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OZET

BIiBER (Capsicum annuum L.) ISLAH MATERYALLERINDEN DiHAPLOID
HATLARIN URETIMIi

Biber (Capsicum annuum L.) Solanaceae familyasina ait olan 6nemli bir sebze
tiridiir. Biber meyveleri taze, kuru, sal¢a, baharat, ve sos seklinde tiiketilir. Bu
Oonemli sebze tiirlinde yeni ¢esitlerin {iretilmesi i¢in yapilan 1slah calismalarinda
kullanilan klasik kendileme uygulamasi ile saf hatlarin iiretilmesi i¢in en az 5
generasyon gereklidir. Dihaploidi (DH) uygulamlarinin miimkiin oldugu durumda
tek generasyonda tiim Ozellikleri agisindan saf hale getirilmis olan bitkiler miimkiin
olabilmektedir. Biberlerde anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid
embriyolarin liretilebilecegi bilinmektedir. Androgenesis teknigi uygulanarak haploid
embriyo uyartimi teknolojisinin bu énemli sebze tiirlinde kullanilabilmesi ile ilgili
yayinlanmig olan rapor sayist ¢ok sinirlt sayidadir. Yaymnlanmis aragtirmalara gore
O6n uygulamalar, uyartim ve rejenerasyon ortamlari ve cicek tomurcugu dondrii
bitkinin genotipi gibi faktorler androgenesis uyartiminda onemlidir. Bu c¢alismada
Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarmmsal Biyoteknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (PAU BIYOM) tarafindan 1slah ¢alismalarinda kullanilan agik
tozlanan seleksiyon hatlar1 ve standart ticari ¢esitlerin androgenesis potansiyeli
arastirillmistir. Turkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan seleksiyon 1slahi yoluyla
elde edilmis 73 genotip ve 11 standart ticari genotipler kullanilmistir. Bitkiler tohum
ekiminden tomurcuk ve meyve olusturmasina kadar biitiin donemlerinde uygun sera
biiyiitme kosullarinda tutulmustur. Caligmada haploid embriyo uyartimi amaciyla
anter kiltirii teknigi kullanilmigtir.  Anter kiiltiiri ¢alismalarinda {i¢ farkli medya
uygulamasi yapilmistir. Bu bitkilerden ta¢ ve ¢anak yapraklari yaklasik ayni boyda
olan ¢igek tomurcuklarindan alinan anterler uyartim medyalarinda kiiltiire
alinmiglardir. Bu asamadaki ¢igek tomurcuklarinda anterler iginde bulunan
mikrosporlarin erken ¢ift ¢cekirdekli donemde oldugu tahmin edilmektedir. Steril hale
getirilmis ¢igek tomurcuklarindan alinan anterler farkli konsantrayonlarda NAA, 2,4-
D, BAP ve kinetin hormonlari igeren MS (Murashige ve Skoog, 1962: IM-1, IM-2 ve
IM-3) ve CP (Chambonnet, 1982) ortamlarma ekilmislerdir. Genelde uyartim
kiiltiirleri  bir inkiibatdrde 8 giin karanlikta ve 35° C’de on uygulamaya tabi
tutulurken bazilar1 normal biiyiitme kosullarina konulmuslardir. IM-1, IM-2 ve IM-3
kiltiirlerinde kallus olusturan kiiltiirler baglangictan 1 ay sonra normal MS
medyasina transfer edilmislerdir. CP medyalarina konan anterler 8 giinliik 6n
uygulama ve 4 giinliilk normal kiiltiir sartlarda tutulduktan sonra R1 medyasina
transfer edilmislerdir. Kiiltiirler her hafta periyodik olarak gézlenmis ve degisiklikler
kayit edilmistir. Bu ¢aligmada 84 biber genotipinden toplam 7343 adet anter kiiltiire
almmistir. Bu kiiltiirlerden 72 adet (% 0.98) androgenik kallus diretilmistir. Bu
kalluslardan embriyoya doniismeden biiyiimeye devam etmislerdir. Toplam 11
kallustan izole edilen ¢ekirdek DNA ornekleri ile yapilan flow sitometri analizleri
kalluslarda kromozom sayis1 anormallikleri oldugunu gostermistir. Biber
anterlerinden elde edilen kallus orneklerinin sadece bir tanesi haploid c¢ekirdek
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DNAs 1 tasirken, 2 andploid, 2 miksoploid, 1 poliploid ve 4 diploid ¢ekirdek DNA ’s1
tagityan kalluslarin = oldugu bulunmustur. Calisma sonucunda biber anter
kiltlirlerinden embriyo veya siirglin gelisimi gozlenmemistir. Sonu¢ olarak Tiirk
biberlerinde androgenesis uyartim protokollerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalara
devam edilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Androgenesis, Anter Kiiltiirii, Bitki Biiylime Diizenleyicileri,
Capsicum annuum L., CP, Haploid Bitki, MS, Solanaceae
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SUMMARY

