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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

BiTKi BUYUME DUZENLEYICILER VE SAKKAROZ DOZLARININ
BAZI BiBER GENOTIPLERINDE ANDROGENIK EMBRIiYO
OLUSUMUNA ETKIiSi

MUZEYYEN HULUL

TOKATGAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAHCE BITKILERI ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: PROF.DR. NAiF GEBOLOGLU

Anter kiltiirii, biber 1slahinda haploid hatlarin elde edilmesinde kullanilan 6nemli bir
tekniktir.Biberde anter kiiltlirlinlin kullanim1 yaygin olmakla beraber embriyo ve haploid
bitki olusumu genotip, besin ortami, stres uygulamalar1 ve bitki biiyiime diizenleyiciler
gibi bircok faktore baglhdir. Bu calismada genotip, sekermiktar1 ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin embriyo olusumuna etkisi arastirilmistir.Ince sivri (B4), kapya (B16),
dolmalik(B90), ti¢ burun(B85) ve ¢arliston(B54) biber genotipleri Murashige ve Skoog
(1962) (MS) besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Besinortamlarina 4 farkli sakkaroz dozu
(%3, % 6,% 9,% 12) ile 3 farkli kinetin (0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L) ve 3 farkli 2,4-D dozu (0.1,
0.5 ve 1.0 mg/L) ilave edilmistir. En yiikksek embriyo olusumu 42 anterden 108 embriyo
olusumu ile Ug burun genotipinin % 6 saakkaroz + 1,0mg/L Kinetin +1,0 mg/L 2,4-D
iceren besin ortamindan elde edilmistir.Genotipler embriyo olusturma basarisia gore Ug
Burun,Kapya, Carliston,Dolma, ince Sivri seklinde gerceklesmistir. En yiiksek ebriyo
formasyonu %6 seker uygulamasindan elde edilmistir. Sonug olarak, degisik biber
tiplerinde yiiriitiilen ¢aligmada basarili sonuglar elde edilirken basar1 diizeyi genotip, seker
dozlar1 ve bitki bliylime diizenleyicilere bagl olarak farkliliklar gostermistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

THE EFFECT OF GROWTH REGULATORS AND SACCAROSE
DOSESON ANDROGENIC EMBRYOFORMATION
IN SOME PEPPER GENOTYPES

MUZEYYEN HULUL

TOKATGAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF HORTICULTURE

SUPERVISOR: PROF.DR. NAiF GEBOLOGLU

Anther culture is an important technique for obtaining haploid lines in pepper
breeding.Although the use of anther culture in pepper is common, embryo and haploid
plant formation depends on many factors such as genotype, nutrient medium, stress
applications and plant growth regulators.In this study, the effect of genotype, sucrose
doses and plant growth regulators on embryo formation was investigated. Ince sivri (B4),
Kapya (B16), Dolma (B90), Ucburun(B85) and Carliston(B54) pepper genotypes were
cultured in Murashige and Skoog (1962) (MS) medium.Four different sucrose doses (3%,
6%, 9%, 12%), 3 different kinetin doses (0.1, 0.5 and 1.0 mg/L) and 3 different 2,4-D
doses (0.1, 0.5 and 1.0 mg/L) were used. The highest embryo formation was obtained
from nutrient medium containing 6% sucrose + 1.0 mg/L Kinetin +1.0 mg/L 2,4-D with
42 anther and 108 embryos. Genotypes were ranked as Ug¢ Burun, Kapya, Carliston,
Dolma, Ince Sivri according to embryo production. The highest embryo formation was
obtained from 6% succrose application. When the success rate was examined according to
genotypes, the highest results were obtained with 991 embryos in the genotype of
Ugburun, second with 488 embryos and Kapya, Carliston 447, Dolma 391, and 350
embryos from Ince Sivri genotype. As a result, satisfactory results were obtained for
embryo formation.However, androgenic success showed significant differences depending
on genotypes, sucrose and plant growth regulator added to nutrient media.As a result,
while the highest embryo formation obtained from different pepper genotypes, the embryo
formation was changed according to succrose doses and plant growth regulators.

2019, 37 Page
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1. GIRIS

Bitkiler insanligin varolusundan giiniimiize kadar insanlarin beslenmesinde ¢cok onemli
bir yere sahiptir. Bitkilerden besin olarak faydalanma ilk dogadan toplama seklinde
baslamis daha sonra iistiin olan tipler korumaya alinmig, bu asamadan sonra da
tohumlar1 toplanarak ilk kiiltiire alma eylemleri gergeklestirilmistir. Bu tiirlerden
biriside biberdir. Biber hem diinyada hem de iilkemizde c¢ok fazla tiiketilen sebzeler
igerisinde bulunmaktadir. Ulkemizin neredeyse her bdlgesinde biber iiretimi yapilmakta
ve farkli sekillerde (taze olarak, sal¢a seklinde, toz ve pul biber seklinde, tursu olarak,
sos olarak, kozleme seklinde, yemeklerin igerisinde vb.) sofralarimizdaki yerini
almaktadir. Anavatan1 Orta ve Giiney Amerika olarak bilinmektedir. Biber Solanaceae
familyasinda bulunmakta ve yaygin olarak kullanilan tiirii Capsicum annuum L.’ dur.
Capsicum cinsi, yaklasik 30 tiirii kapsamaktadir (Greenleaf, 1986). Bunlardan 5 tiir (C.
annuum, C. baccatum, C. pubescens, C. frutescens ve C. chinense) ekonomik olarak
kiiltiire alinarak giiniimiize kadar gelmis ve yapilan 1slah c¢alismalarinda

kullanilmaktadir.

Ulkemizde 2018 yili itibari ile 2608172 ton biber iiretimi yapilmistir.(Anonim, 2019)
Tiirkiye, Cin ve Meksika’dan sonra diinyada en ¢ok biber yetistiriciligi yapan tilkedir.
Tiirkiye’de agikta ve ortli altinda yaygin bir sekilde biber yetistiriciligi yapilmaktadir.
Yiiksek sicakliklar,diisiik sicakliklar, hastalik ve zararlilar gibi sorunlar biber liretiminde
verim ve kaliteyi etkileyen faktorlerdir. Birim alandan verimi artirmanin en 6nemli yolu
bu gibi sorunlara dayanikli ¢esitleri gelistirmektir. Biber giineyde 55’ enlem ile kuzeyde
52’ enlemleri arasinda genis bir aralikta yetistiriciligi yapilmaktadir. Maksimum
cimlenme sicaklig1 25-30 °C arasinda iken yetistiricilik i¢in en uygun sicaklik 21-29 °C
arasidir. Ortam sicakliklar1 35 °C’yi gegtiginde veya 10 °C’nin altinda kaldiginda
biberde biiylime ve gelisme yavaslamaktadir. Biberin gereksinim duydugu maksimum
iklim sartlar1 yeterli derecede saglanamazsa verim ve kalite diistisleri goriilmektedir. Bu
sebeple maksimum iklim sartlarinin disinda yiiksek verimli ve kaliteli ¢esitlerin 1slahina

gereksinim vardir.

IIk Kkiiltire alinan biber ¢esitleri ve yabani formlar1 vyiiksek ihtimalle kiigiik
meyveli,¢oktohumlu ve ince etlidir. Bu bitkilerin tohumlar1 biiyiik ihtimalle hayvanlar

tarafindan tasinip yayilmistir. Daha sonra insanlar, sevdikleri ve kendisine fayda



sagladiklar1 meyvelerin tohumlarini alip bilmeden bir takim seleksiyonlar yapmislar ve
verimli ve iistiin karakterleri gogaltarak giiniimiize kadar tagimislardir. Ik baslarda
acemi olarak yapilan bu se¢imler cogalan diinya niifusu ve tiiketici talepleri
dogrultusunda profesyonel anlamda 1slah ¢alismalar1 baslamistir. Biberde de 20. yiizyil
boyunca meyve kalitesi,erkencilik, hastaliklara karsi mukavemet, yiiksek verim, biyotik

ve abiyotik streslere dayanakli genotipleri gelistirmek i¢in 1slah ¢aligmalar1 baglamistir.

