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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GENOTIP, BESIN ORTAMI VE STRES UYGULAMALARININ BiBERDE
ANDROGENESIS UZERINE ETKILERIi

BUSRA OZSOY
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANA BiLiM DALI
TEZ DANISMANI: PROF.DR. NAIF GEBOLOGLU

Anter kiiltiirii biber 1slahinda %100 homozigot hatlarin elde edilmesinde kullanilan
onemli bir tekniktir. Biberde anter kiiltiiriinde basar1 ilizerine genotip, besin ortami, 6n
uygulamalar ve inkiibasyon kosullar1 gibi bircok faktor etkilidir. Bu ¢alismanin amaci
biberde anter Kkiiltiiriiniin basaris1 {lizerine genotip, besin ortami diisiik sicaklik
uygulamasinm etkilerinin belirlenmesidir. Denemede 4 hibrit biber ¢esidi (Istek Fi-
dolma biber, Balca Fi-uzun Demre tipi, Alkirmiz1 Fi-kapya tipi biber ve Hizir Fi-
Carliston biber tipi) dondr bitki olarak kullanilmistir. Anter kiiltiiride Dumas de Vaulx
ve ark. (1981) (DDVX), Murashige ve Skoog (1962) (MS) ve Gamborg ve ark.
(1968) (B5) tarafindan 6nerilen protokoller 0.03 mg.I" vitamin B, %0.8 (w/v) agar ve
%6 (w/v) sucrose ilave edilerek kullanilmistir. Cigek tomurcuklarma 24 ve 48 saat
stireyle 4 ve 10 °C soguk soku uygulanmistir. Soguk soku uygulanmayan tomurcuklar
kontrol olarak kullanilmistir. Denemede embriyo olusumu ile bitkicik ve haploid bitki
rejenerasyonu degerlendirilmistir. En yiiksek embriyo olusumu ile bitkicik ve haploid
bitki rejenerasyonu istek F; genotipinden elde edilmistir (900 anterden 401 embriyo,
192 bitkicik ve 84 haploid bitki). Biitiin genotipler icin embriyo ve haploid bitki
olusumunda DDVX ve MS protokolleri B5 protokoliinden daha etkili olmustur. En
yiiksek embriyo olusumu (60 anterden) Istek F; icin 57 (DDVX, 10 ©C-24 h), Balca F;
icin 21 (MS, 10 ©C-24 h), Alkirmiz1 F; i¢in 28 (DDVX, 4 °C-48 h) ve Hizir F; icin 14
(B5, 10 °C-48 h) olmustur. Sonug olarak, genotiplerin androgenik performanslari besin
ortamlarina ve 6n uygulamalara gore degismistir. Biberde anter kiiltiirii i¢in soguk soku
uygulamasinin 6nemli bir faktor oldugu degerlendirilmistir.

2019, 66 SAYFA
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECTS OF GENOTYPE, NUTRIENT MEDIA AND STRESS TREATMENTS
ON ANDROGENESIS IN PEPPER

BUSRA OZSOY

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF HORTICULTURE

SUPERVISOR: PROF.DR. NAIF GEBOLOGLU

Antherculture is an important technique to obtain full homozygous lines in pepper
breeding. Various factors such as genotype, nutrient media, pretreatments, incubation
condition sand plant growth regulator sare effective on anther culture success of
pepper. The aim of this study was to evaluate the effect of genotype, nutrient media
and cold pretreatment on androgenic respons in pepper. Four pepper hybrid cultivars
(istek Fi-bellpepper, Balca Fi-long Demre type, Alkirmizi Fi-capia pepper type and
Hizir Fi-Charliston pepper type) were used as donor plants. Antherculture was
performed according to Dumas de Vaulx et al. (1981) (DDVX), Murashige and
Skoog (1962) (MS) and Gamborg et al. (1968) (B5) supplemented with 0,03 mg.I™
vitamine Bi,, 0.8% (w/v) agarand 6% (w/v) sucrose. Flower buds were exposed to 4
and 10 ©C cold shock for 24 and 48 hours. Buds untreated with cold shock were used
as control treatment. In the study, embryo formation, plantlet and haploid plant
regeneration were evaluated. Androgenic respons changed according to genotypes.
The highest embriyo, plantlet and haploid plant regenerated from Istek F; genotype
(401 embryos, 192 plantlet sand 84 haploid plants from 900 anthers). For all
genotypes tested, DDV X and MS protocol spromoted more embryo and haploid plant
than B5 protocol. Cold shock treatments had a greater effect than control on
androgenic success. The highest embryo formation from 60 anthers was 57 for Istek F;
(DDVX, 10 ©°C-24 h), 21 for Balca F; (MS, 10 °C-24 h), 28 for Alkirmiz1 F; (DDVX, 4
0C-48 h) and 14 for Hizir F; (B5, 10 °C-48 h). As a result, androgenic performance of
genotypes changed according to nutrient madia and pretreatments. Cold shock
treatment was evaluated as an important factor for antherculture in pepper.
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ONSOZ

Biber sebze tiirleri arasinda anter kiiltiiriine yanit veren basarili tiirlerden biridir. Biber
1slahinda homozigot saf hatlarin elde edilmesinde anter kiiltiirii onemli tekniklerden biri
olmustur. Bununla beraber halen daha istenen basari oranlar1 yakalanamamistir. Bunun
degisik nedenleri olmakla beraber genotiplerin uygulamalara gore farkh tepkiler
gostermesi en 6nemli neden olarak goriilmektedir. Dolayisiyla anter kiiltiirii calismasina
alman her yeni genotipte basar1 diizeyi farkli olmaktadir. Bu tez calismamda biberde
degisik genotiplerin androgenik basaris1 iizerine farkli besin ortamlarmmin ve cicek
tomurcuklarina 6n soguk uygulamasmin etkileri arastirilmistir. Tez calismamin
iilkemize ve bilim diinyasina yararli olmasini temenni ederim.

Tez calismamda ilgi ve destegini esirgemeyip, degerli bilgilerini aktaran saygi deger
hocam Prof. Dr. Naif GEBOLOGLU’na ve c¢alismalarm yiiriitilmesi sirasinda
karsilastigim zorluklar1 asmamda yardimlarini esirgemeyen Ars. Gor. Sevtap DOKSOZ
BONCUKCU’ya tesekkiir ederim. Girdigim her yolda maddi ve manevi olarak yanimda
olan aileme, ¢alismalarim boyunca destegini ve yardimini hi¢ esirgemeyen ve sonsuz
sabri ile beni destekleyen esim Ziraat Yiiksek Miihendisi Ahmet OZSOY’a yiirekten
tesekkiirler.

BUSRA OZSOY

Nisan, 2019
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1. GIRIS

Solanaceae familyasinin 6nemli tiirlerinden biri olan biberin ana vatani Orta ve Giiney
Amerika olup, diinyada 5.6 milyon hektar alanda 69 milyon tonu asan tiretimi ile Gnemli
sebze tiirleri arasinda yer almaktadir (Anonim, 2018). Genis bir tip ve gesit zenginligine
sahip olan biber, sahip oldugu tiir ve tip zenginligi sayesinde ¢ig, pismis, sos, salca,

kurutulmus, konserve edilmis vb. sekillerde degerlendirilmektedir.

Tirkiye’de biber tariminda ii¢ veya dort burunlu dolmalik tiplerin yaninda giiniimiizde
Carliston, Kapya ve Sivri biber tipleri de yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye’de
biber tarim1 uzun yillar standart ¢esitler veya kdy popiilasyonlarinin kontroliinde devam
etmistir. 1980’11 yillarda gerceklesen yesil devrim ile birlikte Tiirkiye’de de biber
yetistiriciliginde hibrit ¢esitler kullanmilmaya baslanmistir. Yine Tirkiye hibrit biber
cesitlerinde uzun yillar disa bagimli kalmis, son yillarda bu bagimliliktan biiyiik olctide
kurtulmus, hatta yurt disina hibrit biber tohumu satmaya baslamistir. Bir¢cok sebze
tiriinde oldugu gibi biber 1slahinda da 6nemli gelismeler saglanmis, yerli tohum
firmalar1 kamu ve {iniversite ile isbirligi yaparak biyotik ve abiyotik stres faktorlerine

kars1 dayanikli hibritler gelistirebilecek diizeye ulagsmislardir.

Hibrit biber cesitlerinin gelistirilmesinde farkli asamalar s6z konusudur. Baslangic
materyalinin toplanmasi veya gen havuzunun olusturulmasi, homozigot hatlarin elde

edilmesi ve melezleme bu asamalarin baslicalaridir.

Hibrit biber c¢esitleri genelde iki, fakat baz1 6zel durumlarda ikiden fazla (ii¢lii melez,
dortlii melez gibi) homojen hattin melezlenmesi ile elde edilir. Biber yiiksek oranda
kendine tozlanan bir bitki olarak bilinmekte olup, yabanci tozlasma orani tozlasmada
etkili faktorlere bagli olarak %79’a kadar ¢ikmaktadir (Allard, 1999). Bu nedenle hibrit
biber 1slahinda homozigot hatlarin elde edilmesi uzun zaman almaktadir. Ayrica klasik
yontemlerle varilabilecek hedefler kisithidir. Kombinasyon 1slahinda homozigot ebeveyn
hatlarin elde edilmesi i¢in 5-6 generasyon kendileme yapilmasi gerekmektedir. Boylece
her generasyonda homozigotluk diizeyi arttirilarak kendilemeler sonunda %100’e yakin

homozigot hatlara ulasilabilmektedir. Oysa in vitro teknikler kullanilarak ¢ok daha kisa



stirede %100 homozigot hatlar elde edilebilmektedir (Alejo, 1992). Bu sayede
homozigot hatlar elde etmek i¢in gereken 6-7 generasyonluk siire bir generasyona
inmektedir. Kombinasyon 1slahinda biyoteknolojinin kullanilmasi sayesinde 10-12 yilda
ulasilan sonuca 5-6 yilda ulasilabilmektedir. Bitki 1slahinda kullanilan in vitro teknikler
arasinda en Onemlilerinden biri anter kiltirii teknigidir. Bitki 1slahinin ¢esitli
alanlarinda kullanilan anter kiiltiirti 1slah c¢aligmalarinda Onemli avantajlar
saglamaktadir. Klasik 1slah yontemlerine kiyasla sagladigi zaman ve isgiicii kazanci

hem karlilig1 artirmakta, hem de firmalarin rekabet giiciine katki saglamaktadir.

Anter kiiltlirii 25 yildan daha uzun zamandir biberde dihaploid hatlarin elde edilmesinde
kullanilmakta ve bu alanda basar1 oranini artirmaya yonelik arastirmalar genis kapsamli
sekilde devam etmektedir. Biberde haploid teknolojisi anter veya mikrosporlardan
haploid embriyolarin elde edilmesini kapsar. Anter kiiltiirli yontemi kullanilarak haploid
kromozoma sahip bitkilerin rejenerasyonu genetik acidan oldukca idealdir (Nervo ve
ark. 2007; Pauk ve ark. 2010). Biberde anter kiiltiirii kullanilarak haploid bitkilerin elde
edilmesi ilk olarak Cin, Hindistan ve Polonya’da gerceklestirilmistir (Wang ve ark.,
1973; George ve Narayanaswamy, 1973; Novak, 1974). Bu protokol daha sonra Dumas
de Vaulx ve ark. (1981) ve Dumas de Vaulx (1990) tarafindan gelistirilmistir.
Gilinlimiize kadar da degisik modifikasyonlar uygulanarak basari orani artirilmaya

calisilmistir.

Biberde yapilan anter kiiltiirii ¢calismalarinda ¢ok yiiksek basarilar elde edilmesinin
yaninda, sonu¢ alinamayan veya basari diizeyi c¢ok kiiciik olan c¢aligsmalara da
rastlanmaktadir. Bunun en Onemli nedeni anter Kkiiltiirinde basar1 iizerine birgok
faktoriin etkili olmasidir. Anter kiiltiiriinde basariyr etkileyen faktorleri; genotip ve
donér bitkinin yetisme kosullarive anter kiltiirii tekniginden kaynaklanan faktorler
(anterlerin gelisme donemi, anterlere yapilan 6n uygulamalar, besin ortaminin bilesimi
ve yapist ve inkiibasyon kosullari) olarak iki grupta degerlendirmek miimkiindiir
(Ellialtioglu ve ark., 2002). Bu faktorler arasinda en onemlilerinden biri genotiptir
(Comlekgioglu, 2001; Rodeva ve ark., 2004; Liu ve ark., 2007). Bir baska etkili faktor
kiiltiir ortamidir (Dumas de Vaulx ve ark., 1981; Murashige and Skook, 1962). Bunlarin
disinda bitki biiyiime diizenleyiciler (Prayantini, 2006), sicaklik stresi uygulamalari



(Barany ve ark., 2005; Ozkum ve Tipirdamaz, 2002), anterlerin alinma zamani ve kiiltiir

kosullart (Keller, 1984) basariy1 etkileyen diger 6nemli faktorlerdir.

Biberde yiirlitiilen anter kiiltlirii ¢alismalarinda genotipin genetik yatkinliginin en
onemli faktorlerden biri oldugu artik kesin olarak bilinmektedir ve birgok ¢alismada bu
durum teyit edilmis durumdadir. Androgenik yanit konusunda g¢ok yiiksek basari
gosteren genotipler oldugu gibi hi¢ yanit vermeyen genotipler de olmustur. Ancak halen
daha genotipik farkliliklarin nedeni tam olarak anlasilabilmis degildir. Genotiplerin
androgenik performanslar1 genetik yapilar1 disinda diger faktorlere bagli olarak ta
degisebilmektedir. Biberde yiiriitillen anter kiiltiiri caligmalarinda biberin anter
kiiltirine son derece yatkin bir tiir oldugu belirtilmektedir. Bununla beraber
genotiplerin androgenik basarilarinin besin ortamlari, besin ortamlarinin bilesimi, stres
ve inkiibasyon uygulamalar1 gibi faktorlerden etkilendigi degisik caligmalarda ortaya
konmustur (Irikova,ve ark., 2011a; Nowazyk ve Kisiala, 2006; Ari ve ark., 2016;
Popova ve ark., 2016).