PRODUCTION OF DOUBLED HAPLOID LINES

FROM PEPPER (Capsicum Annuum L.) BREEDING MATERIALS

Pepper (Capsicum annum L.) is an important vegetable crop from Solanaceae
family. Pepper fruits are consumed in various ways such as fresh, dried, paste, spice,
sauce. In this important crop species, at least 5 generations of selfing are required in
order to produce inbreds through classical breeding efforts. When applicable,
doubled haploid (DH) applications can provide completely pure plant lines for all
characteristics. It is known that pepper haploid embryos can be produced via anther
and microspore cultures. However, there are a limited number of publications about
the application of androgenesis based haploid embryo induction technology in this
important vegetable species. According to published studies androgenic response in
pepper anther cultures is influenced by factors such as pretreatments, induction and
regeneration media and the genotype of flower bud donor plants. In this study, the
androgenesis potential of open pollinated selection lines and standard commercial
pepper lines, which are used in a breeding program carried out in Pamukkale
University Plant Genetics and Agricultural Biotechnology Application and Research
Center (PAU BIYOM) was determined. Seventy-three genotypes selected from
pepper materials collected from different regions of Turkey and 11 standard
commercial genotypes were used in the experiments. Donor pepper plants were
grown in a greenhouse under standard growing conditions. In this study, anther
culture technique has been used for haploid embryo induction. Three different
induction media were used to test whether they can induce androgenesis in pepper
anther cultures. Anthers were collected from the flower buds when sepals and petals
were about the same length. This type of bud is considered to contain microspores at
the early binucleate stage in pepper. Anthers extracted from surface sterilized flower
buds were cultured on MS (Murashige and skoog, 1962: IM1, IM2 and IM3)
containing various concentrations of NAA, 2,4-D, BAP, kinetin and CP (Chambonet,
1982) media. In general, induction cultures were pretreated for 8 days in dark in an
incubator set for 35° C before transfer to a culture room, which was set for 25° C/16
hrs light and 18° C/8 hrs dark. Some induction cultures were directly placed in the
culture room. Calli producing cultures established in IM1, IM2, IM3 were transferred
to MS with no hormones one month after culture initiation. Anther cultures
established in CP plates were kept in the pretreatment incubator for the first 8 days
and then transferred to culture room where they were kept for 4 more days before
transfer to plates containing R1 medium (Chambonet, 1982). Anther cultures were
observed weekly and findings were noted. In this study, a total of 7535 anthers from
84 genotypes were placed in induction media. These cultures produced 72
androgenic calli (% 0.95). Androgenic calli continued to grow without forming
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embryos. Flow cytometry analysis of nuclear DNA samples isolated from 11 calli
showed the existance of chromosomal abnormalities in these calli. Among the
samples tested only one of the pepper androgenic calli contained haploid nuclei and
four of them contained diploid nuclei. Flow cytometry analysis detected two
aneuploid, two mixoploid and one polyploid androgenic pepper callus. In this study,
no embryo or shoot development were observed from pepper anther cultures. In
conclusion, studies for the development of androgenesis induction protocols suited
for Turkish pepper genotypes should be continued.