Klasik 1slah yontemleri ile yeni genotiplerin gelistirilmesi konusunda iiniversitelerde,
arastirma enstitiilerinde ve 6zel firmalarda birgok ¢alisma yapilmis ve ¢aligmalar devam
etmektedir. Ancak klasik islah calismalari ile yeni g¢esit gelistirmek uzun yillar
gerektirmektedir ve ¢ok fazla zamana ve emege ihtiya¢ duyulmaktadir. Giintimiizde bu
siireyl azaltmak ve yapilan calismalarda en az hata ve kesin sonuglar elde etmek i¢in
cesitli doku kiiltlirii tekniklerinden yararlanilmaktadir. Islah g¢alismalarinda en ¢ok
kullanilan doku kiiltiirii teknikleri erkek (mikrospor kiiltiirii,anter kiiltiirii) ve disi organ
kiiltiirleri (ovaryum Kkiiltiirii,ovul kiiltiirii ve 1sinlanmis polenle tozlama) ile haploid
bitkilerin elde edilmesidir. Haploid bitki tiretimi, bitki 1slahinda 6nemli bir alana sahip
olan doku kiiltiiri tekniklerinden biridir (Heiser, 1976; Andrews, 1985). Islah siirecini
azalttig1 i¢in haploidi teknigi sebze 1slahinda yaygin uygulama alani bulmustur. Haploid
bitkilerin en 6nemli kullanim alan1 kendine uyusmaz tiirlerde bile tamamen homozigot
katlanmig dihaploid hatlarin hizli Gretimidir. Klasik 1slah yontemleriyle de saf hatlar
elde edilebilmekte, ancak harcanan siire artmakta; yabanci tozlanan bitkilerde 10-12,
kendine tozlanan bitkilerde 6-7 yil siirmektedir. Dioik tiirlerde ise kendileme olanaksiz
olmaktadir. Haplodizasyon yontemlerinin = kullanimi ile bu sire 1-2 yila

indirgenmektedir.

Klasik 1slah ¢alismalarinda genotiplerin segilmesi ve bu segilen genotiplerin
homozigotlastirilmasi ¢ok uzun stirmektedir. Doku kiiltiirii calismalari ile bu stireler cok

kisa siirelere indirilerek zamandan tasarruf edilmistir.

Haploid bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri anter
kiiltirt teknigidir. Gliniimiizde bitki biyoteknolojisi,molekiiler teknikler gibi modern

bilimsel yontemler sayesinde bitki 1slah ¢aligmalar1 biiyiik bir ivme yakalamustir.

Bu teknigin diger haploid bitki olusturma ydntemine gore avantaji; bir anter igerisinde

binlerce mikrosporun var olmasi ve bir anterden ¢ok sayida haploid bitki meydana



gelmesidir. Anter kiiltliriinlin temel prensibi, normal olarak erkek gameti meydana
getirecek olan polen hiicresinin gelisimine engel olmak ve somatik hiicrelerde oldugu
gibi polen hiicresini dogrudan olarak embriyo olusturmaya zorlamaktir.Guha ve
Maheswary tarafindan 1964 yilinda anter kiiltiirii teknigi ile ilk haploid bitki, Wang ve
ark. (1973) tarafindanilk haploid biber bitkisi elde edilmistir. Ulkemizde biberde anter
kiiltiirli teknigi ilk ¢alismalar Abak (1983) tarafindan yapilmis, Tiirkiye orijinli biber
cesitlerinde uygun besi ortaminda % 10,38 kadar ulasan haploid bitki elde edilmistir
(Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 2002). Bu yontemle olusan haploid bitkilerin kromozom
sayilar1 katlanarak elde edilen saf hatlar, genotip gelistirmeye yoOnelik 1slah
calismalarinda kullanilmigtir. Biiyiikalaca ve ark. (2004), Ata (2011), Taskin ve ark.

(2011) gibi baz1 arastiricilarla biberde anter kiiltiirii ¢alismalarina devam edilmistir.

Doku kiiltiirii ¢alismalarmin temel tasit olan haploid bitkiler, somatik hiicrelerindeki
kromozom sayilar1 ile esey hiicrelerindeki kromozom sayilari birbirine esit olan
bitkilerdir. Bu bitkileri elde etme teknigi ise haploidizasyon yontemidir (Khush ve
Virmani, 1996). Haploidizasyon yontemi, yillar siiren ve bir okadar zor olan
kendilemeler yerine kullanilacak en 1yi seceneklerden biridir. Haploid bitkilerin
tamamen homozigot yapida olmalarindan dolayi, haploidizasyon yontemi ise yillar
stiren caligmalar1 en aza indirgemesinden dolay1 bitki 1slahindaki konumu oldukga

onemlidir (Heiser, 1976; Andrews, 1985).

Anter kiiltiirii uygulamalarinda haploid bitkilerin elde edilmesine bir¢cok faktor etki
etmektedir. Dondr bitkinin yasi, yetisme kosullari, genotipin egilimi, besi ortaminin
icerigi ve 0zelligi, stres ve inkiibasyon kosullar1 ve anterlerin tomurcuklardan alindig:

donem bu faktorlerin en 6nemlileri arasinda yer almaktadir.

Ayn kiiltiir ortamlarinda, ayni kosullar igerisinde, ayn1 muameleye tabi tutulan farkli
cesitler her uygulamaya degisik reaksiyonlar verebilmektedir. Donor bitkiler
yetistirilirken her asamada maruz kaldiklar1 ¢evresel faktorler, iklim kosullari, yetistigi
ortamin sartlar1 anterlerde ve mikrosporlarda ¢esitli sonuglara neden olur ve bu nedenle
de anter kiiltlirlinde meydana gelen basar1 oranini etkilemektedir. Basariy1 etkileyen en
onemli etmenlerden birisi anterlerin igerisindeki mikrosporlarin bulundugu evredir.
Anterler; genotiplere gore farklilik gosterse de genellikle erken gelisme evresinde
kiltire alindiginda basarili sonuglar elde edilmektedir. Mikrosporlar i¢in en uygun

donem tek cekirdekli gelisim doneminin ilk asamasidir. Uygun donemdeki anterleri



bulunduran tomurcuklara yapilan 6n muamele de basariyr artirmaktadir. Kiiltiir 6ncesi
yapilan tomurcuklar1 diisiik sicaklikta bekletme uygulamalarinin anter kiiltiiriinde
basariy1 etkiledigi ifade edilmektedir. Anter kiiltiiriinde basarili sonuglar elde etmede
etkileyen 6nemli etmenlerden biriside besi ortami ve bilesenlerdir. Tiirlerin hepsinde
olumlu sonug elde edilebilecek tek bir besin ortami ile siirlandirmak pek miimkiin
degildir. Ancak anterlerin gelisme evreleri isteklerine gore ortamlarin igeriklerine
biiyiimeyi diizenleyici maddeler, farkli kimyasallar ya da bazi ekstratlarin takviyesiyle
basarili sonuglar elde edilmistir. Yapilan biitiin kiiltiir uygulamalarindan sonra besi
ortamina yerlestirilen anterlerin inkiibe edildigi sartlarda embriyo ¢ikis oranini

etkilemektedir.

Haploid bitkilerin en Onemli ozelliklerinden biri de kendine uyusmaz tiirlerde
homozigot dihaploid hatlarin ¢ok az zamanda iiretilmesine olanak saglamasidir. Bu
ozellik 1slahgilar icinde olduk¢a 6nemli avantajlar saglar. Dihaploid hatlar kullanilarak
1slah ve genetik ¢alismalari kolaylasir, sonuca daha kisa zamanda ulasilabilmeye olanak
saglar. Yabanci tozlanan tiirlerde heterozigotluk orani ¢ok fazla oldugu i¢in, homozigot
hatlara ulasmak i¢in onlarca generasyon kendileme yapmak gerekir. Dihaploidizasyon
yontemi yardimiyla F1 ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilan homozigot saf hatlara,
bir generasyonda ulasilabilmektedir. Yabanci tozlanan tiirlerde 12-13 yil, kendine
tozlanan tiirlerde 5-6 yil siiren 1slah ¢alismalari, haploidizasyon teknikleri ile 1-2 yila

kadar indirgenmistir.

Bu tarz zaman ve isgiicii kazanimlariyla toplam 1slah siiresi 12-13 yildan, 5-6 seneye
diistiriilebilecegi kanitlanmigtir(Abak,1986). Bu gibi yararlardan dolayr haploidizasyon

yontemi modern 1slah uygulamalarinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu c¢aligmanin nedeni, her sene artan biber iiretimi ve iiretimde meydana gelen bazi
problemler g6z Oniine alinarak in vitro yontemler ile dihaploid hatlarin elde edilmesidir.
Arastirma da anter kiiltliriinde basariy: artirmaya yonelik bazi uygulamalar denenmistir.
Anter kiiltiirlinde basariy1 etkileyen onemli faktorlerden olan genotip, besi ortami,
inkiibasyon kosullar1 ve 6n tomurcuk uygulamalarin bazi teknik ve dozlar1 uygulanarak

basar1 iizerine etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL BILGILER

Solanaceae familyasinda yer alan biberin en ¢ok kullanilan tiirti Capsicum annum L.
(2n= 2x= 24) isimlendirilmektedir. Capsicum cinsi igerisinde 50 adet tiir icermektedirt.
Bu 50 adet tiir iginden 5 tanesi (C. annuum, C. baccatum, C. pubescens, C. frutescens ve
C. chinense) ekonomik olarak kiiltiire alma ¢aligmalarinda kullanilmistir. Biber tiirleri
icerisinde en fazla iiretimi yapilan C.annuum, Tiirkiye‘de ve Diinya‘da biber iiretim
miktarinin en ¢ok payini olusturmaktadir. Biber tiretimi Tiirkiye‘de her sene % 4-10
arasinda siirekli bir artis gdstermektedir. 1980 yilinda 220.000 ton olan biber tiretimi bu
dogrultuda 2015 yilinda 2.3 milyon ton seviyelerine ulasmistir (Anonim, 2015).
Hermafrodit seklindeki biber ¢igekleri; 5 ganak, 5 tag, 5 erkek organ tasir ve 3-5 karpelli
bir adet disi organa sahiptir. Disi organlarin erkek organlardan 6nce reseptif hale
geemesiyle %3 ile %30 arasinda degisen oranlarda yabanci dollenme oran

goriilmektedir.Ancak, genelde biber kendine tozlanan bir tiir olarak kabul edilir.