Anter kiiltlirtine yanit veren birgok bitki tiirtinde oldugu gibi biberde de besin ortami,
ortam bilesenleri ve ilave biiyiime diizenleyiciler androgenik basarida genotip kadar
etkilidir. Biberde yakin zamana kadar Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) ve
Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen protokoller arastiricilara gore
modifiye edilerek kullanilirken, bu protokollerin yaninda Gamborg ve ark. (1968)
tarafindan Onerilen ve B5 olarak bilinen ortam ile Nitsch ve Nitsch (1969) tarafindan
onerilen ve Nitsch ortami olarak bilinen ortamlar da denenmis, ancak MS ve DDVX

ortamlarinin en gecerli ortamlar oldugu kabul edilmistir.

Anter kiiltiirlinde anterler besin ortamina aktarildiktan sonra da anter igindeki
mikrosporlar canliliklarimi devam ettirmektedirler. Dolayisiyla gelismeleri devam
edecektir. Bu durumda tek c¢ekirdekli asamanin son evresinde olan mikrosporlarda
cekirdek boliinmesi tamamlanmaktadir. Anter kiiltiiriinde en uygun anter alim zamamn
olan tek cekirdekli evrenin son doneminde mikrosporlardan embriyo gelisimi
saglanabilmektedir. Dolayisiyla kiiltiir asamasinda da bu evrenin gegmemesi

gerekmektedir. Bunu saglamak i¢in basvurulan yontemlerden biri de ¢igek



tomurcuklarina soguk soku uygulanmasidir. Biberde anter kiiltiirii ¢aligmalarinda ¢icek
tomurcuklarina diisiik sicaklik soku uygulayan Liu ve ark. (2009) ile Popova ve ark.
(2016), diisiik sicaklik uygulamalarinin androgenik basariyr artirdigini belirtmektedirler.
Bununla beraber Ciner ve Tipirdamaz (2002) ile Ozkum ve Tipirdamaz (2010),biberde
cicek tomurcuklarina 48 ve 96 saat boyunca 4 °C soguk soku uygulamasinin
androgenik basartyr arttirmadigini belirtmektedirler. Bu durumda soguk sokunun
genotip ve besin ortami gibi diger faktorlerden etkilenip etkilenmedigi de merak konusu

olmaktadir.

Bu calismada biberde anter kiiltiirlinde androgenik basar1 iizerine genotip, besin ortami
ve c¢icek tomurcuklarina soguk soku uygulamalarinin etkileri arastirilmistir. Ayrica
genotip x besin ortami ve genotip x diisikk sicaklik interaksiyonlari da incelenerek
genotiplerin  androgenik basarilarinin  besin  ortamlarina ve diisiik sicaklik

uygulamalarina gore nasil bir degisim gosterdigi incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Biber (Capsicum annuum L.) Solanaceae familyasinin 6nemli tiirlerinden biridir. Diinya
tizerinde 1lmman iklim kusagindan subtropik kusaga kadar ¢ok genis alanlarda
yetistiriciligi yapilmaktadir. Capsicum cinsi yaklasik 50 tiir icermektedir. Bu tiirler
icinde yetistiriciligi en fazla yapilan tiir C. annuum tiiriidiir. Biber 1liman iklimlerde tek
yillik, subtopik iklimlerde ¢ok yillik olarak yasar. Erselik ¢i¢ek yapisina sahip olan
biberde 5 ¢anak yaprak, 5 tag yaprak, 5 erkek organ ve 3-5 karpelli bir disi organ
bulunur. Disi organlarin erkek organlardan Once reseptif hale ge¢mesi ve tozlayici
faktorlerin etkisi ile biberde %3-30 oraninda yabanci tozlagsma goriilebilir. Ancak,

genelde biber kendine tozlagsmali olarak kabul edilir.

Biber acik alanda oldugu gibi ortii altinda da yaygin olarak yetistirilebilmektedir. Bu
denli yaygin yetistirilen bir tiirde verim ve kalite 6zelliklerinin iyilestirilmesi, biyotik ve
abiyotik faktorlere karsi dayaniklilik veya tolerantligin gelistirilmesi biiyilk 6nem
tagimaktadir. Bu amag i¢in biberde islah ¢aligsmalar1 yillardan beri yiiriitiilmektedir.
Gelecekte de biber 1slah1 6nemini ve giincelligini korumaya devam edecektir. Diinya’da
uzun bir geg¢mise sahip olan biber islahinda klasik yontemler kullanilmig ve bu

yontemlerle bir¢ok yeni ¢esit liretime kazandirilmistir.

Tiirkiye’de dnemli sebze tiirlerinden biri olan biber iiretimi her gecen yil artarak devam
etmistir. Biber tiretimi 1980 yilinda 41 bin hektar alanda 580 bin ton iken, 2000 yilinda
70 bin hektar alanda 1.48 milyon ton ve 2017 yilinda 94.4 bin hektar alanda 2.61 milyon
tona ulasmistir. Uretim alam ve iiretim miktarindaki artisin yaninda birim alandan elde
edilen verimde de 6nemli artislar kaydedilmistir. 1980 yilinda biber verimi 1.41 ton/da
iken 2000 yilinda 2.12 ton/da ve 2017 yilinda 2.76 ton/da olmustur (Anonim, 2018).
Uretimde ve verimlilikte saglanan artista iiretim alanlarinin genislemesi ve modern
tarim tekniklerinin devreye girmesinin yaninda yiiksek verimli, biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine dayanikli veya tolerant ve adaptasyon yetenegi yliksek hibrit gesitlerin
gelistirilmesinin de dnemli katkilar1 olmustur. Tiirkiye’de 1980’11 yillarda bitki 1slahinda
yasanan gelismeler etkisini biber 1slahinda da gostermis, bu gelismeler biberde {istiin

Ozellikli hibrit gesitlerin {retilmesinde rol oynamistir. Bu doénemden itibarenbiber



1slahinda her gegen giin yeni tekniklerinde devreye girmesiyle gelismis tlkeler ile
rekabet edecek diizeye gelinmistir. Bir zamanlar hibrit biber ¢esidinde %100 disa
bagimli olan Tiirkiye bugilin artik diinyanin bir¢ok {ilkesine hibrit biber tohumu

satmaktadir.

Biber 1slahinda yakalanan basarida biyoteknolojik yontemlerin 1slah programlarinda
kullanilmasimnin 6nemli katkilari olmustur. Klasik 1slah yontemleri ile molekiiler ve
anter kiiltiirii tekniklerinin birlikte kullanilmasi sayesinde genetik zenginliklerimiz
artmis, 1slah siireleri kisalmis ve daha basarili hibritler gelistirilmistir. Biber 1slahina
onemli katkilar saglayan yontemlerden biri olan anter kiiltiirii teknigi 12 ay gibi ¢cok kisa
stirede %100 homozigot hatlarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Boylece biber
1slahinda en zor ve en uzun agama olan yar1 yol materyallerinin (homozigot hatlar) elde

edilmesinde ¢ok 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Biberde anter kiiltiirii konusunda ilk ¢alismalar Wang ve ark., (1973) tarafindan Cin’de,
George ve Narayanaswamy (1973) tarafindan Hindistan’da ve Novak (1974) tarafindan
Polonya’da yiiriitiilmistiir. Bu ¢alismalarin ardindan Sibi ve ark., (1979) Dumas de
Vaulx ve ark., (1981) ve Dumas de Vaulx (1990) tarafindan androgenik basariy1
artirmaya yonelik calismalar yaymlanmustir. Ulkemizde biberde anter kiiltiirii
konusunda ilk calismalar Abak (1983), Tipirdamaz ve Ellialtioglu (1998), Abak ve
ark.,(1998), Ozkum ve ark., (2001) ve Comlekcioglu ve ark., (2001) tarafindan
yiriitiilmustir. Sonraki yillarda besin ortami, genotip v.b. uygulamalarin etkilerini

arastiran ¢cok sayida calisma yayinlanmustir.

Gerek tlilkemizde ve gerekse diinyada biberde anter kiiltiirii ile ilgili yiiriitiilen
calismalarda androgenik basar1 iizerine bir¢ok faktoriin etkili oldugu belirtilmektedir.
Androgenik basarida en etkili faktoriin genotip oldugu, dondr bitkinin genetik yapisi ve
anter kiiltiirline yatkinliginin basari lizerine dogrudan etkili oldugu degisik calismalarda
ortaya konmustur (Qin ve Rotino, 1995; Mityko ve ark., 1995). Biberde anter
kiiltiirtinde genotipin yatkinliginin yaninda dondr bitkilerin yetisme kosullar1 ve yasi
(Ouyang ve ark., 1987; Ercan ve ark., 2006; Niklas-Nowak ve ark., 2012; Grozeva ve

ark., 2013; Al Remi ve ark., 2014), anter kiiltiiriinde kullanilan besin ortamlar1 ve ortam



bilesenleri (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Lihao ve ark., 2004; Liu ve ark., 2009), besin
ortamlarina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyiciler ile organik ve inorganik katki
maddeleri (Thomas, 2008; Yang ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2010; Cheng ve ark.,
2013; Roshany ve ark., 2013) ve ¢icek tomurcuklarina uygulanan 6n stres uygulamalari
ile anterlere uygulanan inkiibasyon kosullarinin (Kim, 1999; Koleva-Gudeva ve ark.,
2007a; Ozkum ve Tipirdamaz, 2007; Parra-Vega ve ark., 2013a; Nowaczyk ve ark.,
2015) etkili faktorler arasinda oldugu birgok ¢aligsma ile teyit edilmistir. Bu faktorlerin
disinda anter kiiltiiriinde basar1 tlizerine en ¢ok etki eden faktorlerden biri de anter alim
déneminde mikrosporlarin hangi gelisme evresinde oldugudur (Nowaczyk ve Kisiala,
2006; Parra-Vega ve ark., 2013b; Barroso ve ark., 2015). Anterlerden embriyo

olusumunun gergeklesebilmesi i¢in mikrosporlarin uygun evrede olmalar1 gerekir.

2.1. Haploid Bitkilerin Onemi ve Olusum Yollar

Anter kiiltirii uygulanarak elde edilen haploid bitkiler her lokuslarinda tek allel seri
icerirler. Haploid bitkiler n kromozom yapisina sahip olduklari i¢in bu bitkilerde resesif
ozellikler de acgiga ¢ikmaktadir. Kromozom katlamasi yapildiginda ve haploid bitkiler
diploid hale geldiklerinde bu resesif ozellikler goriinmeye devam eder. Kromozom
katlamas1 sonucunda %100 homozigot diploid (dihaploid) bitkiler elde edilir. Bu hatlar
hibrit ¢esit 1slahinda dogrudan ebeveyn olarak kullanilabilirler. Bunun yaninda haploid
bitkiler dondr bitki kaynagindan genis varyasyonlarin elde edilmesine olanak saglar.
Bitkilerde haploidinin olusumunun farkli yollar1 vardir. Bunlardan biri dogal yollarla
haploid bitki olusumudur. Ginogenesis, androgenesis, poligami, semigami ve
kromozom eleminasyonu ile dogal haploid bitkiler olusabilmektedir. Haploidlerin
olusum yollar1 farkli sekillerde gozlenebilmektedir. Ginogenesiste spermler yumurtaya
girdikleri halde yumurta hiicresinde doéllenme meydana gelmemektedir. Yumurta
hiicresi zigot gibi davranarak boliinmekte ve haploid yapidaki embriyo olusmaktadir
(Dong ve ark., 2016, Sauton ve Dumas de Vaulx, 1987). Androgenesiste erkek cinsiyet
hiicrelerinin  gelismesiyle haploid bitkiler olusmaktadir (Segui-Simarro, 2010).
Semigamide erkek ve disi esey hiicreleri birleserek embriyo olusumuna katilirlar ancak
cekirdek erimesi ger¢eklesmez ve kimerali haploid bitkiler meydana gelir (Batygina,

2000). Poliembriyonide dollenme sonucunda embriyo olusur ancak ayni zamanda



dollenmis yumurta hiicresinin yanindaki sinerjit hiicrelerinden bazilarida boliinerek
gelismeye baslar ve bunun sonucunda da haploid yapiya sahip embriyolar olusur
(Batygina ve Vinogradova, 2007). Kromozom eleminasyonunda ise yumurta hiicresi ile
generatif cekirdek birlesir ve dollenme gerceklesir. Ancak bu donemde cinsiyet
hiicrelerinden birinin kromozomlar1 eriyerek kaybolur. Genellikle erkek cinsiyet
hiicresinin kromozonu elemine olur. Bu durumda haploid embriyo meydana gelir (Ishii

ve ark., 2016).

Dogada haploid bitkilerin olusum frekans: tiirlere ve tiir i¢i genotiplere bagli olarak
%0.1 - 0.001 arasinda degismektedir. Dogada 100 dolayinda bitki tiiriinde dogal haploid
meydana gelirken, bir¢ok bitki tiirlinde ise dogal yollarla haploid bitki olusumuna
rastlanmamaktadir (Pochard ve Dumas de Valux, 1979). Spontan olarak ortaya ¢ikan
haploid bitkilerdeki yetersiz ve diizensiz ¢ikislar islah ¢alismalar1 agisindan Gnem
tagimamaktadir. Spontanhaploid olusumu yerine islah ¢aligmalarinda kullanilabilecek
sayida vediizenli olarak haploid bitkilerin elde edilebilecegi cesitli yontemler
gelistirilmistir. Haploid bitkileri elde edebilmek igin gelistirilen bu ydntemler;
1sinlanmis polenlerle tozlama, tozlagsmanin geciktirilmesi, tiirler aras1 melezlemeler,
sicaklik soklar, in vitro teknikler, X ve UV iginlar1 uygulamalar1 gibi yontemlerdir.
Haploid bitki elde edilmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan in vitro
teknikler 2 farkli sekilde uygulanabilmektedir. Erkek gamet hiicresinin uyarilmasiyla
haploid bitki gelistirmeye androgenesis, disi gamet hiicresinin uyarilmasiyla haploid
bitki gelistirmeye gynogenesis denmektedir. Androgenesis yontemi anter kiiltiirii ve
mikrospor kiiltiirii olarak ikiye ayrilmaktadir. Disi gametten haploid uyarimi oviil ve
ovaryum Kkiiltiirleri, yetersiz polenle tozlama ve kromozom eleminasyonlart ile
yapilmaktadir. Cigek tozlarmma veya bitkilere toluidin mavisi, maleyik hydrazid,
azotoksit, kolhisin, kloramfenikol ve paraflor fenilalanin gibi bazi kimyasallar ve
biiylime diizenleyicisi (2-kloro etik fosfoik asit, 2,4-D) uygulamalari daydntemler
arasinda yer almaktadir (Bajaj, 1983; Pierik, 1987).

