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OZET

BIiBER (Capsicum annuum L.) ISLAHINDA ANTER VE iKi FARKLI SHED-
MIKROSPOR KULTURUNUN KAPYA VE DOLMA TiPLERINDE SAF HAT
ELDESI UZERINE ETKILERI

M. Gok¢e KANMAZ
Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Temmuz 2021; 50 sayfa

Bu c¢alismada bitkisel materyal olarak sonbahar ve ilkbahar aylarinda sera
yetistiriciligine uygun dolma ve kapya biber tipine ait 2 farkli genotip secilmistir.
Calismada dolma biber tipinden Doganay F1 ve Tesla Fi1, kapya biber tipinden ise
Serenad F1 ve Demrisa F1 kullanilmustir.

Calismada 3 farkli ortam hazirlanmistir. Anter kiiltiirii i¢in P1, mikrospor kiiltiirleri igin
ise P2 ve P3 besi ortamlar1 kullanilmis olup, bu temel besi ortamlarina anter kiiltiirii
ortam1 olan P1 ortami i¢in; 4mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP, % 0,25 aktif komiir, 30 g/l
stikroz ve 15 mg/l AgNOs kombinasyonlari ilave edilirken, mikrospor kiiltiirlerinden P2
ortami i¢in; 2,5 pum/l Zeatin, 5 um/l IAA + 20 g/l maltoz IAA, 20 g/l maltoz ve %1
aktif komiir, P3 ortami i¢in ise; 0,1 mg/l Kinetin, 0,004 mg/l 2,4-D, 30 g/l siikroz ve
%0,5 aktif komiir kombinasyonlari eklenen besi ortamlarina kullanilmistir.

Calismanin anter kiltirii kisminda P1 ortami igin kiiltiire alinan anterler,
karanlikta 2 giin +35°C’de inkiibasyona tabii tutulmustur. Karanlik inkiibasyonuna tabii
tutulan petriler daha sonra 16 saat 151k / 8 saat karanlik olan 151k periyodu, 25°C sicaklik,
ortalama 3000 lux 1sik siddetine sahip iklim odalarinda embriyo olusuncaya kadar
bekletilmistir. Mikrospor kiiltiirlerinden P2 ortami i¢in kiiltiire alinan anterler, +4°C’de
7 gin karanliga tabii tutulmustur. Daha sonra embriyo olusuncaya dek 28°C’de
karanlikta bekletilmistir. P3 ortaminda kiiltiire alinmis anterler ise, 2 giin +35°C’de
inkiibasyona tabii tutulmustur. Daha sonra embriyo olusuncaya dek 28°C’de karanlikta
bekletilmistir.

Yapilan bu ¢alisma sonucu, kapya ve dolma biber tiplerinde haploid embriyo ve haploid
bitki olusumunda anter kiiltiirli yonteminin shed mikrospor yontemine gore daha
basarili oldugu saptanmistir. Anter kiiltiiri ve shed mikrospor kiiltiirlerinde kapya biber
tipi dolma biber tipine gore en iyi tepkiyi veren biber tipi olmustur. Calisilan gesitler
arasinda anter kiiltlirline gosterdikleri tepki bakimindan P1 ortaminda ilk embriyo
gbzlemi Serenad F1 ¢esidinde % 0,5 oraninda gézlenmistir. Mikrospor kiiltiirlerine ait
P2 ve P3 ortamlarinda yapilan degerlendirmelere gore ise P3 ortamindan kapya biber
tipinden toplam 7 embriyo elde edilmis, bu embriyolardan sadece Demrisa F1
cesidinden 2 tanesi haploid bitkiye doniismiistiir. Dolma biber tipinden Doganay F1



cesidi ise P2 ortaminda oldugu gibi shed mikrospor kiiltiiriine hem haploid embriyo
hem haploid bitki eldesine olumlu yanit vermemistir. Bu sonuglar neticesinde ise P2 ve
P3 ortaminda kullanilan hormonlarin ve 6n 6n uygulamanin énemli oldugu saptanmuistir.
Yapilan bu ¢alisma sonucu, kapya ve dolma biber tiplerinde haploid embriyo ve haploid
bitki olusumunda anter kiiltiirii yonteminin shed mikrospor yontemine gore daha
basarili oldugu saptanmistir. Anter kiiltiirii ve shed mikrospor kiiltiirlerinde kapya biber
tipi dolma biber tipine gore en iyi tepkiyi veren biber tipi olmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Anter kiiltiirii, Biber, Capsicum annuum L., Cift katmanl
besi ortami, Doku kiiltiirii, Embriyo, Haploid bitki, Mikrospor kiiltiirii, Shed mikrospor
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF ANTER AND TWO DIFFERENT SHED-MICROSPORTS
CULTURES IN PEPPER (Capsicum annuum L.) BREEDING ON THE PURE
LINE ACHIEVEMENT IN CAPIA PEPPER AND BELL PEPPER

M. Gok¢ce KANMAZ
MSc Thesis in Agricultural Engineering
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
July 2021; 50 pages

The pepper (Capsicum annuum L.) which has solanaceae family is very
important vegetable in our country because of high adaption ability, avantages about
economic and growing fields. Agriculture fields low because of population growth will
be serious trouble. The goal is for need food, is produced high product from unit area
because of with low agricultural fields. In this reason, the studies about plant breeding
and tissue culture was so important in recent years. This vegetable group which
valuable economy be important issue with developments new varieties about resistance
of disease and pestisit, high quality and yield. In this reasons, using classical breeding
methods because of goal gain new varieties to our producer, consumer and country. In
recent years, biotechnology methods was gain so signifance because of studies about
classical breeding methods be long years, high cost and seed produce be difficult stage.
The plant tissue culture which between biotechnology methods and very be popular in
recent year prefer for using of breeding new varieties, healthy and short produce to
commercial varieties and new varieties. The haploid plant which inside tissue culture is
so important techniques and is take turn to studies about plant breeding.

In this study, was choiced two different genotypes which bell pepper and capia
pepper suitable for green house in autumn and spring seasons. Used bell pepper
genotypes Doganay F1 and Tesla F1, capia pepper genotypes Serenad F1 and Demrisa
Fi.

In this study, prepared 3 different medias. Used for anther culture basic media
was P1 and microspore cultures basic media P2 and P3. In this study, prepared 3
different medias. Used for anther culture basic media was P1 and microspore cultures
basic media P2 and P3. In this study, for P1 basic media 4 mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP, %
0,25 activated carbon, 30 g/l sucrose and 15 mg/l AgNO3, for P2 basic media 2,5 um/I
Zeatin, 5 um/l TAA + 20 g/l maltose and %1 activated carbon and P3 basic media and
for P3 basic media 0,1 mg/l Kinetin, 0,004 mg/l 2,4-D, 30 g/l sucrose and % 0,5
activated carbon was used for microspore cultures.

At anther culture of study in P1, anthers were subjected to heat pretreatment
during for 2 days at +35°C temperature. Petri dishes belong to anther culture were
transferred to growth chamber having 25°C, 16 h light / 8 h dark photoperiod and 3000



lux illumination. At microspore culture of study in P2, anthers were subjected to heat
pretreatment during for 4 days at +4°C temperature. It has been then kept in the dark at
28°C until embryo formation. At microspore culture of study in P3, anthers were
subjected to heat pretreatment during for 2 days at +35°C temperature. It has been then
kept in the dark at 28°C until embryo formation.

At anther culture of study in P1, anthers were subjected to heat pretreatment
during for 2 days at +35°C temperature. Petri dishes belong to anther culture were
transferred to growth chamber having 25°C, 16 h light / 8 h dark photoperiod and 3000
lux illumination. At microspore culture of study in P2, anthers were subjected to heat
pretreatment during for 4 days at +4°C temperature. It has been then kept in the dark at
28°C until embryo formation. At microspore culture of study in P3, anthers were
subjected to heat pretreatment during for 2 days at +35°C temperature. It has been then
kept in the dark at 28°C until embryo formation.

As a result of the study, shed microspore culture is more successful than anther
culture for be haploid embryo and haploid plant in bell pepper and capia pepper. Capia
pepper was the best to answer than bell pepper in anther culture and microspore culture.
In terms of their response to anther culture among the studied cultivars, the first embryo
observation in P1 medium was observed at a rate of % 0.5 in Serenad F1 cultivar.
According to the evaluations made in P2 and P3 media of microspore cultures, a total of
7 embryos of capia pepper type were obtained from P3 media. Doganay F1 variety from
the stuffed pepper type did not respond positively to both haploid embryo and haploid
plant production in shed microspore culture as in P2 medium. As a result of these
results, it was determined that the hormones used in the P2 and P3 environments and the
pre-application were important. As a result of this study, it was determined that the
anther culture method was more successful than the shed microspore method in the
formation of haploid embryos and haploid plants in capia and bell pepper types. In
anther culture and shed microspore cultures, capia pepper type was the pepper type that
gave the best response compared to the stuffed pepper type.

KEYWORDS: Anther culture, Capsicum annuum L., Double layer culture media,
Embryo, Haploid plant, Microspore culture, Pepper, Shed microspore, Tissue culture
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ONSOZ

Solanaceae familyasina ait hem iilkemiz hem diinyada onemli bir ekonomik
degere sahip olan biber (Capsicum annuum L.) bitkisi en 6nemli sebze gruplar1 arasinda
ilk siralarda yer almaktadir. Bulundugumiz bodlgede hem agikta hem de sera
kosullarinda yetistiriciligi uygundur. Bu yapilan ¢alismada sebze gruplarinda 6nemli bir
yere ait olan biber bitkisi ile bitki 1slahi alaninda son zamanlarda popiiler olan doku
kiltlirii yontemine yonelik bir ¢alisma gergeklestirdik.

Bu c¢alismada ve akademik hayatimin her doneminde bana destegini ve emegini
hi¢ esirgemeyen, ¢alisma konumu belirleyip yardimlarini esirgemeyen, her siirecte
yanimda olan, kendim olmami saglayan, yol gostericim, mesleki hayatimda
bulundugum noktaya gelmemde yardimci olan, hem danisman hocam hem de aile
sevgisini bana gosteren kiymetli hocam Prof. Dr. A. Naci Onus’a tesekkiirlerimi bir
borg bilirim.

Bu calisma siiresince benimle ilgilenen, yogunlugunun her siirecinde bana
zaman ayiran, bilgisini ve tecriibesini bana aktaran, kisa bir zamanda olsa hayatima
kazandirdigim, benim icin ¢ok degerli olan Uzm. Biyolog Ozgecan TANYOLAC’a
gostermis oldugu tiim ictenlik ve yardimlari i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Bu stiregte elinden gelen her seyi biiylik 6zveri ve sabirla yapip, meslegimde
beni hep basariya tesvik eden, hayattaki bu yolu sayesinde giivenle yiiriiyebildigim en
iyi yol arkadagim Batuhan BAL’a ve destegini her yerde hep hissettiren, her animda hep
yammda olan dostum, ¢ocukluk arkadasim Giilgin AKBAS SASIOGLU’na
tesekkiirlerimi sunarim.

Beni her zaman destekleyen, beni motive eden, okul hayatimda ve is hayatimda
da hi¢ ayrilmadigim hep birlikte oldugum canim arkadasim Ziraat Yiik. Miih. Aysenur
GULYUZ’e hayatimda bana hep giizellikler sunarak destegini hi¢ esirgemedigi icin
sonsuz tesekkiir ederim.

Lisans egitimim boyunca, bilgi ve tecriibelerini paylasmayi esirgemeyen, onunla
birlikte calismaktan biiylik bir keyif aldigim, 6grendigim her seyi kendisine borglu
oldugum Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii 6gretim iiyesi
hocam Dr. Tugce OZSAN'a tesekkiirii bir borg bilirim.

Son olarak beni yetistiren, her durumda benim arkamda duran, kosulsuz sevgiyi,
giiveni buldugum, bu giinlerde olmam1 saglayan, her zorlukta yanimda buldugum, her
dogrumda beni ilk alkislayip takdir eden, meslegimde ve her animda benden maddi ve
manevi desteklerini hi¢ esirgemeyen, tim sabir ve Ozveriyle hala daha bana katki
saglayan annem Nese KANMAZ’a, babam Ibrahim KANMAZ’a ve kardesim Gokberk
KANMAZ’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : Santigrat derece

cm : Santimetre

cm? : Santimetrekare

g : Gram

kg : Kilogram

I - Litre

mg : Miligram

mm : Milimetre

uM : Mikromolar

pum : Mikrometre

% : Yiizde

Kisaltmalar

2,4-D : 2,4 Diklorafenoksiasetik Asit
AgNOs3 : Glimiis nitrat

BA : Benzil adenin

BAP : Benzil amino piirin
CaCl2.2H20 : Kalsiyum klortir dihidrat
CoCl2.6H20 : Kobalt(II) kloriir hekzahidrat
CuS04.5H20 :Bakar(IT) stilfat pentahidrat
DAPI : 4,6-diamidino-2-phenylindole
da : Dekar
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FeS04.7H20
H3BOs

HCL

IAA
KH2PO4
KOH

Kl

KNOs3

M
MgS04.7H20
MnS0O4.H20
MS

MO

Na:Mo00.2H20

NAA
Na:EDTA
NAOCL
NH4NOs
TUIK

uv

yy
ZnS04.7H20

: First Filial Generation
: Food and Agriculture Organization of the United Nations
: Demir siilfat

: Borik asit

: Hidrojen Klortir

: Indol asetik asit

: Mono potasyum fosfat

: Potasyum hidroksit

: Potasyum iyodiir

: Potastum nitrat

: Molar

: Magnezyum siilfat heptahidrat

: Mangan(II) siilfat monohidrat

: Murashige & Skoog besin ortami (1962)
: Milattan 6nce

: Sodyum molibdat dihidrat

: Naftalen asetik asit

: Sodyum EDTA

: Sodyum hipoklorid

: Amonyum nitrat

: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Ultraviyole (Morotesi)

: Yizyl

: Cinko siilfat heptahidrat
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GIRIS M.G. KANMAZ

1. GIRIS

Son yillarda diinya niifusunun artmasi sebebiyle, gidaya yonelik talebin de arttig
goriilmektedir. Ozellikle Solanaceae familyasina ait domates, biber, patlican ve patates
tirlerinde Tiirkiye ve diinya iiretiminde O6nde gelen onemli sebzeler arasinda yer
almaktadirlar. Solanaceae familyas: 6zellikle Avusturalya, Orta ve Giliney Amerika’da
yayilis gostermektedir. Solanaceae familyasinin genel 6zellikleri;

e Yapraklari basit ve parcali yapidadir

e (icekleri genellikle erselik 6zellik gostermektedir.

e Karpelleri birlesiktir ve ovaryum tist durumludur.

e Korolla ve kaliks 5 tiyeli, stamen sayis1 5 ve korollaya yapisik haldedir.

e 102 cins ve 2.480 tiiri bulunmaktadir.

e Onemli sebze tiirlerini bulundurmakla birlikte ayn1 zamanda, baz: siis bitkilerini
ve bazi otlar da bu familyada yer almaktadir.