Tiirkiye’de onemli sebze tiirlerinden biri olan biber iiretimi her gecen yil artarak devam
etmistir. 1980 yilinda biber dekara verim 1.41 ton iken 2000 yilinda 2.12 ton/da ve 2017
yilinda 2.76 ton/da olmustur (Anonim, 2018). Uretim alanlarmin genislemesi ve
modern tarim tekniklerinin devreye girmesinin yaninda yiiksek verimli, biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine dayanikli veya tolerant ve adaptasyon yetenegi yliksek hibrit
cesitlerin gelistirilmesinin iiretimde ve verimlilikte saglanan artista 6nemli katkilari
olmustur. Tirkiye’de 1980°li yillarda bitki 1slahinda yasanan geligsmeler etkisini biber
1slahinda da gostermis, bu gelismeler biberde {istiin 6zellikli hibrit ¢esitlerin
tiretilmesinde rol oynamistir. Bu donemden itibarenbiberislahinda her gegen giin yeni
tekniklerinde devreye girmesiyle gelismis iilkeler ile rekabet edecek diizeye
gelinmistir.Gegmiste hibrit biber ¢esidinde %100 disa bagimli olan Tiirkiye bugiin artik

diinyanin bir¢ok iilkesine hibrit biber tohumu satmaktadir.

Biber 1slahindaki basarida biyoteknolojik yontemlerin 1slah  programlarinda
kullanilmasimin 6nemli katkilar1 olmustur. Anter kiiltiirii teknigi biber i1slahina 6nemli
katkilar saglayan yontemlerden biridir ve 12 ay gibi ¢ok kisa siirede %100 homozigot
hatlarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Boylece biber 1slahinda en zor ve en
uzun asama olan yari yol materyallerinin elde edilmesinde g¢ok biiyiik avantajlar

saglamaktadir.



Kazim Abak, 1983 yilinda anter kiiltiirii ¢alismalarina 6nciiliik etmistir. Tiirkiye orjinli
biber genotiplerinde yiiriitiilen ilk ¢alismalarda uygun besi ortami1 kullanilarak %10,38
basartya ulasilmistir  (Abak,1983).Sonraki yillarda besin ortami, genotipv.b.

uygulamalarin etkilerini arastiran ¢cok sayida calisma yayinlanmistir.

Biberde anter kiiltiirii ile ilgili yiiriitiilen ¢alismalarda androgenik basari iizerine bir¢ok
faktoriin etkili oldugu belirtilmektedir. Androgenik basarida en etkili faktoriin genotip
oldugu, donér bitkinin genetik yapisi ve anter kiiltiiriine yatkinliginin basar1 {izerine
dogrudan etkili oldugu degisik caligmalarda ortaya konmustur (Qin ve Rotino, 1995;
Mityko ve ark., 1995). Dondr bitkilerin yetisme kosullar1 ve yas1 (Ouyang ve ark., 1987,
Ercan ve ark., 2006; Niklas-Nowak ve ark., 2012; Grozeva ve ark., 2013; Al Remi ve
ark., 2014), anter kiiltlirtinde kullanilan besin ortamlar1 ve ortam bilesenleri (Dolcet-
Sanjuan ve ark., 1997; Lihao ve ark., 2004; Liu ve ark., 2009), besin ortamlarina ilave
edilen bitki biiylime diizenleyiciler ile organik ve inorganik katki maddeleri (Thomas,
2008; Yang ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2010; Cheng ve ark., 2013) ve cicek
tomurcuklarina uygulanan 6n stres uygulamalar: ile anterlere uygulanan inkiibasyon
kosullarmin (Kim, 1999; Koleva-Gudeva ve ark., 2007a; Ozkum ve Tipirdamaz, 2007;
Parra-Vega ve ark., 2013a; Nowaczyk ve ark., 2015) etkili faktorler arasinda oldugu
bir¢ok calisma ile ortaya konulmustur. Bu faktorlerin disinda anter kiiltiiriinde basari
tizerine en ¢ok etki eden faktdrlerden biri de mikrosporlarin hangi gelisme evresinde
oldugudur (Nowaczyk ve Kisiala, 2006, Parra-Vega ve ark., 2013b; Barroso ve ark.,
2015).

2.1. Anter kultiirii

Bu yontemde ilk olarak 1964 yilinda Guha ve Maheswari, Datura innoxia bitkisinin
kiiltiire alinan anterlerinde mikrosporlardan haploid embriyo olusumu saglanmistir
(Guha ve Maheswari, 1964). Sonraki yillarda Bourgin ve Nitsch (1967) tiitiin (Nicotina
tabaccum) tilirlinde anter kiiltiiri teknigiyle, tam bir haploid bitkiyi bulmay1

basarmislardir.

Anter  kiiltiirii, igerisinde olgunlasmamig  polenleri  bulunduran  anterlerin,
tomurcuklardan ayrilarak in vitro sartlarda yapay besin ortamlarina yerlestirilmesi ve bu
polenlerden haploid embriyolarin meydana gelmesi olayma verilen isimdir. Anter

kiiltiirii  yapilarak normal kosullarda iki c¢ekirdekli yapiya doniisecek olan polen



tanesinin gametik gelisme yonii; daha tek g¢ekirdekli agsamadayken somatik gelisme
yoniine dogru cevrilmekte ve boylece ‘mikrospor androgenesis’ veya sadece
‘androgenesis’ olarak adlandirilan olusum gergeklesmektedir (Ellialtioglu ve ark.,
2001). Belirlenen cesitlerin ¢igek tomurcuklarina birka¢ damla Tween-20 damlatilip
%20’lik sodyum hipoklorit veya kalsiyum hipoklorit igerisinde 15 dakika boyunca
yiizeysel sterilizasyona tabi tutulur ve bu iglemden sonra steril saf su ile tomurcuklar
yikanir. Steril pens ve bistliri yardimi ile anterler tomucuklardan ayrilir. Anterleri
tomurcuktan ayrilirirken anterlerin zarar gormemesine ve anter sapinin antere birlestigi
noktadan alinirak uzaklastirilmasina dikkat edilmelidir. Steril sartlarda tomurcuklardan
ayrilan anterler daha dnceden hazirlanmis ve steril olan petri kaplarin igerisindeki besi
ortamina ekimi yapilir. Agarla katilastirilmis besin ortamlarina ekilen anterlerin ekim
islemi bittikten sonra petri kutularinin kenarlar1 dis ortamdan meydana gelecek
kontaminasyon olusumunu engellemek i¢in parafilm ya da stre¢film ile kapatilir.

Anterler normal kosullarda iki hafta igerisinde embriyo olusumunu gosterir. Bu siirecte

gelisme iki farkl sekilde olur.

1) Indirek androgenesis: anterin igerisindeki polenlerden ilk once kallus dukusu

olustugu zaman olusan kallus dokusundan bitki rejenerasyonu olugmaktadir.

2) Direk androgenesisi: bu adimda anter igerisindeki polenlerden direkt embriyo

olusur.

2.1.1. Anter kiiltiiriinii etkileyen faktorler

2.1.1.1. Donor bitkilerden kaynaklanan faktorler

Genotip

Anter Kkiiltiirinde olumlu sonuglarin elde edilmesinin en Onemli nedeni anterlerin
alindig1 bitkinin genotipleriyle ilgilidir. Biitiin bitki gruplarinda aym kiiltiir sartlart
altinda, ayn1t muamalere uygulanarak yiiriitiilen biitiin caligmalarda cesitlerden farkl
reaksiyonlar alinmaktadir.Yapilan ¢aligmalarda 12 tiitiin tliriinden 5 tanesinin, 18 farkl
Arabidobsis tiirlinden 3 tanesinin ve 118 Solanum genotipi igerisinden sadece 19‘unun
uygulamalara yanit verdigi belirtilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2000). Rodeva ve ark.
(2004)‘nin yuriittiigii ¢alismada 20 adet Bulgaristan biber genotipi anter kiiltiirline

alinmis ve sonug¢ olarak 2 genotip indirek organagesis olurken diger genotipler direk



embriyogenesis olarak gelistigini bildirmektedirler. Taskin (2005), 5 degisik biber
cesidinde bilesenleri farkli 4 ortam uygulamasiyla anterlerin gelisimlerini bakildigi
caligmada, anter kiiltliriinde genotipin basari iizerindeki etkisinin ¢ok 6énemli oldugunu
aktarmaktadir. Anter kiiltiiriinde genotip, anterin i¢inden ¢ikan embriyo olusumunu ve
embriyonun bitkiye doniismesini etkilemektedir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Mityko
ve Fari 1997). Yapilan bir¢ok arastirmada tim bitki gruplarinda ayni kiiltiir sartlart
altinda anter yapilar1 bakimindan genotipler arasinda biiylik farkliliklar goriilmiistiir.
Hatta benzer genotipin bile farkli androgenik tepki verdigi ifade edilmistir (Niklas-
Nowak ve ark.,2012). Nitsch 1969’da , 12 farkl tiitiin ¢esidinin 5 tanesinde, Gresshof
ve Doy 1972°de, Arabidopsis (Turpgiller) familyasinin 18 farkli hattinin 3 tanesinde ve
Vitis vinifera (asma) tiiriiniin 3 ¢esidinde, Irikova 1975’te yaptigi caligmada ise 118
farkli Solanaceae familyasimnin sadece 19’unda polen embriyogenesisi elde edebilmistir

(Ellialtioglu ve ark., 2000).

