T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

FARKLI BIBER (Capsicum annuum L.) GENOTIPLERI UZERINDE SHED-
MIiKROSPOR KULTURU TEKNiGiNIN UYGULANMASI VE MiKROSPOR
GELIiSIM ASAMALARININ BELIRLENMESI

Faruk Berkay ERIM

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

TEMMUZ 2019

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

FARKLI BIBER (Capsicum annuum L.) GENOTIPLERI UZERINDE SHED-
MIiKROSPOR KULTURU TEKNiGININ UYGULANMASI VE MiKROSPOR
GELIiSIM ASAMALARININ BELIRLENMESI

Faruk Berkay ERIM

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

TEMMUZ 2019

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

FARKLI BIBER (Capsicum annuum L.) GENOTIPLERI UZERINDE SHED-
MIKROSPOR KULTURU TEKNIGININ UYGULANMASI VE MIKROSPOR
GELISIM ASAMALARININ BELIRLENMESI

Faruk Berkay ERIM
BAHCE BIiTKILERI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Bu tez2-2./©2/2019... tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi / Qygoklugu ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. A. Naci ONUS
Prof. Dr. Ersin POLAT
Prof. Dr. Hiisnii UNLU



OZET

FARKLI BiBER (Capsicum annuum L.) GENOTIPLERI UZERINDE SHED-
MiKROSPOR KULTURU TEKNIGININ UYGULANMASI VE MIKROSPOR
GELISIM ASAMALARININ BELIRLENMESI

Faruk Berkay ERIM
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dal!!!
Damsman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Temmuz 2019; 53 sayfa

Solanaceae familyasina ait bir sebze tiirii olan biber (Capsicum annuum L.) bitkisi
ekonomik oOnemi, iklimsel kosullarin uygunlugu ve yetistirilis alanlar1 agisindan
bolgemizde oldukca &nemli bir yere sahiptir. Ozellikle serada yetistiriciliginin yaygin
olmasi ve sebze yetistiriciliginde F1 tohum kullanimi1 ve sebze 1slahinin 6n plana ¢ikmasi
dogal olarak biber 1slahinin da popiiler bir konu olmasina sebep olmustur. Bolgemizde
acikta ve serada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan biberde; hastalik ve zararlilara
dayanikli, yiiksek kalite ve miktarda iiriin verebilecek yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ayrica
bu cesitlerin korunmasi énemlidir. Ulkemizde iistiin nitelikli yeni cesitlerin elde edilmesi
icin klasik 1slah yontemleri kullanilmakla birlikte; 1slah ¢alismalarinin uzun yillar almast,
hibrid liretiminin zor ve yavas olmasi, yurt disindan tohum girisi nedeniyle biyoteknolojik
yontemlere bagvurulmaktadir. Bitki doku kiiltiiri ¢aligmalar1 1slah ¢alismalarinda
kullanilan biyoteknolojik yontemlerin basinda gelmektedir. Bitki doku Kkiiltiirliniin
kullanilmasiyla uzun siire gerektiren yeni cesitlerin 1slahi, gelistirilen ¢esitlerin {iretimi
ve korunmasi daha kolay ve kisa siirede yapilabilir. Bitki doku kiltirii teknikleri
igerisinde de haploid bitkilerin elde edilmesini saglayarak 1slah ¢aligmalarina hizmet eden
yontemlerin ayr1 bir 6nemi vardir.

Ulkemizde onemli diizeyde yetistirilen biberin kalite ve verim ydniinden
tyilestirilmesi, hastalik ve zararlilara dayanikli hale getirilmesi ve gelecekteki olasi
tiketim aligkanliklarina uygun olarak 1slah edilmesi gerekmektedir. Erkenci ve toplam
verim bakimindan daha iyi, hastalik ve zararlilara dayanikli ¢esitlerin daha ¢ok F1 olarak
elde edilmesi 1slah amaglarinin biiylik bir kismini olusturmaktadir. Klasik 1slah
yontemlerinin kullanildig: iilkemizde, g¢esitli biyoteknolojik yontemler kullanilarak uzun
siire alan yeni cesitlerin 1slah1 kisaltilabilir ve kolaylastirilabilir. Ozellikle in vitro
androgenesis, biber 1slahinda heterozigot materyallerden hizli bir sekilde homojen hatlar
elde etmek ve geleneksel Fi hibritlerini {iretmede 1slahgilar tarafindan ¢ok sik
kullanilmaktadir (Collonnier ve ark. 2001). Boylece 1slah siiresi kisalmakta ve klasik
1slahta zaman alan veya goriilmesi miimkiin olmayan resesif genlerin kontrol ettigi
ozellikler ortaya ¢ikmaktadir.

Ancak yapilan calismalarda ozellikle yurtdisindaki bazi biber genotiplerinde
klasik mikrospor kiiltiirii ve anter kiiltiirlinden haploid bitki elde edilmesi islemlerinde
donor bitkiden kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin olusan embriyolar ve kiiltlirler
tizerindeki olumsuz etkileri, baz1 genotiplerin klasik mikrospor kiiltiirii ve anter kiiltiirtine
yeterli oranda cevap vermemesi gibi problemler ortaya ¢ikmustir.



Shed-mikrospor kiiltiirii teknigi bunlar gibi problemleri ortadan kaldirmak tizere
gelistirilmis ve heniiz ¢ok yeni olan bir besin ortami bileseni ve materyal kullanim
bakimindan modifiye edilmis bir mikrospor kiiltiirii teknigidir.

Henliz olgunlagsmamis ve icerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek
¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran anterler, erkek gametten haploid bitki elde etme
yontemi (androgenesis) i¢in uygun baslangi¢ materyalleridir. Bu anterlerin in vitro
kosullarda i¢lerindeki gen¢ mikrosporlarla, bu mikrosporlara korunak olacak sekilde
biitlinliyle ¢ift katmanli besi ortaminda Kkiiltiire alinmasiyla shed-mikrospor kiiltiiri
teknigi uygulanabilmektedir.

Yapilan bu calismada shed-mikrospor tekniginin tiim adimlar1 anlatilmistir.
Bitkisel materyal olarak ti¢ farkli biber genotipine ait ticari ¢esitler kullanilmistir. Bu
cesitlerin anter boylar1 ve antosiyanin seviyeleri ile anterlerdeki mikrosporlarin gelisim
evreleri arasindaki iliski belirlenmistir. Bu ii¢ farkli genotipin olusturdugu embriyo ve
haploid bitki sayilar1 belirlenerek shed-mikrospor kiiltiirii teknigine yatkinliklari sivi
besin ortaminda embriyo gelisim potansiyelleri incelenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, Bitki islahi, Bitki biyoteknolojisi, Capsicum
annuum, Cift katmanli besin ortami, Haploid, In vitro, Embriyo, Mikrospor, Shed-
Mikrospor kiiltiiri
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Prof. Dr. Ersin POLAT

Prof. Dr. Hiisnii UNLU



ABSTRACT

APPLICATION OF SHED-MICROSPORE CULTURE TECHNIQUE ON
DIFFERENT PEPPER (Capsicum annuum L.) GENOTYPES AND
IDENTIFICATION OF MICROSPORE DEVELOPMENT STAGES

Faruk Berkay ERIM
MSc Thesis in Agricultural Engineering
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
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Pepper plant (Capsicum annuum L.) which belongs to Solanaceae family has high
economic importance because of the proper climatic comditions and high amount of
production on wide fields (Including greenhouses) in our region. Especially producing in
the greenhouses and extensive usage of F1 vegetable seeds make pepper breeding very
populer. Further development of high yielding pepper breds with high quality fruits and
resistance against pests and diseases; also, protection of those breds are highly important
in our region which has high potential on pepper producing. Along with classical plant
breeding methods; biotechnological methods are implemented in our country to produce
high-grade plant breds because of the difficulties and slowness on hybrid producing, seed
importation from other countries and time-consuming breeding process. Plant tissue
culture is the leading application amongst all biotechnological applications about plant
breeding. With plant tissue culture applications, new plant breds can be produced and
protected much easier and faster. Within plant tissue culture techniques, methods serving
plant breeding researches by producing haploid plants have furthermore importance.

In our country pepper must be bred as high-grade, high yielding, resitant to pests
and diseases, at the same time suitable to future consumption habits as it is produced
widely in the high amounts. Plant breeding researches overwhelmingly aim to produce
high-grade, resistant and early grown plants as F1 breds. Biotechnological applications
can fasten and ease the production of new plant breds. Especially in Vitro androgenesis
has been in use in order to produce homogeneous genetic line from heterozygote materials
and to produce F1 hybrids (Collonier 2001). This makes breeding process work faster and
reveals characteristic controlled by recessive genes which takes long time or impossible
to detect with classical plant breeding methods.

Researches show that, bacterial infections caused by donor plants can affect
haploid plant production or embriyos in classical anther and microspore culture methods
negatively; also, some pepper genotypes don’t respond to classical anther and microspore
culture threatments.

Shed-microspore culture technique is a brand new technique developed in order

to eliminate these problems by using a new combined culture medium and a different
method to isolate anthers and microspores.



Anthers preserving immature microspores still in the phase of pollen mithosis I
are desirable starting materials for the haploid plant production by androgenesis. Shed-
microspore culture technique can be implemented by in vitro cultivation of these anthers
in the new double-layer culture medium as they provide shelter to the immature
microspores inside theirselves in the beginning.

In this work, all the steps of the shed-microspore technique are explained.
Commercial varieties of three different pepper genotypes were used as vegetable material.
The relationship between the anther length and anthocyanin levels of these cultivars and
the developmental stages of microspores in anthers were determined. Embryo
development potentials in the liquid nutrient environment were investigated by
determining the numbers of embryos and haploid plants that these three different
genotypes were forming and their susceptibility to shed-microspore culture technique.

KEYWORDS: Capsicum annuum, Double layer culture media, Embryo, Haploid, In
vitro, Microspore, Pepper, Plant biotechnology, Plant breeding, Shed-Microspore culture
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ONSOZ

Oncelikle bu galigma sirasinda kazandigim bilgi, deneyim ve becerilerin benim
icin ¢ok degerli oldugunu belirtmek isterim. Akdeniz Universitesi Bahge Biktikileri
Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda kendi c¢alisma konum olan shed-mikrospor
kiltlirii teknigi ile birlikte, anter kiiltiirii, mikrospor kiiltiiri ve stirglin ucu kiltiirii gibi
diger teknikleri de gézlemleme, arastirma, 6grenme ve uygulama firsat1 buldum. Bu siireg
igerisinde ¢alismalar yaparken kendimi gelistirmekle birlikte ¢ok biiyiik bir keyif aldigimi
ve yapilan bu ¢aligsma sirasinda kazandigim bilgi, deneyim, tecriibe ve becerilerin benim
icin ¢cok degerli oldugunu belirtmek isterim.

Bu c¢alismada konu olarak shed-mikrospor kiiltiirii tekniginin se¢ilmesinin sebebi,
iilkemizde daha once biber bitkisi iizerinde boyle bir uygulamanin yapilmamis olmasi ve
bu konuda arastirmalarin yapilmasi, arastirmalarin devam ettirilmesi gerektigi ve
calismanin 6zgilin olmasidir.

Tez konusunun belirlenmesinde, yiiriitiilmesinde, yaptigim tiim laboratuvar
denemelerimde ve ¢alismamin her sathasinda destegini, deneyimlerini, engin bilgi ve
tecriibelerini esirgemeyen, isteklerimi géz Oniinde bulundurup bana ¢alismamda her
konuda yardimci olan danigmanim, sayin hocam Prof. Dr. A. Naci ONUS’a sonsuz saygi
ve tesekkiirlerimi sunarim.

Yaptigim bu ¢alisma siiresince yine doku kiiltiirii ile ilgili tecriibe, tavsiye, birikim
ve bilgilerinden sik¢a yararlandigim saym Ars.Gér. Buse OZDEMIR hocama ve
tecriibeleri ile fikirlerini benden esirgemeyen saym Ars.Gér. Tugge OZSAN hocama
tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuvardaki caligmalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen iiniversite
arkadaglarim Ziraat Mihendisi Kutluk Bilge BOSTANCI’ya, Melis AKSOY
BOSTANCT ya ve arkadasim Anil YALCIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak beni tiim yasamimda ve egitim hayatimda oldugu gibi yiiksek lisans
calismamda da maddi ve manevi tim desteklerini esirgeremeden, 6zveri ile beni
destekleyen annem Siikriye Ilkay ERIM’e ve babam Umit ERIM’e en igten
tesekkiirlerimi sunarim.
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TMV : Tobacco Mosaic Virus - Titin Mozaik Virisu
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Vv : Vakuol
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1. GIRIS

Insanligin baslangicindan giiniimiize kadar bitkilerin insanlarm beslenmesinde
cok dnemli bir yeri vardir. Sebzelerin bu besinsel 6neminin anlasilmasi ile birlikte bitkiler
ve yetistiricilikleri ilgili arastirmalar da giderek artmustir. Insan oglunun saglikli bir
sekilde var olusunu devam ettirebilmesi i¢in niifus artis kontrolleri, saglik uygulama ve
protokolleri ile birlikte bitkisel ve hayvansal besin iiretiminin de saglanmasi ve
arttirilmasi gerekmektedir.

Giiniimtiizde bitki biyokimyasi, bitki fizyolojisi, molekiiler biyoloji alanlarindaki
hizli ve teknolojik gelismeler bitki yetistiriciligindeki bazi sorunlarin 6niine gecilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Bununla birlikte yeni teknik ve protokollerin gelistirilmesi ile
yetistiriciligi yapilan bitkilerin 1slah1 ve gelistirilmesi alaninda 6nemli gelismeler
meydana gelmektedir.

Bitki organ, doku ve hiicrelerinin izole edilerek steril kosullarda yapay besin
kaynaklart kullanilarak kiiltiire alinmasin1 ve genetik Ozelliklerinin gelistirilmesini
saglayan tekniklerin tiimii olan bitki biyoteknolojisi kavrami bazi ihtiyaglardan dolay1
ortaya ¢cikmustir. Bitki biyoteknolojisi, klasik 1slah yontemleri ile ¢oziilmesi zor olan veya
coziilemeyen bazi problemlere alternatif ¢ozlimler sunan; bitki 1slahim1 daha hizli,
ekonomik, verimli ve kaliteli kilmay1 amacglayan uygulamalar biitiiniidiir.

Tiirkiye, diinya {lizerinde acgikta sebze yetistiriciligi ve seracilik agisindan biiyiik
potansiye sahip bir iilke konumundadir. Solanaceae familyasina ait bir sebze tiirii olan
biber (Capsicum annuum L.) bitkisi ise vitamin, mineral ve besin igerigi bakimindan
tilkemizdeve diinyada biiyiik 6neme sahip olan ve iilkemizde olduk¢a genis alanlarda
yetistiriciligi yapilan bir sebze tiirtidiir.

Arastirmacilar ve botanikgiler biber bitkisinin anavataninin Amerika oldugunu ve
diinyaya buradan yayildigin1 kabul etmektedirler (Vural vd. 2000). Iliman iklimlerde tek
yillik olarak gelisen ve birinci yilda biiyiime ve gelismesini tamamlayarak meyve ve
tohumlarin1 meydana getiren bir sebzedir. Tropik iklim sartlarinda ise ¢ok yillik kiiltiir

bitkisi olarak gelismeye devam ederek birkag¢ yil daha verimliligini devam ettirmektedir
(Salk vd. 2008).

Botanikg¢ilerin yaptiklar1 ¢alismalara gore Capsicum cinsine ait tiirlerin tamami
heniiz tanimlanmamis olup, giiniimiizde toplam 30 kadar Capsicum tiri oldugu
bilinmektedir. Bunlardan subtropikal ve i1liman iklim goriilen iilkelerdeki en yaygin 5
tiriin C. annuum L., C. frutescens Mill., C. baccatum L., C. chinense ve C. pubescens
oldugu bilinmektedir (Pickersgill 1997, Lantos vd. 2012).

Anavatant Amerika kitas1 olan biber bitkisinin tiimii ile taksonomisi ve bilimsel
simiflandirmas: tiir bilgisine kadar bir sonraki sayfadaki Cizelge 1.1.’de tiimii ile
verilmistir.
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Cizelge 1.1. Biber (Capsicum annuum) bitkisinin sistematigi

Alem Plantae (Bitkiler)
Boliim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif Magnoliopsida (Cift ¢enekliler)
Takim Solanales
Familya Solanaceae (Patlicangiller)
Cins Capsicum L.
Tiir Capsicum annuum L.

Biber topragin ilk 10-15 cm derinliginde kazik koklii olarak gelisen ve bu koklerin
dallanmasi ile meydana gelen sagak koklerden olusarak gelisimine devam eden kok
sistemine sahip bir bitkidir. Govdesi gelisimin baglarinda otsu bir yapya sahipken, bitki
yaslandikc¢a yar1 odunsu bir yap1 kazanir. Govdenin iizeri parlak ve tliysiizdiir, bazen
govdede antosiyanin olusumu goriilebilir. Yaprak rengi ceside gore degismekle birlikte
acik ve koyu yesil tonlarinda degisir. Baz1 cesitlerde anterlerde ve govdede goriilen
antosiyanin (Mor renk) yapraklarda da goriilebilir. Cigekleri erselik yapidadir, 5 sepal, 5
petal, 5 stamen ve 1 adet karpelden olusur. Meyvelerinde kapsaisin (C1gH27NO3) adinda
bir molekiiler bilesik igerir, bu bilesik ac1 tada sebep olur, ¢ekirdek hari¢c meyvenin her
kisminda ve en yogun olarak da plasentada bulunur.