Solanaceae familyasinda bulunan biber (Capsicum annuum L.) bitkisi Capsicum
cinsinde yer almaktadir. Capsicum cinsine ait yaklasik 30 tiir bulunmaktadir (Greenleaf
1986). Bu tiirlerden 5 tanesi ticari olarak iiretimi yapilanlardir : C. baccatum L., C.
chinense Jacq., C. annuum L., C. frutescens L. ve C. pubescens Ruiz & Pav. Bu tiirler
arasinda en yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik anlamda 6nemli olan1 Capsicum
annuum L.’dir. Hastalik etmenleri ve zararlilara karsi dayaniklilik genlerini
bulundurmasi sebebiyle diger tiirlerden 6nemli oldugu sdylenmektedir (Pernezny et al.
2003) Solanaceae familyasinde yer alan biber (Capsicum annuum L.), anavatani Orta ve
Giliney Amerika olup gilinlimiizde diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan, en 6nemli sebze
tirleri igerisinde yer almaktadir. (Pickersgill 1997).

Capsicum ismi, Latin kokenli olup Yunancada aci ve yakici anlamina gelen
‘Kapto’dan geldigi bilinmektedir. Arkeologlar; yabani olan biberin MO 7000°de dogada
toplanip tiiketildigini ve biiyiik olasiikla MO 5.200- 3.400 yillar1 arasinda
Amerika’daki yerlilerin kiiltiire aldigimi bildirmislerdir. Amerika’yr kesfeden Kristof
Kolomb’un gemisiyle birlikte Avrupa’ya getirilmistir. Capsicum, Kolomb vasitasiyla
Ispanya’ya gétiiriilerek, orta ve giiney Avrupa’da 15.yy’1n ortalarma dogru medikal ve
baharat amacl olarak yetistirilip kullanilmaya baglanmistir. (Basu ve De 2003;
Muchena 2009)

Biberin anavatani tropik Amerika olarak bilinir ancak giinimiizde her yerde
uretilebilmektedir. Biberin taksonomisi;

Cizelge 1.1. Biber (Capsicum annuum L.) taksonomisi

Alem Plantea

Boliim Magnoliophyta

Siif Magnoliopsida

Takim Solanales
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Cizelge 1.1°in devami

Familya Solanaceae

Cins Capsicum

Biber 2n = 24 kromozom yapisina sahip bir bitkidir. Kazik kok yapisina sahip
olan biber, topragin yapisina ve sulamaya bagli olarak yaklasik olarak 10-15 cm
derinliklere kadar inebilir.

Govdesi, ilk zamanlarda otsu yapidadir. Daha sonra bitkinin biiylimesine bagl
olarak gevrek ve kismen odunsu yapi haline gelmektedir. Gévde yiizeyi parlaktir ve
tizerinde tiilylenme goriinmez.

Biber bitkisinde yaprak yapist ve sekli, bitkinin ¢esidine ve meyve sekline bagh
olarak farklilik gostermektedir. Meydana gelen bu farkliliklar:

Sivri biberde yapraklar genellikle kii¢iik, uzun ve oval,

Dolma biberde yuvarlak, oval ve yaprak daha biiyiik ve uclar1 sivri,

Siis biberlerde yapraklar kiigiik,

Genel olarak ise biberde yaprak saplar1 ince olup, yapraklar hafif oluklu
yapidadir.

Biber’de ¢igek yaprak koltuklarinda ve dal koltuklarinda tek veya salkim halinde
2-3 ¢igek bir arada olacak sekilde bulunmaktadir. Cigekler erselik yapidadir, diiz ve
kivrik bir sekilde govde lizerinde yer alir. 5 adet tag yaprak, 5 adet ¢anak yaprak, disi
organ etrafinda 5 adet erkek organ ve 2-5 karpelli disi organ bulunur.

Biber’de meyveler renk, sekil, kabuk kalinligi, et kalinlig1 ve lezzet bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Meyve sekline gore biber tiperi;

Sivri biberler

Carliston biberler

Iri kirmizi biberler

Dolmalik biberler

Konik biberler

Kirmiz1 domates biberler olarak gruplandirilmaktadir.

Ancak biber sicak iklim sebzesi olmasindan dolayr yetistiricilik doneminde
sicaklik 5°C’nin altina diistiiginde gelisim yavaslamakta, 0°C’nin altina diistiigiinde de
oliim gerceklesmektedir. Biber igin optimum yetistiricilik degeri 15°C — 32°C araligidur.
Sagligimiz agisindan 6nemli bir yere sahip ve ayni zamanda besin degeri oldukca
yiiksek olan sebze grubuna ait biber, 6zellikle C vitamini (103 mg/100 g) acisindan
zengin olarak bilinmektedir (Anonim 1). Vitamin yoniinden zenginliginin yani sira,
magnezyum, sodyum, demir, fosfor, kalsiyum, ¢inko, bakir gibi maddeler yoniinden de
oldukg¢a zengindir (Rubio ve ark. 2002). Ayni zamanda biberde aciligin ana maddesi
olan kapsaisinin bulunmasi saglik iizerine etkisi oldukca fazladir.
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Biberde var olan kapsaisinoidler, insanlarda 6zellikle bir¢ok aktiviteye sebep
olmaktadirlar. Kapsaisinoidlerin timdr Onleyici, agri kesici, ¢ok giliclii antioksidan
oldugu bilinmektedir. Agriya kars1 ise analjezik etkileri vardir. Ayn1 zamanda solunum
ve kalp — damar sistemini uyarmaktadirlar. (Muchena 2009).

Ulkemizde yillara gore biber iiretim miktarlar1 (ton) (Anonim 2)

2.636 ton

2.457 ton

2.608 ton

2.625 ton

2.554 ton
Yillar ™2016 m2017 =2018 m2019 m2020

Sekil 1.1. Ulkemizde yillara gére biber iiretim miktarlar1 (ton) (Anonim 2)

Son 5 Yila Ait Diinya Biber Uretim Miktar1 (ton) (Anonymous 1)

38.027 ton 33.379 ton

Yillar
m 2015
2016
m 2017
= 2018

m 2019
37.341 ton

34.831 ton

36.505 ton

Sekil 1.2. Son 5 yila ait diinya biber iiretimi (ton) (Anonymous 1)
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Ulkemize ait 2020 biber iiretim miktar1 (ton) (Anonim 3)

Carliston biber;
116.967 ton

Salcalik, kapya
biber;

Sivri biber: . 1.291.091 ton

838. 890 ton

Dolma biber ;
389.957 ton

Sekil 1.3. Ulkemize ait 2020 y1l1 verilerine gore biber iiretim miktar1 (ton) (Anonim 3)

Yukaridaki Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°ye ait semada son 5 yila ait iilkemizin ve
diinyadaki toplam biber iiretim miktarlari verilmistir (Anonymous 1 ve Anonim 3).
Solanaceae familyasinin 6nemli bir sebzesi olan biberin iretim miktarinin hem
tilkemizde hem de diinyada yillara gore arttigi goriilmektedir. Sekil 1.3’e ait semada
ilkemize ait 2020 TUIK verilerine gore biber liretim miktar1 gosterilmektedir. Son 5
yila ait biber iretim miktarinin artmakta oldugunu ve iiretim miktar1 bakimindan
gruplandirildiginda ise salgalik kapya biber ilk sirada yer alirken, bunu sirasiyla sivri
biber, dolma biber ve garliston biber takip etmektedir (Anonim 1).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 2010-2019 yillarin arasi Ortiialt1 toplam biber {iretim alanlari
(da) (Anonim 4)

Tiirkiye’de 2010-2019 yillarin arasi ortiialti toplam biber
iiretim alanlari (da) (Anonim 4)

2019
2018
2017
2016
2015
2014
2013
2012
2011
2010

Yillar

100 000200 000300 000400 000500 000600 000 700 000 800 000 900 000
dekar (da)
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Yukaridaki sekilde ise ililkemize ait yapilan tarim lretimin 6nemli bir parcasi
haline gelen Ortlialt1 iiretim alanlart verilmistir. TUIK 2019 verilerinde; yillara gore
tabloya baktigimizda biber iiretiminde nitelikli olarak gruplandirilan ortiialti tarim
alanlarmin arttig1 goriilmektedir (Anonim 4).

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de 2015- 2019 yillar1 aras1 orttialt1 dolma biber ve kapya biber
tiretim miktarlari (ton) (Anonim 5)

Tiirkiye’de 2015- 2019 yillar: arasi ortiialti dolma biber ve

kapya biber iiretim miktarlari (ton) (Anonim 5)
200.000 +

~180.000 -
£ 160.000 -
= 140.000 -
120.000 - = Dolma Biber
100.000 - .
80.000 - Kapya biber
60.000 -
40.000 -
20.000 -

O -

to

Miktan

Uretim

2015 2016 2017 2018 2019
Yillar

Bu calismada biber 1slahinda iilkemizde ekonomik degeri yliksek olan sebze
gruplar igerisinde yer alan dolma biber ve kapya biberin son 5 yila ait ortiialti tiretim
miktarlar1 yukaridaki tabloda verilmistir. 2019 TUIK verilerine gore, lilkemizin tarimsal
potansiyeli ve ortiialti iretiminin de 6nemi g6z Oniine alindiginda verilen grafige gore
her gegen yil dolma biber ve salgalik kapya biber iiretiminde yillara gére dogrusal bir
artig gozlenmistir (Anonim 5).

Sera veya agik tarla olmak tizere iki farkli yetistiriciligi s6z konusu olan dolma
biberler; serada yetistiriciligi s6z konusu oldugunda sogukta takoz yapmayan diizgiin
sekilli meyveler tercih edilir. Dolma biberin genel 6zellikleri ise; etli (kalin duvarli)
yapiya sahip ve iri meyvelidir. Dolma biberler de kendi iglerinde Blocky (kare) tip, yar1
lamuyo tip ve lamuyo tip olarak gruplandirilmaktadir. Bu grup biberler ihra¢ amagl
yetistirilmekle birlikte biiyiik marketlere ve otellere de satislar1 yapilmaktadir (Aybak
2007).

Uzun konik yapiya sahip, kirmizi renkli, etli ve tatli olan kapya biber [Capsicum
annuum L. var. Conoides (Mill.) Irish], iilkemizde ‘‘yaglik’’, “’taze’’ ve ‘‘salg¢alik’’
tilketim sekli olarak iilkemizde uzun senelerdir kullanilmaktadir. (Akgiin 2010; Demirel
ve ark. 2012). Taze ve kurutulmus olarak sofralarimiza gelen kapya biberi, aym
zamanda biber suyu, dondurulmus iiriinler, konserve, sos ve kizartma seklinde de gida
sanayisinde Onemli bir yere sahiptir. Ayrica saglik alaninda antibiyotik hammaddesi,
boya yapimi ve yem maddesinde kullanildigi bilinmektedir (Hekimoglu ve Altindeger
2009; Akgiin 2010). Kullanim yoniinden ¢ok zengin olan biber bitkisinin gliniimiizde
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1slah ¢alismalar1 yapilarak halen daha iyilestirilmesi s6z konusudur. Islah ¢alismalarinin
Oziinde saf hat eldesi bulunmaktadir. Yeni c¢esit iizerine c¢alismalar yapilarak
gelistirilmesi siirdiiriilmektedir. Klasik yolla saf hat eldesi olduk¢a uzun zaman, isgilik
ve diger tretim girdileri ile birlikte masraf gerektirmektedir. Buna karsilik haploidi
yontemi ile olduk¢a kisa bir siirede %100 homozigot saf hatlarin elde edilmesi
miimkiindiir. Bu durum sadece masraflarin ve siirelerin kisaltilmasi tizerine degil 1slah
caligmalar1 yapan kurum ve kuruluslarin rekabet¢i giliclerine de olumlu etki
yapmaktadir.

Hiicresinde tek kromozom grubuna sahip olan bitkilere haploid bitki denir.
Haploid bitkiler; dogada kendiliginden meydana geldigi gibi ayn1 zamanda baz1 teknik
uygulamalar ile de meydana gelmektedir. Kendiliginden dogada meydana gelen haploid
bitkilerin var olma orani olduk¢a azdir (%0,1-0,001) ve 1slah anlaminda da 6nemli bir
yeri yoktur (Ellialtioglu ve ark. 2000). Haploid bitkilerde somatik hiicreler ile lireme
hiicrelerindeki kromozom sayilart esittir. Doku kiiltiiriinde yer alan haploid yolla bitki
tiretim metodu bitki 1slahinda 6nemli bir konumdadir. (Andrews 1985). Haploid yolla
bitki iiretimi 3 temel baslik altinda toplanmaktadir;

1) Disi gametten haploid uyartimi
2) Eksik veya yetersiz polenle tozlama

3) Erkek gametten haploid uyartimi (Androgenesis) Androgenesiste anter ve
mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde edilmektedir.