Biber {lizerinde yapilan anter kiiltiirii ¢alismalarinda arastiricilarin bir¢cok basarinin
ceside bagl olarak degisiklik gosterdigini, bazi biber gesitlerinde androgenik embriyo
olusumu ve embriyolarin bitkiye doniisme giicliniin ¢ok diisiik oldugunu, basari
oraninin ¢esitlere bagli olarak % 0.5 ile % 75 arasinda farklilik gosterdigini ve
poplilasyonlar icerisinde alinan anterlerde basar1 oranin daha fazla oldugunu
belirtmektedirler (Qin ve Rotino 1993; Ltifi ve Wenzel 1994; Mityko ve ark., 1995;
Koleva-Gudeva ve ark., 2007).

Tokat biberi ile Istek F1, Ucburun F; veKodyliim Fibiber cesitlerinin dondr bitki olarak
kullanildig1 ¢aligmada uygulamalara ve ortamlara bagli olarak basar1 oranlarinda
farkliliklar oldugu embriyo olusturma oranlari bakimindan en yiiksek basarinin 187
embriyo ile Tokat biberinden elde edildigi, bu genotipi 86 embriyo ile Istek F:1 ¢esidinin
izledigi, Ugburun F1 genotipinden 17 embriyo, Koyliim F1 genotipinden ise 15 embriyo
elde edildigi rapor edilmistir (Gebologlu ve Celik,2016).

Donor bitkilerin yetisme kosullar

Anter kiiltiirinde basarinin elde edilmesi igin 151k siddetinin fazla olmasi, dondr
bitkilerin iyi beslenmesi ve tomurcuk hasadindan 3-4 hafta oncesinden itibaren diizenli

ya da diizensiz olsun her tiir pestisit kullanilmamasi gerektigi belirtilmektedir (Nitsch,



1981). Hatipoglu (1997), mikrospor gelisimi doneminde materyal olarak kullanilacak
olan bitkilerin hicbir strese ugramamalar1 gerektigini ve anterlerin alinacagi zamandan
3-4 hafta dncesinden itibaren pestisit uygulamasina son verilmesi gerektigini ve velev ki
calismada kullanilan donor bitkilerin anterlerinin alindigi zamana kadar optimal
sartlarda yetistirilmesini tavsiye edilmektedir. Anter kiiltiirlinde bitkilerin yetisme
sartlari, donemi ve dondr bitkilerin yetistirildigi ortamin sicaklifi, 151k intensitesi,
giinliik 1s1klanma siiresi, COzkonsantrasyonu, bitkinin beslenme sartlar1 ve diger ¢evre
faktorleri materyal olarak kullanilan bitkiden alinan anterdeki embriyonun basarisini
etkilemektedir. (Dunwell, 1991; Alpsoy, 1999). Yapilan uygulamalarda benzer bitki
tiirii ve hatta ayni genotiplerde farkli sonuglar elde edilmesi ¢esit ayni1 olsa da donor
bitkilerin yetisme sartlarmnin farkli olmasinin anter kiiltiirinde basarili sonuglar
etkiledigini gdstermistir. Aymi bitki tiirleriyle ve hatta ayni genotiplerle yapilan
uygulamalarda birbirinden farkli sonuglarin elde edilmesi, ¢esitlerin ayni olmasina
ragmen dondr bitkilerin yetisme sartlarinin  farkli olmasindan kaynakli oldugu

kanitlanmistir (Ellialtioglu 2005).

Ercan ve ark.,(2006) biberde yiiriittiikleri ¢alismada donér bitkinin yetisme kosullarinin
ve yasinin anter kiiltlirlinde embriyoid olusumuna etkisini arastirmiglar, dondr bitkinin
yasinin ve yetisme kosullarinin androgenik basari {izerine onemli etkileri oldugunu

belirtmislerdir.

2.1.1.2.Anter Kiiltiiriinden kaynaklanan faktorler

Anterlerin gelisme donemi

Abak (1983), anter kiiltiiriinde en 1yi tomurcuk gelisme doneminin mayoz boliinmeyi
takip eden birinci mitoz evresinin baglangici yani tomurcuklarin 3.5-4.0 mm boyutlarina

geldigi zamana rastladigini belirtmektedir.

Anter kiiltlirii i¢in tomurcuklarin dondr bitkiden alindigi zamanda polenlerin anter
kiiltiirii icin en el verisli gelisim diizeyinde olmasi biiylik 6nem tasir ve bu asama da
tiirlere gore degisiklik gosterir (Dunwell, 1981). Dunwell (1976), bir arastirmasinda
anter kiiltiirtinde calistig tiitlin bitkisinde polenlerin mitoz boliinme evresinde optimal
tepki verdigini, polenlerin zamani gegince daha diisiik tepki verdigini belirtmektedir.
Biberde 4-6 mm biiyiikliigiindeki tomurcuklarla yapilan anter kiiltiiriinde en iyi anter,

kallus ve embriyo gelisiminin saglandig: rapor edilmistir (Sayilir ve Ozzambak, 2002).



Dolcet-Sanjuan ve ark. 1997 yilinda yiriittiikkleri ¢alismada, anter kiiltlirlinde basariy1
elde etmek igin, biber tomurcuklarinin sepal ve petal yapraklarinin ayni boyda olmasi
veya petal yapragimmin biraz daha uzun ve kenarlari menekse renkli yesil olmasi

gerektigini bildirmektedir.

Morfolojik belirteclerin anter alim zamanini belirlemede kullanilabilecegini belirten
aragtiricilarin yaninda, tomurcuk biiyiikliigii, anter rengi gibi morfolojik belirteglerin
yaniltict olabilecegini, bu 6zelliklerin g¢esitlere gore degisecegini savunan aragtirmalar
da bulunmaktadir (Rodeva 2001; Rodeva ve ark.,2007; Irikova 2008). Bu nedenle anter
kiiltiirli galismalarinda uygun mikrospor evresini belirlemek i¢in ¢calismada kullanilacak
genotiplerin  mikrospor gelisme asamalarinin  sitolojik  olarak  belirlenmesi
gerekmektedir. Boylece her genotip icin sitolojik bulgulardan hareket edilerek
morfolojik belirtegler kullanilabilir (Irikova ve ark., 2011b).

Tomurcuklara yapilan 6n muamele

Cicek tozunda nisasta birikimi anter kiiltiirii i¢cin ¢ok Onemlidir. Polenlerde nisasta
biriktiginde haploid embriyo gelisimi olmamaktadir. Polenlerdeki nigasta birikimini
diisiik sicakliklar engellemektedir. Anterlerde bulunan ve engelleyici 6zelligi olan
Absisik asit hormonu soguk uygulamalar yapildigi zaman asit miktarini azaltir ve
olumsuz etkisini ortadan kaldirir (Johansson ve Eriksson, 1977; Ellialtioglu ve
Tipirdamaz, 1997; Ozkum ve ark., 2000). Soguk soklarin disinda; tomurcuklara etilen
uygulamasi, santrifiij etme gibi 6n muameleler yapildiginda embriyo gelisimine olumlu
etki yapmaktadir (Nitsch, 1974). Sayilir ve Ozzambak (2002), anter kiiltiiriinde
tomurcuklar isleme almadan 6nce +4°C‘de 25 saat bekletildiginde isleminin basarili
sonuglar elde edildigini ifade etmektedir. Arastiricilar 4 °C de 80 saat ve 9 °C de 9 giin
uygulanan soguk soklarmin embriyogenesise olumlu bir etkinin olmadigini ve
embriyolarin sadece kontrol ortamlarindan elde edildigini bildirmistir.Morrison ve ark.,
(1986) ile Supena ve ark., (2006) anter alimindan 6nce ¢igektomurcuklarina diisiik
sicaklik uygulamiglar ve 24 saatten 100 saate kadar bekletmenin embriyo olusumunu
uyarttigin1 belirlemislerdir. Bunun yaninda diisiik sicakligin embriyo olusumuna 6nemli
bir etkisinin olmadigini belirten ¢aligmalar da bulunmaktadir (Vagera ve Havranek
1985; Munyon ve ark.,1989; Ozkum ve ark., 2001; Kim ve ark., 2005). Ayrica diisiik
sicaklik uygulamasinin embriyo formasyonunu azalttigi ve kallus olusumunu tesvik

ettigi de belirtilmektedir (Ozkum ve Tipirdamaz, 2002).
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2.1.1.3.Besin ortaminin bilesimi ve yapisi