Biber bitkisinde c¢esitlere gore degismekle beraber %8 ile 37 arasinda yabanci
dollenme goriildigli bilinmektedir. Bu durum biber bitkisinin yabanci tozlanma ile
genetik agilim gostererek karakteristik 6zelliklerini kaybedebilmesine neden olmaktadir.
Boylelikle uzun bir slirece dayanan klasik 1slah ve seleksiyon metodlarinda zorluklar
ortaya ¢ikmistir ve 1slahg¢ilar bu yontemler yerine F1 hibritlerin 1slahi iizerine ¢aligmaya
baslamiglardir.

Ulkemizde ¢ok énemli bir yetistiricilik potansiyeli olan biber bitkisinin zellikle
oOrtiialt: icin tretilen ¢esitlerin neredeyse tamami hibrit ¢esitlerdir. Son yillarda verimin
ve seralarda biber yetistiriciliginin daha da artmasi ile birlikte F1 tohum kullanimi artmis
ve biber 1slah1 6n plana ¢ikmistir. Boylelikle bolgemizde daha verimli, kaliteli, hastalik
ve zararlilara dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ihtiyact ortaya ¢ikmistir. Ayni zamanda
ticari degeri yiiksek yeni cesitler gelistirilerek disa bagimliligin azaltilmasi1 da 1slah
amaclar1 arasina girmistir. Bu hedeflere ulagmak icin ise giinlimiizde klasik 1slah
yontemlerinin yaninda bir¢ok biyoteknolojik teknikler ve doku kiiltiirii kullanilarak, 1slah
siirecini kisaltimak, kalite ve verimi daha da arttirmak hedeflenmektedir.

Doku kiiltiirii  teknikleri ile haploid bitki iiretimi lizerine anter ve mikrospor
kiiltiirii tekniklerinin 6nemli bir yeri vardir. Haploidi teknigi 1slah siirecini kisalttigi igin
sebze 1slahinda genis bir uygulama alanina sahiptir. Klasik 1slah yontemleri ile ¢ok uzun
siirelerde sonug elde edilebilirken, 6zellikle biber bitkisinde in vitro kosullarda anter ve
mikrospor kiiltiirii teknikleri ile androgenik haploid bitkiler elde edilip kromozom
katlamasi ile birkag yilda homozigot hatlar ve dondr bitki ile ayn1 6zellikleri gosteren cok
sayida birey elde edilebilir. Biber bitkisinden bol miktarda anter elde edilebilecegi gibi
bu anterlerin de kiiltiire alinmalar1 i¢in ¢ok biiyiik ve genis alanlara da ithiya¢ yoktur.
Boylece 1slah islemlerinde zaman ve alan gereksinimi biiyiik 6l¢lide azaltilabilir, materyal
bulma zorlugu ise bir nebze asilabilir.
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Haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan baslangi¢ materyalleri gametlerdir.
Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi i¢in iki yontem bulunmaktadir: ya embriyo
kesesindeki haploid yapidaki hiicrelerin (¢cogunlukla yumurta hiicresinin) uyarilmasi
sayesinde disi gametten; ya da polen rejenerasyonu yoluyla erkek gametten in vitro
kosullarda bitki olusumunu saglamaktir (Ellialtioglu 2000).

Anter, shed ve klasik mikrospor kiiltiiriine giris yapmadan 6nce bilinmesi gereken
bir diger 6nemli bilgi ise mikrospor ve polenlerin olusum evreleridir. Anter ve mikrospor
kiltirii  tekniklerinde haploid embriyo elde edilen mikrosporlar teknik olarak
olgunlasmamis haploid yapida birer polen hiicresidirler. Ilk olarak mikrosporosit adi
verilen mikrospor ana hiicresi iki defa mayoz béliinme gecirerek bir hiicre duvari
icerisinde haploid yapida 4 adet mikrospor iceren tetradlara doniigiirler. Bu hiicre duvari
seliiloz, hemiseliiloz ve pektin gibi etmenlerden olusur ve mikrosporlar bir siire gelisene
kadar koruma gorevi yapar. Tetradin hiicre duvari pargalanir ve 4 adet mikrospor serbest
kalarak gelisimlerine devam ederler. Buraya kadar olan evre mikrosporogenesis olarak
adlandirilir. Geng mikrosporlar iki adet mitoz boliinme gegirerek once triseliilar polenlere
ve sonrasinda da ¢ok hiicreli olgunlagsmis, tozlanma ve ¢imlenme yetenegine sahip
polenlere doniisiirler. Bu evre ise mikrogametogenesis olarak adlandirilir.
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Anterlerden iki yolla haploid bitkicik olusumu olmaktadir:

1) Direkt androgenesis: Mikrosporlardan direkt olarak sadece erkek gametten
gelen kromozomlari iceren embiyolar olusur.

2) Indirekt androgenesis: Mikrosporlardan dnce kalluslar meydana gelmekte ve
sonrasinda embriyolar ya da siirgiin rejenerasyonu olmaktadir.

MIiKROSPOR KULTURU _‘ ANTER KULTURU

=

Anterlerde kallus ve
embrivoidler olusur

Cok cekirdekli mikrosporlar Homozigot diploid bitkiler
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Globiiler Haploid
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Haploid bitkicikler haploid embriyoidler

Sekil 1.2. Anter ve izole edilmis mikrospor kiiltiirii tekniklerinin adimlar
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Erkek gametten haploid bitki elde etmek i¢in en uygun baslangi¢ materyalleri
icerisinde birinci polen mitozu asamasindaki tek ¢ekirdekli mikrosporlari ihtiva eden
olgunlasmamis anterlerdir. Bu anterlerin in vitro kosullarda biitiintiyle kiiltiire alinmasi
islemi anter kiiltliri teknigi, bu anterlerin i¢lerindeki mikrosporlarin izole edilerek sivi
ortam igerisinde kiiltiire alinmasi islemi ise mikrospor kiiltiirii teknigidir. Anter kiiltiiri
tekniginde katt veya yarikati besin ortamlarinda kiiltiire alinan anterler geliserek
tizerlerinde haploid kallus dokular1 veya embriyoidler olusur. Anterlerdeki emdbriyoidler
anterlerden ayrilarak gelisebilecekleri sekilde tekrar kiiltiire alinirlar ve direkt
androgenesis yolu ile anterlerdeki mikrosporlardan haploid bitkicikler elde edilir; kallus
dokular1 ise yine ayrilarak iizerlerinde indirekt androgenesis yolu ile haploid siirgiinler
veya embriyolar meydana gelmesi beklenir, bu siirgiin veya embriyolardan ise haploid
bitkicikler elde edilir. Bu bitkiciklere kolsisin uygulamasi ile kromozom katlamasi
yapilarak homozigot diploid bitkiler elde edilir.

Gegmisten glinlimiize kadar klasik anter ve mikrospor kiiltiirii teknikleri ile ilgili
bir ¢ok arastirma yapilmistir. Bunlardan bazilar1 basarili sonuglar verirken, bazilarinda
problemler ile karsilasilmis ve olumsuz sonuglara ulagilmistir. Genel agidan mikrospor
kiiltiir{i, anter kiiltiiriine gore daha karmasik ancak daha basarili sonuglar elde edilebilen
bir teknik olarak kabul edilebilir durumdadir. Anter ve mikrospor kiiltiirlerinde genotip,
besin ortaminin igerigi ve kivami, dondr bitkinin 6zellikleri, dondr bitkinin yetistirildigi
mevsim ve yetisme kosullari, sicaklik, tomurcuklarin toplanmasi sirasinda uygulanan
islemler, On uygulamalar gibi bir ¢ok farktdr basariy1 etkilemektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalar ile klasik anter ve mikrospor kiiltiirii tekniklerine
alternatif olarak ‘’Shed-Mikrospor Kiiltiirii’” adli bir teknik gelistirilmistir. Shed-
mikrospor kiiltiiri heniiz ¢ok yeni olan, daha fazla gelistirilmesi gereken ve daha once
sadece bir grup arastirmaci tarafindan Endonezya’nin aci biber genotipleri lizerinde
denenmis bir mikrospor kiiltiirii teknigidir. Teknigin gelistirilis amaci, klasik anter ve
mikrospor kiiltiirinden daha saglikli, daha kolay ve uygulanabilir bir sekilde haploid
embriyolar ve bitkicikler elde etmektir.

Shed-Mikrospor kiiltiirii tekniginin baslica farki ¢igek tomurcuklarindan izole
edilen anterlerin filamentlerinden tamamen ayrilarak, ezme veya ayristirma islemi ile
iclerindeki mikrosporlar izole edilmeksizin, anterlerin zedelenmeden biitiiniiyle cift
katmanli besin ortaminda kiiltiire alinmasidir. Anterler igerisindeki mikrosporlar ¢ift
katmanli besin ortaminin sivi katmanina serbest¢e ylizer bicimde kiiltiire alinirlar.
Boylelikle anterler icerisinde gelisen mikrosporlarin hem besin ortamindan kolaylikla
faydalanmasi hem de anter igerisinde korunakli bir sekilde yeterince olgunlastiktan sonra
stvi ortama kendiliginden salinarak serberstge gelisimlerine devam etmeleri saglanir.

Shed-Mikrospor kiiltiirii tekniginde anter kiiltiiriinde goriildiigi gibi kiiltiire alinan
anterlerin iizerlerinde embriyoidler ve kallus dokular1 olusumu siklikla gériilmez. Olusan
embriyolarin neredeyse tamami sivi ortamin igerisinde olusumunu ve gelisimini
tamamlayan haploid mikrosporlardan olugsmus embriyolardir. Sivi ortamda serbest halde
bulunan embriyolar {izerinde ¢alismak ve gozlem yapmak diger tekniklere nazaran daha
kolaydir.
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Shed-mikrospor kiiltiirii tekniginin anter ve klasik mikrospor kiiltiiriine gore sahip
oldugu avantajlar Supeda vd. yaptiklar1 arastirmalardan elde ettikleri sonuglara gore
belirttikleri lizere sunlardir:

e Kullanilan ¢ift katmanli besin ortami sayesinde kiiltiiriin ilerleyen asamalarinda
besi ortamina farkli maddeler ekleme veya sivi katmani yenileme olanagi oldukga
kolaydir. Bu durum 6zellikle bitki diiyiime diizenleyicilerin istendigi zaman kiiltiirlere
ilave edilmesinde ve siv1 ortam igerisinde daha etkin bir sekilde kullanilmasina olanak
saglar.

e Bir petri igerisinde ¢ok fazla embriyo olusmasi durumunda sivi besin ortami
yenilenerek embriyolarin bir arada ve yerleri degismeden gelisimleri devam ettirilebilir.
Bu durum o6zellikle kati katmana kok atarak kendini sabitleyen embriyolarin tiiplere
dikilecek boyutlara daha rahat ulastirilmasinda avantaj saglar.

e Sivi katman sayesinde besin ortamina antibiyotikler daha kolay ve etkili olacak
sekilde eklenebilir. Bu durum 6zellikle dondr bitkiden kaynakli enfeksiyonlara kars1 etkin
bir koruma saglar.

e Uygun gelisim asamasinda mikrosporlari igeren anterler biitiin olarak izole
edildiklerinden kiiltiiriin baslangi¢ asamalarinda mikrosporlara barinak vazifesi goriir ve
mikrosporlar daha rahat geliserek daha yiiksek oranda embriyo olustururlar.

e Shed-mikrospor kiiltiirii teknigi ile elde edilen bitkicikler {izerinde kolsisin
uygulamalari ¢ok daha basarili olmug ve haploid bitki yiizdesi daha yiiksek olmustur.

e Shed-mikrospor kiiltiirii teknigi ile elde edilen bitkiciklerin flow sitometri ve
kloroplast sayimi1 yontemleriyle ploidi seviyelerinin belirlenmesi daha kolaydir.

e Besi ortaminin kat1 katmanina eklenen %1 oraninda aktif komiir olusan embriyo
saymisint oldukg¢a arttirmistir. Gelisen embriyolar ileriki seviyelerde kati katman ve
icerdigi aktif komiirden daha kolay yararlanmistir.

Shed-Mikrospor kiiltiirii tekniginde dikkat edilmesi gereken en 6nemli ve baslica
husus, kiiltiire alinacak anterlerin ihtiva ettikleri mikrosporlarin hangi gelisim asamasinda
olduklaridir. Bu asamalar sirasi ile tetrad, gen¢ mikrospor, mid mikrospor, vakuol, geng
biseliilar polen, mid polen ve polendir. Kiiltiire alinacak mikrosporlar 1. polen
mitozundan onceki evrede olmalidir. Buna en uygun asamalar ise mid mikrospor ve
vakuol asamalaridir. Bu asamalardan sonra mikrosporlar igerisinde nisasta depolanmaya
baglanir ve bu mikrosporlarin gelisimini sporofitik yone kaydirip, bunlardan haploid
embriyolar elde etmek neredeyse olanaksizdir. Bu yiizden oncelikle kiiltiire alinacak olan
anterlerin boylar1 ve antosiyanin seviyeleri ile ihtiva ettikleri mikrosporlarin gelisim
asamalar1 arasindaki iliskinin 1yi bilinmesi gerekmektedir.

Yapilan bu ¢alismada iilkemizde 6nde gelen ve piyasada her zaman yeri bulunan
iic farkl1 biber genotipine ait birer F1 hibrit ¢esit materyal olarak secilmistir. Oncelikle
her genotip i¢in farkli boylara gore tomurcuklar siniflandirilmistir. Sonrasinda bu
tomurcuklardaki anterlerin boylar1 ve antosiyanin (Renklenme ya da pigmentasyon)
seviyeleri incelenip kayit altina alinmis, ihtiva ettikleri mikrosporlarin gelisim agamalari
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mikroskop altinda incelenmistir. Boylelikle anterlerin fiziksel Ozellikleri ile ihtiva
ettikleri mikrosporlarin gelisim asamalari iligkilendirilmistir. Calismada tilkemizde daha
once sofralik biber iizerinde denenmemis bu yeni teknige ii¢ ticari genotipin verecekleri
tepki ve Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigi ile embriyo liretim potansiyelleri hakkinda bilgi
ve veriler elde etmek amag¢lanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Shed-mikrospor kiiltiirii tekniginin uygulanisi klasik anter ve mikrospor kiiltiirleri
ile baglantilidir ve bu uygulamalara alternatif olarak gelistirilmis ¢ok yeni bir tekniktir.
Bu yiizden oncelikle klasik anter ve mikrospor kiiltiirii ile ilgili kaynak ve bilgilerin
taranmas1 gerekmektedir.

2.1. Anter Kiiltiirii Teknigi ile Tlgili Kaynak Taramalar1

Bitki 1slahi, mevcut bir bitkisel materyalden baslanarak, iireme yetenegi olan ve
dayaniklilik, verim, yetistirme kolayligi, raf dmrii gibi 6zellikleri daha {istiin olan yeni
bitki gruplar1 elde etmek amaciyla yapilan islemlerin tiimiinii icerir. Geleneksel 1slah
yontemlerinde Karsilasilan bazi sorun ve zorluklar ise “’doku kiiltiirii’” veya *’in vitro®’
olarak adlandirilan teknikler ile ¢oziimlenebilmektedir. Klasik bitki 1slahina gére daha
kisa siirede sonug elde edilen bu teknikler giinlimiizde hala gelistirilmekte ve onem
kazanmaktadir. Bitki doku kiiltiirti ile ilgili ilk ¢alismalar 19. yilizyilin sonlarinda baglamis
ve 20. yiizyilin yarisinda tarimda uygulanabilir hale gelmistir.

Bitkilerde doku kiiltiirii calismalarinin temeli, ilk olarak Schwan ve Schleiden’in
1838 yilinda totipotens teorisini 6ne siirmeleri ile atilmistir (Pierik 1987).

Ellialtioglu vd. 2001 yilinda bildirdigine gore, anterlerin in vitro ¢alismalarda
eksplant olarak kullanimi 1953 yilima dayanmakta olup, 1964 yilinda Guha ve
Maheshwari tarafindan Datura innoxia bitkisinin kiiltiire alinan anterlerinden haploid
embriyo olusumu saglanirken, 1967 yilinda ise Bourgin ve Nitsch tarafindan Nicotiana
tabacum tiiriinde anter kiiltiirii yoluyla tam bir haploid bitki elde edilebilmistir.

Biber bitkisinde ilk anter kiiltiirii caligmalari ise 1973 yilinda Wang vd., George
ve Narayanaswamy, Kuo vd. tarafindan es zamanli olarak baslatilmis olup, 1979 yilinda
Sibi vd. tarafindan uygulanan ¢ift asamali anter kiiltiir sistemi 1981 yilinda Dumas de
Vaulx vd. tarafindan gelistirilmistir.Sonrasinda bu sistem yapilan birgok ¢alisma (Dolcet-
Sanjuan vd. 1997, Kim vd. 2004, Barany vd. 2005) ile modifiye edilmistir.

Anter kiltlirii esas olarak, icerisinde olgunlasmamis polenleri (Mikrosporlar)
bulunduran anterlerin, tomurcuklarindan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar elde
edilmesi olayidir. Anter kiiltlirii yapilarak normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya
dontisecek olan polen tanesinin gametik gelisme yonl, heniiz tek c¢ekirdekli
donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve boylece mikrospor
androgenesisi veya sadece androgenesis olarak adlandirilan olusum gergeklesmektedir
(Ellialtioglu vd. 2001).

Anter kiiltiirlinden elde edilen basari, yani elde edilen haploid embriyo sayisi
birgok faktoriin ektisi altinda bulunmaktadir. Bu faktorlerin bir boliimii, anterlerin
alindig1 donor bitkiden kaynaklanmakta olup diger bir boliimii de anter kiiltiirii tekniginin
uygulanmasi sirasindaki kosullarla iligkilidir (Ellialtioglu vd. 2001). Dondr bitkiden
kaynaklanan faktorler, genotipin doku kiiltiire yatkinligi, dondr bitkinin gelisim durumu
ve yetisme kosullar iken; anter kiiltiirti tekniginden kaynaklanan faktorler ise anterlerin



KAYNAK TARAMASI F.B. ERIM

gelisim durumu, anterlere yapilan 6n uygulamalar, inkiibasyon kosullari, besin ortaminin
icerigi ve yapisi olarak baglica 6zetlenebilir.