Hibrit cesitlerin kullanilarak, ireticilerin kullanmis oldugu iirlinlerin veriminin
artmasi, giivenliginde ihtiya¢ demektir ve ayni soydaki hatlarin hibrit iiretimi i¢in en
onemli 6n kosuldur. Geleneksel 1slah metoduna kiyasla haploid yontemi, homozigot
yapida bitki elde etmede etkili ve hizli sonu¢ veren bir yontemdir (Bajaj 1990).
Ulkemizde ve diinyamizda yaygin olarak tiiketilen ve iiretilen biber bitkisi sebzeler
arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Ulkemizin neredeyse her bolgesinde onemli dlgiide
biber iiretimi yapilmakta ve ayni zamanda farkli sekillerde (salgalik, kurutmalik, sos
seklinde pul biber vb.) sofrada kullanilmaktadir.

Hibrit sebze cesitlerinin ortaya ¢ikmasi ve gelistirilmesi; maddiyata, list diizey
bilgi birikimine ve son teknolojinin kullanilarak zaman agisindan ve emek anlaminda
biiylik ugraglar sonucunda elde edilmektedir (Balkaya 2008). Saf hatlarin meydana
gelmesi, oOzelliklerinin belirlenmesi hibrit sebze 1slahi kriterlerinde ilk sirada yer
almaktadir. Klasik 1slah metoduyla, homozigot ebeveyn hatlarinin uzun seneleri
kapsayan kendilenmesi sonucunda hibrit gesitlerin iiretimi meydana gelmektedir (Pink
ve ark. 2008). Klasik kendileme metodu ile genetik materyallerin saflagtiriimasi %100
oraninda olmamaktadir. Bu sebepten dolay1 biyoteknolojik yontemlerin kullanimi gesit
1slah1 alaninda birden fazla katki saglamaktadir. Saf hatlarin elde edilmesinde kullanilan
androgenesis ve ginogenesis yoluyla dihaploidizasyon metodunun kullanilmasi %100
oraninda homozigot genetik materyaller elde etmede ve yasanilan zaman problemini
ortadan kaldirarak 6nemli Ol¢iide tasarruf saglamaktadir (Kurtar ve ark. 2009). Tiim bu
sorunlarin oniine gecmek, zamani kisaltmak ve daha kesin sonuglar i¢in giinlimiizde
popiilaritesi oldukga artan doku kiiltiirii tekniklerinden faydalanilmaktadir. Bu teknikler
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arasinda yer alan ve bitki 1slah1 i¢in olduk¢a 6nemli olan teknik haploid bitki tiretimidir
(Heiser 1976; Andrews 1985).

Islah alaninda zaman kavramini kisalttigi i¢in haploid yontemi sebze 1slahi
alaninda 6nemli 6l¢iide yaygin hale gelmistir. Haploid bitkilerin elde edilmesinde daha
cok tercih edilen anter kiiltiirii, yaygin hale gelen yontemler arasinda yer almaktadir.
Glinlimiize kadar yiiriitiilmiis calismalarda, biberde anter kiltiirii teknigi ile ilgili
genotip, gibberellin, sitokinin ve oksin gibi bitki biiyiime diizenleyicileri, kullanilan
besin ortami, farkli 6n uygulamalar, besin ortaminda ek olarak kullanilan farkl
maddeler (aktif karbon, giimiis nitrat ve L-glutamin gibi), dondr bitkilerde farkli
donemlerde anter alma ve dondr bitkinin yetistirilme kosullar1 gibi konular {izerinde
yogunlasilmistir (Wang ve ark. 1973).

Sekil 1.4. Anter kiiltiirii teknigi asamalar1 (Anonymous 2)

Ayni zamanda da polen kiiltiirii olarak bilinen anter kiiltiirii; bitki tomurcugu
icerisinde yer alan anterlerin i¢indeki polenler olgunlasma asamasina gelmeden, ait
olduklar1 bitkinin tomurcuklarindan zarar verilmeyecek sekilde tomurcuklardan
uzaklastirtlip in vitro sartlarda hazirlanan yapay besi ortamlarina aktarilarak, bu ortamda
olgunlagsmadan alinan polenlerden elde edilen haploid embriyo islemi anter kiiltiirii
olarak adlandirilmaktadir (Kurt 2019). Ilk kez anter kiiltiiri metoduyla in vitro
kosullarinda haploid bitki iiretimi Wang ve ark. (1973) tarafindan biberde yapilmistir.
Anter kiiltiiriinde basarty1 etkileyen bir ¢ok kosul bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlileri (Bajaj 1990);

Bitkinin genotipi,

Antere yapilacak olan 6n uygulamalar,
Inkiibasyon kosullarti,

Besi ortami ve
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e (alisma yapilacak bitkinin yetistirilme kosullar1 gibi unsurlar ilk sirada yer
almaktadir.

Haploid bitki elde etme ydntemlerinde mikrospor kiiltiirii ve anter kiiltiiriine
alternatif bir yontem olan shed-mikrospor kiiltiirii, anter ve mikrospor kiiltiirtinden farkl
olarak uygun anterlerin flamentlerinden uzaklastirilarak ve anterlere zarar verilmeksizin
biitlin haliyle, hazirlanmis uygun sivi besin ortaminda Kkiiltiire alma ydntemidir.
Gliniimiiz ¢aligmalarinda heniiz yeni bir yontem olan ve gelistirilmeye devam edilen
shed-mikrospor kiiltiiriiniin ac1 biber {izerinde ¢alismalar1 yapilmakta olup, tatli biber
grubunda da c¢aligmalar1 siirmektedir. Bu teknigin daha da gelistirilip yaygin hale
getirilmesi  saglanarak bitki 1slah1 alanina ve bitki 1slah¢ilarina 151k tutacagi
distiniilmektedir.

Shed-mikrospor kiiltiiriinii diger in vitro kiiltiirlerinden ayiran en 6nemli 6zelligi
cicek tomurcuklarindan toplanmis olan anterler filamentlerden ayrilip, ayristirma ve
ezme yardimiyla mikrosporlarin izole edilmeden, anterler biitiin olarak besin ortaminin
¢ift katmanli oldugu ortama konulup kiiltiire alma isleminin gergeklestirilmesidir. Bu
¢ift katmana sahip ortamda anterlerin i¢inde bulunan mikrosporlar sivi ortamda serbest
halde yiizer konumda kiiltiire alinmis olur. Bunun avantaji mikrosporlarin zarar
gormeden anterler igerisinde belirli bir olgunluga geldikten sonra sivi ortama
gecislerinin  saglanmast ve gelisimlerini siirdiirmeye devam etmeleridir. Ayrica
mikrosporlarin besin ortamindan kolaylikla yararlanmasi saglanmis olmaktadir.

Anter kiiltlirlinde gézlenmis olan kallus yapilar1 ve embriyoidler shed-mikrospor
kiiltirti tekniginde goriilmez. Shed-mikrosporlardan elde edilmis olan embriyolar sivi
ortamda olusup gelisimlerini tamamlamis olan haploid mikrosporlardan elde edilmis
embriyolardir. Bu yontemin bir diger avantaji ise embriyolar sivi ortamda bulunduklari
i¢in yapilan ¢aligmada gbzlem yapmak ve c¢alismak diger kiiltiir tekniklerinden daha
kolay olmasidir.

Supena vd. (2006a), yapmis olduklar1 arastirmalara gore shed-mikrospor
kiiltiiriiniin  klasik mikrospordan kiiltiirlinden ve anter kiiltlirlinden daha avantajh
oldugunu belirtmislerdir. Bu avantajlar sunlardir:

e Ortamin ¢ift katmanli olmasi sebebiyle kiiltiiriin daha sonraki seviyelerinde
kiiltiire eklenecek olan farkl maddelerin eklenilmesi ve ortamin yenilenmesinde
kolaylik saglamaktadir.

e Petri igerisinde bulunan birden fazla embriyonun olusmasinda sivi besin
ortamimin yenilenmesi ile embriyolarin yerlerinin degistirilmeden bir arada
gelisimlerinin siirdiiriilmesi saglanmaktadir.

e Ortama eklenecek olan antibiyotikler ortamin sivi olmasindan dolay1 daha etkili
ve kolay bigimde uygulanabilmektedir. Ozellikle ortamlarda goriilen dondr
bitkiden kaynaklanan enfeksiyonlara karsi da etkili bir koruma yontemidir.
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Anterler biitiin olarak ¢ift katmanlara konuldugundan dolayr mikrosporlara
koruyucu bir zirh gorevi goriir ve bu asamada mikrosporlar daha kolay
gelisimlerini tamamlay1p yiiksek miktarda embriyo olusumu saglamaktadir.

Bu yontemle meydana gelen bitkiciklere kolhisin 6n uygulamasinin kolay ve
basarili olmasi, haploid bitki oranin1 6nemli 6l¢iide ylikseltmistir.

Shed-mikrospor kiiltiiriinde elde edilmis olan bitkiciklerin kloroplast sayimi ve
flow sitometrisi teknikleri ile ploidi asamasinin belirlenmesinde kolaylik
saglanmaktadir.

Embriyo sayisini artiran uygulamalardan biri olan %1 oraninda aktif komiir,
shed-mikrospor kiiltiirii tekniginde ortama eklenmesi ile ortamdan aktif
komiiriin daha kolay alinmasi saglanmaigtir.

Yapilan bu ¢alismada iilkemizde dolma ve kapya tiirlerinin ekonomik olarak

degeri goz Oniine alindiginda, klasik 1slaha gore anter kiltiiri ve shed-mikrospor
yontemi kullanilarak zamandan tasarruf edilip saf hat elde edilerek genetik havuzun
genisletilmesi, anter kiiltiiri ve shed-mikrospor yontemlerinin bu biber tiplerinde
etkinliklerinin ortaya konmas1 amag¢lanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Bilindigi {izere diinya niifusunun hizla artmasi, diizensiz kentlesmeye bagl
olarak tarim arazilerinin giderek azalmasi sebebiyle {liretim giiciinii son derece zora
sokmaktadir. Insanoglunun beslenmesinin garanti altina alinabilmesinin sadece birim
alandan daha fazla iirliniin elde edilmesi ile miimkiin olacag1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sebepten dolayi, giiniimiiz ¢alismalarinda bitkisel tiretimde birim alandan elde edilen
iirlin miktarmi artirmaya yonelik caligmalara daha ¢ok 6nem verilmistir. Son yillarda
teknolojinin hayatimiza girmesi, bircok alanda yenilik getirmeye devam etmektedir.
Giliniimiizde teknolojinin bitki {izerinde de wuygulandigi bilinmektedir. Bitki
biyoteknolojisi olarak bilinen bu teknoloji; yapay ortamda kontroliin tamamen sizde
oldugu bu yontemle, bitkinin organ, doku ve hiicrelerinin steril kosullarin saglanip
uygun besi ortamlarinda ¢ogaltilmasi ve ayni zamanda genetik olarak iyilestirilmesini
kapsamaktadir.

Bitki alanina yenilik getiren bitki biyoteknolojisi, klasik 1slah metodunu
tyilestirerek cagin geregi olan yeni teknik ve teknolojileri uyarlayip bitki 1slahina adapte
etmeyi saglayarak glinlimiiz islahgilarina yol gostermektedir. Tarimsal biyoteknoloji
alanindaki uygulamalar doku kiiltiirii ve genetik miihendisligi olarak iki gruba
ayrilmaktadir.

Bitki 1slahinda en ¢ok tercih edilen ve yaygin olan uygulamalar su sekildedir
(Oglake ve Tiryaki 2014):

Tiirler Aras1 Melezlemelerden Sonra Embriyo Kiiltiirii
Yapay Kosullarda Haploid Bitki Elde Etme

In vitro Tozlanma, Déllenme ve Seleksiyon Teknikleri
Ovaryum/Embriyo Kiiltiirii

Somatik Hiicre Melezlemesi

AR

In vitro kosullarda haploid bitki elde etme metodundaki amag, bitkinin
tomurcuklarindan alinan heniiz olgunlasmamis anterleri veya polen tanelerini uygun
ortamlara alarak kallus veya embriyo gelisiminin saglanip bitkicik elde edilmesidir.

Anter kiiltiiriiniin bir ileri asamasi olarak bilinen polen taneleri ya da mikrospor
kiiltiirii arasindaki fark anterlere kiyasla sadece mikrosporlarin kiiltiiriiniin yapilmasidir.
Bu kilturlerin bitki 1slahinda ilk olarak kullanilmasinin sebebi ise, zamandan tasarruf
saglanarak kisa siirede haploid bitkiler elde etmektir. Boylelikle kisa siirede homozigot
hale gelen saf hatlarla melezleme ¢alismalar1 da hiz kazanmis olmaktadir (Oglake¢i ve
Tiryaki 2014).
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2.1. Anter Kiiltiirii fle Ilgili Kaynak Taramalar:

Bitki 1slahi, mevcut durumdaki bitki materyalleri ile birlikte hastalik,
adaptasyon, verim, erkencilik vb. gibi nitelikli 6zelliklerin o gesitte olmasini saglayarak
var olan ¢esidin daha iyi hale getirilip, iyilestirilmesinde yer alan asamalara verilen
addir. Klasik 1slah metodunun zaman almasi ve getirmis oldugu bir takim zorluklar
sebebiyle glinlimiizde ‘doku kiiltiirii’ ¢alismalar1 6nem kazanarak, bitki 1slahinda 6nemli
bir konuma gelmistir.

Anter kiltiiriinde dikkat edilmesi gereken hususlar; anterlerin alinma zamani,
antere yapilacak olan 6n uygulamalar, bitkinin yetisecegi ortam ve bitki genotipi olarak
siniflandirabilmemiz miimkiindiir.