Haploid bitkiler eksik ve kusurlu bir yapiya sahip olmadiklar1 halde diger normal
gelisim gosteren bitkilere oranla kiigiik yap1 ve organlara sahiptirler. Haploid bitkilerin

hiicreleri tasidiklar1 kromozom sayilart bakimindan gamet hiicreleri ile aynmidir, bu



yizden bu bitkiler gamet olusturamazlar. Dolayisi ile haploid bitkiler tohum

baglayamazlar ve kisirdirlar (Reinert ve Bajaj, 1977).

In vitro kosullarda uygulanan teknikler ile elde edilen haploid bitkilerin, 1slah
calismalarinda  kullamlabilmeleri igin verimli hale getirilip diploid yapiya
doniistiiriilmeleri  gerekmektedir. Haploid bitkilerin  verimli (diploid) yapiya
doniigsmeleri i¢cin kromozomlarinin katlanmasi gerekmektedir. Kromozom katlamasi
isleminin gerceklesebilmesi belirli kimyasallarin yardimi ile kendiliginden olarak
ger¢eklesmektedir. Haploid bitkilerin kisa siirede duraganlagsmasi, kromozomlarinin
katlanmasi  ve 1slah  ¢aligmalarinda  kullanilabilmesini  saglayan  yonteme
dihaploidizasyon adi verilmektedir. Giiniimiizde biber, patlican, hiyar, kavun, arpa,

bugday gibi bir¢ok bitki tiirlinde dihaploidizasyon yontemi basariyla kullanilmaktadir.

2.2. Anter Kiiltiirii (Androgenesis)

Anter kiiltiirti, haploid embriyo ve bitki olusumu amaciyla olgunlasmamis mikrosporlari
(polenleri) iceren anterlerin aseptik kosullarda ¢icek tomurcuklarindan ¢ikarilarak yapay
besin ortamlari tizerinde kiiltiire alindig1 in vitro tekniktir. Biiyiikalaca ve ark., (2004)
androgenesis veya mikrospor androgenesisi ¢ekirdek boliinmesinin son asamasina
gelmis olan polen tanesinin tek ¢ekirdekli donemdeyken somatik hiicre olarak
gelismeye yonlendirilmesi olarak tanimlamaktadir. Anter kiiltiirtindeki en ytliksek basari
Solanaceae (Patlicangiller) familyasindan elde edilmistir. Gramineae (Bugdaygiller),
Ranunculaceae (diiglingigegigiller) ve Cruciferae (Trupgiller) familyalarinin anter
kiiltirine verdigi tepkiler olumlu diizeyde sayilmaktadir (Bajaj 1983; Rashid, 1983).
Tsay ve ark., (1986)¢eltik ve musir bitkilerindeki ¢alismalarinda basarili sonuglara imza
atmuglardir. Yapilan ¢alismalarda tek yillik ve otsu bitkilerde anter kiiltiirtiniin olumlu
sonuglar verdigi belirlenmistir. Odunsu bitkilerde ise otsu bitkilerin aksine anter kiiltiirti

caligmalarinin basar1 orani oldukea diistiktiir.

Anter kiiltiirii yapilirken, uygun kosullardaki tomurcuklar bitkilerden alinarak sterilize
edilir, tomurcuklardan anterler ¢ikarilir ve aseptik besin ortamlarina aktarilirlar. Daha

sonra besin ortamlart uygun kosullara alinarak anterlerden embriyo gelismesi beklenir.



Bu asamadan sonra kullanilan besin ortami, hormon ve vitaminlere bagli olarak embriyo
gelisimi olarak 2 sekilde gergeklesir. Direkt embriyo olusumunda kiiltiir kosullarinda
belirli bir siire (genellikle 2 ay) bekletildikten sonra anterlerin i¢indeki mikrosporlardan
embriyolar gelismeye baslar. Indirekt androgenesiste ise mikrosporlardan énce kallus

olugsmakta ve daha sonra kalluslardan embriyolar elde edilmektedir.

2.3. Biberde Androgenik Basar1 Uzerine Genotipin EtKkisi

Anter kiiltiirtiniin uygulandig1 birgok bitki tiirtinde oldugu gibi biberde de basari {izerine
etki eden en Onemli faktdrlerden biri genotiptir. Yapilan bircok aragtirmaya gore
androgenik reaksiyonu smirlandiran en 6nemli faktoriin genotip oldugu ve genotipin
anter kiiltiirtindeki basariyr énemli 6lgiide etkiledigi belirtilmektedir(Mityko ve Fari
1997; Comlekgioglu ve ark., 2001; Rodeva 2001;Wang and Zhang 2001;Rodeva ve
ark., 2004;Ercan ve ark., 2006; Koleva- Gudeva ve ark., 2007b; Liu ve ark., 2007,
Asakaviciute, 2008; Nowaczyk ve ark., 2009; Basay ve Ellialtioglu, 2013).

Morison ve ark., (1986) biberde anter kiiltiiri {izerine genotipin etkisini arastirdiklari
caligmalarinda anterden embriyo olusumu ve embriyolarin bitkiye doniismesinde
genotiplerin 6nemli rol oynadigini belirlemislerdir.  Benzer sekilde farkli biber
genotipleri {izerinde anter kiiltiiriiniin etkisini inceleyen Mityko ve ark., (1995) 4 biber
hatt, 7 ticari g¢esit ve 4 hibrit olmak iizere 15 biber genotipini kullanmislardir.
Arastiricilar 2 kiiltiir ¢esidi disinda diger genotiplerde embriyo olusumu saglamislardir.
Daha genis genotiple ¢alisan Rodeva ve ark., (2004) 20 biber genotipinin ikisinde
indirekt embriyo olusumu elde ettiklerini, diger genotiplerde ise direkt embriyo
olusumu sagladiklarini belirtmektedirler. Diger bir calismada ise 5 farkli biber
genotipinin 4 farkli besin ortaminda androgenik performanslarini inceleyen Taskin

(2005), androgenik basarida genotiplerin etkili oldugunu bildirmektedirler.

Gebologlu ve Celik (2016) yilinda biberde yiiriittiikleri tez c¢aligmasinda lokal
popiilasyon olan Tokat biberi ile Istek F;, Ugburun F; veKéyliim Fiticari biber
cesitlerini kullanmuglardir. Arastiricilar ¢alismalarinda uygulamalara ve ortamlara bagli

olarak basar1 oranlarinda farkliliklar oldugunu, embriyo olusturma oranlar1 bakimindan
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en yiiksek basarinin 187 embriyo ile Tokat biberinden elde edildigini, bu genotipi 86
embriyo ile istek F; ¢esidinin izledigini, Ugburun F; genotipinden 17 embriyo, K&yliim
F1 genotipinden ise 15 embriyo elde ettiklerini belirtmektedirler. Rodeva ve ark., (2004)
biberde anter kiiltiirinde androgenik basarinin genotiplere bagli olarak degismesinin
genotiplerin anter kiiltlirline yatkinligi ile alakali oldugunu ve genotipin genetik

yapisinin etkili oldugunu 6ne stirmektedirler.

Genotip, anterden bitki olusumunu ve embriyodan bitkiye doniisiimii etkilemektedir
(Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Mityko ve Fari 1997). Basar1 diizeyinin genotiplere bagl
olarak %0.5 ile %75 araliginda degistigi ve popiilasyonlardan alinan anterlerde basari
diizeyinin daha yiiksek oldugu savunulmaktadir (Qin ve Rotino 1995; Ltifi ve Wenzel
1994; Mityko ve ark., 1995; Koleva-Gudeva ve ark., 2007b). Giiniimiize kadar yapilmis
olan bir¢ok ¢alismada tiim bitki gruplarininda ayni kiiltiir kosullarina tabi tutulmalarina
ragmen, anter yapilar1 bakimindan genotiplerden farkli sonuglar elde edilmistir. Niklas-
Nowak ve ark., (2012) ayni genotipin bile farkli tepkiler verebildigini ifade

etmektedirler.

2.4. Androgenik Basarida Donér Bitkinin Yas1 ve Yetisme Kosullarinin Etkisi

Anter kiiltiirinde donér bitkinin yetisme kosullar1 ve anter alim doéneminde donor
bitkinin yas1 basariyr etkileyen faktorlerdendir. Dondr bitkinin yetisme kosullarindan
kasit ortamin 11k yogunlugu, 1siklanma siiresi, sicaklik, oransal nem,
COjkonsantrasyonu, bitkinin beslenme kosullart vb. faktorlerdir (Dunwell, 1991;
Alpsoy, 1999). Ayni genotipin farkli kosullarda yetistirilmesi veya anter aliminin farkli
donemlerde yapilmasi basariyr etkileyebilmektedir. Dondr bitki yaslandik¢a, optimal
kosullardan yoksun yetistirildiginde veya bitki besin elementlerinin diizenli olarak
uygulanmadigr durumlarda bu bitkilerden alinan anterlerden embriyo gelisimi

azalmaktadir.

Biberde dondr bitkilerin yetisme kosullart ve donér bitkinin yasinin anter kiiltiiriinde
embriyo olusumuna etkisini inceleyen Kristiansen ve Andersen (1993), dondr bitkileri

16-18-22-26 ve 30 °C sicakliga sahip serada 11-19 saat fotoperiyotta yetistirmislerdir.
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Arastiricilar donor bitkilerden dikimden 6 hafta sonra her hafta anter almiglardir. Anter
alimi 14. haftaya kadar devam etmistir. Arastiricilar en yiiksek androgenik basariy1 26
°C derecede yetisen bitkilerden alirken, basart oraninin 16°C’de sifira yakin oldugunu,
26 °C sicaklikta yetisen bitkilerden alinan anterlerde basari oraninin %2 oldugunu ve bu
dereceden daha yiiksekte yetisen bitkilerde ise androgenik basarinin distiiglinii,
fotoperyod uygulamasinin etkisinin ise olmadigini belirtmektedirler. Arastiricilar donor
bikilerin yasi ilerledik¢e embriyo elde etme basarisinin da diistiigiint, en iyi sonucun

geng bitkilerden elde edildigini ifade etmektedirler.

Ercan ve ark., (2006) biberde yapmis olduklari ¢alismada dondr bitkinin yasi ve yetisme
kosullarinin anter kiiltiiriinde embriyoid olusumuna etkisini arastirmislar, donor bitkinin
yasinin ve yetisme kosullarmin androgenik basari lizerine 6nemli etkileri oldugunu
belirtmislerdir. Biberde ekolojik faktorlerin androgenik basari iizerine etkisini arastiran
Rodeva ve Cholakov, (2006) dondr bitkilerin yetistirildigi vejetasyon siiresince giinesli
giin sayisinin, bulutlanma siiresinin ve aylik ortalama sicakliklarin embriyo olusumu

tizerinde onemli etkiye sahip oldugunu belirtmektedir.

Biber disinda lahana, arpa, dugday, piring ve misirda yapilan ¢alismalarda da donor
bitkinin yetisme kosullarimin anter kiiltiiriinde basar1 lizerine etkili oldugu

belirtilmektedir.

2.5. Anter Gelisme Doneminin Biberde Androgenik Basariya Etkisi

Anter kiiltiiriinde en uygun donem tek cekirdekli evrenin son donemleridir (Heberle-
Bors 1989; Vicente ve ark.,1991; Telmer ve ark., 1992; Pretova ve ark., 1993; Mityko
ve Fari 1997).

Supena ve ark.,(2006) mikrosporlarin %50’den fazlasinin birinci ¢ekirdek boliinmesinin
son doneminde oldugu evrenin anter kiiltiiri i¢in en uygun evre oldugunu
belirtmektedirler. Bununla beraber yapilan ¢alismalarda birinci ¢ekirdek boliinmesinin
ardindan iki c¢ekirdekli donemin baslangic doneminde de anter kiiltiiriine yanit

aliabildigi belirtilmektedir (Gonzalez-Melendi ve ark.,1995; Kao ve Horn 1999). Kim
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ve ark. (2004, 2008), mikrospor kiiltiirii i¢in mikrosporlarin %75’inde iki ¢ekirdekli
evrenin baslangic donemini en uygun donem olarak kabul etmektedirler. Lantos ve
ark.,(2009) mikrosporlarin %80’inin tek ¢ekirdekli son evrede ve %20’sinin iki
cekirdekli baglangic evresinde olduklari dénemi en wuygun donem olarak

belirtmektedirler.

Mikrospor gelisim doneminden hareketle bu donemde ¢igek tomurcuklarinin morfolojik
yapisina bakilarak bir hilkkme varmak miimkiindiir. Sibi ve ark., (1979) cicek
tomurcuklarinin biiyiikliigii ve yapisina bakarak mikrospor gelisim asamasini indirekt
olarak belirlemenin miimkiin oldugunu belirtmektedirler. Ozkum ve Tipirdamaz (2002)
ile Nowaczyk ve Kisiala (2006), biberde yiiriitilecek anter kiltiirii ¢aligmalarinda
tomurcuk alim zamani olarak ¢icek tomurcuklarmin ta¢ yapraklan ile c¢anak
yapraklarinin ayni hizada olduklar1 dénemin veya ta¢ yapraklarin ¢anak yapraklardan
hafifge uzun olduklart donemin en uygun donem oldugunu bildirmektedirler.
Comlekgioglu ve ark., (2001) ise, anterlerin u¢ kisminda antosiyan olusmaya basladigi

dénemi en uygun donem olarak belirmektedir.

Anter alim zamanimi belirlemede morfolojik belirteclerin kullanilabilecegini belirten
arastiricilarin yaninda, tomurcuk biiylikliigii, anter rengi gibi morfolojik belirteglerin
yaniltici olabilecegini, bu 6zelliklerin cesitlere gore degisecegini savunan arastirmalar
da bulunmaktadir (Rodeva 2001; Rodeva ve ark.,2007; Irikova 2008). Bu durumda
anter kultirii ¢alismalarinda uygun mikrospor gelisme evresini belirlemek igin
caligmada kullanilacak genotiplerin mikrospor gelisme asamalarinin sitolojik olarak
belirlenmesi gerekmektedir. Boylece her genotip i¢in sitolojik bulgulardan hareket
edilerek morfolojik belirtecler kullanilabilir (Irikova ve ark., 2011b).