Doku kiiltiirii caligmalarinda klasik anter ve mikrospor kiiltiirlerinin 6nemine
vurgu yaparak, erkek gametten haploid bitki elde etmeyi amaglayan Ozkum vd. (2001)
birgok bitki tiirlinde anter kiiltiirii teknigi ile haploid bitki olusum oranimin diisiik
olmasindan dolayr bu teknigin bitki 1slahinda simirli olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Calismalarinda anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorlerin, donor
bitkinin genotipi ve gelisimi, anterlerin gelisme donemi, anterlere yapilan 6n
uygulamalar, besi ortami ve kiiltiir kosullar1 oldugunun belirtmislerdir.

Koleva vd. (2012) biber bitkisinin in vitro anter kiiltiirinde androgenesis
etkinliginin arttirilmasin1 amaglamiglar ve buna bagli olarak embriyogenesis saglanmasi,
olusan embriyolarin bitkiciklere donlismesi, bitkiciklerin steril kosullaridan sera
kosullara basarili adaptasyonu, bitkiciklerin dis ortama alistirilmasi ve plastik tiinel
kosullar1 altinda elde edilen androgenetik biber hatlarinin 1slah siirecinde kullanilmasini
hedeflemislerdir. Bu aragtirmacilarin kullandiklar1 19 farkli biber genotipinden, 12 tanesi
anter kiiltiiriinde embriyo olusumu i¢in potansiyele sahip olup, olusan bitkiciklerin dig
cevreye alistirilmast ve adaptasyon sagladiktan sonra tohum materyalini 4 biber
genotipinden toplamislardir. Sonug olarak anter kiiltiirii uygulamasinda androgenesis
etkinliginin genotipe ve dondr bitkilerin yetisme kosullarina bagli oldugunu
gbzlemlemislerdir.

Parra-Vega vd. (2013) mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis siiresince
belirli bir gelisim asamasinda olan polen ya da mikrospor tanesinin belirlenmesinin, farkli
temel ve uygulanabilir amacglar dogrultusunda onemli oldugunu belirtmislerdir.
Androgenetik double haploid teknigi ve diger teknikleride belirli gelisim asamalarindaki
mikrospor ya da polenleri ihtiva eden ¢igek tomurcuklarini belirlemek igin kesin, hizli ve
giivenilir  kriterlerin esas alindigi goriisiindelerdir. Antosiyanin {ireten biber
genotiplerinde, cicek gelisim oOzellikleri potansiyel olarak yararli olan bu gibi bir
belirleme igin kriter olarak bircok morfolojik faktoriin belirlenmesine olanak tanir.
Arastirmacilar, bu ¢alismalarinda mikrosporogenesis ve mikrogametogenesisin bireysel
asamalariin her biri ile ilgili tomurcuk ve anter gelisiminin goriilebilir ve Slgiilebilir
ozelliklerini iliskilendirebilmek i¢in miimkiin oldugunca en basit ve en kesin kriterleri
belirlemeyi hedeflemislerdir. Calismalarinda 3 farkli F1 Ispanyol biber hibriti
kullanmislardir. Mikrospor ve polen gelisim asamalarinin belirleyicileri olarak anter
uzunlugunun, tomurcuk uzunlugunun, anterlerdeki mor pigmentasyonun ve kaliks
uzunlugu ile tomurcuk uzunlugu arasindaki oranin kullanilmasimin ne kadar kesin
sonuglar verdigini ve pratik olarak kullanilabilirligini tartismiglar ve analiz etmislerdir.
Arastirmalarindan elde ettiklerini sonuglara gore kaliks/tomurcuk uzunlugu orani ve
anterlerdeki mor pigmentasyonun kombine edilerek kullanilmasinin, antosiyanin iireten
biber genotiplerinde 6zel markorleri belirlemek amaci ile potansiyel olarak uygulanabilir,
kolay, hizli, pratik ve kesin bir kriter oldugunu 6nermektedirler.

Irikova ve Rodeva (2004) yaptiklari ¢alismalarinda, Bulgar biberlerine ait 4 hat, 5
varyete ve 2 F1 hibriti farkli besin ortamlarinda kiiltiire alarak, in vitro kosullarda anter
kiiltiirtine tepkilerini arastirmiglardir. Calismalarinda in vitro kosullarda biber bitkilerinin
anter kiiltiirline tepkisinin dondr bitkinin genotipi, besin ortaminin kompozisyonu, besin

10



KAYNAK TARAMASI F.B. ERIM

ortammma eklenen maddeler ve bitki biiyiime diizenleyicilere bagli oldugunu
belirtmislerdir. Sonug¢ olarak ise kiiltiirlerde, sitokininlere oranla daha diisiik oksin
konsantrasyonuna sahip olan C ve MS ortamlarin1 direkt embriyogenesis i¢in uygun
bulmuslardir.

Caglar vd. (2004), Kahramanmaras kirmizi biberlerinde androgenesis yoluyla in
vitro haploid embriyo olusturmada farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlarinin etkisini
aragtirdiklar1 ve aktif komiir ile AgNOs igeren besi ortamlari ile farkli 6n sicaklik
uygulamalari igeren ¢alismalarinda, kaliks ve korollanin ayni seviyede ya da korollanin
kaliksten 1-2 mm uzun oldugu sathadaki tomurcuklart kullanmiglardir. Kiiltiir
uygulamalarinda 100 mg/l myo-inositol, 30 g/l sakkaroz ve 8 g/l agar ilave edilmis MS
ortami1 kullanmislardir. Bu ortama oksin olarak NAA (2.0, 4.0 ve 6.0 mg/1) ve 2,4-D (1.0,
2.0,3.0 ve 4.0 mg/l), sitokinin olarak BAP (0.1, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve Kinetin (0.1, 1.0
ve 5.0 mg/l) ilave ederek farkli miktardaki kombinasyonlar ile uygulamalarini
gergeklestirmiglerdir. Ayrica ortamlaria %0.25 aktif komiir ve 10 mg/l AgNOs ekleyerek
etkilerini denemislerdir. Kiiltiire aldiklar1 anterlere 1) 6n uygulamasiz, 2) 4°C sicaklik ve
karanlikta, 3) 29°C sicaklik ve karanlikta, 4) 35°C sicaklik ve karanlikta olmak {izere 4
farkli 6n uygulama da yapmislardir. Bazi anterlerde sadece kallus olusumu gordiiklerini
belirten arastirmacilar, MS + 0.1 gm/l BAP +4 mg/l NAA + %0.25 aktif komiir + 10 mg/1
AgNOs3 bilesimdi besi ortamina dikilen anterlerin hi¢ kallus olusturmadan %2.8 oraninda
haploid embriyo gelisimi sagladiklarini bildirmislerdir.

Parra-Vega vd. (2013) baska bir ¢aligmalarinda, 1slaha uygun saf hatlar elde etmek
icin en giivenilir aracin double haploidlerin oldugunu ve simdiye kadar biberde double
haploid elde etmek i¢in en kolay ve en kullanigh yontemin ise anter kiiltiirii oldugunu
belirtmektedirler. Arastirmacilar bu ¢aligmalarinda, Dumas de Vaulx vd. (1981) ve
Supena vd. (2006) olmak {izere 2 protokol kullanarak 4 biber ¢esidindeki embriyo ve
kallus olusumlarimi degerlendirmislerdir. Bu protokollere gore tiim genotipler test edilmis
ve Dumas de Vaulx (1981) protokoliinden hem embriyo hem kallus olusumu gézlenirken,
Supena vd. (2006) protokoliinden yalnizca embriyo olusumu meydana gelmistir.
Genotipler arasinda da embriyo iiretimi bakimindan farkliliklar gozlemlemislerdir. Biber
anterlerini kiiltiire almadan 35°C’de 4, 8, 12 ve 16 giin olmak fizere sicaklik sokluna
maruz birakmislardir. Buna bagli olarak embriyo ve kallus tiretiminde uygulanan sicaklik
sokunun siiresinin 6nemli etkileri oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar 35°C’ye maruz
kalma siiresinin uzatildiginda kallus olusumunun arttigin1 gézlemlemislerdir. Embriyo ve
kalluslarin orijinlerini 151k mikroskobu, flow sitometri ve molekiiler markirlar yardimi ile
analiz etmisler ve bu analizlerin sonucunda test edilen tiim embriyolarin gametofitik
orijinli oldugunu, test edilen tiim kalluslarin ise sporofitik orijinli oldugunu gérmiislerdir.
Buna ek olarak arastirmacilar, elde ettikleri sonuglardan sadece mikrospor tiirevli
embriyolarin olusumunda degil ayn1 zamanda anter duvarindan kallus olusumunda da
kiiltiir kosullarinin ¢ok 6nemli etkilerinin oldugunu gézlemlemislerdir.

Kristiansen ve Andersen (1993) biber anter kiiltiiriinde yaptiklari ¢aligmalarinda
donor bitkinin yasi, sicaklik degerleri ve fotoperiyot kosullarinin emriyo olusumundaki
etkilerini arastirmiglardir. Denemelerinde {i¢ farkli fotoperiyot (11, 15 ve 19 saat), ii¢
farkli sicaklik (22°C, 26°C ve 30°C) uygulamis ve ti¢ farkli hibrit ¢esit kullanmiglardir.
Anterleri ise dondr bitkinin yasinin etkisini test etmek icin 5 ile 9 haftalik periyotlardaki
farkli bitkilerden toplamiglardir. Embriyolar 26.4°C olarak hesaplanan optimum
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sicaklikta elde edilmistir. Calismalarinda embriyo olusumu fotoperiyot farkliliklarindan
etkilenmemistir. Buna ek olarak dondr bitkilerin farkli sicakliklarda yetistirilmesinin
sonucunda sicakligin artmasi ile embriyo olusumunun da arttigin1 gézlemlemislerdir.
Bitkiler i¢in en uygun gelisme sicakligi olan 26°C’de yetistirilen bitkilerden maksimum
(%2 oraninda) embriyo elde edilirken, diisiik sicaklikta (16°C) yetistirilen bitkilerden ¢ok
daha az (%0.2 oraninda) embriyo elde edildigini belirtmislerdir. Dénor bitkinin yasinin
etkisini test etmek i¢in ise arastirmacilar anterleri haftalik olarak kiiltiire almislardir.
Calismada yapilan her tic denemede de donor bitkinin yasi arttikca anter kiiltiirtine verdigi
tepkinin de 6nemli oranda diistiigii gozlemlenmistir. Geng bitkilerden alinan anterlerden
%2 oraninda embriyo elde edilirken, 12-14 haftalik bitkilerden alinan anterlerden hig
embriyo olusumadigini gozlemlemislerdir.

Kim vd. (2004) biber anter kiiltiiriinde farkli asamalardaki anterlerin ihtiva ettigi
mikrosporlarin gelisim agamalarini aragtirmis ve embriyo gelisimi i¢in en uygun asamayi
belirlemislerdir. Arastirmacilar, biber anterlerini 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l Kinetin
ekledikleri MS ortaminda kiiltiire almislar, sonrasinda 3 giin boyunca 31°C sicakliga tabi
tutup 25°C’de karanlik ortama almiglardir. Kiiltire alindiktan 6 hafta sonra
mikrospolardan olugan embriyolarin ve olusan kalluslar1 saymislardir. Aragtirmacilar, 1)
1/4’i mor renk olan anterler, 2) 2/4’ii mor renk olan anterler, 3) 3/4'i mor renk olan
anterler, 4) tamamen mor renkli olan anterler olmak iizere pigmentasyon seviyelerine
gore dort gruba ayirmislardir. Her bir asamadan aldiklar1 10 anteri, kiiltiiriin 0, 2, 4, 7, 9
ve 14. gilinlerinde fikse ettikten sonra DAPI boyama yontemi ile boyamislar ve
mikrosporlarin  gelisimlerini sitolojik olarak gdzlemlemislerdir. Buna dayanarak
kiiltiirlerin ikinci giinlinden itibaren 6lii polen ¢ok 6nemli bir artis gdzlemlemislerdir.
Arastirmacilar bu calismalarinda embriyo olusturan anterleri yilizdeleri bakimindan
incelemisler ve buna gore 1., 2., 3. Ve 4. asamalardaki gozlemler sirasiyla; %1.5, %11.5,
%18.6 ve %6 olurken, 100 anter i¢in embriyo olusumu orani bakimindan %3.0, %34.3,
%357.8, ve %12.6 olmustur. Arastirmacilar sonug olarak en basarili tepkileri 3/4’ii mor
renk olan erken-gift ¢ekirdekli asamadaki polenleri igeren anterlerin verdiklerini
bildirmislerdir.

Terzioglu vd. (2000) Kahramanmarag biber popiilasyonunda anter kiiltiiriinde
farkli inkiibasyon kosillar1 ve besi ortamlarinin embriyo olusuma etkisini aratirmislardir.
Ortalama 5-7 mm uzunlugundaki, petallerin sepallerin i¢inden heniiz ¢ikmadigi ancak
hafifce goriildiigii ve tek cekirdekli mikrosporlari igeren tomurcuklarin anter kiiltiirii i¢in
uygun olduklarini asetokarminle boyama yontemiyle belirlemislerdir. Caligmalarinda iki
farkl inkiibasyon kosulu denemislerdir. Ilk inkiibasyon kosulunda anterler 35°C’de 16
saat aydinlik, 8 saat karanlikta 8 giin tutulduktan sonra 25°C’ye almmuslardir. Ikinci
inkiibasyok kosulunda ise anterler siirekli 2000 lux siddetinde aydinlikta 29°C’de 3 ay
tutulmuglardir. En yiiksek embriyo olusumunu (%4.8 oraninda) 4 mg/l NAA ve 1 mg/l
BA eklenen ve %0.25 aktif komiir iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan, 29°C’de
stirekli aydiklikta tutulan anterlerden elde etmislerdir. Ayni besin kombinasyonu, sicaklik
ve 1siklanma kosullarinda aktif komiir olmaksizin kiiltiire alinan anterlerde ise %3.3
oraninda embriyo olugmu gozlemleyerek, aktif komiiriin embriyo olusumu olumlu yonde
etkiledigini belirtmislerdir. Buna ek olarak, 4 mg/l NAA ve 1 mg/l BA hormon
kombinasyonunun, 1mg/l NAA ve 4 mg/l BA kombinasyonundan daha basarili oldugunu
ve 29°C’de 2000 lux siddetinde 1siklanma kosullarinin, 35°C ve sonrasinda 25°C ile 16
saat aydinlik fotoperiyot kosullarindan daha iistiin oldugunu saptamislardir.
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Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2002) 11-B-14 ve Demre Sivrisi biber ¢esitlerine ait
cicek tomurcuklarinda yaptiklari soguk soku ve besi ortamina ¢ift fazli sistemde katilan
aktif kOmiiriin anter kiiltriinde, anterlerdeki icsel absisik asit miktarina etkilerini
arastirmiglardir. Arastirmalarinda soguk soku ve aktif komiirin anterlerdeki ABA
miktarini azaltirken, embriyo olusumuna olumlu bir etki yapmadigini bildirmislerdir.

Ercan ve Sensoy (2011) yaptiklar1 ¢alismada genotip, donor bitki, tomurcuklara
ya da anterlere 0n uygulama yapilmasi, mikrospor gelisim asamasi ve inkiibasyon
kosullar gibi faktorlerin androgenetik tepkiyi etkiledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar
anter kiiltiiriine verilen genotipik cevabi agiga c¢ikarmak ig¢in 11 farkli biber tipi
kullanmislardir. Korolla ve kaliks esit uzunluktayken veya korollanin kaliksten hafifce
uzun oldugu ¢igek tomurcuklarini toplamiglardir. Tomurcuklar1 24 saat boyunca 4 °C
sogukta bekleten arastirmacilar, 8 g/l agar ve 30 g/l siikroz eklenmis MS ortamini
kullanmuslar, inkiibasyon kosulu olarak ise 35 °C’de 8 giinliik tam karanlik ardindan
25°C’de 3000 lux siddetinde 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullarini kullanmiglardir. Elde
ettikleri sonuglara gore biber genotiplerinin farkli androgenetik tepkileri oldugunu
gormiislerdir. Arastirmacilar test ettikleri cesitlerden ikisinde hi¢ bir sekilde embriyo
olugmadigini, diger cesitlerde ise genotipe bagli olarak farkli oranlarda embriyo
olustugunu hatta bunlarin direkt embriyogenesis ile olustugunu gozlemlemislerdir. Elde
ettikleri embriyolarin olusum oranlar1 %0.33 ile %7.69 arasinda degisirken, biitiin
genotiplerdeki kallus olusum frekans1 %17.31 ile %44.15 arasinda olmustur. Olusan bu
kalluslardan hi¢ bir embriyo olusmadigi, kok olusumu veya anormal gelisimlerin
meydana geldigi ve bunlar gittikce kahverengiye dondiikleri goriilmiistiir. Bu ¢alismada
11 genotipten 2398 anter ¢ikarilmis ve toplamda 44 adet embriyo ile 12 adet bitkicik elde
edilmistir. Kullandiklar1 2 genotipten (Carliston - Yalova ve dolmalik - Kandil) hi¢
embriyo olusumu olmazken, iki genotipten (Sivri - Sera Demre 8 ve blok — Odessa)
digerlerine nazaran daha 1yi androgenetik cevap gozlemlemislerdir.