Anter kiiltiiriinde basariyr ve anter kiiltiiri yoluyla olusan embriyo miktarini
etkileyen etmenleri bircok baslik altinda toplamak miimkiindiir. Bu etmenleri etkileyen
bir kisim faktdrler, anter kiiltlirii uygulamasinda teknige bagli olusan durumlar ve dondr
bitkiye bagli olan kosullar olarak siniflandirmamiz miimkiindiir (Ellialtioglu vd. 2001).
Dondr bitkiye bagli olan kosullardan en 6nemlisi ¢alisilacak olan dondr bitkinin doku
kiiltiirline adaptasyonlugu, donor bitkinin yetisecegi ortam olarak 6zetlenirken, anter
kiiltiriine bagli olan kosullar ise; uygun anter alma zamani, kullanilacak olan besin
ortaminin igerigi, olusacak olan inkubasyon kosullar1 ve anterlere yapilacak olan
uygulama kosullar1 seklinde baslik altinda toplanmaktadir.

1838 yilinda totipotens teorisi ile doku kiiltiirii caligmalarint ilk 6ne siirenler
Schwan ve Schleiden’dir (Pierik 1987). Anter kiiltiirine yonelik biber bitkisine ait
caligmalarin 1973 yilinda yapildig: bilinmektedir.

Parra-Vega vd. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada asamalarinin
mikrogametogenesis ve mikrosporogenesise bagli oldugu ve bu siirecte gelisim gosteren
polen ya da mikrospor tanesinin olusumuna ait uygulanabilir ve temel hedeflere yonelik
oldugunu vurgulamislardir. Double haploid yontemi olan adrogenetik ve diger haploidi
teknikleri polen ya da mikrospordaki gelisimlerinde bitkiye ait ¢igek tomurcuklarini
belirlemede giivenilir, dogru, hizli ve kesin kriterlere dayali oldugu goriisiinii
desteklemektedirler. Cigek gelisim 6zelligi bakimindan g¢alisma i¢in faydali olan bu
kriter gbz Oniine alindiginda antosiyanin bakimindan 6nemli olan biber genotiplerinde,
buna benzer belirlemede 6nemli olacak bircok morfolojik etmenlerin ortaya ¢ikmasinda
yarar saglamaktadir. Yapilan bu ¢aligmada, mikrogametogenesis ile mikrosporogenesis
yontemlerine bagli olarak anter ve tomurcuk gelisim asamalarinin 6lgiilebilir, goriilebilir
vb. gibi 6zelliklerini bagdastirabilmek icin en kisa ve basit yontemler ile ¢aligmalarini
yiiriitmeyi amaclamislardir. Bu ¢alismada, Ispanyol biberine ait 3 farkli cesite yonelik
bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Polen ve mikrospor gelisimini etkileyen faktorler arasinda
yer alan; ortama alinmis olan anter ve tomurcuk uzunlugunun, alinmis olan anterlerin
istenilen mor pigmentasyonuna ait olmasi ve ayni zamanda kaliks boyutu ile alinan
tomurcugun uzunluguna bagli olarak aralarindaki oraninin belirlenip uygulanmasinin
calismada kesin ve dogru neticeler meydana getirdigini, aym1 zamanda ise
uygulanabilirliginin basit ve kolay oldugunu one slirmiisler ve incelemislerdir. Bu
calismanin sonucuna bagl olarak, kaliks ile tomurcuk arasindaki uzunluga bagl orani
ve alinmis olan anterlerin sahip oldugu mor pigmentasyonu ile birlestirilip
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uygulanmasinin, biber genotiplerinde var olan antasiyoninin markorleri belirlemede
hizli, kesin, dogru bir yol oldugunu ispatlamislardir.

Goniilgsen (1987), biberde anter kiiltiirli tizerine yapmis oldugu calismada, anter
kiiltiirinti etkileyen en 6nemli faktorler arasinda anter alim zamani oldugunu belirtmis
ve 3 asamada mikrosporogenesisi ayirmistir. Bu asama; mayoz boliinme, tetrat olusumu
ve ayrimi ve mikrospor gelisim safhasi ve polen haline doniisiimi seklinde
siniflandirmistir. Bu 3 asama arasinda ikinci asamanin polenlerin tek c¢ekirdekli halde
goriildiigli asama oldugunu bildirmistir. 1. Mitoz béliinmenin ise ikinci asamadan
liclincli asamaya geciste oldugu ve c¢ok hiicreli gametofitler ise 3.asama olarak
belirtmistir.

Andersen ve Kristiansen (1993) yapmis olduklar1 biber anter kiiltiirti ile ilgili
calismada, sicaklik degerleri, fotoperiyot sartlarit ve donor bitkide yas gibi faktorlerin
embriyo olusumunun {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Olusturmus olduklari
denemede; {i¢ ayr1 hibrit ¢esit, 11, 15 ve 19 saat olmak iizere 3 ayr1 fotoperiyot ve 22°C,
26°C ve 30°C olmak iizere li¢ ayr1 sicaklik ortamini uygulamislardir. Anterler 5 ile 9
haftalik periyotlarda olmak iizere farkli bitkilerden toplanarak embriyo olusumunda
kullanilan donor bitkide yasin etkisini test etmislerdir. Embriyolarin optimum sicaklik
olarak hesaplanan 26.4°C’de olustugunu gozlemlemislerdir. Yapilmis olan bu
calismanin sonucunda fotoperiyottaki farkliligin embriyo olusumunu etkilemedigini
tespit etmislerdir. Bununla birlikte farkli sicakliklarda yetisen dondr bitkilerin embriyo
olusumunda bir artis oldugunu gozlemlemislerdir. 26°C’de yetistirilen bitkilerde
embriyo olusumunun maksimum (% 2 oraninda) seviyede oldugunu, sicakligin diisiik
oldugu (16°C) kosullarda yetismis olan bitkilerden elde edilen embriyonun ise daha az
(% 0.2 oraninda) oldugunu tespit etmislerdir. Embriyo olusumu iizerinde etkili olan
dondr bitkinin yasini test etmek amaci ile toplanmis olan anterleri haftalik olmak iizere
kiiltiire almiglardir. Her 3 denemede de anlasilmistir ki, dondr bitkinin yasi ile olusan
embriyo arasinda ters orantinin oldugunu goézlemlemislerdir. Kisacasi, dondr bitkinin
yas1 arttikca elde edilen embriyonun ciddi oranda azaldigim1 gbzlemlemislerdir. Geng
bitkilerden toplanmis anterlerden elde edilen embriyolardan % 2 oraninda bir olusum
gozlemlenirken, daha yasli olan bitkilerden (12-14 haftalik) toplanmis anterler ile
embriyonun hi¢ olusmadigini bildirmislerdir.

Matsubara vd. (1998), temmuz ile kasim arasi toplamis olduklar1 6 biber
¢esidine ait anterlerden olusmus olan mikrosporlardan embriyoid ile kallus rejeneresi
tizerine bir ¢aligma gergeklestirmislerdir. Mikrosporlarin tek ¢ekirdekli oldugu anterleri
0.004 mg/l 2,4D, 30 gr/l Siikroz, 2 gr/l Gelrite ve 0.1 mg/l Kinetin ekledikleri MS
ortamina dikerek, 35°C sicaklikta 24 saat siirede tutup sonrasinda ise 25°C sicaklikta 16
saat slire ile giin 1s5181nda 40 giin boyunca tutmuslardir. A¢ilmis olan anterlerden olusan
mikrosporlardan embriyoidlerin rejenere olduklarini ve 40 giiniin sonunda ise
embriyolarin torpedo ve kalp seklinde doniistiigiinii gozlemlemislerdir. Anter
duvarlarindan,  mikrosporlardan ~ ve  filamentlerden  kalluslarin  gelistigini
gbzlemlemislerdir. Kalluslar1 embriyolardan ayiran 6zelliklerinin canlilik oranlarinin
daha az oldugu, biiylimelerinin embriyolara oranla biraz daha yavas oldugu ve
beyazimsi renkte oldugunu belirtmiglerdir. Calismaya gore kallusun ve embriyo
olusumunun zamana ve cesitlere gore farklilik gosterdigi gozlenmistir. Ay bazinda
degerlendirdiklerinde ise eylil ve ekim aylarmin embriyo olusumunda iyi yanit
aldiklarin1 bununla beraber 15°C ile 25°C sicaklikta ise yiiksek oranda embriyo
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olusumunu gozlemlemislerdir. Bu ¢alismadan kullanilmis olan tiim biber ¢esitlerinden
embriyo ve kallus elde edilmis fakat bu olusum oranlarinin ise g¢esit bazli farkliliklar
oldugunu gozlemlemislerdir. Bu ¢alismadan MS ortaminda kiiltiire alinmis olan
embriyolardan bitkicikler elde edilmis ve iklim ortamina adapte edilmistir.

Terzioglu vd. (2000) yapmis olduklar1 ¢alismada Kahramanmaras yoresine ait
biber popiilasyonlarindan toplanan anterlerin kiiltiiriinde farkli inkiibasyon ile besi
ortaminin embriyonun olusumu iizerine etkilerini incelemislerdir. Asetokarmin ile
boyama yontemini kullanarak uzunluklarinin ortalama 5-7 mm, petallerin sepallerden
cikmadig1 fakat az olarak goriildigli ve ayrica tek c¢ekirdekli olan mikrosporlari
kapsayan tomurcuklarin ¢alismada anter kiiltiirii ig¢in uygun olduklarini belirlemislerdir.
Calismada farkli iki inkiibasyon ortami uygulamislardir. ilk inkiibasyon ortaminda
secilen anterleri 16 saat aydinlik ortamda 35°C’de, daha sonra da 8 giin ise 8 saat
karanlik ortamda tutarak 25°C’ye transfer etmislerdir. Diger inkiibasyon ortaminda
anterleri aydinlikta 2000 lux degerinde ve 29°C sicaklikta 3 ay siirede tutmuslardir. Bu
caligmadan elde edilmis sonuca gore, yiikksek oranda embriyo olusumu (%4.8) MS besi
ortamina 4 mg/l NAA ile 1 mg/l BA ve ayrica %0.25 oraninda aktif komiir bulunan
ortamlarda kiiltiire alinan ve 29°C sicaklikta araliksiz aydinlik ortamda tutulmus olan
anterlerden meydana gelmistir. Aktif komiir ortam1 olmadan yine ayni besin ortami,
sicaklik ve 1siklanma kombinasyonu ile embriyo olusumunun 3.3% oraninda oldugunu
tespit etmisler ve boOylece embriyo olusumunda aktif komiiriin olumlu etkide
bulundugunu gozlemlemislerdir. Ayrica ortam, 151tk siddeti ve sicaklik bazinda
degerlendirildiginde; 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BA MS ortamina eklenmis hormonlarin
1mg/l NAA ve 4 mg/l BA hormon kombinasyonundan daha basarili sonug verdigini,
29°C sicaklikta 151k siddetinin 2000 lux oldugu ortamin ise 35°C sicaklik sonrasinda
25°C’de 16 saat siire ile aydinlik ortamdan daha basarili oldugunu belirlemislerdir.

Kim vd. (2004) biberde anter kiiltiirii iizerine yapmis olduklar1 ¢aligmada,
mikrosporlara ait gelisim asamalarmi arastirmislardir.  Arastirilan  bu  gelisim
asamalarinda ise embriyo gelisiminde en uygun yanit veren asamay1 gozlemlemislerdir.
Yapilan bu ¢alismada biberden toplanan anterler MS ortamina 0.1 mg/l NAA ile 0.1
mg/l Kinetin eklenerek kiiltiire alma islemini gergeklestirmislerdir. 31°C’de 3 giin orada
tutarak daha sonra da sicakligin 25°C oldugu karanlik ortama aktarmislardir.
Arastirmacilar kiiltiire alma isleminden 6 hafta sonunda mikrosporlardan meydana
gelmis olan kalluslar1 ve embriyo miktarlarini saymislardir. Bu ¢alismada arastirmacilar
anterleri pigmentasyonlarina gore 4 grup altinda toplamislardir. Her agamadan alinmis
olan 10 anter, yapilmis olan kiiltiirtin belirli giinlerinde (0, 2, 4, 7, 9 ve 14) fikse
etmisler ve boyama yontemi olan DAPI ile boyayarak meydana gelmis olan
mikrosporlarin  gelisim siireglerini  sitolojik sekilde incelemislerdir. Yapilan bu
calismada kiiltiire alinmig olan anterlerin ikinci giiniinde 6lii polen miktarinda ciddi
derecede bir artis oldugunu gozlemlemislerdir. Anterlerden meydana gelmis olan
embriyolar1 yiizde bakimindan incelemisler ve 1., 2., 3.ve 4. asamadaki gozlemlerin
yiizdelik oranlar sirasiyla; % 1.5, % 11.5, % 18.6 ve % 6 olarak ayrica 100 anter
bakimindan meydana gelen embriyo yiizdelik oranlar ise; % 3.0, % 34.3, % 57.8 ve %
12.6 olarak bildirmislerdir. Yapilan calisma neticesinde en iyi sonucu mor renge Vs
oranima sahip erken-gift ¢ekirdek asamasindaki polenleri kapsayan anterlerin oldugunu
bildirmislerdir.
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Taskin (2005), biber anter kiiltliriine yonelik gerceklestirmis oldugu caligmada
genotipin, besin ortamlarinin ve farkli donemlerde toplanan anterler arasindaki iliskiyi 5
farkli genotiple gerceklestirmistir. Genotipleri disiik sicakliga hassas (A74 numarali
genotip), orta derecede dayanikli (A109 numarali genotip) ve diisiik sicakliga toleransli
(A313, A71, A269 numarali genotipler) olarak se¢mistir. Calismada dort farkli
yetistirme ortamu1 saglayarak, 5 genotipe ait anterler farkli zamanlarda kiiltiire alinarak
embriyogenesi ve bitki rejenerasyonu iizerine etkilerini arastirmistir. Toplanmis olan
anterleri kiiltiir ortamina aldiktan gelisme geriligi gosteren embriyolar1 0.5 mg/l ABA
iceren ortamlara aktararak 10 giin siire boyunca tutmustur. Bu ortamda absisik asitin
embriyogenesisi nasil etkiledigini go6zlemistir. Yapilan bu c¢alisma neticesinde
organogenesisi ve embriyogenesisi etkileyen faktorlerin besi yeri igerigi, anterlerin
farkli donemlerde alinma asamasi ve genotip oldugu ve bu faktorlere bagli olarak
degisim gosterdigi sonucuna varmistir. Genotip faktorii bakimindan incelendiginde en
yiiksek embriyogenesis sonucunu 269 nolu soguga toleransli olan genotipte elde ettigini
belirtmistir. Doneme goére anterleri degerlendirdiginde ise nisan ve mayis déonemlerinde
toplanmis olan anterlerin yiiksek performans gosterdigi saptamistir. Kiiltiire alinmis
ortamlart degerlendirdiginde 3 numarali ortamin 4 numarali ortamdan daha basarili
oldugu ve embriyo olusum bakimindan daha yiiksek oranda oldugunu belirtmistir.
Ayrica ¢alismadan uygulanmis olan absisik asit uygulanmis ortamdan olumsuz sonug
alindig1 ve bitki formuna doniistiiriilmede hormon icermeyen Murashige and Skoog besi
ortamindan embriyolarin elde edildigini bildirmistir.