Key Words: Androgenesis, Anther Culture, Plant Growth Regulators, Capsicum
annuum L., CP, Haploid Plant, MS, Solanaceae
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1.GIRIS

Capsicum (biber) Solanaceae ailesinde yer alir. Capsicum tiirlerinin dogal yayilim
alanlart Orta ve Giiney Amerika’dir. Orta Amerika’da 6zellikle Capsicum cinsinin
bes kiiltiir tiirii ve bu tilirlere ait yiizlerce ¢esit bulunmaktadir. Biitiin dogal biber
populasyonlart diploid olup ayni kromozom sayisina (2n = 2x = 24) sahiptirler.
Kiiltiire alinmus tiirler arasinda C. annuum L., C. frutescens L., C. chinense Jacq., C.

baccatum L. ve C. pubescens Ruiz & Pav.yer almaktadir (Pickersgill, 1997).

C. annuum diinyanin her tarafinda yaygin olarak yetistirilen ve tiiketilen bir tiirdiir.
Tatli dolmalik biber tipi gesitleri kadar ¢ok sayida act ve tath sivri biber tipleri de
bulunmaktadir. Bu tiir beyaz renkli ¢igeklere sahip, kiigiik, dalli, otsu ve tek yillik bir
bitkidir. Meyveleri sekil, biiyliklik ve renk bakimindan oldukga farkliliklar arz
etmektedir. Meyve sekilleri uzun, dar ve yuvarlak sekle kadar farklilik gosterir
(IBPGR, 1983). C. frutescens tropik ve iliman iklime sahip alanlarda esas olarak
kiiltiire alinir ve genellikle ¢ok ac1 tada sahiptir. C. chinense bilimsel isminin tersine,
Giliney Amerika orijinlidir. Bilinen en act biberler arasinda gosterilen habanero tip
biber gesitleri bu tiir igerisinde yer almaktadir. C. baccatum g¢ogunlukla Orta ve
Giiney Amerika yiiksek kesimlerinde yetistirilen bir tirdir ve aji olarak
isimlendirilmektedir. C. pubescens kiiltiire alinmig biberler arasinda en az bilinen
tiirdiir (Greenleaf, 1986).

C. annuum Tiirkiye’de ve Diinya’da oldukga fazla iiretilen dnemli bir biber tiiriidiir.
Ulkemizde biber iiretiminin énemli bir kismi (% 33) Akdeniz Bélgesinin kiyi
kesimlerinde yapilmaktadir. Bu bolgemizi takiben Ege, Marmara ve Karadeniz

Bolgelerinde biber iiretimi yapilmaktadir.

Biber 1slah¢ilar tarafindan en yaygin olarak kullanilan metod saf hat ve pedigri
seleksiyonudur. Dihaploid hatlarin (DH) iiretilmesi saf hatlarin olusturulmasi igin
gerekli siirenin kisaltilmasi ve tiim alleller i¢cin homozigot olan hatlarin gelistirilmesi
amaciyla yapilir. Biberde haploid bitkiler poliembriyoni ve in vitro androgenesis
yoluyla olusurlar. Biberde in vitro haploid embriyo uyartimi erkek gametlerde

embriyogenesis  yontemiyle miimkiin olmaktadir. Anter kdltiirii, iginde
1



olgunlasmamis polenleri bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro
kosullarda yapay besin ortamlarina aktarilmasi ve burada olgunlasmamis polenlerden
haploid embriyolar elde edilmesidir. Anter kiiltiirliyle, normal sartlarda iki ¢ekirdekli
donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru ¢evrilmekte ve androgenesis meydana

gelmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Embriyonun yalnizca erkek gametten meydana gelmesine androgenesis denir. In
vitro da androgenesis ile haploid bitki elde edilmesinde anter ve mikrospor kiiltiirti
yaygin olarak kullanilan tekniklerden birisidir. Temel olarak normal erkek gameti
olusturacak olan polen hiicresinin gelisimini belirli bir asamada durdurarak somatik
hiicrelerde oldugu gibi polen hiicresinin direkt olarak embriyo olusturmaya
zorlanmasidir. Bu teknigin diger in vitro haploid bitki elde etme tekniklerine gére
avantaji; bir anter igerisinde binlerce mikrospor bulunur ve bir anterden ¢ok sayida

haploid bitki elde edilebilir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Biberlerde anter kiiltiirii ile ilk haploid bitki iiretimi Wang ve arkadaslari,(1973)
tarafindan elde edilmistir. Haploid bitki iiretim ¢aligmalar1 George ve Narayanswamy
(1973), Saccardo ve Devreux (1974), Novak (1974), Harn ve ark. (1975) gibi bazi
arastiricilar tarafindan devam ettirilmistir. In vitro androgenesis igin mikrosporun tek
¢ekirdekli evresinin en uygun oldugu Sibi ve ark. (1979) tarafindan gosterilmistir.
Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1980) ve Dumas de Vaulx ve ark. (1981)
tarafindan androgenesis uyartimi i¢in sicak uygulamasi denemisler ve daha fazla
basar1 elde etmislerdir. Sonraki arastirmacilar bu teknigi gelistirtirerek
uygulamiglardir (Bajaj, 1990; Mityko ve ark., 1995; Kim ve ark., 2008; Nowaczyk
ve ark., 2009). Ulkemizde de yerli biber genotipleri iizerinde ilk in vitro
androgenesis ¢alismalart Abak (1983) tarafindan baslatilmigtir. Erkek gamet
hiicrelerinden haploid embriyo eldesi icin farklt 6n uygulamalar, kiiltiir medyalari,
bliylime diizenleyiciler, aktif komiir ve glimiis nitrat kullanimi Onerilmistir
(Kristiansen ve Andersen, 1993; Ercan ve ark., 2001; Ciner ve Tipirdamaz, 2002).
Comlekgioglu ve ark. (1999), baz1 yerli biber populasyonlarinda yaptig1 anter kiiltiirti
calismalarinda, bitki gelisimini diizenleyicilerden NAA ve BAP'm besin
ortamlarinda birlikte kullanilmasinin ve Kiiltiiriin ilk haftasinda 35° C sicaklik

uygulamasinin olumlu sonug verdigini bildirmislerdir.



Tiirkiye’de ¢ok sayida biber genotipi oldugu bilinmektedir. Bununla beraber
ekonomik Oneme sahip biber genotipi sayis1 ¢ok diisiikk sayilarda kalmaktadir.
Tirkiye’nin farkli bolgelerinde degisik ekolojik kosullarda ve tiiketim tercihlerine
gore liretimi yapilan ama yiiksek oranda genotipik ve fenotipik varyasyon gosteren
yiizlerce g¢esitten bazilarinin genetik saflastirma ve pedigri seleksiyon islahi ile ¢esit
olarak gelistirilebilmesi miimkiindiir. Dihaploidi (DH) yontemiyle elde edilen saf
hatlar ¢esit olarak kullanilabilecekleri gibi, pedigri seleksiyon 1slahinda ve hibrit F;
lerin iiretiminde ebeveyn olarakta kullanilabildikleri i¢in ¢ok degerli 1slah
materyalleridir. Bu nedenle iilkemizde baslatilacak olan biber 1slah programlarinda
1slah¢ilarin kullanabilecegi dihaploid hatlarin elde edilmesinde kullanilacak olan