2.6. Biberde Stres ve Inkiibasyon Uygulamalarimin Androgenik Basariya Etkisi
Anter kiiltiirii calismalarinda mikrosporlarin embriyo gelisimi igin stres uygulamasina

ihtiyag duyulmaktadir (Ahmadian ve ark.,1998; Barany ve ark.,2005; Jacquard ve ark.,

2006). Mikrosporlarin gametofitik evreden sporofitik evreye gecebilmeleri i¢in diisiik
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ve yiiksek sicaklik, ozmotik basing veya yetersiz besleme gibi faktorler uygulanabilir
(Maraschin ve ark., 2005).

Anter kiiltiirii caligmalarinda stres uygulamalar arasinda en etkili faktér sicaklik soku
uygulamasidir. Degisik bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalarda sicaklik soku uygulmasinda
en etkili yontemin disiik sicaklik uygulamasi oldugu belirlenmistir (Sunderland ve ark.,
1981; Wenzel ve Uhrig, 1981; Genovesi ve Collins, 1982; Morrison ve ark., 1986). Sibi
ve ark., (1979) biberde ¢icek tomurcuklarini 48 saat siireyle 4°C sicaklikta beklettikleri
calismalarinda 100 anterden 1-3 bitki elde etmislerdir. Morrison ve ark., (1986) ile
Supena ve ark., (2006) anter alimindan Once g¢igektomurcuklarina diisiik sicaklik
uygulamislar ve 24 saatten 100 saate kadar bekletmenin embriyo olusumunu uyarttigini
belirlemislerdir. Biberde diisiik sicaklik soku uygulamalarimin androgenik basariyi
artirdigini belirten ¢alismalarin yanisira diisiik sicakligin embriyo olusumuna 6nemli bir
etkisinin olmadigini1 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).

Cicek tomurcuklarina sicaklik stresi uygulanmasinin yaninda anterler kiiltiir ortamina
alindiktan sonra yapilan uygulamalarin da etkisi bulunmaktadir. Dolcet-Sanjuan ve ark.,
(1997), biber anterlerini kiiltiire aldiktan sonra 7 °C’de bir hafta bekletmenin embriyo
olusumunu artirdigini, Supena ve ark., (2006) ise, anterlerin 9 ©°C’de bir hafta
bekletmenin etkili oldugunu belirtmektedirler. Anterlerin diisiik sicaklikta inkiibasyona
alimmasiin yaninda yiiksek sicaklik uygulamalarinin da etkili oldugu belirtilmektedir.
Sibi ve ark., (1979), biber anterlerini 2 giin siireyle diisikk ve yiliksek sicakliklarda
inkiibasyona birakmislardir. Arastiricilar 35 ©°C uygulamasinin 4 °C’ye gore daha etkili
oldugunu belirtmektedirler. Biberde anter kiiltiirii galismalarinda anterlerin inkubasyona
birakilmasi konusunda en etkili ¢alisma Dumas de Vaulx ve ark.,(1981, 1982)
tarafindan yiiriitiilmistiir. Arastirict anterleri kiiltiire aldiktan sonra 8 giin siireyle 35
9C’de bekletmis ve androgenik basariy1 artirmistir. Daha sonra bu uygulama bir¢ok

arastiric1 tarafindan da tercih edilmis, aym1 uygulama veya modifiye edilerek
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denenmistir (Koleva-Gudeva 2003; Prayantini, 2006; Morrison ve ark.,1986; Phillips
ve ark., 1984; Ellialtioglu ve ark., 2001).

2.7. Biberde Temel Besi Ortamlari ve Bilesimlerinin Androgenik Basariya Etkileri

Anter kiiltiirlinde basariy1 etkileyen faktorler arasinda besin ortamlari, ortam bilesenleri
ve besin ortamina ilave edilen vitamin, hormon ve bitki biiylime diizenleyicileri 6nemli
rol oynamaktadir. Degisik bitki tiirlerinde yiiriitiilen anter kiiltiirii ¢calismalarinda tek bir
besin ortaminin kullanilmasi yeterli olmamaktadir. Tiirlere bagli olarak besin ortamlari
degisebilmektedir. Besin ortamlarinin yaninda besin ortami igerikleri de tiirlere gore

PR

degistigi gibi tiir ici ¢esit veya genotiplere gore de farkliliklar gostermektedir.

Anter kiiltiiri ¢alismalarinda degisik temel besin ortamlar1 kullanilmaktadir. Temel
besin ortamlar1 arasinda Dumas de Vaulx ve ark., (1981) ve Murashige ve Skoog (1962)
tarafindan Onerilen ortamlar ¢aligmalarda en ¢ok tercih edilen ve androgenik basari
diizeyi en yliksek temel besin ortamlaridir. Bu ortamlar ¢ok degisik sekillerde modifiye

edilerek kullanilmaktadir.

Dumas de Vaulx ve ark., (1981) gelistirdikleri besin ortaminda biberde 100 anterden 40
bitki elde ettiklerini belirtmektedirler. Dumas de Vaulx ve ark., (1981) tarafindan
gelistirilen besin ortamini biberde anter kiiltlirlinde kullanan arastiricilardan Mityko ve
Fari (1997) 100 anterden 15.56 embriyo, Irikova ve Rodeva (2005) 4 embriyo, Supena
ve ark., (2006) 10.96 embriyo, Rodeva ve ark., (2007) 33.6 embriyo elde etmislerdir. Bu
caligmalarin disinda ayn1 besin ortamin1t modifiye ederek kullanan Qin ve Rotino (1995)
3 ¢i¢ek tomurcugundan 268 embriyo, Gyulai ve ark., (2000) 100 anterden 4.8 bitki,
Gemesne ve ark., (2000) ise 3000 anterden 144 bitki elde Olszewska ve ark. (2014)
uygulamara baglh olarak 0-6.15 embriyo, Niklas-Nowak ve ark. (2012) genotiplere bagh
olarak %0-16.5 embriyo elde etmislerdir.

Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen ve MS olarak adalndirilan besin
ortamini modifiye ederek kullanan arastiricilar uygulamalara bagli olarak farkli sonuglar

elde etmislerdir. Matsubara ve ark., (1998) %0-11.12 embriyo,Ozkum ve Tipirdamaz
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(2002) %12.5 embriyo, Rodeva ve ark., (2007) %0.32-7.6 embriyo, Ercan ve Sensoy
(2011) 2398 anterden 44 embriyo ve 12 bitkicik, Keles ve ark. (2015) ise spontan

dihaploid oraninin %53.4 oldugunu belirlemislerdir.

Ari ve ark., (2016) MS, B5 ve Nitsch ve Nitsch (1969) (NN) ortamlarini
karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda 48 biber genotipini kullanmiglardir.  Arastiricilar
embriyo olusumunun genotiplere ve ortamlara bagli olarak oldukc¢a degiskenlik
gosterdigini, genotiplerin ortamlara gére androgenik performanslarimin da degistigini,
yerel genotiplerin androgenik performanslarinin ticari ¢esitlerden daha iyi oldugunu,
besin ortamlari i¢inde en iyi performansin NN ortamindan alindigini ve bunu B5 ve MS

ortamlarinin izledigini belirtmektedirler.

Kiiltiire alinan anterlerin (mikrosporlarin) gelisimi igin, besin ortamina eklenen
bilesenler ve bu bilesenlerin miktar1 dnemli rol oynamaktadir. Besin ortamina eklenen
bilesenler mikrosporlarin gametofik gelismeden sporofitik gelismeye gecisini tesvik
etmede biiyiik 5nem tagimaktadir. Ozellikle kiiltiiriin ilk dénemlerinde besin ortamlarina
ilave edilen yiiksek oranda seker dozlar1 (%6-12) biber (Dumas de Valux ve ark., 1981),
patlican (Dumas de Valux ve Chambonnet, 1982) ve patateste (Sopory ve ark., 1978)
androgenik bagarinin artmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Besin ortamlarina katilan
serin ve glutamin gibi aminoasitler, AgNO3 gibi etilen biyosentezini inhibe edici
maddeler (Paksoy ve ark., 1995) veya aktif komiir gibi maddeler elde edilecek basari

oranini arttiran ¢esitli Kimyasal maddelerdendir.

Agar eklenmis yar1 kat1 ortamlar anter kiiltiiriinde en fazla kullanilan ortamlardir. Genel
olarak ortama %0.7-0.8 oraninda agar ilave edilmesi Onerilmektedir. Olumlu sonug
almada s1v1 besin ortamlar ve ¢ift bazli ortamlarin da etkili oldugu belirtilmektedir.
Supena ve ark., (2006)’nin yapmis olduklari c¢alismada biberde hibrit ¢esitlerin
gelistirilmesi i¢in saf hatlar elde etmek lizere ¢ift bazli ortamlar en etkili ve en basarili

ortam olarak kabul edilmektedir.

Sayilir ve Ozzambak (2002), yapmis olduklari bir ¢alismada NAA, BA, aktif komiir ve
havug ekstratini ekledikleri Murashige ve Skoog (1962) ve Nitsch’in (1969) 6 farkli
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besin ortamindaki etkilerini arastirmiglardir. En iyi sonucu NAA ve BA igeren MS besin
ortamlarindan alirken, aktif komiir ve havug ekstaratinin herhangi bir olumlu etkisinin

olmadigini belirtmektedirler.

Ercan ve ark., (2001),11 farkli besi ortami (kinetin, BA, NAA, 2,4D, aktif komiiriin
farklt dozlarini igeren) ve 5 farkli biber ¢esidi ile calismislar ve en iyi sonuglar1 %1 aktif
komiir, 5 mg L-1 2,4D, 5 MG L-1 kinetin igeren %1 aktif komiir, 4 mg L-1 NAA ve 0.1
mg L-1 BA igeren MS ortamlarindan almiglardir. Al Remi ve ark., (2014) biberde 4 mg
L-1 NAA + 0.1 mg L-1 BAP ilave edilen MS ortaminin androgenik basariy1 olumlu

yonde etkiledigini belirlemislerdir.

2.8. Biberde Inkiibasyon Kosullarinin Androgenik Basariya Etkisi

Inkiibasyon kosullar1 anter kiiltiirii calismalarinda basar iizerine dogrudan etki eden
faktorlerdir. Bazi1 bitki tiirlerinde anterle, kiiltiire alindiktan sonra yiiksek sicaklikta
degisik siirelerle inkiibe edildiklerinde bu uygulamanin embriyo olusumunu olumlu
yonde etkiledigini belirtmektedirler (Dumas de Vaulx ve ark., 1981).Anterlerin
inkiibasyon kosullar1 konusunda ilk ¢alismalardan birini yapan Dumas de Vaulx ve ark.
(1981, 1982) anterlerin 35 °C’de 8 giin bekletilmesinin daha kisa siireli bekletmeye gore
cok daha basarili sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Daha sonra inkiibasyon
uygulamasinin etkisini arastiran Koleva-Gudeva (2003) ve Prayantini (2006)

inkiibasyon siiresinin 12 giin olmasinin etkili oldugunu bulmuslardir.

Farkli inkiibasyon kosullarinin anter kiiltiiri lizerine olan basarisinin arastirildigi bir
caligmada 2000 lux 29 °C ve 35 9C’de iki farkli inkiibasyon kosulu incelenmistir.
Incelemenin sonucunda 29 °C’ye tabi tutulan anterlerin inkiibasyon kosullar1 daha etkin

bulunmustur (Terzioglu ve ark. 2000).
Inkiibasyon uygulamasmin embriyogenesis iizerine etkisini degisik ¢alismalara

dayanarak inceleyen Irikova ve ark. (2011b), kritik noktanin anterlere sicaklik uygulama

zamant oldugunu ve bunun i¢in en uygun donemin mikrosporlarin tek cekirdekli
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olduklart evrenin sonu ile iki c¢ekirdekli olduklari evrenin baslangici oldugunu

belirtmektedirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii

Laboratuvar ve arastirma alaninda yiiriitiilmiistiir.
3.1.1. Donér Bitkiler ve Ozellikleri

Denemede Istek F; genotipi, Balca F; genotipi, Hizir F; genotipi ve Alkirmizi
Figenotipi dondr bitkiler olarak kullamlmuslardir. Istek F; genotipi, Tokat dolmasi
olarak da bilinen gii¢lii bitki yapisi olup agikta ve serada yetistiriciligi yapilan ¢ok
erkenci, yiiksek verimli, ¢ok ince kabuklu meyve boyu 8-9 cm uzunlugunda meyve ¢ap1
3.5-4 cm olan biber ¢esididir. Balca genotipi, gii¢lii bitki yapist olup agikta ve serada
yetistiriciligi yapilan erkenci yapida yiiksek verimli meyve boyu 24-26 cm uzunlugunda
meyve ¢ap1 0.5-0.7 cm olan tath biber ¢esididir. Hizir F; genotipi, giiglii bitki yapisi
olup acikta ve sarada yetistiriciligi yapilan c¢ok erkenci, yliksek verimli, kaliteli ve
ihracata uygun meyve boyu 24 cm meyve ¢apt 2.0-2.5 cm olan Carliston olarak da
adlandirilan biber ¢esididir. Alkirmizi F; genotipi, giiglii bitki yapisina sahip orta
erkenci, yliksek verimli, iklim sartlarindan kaynaklanan strese dayanakli, catlamanin
olmadigy, ilk zamanlarda koyu yesil renge sahip olup meyve olgunlastik¢ca kirmizi renk
alan, meyve boyu 24 cm uzunlugunda, meyve ¢ap1 5.0-5.5 cm olan, ayn1 zamanda
kapya olarak da adlandirilan biber ¢esididir. Denemede kullanilan genotiplerin
goriintimleri (bkz. Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4) verilmistir.