Koleva Gudeva vd. (2007) yapmis olduklari ¢aligmada androgenesis yapiya
sahip olan bitkilerin fazla olmasinin nedeninin genotipe bagli oldugunu bununla birlikte
biber 1slah alaninda anter kiiltiirii iizerine yapilan ¢aligmalarmin sinirli olmasinin da
haploid bitki yiizdesinin diisiik olmasi sebebi ile oldugunu belirtmislerdir. Bu
calismada biberde in vitro kosularinda anter kiiltiirinlin androgenesis iizerine etkinligini
arastirmak i¢in 19 biber genotipini kullanmislardir. Calismada, etkili ve 1yi yanit
verecek in vitro ortaminin kurulup haploid ve diploid rejenerasyonlarinin basarili bir
sekilde hazirlanilmasini, anter kiiltiirinde embriyogenesis asamasinin olusturularak
embriyolarin bitkicik haline donistiiriilmesi ve saglikli olarak adaptasyon siiresi i¢in
sera kosullarina aktarilmasini amacglamiglardir. Toplanilmis olan anterler kiiltiire Dumas
de Vaulx vd. (1981) metoduna uygun sekilde alinarak 35°C’de 8 giin siirede karanlik
ortamda 6n uygulamada birakmislardir. Denemeleri takiben androgenesisin olusumunda
genotipin ve Kkiiltlir ortammin anter kiiltiirlinii siirdiiriilmesinde etkili oldugu
anlasilmistir. Calismada 19 biber genotipi kullanilmis ve bu genotiplerden 12 tanesi
embriyo olusumuna yanit vermistir. Bu genotiplerden 2 tanesi iyi, 6 tanesi zayif olarak
ve 4 tanesi ise orta derecede androgenik yapiya sahip olurken, geriye kalan biber
genotipinin 7 tanesinin de androgenik yapiya sahip olmadigini goézlemlemislerdir. Elde
edilmis olan rejenerantlarin dis ortam adaptasyonundan sonra dig ortamdan ve sera
ortamindan toplamda 4 biber genotipinden tohum almislardir. Bu ¢alismanin
neticesinde toplanmis olan bu tohumlarin ilerleyen zamanlarda islah siirecinde ve
molekiiler anlamda ¢aligmalar {izerine ¢ok 1yi imkanlar saglayacaklarini bildirmislerdir.
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Ercan ve Ayar Sensoy (2011) farkli biber cesitlerinde bir takim faktorlerin
(alinan anterlere ve tomurcuklara 6n uygulama, donor bitki, inkubasyon ortami vb.)
androgenesis tizerine etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismada farkli biber grubuna ait
olan 11 biber ¢esidini kullanmiglardir. Toplanan ¢igek tomurcuklari korallanin kaliksin
uzunlugunu biraz gectigi ile korolla ve kaliksin ayni boyda oldugu zamanlarda
toplamiglardir. Arastirmacilar toplanan bu tomurcuklart 1 giin 4°C soguk kosulda
bekletmislerdir. 30 g/l siikroz ile 8g/l agar hazirlayarak MS ortamini caligmada
kullanmiglardir. Tam karanlikta 35°C* de 8 giin beklemenin ardindan 16/8 saat siirede
aydinlik/karanlik kosulda 25°C’de 3000 liiks ortamlarin1 kullanmislardir. Yapilan
caligma neticesinde, kullanilmis olan farkli biberlere ait genotiplerin ayni olmayan
androgenesis tepkilerinin sonucuna varmislardir. Calismada kullanilmis 11 farkli biber
cesitlerinde iki g¢esitte embriyonun hicbir sekilde elde edilemedigini, var olan diger
biber ¢esitlerinde de embriyo olusumunun genotiple ilgili olarak farkli oranlarda oldugu
sonucuna varmiglardir. Elde edilmis olan bu embriyolarin da direkt embriyogenesisle
oldugu sonucuna ulagmislardir. Yapilan caligmanin sonucunda olusan embriyolarin
oranlar1 % 0.33 - % 7.69 arasindadir. Calismada kullanilmis olan tiim genotiplere bagh
kallus elde etme frekansi ise % 17.31 - % 44.15 arasinda bir deger almistir. Elde edilmis
olan kalluslardan embriyonun olmadig1 goriiliirken ayni zamanda da olusan koklerin ve
gelisimlerin ise anormal sekilde oldugu, renginin ise kahverengiyi aldig1 goriilmiistiir.
11 genotipten toplam 2398 anter ile ¢alisma gergeklesmis ve bu anterlerden 44 embriyo
ile birlikte 12 adet bitkicik olusmustur. Calismada kullanilan 2 genotipten (Dolmalik —
Kandil ile Carliston - Yalova) ise embriyo gdzlenmemistir. Diger 2 genotipten (Blok —
Odessa ile Sivri - Sera Demre 8) ise diger genotiplere gore daha iyi ve basarili
androgenesis yaniti alinmustir.

Irikova vd. (2011) Bulgar biber genotipinin anter kiiltiiriine verdigi tepki lizerine
bir ¢alisma yapmis, bu ¢alismada ise 7 varyete, 8 hat ve 4 hibrit ile birlikte 19 Bulgar
biber genotip kullanmiglardir. Calismada toplamda 2 ortam baslangi¢ ortami (Cm ve C)
ve bununla birlikte de 2 rejenerasyon ortami1 (Rm ve R) kullanmislardir. Bu ortamlar 12
ile 40 giin siire bazinda iki kez olarak denemislerdir. 35 — 40 giin sonra in vitro
kosullarda inokiilasyondan kiiltiir ortamma gecirilen anterlerden direkt embriyo
olusumunu goézlemlemislerdir. Bu direkt embriyo olusumu ise 6 varyete, 6 hat ve 3
hibritten meydana gelmis ve 6 varyete, 4 hat, 1 hibritten ise rejerene olan bitkiler
gorilmistiir. Calisma sonucunda, embriyo gézlenmesi i¢in hazirlanan baslangic ortami
olan C ortaminda 12 giin kiiltiire alma kosulu etkili olmazken, anterlerin 40 giin siire ile
kiiltiir ortaminda tutulmasi genotiplerin direkt yolla embriyogenesis acisindan
yeteneklerini ortaya koymada basarili oldugunu gézlemlemislerdir. Rejenerasyon igin
hazirlanmis olan R ortaminda, bu ortama aktarilan embriyolarda gdzlemlenen bitki
rejenarasyon oranininin % 50 - 100 oraninda oldugunu gérmiislerdir. Yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda embriyonik anter oraninin en yiiksek oldugu ortamin Cm kosulunda 12
giin tutulmus olan kiiltiirlerde oldugu fakat rejenerasyon ortami olarak adlandirilan Rm
ortamina aktarilan embriyolarda ise bitkicik olusumunun olmadigin1 gézlemlemislerdir.
Arastirmacilar tim bu sonuglar1 degerlendirerek, kiiltiir ve besin ortamindaki siire¢
boyunca genotiplerin 6zel gereksinimlere ihtiyaglar1 olduklarini belirtmislerdir.

Ata (2011), yapmis oldugu calismasinda farkli biber genotiplerine ait anterlerin

ortama eklenen farkli oranlarda BAP hormonunun, kiltire alinma zamanlarinin
androgenesis iizerine etkilerini arastirmistir. Calismada 4 farkli genotip kullanilmis
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olup, yiiksek sicakliga (Inan 3363 ile 277 numarali genotip) ve diisiik sicakliga (421
nolu genotip ve 195 kodlu ¢esit) tolerantli genotipleri kullanmistir. Anterleri yilin farkli
aylarinda (subat, mayis ve agustos, ekim) ve ayni zamanda da kiiltiire alim zamaninin
farkli giinlerinde (0., 1., 2., 3., 4., 8. ve 14.) almigtir. Alinmis olan anterler fiksasyon ile
sabitleyerek, 6zel boyama ydntemlerini (asetokarmen, DAPI gibi) kullanarak mikrospor
gelisim asamalarini belirlemistir. Calisma sonucunda embriyo oranmnin en yiiksek
oldugu cesidin inan 3363 numarali genotipe ait oldugunu belirlerken, anterlerin farkli
aylarda topladigi zamanlar1 karsilastirdiginda en yiiksek embriyo veriminin nisan ve
agustos aylarina ait oldugunu belirtmistir. Ayrica eyliil, kasim aralik ve nisan (MS + 30
g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir+ 15 mg/l AgNO3 + 4 mg/l NAA + 0.lmg/l BAP)
dénemlerinden toplanmis olan anterlerin uygulandigi ortamimn (MS + 30 g/l sakkaroz +
% 0.25 aktif komiir+ 15 mg/l AgNO3 + 4 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP) temmuz, agustos,
ekim, mart ve mayis aylarinda daha etkili oldugu sonucuna varmustir. Bitki
rejenerasyonu bakimindan ise en yiiksek oranin nisan ayinda elde edildigi sonucuna
varmaistir.

Alremi vd. (2014), biberde anter kiiltiiriine yonelik yapmis olduklar1 ¢aligmada,
3 farkli biber genotipi (171, B ve 151 olan hatlar), 1 biber cesidi (Alfajer cesidi) ve
hazirlanmig olan 16 farkli besi ortamlarinin embriyo olusumlarini karsilastirarak ortam
ve genotip arasindaki interaksiyonlar1 arastirmaya yonelik bir ¢alisma yapmuslardir.
Kullanilan 16 farkli besi ortami arasinda MS (1962) ortami ile Dumas de Vaulx ve ark.
(1981) besi ortamlarinin 8 farkli kombinasyonlarini kullanmislardir (B serisi, B1B8 ile
C serisi, C1-C8). Genotip bakimdan degerlendirme yapildiginda Alfajer ¢esidi ile B
hattinin embriyogenik asamadaki anter sayisi, anterde bulunan embriyo miktar1 ve
organogenesis oranlart bakimindan yiliksek basar1 gosterdigini belirtmislerdir.
Degerlendirme ortamlar agisindan yapildiginda ise, C besi ortami serisinde 2,4-D +
Kinetin igeren ortamlar daha basarili bulunurken, B besi serisinde ise MS ortami +
(BAP, NAA) ortaminda 171 ve 151 numarali yerel hatlarin daha basarili oldugu
sonucuna varmiglardir. Genotipe bagli olarak, embriyo olusumunu besin ortamlarina
aktif komiiriin (% 0.25) eklenmesi sonucunda tesvik ettigini bildirmislerdir. Giimiis
nitrati icermeyen B ortam kombinasyonlarinda en yiiksek embriyogenesis sonucunun
alindig1r ortam oldugu, bu ortami da B2, B3, B7 ve C6 ortamlarinin sirasiyla takip
ettigini bildirmislerdir. B3 ortaminda elde edilmis olanlar disinda, elde edilen tiim
embriyolarin bitki halini aldigimi saptamislardir. En yiiksek basariy1 gosteren genotipin
B 1slah hatti oldugunu bildirmislerdir. Calismada elde edilmis olan embriyolardan
haploid kromozom yapisinda olanlarinin oraninin % 94 oldugunu saptamislardir.

