenin genotip oldugu
sonucuna varilmis ve her genotipin farkli kallus olusum basarisi gosterdigi
belirlenmistir. Cesit x ortam interaksiyonlar1 sonucunda 35 °C’de 6 giin bekletilen
maltoz ilaveli ortamlarda Kapia B genotipinden her kombinasyonda yiiksek basari

alinmustir.

Karbonhidrat kaynagi olarak maltoz kullaniminin kati ortamda da olumlu
sonuglar verdigi ve bundan sonra yapilacak biber anter kiiltiirii ¢alismalarinda

basarmin arttirtlmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anter kiltlirlinde basarinin  pek ¢ok faktor tarafindan etkilendigi
belirtilmistir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismadan daha yiiksek basar1 elde etmek
amaciyla her faktor detayli bir sekilde denenmeli ve sonuglar degerlendirilmelidir.
Tez calismamda kullandigim anterlerin  alindigi  bitkiler giiz doneminde
yetistirilmistir. ~ Bitkilerin  yetistirilme  donemi  fizyolojik  gelisimlerini

etkileyeceginden bitkiler giiz ve bahar dénemi, agik tarla ve sera kosullarinda ayri
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ayr1 degerlendirilerek yetistirme kosullar1 birer faktor olarak bundan sonraki

caligmalarda incelenmelidir.

Bu calismada iki farkli 6n uygulamanin (6 giin +35 °C’de ve 6 giin 25 °C
bekletme) anter kiiltiiriinde kallus olusumuna etkileri incelenmistir. Yiiksek
sicaklikta daha kisa ya da uzun bekletmek, diisiik sicaklik soku uygulamasi gibi
farkli 6n uygulamalarin literatiirlerde androgenesis basarisini pozitif yonde
etkileyecegi bildirilmistir. Bundan sonra yapilacak c¢alismalarda farkli 6n

uygulamalarin da degerlendirmeye alinmasi 6nerilebilir.
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