Irikova vd. (2011) yaptiklari calismada 8 hat, 7 varyete ve 4 hibrit olmak {izere 19
Bulgar biber genotipinin in vitro anter kiiltiirine olan tepkisini sirayla 12 ve 40 giin
araliklarla 2 kez olmak lizere, 2 baslangi¢ ortami1 (C ve Cm) ve 2 rejenerasyon ortami (R
ve Rm) kullanarak denemislerdir. In vitro’da inokiilasyondan 35-40 giin sonra kiiltiire
alinan anterlerde 6 hat, 6 varyete ve 3 hibrit direkt embriyo tiretmistir. 4 hat, 6 varyete ve
1 hibritten rejenere olan bitkiler gézlemlemislerdir. Testlerde embriyo olusumu i¢in 12
giin C ortaminda kiiltiire alma etkili degilken, 40 giin siire ile anterlerin kiiltiir ortaminda
kalmasi1 genotiplerin direk embriyogenesis yeteneklerini agiga ¢ikarmistir. R ortamina
transfer ettikleri embriyolarin bitki rejenerasyon oraninin %50-100 arasinda oldugunu
gormiiglerdir. En yiiksek embriyonik anter frekanst Cm ortaminda 12 giin siiren
kiltirlerde goriilmiistir ancak Rm ortamina transfer edilen embriyolar bitkicik
olusturmamistir. Arastirmacilar sonug¢ olarak genotiplerin besin ortaminda ve kiiltiir
stiresince 0zel gereksinimlere sahip oldugunu belirtmislerdir.

Matsubara vd. (1998) yaptiklari ¢alismada Temmuz ayindan Kasim ayina kadar
alinan anterlerden 6 biber ¢esidinin mikrosporlarindan embriyoid ve kallus rejenere
etmislerdir. Tek ¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar1 ihtiva eden anterleri 0.004 mg/1 2,4-
D, 0.1 mg/I Kinetin, 30 gr/l Siikroz ve 2 g/l Gelrite ilave ettikleri MS ortamina dikmisler
ve 35 °C’de 24 saat tuttuktan sonra 25 °C’de 16 saat giin 15181 altinda 40 giin inkiibe
etmiglerdir. Ac¢ilmig durumdaki anterlerdeki mikrosporlardan embriyoidler rejenere
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olmustur, bunlar 40 giin sonrasinda kalp ve torpedo sekilli embriyolara doniismiistiir.
Kalluslarin ise mikrosporlardan, filamentlerden ve de anter duvarlarindan gelistiklerini;
embriyolara gore biliylimelerinin daha yavas, canliliklarinin daha az ve renklerinin ise
beyazimsi oldugunu gozlemlemislerdir. Embriyo ve kallus olusumu ¢esitlere ve zaman
periyoduna gore degisiklik gostermistir. Eyliil ile Ekim aylar1 arasinda embriyoid
olusumu daha ¢ok olmustur, bu aylardaki 15-25°C sicakliklar daha yiiksek embriyo
olusumu i¢in etkili olmustur. Biitliin ¢esitlerden emriyoid ve kallus elde edilmesine
ragmen, embriyoid ve kallus olusum oranlar gesitlere gore farkliliklar géstermistir. MS
ortamina alinan embriyoidler bitkiciklere doniismiis ve iklime alistirilmislardir.

Nowaczyk ve Kisiala (2006), 2 biber 1slah hattinin (ATZ1 ve PO) ve bu iki hattan
elde edilen bir F1 hibritin (ATZ1 x PO) in vitro’da anter kiiltiirii ile androgenesis
baslatiminin etkinliginin kurulmasini hedeflemislerdir. Arastirmacilar bu ¢alismalarini
cesitli modifikasyonlar ekleyerek Dumas de Valux vd. (1981) tarafindan gelistirilmis
metoda gore yiriitmiislerdir. Deneylerinde, androgenesisin etkinliginin ATZ1 hatti igin
%4 ten, F1 hibriti (ATZ1 x PO) igin %1.5’e kadar degistigini ve anter kiiltlirliniin devam
ettirilmesi icin gerekli kosullar ile birlikte ¢icek tomurcugunun gelisim asamasina da
fazlastyla dayandigini ortaya c¢ikarmislardir. Calismalarinda, androgenik embriyolarin
gelisiminin sepallerin petallere esit ya da petallerin sepallerden ¢ok az uzun olan
tomurcuklardan alinan anterlerden olustugunu ve CP ortaminda anter baslatim
periyodunun uzunlugu ile R1 jenerasyon ortaminda kinetinin seviyesi arasinda ¢ok agik
bir iliski oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Luitel ve Kang (2013) calismalarinda haploid bitki iiretiminde androgenesisin
etkinligini belirlemek i¢in CP ve MS ortamlarini kullanarak Vine Sweet (Tatli mini biber
hibriti) ¢esidinin kirmizi, sari ve turuncu tiplerinin in vitro androgenik tepkisini
arastirmiglardir. Calismalarindaki sonuglara gore her iki besin ortaminda da her ii¢ tipin
anter kiiltiiriinde embriyo ve kallus olusturma oranlar1 degisiklik gostermistir. Iki besin
ortamindaki anterler her tip icin rejenerasyon olmaksizin kallus olusturarak tepki
vermigtir. Sari tipe ait anterler CP ve MS ortaminda sirasi ile %62.5 ve %46.7 normal
embriyo olusturmustur. Her iki besin ortaminda da sar1 tip yaklasik 4 kat daha fazla
normal goriinlimlii embriyo olusturmustur ve turuncu tip anter kiiltiirii teknigine diisiik
oranda androgenik tepki gostermistir. Rejenerasyon i¢in bitki biiyline diizenleyicisi
icermeyen MS ortamina aktarilan toplam 51 embriyodan 45 adet bitkicik rejenere
olmustur. Flow sitometri analizi kirmizi, sar1 ve turuncu tipler i¢in sira ile %44.5, %42.4
ve%?33.3 oraninda bitkinin haploid ve %55.5, %57.6 ve %66.7 oraninda bitkinin ise
spontane diploid oldugunu ortaya koymustur. Haploid bitkilerde kromozom sayis1 12,
diploid olanlarda ise 24’tlir. Buna ek olarak yaprak stomasnin bekg¢i hiicrelerindeki
stomata karakterleri ve kloroplast sayilari, rejenere olan bitkilerin ploidi seviyelerini
analiz etmek icin basit ve giivenli bir yontem olarak bulunmustur. Arastirmacilar
yaptiklar1 bu calismalarinda kendine déllenmeyi takiben spontane diploidlerin double
haploid olduklar1 dogrulanmiglardir. Ayrica anter kiltiiriinden elde edilen haploid ve
double haploid bitkilerin heterosis 1slahi igin degerli 1slah materyalleri olabileceklerini
vurgulamiglardir.

Rodeva vd. (2004) ¢alismalarinda 16 Bulgar biber genotipinin anterlerinin in

vitro’da kiiltiire alinmasinin reaksiyonlarindaki genotipe dayali farkliliklar1 arasgtirmayi
ve karsilastirmay1 hedeflemislerdir. Calismalarinda materyal olarak farkli genotiplerden
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6 hat, 6 ¢esit ve 4 hibrit kullanmislardir. Anterler hem direkt embriyogenesis hem de
kallus olusumu gostermistir. Sadece 2 genotip (1 hat, 1 gesit) indirekt organogenesis
gostermistir. Sonuclar hatlarin, c¢esitlerin ve hibritlerin anterlerinin ¢ok yakin tepkiler
verdiklerini gdstermistir ancak en yiiksek oranda gesitlerden tepki alinmigtir. Kallus
olusumu agisindan da materyalleri degerlendirdiklerinde aymi sekilde birbirine yakin
degerler gozlemlemislerdir. Indirekt organogenesis bakimindan ise hat ve gesit arasinda
anter kiiltiiriine tepki bakimindan esitlik s6z konusu oldugunu belirtmislerdir.

Taskin vd. (2011) 5 biber genotipi ve 4 farkli besin ortami kullarak embriyo
iretiminin frekansin1 optimize etmek i¢in anterleri farkli periyotlarda kiiltiire aldiklar1 bir
calisma yapmislaridir. Olusan embriyolar1 ise mevcut bulunduklar1t ortamda
gelisemeyecekleri i¢in 0.5 mg/l ABA igeren ortamda 10 giin bekletmislerdir. Caligmlarin
sonucunda ise embriyo gelisiminin genotipe, anterlerin kiiltiire alinma periyoduna ve
besin ortamima gore degistigini belirtmislerdir. En ¢ok embriyo olusumu diisiik
sicakliklara tolerant olan genotipten elde etmislerdir. Periyot olarak ise Nisan ayindan
Mayis ayna kadar alinan anterlerden en yiiksek verim elde edilmistir. En ¢cok embriyoyu
birinci olarak 4 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 15 mg/l AgNOs, 30 g/l siikroz ve %0.25 aktif
komiir ilave ettikleri MS ortamindan; ikinci olarak 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, 0.5 mg/I
ABA, 15 g/l AgNOs ve %0.25 aktif komiir ilave ettikleri MS ortamindan elde etmislerdir.
Arastirmacilar olgun embriyolar iizerinde absisik asitin higbir pozitif etkisinin olmadigini
da belirtmislerdir.

Koleva, Gudeva vd. (2007) calismalarinda elde edilen androgenik bitkilerin
sikliginin biiyiik bir oranda genotipe dayali oldugunu ve buna bagli olarak haploid bitki
oraninin diisiik olmasmin biber 1slahinda anter kiiltiiriiniin kullanimint smirladigt
goriisiinii belirtmislerdir. Calismalarinda 19 biber genotipinin in vitro anter kiiltiiriinde
androgenesis baslatiminin etkinligini arastirmiglardir. Bu calismalarinda haploid ve
diploid bitki rejenerantlarinin ¢alismasi i¢in etkili bir in vitro tekniginin kurulmasini,
biber anter kiiltiiriinde embriyogenesisin baglatilmasini, embriyolarin rejenerantlara
gelisimini, bu rejenerantlarin saglikli bir sekilde steril kosullardan sera kosullarinda
adaptasyonunu ve alistirilmasini hedeflemislerdir. Anterleri Dumas de Vaulx vd. (1981)
tarafindan gelistirilmis metoda gore kiiltiire almis, 35°C sicaklikta ve 8 giin karanlikta 6n
uygulamaya tabi tutmuslardir. Denemeler, androgenesis siirecinin etkinliginde anter
kiiltiiriiniin stirdiiriilmesinin genotipe ve kiiltiir kosullarina dayandigini gostermistir. Test
edilen 19 genotipten 12 tanesi embriyo olusturma yetenegi gostermistir. Bunlarin 2 tanesi
Iyi, 4 tanesi ortalama ve 6 tanesi zayif androgenik potansiyele sahipken kalan 7 genotip
ise androgenik potansiyele sahip degildir. Direkt embriyogenesis bitkiciklere doniisen
embriyolarin olusumu ile sonug¢lanmistir. Rejenerantlarin basarili bir sekilde dis ortama
alistirilmasindan sonra ilk olarak dig ve sonra sera kosullarinda 4 genotipten tohum
toplanmistir. Arastirmalar sonug olarak elde edilen bu tohumlarin sonraki 1slah siiregleri,
sitogenetik ve diger molekiiler diizeyde arastirmalar icin miilkemmel imkanlar
saglayacagini belirtmisglerdir.

Nowaczyk vd. (2009) biber F2 hibrit generasyonunun (ATZ1 x PO ve ATZ1 X
CDT) ve iki adet tiirler arasi hibritin (C. frutescens x C. annuum ATM1 ve C. frutescens
X C. chinense) anter kiiltiirii tekniginde androgenesis kosullarinda ayr1 ayri bitki
reaksiyonunu degerlendirmistir. Bu ¢alismalarini Dumas de Vaulx vd. (1981) tarafindan
modifiye edilen metodu takiben siirdiirmiislerdir. Arastirmacilara gore, hem biber hibrit
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formlarinin hem de test edilen biitiin genotiplerin ayr1 ayri bireyleri arasindaki
androgenesis etkinliginde oldukc¢a ac¢ik farkliliklar vardir. Androgenetik embriyo
gelisiminin en yiiksek etkinligini C. annuum (ATZ1 x PO) F2’nin kiiltiire alinan tipinde
gbzlemlemislerdir. Tkinci C. annuum hibriti olan (ATZ1 x CDT) F2’nin kiiltiirlerinde
neredeyse 3 kat daha az embriyo ve bitki iiretilirken, bu hibritin bitkilerinin anterleri
%35’den daha yiiksek oranda embriyo tliretmistir. Tiirler aras1 hibritlerin anterlerinden ¢ok
daha diisiik sayida embriyo olusmustur. Arastirmacilar C. frutescens x C. chinense F2
androgenik embriyolarii iki bitkinin anterlerinden elde ederken, C. frutescens x C.
annuum ATMI1 F2’lerinin 5 hibrit bitkisi i¢in pozitif reaksiyon kaydetmislerdir. Bu
bitkilerin yalnizca bir tanesi androgenesis etkinligi bakimindan %35’ agmustir.
Arastirmacilar rejenerantlarin ploidi seviyelerini flow sitometri yontemi ile belirlemisler
ve rejenerantlar arasinda haploidlerle birlikte diploid bitkiler de gdzlemlemislerdir.

Ata vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada ti¢ farkli genotip ve bir adet tescilli gesit
kullanarak, bu dort farkli biber genotipin en yiiksek embriyo olusturma oranlari ve bu
embriyolarin bitkilere doniisiim orannini belirlemek i¢in anterleri mevsimsel olarak farkl
zaman ve aylarda kiiltiire almislardir. Aragtirmalarinda I nolu (MS + 30 g/l sakkaroz + %
0.25 aktif kdmiir+ 15 mg/l AgNO3 + 4 mg/l NAA + 0.1mg/l BAP) ve II nolu (MS + 30
g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNO3 + 4 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP)
olmak iizere iki adet modifiye edilmis MS ortamina her ay kiiltiire alma islemi
yapmislardir. Yaptiklar1 arastirmada yiiksek sicakliga dayanikli Inan 3363 ¢esidinin Mart,
Mayis, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim aylarinda en yiliksek oranda embriyo olusturan
genotip oldugunu ve Aralik ayinda ozellikle diisiik sicakliklara dayanikli 421 nolu
genotipin en yiiksek oranda emriyo olusturan genotip oldugunu gézlemlemislerdir.
Kullandiklar1 tiim genotiplerde Nisan ayinda embriyolarin en yiiksek oranda bitkilere
dontstiiklerini gézlemlemislerdir. Siirglin gelisiminin, bitkilerin i¢sel oksin seviyelerinin
daha az ve sicakligin daha diisiik oldugu Kasim, Aralik, Ocak, Nisan ve Eyliil aylarinda
I nolu besin ortamnin; siirgiin gelisiminin, bitkilerin igsel oksin seviyelerinin daha ¢ok
ve sicakligin daha yiiksek oldugu Ekim, Mart, Mayis, Temmuz ve Agustos aylarindada
I nolu besin ortammin daha basarili oldugunu kaydetmislerdir. Denemelerinde ayrica
haploid embriyo uyartimi ve bitkiye doniisiimiin saglanabilmesi i¢in genotiplerin iklim
isteklerine uygun bir zamanda kiiltir ¢alismasinin yapilmas: gerektigi sonucuna
varmiglardir.

Al Remi vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada B 1slah hatti, 151 No’lu Cankir1 biberi
olarak bilinen genotip, 171 (Yaglik biber) No’lu genotip ve Suriye’nin ticari bir biber
cesidi olan Alfajer’l materyal olarak kullanmislardir. Bu genotiplerden elde ettikleri
anterleri farkli miktarlarda aktif komiir ve giimiis nitrat ekledikleri sabit olarak 30 g/l
sakkaroz + 4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP iceren MS (1962); 30 g/l sakkaroz + 0,5 mg/1 2.,4-
D + 0,5 mg/l kinetin igeren Dumas de Vaulx (1981) ve 30 g/l sakkaroz + 0,01 mg/I 2,4-
D + 0,01 mg/l kinetin iceren Dumas de Vaulx (1981) ortamlarinda kiiltiire alarak
genotiplerin bu iki ortamda aktif komiir ve giimiis nitrat yogunluklarina verdikleri
tepkileri gozlemlemislerdir. Bulgularinda anter kiiltiiriinde kullanilan oksin + sitokinin
cins ve dengesinin biiyiilk onem tasidigini, bunlarin etkilerinin caligilan tiir, genotip ve
besin ortamina gore degisebilecegini belirtmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda androgenik
embriyo olusumu iizerine en olumlu etkiye sahip ortamin 4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP
iceren MS ortami oldugunu ve bu ortama aktif komiir + glimiis nitrat ilave ettiklerinde
baz1 genotiplerde diisiis, bazilarinda ise artislar elde etmislerdir. Besin ortami ve aktif
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komiir + glimiis nitrat ilavesine verilen tepkinin tamamen genotype bagli oldugunu,
yaptiklar1 ¢aligma kapsaminda genel bir degerlendirmenin yapilamayacagini ve
denemelerinde kullandiklar1 faktorlerin tek baglarina degil interaksiyon kapsaminda etki
gosterdiklerini belirtmislerdir.