Comlekgioglu ve ark. (1999), bazi1 yerli biber populasyonlarinda yaptig1 anter kiiltiirii
caligmalarinda, bitki biiylime diizenleyicilerden NAA ve BAP’in besin ortamlarinda
birlikte kullanilmasinda basarili sonuclar elde edildigini; Yoon ve ark. (1991), biberde
anter kiltliriinde farkli biiyiime diizenleyici kombinasyonlari i¢inden embriyo olusumu
icin en uygun bilesimin 0.1 mg 1-1 Kinetin ve 0.1 mg |-1 2,4-D oldugunu
bildirmektedirler. Temel besin ortamlar1 olarak anter kiiltiiriinde en fazla Murashige ve
Skoog (MS), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN (Nitch ve Nitch, 1969) ve CP (Dumas
de Valux ve ark., 1981), stvi N ve N medyas1 (NLN), ortamlar1 kullanilmaktadir.

Biitiin bitki gruplar1 i¢in basarili sonuglar elde edilebilecek tek bir besi ortami
belirlemek olduk¢a zordur. Ayni ortamlarda ayni tiirlere ait farkli ¢esitlerin basari
oranlarinin farklilik gosterdigi bir durumda tek bir ortam Onerisinde bulunmak olasi
goriinmemektedir (Ellialtioglu ve ark., 2000). Abak (1983), tarafindan yapilan Tiirkiye
orijinli biberlerin kullanildig1 bir ¢alismada en basarili sonuglar, 5 mg/1 kinetin, 5 mg/I
2.4-D, 120 g/l sakkaroz, 37.3 mg/l Na2EDTA+27.8 mg/l FeSO47H20 katilan besin
ortamlarindan elde edilmistir. Lentini ve ark (1995), piring anter kiiltiirii caligmalarinda;
besin ortamina giimiis nitrat eklendiginde ve sakkaroz yerine maltoz kullanildiginda
anter bagina kallus olusumunun %14 civarinda bir artis gosterdigini rapor etmektedir.
Anter kiiltiirii ¢alismalarinda en ¢ok sakkaroz karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Besin ortamlarina eklenen serin, glutamin gibi 15 aminoasitler, AgNO3 gibi etilen
biyosentezini inhibe edici maddeler (Paksoy ve ark., 1995) veya aktif komiir gibi
maddeler olumlu sonuglar elde edebilecek ve basariyr arttiracak c¢esitli kimyasal
maddelerdir. Besin ortamlarina en Onemlisi de kiltliriin ilk asamalarinda eklenen
yiiksek seker miktarlar1 (%6-12) patates (Sopory ve ark., 1978), biber (Dumas de Valux
ve ark., 1981) ve patlican (Dumas de Valux ve Chambonnet, 1982) tiirlerinde haploid
embriyolarin olusmasini saglamaktadir. Biber anter kiiltiiriinde oksin olarak en fazla
2,4-D ve NAA olumlu sonuclar verirken, sitokinin olarak BA ve kinetin
kullanilmaktadir. George (1996), embriyogenesis baslangict i¢in oksinlere ek olarak
sitokininlerin de kullanilmas1 gerektigini belirtmektedir. Biberde hibrit c¢esitlerin
gelistirilmesi i¢in saf hatlar elde etmek i¢in Dolcet-Sanjuan ve Claveria (2000)‘nin
yaptig1 bir ¢alismada; cift katli ortami, biber anter kiiltiirii i¢in en etkili ve en basarili

yontem olarak saptamiglardir. Chunling (1992), MS temel besin ortamina 4 mg I-1 NAA
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ve 0.1veya 1 mg I-1 BA eklenmesiyle biberde anter kiiltiirinde ¢ok olumlu sonuglar
elde edilmesini sagladigini ifade etmektedir. Bajaj, 1983’e gore aktif komiiriin anter
basina embriyo ve bitki sayisimi arttirdigini ve haploid bitkilerin rejenerasyonunun
hizlandirdigini bildirmektedir. Karakulluk¢u, 1991°e gore ise aktif komiirlii ortamdaki

anterler kararip canliligini yitirir ve embriyo olusumu olumsuz etkilenir.

Sekerin in vitro kosullarda bitki hiicrelerinde 6nemli embriyolojik farklilagmalara neden
oldugu ¢ok sayida calisma ile ortaya konmustur (Koch, 1996; Jain ve Babbar, 2003;
Yadollahi ve ark., 2011; Yaseen ve ark., 2013). Bugdayda %3 seker mikrospor kiiltiirii
icin ideal kabul edilirken, anter kiiltiirii icin %9 gibi yiiksek oranlar da uygun
bulunmakta, % 9’dan daha yliksek seker konsantrasyonlari polen boliinmesini inhibe
etmekte, 2,4-D ise polenin gametofitik fazdan sporofitik faza gegisinde rol
oynamaktadir (Zhongheng, 2002).Anter Kkiiltiiriinde seker tlirevleri arasinda en
yayginkullanilan1 ve en etkili olan1 sakkarozdur.Sakkarozdan sonra sirasiyla glikoz,

fruktoz ve maltozgelmektedir (Hema ve ark., 2007).

2.1.1.4.inkiibasyon sartlari

Bazi1 bitki tiirlerine ait anterlere, kiiltiire alma islemleri bittikten sonra uygulanan yiiksek
sicakliktaki inkiibasyon sartlari, embriyo olusumlarini artirmaktadir (Dumas de Vaulx
ve,ark.,1981). Ellialtioglu ve ark. (2001) besin ortaminin ve inkiibasyon kosullarinin
optimize edilmesi, androgenetik basarida genotipten kaynaklanan olumlu ya da olumsuz

tepkiyi ortadan kaldiramayacagini vurgulamigtir.

Anter kiiltiiriinde dondr bitkinin genotipi kiiltlire tepki vermede en 6nemli faktorlerden
biridir. Comlek¢ioglu ve ark. (2001) ile Ellialtigolu ve ark. (2001)’da anter kiiltiiriine
tepkilerinin Kahramanmaras ¢esitlerinde elde edilen embriyolarin bitkiye doniistim
oranlarinin ¢ok diislik diizeyde oldugunu bildirmislerdir. Terzioglu ve ark. (2000), farkl
inkiibasyon kosullarinin anter kiiltlirii lizerinde olumlu ya da olumsuz etkilerini
gozlemledigi caligmasinda, 2000 lux 29°C ve 35 °C de iki farkli inkiibasyon kosulunu
incelemistir. Calismanin sonucunda 29 °C inkiibasyon sartlar1 daha etkili oldugu rapor
edilmigtir. Patlican, biber, lahana gibi sebzelerde inkiibe isleminin ilk zamanlarinda
yiiksek sicaklik soklarina gereksinim duyulurken; tiitiin gibi anter kiiltiiriine son derece
olumlu cevap veren bitkilerde 24-28 °C sicaklikta ve belirli bir diizenle 1siklandirilan

kosullarda gergeklestirilen inkiibasyon yeterli olabilmektedir (Ellialtioglu, 2000).
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Chuong ve ark. (1985), Brassica napus‘un 6 ve Brassica carinata‘® nin 1 ¢esidiyle
yaptiklari calismada arastirmacilar, 32°C‘de 3 giin inkiibasyon sonrasinda 25°C‘de
devam eden inkiibasyon kosullarinin, hem yiiksek embriyo verimi hem de yiiksek

normal embriyo yiizdesi sagladigini aktarmaktadir.

Bitki tomurcuklarindan alinan anterlerin direk besin ortamina sirt kismindan temas
etmesi inkiibasyonun basarili bir sekilde gergeklesmesi i¢in gereklidir. Yapilan bir
calismada Datura innoxia bitkisinin, ortam iizerine farkli pozisyonlarda yerlestirilen
anterlerden dorsal bicimde ortam yilizeyine yerlestirilenlerden en yiiksek oranda
embrioid elde edildigi ve anterlerin dik veya yatay pozisyonda agar ortamina
batirilmasinin oksijen yetersizligine neden oldu igin gelismeyi engelledigi bildirilmistir

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

3.1. Materyal

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii

Laboratuvar ve Arastirma Alaninda yiiriitiilmistiir.

3.1.1.Donor bitkiler ve ozellikleri

Denemede bes genotip biber popiilasyonu kullanilmistir. Bu genotiplerin tohumlari
iireticilerden toplanmustir. Ince sivri biber tipi (B4), kapya (B16), dolmalik biber tipi
(B90), li¢ burun meyveli biber tipi (B85) ve carliston biber tipi (B54) genotip olarak

secilmistir.