haploid indiiklemesi ve dihaploidizasyon yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Bu ¢alismada, Tiirkiye nin fakli bdlgelerinden toplanip seleksiyon 1slah1 yontemiyle
elde edilmis olan ve yaygin olarak iireticiligi yapilan standart biber ¢esitlerinden
dihaploid bitkilerin iiretilmesi ve bu bitkilere uygun protokollerin gelistirilmesi
amaglanmaktadir. DH teknolojisi tiim 6zellikleri kontrol eden genlerin homozigot
hale getirilmesine olanak saglar. Bu nedenle DH bitkilerden kendileme yolu ile elde
edilen bitkiler acilim gostermezler. Tiim allelleri saf hale getirilen bitkiler hem 1slah
amaciyla hem de molekiiler biyoloji ve genetik ¢alismalarda kullanilabilirler. istenen
ozellikler agisindan homozigot olan bitkiler direk ¢esit olarak veya hibrit tohum
eldesinde ebeveyn olarak kullanilabilirler. Bu tiir gesitler genetik tiniformluk
gosterdikleri i¢in arazi ve sera yetistiriciliginde c¢ok tercih edilirler. Bu hatlar melez
giicii 6zelligi nedeniyle tercih edilen F; hibrit ¢esitlerin iiretiminde de ebeveyn olarak
kullanilabilirler. Bu agilardan DH teknigi ile iilkemizin ihtiyaci olan biber ¢esitlerinin
1slahinda ¢ok basarili sonuglarin elde edilmesi ve var olan genetik ¢esitliligimizin
korunmas1 ve gelistirilmesi miimkiin olabilir. Bu da biberlerin 1slah ¢aligmalarinda
bliylik avantaj saglar. Tiirkiye bir¢ok sebze ve meyve liretim materyali ihtiyacinin
cogunu ithalat yoluyla karsilamaktadir. Bu c¢alismanin temel amaci iistlin tarimsal
ozelliklere sahip Tirk biber hatlarmin DH teknolojisi ile kisa bir zaman dilimi

icerisinde gelistirilebilmesine olanak saglamaktir.



1.2 Literatiir Ozeti

Biberin anavatan1 Orta ve Giiney Amerikadir (IBPGR, 1983). Yapilan
arastirmalarda, biberin 1493 yilinda Christopher Columbus tarafindan Amerika’dan
Ispanya’ya daha sonra 1548 yillarinda Ingiltere’ye ve 1578 yilinda Avrupa iilkelerine
girmistir. 16. yiizyllda Osmanli Imparatorlugu ile Avrupa iilkeleri arasindaki siki
iliskilerin sonucuyla biber bitkisi Istanbul’a getirilmistir (Vural ve ark., 2000).
Tiirkler tarafinda biber bitkisi Orta Avrupa ve Kuzey Afrika iilkelerine tanitilmistir
(Andrews, 1999).

Biber bitkisi Solanaceae familyasindan olup en yaygin kullanilan tiirti Capsicum
annum L. (2n= 2x= 24)’ dir. Erselik cicek yapisinda olan biber ¢iceginde, disi ve
erkek organ aym ¢igek tizerinde bulunur. 5 ¢anak yaprak, 5 tag yaprak, 5 adet erkek
organ ve 3-5 karpelli bir adet disi organa sahiptir. Yaprak veya dal koltuklarinda
birden fazla ¢icek bulunabilir. Cigekler farkli tiirlerde mor veya beyaz renkte
goriilebilir (Glinay, 1981). Disi organlar erkek organlardan 6nce geliserek dollenme
olgunluguna erisirler ve % 3-30 oraninda yabanci dollenmeye rastlanir (Giinay,
1981). Biber iilkemizde ve diinyada sos, baharat, taze sebze olarak, cesitli gida

endiistrilerinde ve evlerde oldukca yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

C. annuum Tiirkiye’de ve Diinya’da oldukca fazla iiretilen 6nemli bir biber tiiriidiir.
Biber iiretimi bakimindan Tirkiye yillik 1.986.700 ton tiretim miktar1 ile Cin ve
Meksika’dan sonra igiincli sirada yer almaktadir (FAO, 2010) (Tablo 1.1).
Tiirkiye’de biber iiretimi yillara goére siirekli bir artis (%4-10 artig/y1l)
gostermektedir. Bunun bir sonucu olarak, 1980 yilinda 220.000 ton olan toplam

biber iiretimi son yillarda 2.000.000 ton seviyelerine ulasmistir (FAO, 2010) .