Pelliccione vd. (2013) Granada Universitesin’de yaptiklar1 calismada 14 farkl1 act
biber genotipinin anter kiiltiirii ve klasik mikrospor kiiltiirii tekniklerinde farkli ortam ve
On uygulamalara verdikleri tepkileri arastirmislardir. Arastirmalarinda Dumas de Vaulx
(1981), MS ve NN ortamlarmni kullanmislardir. On uygulama olarak ayr1 ayr1 35°C’de 8
giin, 35°C’de 7 giin, 31°C’de 7 giin, 31°C’de 3 giin ve 7°C’de 4 giin halinde denemeler
kurmuglardir. Calismalarinda aci biber genotiplerinin anter ve mikrospor kiiltiiri
tekniklerinde en iyi embriyogenesis oranini saglayacak uygulamalar1 optimize etmeyi
amaglamislardir. Sonug olarak her iki kiiltiir tekniginde de en elverisli ortamin NN ortami
oldugunu, NN bazli kombinasyonlar arasinda ise en yiiksek oranda mikrospor
embriyogenesisinin hi¢ biiyiime diizenleyici eklenmemis sade NN ortami oldugunu
belirtmislerdir. On uygulamalar ile ilgili olarak anter kiiltiirii tekniginde kayda deger
degisimler gozlemediklerini belirtirken, izole mikrospo kiiltiirii tekniginde olumlu etki
gosterdigini kaydetmisler ve baz1 genotiplerde 35°C’de 7 giin, bazilarinda ise 31°C’de 7
giin 6n uygulamalarinin en iyi sonuglar1 verdigini kaydetmislerdir. Tatli biber genotipleri
ile yaptiklart diger anter kiltiirii denemelerinin sonuglar ile karsilastirdiklarinda, aci
genotiplerin anterlerinde tatli genotiplerden farkli sekilde ¢ok daha fazla oksidayson
meydana geldigini, aktif kdmiir ilavesinin ac1 genotiplerde oksidasyonu 6nemli dlciide
azaltirken tathi genotiplerde olusan embriyo miktarint arttirdigini vurgulamislardir.
Denemede tiim sonuglar goz oniine alindiginda anter ve mikrospor kiiltiirii tekniklerine
en yatkin aci1 biber genotipinin Serrano oldugunu bildirmislerdir.

2.2. Mikrospor Kiiltiirii Teknigi ile Tlgili Kaynak Taramalar

Erkek gametten haploid embriyo elde etmek amaci ile anter kiiltiiri
kullanilabildigi gibi, anterlerden izole edilen mikrosporlarin da kiiltiirii yapilabilir. Genel
anlamda mikrospor kiiltlirii, olgunlasmamis mikrosporlarin anter igerisinden izole
edilerek in vitro kosullarda 6zel hazirlanmis besin ortamlarinda gelistirilmesi ve
bunlardan haploid embriyolar elde edilmesi islemidir (Ellialtioglu vd. 2001).

Ellialtioglu vd. (2001) bildirdigine gore, mikrospor kiiltiirii ile ilk haploid bitki
1974 yilinda elde Nitsch tarafindan elde edilirken, ilk mikrospor kiiltiirii ¢aligmalar ise
1989 yilinda Pesticelli ve arkadaslari tarafindan tiitiin (Nicotiana tabacum) ve misir (Zea
mays) bitkilerinde ger¢eklestirilmistir.

Androgenesisi etkileyen faktorlerin en Onemlilerinden birisi mikrosporlarin
gelisim sathasidir. Ciinkii uygun sathadaki mikrosporlar kiiltiire alinmadikga, diger kiiltiir
sartlar1 miikemmel dahi olsa polen embriyogenesisi gergeklesmeyecektir (Ar1 2006).

Androgenik mikrospor sayisi ve mikrospor basina elde edilen embriyo sayisi
bircok faktoriin etkisi altinda bulunmaktadir. Mikrospor kiiltiiriinden elde edilecek
basariy1 etkileyecek faktorlerin bir boliimii genetik olup, mikrosporlarin alindigr dondr
bitkilerin genotipine baghdir. Diger bir boliimii ise mikrospor kiiltiirii tekniginin
uygulanmasi sirasindaki ¢evre kosullartyla iligkilidir (Coskun 2011).
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Yin vd. (2010) calismlarinda biber anterinden izole edilen mikrosporlarin
kiiltiirlinde embriyoid baglatimini ilerletmek i¢in bir sistem gelistirmislerdir. Elde ettikleri
sonuglarda ise diisilk sicaklik ©6n uygulamasi, bitki biliylime diizenleyicilerin
kombinasyonlari, aktif karbon konsantrasyonlar1 ve sicaklik 6n uygulamalarinin in vitro
kosullarda izole edilen biber mikrosporlarinin embriyoid olusumunu etkileyen klasik
kritik faktorler oldugunu gostermislerdir. Bir giin boyunca 4°C’de tomurcuklarin 6n
uygulamasindan sonra farklilasan ve embriyoya doniisen anterleri bir hafta boyunca
7°C’de ¢ift katmanli ortam sisteminde kiiltiire almiglar ve sonrasinda 28°C’de karanlikta
kiiltire devam etmislerdir. Bir hafta boyunca 28°C’de karanlikta kiiltiire alinan tek
cekirdekli asamadaki mikrosporlarin bazilari birkag boliinmiis ve aragtirmacilar 2-3 hafta
sonra gelisimlerinin farkli asamalarinda olan embriyoidleri tespit etmislerdir.
Calismalarinda kullanilan 7 genotipteki embriyoid olusum oranlarinin %9.44 ile
%81.11’e kadar degistigini goriilmiislerdir. Kotiledon embriyoidleri segerek kati ortama
almiglar 4000-5000 lux 1s1kta birkag giin kiiltiire almislardir. Sonrasinda bu embriyolarin
cogu normal gelisim gostererek normal bitkiler olusturmustur. Cigek tomurcuklarina 4
°C’de 1, 2, 3 ve 4 giin 6n uygulama denemisler ve sonrasinda 28°C’de kiiltiire devam
etmislerdir. Bunun sonucunda embriyoid olusu oraninda diisiis oldugunu ve kontrolde
%357 olan oranin 4. giine kadar %45.37 ye kadar indigini gormiislerdir. Buna dayanarak
biberde ¢igek tomurcuklari igin 4°C’de uygulama periyodunun ilk 24 saat oldugunu tespit
etmiglerdir. Arastirmacilar ayni zamanda mikrosporlart siirekli 28°C’de kiiltiire alinmasi
yerine, bir hafta boyunca yiiksek ya da diisiik sicaklikta inkiibe etmenin daha yiiksek
oranda embriyoid olusumunu tesvik ettigini ve diisiik sicaklik uygulamalarinin, genellikle
daha iyi sonug verdigini, hatta bu c¢aligmalarinda 7°C’nin en yiiksek oranda embriyoid
olusumu sagladigim1 belirtmislerdir. Test edilen 7 biber genotipi bu protokole cevap
vermistir. En 1yi tepki veren genotipin embriyoid olusum orani %81.11°den %147.22’ye
kadar artmistir. Arastirmacilar elde ettikleri sonuglara dayanarak, gelistirdikleri bu
protokoliin biber 1slah1 i¢in double haploid bitkileri liretmek i¢in potansiyel bir arag olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Lantos vd. (2009) ii¢c Macar ve ii¢ Ispanyol biber genotipinin izole edilen biber
mikrospor kiiltiirlinde androgenesis baslatiminin etkinligi tizerine mikrospor gelisim
asamasinin etkisini incelemislerdir. Calismalarinda, %80 tek c¢ekirdeli ve %20 cift
cekirdekli mikrosporlari ihtiva eden anterler, basarili bir mikrospor kiiltiiriiniin en yiiksek
verimini vermistir. Kiiltlir ortamlarina biber ve bugday ovaryumlarimi eklemisler ve
bugday ovaryumlari ile yapilan ko-kiiltiirlerde, biber ovaryumlari ile yapilanlardan daha
fazla embriyo elde etmislerdir. Calismada izole edilen mikrospor kiiltiirelerinin baglatimi
sirasinda olan etkinligindeki farkliliklari, farkli biber genotiplerinde gozlemlerimilerdir.
Yesil bitkicikler mikrospor tiirevli embriyoidlerden rejenere olmuslardir, ancak
bunlardan bazilar1 yapraklarinin rozetlesmesi gibi anormal gelisimler géstermistir. Sonug
olarak arastirmada 6 adet Ispanyol ve 1 adet Macar genotipinden mikrospor tiirevli 7 adet
bitki elde etmislerdir.

Lantos vd. (2012) biber F1 hibrit genotiplerinde izole edilmis mikrospor kiiltiirii
deneylerini uygulamslardir. Ik denemelerinde iki genotiple mikrospor tiirevli yapilarin
olusumunu baglatmadaki etkinligini test etmek i¢in dort farkli besin ortamini1 (W14, BS,
MS ve NLN) karsilastirmislardir. Tkinci denemelerinde iki genotipte B5 besin ortaminda
2,4-D (0, 0.1, 0.2 ve 0.5 mg/1) ve kinetinin (0, 0.2 ve 0.5 mg/l) farkl1 oranlarinin etkilerini
aragtirmiglardir. Ayrica bitki bliylime diizenleyicilerin mikrospor kiiltiiriinde kallus ve
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embriyo olusuma etkisini arastirmislaridir. Calismada en olumlu sonuglari her iKi
genotipte de en fazla bitkicik olusumu ile 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l Kkinetinin
kombinasyonu vermistir. En iyi temel besi ortami ve bitki biiyiime diizenleyicilerin
kombinastonu ile test edilen her biber genotipinin tepkisi androgenesis baslatiminda
basarili olmustur. Genotipe bagli olarak yesil bitkiciklerin sayis1 her bir petrideki bitkicik
sayist olarak 0 ile 8 arasinda (Ortalama 1.5 bitkicik/petri) degisirken, embriyo benzeri
yapilarin sayisi petri basina 20 ile 100 arasinda degismektedir. Calismadan elde edilen
sonuca gore her iki genotipte de B5 ve W14 ortamlarinda en falza mikrospor tiirevli
yapilar1 ve en iyi sonuglar elde etmislerdir. Ikinci denemede ise mikrospor tiirevli
embriyo benzeri yapilar, kalluslar, kalluslarin ve embriyo benzeri yapilarin orani, olusan
bitkiciklerin sayisinda bitki biiylime diizenleyicilerin ve kombinasyonlarinin etkisi
hakkinda veri toplamislardir. Bu verilerin istatistiksel analizlerine goére bitki biiyliime
diizenleyicilerin mikrospor kiiltiiriiniin etkinligi lizerinde ve mikrospor tiirevli yapilarin
kalite ve kantitesi tizerinde mutlak bir etkiye sahip olmasma ragmen, androgenesis
baslatimi i¢in gerekli olmadigi sonucna varmislardir. En yiiksek bitkicik olusum oraninin
ise 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/I kinetin kombinasyonunda oldugunu ortaya koymuslardir.

Kim vd. (2008) arastirmalarinda biberin izole edilen mikrosporlarinin kiiltiiriinde
embriyo liretiminin ve bitki rejenerasyonunun yiiksek frekansini belirtmislerdir. Modifiye
ettikleri NLN ortaminda mikrosporlar boliinmiis ve emriyolar olusturmustur. Kiiltiiriin
basindan 3 hafta sonra kalp ve globiiler embriyolar gézlemlemisler ve 4. hafta sonrasinda
bunlarin kotiledonlu asamaya ulastigin1 gérmiislerdir. Bu kotiledon embriyolar kat1 B5
ortamina alindiktan sonra bitkicikler gelismistir. Ayni zamanda 6n uygulama ortamu,
karbon kaynagi ve kiiltiir yogunlugu degistirerek embriyo liretimi i¢in sartlart optimize
etmislerdir. Stikroz aclik ortaminda sicak soku uygulamasinin, B5 besi ortamindakinden
daha etkili oldugunu gérmiislerdir. Karbon kaynagi olaran siikroz ve maltozu direkt
olarak karsilastirmis ve siikrozun maltoza tistiinliiglinii gozlemlemis, en yliksek embriyo
olusum oran1 %9 olarak siikrozun varliginda gozlemlemislerdir. Ayrica mikrospor ekim
yogunlugunun embriyonik baslatim ve gelisim etkinligi i¢in biiyiik 6neme sahip oldugunu
ve optimal ekim yogunlugunun 8x10* — 10x10*/ml olmasinin iyi olacagini bildirmislerdir.
Arastirmacilar kendilerinin optimize ettikleri bu kosullarda, her petride 10x10*
yogunlugundaki mikrosporlar olgunlastiginda 54’ten fazlas sayida embriyoyu ve
ortalama 5.5 adet kotiledon asamasinda embriyo gozlemlemislerdir.

Bal vd. (2003) ¢alismalarinda izole mikrospor kiiltiirii teknigi ile biber bitkisinde
androgenesisi siirli kapsamda incelemislerdir. Dondr olarak double haploid bir genotip
se¢miglerdir. Erken tek cekirdekliden, ge¢ tek cekirdekliye kadar olan asamalardaki
mikrosporlari ihtiva eden agilmamis ¢igek tomurcuklarini hem 10°C’de hem de 35°C’de
7 glin boyunca mannitol ortaminda 6n uygulamaya tabi tutmuslardir. Calismalarinda
yiiksek sicaklik uygulamasini denemisler, biberde anter kiiltiirtindeki etkinligine ragmen
yiiksek sicakligin zararli olduguna karar vermisler ve bu uygulamaya tabi tutulan ¢icek
tomurcuklarin1 kullanmamiglardir. 10°C’de 6n uyglumadan sonra mikrosporlari izole
edip NLN oraminda kiiltiire almislardir. Mikrospolara 100, 130 ve 170 g/l siikrozla
ozmotik basin¢ dengesi ve karbon saglamiglardir. Sadece 170 g/l siikroz iceren kiiltiir
gelisime devam etmis ve digerleri kontamine olmustur. Aarastirmacilar 30. ve 60.
giinlerde sirasiyla %40.5 ve %67 oranlarinda kallus kolonileri elde etmislerdir. Bu kallus
kolonilerini 1 ve 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda alt kiiltiire almislar ancak daha ileri
bir gelisme elde edememislerdir.
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2.3. Shed-Mikrospor Kiiltiirii Teknigi ile Tlgili Kaynak Taramalar:

Supena vd. (2006) Endonezya’nin act biber genotipleri iizerinde yaptiklar
caligmalarinda anter ve mikrospor kiiltiir tekniklerine ek olarak daha etkili bir sekilde
double haploid {iretilebilen yeni bir protokol iiretmeyi amaglamislardir. Caligsmalarinda
%50 oraninda gec¢ tek ¢ekirdekli evredeki mikrosporlari ihtiva eden anterlerin fiziksel
ozelliklerini belirlemis ve bu anterleri materyal olarak kullanmiglardir. Cicek
tomurcuklarini ilk olarak bir giin boyunca 4°C’de soguk stresine maruz birakmislar ve
sonrasinda 1 hafta boyunca 9°C sicaklikta inkiibe etmislerdir. On uygulamalardan sonra
kiiltiirleri 28°C’de tam karanlik kosullarda bliylimeye almiglardir. Besin ortami olarak ilk
katman1 kati, ikinci katmani stvi NN ortami kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda
kontrol gruplarima gore 4°C’de soguk uygulamasindan sonra 9°C’ye bir hafta alinan
kiiltiir cok daha fazla embriyo olusturdugunu; ayrica kat1 ortama eklenen %0-2 oraninda
aktif komiirlin istatistiksel olarak embriyo sayisini arttirdigini ve %?2’den yiiksek
oranlarda embriyo sayisinin diistiiglinii tespit etmislerdir. Arastirmalarindan farkli aktif
komiir, sivi ortama eklenen farkli bitki biiyiime diizenleyiciler ve farkli 6n sicaklik
uygulamarindan elde ettikleri sonuglara gore: %1 oraninda aktif komiir icerigi, 1 giin
4°C’yi takiben 1 hafta 9°C 6n uygulamasi ve sivi ortama 2.5 uM zeatin ile 5 uM IAA
eklenmesinin optimum sonuglari verecegini dngoérmiislerdir. Toplamda 6 farkli ac1 biber
cesidinden 168 adet bitkicigin 104 tanesinin haploid, 61 tanesinin diploid, 2 tanesinin
triploid ve 1 tanesinin tetraploid oldugunu belirtmislerdir..

Supena vd. (2006) baska bir aragtirmalarinda bazi anter ve mikrospor kiiltiirii
denemelerinde aci biber genotiplerinde karsi karsiya kaldiklar1 dondr bitkilerden
kaynaklanan enfeksiyonlari onlemek ve farkli antibiyotiklerin fitotoksik etkilerini
aratirmak i¢in Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigi ile antibiyotik kombinasyonlarinin etkisi
arastirmiglardir. Aragtirmalarinda kendilerinin optimize ettikleri %1 oraninda aktif komiir
icerigi, 1 giin 4°C’yi takiben 1 hafta 9°C 6n uygulamasi ve sivi ortama 2.5 uM zeatin ile
5 uM IAA eklenmesi protokoliinii kullanmig, buna ek olarak sivi ortama 4 farkli
antibiyotik kombinasyonu kullanmislardir. Kontrol gruplarinda %100 oraninda
enfeksiyon gozlenen Gada, Prabu ve Marathon cesitlerine 1) 20 mg/1 Rifampisin, 2) 100
mg/l Timentin, 3) 10 mg/l Rifampisin + 50 mg/l Timentin, 4) 20 mg/l Rifampisin + 100
mg/l Timentin olmak iizere 4 farkli kombinasyon uygulamislardir. Bunlardan sirasiyla 1)
%64, 2) %27, 3) %73, 4) %82 oranla enfeksiyonsuz ve tamamen saglikli embriyolar
bulunan petriler elde etmislerdir. Buna ek olarak ¢alismalarinda flow-sitometri ve yaprak
stomasinda kloroplast sayimi ile yontemleri ile ploidi seviyelerinin belirlenmesi {izerinde
calismislardir. Sonug olarak Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigi ile iiretilen bitkiciklerin
flow-sitometri ve yaprak stomasinda kloplast sayimi ile ploidi seviyelerinin %100 dogru
ve ¢ok kolay belirlendigini, donér bitkiden kaynakli enfeksiyonlara kars1 ise en uygun
antibiyotik kombinasyonunun 20 mg/l Rifampisin + 100 mg/l Timentin oldugunu
belirlemislerdir.