3.1.2.Donor bitkilerin yetisme kosullar

Donor bitkiler yar1 otomasyona sahip bir serada yetistirilmistir. Sera oluk alt1 yiiksekligi
5 metre, taban 2000 m2, iistleri kelebek havalandirmali,is1 ve gdlge perdesi bulunan,
sirkillasyon ve egzoz fanlarina sahip, yanlari uzay havalandirmali, havalandirma
bosluklari insect net ile kapali, sulama ve giibreleme sistemi otomasyona bagli, i¢inde
hem fide yetistirme boliimii, hem de topraksiz yetistiricilie uygun altyapiya sahiptir
(Sekil 3.2).

Seil 3.1.Donor bitilre ait ﬁelerin nml'j
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Sekil 3.2. Dondr bitkilerin yetistirildigi sera ve bitkilere ait goriiniim

3.1.3.Kiiltiir asamasinda kullanilan ekipmanlar

Doku kiiltiirii laboratuvari:inkiibasyon uygulamalari, dezenfeksiyon, besin ortami

hazirlama ve anter atimi ¢alismalart Bahge Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirii
laboratuvarin da gergeklestirilmistir.

Iklimlendirme odasi: Anterlerin, embriyo olusturma evresi ile dis kosullara alistirilma

evresi arasindaki donemi gegirmeleri icin sicaklik, 151k ve nem kontrollii iklimlendirme
odas1 kullanilmustir. iklimlendirme odasinda raflar krom nikel malzemeden imal
edilmistir.Raflarin aydinlatilmasindaLED lambalar kullanilmistir.

Floww kabin: Steril ortam g¢alismalarinin yiiriitiilmesi i¢in TelstarBio 1T A marka flow
kabin kullanilmistir.

Inkiibatdr: Anterlerin ekimi yapildiktan sonra 8 giin boyunca 35 °C*de karanlik
kosullarda bekletmede Memmert, IPP 400 inkiibator kullanilmistir.

Otoklav: Calisma sirasinda kullanilan malzemelerin (pens, biistiiri, erlenmayer, tiip,besi
ortami, vs.) dezenfeksiyonunda nemli hava (basingla) sterilizasyonu saglayan ALP CL-

3258 L marka 54 It kapasiteli otoklav kullanilmistir.
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Selil 3.3. Denemede kullanilan inkiibator ve otoklav ait goriintiiler

Sekil 3.4. Flow kabine ait goriintiiler

3.2. Yontem

Calismada 5 genotip, 4 seker dozu, 3 farklh kinetin ve 2,4-D dozu uygulamasi 5
tekerriirlii olarak denenmistir. Boylece (5x4x3x3x5): 900 muamele kullanilmis olup her

muamelede 10 anter kullanilmigtir. Toplamda ise 9000 anter atim1 yapilmistir.
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3.2.1. Donor bitkilerin yetistirilmesi

Denemde kullanilan genotiplerin tohumlari 15 Nisan 2016 tarihinde viyollerigerisindeki
torf ve perlit karisimindan olusan ortama ekilmistir. Tohumlardan olusan fideler cam
sera igerisinde topraksiz tarim alanindaki coco-peatbloklarina dikilmistir. Bitkilerde
vejetatif ve generatif dengeyi saglamak icin siirekli olusan ¢icek ve meyveler
koparilmistir. Bu sekilde daha fazla tomurcuk olusumu saglanmistir. Arastirmada
kullanilan bitkilerin hastalik ve zararlilardan korunmasi icin bitkiler ilaglanmistir.

Bitkilere damlama sistemi ile sulama ve giibreleme islemiyapilmistir.

3.2.2. Cicek tomurcuklarinin gruplandirilmasi ve toplanmasi

Tomurcuklarin en uygun evresi cesitlere gore faklililk gostermektedir. Genelde
tomurcuklar 3-4 mm boyunda olup sepal ve petal yapilariin ayni biiyiikliikte olmasi
tomurcuklar igin uygun evre olarak kabul edilmektedir. Bu evreye ulasmistomurcuklar
toplanarak arastirmada kullanilmistir.  Androgenesis i¢in uygunmikrosporlarin
bulundugu anterler; fizyolojik olarak krem-agik sar1 renklerde, u¢ kisminda antosiyanin
olusumunun basladigl, morlasmanin %20-30 oldugu evredeki anterlerdir. Genotipler
arasinda farkliliklarin olmasina karsin anterlerin gelisme asamalarini belirleyebilmek
icin, ¢igektomurcuklari once kendi aralarinda morfolojik  Ozelliklerinegore
gruplandirilmis ve bu gruplardan alinan anterlerde mikrospor gelisim asamalarinin
kontrol edilmesi i¢in %2°‘lik asetokarmin ile boyama yapilmistir. Boyanan anterler

mikroskop altinda incelenmis ve uygun evre belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Asetokarmin ile boyama yapilmis preparatlarin incelenmesi

3.2.3. Cicek tomurcuklarin dezenfeksiyonu anterlerin ¢ikarilmasi ve besi ortamina
dikilmesi

Anterler sabah erken saatlerde toplanmistir. Arastirmada kullanilan tomurcuklara 6n
uygulama yapilmistir. Tomurcuklar toplandiktan sonra 24 saat 4°C’de bekeltilmistir.
Anter kiiltlirii i¢in secilen en uygun mikrospor gelisimine ulagsmig olan tomurcuklar
once etiketlenen kaplarigerisinde hazirlanan %96°lik etil alkolde 5 dakika bekletilip saf
su ile yikanmistir. Bu asamadan sonra sterilkabin igerisinde tomurcuklara; birkag damla
Tween-20 eklenmis%20°lik ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika siireyle

dezenfekte edilmistir. Ardindan saf su ile 3 kez durulanmustir.
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Sekil 3.6. Anterlere uygulanilan dezenfeksiyon islemleri

Tomurcuklar dezenfeksiyon isleminden sonra kurutma kagidi {izerinde pens ve bistiiri
yardimiyla anterlere zarar verilmeden sepal ve petal yapilariuzaklagtirilmistir. Daha
sonra anterler fazla bekletilmeden hazirlanmis olan petri kaplarindaki besi ortamina
anterler ezilmeden dikilmistir. Anterleri dikerken pens ve bistiiri uglarmin
ortamadegmemesine ve anterleri ortama batirmamayadikkat edilmelmistir. Her petri
kabina 7-10 anter atilmistir. Anterler besi ortamina konuldugunda hafif pens ucu ile
bastirilmistir.

Dikim uygulamasi bitikten sonra petri kaplarin kenarlar1 disaridaki atmosferin neden
olacag1 kontaminasyonu Onlemek i¢in stre¢ film ile kapatilmistir.. Anter atimi

sonrasinda anterler karanlik ortamda 35 °C’de 8 giin bekletilmistir.

3.2.4. Besin ortamlarinin bilesimi ve hazirlanmasi
Calismada kiiltiir ortam1 olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan onerilen protokol

kullanilmistir.Besi ortaminin katilagsmasi i¢in % 0.8 Agar-agar (SiGMA) kullanilmistir.
Besi ortamlar1 4 farkli sakkaroz dozu (%3, %6, %9, %12) , 3 farkl kinetin ve 2,4-D
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dozu (0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L) ile hazirlanmistir. Toplamda 36 farkli besin ortami
hazirlanmistir. Denemelerde kullanilan tiim anterler C (kallus)ortamina dikilmis;
gelisme gosteren anterler 0.1 mg/I kinetin igeren R(rejenerasyon) ortamina aktarilmistir.
Calismada kullanilan tiim besi ortamlar1 otoklavda sterilize edilmeden once pH
seviyeleri 5.8 e ayarlanmig; ardindan erlenmayer aliiminyum folyo ile agizlar
kapatilmigtir. Agizlarikapanan erlenmayer igerisindeki ortamlar 15 dakika siireyle 121
°C‘de 1 atm basing altinda otoklavda sterilize edilmistir. Sterilize edilen ortamlar flow
kabin igerisinde her bir petri i¢cin 10ml besin ortami diisecek kadar doldurulmustur.
Inkiibasyon uygulama siireleri bittikten sonra petriler 25°C sicaklik ve 16 saat
fotoperiyoda sahip iklimlendirme odasindaki krom raflara yerlestirilmistir. Petriler
iklimlendirme odasina alindiktan 4 giin sonra anterler i¢inde rejenerasyon ortami
bulunan petrilere aktarilmistir. Her 4 haftada bir anterler yeni bir R ortamina
aktarilmigtir. R ortaminda yaklagik 5-6 hafta sonra en ge¢ 9-10 hafta sonra anterlerin

yiizeyinde embriyoidler goriilmeye baslamistir.