3.1.2. Donoér Bitkilerin Yetisme Kosullari

Dondr bitkiler yar1 otomasyona sahip bir serada yetistirilmistir. Sera oluk alt1 yiiksekligi
5 metre, taban 2000 m?, 1s1 ve gblge perdesi bulunan, istleri kelebek havalandirmali,
sirkiilasyon ve egzoz fanlarina sahip, yanlar1 uzay havalandirmali, havalandirma
bosluklar1 insect net ile kapali, sulama ve giibreleme sistemi otomasyona bagli, iginde

hem fide yetistirme bolimii, hem de topraksiz yetistiricilige uygun altyapiya sahip
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boliimler mevcuttur. Seranin  bulundugu alanin rakimi 595 metre ve konumu

40°19'55.58"K - 36°28'27.49"D seklindedir. Dondr bitkilerin yetistirildigi seradan

gortiniimler (bkz. Sekil 3.5.) verilmistir.

Sekil 3.1. Hizir F; ¢esidinin meyve ve bitki goriiniimleri

Sekil 3.2. Istek F; ¢esidinin meyve ve bitki goriiniimleri
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Sekil 3.3. Balca F; ¢esidinin meyve ve bitki goriintimleri

Sekil 3.4. Alkirmiz1 F; ¢esidinin meyve ve bitki goriiniimleri
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Sekil 3.5. Dondr bitkilerin yetistirildigi sera

3.1.3. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Ekipmanlar

Doku kiiltiirii labaratuvari: Stres ve inkiibasyon uygulamalari, dezenfeksiyon, besin
ortami hazirlama ve anter atimi ¢alismalar1 Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii

laboratuvarin da gergeklestirilmistir.

Iklimlendirme odasi: Anterlerin inkiibasyon evrelerini tamamlamalarindan dis kosullara
aktarilincaya kadarki siireyi geg¢irmeleri igin 151k, sicaklik ve nem kontrollii
iklimlendirme odasi kullanilmistir. Tklimlendirme odasinda krom nikel malzemeden
imal edilmis raflar bulunmaktadir ve bu raflarin aydinlatilmasi LED lambalarla

saglanmaktadir.

GrowthChamber(Biiyiitme Dolabi): Anterleri 10 “C’de bekletmek igin sicaklik nem ve

151k kontroliinii saglayan 600 It hacimli Niive Test Kabini kullanilmistir.

Floww kabin: Steril ortam g¢alismalarinin yiirtitiilmesi i¢in TelstarBio II A marka flow

kabin kullanilmistir.

Inkiibator: Anterlerin ekimi yapildiktan sonra 8 giin boyunca 35 °C’de karanlhk
kosullarda bekletmede Memmert ‘IPP 400’ inkiibator kullanilmistir.
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Otoklav: Calisma sirasinda kullanilan malzemelerin (Besi ortami, pens, biistiiri,
erlenmayer, tlip vs.) dezenfeksiyonunda nemli hava (basingla) sterilizasyonu saglayan

ALP CL-3258 L marka 54 1t kapasiteli otoklav kullanilmistir.

:i\ | '

Sekil 3.6. Anter kiiltilirii caligmalarinin ytriitiildiigii laboratuar ekipmanlari
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Sekil 3.7. Denemede kullanilan inkiibator ve otoklav

Isitmali manyetik karistirici, pH metre ve mikroskop: Besin ortami hazirlanirken gerekli
olan kimyasallarin belirli bir sicaklik ve devirde manyetik alan etkisiyle karistirilmasini
saglayan karistirict cihaz kullanilmigtir. Besin ortamlarinin pH degerlerini 6l¢mek igin
pH metre kullanilmistir. Anterlerin gelisimi ve stoma incelemelerinde mikroskoptan

faydalanilmistir.

Sekil 3.8. Denemede kullanilan mikroskop, manyetik karistirici ve pH metre
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Petri: Calismada besin ortamlari ve anterlerin anter dikimi igin steril plastik petri
kaplar1 kullanilmistir. Anterlerin inkiibasyonu asamasinda 60 mm’lik petriler, anterlerin

R1 ve R2 ortamlarina aktarilmasinda ise 90 mm’lik steril plastik petriler kullanilmigtir.

Sekil 3.9. Denemede kullanilan petriler

3.2. Yontem

Calismada 4 genotip, 3 farkli besin ortami ve kontrol ile birlikte 5 farkli soguk stres
uygulamasi, 6 tekerriirlii olarak denenmistir. Boylece (4x3x5x6): 360 muamele
kullanilmis olup her muamelede 10 anter kullanilmistir. Toplamda ise 3600 anter atimi

yapilmustir.

3.2.1. Dondér Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemede kullanilan biber genotiplerine ait tohumlar 25 Nisan 2017 tarihinde ¢oklu
saksilarda torf ortamina ekilmistir. Fideler 30 Mayis 2017 tarihinde 1sitmal1 sera i¢inde
topraksiz tarim sisteminde cocopeat bloklara dikilmistir. Denemede her genotip i¢in 20
bitki yetistirilmistir. Toplamda 4 genotip ve 80 bitki dondr bitki olarak kullanilmistir.
Tomurcuk hasadindan 6nce bitkiler {izerindeki agmis biitiin ¢igekler uzaklastirilmistir.
Bitkiler diizenli olarak budanarak vegetatif-generatif denge saglanmis ve yeni ¢icek

tomurcugu olusumu tesvik edilmistir.
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Donor bitkiler yetistirilirken stres olusumunu Onlemek maksadiyla hastalik ve
zararlilara kars1t miimkiin oldugunca ilacl miicadeleden kacinilmis ve kiiltiirel tedbirler
alimmustir. Bitkiler i¢in 2:1:3:1:1 oraninda N:P:K:Ca:Mg icerecek sekilde besin elementi
stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Stok soliisyonlarda 1 nolu tank asit tanki olarak
kullanilmistir. 2 nolu tank Ca igin 3 nolu tank ise N-P-K-Mg ile S ve mikro elementler
icin hazirlanmistir. Baslangigta sulama suyunun EC degeri 1400 uS/cm olacak sekilde
giibreleme yapilmis ve bitkiler ¢igeklenmeye basladiklarinda sulama suyunun EC degeri
1800 puS/cm ve daha sonraki donemde 2000 puS/cm olarak ayarlanmistir. Haftada en az
bir kere giibresiz sulama yapilmis, ayrica diizenli olarak drenaj suyu alinmis ve EC ve
pH degerleri 6l¢iilmiistiir. Drenaj sularinda EC degerinin 2800 puS/cm’nin iizerine, pH
degerinin 7.00’1n {izerine ¢ikti§1 durumlarda otomasyona miidahale edilerek degerler

yeniden ayarlanmistir.

3.2.2. Cicek Tomurcuklarinin Gruplandirilmasi ve Toplanmasi

Anterlerin yesilden sariya doniismeye basladig1 evre anter hasadi i¢in baz alinmistir. Bu
devre tek cekirdekli mikrospor gelismesinin son evreleri ile birinci polen mitozunun
baslangi¢ evresini kapsamaktadir (Sibi ve ark., 1979; Abak, 1983; Karakullukeu,
1991). Genotipler arasinda farkliliklarin olma ihtimaline karsi anterlerin gelisme
asamalarin1 belirleyebilmek amaciyla, tomurcuklar 6nce kendi aralarinda morfolojik
ozelliklerine gore gruplandirilmis ve bu gruplardan alinan anterlerde mikrospor gelisim
asamalarinin kontrol edilmesi i¢in %?2’lik asetokarmin yontemi ile boyama islemi
yapilarak NIKON marka 151k mikroskobu ile mikrosporlar incelenmis ve en uygun
evrenin tespiti yapilmustir. (Elgi,1982; Karakulluk¢u,1991). Mikrosporlarin durumuna
gore tomurcuk gelisme agamalari belirlenmis ve deneme siiresince tomurcuk hasadinda
aym kriterler kullanilmistir. Calismada kullanilan ¢icek tomurcuklarinin morfolojik
gortintimleri (bkz. Sekil 3.10.), ¢igek tomurcugu ve anterlerin goriiniimleri (bkz. Sekil

3.11.) verilmistir. Cigek tomurcuklari sabahin erken saatlerinde hasat edilmistir.
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3.2.3. Cicek Tomurcuklarmma Soguk Uygulamasi

Cicek tomurcuklar1 sabah erken saatlerde (07:00 ile 08:00 saatleri arasinda)
toplanmistir. Tomurcuklar cam beher i¢ine konulmus ve soguk uygulamalar ic¢in
sicakliklart 4 ve 10 °C’ye ayarlanmig buzdolaplarina konulmustur. Tomurcuklar +4 °C
ve +10 °C sicaklikta 24 ve 48 saat bekletilmis ve bu siireler sonunda dolaplardan
cikarllan tomurcuklar dezenfeksiyon islemine almmistir. Soguk uygulamalarinin
kontrolii olan tomurcuklara ise herhangi bir uygulama yapilmamig, hasat edilen

tomurcuklar dogrudan sterilize edilmis ve anter atimi yapilmistir.

Sekil 3.10. Cigek tomurcuklarinin gériiniimii

Sekil 3.11. Uygun ¢igek tomurcugu ve anter asamasi
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3.2.4. Cicek Tomurcuklarimin Dezenfeksiyonu, Anterlerin Cikarilmasi ve Dikimi

Polen embriyogenesisi i¢in en uygun mikrospor gelisme donemine sahip olan anterleri
iceren ¢igek tomurcuklart dezenfeksiyona alinmadan Once deterjanli suda 1-2 dakika
stireyle bekletilmis ve ardindan 8-10 dakika ¢esme suyunda yikanmistir. Daha sonra
cicek tomurcuklart birkag damla Tween-20 damlatilmis %20’lik ticari sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi igerisinde 15 dakika siireyle dezenfekte edilmis, daha sonra ii¢ kez
beser dakika siireyle steril saf su ile durulanmistir. Anterler, ¢icek tomurcuklari
igerisinden bistiiri ve kivrik uclu bir pens yardimiyla ¢ikarilmistir. Anterler tomurcuktan
c¢ikarildiktan sonra bekletilmeden ince uglu bir pens yardimiyla besin ortami {izerine,
dorsal ylizeyi ortamla temas edecek bigimde ve ortama batirilmaksizin yerlestirilmistir.
(Karakulluk¢u, 1991). Her petri kutusuna 2 ¢igek tomurcugundan c¢ikan anterlerin
tamami dikilmis olup, bu sayr 10-12 arasinda degismektedir. Dikim islemi
tamamlandiktan sonra petri kutularinin kenarlari ince plastik film seritlerle kapatilarak
dis atmosferle iliskileri kesilmistir. Calisma sirasinda izolasyon ve dikim aletleri; sik sik
cam boncuk sterilizatore batirilarak sterilize edilmistir. Ayrica dikim islemi sirasinda

steril kabin igerisine sik sik %70’lik etil alkol spreylenmistir.

Sekil 3.12. Cigek tomurcuklarinin dezenfeksiyonu
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Sekil 3.13. Cigek tomurcuklarindan anterlerin ¢ikarilmasi ve anter dikimi

3.2.5.Besin Ortamlarimin Bilesimi ve Hazirlanmasi

Calismada besin ortami olarak anter kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan temel besin
ortamlarindan Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafindan 6nerilen DDVX besin
ortami, Murashige ve Skoog (1962) tarafindan dnerilen MS besin ortami1 ve Gamborg

ve ark., (1968) tarafindan 6nerilen B5 besin ortami kullanilmistir.

Besin ortamlar1 hazirlamirken ortamlarin  katillagtirllmasinda  %0.8  Agar-agar

kullanilmistir. Ortama ayrica %6 sucrose eklenmistir. Besin ortamlarinin bilesimleri
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(bkz. Cizelge 3.1.) verilmistir. Besin ortamlari erlenmayerler i¢ine konulduktan sonra
pH seviyesi 5.8’e ayarlanmis, agizlart aliiminyum folyo ile kapatilmis ve otoklava
yerlestirilmistir. Ortamlar otoklavda 15 dk boyunca 121 °C’de 1 atm basing altinda
sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besin ortamlar steril kabin iginde petrilere
aktarilmigtir. Her petri kabina 10 ml besin ortami1 doldurulmustur. Kabin i¢inde besin
ortamlarinin petrilere doldurulmasi ve anterlerin petrilere yerlestirilmesi siiresince kabin

ici sik sik %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir.

Sekil 3.14. Besin ortamlarinin hazirlanmasi
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3.2.6. Uygulamalar

Calismada 4 farkli 6n uygulama yapilmistir. Cigcek tomurcuklarina herhangi bir
uygulama yapilmadan dondr bitkilerden alinarak kiiltiir ortamina aktarilan anterleri

iceren tomurcuklar kontrol uygulamasi olarak kullanilmistir.

Tomurcuklara yapilan 6n stres uygulamalar1 asagidaki gibidir;

1.Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden once 24 saat 4 °C’de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 35 °C’de 8 giin

stire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur.

2.Cicek tomurcuklar dezenfekte edilmeden 6nce 24 saat 10 °C ‘de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 8 giin boyunca

35 °C* de karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur.

3. Cicek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden Once 48 saat 4 °C’de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 35 °C’de 8 giin

stire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur

4. Cigek tomurcuklar1 dezenfekte edilmeden 6nce 48 saat 10 °C ‘de bekletilmistir. Bu
tomurcuklardan alinan anterler C ortamina aktarildiktan sonra anterler 8 giin boyunca

35 °C* de 8 giin siire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi tutulmustur.

5.Ci¢ek tomurcuklar1 dezenfekte edildikten sonra anterler bekletilmeden C ortamina
aktarilmis, ardindan anterler 35 °C’de 8 giin siire ile karanlik ortamda inkiibasyona tabi
tutulmustur. Bu uygulama tomurcuklara sicaklik uygulamalarinin kontrolii olarak

alimustr.