Tablo 1.1 : Biber iiretiminde ilk 20 tilke (FAOSTAT-2010).

Sira | Ulke Uretim Degeri | Uretim Miktar
(1000%) (Ton)

1 Cin 6.208.969 13.189.303

2 Meksika 1.099.483 2.335.560

3 Tiirkiye 935.254 1.986.700

4 Endonezya 627.219 1.332.360

5 Amerika Birlesik Devletleri | 432.212 918.120

6 Ispanya 410.500 872.000

7 Misir 308.742 655.841

8 Nijerya 235.379 500.000

9 Hollanda 171.826 365.000

10 | Cezayir 149.465 317.500

11 | Kore Cumhuriyeti 146.152 310.462

12 | Israil 138.544 294.300

13 | Gana 138.449 294.100

14 | Italya 138.236 293.647

15 | Tunus 131.812 280.000

16 Romanya 114.626 243.493

17 | Etiyopya 111.899 237.700

18 | Fas 105.754 224.648

19 | Makedonya 79.157 168.150

20 | Ukrayna 77.016 163.600

1.2.1 Haploid bitki ve haploid bitki olusum yollar1

Somatik hiicrelerinde ki kromozom sayisi; ait oldugu tiiriin gamet hiicrelerindeki
kromozom sayis1 kadar olan bitkilere haploid bitki denir. Doku kiiltiirii teknikleri
arasinda olan haploid bitki iiretimi bitki 1slahinda 6nemli bir yere sahiptir (Heiser,
1976; Andrews, 1985).

1.2.1.1 Haploid bitkilerin 6nemi

»Haploid bitkiler her bir lokustaki allelerden sadece bir seriyi icermekte ve bu
ozellikleri bitki 1slahinda 6nemli yer tutmaktadir.

»Haploid bitkilerin homolog kromozomlardan sadece bir takimi igermesi resesif
mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasini saglar.

»Haploid bitkilerin kromozom sayilariin katlanmasi ile %100 homozigot saf
hatlar elde edilebilir.

»En 6nemli avantaji homozigotiyi ¢ok kisa bir siirede elde etmeyi saglamasidir.
Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla genetik ve 1slah ¢aligmalar1 kolaylasmakta

ve sonuca daha ¢abuk ulasilabilmektedir.



»Dioik tiirlerde veya kendileme depresyonu nedeniyle homozigotiye ulasmanin
zor oldugu lahana ve ¢ilek gibi tiirlerde, dihaploidi yontemi kullanilarak bu
sorun bir generasyonda ¢oziilebilir.

»F; hibrit c¢esitlerinin gelistirilmesinde homozigot hatlar arasinda {istiin
kombinasyon yetenegi verenlerin belirlenmesi yontemi kullanildigindan,
haploidinin hibrit ¢esit 1slahinda 6zel bir énemi bulunmaktadir. Dihaploid
bitkilerden elde edilen saf hatlar F; hibrit ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak
kullanilmaktadir.

»Kombinasyon 1slahinda sonuca c¢ok kisa siirede ulasmay1 saglayan haploidi
sayesinde, F; kademesindeki melez bitkilerden haploid ¢ekerek farkli
genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte toplanmasini arzu ettigimiz
ozelliklere sahip bitkiler kazanmamiz miimkiindiir.

»Haploid bitkiler, somatik hibridizasyon isleminin diploid protoplastlara gore
daha kolay yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica iki haploid
protoplastin birlesimi sonucunda ‘diploid’ olacagindan; protoplast kiiltiirii
kullanilarak yapilan somatik hibridizasyon tekniginin dezavantajlari ortadan

kalkmis olacaktir.