Ozsan (2014), yapmis oldugu yiiksek lisans tez calismasinda, genetik ilerleme
asamasinda olan 4 farkli biber genotipini kullanmistir. Genetik ilerleme diizeyinde olan
4 biber genotipinde mikrospor ve anter kiiltiiri yaparak haploid embriyo eldesine olan
etkilerini igeren bir g¢alisma yapmistir. Calismada biber genotiplerinden toplanan
tomurcuklar smiflandirmistir. Uygun mikrospor asamasi i¢in, siniflandirilmasi yapilan
tomurcuklar boyama teknikleri arasinda yer alan ethidium bromid uygulamas: ile
boyanmistir. Mikrospor ve anter kiiltiirii izerine yonelik olan bu ¢alismada mikrospor
kiiltiirti icin B5, anter kiiltiirii i¢in ise MS ortamlarini kullanmistir. Hormonlar arasindan
0.1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l kinetin kombinasyonu, mikrospor kiiltiirii i¢in B5 besi
ortamina, 4 mg/l NAA + 1 mg/l BA bu ikili kombinasyon ise anter kiiltiirii i¢in MS
ortamlarina ilave ederek kullanmigstir. Mikrospor kiiltiirii i¢cin haploid embriyoyu tesvik
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etmek amaci ile toplanan anterlerin kiiltiire alim asamasindan 6nce 0.3 M mannitol
bulunduran ortamda bekletmis ve +32°C sicaklikta 7 giin boyunca 6n uygulamaya tabi
tutmustur. Anter kiiltiiriinde ise anterler +35°C sicaklikta 8 giin 6n uygulamaya tabi
tutmustur. Anter kiiltiiriiniin petrileri kiiltiir asamasini tamamladiktan sonra 25°C
sicaklikta, aydinlatma siddetinin 3000 liiks oldugu, sicakligin 25°C ve 16 saat boyunca
aydinlik, 8 saat siire ile de karanlik ortamda olacagi biiylime odalarina almistir.
Mikrospor kiiltiirtindeki petriler ise sicakligin 25°C ve ortamin karanlik oldugu asamada
devamliliklart siirdiirmistiir. Calismanin sonucunda sicaklik 6n uygulamalarinda
herhangi bir etkinin olmadig1r ve elde edilmis sonuglara goére embriyo olusumunun,
embriyo benzeri yapilarin ve kallus olusumunun oldugunu bildirmislerdir. Anter
kiltliriinde ise genotiplerin vermis oldugu tepkiye gore F4 hattindan toplanan anterlerde
% 15.07 torpedo embriyo olusumunu gozlemis ve diger genotipler arasinda en basarili
genetik seviyede olan hat olarak bildirmistir. Calismada belirlenmis olan genotiplerin
mikrospor kiiltiiriindeki sonuglarina gore, yine F4 hattina ait % 13.89 oraninda embriyo
olusumu gozlemleyerek, bu hattin mikrospor kiiltiirtinde de en iyi yanit1 veren genotip
oldugunu saptamistir. Diger kullanilmis olan genotiplerde ise hi¢ embriyo olusumu
gbzlenmezken, farkli oranlara sahip kallus olusumu gozlemistir.

2.2. Shed-Mikrospor Kiiltiirii Teknigi ile Tlgili Kaynak Taramalari

Supena vd. (2006b) yapmis olduklari ¢alismada Endonezya’ya ait aci biber
genotiplerinde mikrospor ve anter kiiltlirlerine alternatif olarak daha etkili bir yolla
double haploid bitki elde edilecek yeni bir teknik gelistirmeyi amaclamislardir.
Calismada %50 oraninda olan ge¢ asamadaki tek cekirdekli mikrosporlart kapsayan
anterlerin  fiziksel parametreleri degerlendirerek materyal olarak seg¢mislerdir.
Toplanmis olan ¢igek tomurcuklarini ilk asamada 1 giin siireyle 4°C sicaklikta tutmuslar
ve 1 hafta siire boyunca da 9°C sicaklikta 6n uygulamada birakmislardir. Kiiltiirler, 6n
uygulama iglemleri tamamlandiktan sonra tam karanlik kosullarda ortamin 28°C
sicaklikta oldugu biiyiime odalarina transfer etmislerdir. Calismada 2 katli besin
ortamina sahip ortamda ilk katmanin kat1 ve ikinci katmanin ise sivi NN oldugu ortami
kullanmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda; 4°C’de soguk uygulamaya tabi tutulup
sonrasinda 9°C sicaklikta 1 hafta siire boyunca tutulan kiiltiirlerde embriyo miktarinin
cok fazla oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte kat1 ortama eklenmis olan %0-2
araligindaki aktif komiirlin embriyo olusumunu tesvik ettigini saptamislardir. Aktif
komiiriin %2 oranindan fazla oldugu durumlarda ise embriyo miktarinda diisme
oldugunu gozlemislerdir. Arastirmada farkli oranlarda bitki biiylime diizenleyicisi,
yapilan farkli 6n uygulama sicaklig1 ve farkl aktif komiir oranlar1 degerlendirildiginde;
aktif komiiriin %1 oraninda oldugu ve 1 giin siire ile 4°C’de bekletilip sonrasinda 9°C
sicaklikta 1 hafta boyunca 6n uygulamaya tabi tutularak, sivi besin ortamima 5 uM IAA
ile 2.5 uM zeatin ilave edilmesinin optimum sonuglar verecegini bildirmislerdir.
Calismada kullanilmis olan 6 farkli aci biber genotipinden 168 adet bitkicik elde
etmislerdir. Elde edilen bu 168 bitkicikten 104 adetinin haploid oldugu, 1 adetinin
tetraploid yapida oldugunu, diploid yapiya sahip 61 adet ve 2 adet triploid oldugunu
bildirmislerdir.

Supena vd. (2006a) ac1 biber genotiplerinde anter ve mikrospor kiiltiirii {izerine
yapmis olduklar1 aragtirmalarinda dondr bitkinin sebep oldugu enfeksiyonlarin oniine
gecmek ve bununla birlikte calismalarinda gesitli antibiyotikleri de kullanarak bunlarin
fitotoksik etkilerini raporlamak icin farkli antibiyotiklerin shed-mikrospor kiiltiirii ile
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iliskisini aragtirmiglardir. Calismalarinda kendileri tarafindan hazirlanmis %1°lik aktif
komir ortami,1 giin boyunca 4°C ve ardindan 1 hafta siire ile 9°C sicaklikta 6n
uygulamasi ve bununla birlikte 5 uM [AA ve 2.5 uM zeatin s1v1 ortama ilave edilmesi
protokoliinii izlemislerdir. Ayrica 4 farkli antibiyotik igerigini kullanarak sivi ortama
eklemislerdir. Kurmus olduklar1 kontrol ortamlarina %100 enfeksiyon olusan Marathon,
Prabu ve Gada ¢esitlerinde 1) 100 mg/l Timentin, 2) 10 mg/l Rifampisin + 50 mg/I
Timentin, 3) 20 mg/l Rifampisin + 100 mg/l Timentin, 4) 20 mg/l Rifampisin olacak
sekilde 4 farkli antibiyotik kullanmislardir. Uygulanmis olan bu 4 farkli antibiyotikten
sirast ile 1) % 27, 2) % 73, 3) % 82, 4) % 64 oranlarinda petrilerde saglikli embriyolarin
oldugunu ve enfeksiyonun olmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte ayrica bu
calismada ploidi seviyelerini belirlemek amaci ile yaprakta kloroplast sayimi ve flow-
sitometri yontemlerini kullanmislardir. Yapilan ¢alismanin neticesinde shed-mikrospor
ile elde edilmis olan bitkiciklerin yapraklarindaki kloroplast sayimi ve flow sitometri
yontemlerinin kullanilmas1 sonucunda ploid seviyelerinde %100 oraninda dogru
oldugunu, bu yontemin kolay uygulanabildigini bildirmislerdir. Ayrica daha o6nceki
calismalarinda donor bitkiden kaynaklanan enfeksiyonlarin oniine gecilmesinde 20 mg/1
Rifampisin + 100 mg/l Timentin antibiyotik kombinasyonun en iyi sonu¢ verdigini
bildirmislerdir.

Yapilan bu tez calismasinda da yukaridaki yontemlerden yapay kosullarda
haploid bitki elde etme yontemi segilerek ililkemiz i¢in ekonomik degeri son derece
onemli olan biber bitkisinde, anter ve iki farkli shed mikrospor yontemi kullanilmaistir.
Bu yontemlerin dolma ve kapya biberlerinde bitki 1slahina yol gostermesi amaciyla saf
hat eldesi tizerine etkileri incelenmistir. Ayrica bu ¢alismanin ileriki zamanlarda bitki
1slaht alanina, yeni nesil ve tecriibeli 1slah¢ilara 1g1k tutacagi diisiiniilmiistiir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilmis olan bitki materyali 6zel bir sektor serasinda yetistirilen
biber bitkilerinden saglanmis olup, doku kiiltiirii calismalar1 da Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii doku kiiltiirii laboratuvarinda 2020 yilinda
yuritilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak sonbahar ve ilkbahar aylarinda sera
yetistiriciligine uygun dolma ve kapya biber tipine ait ikiser genotip se¢ilmistir.
Calismada dolma biber tipinden Doganay F1 ve Tesla Fi1, kapya biber tipinden ise
Serenad F1 ve Demrisa F1 ¢esitleri kullanilmustir.

3.1.2. Arastirmada kullamlan biber cesitlerinin 6zellikleri

Doganay Fi: Bahar ve giiz sera kosullar1 ile agik tarla yetistiriciligine uygun, gii¢lii
bitki yapisina sahip, erkencilik yoniiyle diger ¢esitlerin oniine gegebilen, verim kalitesi
acisindan basarili, sicakliga ve kurakliga dayanikli bir dolma biber ¢esididir. Ayrica ise
ince kabuklu ve yesil meyve rengine sahiptir.

Tesla Fi: Giiglii bir bitki yapisina sahip, ilkbahar, sonbahar, tek ekim ve agik tarla
yetistiriciligine uygun, meyve rengi yesil ve ince kabuklu olan, piyasada erkenciligi ile
On planda tutulan 6nemli bir dolma biber ¢esididir.

Kiiltiire alma islemi sirasinda yukaridaki biber gesitlerinin dolma grubunda
olmasi sebebiyle anterlerinin ve ¢icek tomurcuklarinin biiyiikk olmasi kiiltiire alma
isleminde ciddi oranda kolaylik saglamistir.

Serenad Fi: Kis performansi agisindan oldukga basarili olan, erken ve ge¢ dikime
uygun, meyve ¢atlamasi yoniinden diger cesitlere kiyasla oldukea toleransh, giiclii bitki
yapisi, meyve rengi parlak kirmizi, meyvesi uniform, kalin etli ve sert ve meyve
uzunlugu yaklasik 17-20 cm olan kapya biber cesididir.

Demrisa Fi: Uniform meyve yapisi, hasat zamaninda yesil ve kirmizi renkte hasata
uygun, kirmizi ve uzun meyve, raf omrii uzun, kisa bogumlu, yiliksek verime sahip,
sicak sezonda yiiksek meyve tutumu, giiclii bitki yapisi, ki doneminde yiliksek
performans gosteren ve bahar yenilenmesi olan piyasada onemli bir ¢esit haline gelmis
kapya biber cesididir. Ayrica spotted wilt virlisiinde ‘0’ wrkina dayaniklt olmasi
sebebiyle de sofralik biber ihtiyaci i¢in ve 6zellikle ilag maliyetlerini azaltmak amaci ile
tercih edilebilecek bir kapya biber ¢esididir.

3.2. Metot
3.2.1. Donor bitkilerin yetisme kosullari

Topraksiz yetistiricilikte onemli bir yere sahip olan kokopit, hem geri doniisiim
hem de giibreleme, sulama ve iscilik acisindan oldukca tasarruflu olmasi sebebiyle
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tercih edilen bir yetistirme ortamidir. Ayrica yetistiricilikte kokopitin verim {izerine
etkilerinin olumlu oldugu bilinmektedir. Caligmada da kullanilmis olan donér bitkiler
giiz sezonunda tam kontrollii sera kosullarinda kokopit ortaminda yetistirilmistir.

Sera kosullarinda kullanilmis olan tiim bitkilerin periyodik olarak tiim bakim ve
kontrolleri yapilmistir. Bununla birlikte 6zel sektore ait sera ortaminda giibreleme,
bakim iglemleri ve ila¢ programlari da diizenli olarak dondr bitkilere uygulanmistir.

Cizelge 3.1. Donor bitkilerin kiiltiire alma islemleri ve denemelerin kurulma tarihleri

Tohum Ekimi Fide Dikimi Tomurcuk Alma Zamani

Denemelerin 23.07.2020 28.08.2020 15.09.2020-15.10.2020
Kurulma Tarihleri

Calismada kullanilmis olan ¢esitlerin her birinden 25 adet tohum ekimi
viollerde gerceklestirilmistir. Fide asamasina geldiginde ¢esitlerin ¢imlenme oranlari
hesaplanmistir. Fide asamasina gelmis olan her ¢esitten fide dikimi gergeklestirilmistir.

3.2.2. Genel laboratuvar ekipmam ve sterilizasyon islemleri

Calismada anter kiiltiiri ve shed mikrospor kiiltiir ortamlari i¢in hazirlanmis olan
besin ortamlarint muhafaza edebilmek amaci ile farkli biyiiklikte sterilizasyonu
yapilmis steril petri kaplart kullanilmistir. Kullanilan besin ortamlar1 hazirlanilirken, pH
metre, manyetik karistirici, beher ve meziirler kullanilmistir. Arastirmada laboratuvar
ortaminda kullanilmis olan kurutma kagidi, pensler, petriler, bistiiriler, cam kavanoz,
mikro pipet uglar1 ve beher gibi gerekli olan malzemelerin sterilizasyonunun saglanmasi
icin 20 dakika boyunca 121°C sicaklikta ve basincin 1.2 kg/ cm? oldugu otoklav
cihazinda gergeklestirilmistir  (Sekil 3.1). Otoklav cihazinda sterilizasyonu
gerceklestirilemeyen stre¢ film, asetat kalem, tomurcuklarin yer aldigi falkon tiipleri,
havlu pecete gibi calismada kabinde kullanilmasi gereken malzemelerin ylizey
sterilizasyonu %70’lik etil alkol ile saglanmistir. Kabinde kiiltiire alma islemi
gerceklesmeden Once steril kabinin i¢i %70’lik etil alkol ile silinip ardindan 20 dakika
boyunca da UV 1sik ile sterilizasyonu gerceklestirilmistir. UV 151k islemi ayni sekilde
otoklavdan ¢ikan malzemelere ve hazirlanmis olan besin ortamlar1 hari¢ diger
ekipmanlara da uygulanmustir.