Inkiibasyon uygulama siirelerinin sonunda petriler 3000 lux 1s1k intensitesi, 25 °C +1 °C
sicaklik ve 16 saat fotoperiyoda sahip iklimlendirme odasina alinmistir. Petriler

iklimlendirme odasina alindiktan 4 giin sonra anterler i¢cinde R ortami bulunan petrilere
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aktarilmistir. Her 4 haftada bir anterler yeni bir R ortamina transfer edilmistir. R
ortaminda yaklasik 6-7 hafta sonra anterlerin ylizeyinde embriyoidler goriilmistiir.
Anterler {lizerinde embriyolar goriilince bu embriyolar steril kosullarda icinde
yenilenmis R ortam1 bulunan petrilere aktarilmistir. R ortamlar1 her 3 besin ortami igin
ortak kullanilmistir. R ortami1 DDVX ortami esas alinarak hazirlanmistir. R ortamina 0,1
mg/l kinetin ilave edilmis, 2,4-D ve Vitamin BI12 ilave edilmemistir. Ayrica R
ortaminda 30 000 mg/l sucrose kullanilmistir. R ortami yaklasik 4 hafta bekledikten
sonra ortamlarin etkinli§inin azalmasi nedeniyle bu ortamlar her 4 haftada bir
yenilenmistir. Bunun i¢in taze R ortamlar1 petrilere doldurulmus ve anterler steril
kosullarda bu petrilere aktarilmigtir. R ortaminda gelisen embriyolar yine steril

kosullarda i¢inde V ortami bulunan cam tiiplere aktarilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan besin ortamlari ile R ve V ortamlarinin bilesimi

C Ortamlari R Vv
KimyasalMaddeler MS B5 DDVX| Ortam | Ortanm
Makroelementler (mg/l)
KNO; 1900 3000 2150 2150 1900
NH;NO3 1650 - 1238 1238 1650
MgSQ,, 7H,0O 370 500 444 444 370
(NH4)2S04 - 134 34 34 -
NaH,PO,42H,0 - 150 38 38 -
CaCl,, 2H,0O 440 150 313 313 440
KCI - - 7 7 -
Ca(NO3),, 4H,0 - - 50 50 -
KH,PO,4 170 - 142 142 170
Mikroelementler (ma/l)
MnSQ,, H,O 22,300 | 13,200 | 22,130 | 22,130 | 22,300
ZnSQy,, 7TH,O 8.600 | 2.000 | 3,625 3,625 8.600
HsBO3 6.200 | 3.000 | 3,150 3,150 6.200
Kl 0.830 | 0.750 | 0,695 0,695 0.830
Na,MoQ;,, 2H,0 0.250 | 0.250 | 0,188 0,188 0.250
CuS04, 5H,0 0.025 | 0.025 | 0,016 0,016 0.025
CoCl,, 6H,0 0,025 | 0.025 | 0,016 0,016 0.025
Fe-EDTA
Na,EDTA. 2H,0(mg/l) 37.3 37.3 18.65 18.65 37.3
FeSQ,, 7H,0 (mg/l) 27.8 27.8 13.90 13.90 27.8
Vitaminler (mg/l)
Pyridoxin HCL 0.50 1.00 5,500 5,500 0.5
nicotinamic Acid 0.50 1.00 0,700 0,700 0.5
Thiamine HCL 0.10 10.00 | 0,600 0,600 0.1
Glycin 2.00 - 0,100 0,100 2.0
Miolnositol 100.00 | 100.00 | 50,300 | 50,300 100.0
Vit By, 0.03 0.03 0,03 - -
Calcium panthotenate - - 0,500 0,500 -
Biotine - - 0,005 0,005 -
Karbonhidratlar
Sucrose (mg/l) 60.000| 60.000| 60.000| 30.000| 30.000
Biiviimeyvidiizenleviciler
Kinetin (mg/l) 1.0 1.0 1.0 0,1 -
2,4-D (mg/l) 1.0 1.0 1.0 - -
Agar
Agar-agar (mg/l) 8000 8000 8000 8000 8000
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
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MS besin ortam1 V ortami olarak kullanilmigtir. MS besin ortamina gore sucrose miktari
30 000 mg/l olarak alinmigtir. Ayrica V ortaminda kinetin, 2,4-D ve Vitamin B12
kullanilmamisgtir. R ortaminda gelisme gosteren embriyo ve V ortamindaki gelisme

durumu (Sekil 3.15.) verilmistir.

Sekil 3.15. R ve V ortaminda embriyoid ve bitki gelisme durumu
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Sekil 3.16. Bitkiciklerin haploid bitkiye doniisiinceye kadar gegirdikleri asamalar

3.2.7. Ploidi testi (stomal inceleme)

V ortaminda gelismesini tamamlayan bitkicikler dis kosullara alistirilmak icin saksilara
almmistir. Iginde 2:1 oraminda torf+perlit karisimi bulunan saksilara bitkicikler
dikildikten sonra tizerleri beherle kapatilarak aligtirmasi saglanmistir. Beherler 3 giin
kapali tutulduktan sonra bitkilerin iizeri agilmis ve iklim odasinda gelismeye

birakilmustir.
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Dis kosullara alistirilan ve 8-10 yaprakli agsamaya gelen bitkilerden yaprak ornekleri
alinmig yapraklarin alt yiizeyindeki stoma biiyiikliigii ve stoma sayilart NIKON Eclipse
E600 marka 151k mikroskobunda 40x100 biiyiitmeli olarak incelenmistir. Stomal
incelemede kontrol olarak her genotipin kendi diploid bitkisi kullanilmigtir. Anter
kiiltiirinden elde edilen ve haploid oldugu diisiiniilen bitkiler ile diploid bitkilerin
goriintiileri karsilastirilmig, kontrole gore stoma sayist daha az ve Ozellikle stoma
ebatlar1 daha kiiclik olan 6rnekler haploid olarak kaydedilmistir. Sitolojik ¢aligmalarda
haploid bitkilerinin stomalarinin diploid bitkilere goére daha fazla sayida ve dipiloid
bitkilere gore daha kiiciik oldugu bilinmektedir (Ellialtioglu ve ark.,2001).

Genotiplere ait stoma goriintiileri (bkz. Sekil 3.17., 3.18.) verilmistir.

Istek

i E&a‘-'r’.,g it o el

Sekil 3.17. Istek F; ve Balca F; genotiplerinde diploid ve haploid bitkilerin
mikroskobik stoma goriiniimleri
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Hizir F1 (Diploid)

Sekil 3.18. Alkirmizi F; ve Hizir F; genotiplerinde diploid ve haploid bitkilerin
mikroskobik stoma goriiniimleri

3.2.8. Gozlemler:

Calismada anterlerden elde edilen embriyo sayilari, embriyolardan elde edilen bitkicik
sayilar1 ve dis kosullara aligtirilan bitki sayilar1 kaydedilmistir. Embriyo sayilart kiiltiire
alman anter sayisina oranlanmis, bitkicik ve dis kosullara aligturilan bitki sayilar
kiiltiire alinan anter ve embriyo sayilarina oranlanmistir. Ayrica stomal inceleme
yapilarak haploid bitki sayilar1 belirlenmistir. Ayrica genotiplere, soguk uygulamalarina

ve besin ortamlarina gore basari oranlari da hesaplanmistir. Anter kiiltliri
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caligmalarinda sonuglarin analizinde iki farkli yontem kullanilmaktadir. Kullanilan
uygulamalara gore basar1 orami sifira kadar indiginden uygulamalar arasindaki
farkliliklarin istatistiksel analizi pek tercih edilmemektedir. Bu nedenle genelde
uygulamalardan elde edilen sayisal degerler ve bu verilerin anter veya embriyo sayisina
oranlar1 verilmektedir. Bu nedenle denemede basari oranlar1 sayr ve yiizde olarak

verilmistir.

38



4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 4 biber genotipinden alinan ¢icek tomurcuklarindan toplam 3600 adet
anter besin ortamlarina aktarilmistir. Anterlerin besin ortamlarina aktarilmasindan
12 giin sonra tim uygulamalarda anter gelismesi takip edilmistir. Kiiltlir ortamina
alman anterlerden anormal sigsme, kuruma veya bozulma olmadan canliliklarini
stirdiiren anterler besin ortamlarinda normal olarak gelisen anterler olarak kabul
edilmistir. Normal gelisimini siirdiiren anterlere ait goriintiller (Sekil 4.1.)
verilmistir. Caligmada genotip, besin ortamlari ve tomurcuklara soguk stresi
uygulamasina bagli olarak androgenik basarida farkliliklar goriilmiistiir. En yiiksek
embriyo olusumu 57 embriyo/60 anter ile Istek F; genotipinden DDVX ortaminda
ve tomurcuklarin 10 °C sicaklikta 24 saat bekletildigi uygulamadan elde edilmistir.
Denemede genotipler, besin ortamlart ve soguk soku uygulamalar1 dikkate
alindiginda 60 uygulama kullanilmis ve bu uygulamalarin 55’inden embriyo elde

edilmistir.

Sekil 4.1. Normal gelisimini siirdiiren istek F; ve Alkirmiz1 F; genotiplerine ait anterler

4.1. Genotiplerin Uygulamalara Gore Androgenik Performanslari

Istek F; genotipinde tiim uygulamalardan embriyo elde edilmistir. Androgenik
bagar1 elde edilen uygulamalarda embriyo olusum orani %8.33-95.00 arasinda

degismistir. Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra stoma incelemeleri yapilmis
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ve haploid bitki sayilari belirlenmistir. En yiiksek haploid bitki MS ortaminda 10 °C
24 saat uygulamasindan (60 anterden 13 haploid bitki) elde edilmistir. Biitiin
uygulamalar dikkate alindiginda Istek F; genotipinde toplamda 401 embriyo, 192
bitkicik ve 84 haploid bitki elde edilmistir. Istek F; genotipinde uygulamalara gore
embriyo, bitkicik ve haploid bitki sayilar1 ile anter ve embriyo sayisina gore basari

oranlar1 (bkz. Cizelge 4.1.) verilmistir.

Balca F; genotipinde 2 uygulamadan embriyo elde edilememistir. Androgenik
basar1 elde edilen uygulamalarda embriyo olusum oranit %5.00 — 35.00 arasinda
degismistir. Denemede Balca F; genotipinde en yliksek basar1 MS ortamindan ve
tomurcuklarin 10 °C sicaklikta 24 saat bekletildigi uygulamadan (60 anterden 21
embriyo ve 9 bitkicik) elde edilmistir. Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra
stoma incelemeleri yapilmis ve haploid bitki sayilari belirlenmistir. En yiiksek
haploid bitki sayisi MS ortaminda 4 °C 24 saat uygulamasi ile 10 °C 24 saat
uygulamalarindan elde edilmistir (60 anterden 2 haploid bitki). Biitiin uygulamalar
dikkate alindiginda Balca F; genotipinde toplamda 148 embriyo, 63 bitkicik ve 14
haploid bitki elde edilmistir. Balca F; genotipinde uygulamalara goére embriyo,
bitkicik ve haploid bitki sayilari ile anter ve embriyo sayisina gore basar1 oranlari

(bkz. Cizelge 4.2.) verilmistir.
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Cizelge 4.1. Istek F; genotipinde uygulamalara gére embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumu

Ortam Soguk Uygulamasi El Bl E2 B2 B3 B4 B5 B6
MS Kontrol 5 2 8,33 3,33 40,00

MS 4 °C 24 saat 49 19 81,67 31,67 38,78 11 18,33 22,45
MS 10 °C 24 saat 37 25 61,67 41,67 67,57 13 21,67 35,14
MS 4 °C 48 saat 25 9 41,67 15,00 36,00 6,67 16,00
MS 10 °C 48 saat 28 14 46,67 23,33 50,00 10,00 21,43
DDVX Kontrol 17 11 28,33 18,33 64,71 11,67 41,18
DDVX 4 °C 24 saat 41 16 68,33 26,67 39,02 11,67 17,07
DDVX 10 °C 24 saat 57 25 95,00 41,67 43,86 12 20,00 21,05
DDVX 4 °C 48 saat 12 9 20,00 15,00 75,00 2 3,33 16,67
DDVX 10 °C 48 saat 45 23 75,00 38,33 51,11 11 18,33 24,44
B5 Kontrol 8 5 13,33 8,33 62,50 2 3,33 25,00
B5 4 °C 24 saat 20 10 33,33 16,67 50,00 2 3,33 10,00
B5 10 °C 24 saat 27 11 45,00 18,33 40,74 3 5,00 11,11
B5 4 °C 48 saat 12 6 20,00 10,00 50,00 2 3,33 16,67
B5 10 °C 48 saat 18 7 30,00 11,67 38,89 2 3,33 11,11

E1: Embriyo sayis1 (60 anterden)
B1: Bitkicik sayis1 (60 anterden)
E2: Embriyo olusum oran1t (%)
B2: Bitkicik olusum orani (%)

B3: Embriyodan bitkicik olusum orani (%)

B4: Haploid bitki sayis1

BS5: Anterdenhaploid bitki olusum orani (%)

B6: Embriyoidan gelisen haploid bitki orani (%)
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Cizelge 4.2. Balca F; genotipinde uygulamalara gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumu

Ortam Soguk Uygulamasi El Bl E2 B2 B3 B4 B5 B6
MS Kontrol 4 1 6,67 1,67 2500 1 1,67 25,00
MS 4 °C’de 24 saat 13 6 21,67 10,00 46,15 2 3,33 15,38
MS 10 °C’de 24 saat 21 9 3500 1500 42,86 2 3,33 9,52
MS 4 °C’de 48 saat 19 7 31,67 1167 3684 1 1,67 5,26
MS 10 °C’de 48 saat 16 5 26,67 8,33 31,25 1 1,67 6,25
DDVX Kontrol

DDVX 4 °C’de 24 saat 14 5 23,33 8,33 3571 1 1,67 7,14
DDVX 10 °C’de 24 saat 18 11 30,00 1833 61,11 2 3,33 11,11
DDVX 4 °C’de 48 saat 11,67 5,00 4286 1 1,67 14,29
DDVX 10 °C’de 48 saat 15,00 3,33 2222 1 1,67 11,11
B5 Kontrol

B5 4 °C’de 24 saat 4 8,33 6,67 80,00

B5 10 °C’de 24 saat 4 15,00 6,67 4444 1 1,67 11,11
B5 4 °C’de 48 saat 10 5 16,67 8,33 50,00

B5 10 °C’de 48 saat 3 1 5,00 1,67 3333 1 1,67 33,33

E1: Embriyo sayis1 (60 anterden)
B1: Bitkicik sayis1 (60 anterden)
E2: Embriyo olusum orant (%)
B2: Bitkicik olusum orani (%)

B3: Embriyodan bitkicik olusum orani (%)
B4: Haploid bitki sayisi
B5: Anterdenhaploid bitki olusum orani (%)

B6: Embriyoidan gelisen haploid bitki oran1 (%)



Denemede Alkirmizi F; genotipi Istek F; genotipinden sonra en yiiksek performansi
gosteren ikinci genotip olmustur. Alkirmizi F; genotipinde 2 uygulamadan embriyo
elde edilememistir. Embriyo elde edilen uygulamalarda embriyo olusum orani %
5.00- 46.67 arasinda degismistir. Denemede Alkirmizi F; genotipinde en yiiksek
basart DDVX ortamindan ve tomurcuklarin 4 °C sicaklikta 48 saat bekletildigi
uygulamadan elde edilmistir (60 anterden 28 embriyo ve 9 bitkicik). Bitkiciklerin
alistirma asamasindan sonra stoma incelemeleri yapilmis ve haploid bitki sayilari
belirlenmistir. En yiiksek haploid bitki sayist MS ortaminda 10 °C 24 saat
uygulamasi ile B5 ortaminda 10 °C 24 saat uygulamalarindan elde edilmistir (60
anterden 5 haploid bitki). Biitlin uygulamalar dikkate alindiginda Alkirmizi F;
genotipinde toplamda 177 embriyo, 80 bitkicik ve 28 haploid bitki elde edilmistir.
Alkirmiz1 F; genotipinde uygulamalara gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki
sayilar1 ile anter ve embriyo sayisina gore basari oranlari (bkz. Cizelge 4.3.)

verilmigtir.