1.2.1.2 Haploidlerin dogal olusum yollari
Haploid bitkiler baz1 bitki tiirlerinde cesitli dogal yollarla kendiliginden
olusabilmektedir. Dogada haploidlerin olusum yollar1 bes farkl sekilde gozlenir:

1-) Ginogenesis: Bu durumda yumurta hiicresi déllenme olmaksizin zigot gibi
boliinmeye baslayarak haploid yapida embriyo olusturur. Disi esey hiicresi ile erkek
esey hiicresi birlesmedigi halde; embriyo kesesi sekonder cekirdekleri ile polen
generatif c¢ekirdegi birleserek embriyonun gereksinim duydugu endospermi

olustururlar (Sauton, 1987).

2-) Androgenesis: Yumurta hiicresinin dollenmesinden 6nce disi esey hiicresinin
cekirdegi kaybolur veya inaktif hale gecer. Bu yolla olusan haploidler, hiicrelerinde

yalnizca erkek gametin kromozom takimlarii igerirler (Goodsell, 1961).

3-) Semigami: Erkek ve disi esey hiicreleri birleserek embriyo olusumuna katilirlar
fakat c¢ekirdeksel erime gerceklesmez. Ana ve babaya ait sektorlerin bulundugu

kimerali haploid bitkiler semigami ile olusmaktadir (Turcotte ve Feaster, 1969).
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4-) Poliembriyoni: Normal déllenme sonucu zigot boliinmeye baslar. Ancak
dollenmis yumurta hiicresinin yanindaki sinerjit hiicrelerinden biri de bdliinerek
gelisir ve haploid olan iki embriyo bulunur (Lacadena, 1974). Biberde ve seftalide
poliembriyoni yolu ile haploid bitkiler olusabilmektedir.

5-) Kromozom eliminasyonu: Yumurta hiicresi ile polen generatif c¢ekirdegi
birlesirler ve dollenme olur. Ancak embriyo gelismesinin ilk devrelerinde
ebeveynlerden birine, genellikle babaya ait kromozomlar elimine olur ve gelisen

embriyo haploid (n) sayida kromozom igerir (Subrahmanyam ve Kasha, 1973).

Haploid bitkilerin gesitli yollarla dogada kendiliginden ortaya ¢ikma sikligi tiirlere
hatta tiirler i¢i genotipe bagli olarak degismekte, ¢ogunlukla %0.1 - 0.001 gibi ¢ok
diisiik seviyelerde kalmakta; bir ¢ok tiirde ise dogal haploid olusumuna hig
rastlanmamaktadir (Pocard ve Dumas de Valux, 1971). Bu yetersiz ve diizensiz
c¢ikislardan dolay1 dogal haploid olusumunu esas alarak bitki 1slahini gergeklestirmek

miimkiin goriinmemektedir.

Islah programinda kullanilabilecek sayida ve diizenli olarak haploidlerin elde
edilmesi, bitki 1slahinda kullanilabilmesi igin ¢esitli arastirmacilar tarafindan gesitli

yontemler gelistirilmistir. Bunlar;

» Tiirler aras1 melezlemeler

»Tozlagmanin geciktirilmesi

» Sicaklik soklari

» Isinlanmig polenlerle tozlama

»X ve UV 1gilart uygulamasi

»Cicek tozlarina veya bitkilere toluidin mavisi, maleyik hydrazid, azotoksit,
kolhisin, kloramfenikol ve paraflor fenilalanin gibi bazi kimyasallar ve
bazi biiyiime diizenleyicilerin (2-kloro etik fosfoik asit, 2,4-D)
uygulamalar1 (Yeung ve Thrope, 1981; Bajaj, 1983; Pierik, 1989).