Shed-mikrospor kiiltiirinde ve anter kiiltlirii islemi sirasinda anterler 6 cm
capma ait steril petrilere konulmustur. Calismada mikrospor asamalarini belirlemek
amaci ile lamel, distile su, lam ve laboratuvar mikroskobundan destek alinmistir. Anter
kiltlirii islemi sirasinda tomurcuklarin igerisinde yer alan anterler, 15 cm uzunlugunda
olan pens ile 3 numarali olan bistiiri ve 11 numarali bistiiri ucu yardimiyla ¢ikarilarak
kiiltiire alinmigtir. Bu islemler sirasinda kullanilan bistiiri ve penslerin sterilizasyonu
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icin her kullanimdan sonra 1sis1 yliksek olan cam boncuk sterilizasyonu aletinde
bekletilmistir. Otomatik pipet ile kiiltiire alma islemi tamamlanmis olan petrilere sivi
ortamlar eklenmistir. Ardindan petriler stre¢ film ile sarilarak hem hava almasinin
Oniine ge¢ilmis hem de inkiibasyon ortami dnlenmeye caligilmistir.

Sekil 3.2.PH metreden bir goriintii
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan hassas terazilerden bir goriintii

Sekil 3.4. Mikrospor agamasi belirlemede kullanilan mikroskop
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Sekil 3.5. Pens ve bistiirii sterilizasyon i¢in kullanilan cam boncuk sterilzatorii
3.2.3. Uygun anterlerin se¢imi ve tomurcuklarin alinma evresi

Kiiltiire alinan anterlerin bulundugu gelisme asamasi haploid embriyo elde
edilmesini etkileyen en onemli faktorlerden birisidir. Bunun i¢in en uygun asama,
mikrosporlarin tek ¢ekirdekli asamanin sonunda veya iki ¢ekirdekli asamanin basinda
oldugu (I. mitoz boliinmesinin basladigi) donemdir. Daha once yapilan galigmalarda
biber ¢igek tomurcuklarinda, ¢anak yaprak ve ta¢ yaprak boylarimin esit oldugu veya tag
yapraklarin ¢anak yapraklardan biraz daha uzun oldugu, anterlerin yaklasik 1/4 oraninda
antosiyanin olusumunun goriildiigii gelisme asamasinda mikrosporlarin 1. mitoz
asamasinda oldugu bildirilmistir (Chambonnet, 1988). Calismamizda da mikrosporlarin
tek c¢ekirdekli asamanin sonunda veya iki ¢ekirdekli asamanin basinda oldugu
asamadaki anterleri igeren tomurcuklar toplanmistir.

Denemede tomurcuklar morfolojik goriinlimiine gore (tag yapraklarin canak
yapraklari gegmeye baslamasindan tomurcuk patlamasina yakin olan evreye uygun
tomurcuk biiytikliikleri) toplanmistir. Toplanan tomurcuklarin anterlerindeki mikrospor
olusum asamalar1 belirlenmistir. Uygun asamadaki anterler soluk yesil ve kenarlarindan
u¢ kisma dogru acik mavidir. Calismada denenen biitiin ortamlar i¢in bahsedilen
mikrospor asamasindaki anterler kullanilmistir.
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Sekil 3.6. Morfolojik olarak uygun anter asamasi

3.2.4. Anter ve shed mikrospor Kkiiltiiriinde kullanilacak tomurcuklarin sterilizas-
yonu

Uygun gelisme doneminde mikrosporlart bulunduran anterlere sahip cicek
tomurcuklari, %10’ luk sodyum hipoklorid (NaOCl) ¢ozeltisi i¢inde 10 dakika siireyle
dezenfekte edilmis, daha sonra 3 kez steril distile su ile durulanmaistir.

3.2.5. Besi ortamlari, anterlerin tomurcuktan uzaklastirilmasi, anterlerin Kiiltiire
alinmas, inkiibasyon kosullar:

Calismada anter kiiltiirti (P1) ve 2 farkli shed mikrospor kiiltiirii (P2 ve P3) besi
ortami olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Caligmada kullanilmis olan besi ortamlari

P1 | MS ortami + 4mg/l NAA+ 0,5 mg/l BAP + % 0,25 aktif komiir + 30 g/l siikroz +
15 mg/l AgNOs3

P2 | Sivi: Nitsch ortami + 2,5 pm/1 Zeatin + 5 um/I IAA + 20 g/l maltoz

Kati: Nitsch ortami + % 1 aktif komiir + 20 g/l maltoz

P3 | Stvi: MS + 0,1 mg/l Kinetin + 0,004 mg/l 2,4-D + 30 g/1 siikkroz

Kati: MS + 0,1 mg/l Kinetin + 0,004mg/l 2,4-D + 30 g/ siikkroz + % 0,5 aktif
komiir
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Anterlerde olusan embriyolarin bitkiye doniisiimlerinin saglanmasi i¢in hormon
icermeyen 30 g/l sakkaroz iceren MS ortami kullanilmistir. Ortam hazirlanirken biitiin
kimyasallar eklendikten sonra ortamlarin pH’st 1 M’lik HCI ve 1 M’lik KOH
kullanilarak 5.8 olarak ayarlanmigtir (Sekil 3.2). Kat1 ortamlarda katilastirici olarak 7 g/l
agar kullanilmigtir. Hazirlanan ortamlar 121°C sicaklik ve 1.2 kg/cm? basing altindaki
otoklavda 20 dakika siire ile steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra steril kabin
icerisinde ortamlar steril petrilere dagitilmistir.

Yiizey sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra otoklavda sterilizasyon islemi
tamamlanan kurutma kagitlarinin iizerine ¢igek tomurcuklar alinarak ta¢ yaprak, canak
yaprak ve ovaryumu c¢ikarilmak tizere alt kismi kesilmistir. Ayrilma isleminden sonra
ortaya ¢ikan anterler ve filamentler pens ve bistiirii yardimi ile birbirinden ayrilarak
dorsal yiizeyi ortamla temas edecek sekilde yerlestirilme islemi gerceklestirilmistir.
Deneme desenine bagli olarak her petriye esit sayida olacak sekilde anterler
yerlestirilmistir.

Sekil 3.7. Anterlerin tomurcuklardan uzaklastirilma islemi

P1 ortami igin kiiltiire alinan anterler, karanlikta 2 giin +35°C’de inkiibasyona
tabii tutulmustur. Karanlik inkiibasyonuna tabii tutulan petriler daha sonra 16 saat 151k /
8 saat karanlik olan 151k periyodu, 25°C sicaklik, ortalama 3000 liiks 151k siddetine sahip
iklim odalarinda embriyo olusuncaya kadar bekletilmistir.
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Sekil 3.8. Anter kiiltiirii calismasinda kullanilan inkubator

Cizelge 3.3. Calismada kullanilmis olan P1 ortaminin bilesimi

mg/l
KNOs3 1900
NHsNO3 1650
Makro Elementler (Murashige ve  CaCl..2H20 440
Skoog, 1962)
MgSO4.7H20 370
KH2PO4 170
KI 0.83
HsBO3 6.2
MnS04.4H20 22.3
Mikro Elementler (Murashige ve  ZnS04.7H20 8.6

Skoog, 1962)
Na:Mo004.2H20 0.25

CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H20 0.025
FeS04.7H20 27.8
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Cizelge 3.3’lin devami

Mikro Elementler (Murashige ve Na,EDTA 37.3
Skoog, 1962)

Bitki Biiylime NAA 4
Diizenleyiciler BAP 0.5
Diger Maddeler Aktif Komiir 2500
Stikroz 15
Agar 8000
Pyrodoxine HCI 0.5
Vitaminler (Murashige ve Skoog, 1962) Glycine 2.0
Nicotinic Acid 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Myo-inositol 100

(Calismada shed mikrospor yonteminde kullanilmak i¢in P2 ve P3 olmak iizere 2
farkli ortam hazirlanmis ve mikrosporlar bu ortamlara yerlestirilmistir.

P2 ortamu1 i¢in kiiltiire alinan anterler, +4°C’de 7 giin karanliga tabii tutulmugtur.
Daha sonra embriyo olusuncaya dek 28°C’de karanlikta bekletilmistir.

P3 ortami i¢in kiiltiire alinan anterler, 2 giin +35°C’de inkiibasyona tabii
tutulmustur. Daha sonra embriyo olusuncaya dek 28°C’de karanlikta bekletilmistir.
Anterlerdeki  degisimleri  gozleyebilmek adina anterler mikroskop altinda
goriintiilenmistir.
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Sekil 3.9. Anterlerin besi ortamlarina aktarildiktan sonra iklim odalarinda bekletilme
asamasi

Cizelge 3.4. Calismada kullanilmis olan P2 ortaminin bilesimi

mg/I
KNO3 950
NHsNO3 720
Makro Elementler (Nitsch  MgS04.7H.0 185
ve Nitsch 1969)
CaCl2.2H0 220
KH2PO4 68
MnS0O4.4H20 25
H3BOs3 10
Mikro Elementler (Nitsch  ZnS04.7H,0 10
ve Nitsch 1969)
CuS04.5H20 0.025
NazM004.2H20 0.25
FeS04.7H20 27.8
Na,EDTA 37.3
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Cizelge 3.4.’iin devami

Nikotinik asit 5
Pridoksin-HCI 0.5
Thiamin-HCI 0.5
Vitaminler (Nitsch ve Biotin 0.05
Nitsch 1969) ) )
Folik Asit 0.5
Myo-inositol 100
Glisin 2
Zeatin 2,5 uM
Biiyiimeyi Diizenleyiciler |AA 5 uM
Karbonhidratlar Maltoz 20 g/l
Agar 8000
Diger Maddeler Aktif Komiir 2500

Cizelge 3.5. Calismada kullanilmis olan P3 ortaminin bilesimi

mg/I
KNOs 1.900
NH4NO3 1.650
Makro Elementler (Nitsch MgS04.7H,0 370
ve Nitsch 1969)
CaCl..2H20 440
KH2PO4 170

29



MATERYAL VE METOT M.G. KANMAZ

Cizelge 3.5.”in devami

Kl 0.83
MnS0O4.4H20 22.3
H3BO3 6.2
ZnS04.7H20 8.6
Mikro Elementler (Nitsch  CuSO4.5H20 0.025
ve Nitsch 1969) Na:Mo004.2H20 0.25
FeSQO4.7H20 27.8
Na,EDTA 37.3
CuS04.5H20 0.025
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Vitaminler (Nitsch ve Thiamin-HCI 0.1
Nitsch 1969) ST .
Myo-inositol 100
Kinetin 0.1 mg
Biiyiimeyi Diizenleyiciler 2,4-D 0.004 mg
Karbonhidratlar Siikroz 30000 mg
Agar 8000 mg
Diger Maddeler Aktif Komiir 5000 mg

3.2.6. Embriyo ortam

Embriyo gelisimi gézlendikten sonra, olusan embriyolar anterden ayrilip hormon
icermeyen MS ortamina aktarilmistir. Petriler 16 saat 151k / 8 saat karanlik olan 11k
periyodu, 25°C sicaklik, ortalama 3000 liiks 1s1k siddetine sahip iklim odalarinda bitki
gelisimi gozlenene dek bekletilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Mikrosporlardan meydana gelen embriyo miktari; tiirlere gore degisiklik
gostermekle birlikte ayn1 zamanda tiirler arasinda genotipler bakimindan da farklilik
gosterir. Ayni kiiltiir kosullarinda yapilan anter ve mikrospor kiiltlirii ¢alismalarinda
kullanilmis olan bitki tiirlerinde elde edilen sonuglara goére genotipler arasinda ciddi
oranda farkliliklar oldugu saptanmustir.

4.1.Tohum ¢imlenme yiizdesi sonug¢lari

Calismada 2 farkli biber tipine ait ikiger genotip kullanilmistir. Bu genotipler
agronomik yonden lstiin 6zelliklere sahip olan gesitler arasindan dolma biber tipinden
Doganay F1 ve Tesla F1, kapya biber tipinden Serenad F1 ve Demrisa F1 segilmistir.

Kullanilan genotiplerin her birinden 25 adet tohum ekimi viyollerde
gerceklestirilmistir. Fide asamasina geldiginde ¢esitlerin ¢imlenme oranlarinin %92 ve
tizeri oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1). Fide asamasina gelmis olan her cesitten
asagidaki tabloda belirtilen miktarda fide dikimi gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilmis cesitlerin fide miktarlar1 ve ¢imlenme yiizdeleri

Cesitler Ekimi Gerg¢eklestirilen Cimlenmis Fide Cimlenme
Tohum Miktari Adedi Yiizdesi
Serenad F1 25 adet 23 adet %92
Demrisa F1 25 adet 24 adet %96
Doganay F1 25 adet 25 adet %100
Tesla F1 25 adet 23 adet %92
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Cizelge 4.2. Donor bitkilerin ¢imlenme yiizdeleri

100%
98%
96%
94%
92%

Cimlenme Yiizdesi

Cimlenme Ylzdesi
90%

88%

Serenad IE:I'Demrisa F1 M
Doganay

F1

Tesla F1

Genotipler

4.2. P1 anter Kiiltiirii ortamindan elde edilen sonuclar

Calismada anter kiiltiirii igin Biiylikalaca vd. (2004)’de basarili oldugu saptanan
4 mg/l NAA, 0,5 mg/l BA hormonlar1, % 3 sukroz, % 0,8 agar ve % 0,25 aktif komiir

ilave edilmis Murashige ve Skoog (1962) hazir besi ortaminin Kapya ve Dolma biber
tiplerindeki etkisi incelenmistir.

Biiyilikalaca vd. (2004)’de gelistirdikleri ve basarili olduklar1 protokole uygun
olarak, kiiltiire alinan petriler 35°C'de 2 giin boyunca karanlik ortam kosullarinda
bekletilerek sicaklik 6n uygulamasi islemine tabi tutulmus ve 2. giiniin sonunda 25°C'

de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks aydinlatmaya sahip olan
bliylime odasina transfer edilmistir.