Hizir F; genotipinde 1 uygulamadan embriyo elde edilememistir. Androgenik basari
elde edilen uygulamalarda embriyo olusum oran1 % 3.33 —23.33 arasinda
degismistir. Denemede Hizir F; genotipinde en yiliksek basar1 BS ortamindan ve
tomurcuklarin 10 °C sicaklikta 48 saat bekletildigi uygulamadan (60 anterden 14
embriyo ve 5 bitkicik) elde edilmistir. Bitkiciklerin alistirma asamasindan sonra
stoma incelemeleri yapilmis ve haploid bitki sayilari belirlenmistir. En yiiksek
haploid bitki sayis1 MS ortaminda 10 °C 48 saat uygulamasindan elde edilmistir (60
anterden 2 haploid bitki). Biitin uygulamalar dikkate alindiginda Hizir F;
genotipinde toplamda 100 embriyo, 35 bitkicik ve 12 haploid bitki elde edilmistir.
Hizir F; genotipinde uygulamalara gére embriyo, bitkicik ve haploid bitki sayilari

ile anter ve embriyo sayisina gore basar1 oranlar1 (bkz. Cizelge 4.4.) verilmistir.
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Cizelge 4.3. Alkirmiz1 F; genotipinde uygulamalara gére embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumu

Ortam Soguk Uygulamasi El Bl E2 B2 B3 B4 B5 B6
MS Kontrol

MS 4 °C’de 24 saat 10 5 16,67 8,33 50,00 2 3,33 20,00
MS 10 °C’de 24 saat 19 10 31,67 16,67 5263 5 8,33 26,32
MS 4 °C’de 48 saat 9 4 15,00 6,67 4444 2 3,33 22,22
MS 10 °C’de 48 saat 15 8 2500 1333 5333 3 5,00 20,00
DDVX Kontrol 3 1 5,00 1,67 33,33

DDVX 4 °C’de 24 saat 18 5 30,00 8,33 2778 2 3,33 11,11
DDVX 10 °C’de 24 saat 16 9 2667 1500 56,25 3 5,00 18,75
DDVX 4 °C’de 48 saat 28 9 46,67 1500 32,14 4 6,67 14,29
DDVX 10 °C’de 48 saat

B5 Kontrol 10 4 16,67 6,67 4000 1 1,67 10,00
B5 4 °C’de 24 saat 13 7 2167 1167 5385 2 3,33 15,38
B5 10 °C’de 24 saat 18 13 30,00 2167 7222 5 8,33 27,78
B5 4 °C’de 48 saat 7 2 11,67 3,33 28,57

B5 10 °C’de 48 saat 11 3 18,33 5,00 2727 1 1,67 9,09
E1: Embriyo sayis1 (60 anterden) B3: Embriyodan bitkicik olusum orani (%)

B1: Bitkicik sayisi1 (60 anterden) B4: Haploid bitki sayisi

E2: Embriyo olusum orani (%) B5: Anterdenhaploid bitki olusum orani (%)

B2: Bitkicik olusum orani (%) B6: Embriyoidan gelisen haploid bitki oran1 (%)
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Cizelge 4.4. Hizir F1 genotipinde uygulamalara gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumu

Ortam Soguk Uygulamasi El Bl E2 B2 B3 B4 B5 B6
MS Kontrol 3 1 5,00 1,67 33,33

MS 4 °C’de 24 saat 10 2 16,67 3,33 20,00 1 1,67 10,00
MS 10 °C’de 24 saat 2 3,33

MS 4 °C’de 48 saat 5 1 8,33 1,67 20,00 1 1,67 20,00
MS 10 °C’de 48 saat 9 6 15,00 10,00 66,67 2 3,33 22,22
DDVX Kontrol 4 1 6,67 1,67 2500 1 1,67 25,00
DDVX 4 °C’de 24 saat 7 3 11,67 5,00 42,86 1 1,67 14,29
DDVX 10 °C’de 24 saat

DDVX 4 °C’de 48 saat 4 2 6,67 3,33 50,00 1 1,67 25,00
DDVX 10 °C’de 48 saat 9 1 15,00 1,67 11,11

BS Kontrol 10 4 16,67 6,67 40,00 1,67 10,00
B5 4 °C’de 24 saat 12 4 20,00 6,67 33,33 3,33 16,67
BS 10 °C’de 24 saat 4 3 6,67 5,00 75,00 1,67 25,00
B5 4 °C’de 48 saat 7 2 11,67 3,33 28,57

B5 10 °C’de 48 saat 14 5 2333 833 371 1 1,67 7,14
E1: Embriyo sayis1 (60 anterden) B3: Embriyodan bitkicik olusum oran1 (%)

B1: Bitkicik sayis1 (60 anterden)
E2: Embriyo olusum orant (%)
B2: Bitkicik olusum orani1 (%)

B4
BS5
B6

: Haploid bitki sayisi
: Anterdenhaploid bitki olusum oran1 (%)

: Embriyoidan gelisen haploid bitki oran1 (%)



Anter kiltirii  ¢alismalarinda basar1  bircok  faktorden etkilenebilmektedir.
Arastirmalarda birden fazla faktoriin kullanildigi durumlarda basari oranlarinda
farkliliklar ¢ikmaktadir. Denemede uygulamalara bagli olarak embriyo ve bitki olusum
oranlar1 farkliliklar gostermistir. Embriyo ve bitkicik olusum orani yiiksek genotiplerin
yaninda diigiik basar1 gosteren genotipler de olmustur. Ayni genotipin farkli besin
ortamlarinda farkli androgenik yanitlar verdigi goriilmiistiir. Genotiplere gore degisen
baz1 uygulamalarda embriyo olusumu yiiksek olmasma ragmen, bitkiye doniisiim
oranlar1 diisik kalmistir. Literatiirde degisik bitki tiirlerinde anter kiiltiirii caligmalarinda
basar1 iizerine bir¢ok faktdriin etkili oldugu belirtilmektedir. Ozellikle genotip ve besin
ortaminin bilesimi basta olmak {izere stres ve inkiibasyon kosullar1 gibi faktorlerin de
etkisiyle embriyo olusum orani ve bitkiye doniismede farkliliklarin oldugu degisik
arastiricilar tarafindan ortaya konmustur. Ochoa-Alejo ve Ramirez- Malagon (2001),
Ercan ve ark., (2006) ve Kothari ve ark., (2010) biberde; Karakulluk¢u (1991),
Karakullukgu ve Abak (1992), Salas ve ark., (2011) ve Ellialtioglu ve ark. (2012)
patlicanda; Smith (2013), Touraev ve Heberle-Bors (2003) ve Belogradova ve ark.
(2009) tiitiinde; Achar (2002), Zhang ve ark., (2005) ve Cardoza ve Stewart (2004)
lahanada anter kiiltiirii ile ilgili yurittikkleri ¢alismalarda androgenik basari {izerine
birgok faktoriin etkili oldugunu belirtmektedirler. Literatiirde bahsedilen ve anter
kiiltiirii caligmalarinda kullanilan faktorlere bagl olusan androgenik basari farkliliklar

denemede de benzer sekilde goriilmiistiir.

4.2. Genotiplere Gore Androgenik Basar: Diizeyleri

Embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumu bakimindan genotipler arasinda Snemli
farklar ortaya c¢ikmistir. Caligmada kullanilan genotiplerin hepsi androgenik yanit
vermistir. Genotiplerin ortalama performanslar1 incelendiginde en yiiksek yanit Istek Fy
genotipinden elde edilmistir (900 anterden 401 embriyo, 192 bitkicik ve 84 haploid
bitki). Istek F; genotipini 177 embriyo, 80 bitkicik ve 30 haploid bitki ile Alkirmiz1 Fy
ve 148 embriyo, 63 bitkicik ve 14 haploid bitki ile Balca F; gesidi izlemistir. Hizir Fy
cesidi androgenik yaniti en zayif genotip olmustur. Genotiplere gore embriyo, bitkicik

ve haploid bitki olusum oranlar1 (bkz. Sekil4.2.) verilmistir.
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Biberde anter Kkiiltiirii calismalarinda embriyo olusumu ve haploid bitki elde
edilmesinde dondr bitkinin androgenik yatkinliginin 6nemli etkisi bulunmaktadir. Biber
genotiplerinin bir kismi anter kiiltiiriine yanit vermezken, yanit veren genotiplerin
sayisinin daha fazla oldugu, ancak basar1 oraninin degistigi arastiricilar tarafindan
belirtilmektedir (Rodeva ve ark., 2004; Koleva-Gudeva ve ark, 2007b; Koleva-Gudeva
ve ark., 2009; Irikova ve ark., 2011; Barroso ve ark., 2015). Mityko ve ark., (1995) 11
biber genotipinin DDVX ortaminda androgenik basarisini inceledikleri ¢aligmada 2
genotip hi¢ sonug vermezken, diger genotiplerin basar1 diizeyinin degistigini, en basarili
genotipte 100 anterden 178.2 embriyo ve 75.8 bitki elde ettiklerini, Koleva—Gudeva ve
ark., (2012) 19 genotipten 12 sinin embriyo olusturdugunu ve embriyo olusum oraninin
%3.33 ile 50.55 arasinda degistigini belirtmektedirler. Biberde 17 genotipin DDVX
ortaminda androgenik basarisini inceleyen Qin ve Rotino (1995), androgenik basarinin
genotiplere gore farklhiliklar gosterdigini, ayrica ortam bilesenlerine bagli olarak
genotiplerin tepkilerinin degistigini, Rodeva ve ark., (2004) 16 biber genotipinde
yiriittiigli anter kiiltiirii ¢alismasinda genotiplerin direkt ve indirekt embriyogenesise
verdikleri yanitlarin degistigini, Nervo ve ark., (1995) 12 biber genotipinde yiiriittigii
anter kiiltiirii calismasinda kiiltiire aldig1 8169 anterden 3310 embriyo (%40.5) ve 512
olgunlagmis bitki (%6.3) elde ettiklerini belirmektedirler.

Biberde anter kiiltiiriinde basar1 dondr bitkinin genetik yapisinin yaninda biber tipine
bagli olarak ta degismektedir. Mitykd ve Fari (1997) 4 farkli biber tipine ait 500 genotip
lizerinde vyiiriittilkleri anter kiiltiirii calismasinda basart oraninin %0-76 arasinda
degistigini ve en basarili tipin dolma biber tipi oldugunu belirtmektedirler. Bizim
denememizde de en yiiksek basar1 elde edilen Istek F; biber ¢esidi dolmalik biber
tipidir.

4.3. Besin Ortamlarin Gore Androgenik Basari Diizeyleri

Embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumu bakimindan besin ortamlarin etkileri
degismistir. Denemede kullanilan besin ortamlarinin {igciinden de yanit alinmistir. En
yiiksek basar1 DDVX ortamindan elde edilirken (1200 anterden 309 embriyo, 136
bitkicik ve 56 haploid bitki), DDVX ortamim1 hemen hemen benzer sonuglarla MS
ortami izlemistir (299 embriyo, 134 bitkicik ve 57 haploid bitk). BS besin ortami 218
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embriyo, 100 bitkicik ve 27 haploid bitki ile ortamlar arasinda en diisiik yanit1 vermistir.
Besin ortamlarina gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusum oranlart Sekil4.3.’te

verilmistir.

Biberde anter kiiltiirii caligmalarinda degisik besin ortamlart denemis ve genellikle
DDVX ve MS ortamlart daha basarili bulunmustur. Dumas de Vaulx ve ark., (1981) ile
Sibi ve ark. (1979) tarafindan gelistirilen besin ortami protokollerini karsilastiran
Irikova ve ark., (2011a) Dumas de Vaulx ve ark., (1981) tarafindan gelistirilen DDVX
ortaminin daha basarili oldugunu belirtmektedirler. DDVX (Dumas de Vaulx ve
ark.,1981) ile Supena ve ark. (2006) tarafindan 6nerilen protokolleri karsilagtiranParra-
Vega ve ark., (2013) androgenik basarida DDVX ortaminin daha basarili oldugunu
belirtmektedirler. Ayrica Ari ve ark., (2016) 48 biber genotipini MS, B5 ve Dolcet-
Sanjuan ve ark., (1977), Supena ve ark. (2006) ve Supena ve Custers (2011) tarafindan
gelistirilen ¢ift fazli ortam (DL) protokoliinde kiiltiire aldiklar1 ¢alismada DL ortaminin
MS ve B5 ortamlarina gore oldukca basarili oldugunu, bu ortami B5 ve MS

ortamlarinin izledigini belirtmektedirler.

4.4. Diisiik Sicakhik Stresi Uygulamalarima Gore Androgenik Basar: Diizeyleri

Donor bitkilerden alinan ¢igek tomurcuklarina 6n uygulama yapilmasi embriyo olusumu
ve bitkicik rejenerasyonunu artirmistir. Diisiik sicaklik uygulamasinda ¢igek
tomurcuklarinin 10 °C’de 24 saat bekletilmesi en iyi sonucu vermistir (720 anterden
228 embriyo, 120 bitkicik ve 47 haploid bitki). Bu uygulamay1 4 °C’de 24 saat
uygulamasi izlemistir (720 anterden 212 embriyo, 86 bitkicik ve 33 haploid bitki).
Denemede en etkisiz stres uygulamasi 720 anterden 64 embriyo, 30 bitkicik ve 13
haploid bitki ile kontrol wuygulamasindan elde edilmistir. Diisiik sicaklik
uygulamalarinin embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusum oranlarina etkileri (bkz. Sekil

4.4.) verilmistir.