Supena vd. (2011) g¢alismalarinda Shed-Mikrospor kiiltiirii ile Endonezya’nin act
biber genotiplerinde olugsan normal emrbiyo sayisi ile embriyolarin kalitesini arttirmayi
amaglamiglardir. Bu amag¢ dogrultusunda %1 oraninda aktif komiir icerigi, 1 giin 4°C’yi
takiben 1 hafta 9°C 6n uygulamasi, sonrasinda 28°C’de tam karanlik ve sivi ortama 2.5
puM zeatin ile 5 pM TAA eklenmesi protokoliine ek olarak 5 farkli bitki biiyiime
diizenleyici igerigi denemesi ve 4 farkl sicaklikta biiylime kosulunu daha denemislerdir.
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Elde ettikleri sonuglara gore s1vi ortama bitki biiylime diizenleyici olarak kiiltiiriin tiglincii
haftasinda 50 ve 100 uM ekledikleri petrilerde toplam embriyo sayis1 ve kalitesi gozle
goriiliir sekilde azalmistir (Anormal embriyo sayisi biiyiik dl¢iide artmistir). Buna ek
olarak 2.5 uM zeatin + 5 uM IAA bilesiminde 6 anter basina 35.3 adet, biiylime
diizenleyici eklemedikler kiiltiirlerde 24.7 adet, sadece 2.5 uM zeatin ile 27.3 adet ve
sadece 5 uM 18.4 adet normal embriyo elde etmislerdir. Farkli sicaklik kosullar iizerine
yaptiklar1 denemelerde ise sonug olarak 6 anter basina ortalama 28°C sicaklikta 20.6 adet,
25°C sicaklikta 20.2 adet, 23°C sicaklikta 19.5 adet, 21°C sicaklikta 17.1 adet ve 18°C
sicaklikta 7.5 adet normal embriyo elde etmislerdir. Sonu¢ olarak normal embriyo
olusturmas1 bakimindan en elverigli bitki biiyiime diizenleyici uygulamasinin sivi
katmanda 2.5 uM zeatin + 5 uM TAA birlesimi oldugunu ve normal embriyo olusumu
i¢in en uygun sicakligin 28°C oldugunu belirtmislerdir.

21



MATERYAL VE METOT F.B. ERIM

3. MATERYAL VE METOT

Arastirma icin gerekli bitki materyali Kuzey Agripark Bitkisel Arastirma ve
Biyolojik Miicadele firmasi tarafindan yetistirilen biber bitkilerinden saglanmustir.
Arastirmada yer alan doku kiiltiirii calismalar1 ise Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Bolimii doku kiiltiirii laboratuvarinda 2015-2017 yillar1 arasinda
yapilmustir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Mikrosporlardan gelisen embriyo orani, tiirlere ve tiir igcinde de genotiplere gore
degisiklik gosterir. Simdiye dek ¢aligilmis olan tiim bitki tiirlerinde; ayni kiiltiir kosullar
altinda, anter ve mikrospor yanitlar1 bakimindan genotipler arasinda biiyiik farkliliklar
bulunmustur.

Arastirmada bitkisel materyal olarak farkli genetik ilerleme seviyesindeki biber
bitkisi i¢in; ¢esit olarak ilkbahar ve sonbaharda serada yetistirilen sivri, dolmalik ve kapya
olmak tizere 3 farkli genotipe ait birer adet ¢esit kullanilmistir. Bu genotiplerden ilki
dolmalik biber, ¢esidi Benino F1; ikincisi kapya biber, ¢esidi Bellisa F1; ti¢ilinciisii ise
sivri biber genotipi olup, ¢esidi Filinta F1°dir.

3.1.2 Arastirmada Kullanilan cesitlerin 6zellikleri

Benino F1: Yiiksek meyve tutumu (High Yielding), giiclii ve giir bitki yapisi, kis
aylarinda yiiksek performans ve soguga dayanim, uzun raf 6mrii (Long Shelf Life) ve
erkencilik o6zellikleri ile ek olarak meyve sekli ve renginin de miikemmel olmasi
nedeniyle piyasada ticari degeri olan bir dolmalik biber ¢esididir.

Dolmalik bir ¢gesit olmasi dolayisi ile ¢igek tomurcugu ve anterlerinin biiyiik olmasi
kiiltiire alma islemleri gergeklestirilirken biiyiik kolaylik saglamistir.

Bellisa F1: Yiiksek meyve tutumu (High Yielding), giicli ve giir bitki yapisi, kis
aylarinda yiiksek performans ve soguga dayanim, raf dmrii uzun (Long Shelf Life) ve
erkenci, hem yesil hem kirmiz1 meyve hasatina uygun bir ¢esittir.

Cigek burnu c¢iirtikliigiine, meyvede olusan ¢atlamalara yiiksek toleransli olmasi ve
donanimli ¢esit 6zellikleri nedeniyle piyasada ticari degeri olan bir kapya biber ¢esididir.

Filinta F1: Cok ince kabuklu, gevrek, parlak renkli ve uzun meyve yapist ile %100 tatlilik
oranina sahip ve kis aylarina yliksek dayanimi olan bir sofralik sivri biber ¢esididir.

Kok ve yaprak hastaliklarina, TMV, ToMV ve TMGMV gibi viriislere dayanikli

olmas1 nedeniyle 6zellikle sofralik biber ihtiyaci karsilamak ve ilaglama maliyetlerini
azaltmak amaci ile kullanilabilecek bir sivri biber ¢esididir.
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3.2. Metot
3.2.1. Donor bitkilerin yetisme kosullar:

Biiytikalaca vd. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismaya gore sera kosullarinda yetistirilen
donor bitkilerin, lizeri agik sekilde yetistirilen donor bitkilere gére daha yiliksek embriyo
uyartimi oranlarina sahip oldugunu bildirmiglerdir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan
her ii¢ ¢esitten dondr bitkiler sera kosullarinda yetistirilmistir.

Cesitlere ait F1 tohumlar fide yetistirme serasinda 2:1 oraninda torf + perlit
karisim1 harg kullanilarak her gesitten 60°ar adet tohum olacak sekilde ekilmistir. Fideler
6-7 gergek yaprak olusturduklar1 donemde 50x70 c¢cm araliklar ile her ¢esitten 30’ar adet
bitki olacak sekilde hazirliklar1 yapilarak ayrilmis 6 metre yiiksekligindeki polietilen
seraya dikilmistir. Farkli zamanlarda yapilan mikrospor gelisim asamalarinin
belirlenmesi ve kiiltiire alma islemleri i¢in ayni sekilde, ayni serada, ayn1 sayida olacak
sekilde farkli zamanlarda ekim ve dikim islemleri yapilmis, bitkiler yetistirilmistir.

Calismanin her sathasinda kullanilmig tiim biber bitkilerinin periyodik kontrol ve
gozlemleri yapilmistir. Donor bitkiden kaynakli enfeksiyonlara karsi onlem olarak
firmanin kendi 1slah parsellerindeki biber bitkileri ile ayn1 zamanda ilaglanmais, gerekli
bakim ve bitki besleme islemleri yapilmigtir.

Cizelge 3.1. Bitkilerin yetistirilme ve tomurcuk alma tarihleri

Tohum ekimi Fide dikimi Tomurcuk alma
Zzamani
Mikrospor
gelisim 01/05/2015 07/06/2015 Temmuz 2015

asamalarinin

belirlenmesi Agustos 2015
Kiiltiire alma

islemleri ve 28/02/2016 02/04/2016 Mayis 2016
denemelerin

kurulmasi Haziran 2016

3.2.1. Genel laboratuvar ekipmani ve islemleri

Arastirmada besi ortamlarmin hazirlanmasinda 500 ml’lik cam beher kaplar,
meziirler, manyetik karistirict ve pH metre kullanilmistir. Kat1 ortam sterilizasyonu igin
500 mL’lik otoklav siseleri ve otoklav; sivi ortam sterilizasyonu i¢in tek kullanimlik 24
mikron diizeyinde mikron filtreli sivi ortam kaplar1 kullanilmistir. Karisim olarak
hazirlanan kat1 ortamlar 500 ml’lik cam beherler igerisinde sterilize edilmek iizere 20
dakika siiresince 121°C’de 1.2 kg/cm? basing altinda otoklavlanmislardir.
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Mikrospor gelisim asamalarinin belirlenmesinde lam, lamel, distile su ve kamerali
binokiiler laboratuvar mikroskobu kullanilmistir. Yapilan gozlem ve kaydedilen
goriintiiler kamerali mikroskop 1ile entegre c¢alisan laboratuvar bilgisayarina
kaydedilmistir.

QAT R LR VA R AR AR W T

Sekil 3.1. A) Enterge bilgisayar sistemi; B) sistemde gortiilenen tetradlar

Kiiltlire alma islemleri steril kabinler (HEPA Filter Hood) icerisinde yapilmistir.
Bu islemlerden 6nce steril kabin dnce %70’lik alkol ¢6zeltisi ile silinip sonrasinda ise 20
dakika boyunca UV 151k altinda tutulularak sterile edilmislerdir. Bu islemden sonra ayni1
UV sterilizasyonuna steril kabin igerisinde kullanilacak diger ekipmanlar i¢in de
uygulanmigtir.

Sekil 3.2. A) Kiiltiir kaplar1 ve s1vi ortam enjeksiyon tabancasi; B) Otoklav igerisindeki
besi ortam1 ve laboratuvar ekipmani

Mikrospor kiiltiir tekniginin uygulanigi sirasinda 60 mm ¢apindaki cam petri
kaplari, embriyolar1 ¢imlendirmek icin 100 mm capinda cam petri kaplar1 ve olusan
bitkiciklerin en son aktarildigi 140 mm derinlie ve 20 mm genisligindeki cam
laboratuvar tiipleri kullanilmistir. 15 ¢cm uzunlugundaki pensler, 10 numara bistiiriler, 3
Numara bistiiri saplart ve bunlarin kiiltiire alma islemleri esnasinda dezenfeksiyonlarini
saglamak i¢in sicak cam boncuk sterilizator kullanilmistir. Yine bu petri kaplari, pens ve
bistiiriler steril kabin icerisinde kullanilmadan 6nce 20 dakika siiresince 121°C’de 1.2
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kg/cm?basing altinda otoklavlanmislardir. Kiiltiire alma islemi tamamlanan petrilerin sivi
ortamlarini eklemek i¢in s1vi ortam enjeksiyon tabancasi ve son olarak hava almamalarini
saglamak i¢in parafin kullanilmistir.

3.2.2. Cicek tomurcuklarinin toplanmasi

Arastirmada kullanilmak iizere ¢icek tomurcuklarinin alinacagi dondr bitkiler
1sitma sistemi olan polietilen seralarda yetisririlmistir. Cigcek tomurcuklari ciceklenme
doneminin basindan itibaren toplanmis olup, kiiltir denemeleri bitkiler biiyiimelerini
tamamlamadan once giiz ve bahar donemlerinde kurulmustur.

Mikrospor kiiltlirii uygulamasinin bagarisini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri
cicek tomurcuklarinin uygun dénemdeyken toplanmasidir. Daha once tek c¢ekirdekli
mikrosporlari ihtiva eden biber anterlerinin petallerin sepallerden biraz daha kisa veya
sepal ve petallerin ayn1 boyda olan tomurcuklar igerisindeki %10-40 renklenme
(Antosiyanin) gosteren tomurcuklar oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.3. Sabah erken saatte toplanilmis ¢icek tomurcuklarinin termal kap igerisindeki
bir goériintimii

Arastirmada kullanilan biitiin ¢igek tomurcuklarr sabah 05.30 ile 07.00 saatleri
arasinda 50 ml hacmindeki plastik laboratuvar tiipleri igerisine toplanmis ve laboratuvara
getirilene kadar serin ve canli kalmalari i¢in 1s1 yalitkan bir kap icerisinde sogutucu jel ile
muhafaza edilmislerdir.

Kiiltiire alinan ve mikrospor gelisim asamalarinin belirlenmesi islemlerinde

kullanilan tomurcuklar ayr1 ayr1 toplanip isleme tabi tutulmuslardir. Her ikisi de soguk
stresine maruz birakilmis ve sabahin erken saatlerinde toplanmislardir.
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3.2.3. Tomurcuklarm siniflandirilmasi

Mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde etmede yapilmasi gereken ilk agama,
tek cekirdekli mikrosporlar1 bulunduran tomurcuklart segebilmektir. Tek c¢ekirdekli
mikrosporlar1 bulunduran tomurcuklar1 segebilmek igin, her bir genotipte ¢igeklenmenin
baslamasindan itibaren on farkli boy araligindaki, her aralik i¢in 5’er tomurcuk olmak
tizere Ornek alinarak tomurcuk uzunlugu, tomurcuk 6zellikleri (ta¢ ve ¢anak yapraklarin
gelisim agamalar1 ve anter rengine) gore siniflandirilmastir.

Aragtirmada kullanilan her bir c¢esitin tomurcuk sekil ve yapilar1 farklhi
oldugundan her biri i¢in ayr1 boy aralilar1 belirlenmistir. BENINO igin 3.00-5.50 mm,
tomurcuklar1  daha uzun yapida olan FILINTA ve BELLISA i¢in 3.50-6.00 mm
uzunlugunda tomurcuklar kullanilmig ve araliklar tomurcuk boyu 0.25 mm artacak
sekilde belirlenip, uygun tomurcuklar dijital kumpas ile tek tek olgiilerek secilmistir.

3.2.4. Mikrospor gelisim evrelerinin belirlenmesi

Mikrospor kiiltiiriiniin basariyla uygulanabilmesi i¢in ilk ve en 6nemli konulardan
birisi; anterlerin alindig1 zamanda, i¢lerinde bulunan mikrosporlarin gelisme donemidir.
Birgok bitki tiiriinde androgenesis i¢in en elverigli mikrospor gelisim agamalarinin, mitoz
boélinmeye baglamadan onceki donem, mitoz bolinmenin gergeklestigi asama veya
hemen bu asamay1 izleyen dénem oldugu belirtilmektedir (Saritkamis vd. 2000). Bu
amagla morfolojik sekillerine ve biiytikliiklerine gore smiflandirilan tomurcuklarin
anterlerindeki mevcut mikrosporlarin gelisim agamalarini belirlemek amactyla sitolojik
gozlemler yapilmistir ve mikrosporlarin igerisinde rahatga gozlemlenebildigi saf su
kullanilmistir.

Farkli buyitkliikkteki canli tomurcuklardan alinan anterler lamlar {izerine
yerlestirilerek mikrosporlar1 serbest hale getirildikten sonra {izerine bir iki damla distile
su damlatilarak floresan mikroskobu altinda goézlem yapilmistir. Her araliktan uygun
sayida mikrospor sayilarak ortalamalari alinmis ve yiizdeler halinde anter boylar ile
mikrospor gelisim asamalari iliskilendirilmistir.

B

Sekil 3.4. A) Bellisa ¢esidinin tomurcuklari; B) Filinta ¢esidinin tomurcuklari
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3.2.5. On soguk stresi uygulamasi

Tomurcuklar kiiltire alinmadan once anterlerindeki mikrosporlarin gelisim
oranlarinin arttirilmas1 ve daha fazla sayida embriyo olusturmaya tesvik edilmesi
amaciyla 24 saat boyunca 4°C’de soguk stresine tabi tutulmuslardir.

3.2.6. Kiiltiir ortam ve ortam sterilizaysonu

Shed-mikrospor kiiltiiri teknigi igin ¢ift katmanli (Double layer) kiiltiir ortami
kullanilmistir. Bunlaridan ilk katman olarak %2 maltoz, %1 aktif komiir, %0.6 agar
eklenmis kat1 NN ortam1 kullanilmistir. Hazir hale getirilen NN ortamu sterilizasyon i¢in
500 mL’lik siselerde otoklavlanmis ve kiiltiire alma isleminden Once petrilere dokiiliip
steril kabinde sogutularak hazir hale getirilmistir. Besi ortaminin ikinci katmani olarak
%?2 maltoz, 2.5 pM Zeatin ve 5 uM TAA eklenmis sivi NN ortami1 kullanilmistir. Bu sivi
ortamlar tek kullanimlik mikron filtreli kaplarda siizme islemi ile sterilize edilmistir
(Supena vd. 2006). Kullanilan mikron filtreler bakteri ve fungu misellerinin
gecemeyecegi 24 mikron hassaslhigindadir.

Cizelge 3.2. NN besi ortaminin temel igerigi

1) Mikro Elementler mg/I

CuS04.5H20 0.025
FeNaEDTA 36.700
H3BOs 10.000
MnS0O4.H20 18.940
Na:Mo004.2H20 0.250
ZnS04.7H20 10.000
11) Makro Elementler mg/I

CaCl> 166.000
KH2PO4 68.000
KNO3 950.000
MgSO4 90.270
NH4NO3 720.000

Arastirmada bitki biiylime diizenleyicilerin etkilerinin goriilmesi ve karsilastirma
yapilabilmesi i¢in kontrol gruplari da kurulmustur. Bu kontrol gruplarinda besi ortami
olarak yine ¢ift katmanli NN ortami kullanilmistir. Tlk katman olarak %2 maltoz, %1 aktif
komiir ve %0.6 agar eklenmis kat1 NN ortami ve ikinci katman olarak sadece %2 maltoz
eklenmis sivi NN ortami kullanilmistir. Kati kontrol ortami 250 mL’lik siselerde
otoklavlanmis ve kiiltiire alma isleminden Once petrilere dokiiliip steril kabinde
sogutularak hazir hale getirilmistir. S1vi kontrol ortami tek kullanimlik mikron filtreli
kaplarda siizme islemi ile sterilize edilmistir.