Calismada farkli 2 biber tipinden ikiser farkli genotip kullanilmigtir. Her bir
genotipten 20’ser petri olacak sekilde deneme deseni olusturulmustur. Haftalik olarak
gozlemleri yapilan petrilerin kiiltire alindiktan 6 hafta sonra embriyo olusumu
baglamistir. Besin ortamina embriyo aktarim islemi yapildiktan 40 giin sonra Serenad F
¢esidinden ilk bitki gelisimi gézlemlenmistir (EK-1). Arastirma sonucunda anter kiiltiirii
caligmasinda ekim islemi yapildiktan sonra 1,5 ve 4 ay arasinda yeni bitkicikler elde

edildigi gézlemlenmistir. Cesitlerin anter kiiltiiriine verdikleri tepkileri bakimindan elde
edilen sonugclar ¢izelge 4.3’te sunulmustur.
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Cizelge 4.3. P1 ortamina ait sonuglar

Cesit Tip Petri | Toplam | Embriyo | Petri Haploid Petri

Ismi sayis1 anter sayisl basina bitki basina

(adet) sayisi (adet) | embriyo sayist | haploid

(adet) sayis1 (adet) bitki

(adet) sayisi

(adet)

Serenad | Kapya 20 100 10 0,5 8 0,4
F1

Demrisa | Kapya 20 100 10 0,5 3 0,15
F1

Doganay = Dolma 20 100 5 0,25 4 0,2
F1

TeslaF1 | Dolma 20 100 6 0,3 4 0,2

Cizelge 4.3.te goriildiigii gibi anter kiiltiirii ¢aligmasinda her bir ¢esit i¢in 100
adet anter kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan anterlerde kontaminasyon gdzlenmemis

olup, tiim anterlerde gelisim saptanmistir.

Cizelge 4.4. P1 ortamina ait kapya ve dolma ¢esitlerinde petri basina embriyo sayisi

(adet)

Farkh biber tiplerinde petri basina embriyo sayisi (adet)

oO_O_OP
o B N w » O

Petri basina embriyo sayis1 (adet)

Kapya

Biber tipi

Dolma
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Cizelge 4.5. P1 ortamina ait kapya ve dolma cesitlerinde petri basina haploid bitki sayisi
(adet)

Farkh biber tiplerinde petri basina haploid bitki sayisi (adet)

0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Kapya
Dolma

Petri basina haploid bitki sayisi
(adet)

Biber tipi

Anter kiltiri caligmalarinda yapilan gozlemler sonucunda, Kapya biber tipi
petri basina hem embriyo hem de haploid bitki olusum orani bakimindan Dolma biber
tipine gore daha yiiksek yanit vermistir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5).

Kapya biber tipinde petri basina embriyo sayisi (adet)

m Serenad F1 ®mDemrisa F1

Sekil 4.1. P1 ortamina ait kapya biber tipinde petri bagina embriyo sayis1 (adet)
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Kapya biber tipinde petri basina haploid bitki sayis1 (adet)

mSerenad F; mDemrisa F;

Sekil 4.2. P1 ortamina ait kapya biber tipinde petri basina haploid bitki sayis1 (adet)

Kapya biber tipinde Serenad F1 ve Demrisa F1 ¢esitleri karsilastirildiginda; anter
kiiltiiriine embriyo olusum bakimindan her iki ¢esidin ayn1 oranda yanit verdigi; haploid
bitki eldesi bakimindan ise en iyi yanitin Serenad F1’e ait oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1
ve Sekil 4.2).

Dolma biber tipinde Doganay F1 ve Tesla F1 ¢esitleri karsilastirildiginda; anter
kiiltiiriine embriyo olusum bakimindan en iyi yanit1 veren genotip Tesla F1 iken; haploid
bitki eldesi bakimindan ise Doganay F1 ve Tesla F1 ayni oranda yanit vermistir (Sekil
4.3 ve Sekil 4.4).

Dolma biber tipinde petri basina embriyo sayisi (adet)

® Doganay F; ®Tesla Fy

Sekil 4.3. P1 ortamina ait dolma biber tipinde petri basina embriyo sayisi (adet)
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Dolma biber tipinde petri basina haploid bitki sayis1 (adet)

B Doganay F1 mTesla F1

Sekil 4.4. P1 ortamina ait dolma biber tipinde petri basina haploid sayis1 (adet)

4.3. P2 shed mikrospor Kiiltiirii ortamindan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.6. P2 ortamina ait sonuglar

Cesit Tip Petri | Toplam | Embriyo Petri Haploid Petri
Ismi sayisl anter sayisl basina bitki basina
(adet) | sayisi (adet) | embriyo sayisi haploid
(adet) sayisl (adet) bitki
(adet) sayisl
(adet)
Serenad | Kapya @ 20 100 0 0 0 0
Fi1
Demrisa | Kapya | 20 100 0 0 0 0
F1
Doganay  Dolma 20 100 0 0 0 0
F1
TeslaF1 | Dolma | 20 100 0 0 0 0

Calismada farkli 2 biber tipinden ikiger farkli genotip kullanilmistir. Her bir
genotipten 20’ser petri olacak sekilde deneme deseni olusturulmustur. Haftalik olarak

36



BULGULAR VE TARTISMA M.G. KANMAZ

gozlemler gerceklestirilmistir. Ancak Supena vd. (2006a)’da basarili oldugu shed
mikrospor yonteminde yapmis oldugumuz caligmadaki P2 ortaminda dolma biber ve
kapya biber tiplerine ait embriyo ve haploid bitki olusumu elde edilememistir (Cizelge
4.6).

4.4. P3 shed mikrospor Kiiltiirii ortamindan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.7. P3 ortamina ait sonuglar

Cesit ismi = Tip Petri | Toplam | Embriy | Petri | Haploid Petri

sayis1 | anter o sayis1 | basina bitki basina
(adet) | sayisi (adet) | embriyo | sayisi haploid
(adet) sayisi (adet) | bitki sayis1
(adet) (adet)
Serenad Kapya @ 20 100 2 0 0 0
F1
Demrisa | Kapya |20 100 5 0 2 0
F1
Doganay Dolma | 20 100 0 0 0 0
F1
TeslaFl | Dolma | 20 100 4 0 3 0

Cizelge 4.7°de goriildiigli gibi shed mikrospor kiiltiirii calismasinda her bir ¢esit
icin 100 adet anter kiiltiire alinarak 20’ser adet petrilerde kiiltiire alma islemi
gerceklestrilmistir. Kiiltiire alinan anterlerde kapya biber Serenad F1 cesidinden P3
ortaminda haploid bitki elde edilememistir. Dolma biber Tesla F1 ¢esidinden ise P3
ortaminda hem embriyo hem de haploid bitki eldesi olumsuz sonuclanmustir.
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Cizelge 4.8. P3 ortamina ait farkli biber tiplerinde petri basina embriyo sayisi (adet)

Farkh biber tiplerinde petri basina embriyo sayis1 (adet)

0,2

Petrii basina embriyo sayisi (adet)
e
H

Kapya

Dolma

Biber tipi

Cizelge 4.9. P3 ortamina ait farkli biber tiplerinde petri basina haploid bitki say1s1 (adet)

Farkh biber tiplerinde petri basina haploid bitki sayis1 (adet)

2

3

2 008 -

= 0,07 -

-'g 0,06 -

& =005 -

= D

£ 8 0,04 -

=_§‘ 0,03 -

g 0,02 -

& 0,01 -

=

. 0 . .

E Kapya Dolma
Biber tipi

Shed mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda yapilan gozlemler sonucunda, Kapya
biber tipi Dolma biber tipine gore petri basina embriyo oraninda daha yiiksek yanit
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verirken, Dolma biber tipi ise petri bagina haploid bitki olusum orani bakimindan Kapya
biber tipine gore daha yiiksek yanit vermistir (Cizelge 4.9).

Kapya biber tipinde petri basina embriyo sayisi (adet)

mSerenad Fi EDemrisa F1

Sekil 4.5. P3 ortamina ait kapya biber tipinde petri bagina embriyo sayis1 (adet)

Kapya biber tipinde petri basina haploid bitki sayis1 (adet)

m Serenad F; mDemrisa F1

Sekil 4.6. P3 ortamina ait kapya biber tipinde petri basina haploid bitki sayis1 (adet)

Kapya biber tipinde Serenad F1 ve Demrisa F1 ¢esitleri karsilagtirildiginda; P3
shed mikrospor kiiltiiriinde hem embriyo hem de haploid bitki olusum orani bakimindan
en iyi yanitin Demrisa F1’e ait oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6)
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Dolma biber tipinde petri basina embriyo sayisi (adet)

®Doganay F1 mTesla Fi

Sekil 4.7. P3 ortamina ait dolma biber tipinde petri basina embriyo sayisi (adet)

Dolma biber tipinde petri basina diisen haploid bitki sayis1 (adet)

®Doganay F; ®Tesla F;

Sekil 4.8. P3 ortamina ait dolma biber tipinde petri bagina diisen haploid bitki sayisi
(adet)

Dolma biber tipinde Doganay F1 ve Tesla F1 gesitleri karsilagtirildiginda; P3
shed mikrospor kiiltiiriinde hem embriyo hem de haploid bitki olusum oran1 bakimindan
en iyi yanitin Tesla F1’e ait oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
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5. SONUCLAR

Bu caligmada bitki 1slahinda agronomik yonden c¢ok Onemli olan biber
(Capsicum annuum L.) bitkisine ait iki farkli biber tipi olan kapya ve dolma biber
tiplerinden ikiser farkli c¢esitin anter ve shed mikrospor Kkiiltiirlerine yanitlar
arastirtlmistir. Kapya biber tipinden Serenad F1 ve Demrisa F1, dolma biber tipinden
Doganay F1 ve Tesla F1 gesitlerinin anter kiiltiirii ve P2, P3 shed mikrospor kiiltiirii
yontemlerinden hangisinin haploid embriyo ve haploid bitki elde edilmesinde daha
basarili oldugu saptanmistir.

Anter kiiltiiriine alinan toplam 400 anterden 100 tanesi Serenad F1, 100 tanesi
Demrisa Fi1, 100 tanesi Doganay Fi1 ve 100 tanesi de Tesla Fi ¢esitlerine aittir.
Anterlerin besi ortamlaria yerlestirilmesinden 6 hafta sonra ilk embriyo olusumu
Serenad F1 g¢esidinde gozlenmistir. Bunu takriben sirasiyla Demrisa Fi, Tesla F1 ve
Doganay F1 cesitlerinde embriyo olusumu meydana gelmistir. Embriyolarin tiiplere
aktarimindan itibaren bitki gelisimi gézlenmeye baslanmistir (EK-2). Anter kiiltiiriinde
kapya biber tipinin dolma biber tipine gdre haploid embriyo ve haploid bitki eldesi
bakimindan yanitinin daha iyi oldugu belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan bir diger yontem ise shed mikrospor yontemidir. Bu
yontemde 2 farkli besin ortami karsilastirilmistir. P2 besin ortamina yerlestirilen 400
anterden haploid embriyo ve haploid bitki eldesi gergeklesmemistir. P3 ortaminda ise
her bir gesit i¢in 100’er anter olmak {izere toplam 400 anter besi ortamina yerlestirilmis
ve kapya biber tipinden Demrisa F1, dolma biber tipinden ise Tesla F1 gesitleri haploid
embriyo ve haploid bitki eldesi bakimindan en yiiksek yanitlari veren genotipler
olmustur. P2 ve P3 ortamlar1 bitki biiylime diizenleyicileri ve inkiibasyon kosullari
yoniinden farkliliklar gostermektedir. P3 ortaminda sicaklik 6n uygulamasi yapilirken,
P2 ortaminda ise soguk ©on uygulamasi yapilmistir. P2 ve P3 ortamlarma verilen
yanitlarda 6n uygulama ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin 6nemli bir rol aldig
saptanmistir. P3 ortamindan kapya biber tipinden toplam 7 embriyo elde edilmis, bu
embriyolardan sadece Demrisa F1 ¢esidinden 2 tanesi haploid bitkiye dontismiistiir.
Dolma biber tipinden Doganay F1 ¢esidi ise P2 ortaminda oldugu gibi shed mikrospor
kiiltiiriine hem haploid embriyo hem haploid bitki eldesine olumlu yanit vermemistir.
P3 ortamindan elde edilen haploid embriyolarin gelisim siireleri, P1 ortami ile
kiyaslandiginda daha yavas oldugu saptanmistir. Anterlerin besi ortamlarina
yerlestirilmesinden 8 hafta sonra ilk embriyo olusumu Demrisa F:1 c¢esidinde
gbzlenmistir. Calismadan elde edilen dolma ve kapya biber c¢esitlerinin sera ortaminda
adaptasyonu saglanmistir (EK-3, 4, 5).

Yapilan bu calisma sonucunda, kapya ve dolma biber g¢esitlerinde haploid
embriyo ve haploid bitki olusumunda anter kiiltlirii yonteminin shed mikrospor
yontemine gore daha basarili oldugu saptanmistir. Anter kiiltlirii ve shed mikrospor
kiiltiirlerinde kapya biber tipi dolma biber tipine gore en iyi tepkiyi veren biber tipi
olmustur. Bu ¢alisma dogrultusunda biberde haploid embriyo ve haploid bitki eldesinin
genotipe bagli oldugu bir kez daha ispatlanmis olup, farkli protokollerde ve farkli biber
tiplerinde yapilacak olan arastirmalarin yapilmasi ile uygun protokollerin gelistirilerek
1slah programinda yogun sekilde kullanilmas1 amaglanmaktadir.
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7. EKLER

EK-1. a) Kotiledon asamasina sahip embriyodan bir goriintii, b) Tiipe aktarilmis olan
embriyodan bir goriintii
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EK-2. Tiipe aktarilmis olan embriyodan bir goriintii
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EKLER
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EK-3. Sera ortamina adaptasyonu saglanmis olan bitkilerden bir goriintii
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EK-4. Sera ortamina adaptasyonu saglanmis kapya biber bitkisine ait goriintii
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EK-5. Sera ortamina adaptasyonu saglanmis dolma biber bitkisine ait goriintii
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