Anter kiiltiiri ile ilgili yiiriitiilen sitolojik caligmalarda kiiltiire almadan Once anter
iceren c¢icek veya c¢icek tomurcuklarina diisiik sicaklik (stres) uygulamasinin
mikrosporlarin gametofitik gelisimlerini durdurarak sporofitik gelisimlerini diizenledigi

belirtilmektedir (Sunderland ve Roberts 1977; Lazar ve ark., 1985; Henry ve Buyser
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1990). Bu nedenle anter kiiltiiriinde androgenik basarida diisiik sicaklik uygulamasi
etkili yontemlerden biridir. Biberde anter kiiltiirii calismalarinda ¢icek tomurcuklarina
diisiik sicaklik uygulamasinin embriyo olusumunu artirdigini belirten ¢aligmalarda bu
etkinin diger faktorlere gore farkli diizeylerde gerceklestigi belirtilmektedir. Morrison
ve ark., (1986), biberde ¢icek tomurcuklarimi 4 °C’de 24, 48, 100 ve 120 saat
beklettiklerinde en iyi sonucun sirasiyla 100, 48, 120 ve 24 saat uygulamalarindan
alindigim1 belirtmektedirler. Heidar ve ark., (2017), biberde c¢icek tomurcuklarini 4
°C’de 24 saat bekletmenin, Liu ve ark., (2009) ise biberde ¢icek tomurcuklarinin diisiik
sicaklikta 3-5 giin bekletilmesinin androgenik yamiti artirdigimmi belirtmektedirler.
Bununla beraber cicek tomurcuklarina diisiik sicaklik soku uygulamasmin etkisinin
olmadigin1 veya olumsuz etki ettigini savunan aragtirmalar da bulunmaktadir. Ciner ve
Tipirdamaz (2002), biberde cicek tomurcuklarina 48 ve 96 saat siireyle 4 °C soguk soku
uygulamiglar ve On uygulamanin androgenik basariy1r azalttigini belirlemislerdir.
Popova ve ark., (2016) 18 biber genotipine 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle 4 °C soguk
soku uygulamislar ve soguk soku uygulamasinin embriyo olusumunu kontrole gore
artirmadigini, en iyi performansin kontrol grubundan elde edildigini, ancak bazi
genotiplerde 48 saat siireyle soguk uygulamasinin kontrolden daha iyi sonu¢ verdigini
belirtmektedirler. On stres uygulamast ile ilgili yiiriitiilen ¢alismalardan da anlasilacag:
gibi stres uygulamasinin tek basina etkisinden ¢ok genotip, besin ortami ve bilesimi,

uygulama zaman1 ve dozunun da bu etkide rol oynadig: anlagilmaktadir.
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Sekil 4.4. Diisiik sicaklik uygulamalarina goére embriyo, bitkicik ve haploid bitki
olusum oranlar1 (%)

4.5. Genotip x Besin Ortamu Interaksiyonunun Androgenik Basariya Etkisi

Genotiplerin androgenik performanslar lizerine besin ortamlarinin agik bir etkisi oldugu
belirlenmistir. istek F; ve Alkirmizi F; genotipleri en yiiksek androgenik performansi
DDVX ortaminda gosterirken, Balca F; genotipi MS ortaminda, Hizir F; genotipi ise
B5 ortaminda daha basarili olmustur. Bununla beraber Alkirmiz1 F; genotipinde haploid
bitki eldesi MS ortaminda ger¢eklesmistir. Genotiplerin besin ortamlarina gore embriyo,

bitkicik ve haploid bitki olusum oranlari (bkz. Sekil4.5.) verilmistir.

Biberde anter kiiltiirii galismalarinda androgenik basarida birgok faktoriin etkili oldugu
bilinmektedir. Bu faktorler tek basina veya interaksiyon seklinde etkilerini

gostermektedirler. Denemede de genotiplerin basarilar1 ortamlara gore degismistir.
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Alremi ve ark. (2014) biberde anter kiiltiirinde MS ve DDVX ortamlarini kullanmiglar
ve ortamlarin basar1 diizeyinin genotiplere gore degistigini belirlemislerdir. Arastiricilar
2 genotipin DDVX ortaminda daha basarili oldugunu, diger iki genotipin ise MS
ortaminda daha iyi yanit verdigini belirtmektedirler. Irikova ve ark., (2011a) 19 biber
genotipini Dumas de Vaulx ve ark., (1981) ve Sibi ve ark., (1979) tarafindan gelistirilen
besin ortamlarinda kiiltiire aldiklar1 ¢aligmada androgenik yanitin genotiplere bagl
olarak degistigini ve genotiplerin besin ortamlarina gore performanslarinin da

degistigini belirtmektedirler.

70
m Embriyo olusum oram m Bitkicik olusum oran1 ~ mHaploid bitki olusum oram
60

50 -

40 -

MS | DDVX| BS5 MS |DDVX| B35 MS | DDVX BS5

Istek F1 Balca F: Alkirmizi Fi
Sekil 4.5. Genotiplerin besin ortamlarina gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki
olusum oranlar1 (%)

4.6. Genotip x Diisiik Sicaklik Stresi Uygulamasinin Androgenik Basariya EtKkisi

Denemede c¢igek tomurcuklarina diisiik sicaklik uygulamasi tek basina veya diger
faktorler ile birlikte embriyogenik basarida etkili olmustur. Genotiplerin diisiik sicaklik
uygulamalarma verdikleri yanitlarda farkliliklar goriilmiistiir. istek Fi, Alkirmizi Fy ve
Balca F; genotiplerinde en yiiksek basar1 10 °C’de 24 saat uygulamasindan elde
edilmistir. Bu uygulama ayn1 zamanda bitkicik ve haploid bitki olusumunda da en etkili
uygulama olmustur. Hizir F; genotipinde ise 10 °C’de 48 saat uygulamasi ile 4 °C’de 24

saat uygulamasi embriyo, bitkicik ve haploid bitki olusumunda daha etkili olmustur.
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Denemede 4 genotipin iiglinde kontrol uygulamasi en diisiik performansi gostermistir.
Genotiplerin diisiik sicaklik stresi uygulamasina gore embriyo, bitkicik ve haploid bitki

olusum oranlar (bkz. Sekil 4.6.) verilmistir.

Anter kiiltiirli ¢calismalarinda embriyo olusumunu tesvik etmek i¢in stres uygulamasina
ihtiya¢ vardir (Ahmadian ve ark., 1998; Barany ve ark., 2005; Jacquard ve ark., 2006).
Mikrosporlarin gametofitik gelisimlerini sporofitik yone ¢evirmek i¢in diislik sicaklik,
besin ortami1 ayarlamasi veya osmotik stres uygulamasina bagvurulmaktadir (Maraschin
ve ark., 2005; Koleva-Gudeva ve ark., 2009). Cigek tomurcuklarina diistik sicaklik
uygulamasin alinan yanit; stres uygulamasi, kullanilan besin ortami ve bilesimi ve
genotip basta olmak iizere bircok faktdre bagli olarak degisebilmektedir (Sibi ve ark.,
1979; Morrison ve ark., 1986, Supena ve ark., 2006). Bununla beraber ¢icek
tomurcuklarina soguk uygulamasinin etkisinin olmadig1 veya olumsuz etkisinin oldugu
da bildirilmektedir (Vagera ve Havranek 1985; Munyon ve ark., 1989; Ozkum ve ark.,
2001; Kim ve ark., 2005).

Genotip x soguk stresi uygulamasinin anter kiiltiirlinde basar1 iizerine etkisinin
incelendigi calismalarda stres uygulamasinin basariy1 artirdigini, ancak genotiplerin
basar1 diizeyinin uygulamalara gore farkliliklar gosterdigi belirtilmektedir. Thengane ve
ark. (1994) ayciceginde, Cistue ve ark. (1999) ise arpada, farkli genotiplere diisiik
sicaklik stresi uygulamiglar ve stres uygulamasinin embriyogenik basariyr artirdigini,

ancak basar1 dlizeyinin genotip x stres uygulamasina gore degistigini belirlemislerdir.
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5.SONUC

Islah calismalarinda ebeveyn hatlarin elde edilmesinde onemli katkilar saglayan
anter kiiltiirii son elli yil i¢inde Onemli mesafeler almistir. Gliniimiizde artik
biyoteknolojik altyapisini kuran islah firmalar1 anter kiiltiirinden 6nemli faydalar
saglamaktadirlar. Biber, anter kiiltiiriine en kolay tepki veren tiirlerden biridir.
Biberde anter kiiltlirii caligmalarinda halen daha eksik veya yetersiz noktalar
bulunmaktadir. Baslangica gore androgenik basarida gelinen nokta ¢ok yiiksek olsa
da ozellikle genotipe gore basar1 diizeyinde ¢ok ciddi farkliliklar bulunmaktadir.
Ayrica yapilan anter kiiltiirii ¢aligmalarinda besin ortamlarinin karsilagtirilmasi,
genotip x besin ortami ve genotip x 6n uygulama interaksiyonlar1 konusunda yeterli
arastirma bulunmamaktadir. Buradan hareketle ele alinan calismada degisik biber
genotiplerinin farkli besin ortami ve diisiik sicaklik uygulamalarina verecekleri

androgenik tepkiler arastirilmistir.

Denemede uygulamalara gore farkliliklar olmakla beraber biitiin genotiplerden
embriyo elde edilmistir. Denemede Istek Fy, Hizir F1, Alkirmizi F; ve Balca Fy
genotipleri karsilastirildiginda en iyi sonucu Istek F; genotipi vermistir. Bununla
beraber denemedeki 4 genotip iginde basari siralamasi Istek F; Alkirmizi Fy, Balca
F1 ve Hizir F; seklinde gergeklesmistir. Androgenik basari oranlar1 60 anterden elde
edilen embriyo ve bitkicik sayist ile dl¢iilmiis ve en yiiksek sonug¢ alan uygulamada
60 anterden 57 embriyo, 25 bitkicik ve 12 haploid bitki elde edilmistir (Istek F;
genotipi DDV X ortami 10 °C’de 24 saat uygulamast).

Genotip ortam interaksiyonuna bakildiginda embriyo sayis1 bakimindan Istek F; ve
Alkirmiz1 F; genotipleri DDVX ortaminda daha basarili olurken, Balca F; genotipi
MS ortaminda ve Hizir F1 genotipi B5 ortaminda daha basarili olmuslardir. Haploid
bitki sayis1 bakimindan genotiplerin ortamlara gore gosterdikleri tepkiler de farkl
olmustur. Istek F;, Balca F; ve Hizir F; genotiplerinde en yiiksek haploid bitki
sayist MS ortamindan elde edilirken, Alkirmiz1 F; genotipinde B5 ortamindan elde

edilmistir

Calismada kullanilan ii¢ farkli ortamdan da embriyo, bitkicik ve haploid bitki elde
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edilmistir. Ancak basar1 diizeyi uygulamalara gore farkliliklar gostermistir.
Embriyo olusumu bakimindan ortamlar siralandiginda en iyi ortam MS ortami
olurken, bu ortami DDVX ve B5 ortamlar1 izlemistir. Denemede MS ve DDVX

ortamlarinin birbirine ¢ok yakin sonug¢ vermeleri dikkat ¢cekmektedir.

Denemede anter kiiltiiriinde en etkili uygulamalardan biri de ¢igek tomurcuklarina
diistik sicaklik stresi uygulamasi olmustur. Cigek tomurcuklarina diisiik sicaklik
uygulanmayan kontrol grubunda androgenik basar1 diizeyi diger uygulamalarla
karsilagtirildiginda ¢ok diisiik bulunmustur. Embriyo ve bitkicik olusumu
bakimindan 10 °C’de 24 saat bekletilen tomurcuklar en iyi sonucu verirken, bunu
sirast ile 4 °C’de 24 saat ve 10 °C’de 48 saat bekletilen tomurcuk uygulamalari
izlemistir. Cicek tomurcuklarina diisiik sicaklik uygulamasi embriyo olusumuna
etki ettigi gibi haploid bitki olusumuna da etkili olmustur.Denemede haploid bitki
olusumu en yiiksek 10 °C ‘de 24 saat bekletilen tomurcuk uygulamalarindan elde
edilirken, bu uygulamay1r 4 °C’de 24 saaat bekletilen tomurcuk uygulamalari
izlemistir. Cigek tomurcuklarina 6n uygulama yapilmayan kontrol uygulamasi en

diisiik uygulama olmustur.

Sonug olarak biberde degisik genotipler lizerinde farkli besin ortamlar1 ve 6n stres
uygulamasinin anter kiiltiirlinde basar1 tlizerine etkisinin incelendigi calismada
genotiplere, besin ortamlarina ve On uygulamalara bagli olarak androgenik
yanitlarda farkliliklar olmustur. Deneme sonuglari literatiirde bugiline kadar
yiiriitiilen biberde anter kiiltiirii calismalar ile karsilastirildiginda embriyo, bitkicik
ve haploid bitki olusumu bakimindan bazi uygulamalarin literatiire gére daha
basarili oldugu, bazi uygulamalarin ise literatiirde belirtilen basari oranlarinin
altinda kaldig1 goriilmektedir. Anter kiiltiiriinde basar iizerine birgok faktoriin tek
basina veya interaksiyonlar seklinde etkisinin oldugu disiiniildiigiinde denemede
elde edilen sonuclar normal, hatta basarili bulunmustur. Calismada clde edilen
embriyo ve bitki sayilarinin yaninda haploid bitki sayisinin diisiik olmasi dikkat
¢ekmektedir. Bu durum embriyolarin bitkiye doniisiimiinde yasanan zorluklardan
kaynaklanmistir. Literatiirde de anter kiiltiirii ¢alismalarinda embriyolarin bitkiye
dontigiimiinde zorluklarin oldugu siirekli olarak tartisilmaktadir. Embriyolarin
bitkiye doniisiimiinde basar1 oranmnin artirilmasma yonelik yeni c¢aligmalarin

yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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