Sekil 3.7. Besin ortamlarinin petrilere aktariimasi
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Cizelge 3.1. Anter kiiltiirinde MS ortam1 i¢in kullanilan kimyasallar ve dozlar1

MS MS MS
KimyasalMaddeler ‘C’Ortam ‘R’ Ortam  ‘V’ Ortam
Makroelementler (mag/l)
KNO3 1900 1900 1900
NH;NO3 1650 1650 1650
MgSQq, 7H,0 370 370 370
(NH4)2SO4 - - -
NaH,PO42H,0 - - -
CaCl,, 2H,0 440 440 440
KCI - - -
Ca(NO3),, 4H,0 - - -
KH,PO4 170 170 170
Mikroelementler (mag/l)
MnSQ,, H,O 22,300 22,300 22,300
ZnSQy4, 7TH,O 8.600 8.600 8.600
HsBOs 6.200 6.200 6.200
Kl 0.830 0.830 0.830
Na,MoQ;, 2H,0 0.250 0.250 0.250
CuS04, 5H,0 0.025 0.025 0.025
CoCl,, 6H,0 0,025 0,025 0,025
Fe-EDTA
Na,EDTA. 2H,0(mg/l) 37.3 37.3 37.3
FeSOy, 7H,0 (mg/l) 27.8 27.8 27.8
Vitaminler (mg/l)
Pyridoxin HCL 0.50 0.50 0.50
nicotinamic Acid 0.50 0.50 0.50
Thiamine HCL 0.10 0.10 0.10
Glycin 2.00 2.00 2.00
Miolnositol 100.00 100.00 100.00
Vit By 0.03 0.03 0.03
Calcium panthotenate - - -
Biotine - - -
Karbonhidratlar
Sucrose (mg/l) 30.000 30.000
Biiviimevidiizenleviciler
Kinetin (mg/l) 0.1 -
2,4-D (mg/l) -
Agar
Agar-agar (mg/l) 8000 8000 8000
pH 5,8 5,8 5,8
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Sekil 3.8. Ci¢ek tomurcuklarindan anterlerin alimi ve besin ortamina dikimi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Denemede kullanilan 5 biber (Ince Sivri, Kapya, Dolma, Carliston, U¢burun) genotipten
toplamda 9000 adet anter ekimi yapilmistir. Cigek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten
sonra her bir tomurcuk agilarak igerisindeki anterlerin C ortamina dikimi yapilmistir. C
ortamindaki anterler 35 °Csicaklikta8 glinkaranlikta inkiibatorde bekletildikten sonra 25
°C sicaklik ve 16/8 saat giindiiz gece ozelligine sahip iklim odasma almmustir. iklim
odasinda 4 giin bekletildikten sonra anterler Rejenerasyon ortamina alinmistir. Burada
ortalama 40 giin gectikten sonra dikimi yapilan tiim genotiplerin anterlerinde gelismeler
takip edilmistir. Anterlerin kiiltiir ortamina alindiktan sonra siserek farklilasmalar1 veya
bozulma, kuruma olmaksizin canliliklari1  siirdiirmeleri  gelisme  olarak
degerlendirilmistir. Embriyo olusturan anterlere ait goriintiiler Sekil 4.1°de verilmistir.
Calismada Ince Sivri, Kapya, Dolma, Carliston, Ugburun genotiplerinden toplamda
9000 anter ekilmis,sonugta 1702 anterden embriyo olusumu gézlemlenmis ve toplamda
2667 embriyo elde edilmistir (Cizelge 4.1).

o~

Sekil 4.1. Anterlerden embriyo ¢ikist
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Cizelge 4.1. Genotip, seker miktar1 ve bitki biiyiime diizenleyicilerine bagli olarak
embriyo olusum oranlari

Genotipler )
Carliston Kapya Dolma  Ince Sivri  Ugburun

Seker Kinetin 24D E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3 El E2 E3
(g/lL) (mg/L) (mg/L)

30 0,1 0,1

(o]

30 0,1 0,5 3 4

30 0,1 1,0 1 2 2
30 0,5 0,1

30 0,5 0,5 3 7 6

30 0,5 1,0 4 4 8 6 6 12 2 3 4
30 1,0 0,1 1 2 2

30 1,0 0,5 2 2 4 3 5 6
30 1,0 1,0 11 2 3 5 6 1 2 2

60 0,1 01 2226 4 2 5 42430 48 5 8 10 34 42 68
60 0,1 05 1925 38 412 81419 28 3 4 6 25 36 50
60 0,1 10 23 29 46 33 58 66 38 54 76 6 7 12 29 43 58

60 0,5 01 2538 50 8 15 16 18 32 36 21 30 42
60 0,5 05 11 23 22 41 60 82 22 26 44 11 14 22 20 45 40
60 0,5 10 20 27 40 26 43 52 7 11 14 18 23 36 32 53 64
60 1,0 01 1619 32 1423 28 5 8 10 10 10 20 36 64 72
60 1,0 05 2527 50 10 18 20 1 4 2 17 36 34 38 49 76
60 1,0 10 2932 58 1 3 23873 76 31 48 62 42108 84
90 0,1 0,1 2 5 4 18 20 36 10 19 20
90 0,1 0,5 24 35 48 15 13 30
90 0,1 1,0 9 17 18 10 14 20 5 10 35 48 70
90 0,5 0,1 14 16 28 1
90 0,5 05 182 36 5 9 10 6

2

5

90 0,5 1,0 814 16 6 11 12 1

5
3
8 12 9 12 18 39 84 78
4 24 32 63 64
6

90 1,0 0,1 19 29 38 14 26 28 10 42 51 84 41 92 82
90 1,0 0,5 6 15 12 21 24 42 33 45 66 29 45 58
90 1,0 10 1328 26 18 35 36 3 7 6 34 50 68

120 0,1 0,1 3 9 6 4 6 8

120 01 0,5 3 7 6 911 18 1 3 2

20 0,1 1,0 411 8 5 7 10 10 15 20
120 05 0,1 2 5 4 6 8

120 05 0,5 5 910 1 3 2 29 33 58
120 05 1,0 4 5 8 10 9 18 18
120 1,0 0,1 7 7 14 9 14 18 12 14 24
120 1,0 0,5 6 13 12 23 39 46 6 8 12

120 1,0 1,0 16 21 32 11 17 22 12 12 24

E1: Embriyo olusturan anter sayst
E2: Embriyo sayisi
E3:Anterden embriyo olusum orani (%)
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4.1. Genotiplere gore basan diizeyleri

Calismada besin ortami bilesinlerine bagli olarak basar1 oranlarinda degisiklikler
goriilse de kullanilan biitiin genotiplerden embriyo olusumu goézlemlenmistir. Her
genotip igin 1800 anter dikimi yapilmis ve en yiiksek embriyo sayis1 991 ile U¢ Burun
genotipinden elde edilmistir. Ikinci olarak ise 488 embriyo ile Kapya takip ederken,
Carliston 447,Dolma 391, Ince Sivri genotipinden 350 embriyo elde edilmistir.
Embriyo olusturan anter sayisina bakildiginda en yiiksek basari oran1 % 32 ile
Ugburun Genotipinden elde edilirken en diisiik oran %13,94 ile Ince Sivri

genotipinden elde edilmistir (Sekil 4.2).

991
1000 Embriyo olusturan anter sayst
900 -
Embriyo sayis1
800 -
700 - = Embriyo olusturan anter orani (%)
600 - 576
488
500 - 447
391
400 - 301 320 350
300 - 254 251
200 -
100 - 72 17,77 4,11 3,04 32
0 — — — = -
Carliston Kapya Dolma Ince Sivri Ugburun

Sekil 4.2. Genotiplere gére embriyo olusum oranlari

Biber anter kiiltiirtinde genotipin androgenik yatkinliginin embriyo ve haploid bitki elde
etme basarisi iizerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir. Biber genotiplerinin bir kismi1 anter
kiiltiiriine yanit vermezken, yanit veren genotiplerin sayisinin daha fazla oldugu, ancak
basar1 oraninin degistigi arastiricilar tarafindan belirtilmektedir ( Morison ve ark., 1986;
Mityko ve ark, 1995; Rodeva ve ark, 2004; Ercan ark., 2006; Ercan ve Sensoy, 2011;
Irikova ark., 2011; Taskin ark., 2011; Niklas-Nowak ark., 2012; Olszewska ark., 2014;
An ark., 2016). Mityko ve ark., (1995) 11 biber genotipinin DDVX ortaminda

androgenik basarisini inceledikleri ¢alismada 2 genotip hi¢ sonu¢ vermezken, diger
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genotiplerin basar1 diizeyinin degistigini, en basarili genotipte 100 anterden 178.2
embriyo elde ettiklerini, Koleva—Gudeva ve Trajkova (2012), 19 genotipten 12 sinin
embriyo olusturdugunu ve embriyo olusum oranmmin %3.33 ile 50.55 arasinda
degistigini belirtmektedirler. Biberde 17 genotipin DDVX ortaminda androgenik
basarisin1 inceleyen Qin ve Rotino (1995), androgenik basarinin genotiplere gore
farkliliklar gosterdigini, ayrica ortam bilesenlerine bagl olarak genotiplerin tepkilerinin
degistigini, Rodeva ve ark., (2004) 16 biber genotipinde yiiriittiigii anter kultliri
calismasinda genotiplerin direkt ve indirekt embriyogenesise verdikleri yanitlarin
degistigini, Nervo ve ark., (1995) 12 biber genotipinde ylriittiigli anter kiiltiiri
caligmasinda kiiltire aldigt 8169 anterden 3310 embriyo (%40.5) elde ettiklerini
belirmektedirler.