Cift katmanli besi ortaminda mikrosporlardan olusan embriyolar1 daha sonrasinda
cimlendirilmek icin %0.6 agar eklenmis MS ortami kullanilmistir. Aymi sekilde bu
embriyolardan olusan gercek yaprak ve kok dokularina sahip bitkicikler de %0.6 agar
eklenmis katt MS ortamina alinmistir. Bu ortamlar 500 mL’lik siselerde otoklavlanarak
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sterilize edilmis ve kiiltiire alma isleminden Once petrilere dokiiliip steril kabinde
sogutularak hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.2. MS besi ortaminin temel igerigi

1) Mikro Elementler mg/I

CoCl2.6H.0 0.025
CuS04.5H20 0.025
FeNaEDTA 36.700
H3BO3 6.200
Kl 0.830
MnSO4.H20 16.900
NazMo004.2H20 0.250
ZnS04.7H20 8.600
1) Makro Elementler mg/I

CaCl» 332.020
KH2PO4 170.000
KNOs 1900.000
MgSO4 180.540
NH4NO3 1650.000

3.2.7. Cicek tomurcuklarinin sterilizaysonu

Tomurcuklar, 100 ml’sine bir iki damla Tween-20 damlatilmis %2 ticari sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi iginde 10 dakika galkalanarak bekletilmis, 10 saniye boyunca %70°lik
alkol ¢ozeltisinde bekletilmis ve sonrasinda 3 kez, her seferde birer dakika olmak {izere
otoklavlanmis distil su ile calkalanarak durulanmistir. Kontrol gruplari i¢in kullanilan
cicek tomurcuklar: tamami ile ayn1 yontemler kullanilarak sterilize edilmislerdir.

3.2.8. Anterlerin izole edilmesi ve gelisen kiiltiir asamalari

Sterilizasyonu tamamlanmis ¢igek tomurcuklari steril kabin icerisinde kurutma
kagitlarinin tlizerine alinmustir. Kiiltire alinan her farkli ¢esit i¢in yeni steril kurutma
kagitlar1 kullanilmistir. Tomurcuklar filtre kagitlari lizerinde pens ve bistiiriler yardimiyla
kesilerek iglerindeki yiiksek miktarda gen¢ mikrosporlari iceren anterler, zedelenmeden
ve filamentlerinden ayirilip biitiin olarak izole edilmistir.

Anterler her bir petri kabinda toplamda 5 adet anter olacak sekilde kat1 ortam
lizerine konularak iizerlerine besin ortaminin ikinci katmani olan sivi katman ilave
edilmistir ve anterler sivi katmanda Yiizer sekilde kiiltiire alinmistir. Anterlerin ve sivi
ortamin konuldugu kaplar hava almayacak sekilde parafinlenerek biiylime odasina
alimmustir. Kiiltiire alma islemleri mayis ve haziran aylarinda yapilmistir. Her haftada 3
giin, her giin farkli bir genotipten 5 tanesi kontol grubu olmak iizere toplamda 25 adet
petri kiiltiire alinmastir.
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Sekil 3.5. Steril kabin igerisinde kiiltiire alma islemi esnasinda alinan bir goriintii

Daha Oncesinden kesilerek hazirlanmis ve otoklavlanmis filtre kagitlar tizerlerinde
her 4 tomurcuk kesildiginde degistirilmistir ve yine her 2 tomurcukta bir pens ve bistiiriler
cam boncuklu sterilizasyon cihazinda yiiksek 1siya tabi tutulup sira ile kabin yiizeyine
degmeden sogumaya birakilarak kullanilmiglardir.

Kiiltirler oncelikle bir hafta boyunca 31°C’ye ayarlanmus etiivlerde karanlik
ortamda bekletilmistir. Bir hafta sonrasinda kiiltiirler biiyiime odasina alinarak 24°C’de
24 saat karanlik ortamda tutulmuslardir.

Kiiltiirlerde ileriki zamanlarda olusmaya baslayan embriyolar yeterli boyuta gelince
steril kabin igerisinde 100 mm capindaki petrilerde MS ortamina, her bir petride 4
embriyo olacak sekilde alindiktan sonra 24°C’de 16 saat aydmnlik, 8 saat karanlik
fotoperiyot ve 3000 liikks aydinlanma siddeti olan ortama gelismeye alinmustir.

Gelisen embriyolar yeterli boyutlara gelip, gercek kok ve yaprak dokularini
olusturduktan sonra gelisimlerine devam etmeleri i¢in steril kabinde 140 mm
derinligindeki cam tiiplerde MS ortamina, her bir tiipte bir bitkicik olmak {izere dikilerek
24°C’de 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks aydinlanma siddeti olan
ortamda gelisimleri gozlenmistir.
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Sekil 3.6. Cam tiiplere dikilmis bitkiciklerin toplu bir goériiniimii

Sekil 3.7. Biiyiime odasinda 1s1k ge¢irmeyen kaplarda tutulan kiiltiirler
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3.2.9. Kontrol gruplarinin kurulmasi

Yapilan aragtirmada secilen ii¢ genotipin Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigine
verdikleri cevap ve yatkinliklar ile birlikte besin ortamina bitki bliyiime diizenleyici
kombinasyonlarinin eklenmesinin gosterecegi etkiyi de gozlemleyebilmek ve protokol
dahilinde alinan kiiltiirlerin sonuglariyla karsilastirmak amacgli kontrol gruplari
kurulmustur.

Bu kontrol gruplari i¢in toplanilan tomurcuklar Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigi
uygulanan tomurcuklar ile ayn1 donor bitkilerden denk gele toplanmislardir, tamami ile
ayni 6n soguk (24 saat boyunca 4°C’de) stresine tabi tutulmus ve kiiltiire alinmadan 6nce
ayn1 yontemlerle sterilize edilmislerdir.

Kontrol gruplart ilk katman olarak %2 maltoz, %0.6 agar eklenmis, %1 aktif komiir
iceren katt NN ortamui ve ikinci katman olarak ise sadece %2 maltoz eklenmis sivi NN
ortami1 kullanilarak 60 mm ¢apindaki cam petrilerde kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiire alma
islemleri yine ayni sekilde otoklavlanmis filtre kagitlar1 ilizerlerinde her 4 tomurcuk
kesildiginde kagitlar degistirilerek ve yine her 2 tomurcukta bir pens ve bistiiriler cam
boncukli sterilizasyon cihazinda sterile edilerek, her bir petride 5 anter olacak sekilde
yapilmustir.

Kontrol gruplarindaki kiiltirler yine ayni sekilde bir hafta boyunca 31°C’ye
ayarlanmig etiivlerde karanlik ortamda bekletilip sonrasinda biiylime odasina alinarak
24°C’de 24 saat karanlik ortamda tutulmuslardir. Kiilttirlerde ileriki zamanlarda olusmaya
baglayan embriyolar yeterli boyuta gelince steril kabin igerisinde 100 mm ¢apindaki
petrilerde MS ortamina, her bir petride 4 embriyo olacak sekilde alindiktan sonra 24°C’de
16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liikks aydinlanma siddeti olan ortama
gelismeye alinmigtir.

5mm

Sekil 3.8. Kontrol gruplarinda Benino ¢esidinden elde edilen bir embriyo
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Sekil 3.9. Kontrol gruplarinda Benino ¢esidine ait ¢imlendirmeye alinmis anormal
embriyolar

3.2.10. Sonuclarin degerlendirilmesi

Caligsma sirasinda haftada 2 kez olmak iizere gozlemler yapilmis ve meydana gelen
gelisimler haftalara gore kaydedilmistir. Kiiltiire alinan petri sayis1 adet, kiiltlire alinan
anter sayisi adet, olusan normal ve saglikli embriyo sayist adet ve yiizde (%), olusan
anormal yapida embriyo sayis1 adet ve yiizde (%), olusan bitkiciklerin sayis1 adet ve
yiizde (%) olarak kaydedilmistir.

Petri sayisi: Anterlerin kiiltiire alindiklari petriler sterilize edilmis kutularin
igerisinde hi¢ 151k gdrmeyecek sekilde biiyiime odasina alinmistir. Haftada
iki kez kontrol edilen petrilerden enfeksiyon olanlar ortamdan
uzaklastirilmistir.  Saglikli  petrilerdeki gelisimler gozlemlere devam
edilerek degerlendirmeye alinmislardir.

Anter sayist: Kiiltiire alinan anter sayilart her genotip i¢in aynidir ve kayit
altina alinmigtir. Her petri igerisinde 5 adet uygun anter kiiltiire alinmig ve
degerlendirmesi yapilmistir.

Normal ve saglikli embriyo sayisi: Kiiltlire alinan anterlerden sivi ortama
saliarak gelisen embroidler ilk olarak 5. hafta igerisinde globiiler embriyo
olarak gorilmeye baslanmistir. Geligim siireleri, ¢imlendirmeye alinma
zamanlar1 ve ¢imlendirmeye alinan embriyo sayis1 her genotip i¢in ayr1 ayri
kaydedilmis ve degerlendirmeye alinmistir.
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Anormal yapida embriyo sayisi: Kiiltiirlerde olusan anormal yapida
embriyolar her genotip i¢in ayr1 ayr1 kayit altina alinip, saglikli embriyo
say1st ile aralarindaki oranlar yiizde olarak belirlenmis ve degerlendirmeye
alinmustir.

Bitkicik sayisi: Embriyolardan geliserek olusan gercek kok ve yaprak
dokularina sahip bitkiciklerin sayilar1 her genotip i¢in ayr1 ayri kayit altina
alinmistir. Bu bitkiciklerin gelisim siirecleri gozlemlenmis ve normal
embriyo sayilar1 ile karsilastirilip embriyolardan olusan bitkiciklerin
yiizdesi kayit altina alinmastir.

Kontrol gruplarinda olusan bitkicikler, normal ve anormal embriyolar
digerlerinden tamamen ayr1 kayit altina alinmis, gozlemlenmis ve
degerlendirmeye alinmislardir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikrospor Gelisim Evreleri ve Tomurcuk Boylar:

Calismada 3 farkli biber genotipine ait birer ¢esitlerinin her birinden 10 farkli
boyut araliginda tomurcuklar toplanip, bunlarin boylari, i¢lerindeki anterlerin boylar1 ve
anterlerin renklenme (Antosiyanin) durumlar1 kaydedilmigtir. Her araliktan beser adet
anter ezilip, bunlarin igerisinden 200’er mikrospor sayilarak ortalamasi alinmistir.

Kiiltiire alma islemleri sirasinda kullanilacak anterler burada belirlenmistir. Kiiltiir
icin en uygun gelisim evresi olan mid mikrospor (MM) orani en yiiksek araliklar her ¢esit
icin belirlenerek, ylizde olarak mid mikrospor miktar1 kaydedilmistir.

Cizelge 4.1. Benino gesidine ait bulgularda kiiltiire alinmaya en uygun boyutlardaki
tomurcuklar 3.25 mm ile 5.00 mm arasinda olanlaridir

Tomurcuk Boyu Anter Boyu Antosiyanin Mikrosporlar
3.00 — 3.25 mm 1.53 mm YOK %58 T - %22 GM
3.25—3.50 mm 1.84 mm YOK %78.5 MM

3.50 — 3.75 mm 2.05 mm YOK %98 MM
3.75—4.00 mm 2.11 mm YOK %96.5 MM - %2.5 V
4.00 —4.25 mm 2.23 mm YOK %97 MM - %3 V
4.25—-4.50 mm 2.70 mm YOK %81 MM - %19 V
450 —-4.75 mm 2.86 mm %10 %80.5 MM - %19.5 V
4.75—-5.00 mm 3.07 mm %15 %56 MM - %22.5 V
5.00 — 5.25 mm 3.11 mm %25 %22.5 MM - %30.5 V
5.25 —5.50 mm 3.35 mm %45 %53 V - %43 GBP

Sekil 4.1. A) Benino gesidine ait bir ¢ok mid mikrosporun mikroskop altinda bir
goriiniimii; B) Benino ¢esidine ait vakuol ve mid mikrosporlarin bir arada goriiniimii
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Cizelge 4.2. Filinta gesidine ait bulgularda kiiltire alinmaya en uygun boyutlardaki
tomurcuklar 3.75 mm ile 5.50 mm arasinda olanlardir

Tomurcuk Boyu Anter Boyu Antosiyanin Mikrospor
3.50-3.75mm 1.86 mm YOK %5 T - %90 GM
3.75—-4.00 mm 1.91 mm YOK %74 MM - %22.5 GM
4.00 — 4.25 mm 2.15mm YOK %100 MM

4.25 —4.50 mm 2.35 mm YOK %97 MM - %3 V
4.50—-4.75 mm 2.45 mm YOK %90 MM - %10 V
4.75—-5.00 mm 2.65 mm %5 %81.5 MM - %18.5 V
5.00 - 5.25 mm 2.74 mm %15 %69 MM - % 31V
5.25-5.50 mm 2.99 mm %25 %51.5 MM - %27.5 V
5.50-5.75mm 3.14 mm %45 9%51.5 GBP
5.75-6.00 mm 3.35 mm %60 %29 GBP - %60 MP

Cizelge 4.3. Bellisa ¢esidine ait bulgularda kiiltiire alinmaya en uygun boyutlardaki
tomurcuklar 4.00 mm ile 5.50 mm arasinda olanlardir

Tomurcuk Boyu | Anter Boyu (Ort.) | Antosiyanin (Ort.) Mikrospor
3.50-3.75mm 1.79 mm YOK %41.5T - %44.5 GM
3.75—4.00 mm 1.94 mm YOK %41 T - %43 GM
4.00 — 4.25 mm 2.15mm YOK %95 MM - %5 GM
4.25-4.50 mm 2.24 mm YOK %100 MM

450 -4.75 mm 2.48 mm YOK %92.5 MM - %7.5 V
4.75—-5.00 mm 2.65 mm YOK %67.5 MM - %32.5 V
5.00 — 5.25 mm 2.90 mm %10 %63.5 MM - 36.5 V
5.25-5.50 mm 3.05 mm %25 %54.5 MM - %30.5 V
5.50-5.75mm 3.13 mm %35 %39 MM - %43.5 V
5.75-6.00 mm 3.28 mm %60 %59 GBP - % 8 MP

Sekil 4.2. A) Bellisa ¢esidine ait ¢ok sayida gen¢ mikrosporun mikroskop altinda bir
goriiniimii; B) Bellisa gesidine ait ¢ok sayida tetradin mikroskop altinda bir goriiniimii
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Sekil 4.3. Filinta ¢esidine ait 3.80 mm boyunda bir tomurcuktaki tetrad, gen¢ mikrospor
ve mid mikrosporlarin bir arada bir goriinimii

Sekil 4.4. A) Bellisa ¢esidine ait 3.65 mm boyuda bir tomurcuk tomurcuktaki ¢ok sayida
tetradin bir arada goriiniimii; B) Bellisa ¢esidine ait 3.50 mm boyunda bir tomurcuktaki
4 adet tetradin yakindn goriiniimii
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50 um

Sekil 4.5. Benino ¢esidine ait 3.25 mm boyunda bir tomurcuktaki hiicre duvarlar
pargalanmakta olan 2 adet tetrad

Sekil 4.6. Filinta ¢esidine ait 3.77 mm boyunda bir tomurcuktaki gen¢ mikrospor
evresinden mid mikrospor evresine gegis asamasinda olan mikrosporlar
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Sekil 4.7. A) Filinta ¢esidine ait 4.15 mm boyunda bir tomurcuktaki ¢ok sayida mid
mikrospor; B) Filinta ¢esidine ait 4.30 mm boyunda bir tomurcuktaki ¢ok sayida mid
mikrospor

Mikrospor gelisim agamalarinin belirlenmesi islemlerinden elde edilen bulgular,
mikrospor gelisim agamalari ile antosiyanin (Renklenme) orani arasindaki iliskinin sabit
olmayip her genotipe gore farklilik gosterdigini; kiiltiire alinmak i¢in uygun kabul
edilebilecek anterlerin renksizden-heniiz renklenmek iizere olan anterlerden baglayarak,
%30-40 oraninda renklenmis anterlere kadar oldugunu gostermektedir.

Iclerinde embriyo olusturmaya en elverisli olan mikrosporlar1 ihtiva eden boy
araliklari; Benino gesidi igin 3.25-5.00 mm boylarinda olan tomurcuklari, Filinta ¢esidi
icin 3.75-5.50 mm arasinda olan tomurcuklar ve Bellisa ¢esidi i¢in 4.00-5.50 mm
boylarinda olan tomurcuklar olarak belirlenmistir. Bu boy araliklarinda olan
tomurcuklardaki anterler %50 oraninin iizerinde mid mikrospor ihtiva ettikleri i¢in
embriyo olusumuna en uygun potansiyele sahip araliklar olarak kaydedilmistir.

4.2. Kiiltiirlerde Mikrospor ve Embriyolarin Gelisim Siireci

Bir giin boyunca 4°C’de soguk stresine maruz birakilan tomurcuklar kesilerek, 60
mm c¢apindaki cam petrilerde, iclerinden 5’er adet anter konulmak iizere kiiltiire
alinmislardir. Kiiltiir ortaminin ilk kat1 katmani 5.5 mL, s1v1 ortam ise 5 mL olacak sekilde
ayarlanmistir.