Biberde anter kiiltiirlinde basar1 dondr bitkinin genetik yapisinin yaninda biber tipine
bagli olarak ta degismektedir. Mitykd ve Fari (1997) 4 farkli biber tipine ait 500 genotip
lizerinde yiriittikkleri anter kiiltiirii c¢alismasinda basart oraninin %0-76 arasinda
degistigini ve en basarili tipin dolma biber tipi oldugunu belirtmektedirler. Bizim

denememizde basar1 oran1 biber tipine gore degisiklik gostermistir.

4.2. Bitki biiyiime diizenleyicilerine gore basar diizeyi

Calismada besin ortami olarak MS kullanilmis ancak besin ortamina Kinetin ve 2,4
Diklorofenoksiasetik asitin 3 farkli dozu eklenenerek (0.1, 0.5 vel.0 mgL™)
kombinasyonlar halinde denenmistir. Her kombinasyon icin 1000 anter dikimi
yapilmustir. En yiiksek embriyo sayis1 442 olarak ortama 1.0mgL™ Kinetin + 1.0mgL™
2,4 D eklenmesiyle elde edilmistir. En diisiik embriyo sayis1 ise 170 ile besin ortamina
0.1mgL™ Kinetin + 0.1mgL™ 2,4 D uygulamasindan elde edilmistir. Embriyo olusturan
anter oranmna bakildiginda en yiiksek % 26,5 ile0,5mgL™* K+0,5mgL™ 2,4D, en diisiik
% 12 0,1 K mgL™+0,5mgL™ 2.4D eklenmesiyle olmustur (Sekil 4.3).
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M Embriyo olusturan anter saysi

M Embriyo sayisi

u Embriyo olusturan anter orani (%)

0,1K+0,1D 0,1K+0,5D 0,1K+1D 0,5K+0,1D 0,5K+0,5D 0,5K+1D 1K+0,1D 1K+0,5D  1K+1D

Sekil 4.3Kinetin ve 2,4 Diklorofenoksiasetik asitin embriyo olusumuna etkisi

Anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorler arasinda besin ortamlari, ortam bilesenleri
ve besin ortamina ilave edilen vitamin, hormon ve bitki biiylime diizenleyicileri 6nemli
rol oynamaktadir.Abak (1983), tarafindan yapilan Tiirkiye orijinli biberlerin kullanildig
bir calismada En basarili sonuglar, 5 mg/l kinetin katilan besin ortamlarindan elde
edilmistir. Sayilir ve Ozzambak (2000), brokkolide yapmis olduklari arastirmada 0.1 mg
L'NAA+0.5 mg L™'2.4-D kombinasyonu iceren modifiye besin ortaminda diger
kombinasyonlara gore daha fazla embriyo elde edildigi bildirmektedir. Ercan ve ark.,
(2001),11 farklr besi ortami (kinetin, BA, NAA, 2,4D, aktif komiirlin farkli dozlarini
iceren) ve 5 farkli biber ¢esidi ile ¢alismislar ve en i1yi sonuglart %1 aktif komiir, 5 mg
L™"2,4D, 5 mg L™ kinetin igeren %1 aktif komiir, 4 mg L-1 NAA ve 0.1 mg L-1 BA
iceren MS ortamlarindan almiglardir.Biberde anter kiiltiirtinde besin ortam1 ve genotipin
etkilerini arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada kinetin, 2,4 D, NAA ve BAP farkh
dozlar1 denenmistir. En yiiksek embriyo olisum oranit %38.9 olarak Kinetin ve 2,4-D’nin
0.5’er mg L' dozunda kullanildig1 ortamdan elde edilmistir (Alremi ve ark.,2014).
Literatiir bulgular1 incelendiginde kinetin ve 2,4-D dozunun arttik¢a basar1 oraniin da

arttig1 gozlemlenmistir. Benzer sonuglar bizim denememizde de goriilmiistiir.
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4.3. Besin ortamina eklenen seker miktarina gore basari diizeyi

Calismada karbonhidrat kaynag: olarak sakkarozun 4 farkli dozu (30,60,90,120 gL™)
denenmistir. Her doz i¢in 2250 anter atim1 yapilmistir. En yiliksek embriyo olusumu 42
anterden 108 embriyo olusumu ile ortama 60 gL™ sakkaroz ilave edilmesiyle elde
edilmistir. Embriyo olusturan anter oranina bakildiginda en yiiksek oran % 38.84 ile 60
gL, ikinci olarak % 26.48 ile 90 gL™ daha sonra % 8.97 ile 120 gL™ve en diisiik oran
%1.33 ile 30 gL sakkaroz ilave edilen ortamlarda gdzlemlenmistir (Sekil 4.4).

1400 -
B Embriyo olusturan anter saysi
1200 -
Embriyo sayisi

1000 - vo say
800 - Embriyo olusturan anter orani (%)
600 -
400
200 - I

0 T T T 1

30 60 90 120

Sekil 4.4 Seker oranina gére embriyo olusum orani

Besin ortamina seker ilave edilmesi anter kiiltiiriinde basar1 iizerine bitki biiylime
diizenleyici maddeler ve genotip kadar etkilidir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997). Sekerin
in vitro kosullarda bitki hiicrelerinde 6nemli embriyolojik farklilasmalara neden oldugu
cok sayida calisma ile rapor edilmistir (Koch, 1996;Jain ve Babbar, 2003; Yadollahi ve
ark., 2011; Yaseen ve ark., 2013). Bugdayda 30 gL'1 seker mikrospor kiiltiirii i¢in ideal
kabul edilirken, anter kiiltiirii igin 90 gL™ gibi yiiksek oranlar da uygun bulunmakta, 90
gL den daha vyiiksek seker konsantrasyonlart polen boliinmesini engellemektedir

(Zhongheng, 2002). Tiirkiye orijinli biberlerin kullanildig1 bir ¢alismada en basarili
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sonuglar, 5 mg/I kinetin, 5 mg/l 2.4-D, 120 g/l sakkaroz, 37.3 mg/l Na,EDTA+27.8 mg/l
FeSO,.7H,0 katilan besin ortamlarindan elde edilmisir. Misirda farkli seker dozlarinin
denendigi bir denemede en yiiksek sonuglar % 6 sakkaroz denemesinden elde edilmistir
(Ismaili ve ark.,2016).Bizim denememizde de en iyi sonuglar % 6 sakkaroz ilave edilen

ortamlardan elde edilmistir.
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5.SONUC

5 farkli genotipte farkli seker, kinetin ve 2,4-D dozlarinin denendigi ¢alismamizda
cevap alinamayan uygulamalar sayilmadiginda embriyo sayis1 1-108 arasinda

degismistir. Anterden embriyo olusumu ise % 2-84 arasinda gergeklesmistir.

Caligmada androgenesis bagar1 orani genotiplere gore farkliliklar gostermistir. En iyi

sonu¢ Ucburun genotipinden elde edilmistir.

Anter kiiltirlinde basariy1 etkilen en Onemli faktorlerden biri besin ortami ve
bilesenleridir. Bu faktor bizim calismamizda da etkisini gostermistir. Seker ve bitki
biliylime diizenleyicilerinin dozlarina gore basart oranlart 6nemli derecede degisiklik
gostermistir. En diisiik basari oran1 % 2ile 30gL™ sakkaroz ve 0,1 mgL*Kinetin + 0,1
mgL™"2,4D ilave edilmis ortamdan elde edilirken en yiiksek oran % 84 ile 60 gL?
sakkaroz ve 1 mgL™Kinetin + 1 mgL™2,4D ilave edilmis ortamdan elde edilmistir.
Kinetin ve 2,4 D’nin dozlar arttikga bagar1 oranin arttig1 gézlemlenmistir. Sakkarozun
dozlarina gore basar1 orani incelendiginde en iy1 basar1 874 anterden 1360 embriyo
eldesiyle 60 gL™ sakkaroz ilave edilen ortamda belirlenmistir. Seker miktar: arttikca
basarmin  artigi  ancak  120gL" de basart oranin  azalmaya basladig
gozlemlenmistir.Literatiir incelendiginde biberde anter kiiltiiriinde sekerin ¢ogunlukla
%3 oraninda kullanildigr farkli dozlarin denendigi c¢aligmalarin ¢ok az oldugu

gbzlemlenmistir. Bu konuda daha fazla ¢calisma yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak biberde degisik genotipler lizerinde farkli besin ortami bilesenlerinin anter
kiiltiirtinde basar1 iizerine etkisinin incelendigi ¢alismada genotiplere, besin ortamlarina

bagli olarak androgenik yanitlarda farkliliklar olmustur.
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