Kiiltiirlerde ilk 4 hafta icerisinde hi¢ bir gelisime rastlanmamaistir, ancak 5. hafta
icerisinde kiiltlirelerde globiiler embriyolar ve 6. hafta icerisinde de bunlardan geliserek
olusan normal ve anormal yapida embriyolar gézlemlenmistir. Her 3 genotipe ait ¢esitte
de ilk 4 hafta icerinde kiiltiire alinan petrilerde hi¢ gelisim goériilmemis, 5. hafta ve
sonrasinda embriyo gelisim hizlar1 agisindan ¢ok benzer bulgulara rastlanmistir.
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Sekil 4.8. Bellisa ¢esidine ait ayn1 petrideki iki adet normal goriiniimlii embriyonun 7.
haftanin basinda goriintiisii

Sekil 4.10. A) Benino ¢esidine ait 3 adet globiiler embriyo; B) Benino ¢esidine ait bagka
bir petrideki 6 adet globiiler embriyo

Kiiltiire alinan petriler icerisinde embriyo olusumu her bir genotipte 12 ile 13.
haftalara kadar devam etmistir fakat 10. haftalarin sonrasinda olusan embriyolarin besin
ortaminin s1vi katmaninin yeterli seviyede olmasinda veya tiikendiginde yenilenmesine
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ragmen c¢imlendirmeye alidiginda hi¢ bir sekilde gelisimlerini ve canliliklarini
stirdiiremedikleri goriilmiistiir.

Sekil 4.11. Kiiltiire alinan besinci hafta icerisindeki bir petrideki Bellisa ¢esidine ait 5
adet globiiler embriyonun yakindan bir goriintiisii

Sekil 4.12. Benino ¢esidine ait bir ¢ok globiiler, normal ve anormal embriyolarin farkli
karelerde bir arada goriiniimleri
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Sekil 4.13. Bellisa ¢esidine ait bir ¢ok globiiler, normal ve bir adet anormal yapidaki
embriyolarin farkl karelerde bir arada goriiniimleri

Sekil 4.14. Filinta gesidine ait gelisimlerini anterlerin i¢inde siirdiirmekte olan {i¢ adet
embriyonun goriintiileri

Sekil 4.15. Benino ¢esidine ait 8 haftalik kiiltiirlerde gelismeye devam eden farkli
boyutlardaki embriyolar
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Sekil 4.16. Benino gesidine ait kiiltiire alindiktan 9 hafta sonra olusan embriyolar

Sekil 4.17. Benino ¢esidine ait bir kiiltiirde 10. hafta igerisinde gelismeye devam eden
farkli boylardaki embriyolarin bir arada goriiniimii

Gelisimlerini anterlerin igerisinde devam ettiren veya sivi ortama salinamamis
embriyolar ¢ogunlukla Filinta ¢esidine ait anterlerde goriilmiistiir. Bu embriyolar yeteri
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kadar gelistikten sonra zedelenmeden anterden cikarilarak c¢imlendirmeye alinmalari
saglanmistir, yapilan bu iglem sirasinda 6zellikle embriyolarin kotiledon kisimlarinin
zedelenmemesine dikkat edilmistir.

Anterlerden s1v1 ortama dokiilen mikrosporlardan olusan bu embriyolar, 7. Hafta
icerisinde ve sonrasinda uygun boya geldiklerinde 100 mm capindaki petrilerde, en fazla
4’er adet olmak iizere MS ortaminda ¢imlendirmeye alinmistir. Cimlendirmeye alinan
embriyolar gergek kok ve yaprak dokulari gdziiktiikten sonra yeterince uzamalari ve
bitkiciklere dontismeleri i¢in 140 mm uzunlugunda, 20 mm c¢apindaki tiiplerde MS 0
ortamina dikilmislerdir.

Sekil 4.18. Bellisa ¢esidinden elde edilen gergcek kok ve yaprak dokulart olusmus
bitkicikler

Sekil 4.19. Benino ¢esidinden elde edilen ger¢ek kok ve yaprak dokulart olusmus
bitkicikler
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Besinci hafta icerisinde olusan globiiler embriyolar ortalama iki ile {i¢ hafta
icerisinde 6-10 mm boya ve c¢imlendirmeye alinmak i¢in uygun hale gelebildikleri
goriilmiistiir. Bu embriyolarin gelisimleri diizenli olarak takip edilerek gercek kok ve
yaprak dokularini olusturmalari beklenmistir.

Calismada her {i¢ genotip icin ayr1 ayr1 i¢lerinde 5’er adet anter iceren 100’er tane
petri olmak iizere, toplamda 300 adet petri ve 1500 adet anter kiiltiire alinmustir.
Bunlardan ise toplamda dolmalik biber genotipi olan Benino ¢esidinden toplamda 355
adet, kapya biber genotipi olan Bellisa ¢esidinden toplamda 73 adet ve sivri biber genotipi
olan Filinta ¢esidinden ise toplamda 15 adet embriyo elde edilmistir.

Dolmalik biber genotipinden 60 adet normal embriyo ve bunlardan 18 adet gergek
kok ve yaprak dokularina sahip haploid bitkicik; kapya biber genotipinden 21 adet normal
embriyo ve bunlardan 5 adet gercek kok ve yaprak dakularina sahip haploid bitkicik; sivri
biber genotipinden ise 4 adet normal embriyo ve bunlardan 2 adet gergek kok ve yaprak
dokularina sahip haploid bitkicik elde edilmistir.

Kolsisin uygulanarak kromozom katlamasi yapilmak tizere bitkicikler %70 torf +
%30 perlit karisimna sasirtilmiglardir. Bitkicikler sasirtma isleminden sonra bir hafta
igerisinde ¢okerten (Phytium spp.) hastaligina yakalanan bitkicikler kolsisin
uygulamasina tabi tutulamamis ve daha ileriki seviyelere ulastirilamamislardir.

Cizelge 4.4. Genotiplerde olugsan embriyo sayisi, normal ve saglikli embriyo sayis1 ve
yiizdesi, olusan saglikl1 bitkiciklerin sayis1 ve normal embriyo sayisina gore ylizdesi

Cesit Isimleri Embriyo Normal Embriyo Bitkicik Sayis1 ve
Sayisi Sayisi ve Yiizdesi Yiizdesi
Benino 355 60 - %17 18 - %30
Bellisa 73 21 - %29 5-%24
Filinta 15 4 - %27 2 - %50

Cizelge 4.5. Genotiplerde kiiltiire alinan petri bagina olusan toplam embriyo ve normal
embriyo sayist ile embriyo olusan petri yiizdesi

Cesit Isimleri Petri Basina Olusan Ortalama Olarak

Toplam Embriyo Normal Embriyo Sayisi
Sayisi Adet %
Benino 3.55 0.60 17
Bellisa 0.73 0.21 29
Filinta 0.15 0.04 27
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4.3. Kontrol Gruplar1 ve Kontrol Gruplarindan Elde Edilen Bulgular

Yapilan calismada besin ortamina eklenen bitki biiyiime diizenlericilernin
kombinasyonlarinin embriyo sayisi lizerindeki etkisini gézlemlemek amaci ile her iig
genotip i¢in de 25 er adet petride ve 125’er adet anter olmak iizere, toplamda 75 petri ve
375 anterden olusan kontrol gruplari olusturulmustur.

Sekil 4.20 Kontrol gruplarindan elde edilen Bellisa ¢esidine ait 6 haftalik petrilerdeki
embriyolar

5mm

Sekil 4.21 Kontrol gruplarindan elde edilen Benino ¢esidine ait 5 haftalik bir petrideki
embriyolar
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Kontrol gruplarindan sadece 6 tanesi normal olmak {izere toplamda 50 adet embriyo
elde edilmistir. Bu normal embriyolardan gergek kok ve yaprak dokularina sahip
bitkicikler olusmamustir.

Cizelge 4.6. Kontrol gruplarindan elde edilen embriyo sayilar1 ve petri basina olusan
embriyo sayisi

Cesit Isimleri Embriyo Normal Embriyo Petri Basina
Sayisi Sayisi ve Yiizdesi Embriyo Sayisi
Benino 37 5-%13.5 1.48
Bellisa 10 1-%10 0.40
Filinta 3 0 - %0 0.12

Cizelge 4.7. Kontrol gruplan ile 2.5 pM Zeatin ve 5 pM TAA eklenmis sivi besin
ortamindan elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi

Cesit Isimleri Normal Embriyo Yiizdesi Petri Basina Embriyo
Sayisi
25 uM 25 M
Zeatin +5 Kontrol Zeatinve 5 Kontrol
pM TIAA pM TIAA
Benino 17 13.5 3.55 1.48
Bellisa 29 10 0.73 0.4
Filinta 27 0 0.15 0.12

Kontrol gruplarindan elde edilen sonuglara gore besin ortaminin sivi katmanina 2.5
UM Zeatin + 5 pM TAA ilave edilmesi olusan normal embriyo orani acisindan her 3
genotipi temsil eden gelitte, 6zellikle de Bellisa ve Filinta ¢esitlerinde 6nemli derecede
artisa sebep oldugu goriilmiistiir. Stvi ortama 2.5 uM Zeatin + 5 uM [AA ilavesinin petri
basina olusan embriyo sayisin1 Benino ve Bellisa gesitlerinde oldukga arttirdigi ancak
Filinta ¢cesidinde ¢ok yiiksek bir artisa neden olmadigi goriilmiistiir.

4.4. Donér Bitkilerin Gelisiminin Embriyo Olusumu Uzerine Etkisi
Yapilan bu arastirmada elde edilen bir diger bulgu ise dondr bitkilerin gelisim

diizeyleri ilerledikce toplanilan anterlerin Shed-Mikrospor kiiltiiriine verdikleri tepkinin
her genotip i¢in ¢ok biiylik miktarda azalmasidir.
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Dondr bitkiler ilk ¢igek tomurcuklarini vermeye basladiktan sonraki ilk 8 hafta
icerisinde kultiire alinan anterlerde 5. haftadan itibaren embriyo olusumu gézlemlenmis
ve 9-10 hafta kadar embriyo olusumu devam etmistir. Ayni1 donor bitkilerden 9. haftadan
sonra toplanip kiiltiire alinan 15’er petrideki 75’er adet anterden Filinta ¢esidinden hig;
Benino ve Bellisa gesitlerinden ise sirasi ile 5 ve 2 adet embriyo olustugu goriilmiistiir.
Olusan bu embriyolarin gelisimleri olustuklarindan itibaren 6. haftadan sonra durmus ve
sonrasinda canliliklarini yitirdikleri gorilmiistiir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada 6zellikle Akdeniz Bolgesi i¢in biiyiik dneme sahip ve bitki 1slahinda
odak konusu olan biber (Capsicum annuum L.) bitkisine ait en yaygin tiiketilip-iiretilen
ti¢ farkl1 genotipin shed-mikrospor kiiltiirii teknigine olan yatkinliklari, mikrospor gelisim
asamalar1 ve mikrosporogenesis potansiyelleri arastirilmistir. Yiiksek lisans tezi olarak
yapilan bu ¢alismada basglica agsagidaki sonuglar elde edilmistir.

Mikrospor gelisim agamalarinin her genotip i¢in antosiyanin seviyesi ile farkli
oranda oldugu ve antosiyanin seviyesinin ortalama olarak %40’ iistiine ¢ikmamasi
gerektigi; daha olgun anterlerin biiyiik cogunlukla embriyo olusturmaya elverisli olmayan
geng biseliilar polen ihtiva ettikleri ve yeterli miktarda mid polen ile embriyogenesis igin
uygun kabul edilen vakuol ihtiva etmedikleri gortilmiistiir.

Mikrospor gelisim asamalarinin her mikrospor igin sabit ve diizenli olmadigi,
istenilenden fazla olgunlasmis anterlerin az da olsa uygun ve bir ¢ok farkli evredeki
mikrosporlar1 ayni anda ihtiva edebildigi, ayn1 anterin igerisindeki mikrosporlarin
timiyle ayni hizda gelismedikleri gériilmistiir.

Embriyo olusturmaya en uygun olan asamalar sayilabilecek mid mikrospor ve
vakuol igerigi en fazla olan anterlerin renksiz olanlardan, en ¢ok ortalama %30 oranina
kadar renklenme gosterenler oldugu tespit edilmistir. Bu oranlarin genotiplere gore
degisebilecegi de goz oniinde bulundurulmalidir.

Cift katmanli besin ortami sayesinde mikrosporlarin sivi ortam igerisinde
serbestce ve daha rahat gelisirek embriyolar olusturduklari gozlemlenmistir. Buna ek
olarak olusan embriyolarin gézlemlenmesi ve ¢cimlendirmeye alinmasi ¢ok daha kolay
olmustur. Ancak sivi ortam olmasina ragmen anterin i¢inde gelismeye devam eden
embriyolarin da varligi gézlemlenmistir, bu embriyolarin sivri biber genotipini temsil
eden Filinta F1 ¢esidinde ait oldugu gézlemlenmistir.

Cift katmanli besin ortaminin kati ortami sayesinde gelisen mikrospor ve
embriyolarin seker kaynagi ihtiyacit karsilanmis ve aktif komiiriin faydalarindan
yararlanilmistir. Ustteki s1vi katman sayesinde ise yiiksek miktarda embriyo gdriinen
ozellikle dolmalik biber genotipine ait anterlerin kiiltiire alindig1 petrilerde sivi ortamda
meydana gelen eksilmeye kolayca 5. ve 6. haftalardan sonra ilave yapilarak, heniiz
gelisimlerini tamamlamamis olan embriyolara yeni besin kaynagi basariyla saglanmistir.
Calisma sirasinda s1vi kamanin bitki biiyiime diizenleyicilerinin kullanimini daha etkin
ve kolay kildig1r goriilmiistiir. Ayrica dondr bitkiden kaynakli enfeksiyonlarin fazla
gorildiigi hassas genotipler ile yapilan caligmalarda da sivi ortama antibiyotik
cozeltilerinin eklenmesi kolaylik ve etkinlik agisindan yiiksek potansiyel tasidigi goz
ontinde bulundurulmalidir.

Kontrol gruplarindan elde edilen sonuglar ile ¢ift katmanl besin ortamina 2.5 uM
Zeatin ve 5 uM TAA ilave edilmesinin embriyo olusumu agisindan her ii¢ genotip i¢in de
onemli avantajlar sagladigi kesin olarak goriilmiistiir. Ancak diger bitki biiylime
diizenleyicilerin ve farkli dozlardaki kombinasyonlarinin etkilerinin goériilmesi i¢in daha
fazla ¢alisma yapilmalidir.
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Tiim genotiplerdeki kiiltiirlerde ilk embriyolar kiiltiire alindiktan sonraki 5. hafta
icerisinde globiiler embriyolar olarak goriilmeye baslanmistir. Her genotipte embriyo
olusumu kiiltiirlerin 13. haftalarma kadar devam etmistir. ilk 10 haftadan sonra
¢cimlendirmeye alinan embriyolarin hemen hepsinde sararma meydana gelmis, enfeksiyon
olmaksizin gelisimlerini ve canliliklarini siirdiiremedikleri goriilmiistiir. Bu dogrultuda
kiiltiire alinan anterlerin ilk 10 haftasinin biiyiik 6neme sahip oldugu goriilmiistiir.

Arastirmadan elde edilen bulgularin gdsterdigi bir diger sonug ise donor bitkilerin
govdelerinde odunsu doku ve meyve verimi arttik¢a bu bitkilerden alinan anterlerden
olusan embriyolarin, bitkiler gencken alinan anterlerden olusan embriyolara gére daha
koyu renkli ve iri yapida olduklar1 ancak embriyo olusumunun ¢ok biiyiik oranda azaldigi
goriilmistiir. Bu dogrultuda dondr bitkilerin ¢icek tomurcuklarini  vermeye
baslamasindan itibaren ilk 9 haftalik siirecin embriyo olusumu ve olusan embriyolarin
gelisim seyri agisindan ¢ok daha avantajli oldugu goriilmiistiir.

Calismada kiiltiire alinan 3 ayr1 genoriptan toplam 300 petrideki anterlerin hig
birinde kallus olusumu gozlenmemistir. Yiiksek oranda ve kayda deger bir enfeksiyon
durumu da gergeklesmemistir, 300 petriden toplamda 24 tanesinde enfeksiyon
goriilmiistiir. Doku kiiltiirti tekniklerinde enfeksiyon sebepleri basica besin ortamindan
kaynakli enfeksiyonlar ve donér bitkilerden alinan materyalden kaynaklanan
enfeksiyonlardir. Ancak ¢alsimada goriilen enfeksiyonlu petrilerin 22 tanesi, petrilerin
miihiirlenmesini saglayan parafinin ¢atlamasindan ve petrinin hava almasindan Gtiirii
meydana gelmis oldugu, sadece 2 adet petride kullanilan materyalden kaynaklanan
enfeksiyonlarin oldugu goriilmiistiir. Kontrol gruplarinda kiiltiire alinan 3 ayr1 genotipten
toplam 75 petrideki anterlerde de ayni1 seki kallus olusumu ve kayda deger bir enfeksiyon
durumu gozlenmemistir.

Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigi ile 3 genotipten toplamda 443 adet saglikli
embriyo (Kontrol gruplari hari¢) elde edilmistir, bunlarin 85 tanesi normal yapidaki
embriyolardir. Olusan embriyolarin ve haploid bitkiciklerin biiyiik cogunlugu (Toplam
embriyo sayisinin %80°1 ve toplam bitkicik sayisinin %72’s1) dolmalik biber genotipine
(Benino F1) aittir. Shed-mikrospor kiiltiirii teknigi ile embriyo ve bitkicik olusturmaya en
yatkin genotipin dolmalik biber, normal embriyo orani en yiiksek genotpin kapya biber
ve Shed-Mikrospor kiiltiirii teknigine en az cevap veren genotipin ise sivri biber genotipi
oldugu goriilmiistiir. Ancak bu yonde arastirmalar daha ileriki seviyelere tasinmali ve
sofralik genotiplerde daha fazla ¢aligma yapilmalidir.
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