Haploid bitkiler; morfolojik olarak diploidler goére daha kii¢iik yapidadirlar. Normal
bitkilerde bulunan tiim organlara sahip olmasina karsin hiicreleri daha kii¢iik oldugu
icin haploid bitkilerin boylar1 daha kisa, yapraklar1 dar ve kigiiktiir. Cigekleri de
diploidlere oranla kiigiiktiir. Hiicreleride tasidiklar1 kromozom sayisi bakimindan
indirgenmis gamet yapis1 gosteren bitkilerdir. Bu bitkiler gamet olusturamadiklari

i¢in kisirdirlar ve tohum olusturamazlar (Reinert ve Bajaj, 1977).



In vitro sartlarda elde edilen haploid bitkilerin 1slah programlarinda kullanilabilmesi
icin yeniden verimli diploid bitkilere doniistiiriilmesi gerekmektedir. Haploid bir
bitki kromozomlarinin bazi kimyasal maddeler yardimi veya spontane olarak
kromozom katlanmasi1 sonucu dihaploid bitkiler olusturulur. Kromozom sayisinin
diploid seviyeye (2n) g¢ikartilmasi ile  homozigot bitkilerin elde edilmesine
dihaplodizasyon ad1 verilir. Dihaplodizasyon yolu ile bir bitki materyalinin kisa bir
siire i¢erisinde duragan hale getirilerek 1slah programlarinda kullanilmasi giiniimiizde
arpa, bugday, misir, celtik, kolza, biber, patlican, hiyar, kavun, gerbera gibi bir ¢ok
bitki tiiriinde basariya ulasmistir (Kaloo, 1986).

1.2.2 Erkek gametten haploid uyartimi (Androgenesis)

1.2.2.1 Anter Kkiiltiirii

Anter kiltiiri esas olarak; icerisinde olgunlagmamis polenleri (mikrosporlart)
bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesine ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid bitki elde
edilmesidir. Anter kiiltiiri yapilarak normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya
dontisecek olan polen tanesinin gelisme yonii; heniiz tek c¢ekirdekli donemdeyken
somatik gelisme yOniine dogru ¢evrilmekte ve bdylece ‘mikrospor androgenesisi’
veya sadece ‘androgenesis’ olarak adlandirilan olusum gerceklesmektedir

(Biiyiikalaca ve ark., 2004).

Anter kiiltiirii, 6zellikle Solanaceae familyasi {iyelerinin ¢ogunda basarili sonuglar
vermektedir. Ayrica Cruciferae, Gramineae ve Ranunculaceae familyalarina ait
degisik tiirlerden haploid bitkiler elde edilmistir (Bajaj , 1983; Rashid, 1983).
Bunlardan baska ¢eltik ve misir tiirlerinde de basarili sonuglar rapor edilmistir (Tsay
ve ark., 1986). Tek yillik veya otsu bitkilerde anter kiiltiirii beklentilere az veya ¢ok
yanit vermesine ragmen odunsu bitkilerle calisilan anter kiiltlirii caligmalarinda

basar1 oran1 ¢ok diistiktiir.



1.2.2.2 Anter Kiiltiirii nasil yapihr?

Baslangi¢c materyali olarak heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu
asamasina gelmis tek c¢ekirdekli mikrosporlart bulunduran anterler uygundur.
Belirlenen anterleri bulunduran ¢icek tomurcuklart birka¢ damla Tween-20
damlatilmis %20’lik sodyum hipoklorit veya kalsiyum hipoklorit igerisinde 15
dakika boyunca ylizeysel sterilizasyona tabi tutulur ve daha sonra steril saf su ile

yikanir.

Steril forsep ve bistiiri yardimi ile anterler tomucuk icerinden ¢ikarilir. Anterlerin
tomurcuk igerisinden c¢ikarilirken ezilmemesine ve anter sapinin antere birlestigi
noktadan kesilerek uzaklastirnlmasina dikkat edilmelidir. Steril kosullarda
tomurcuklardan ¢ikarilan anterler 6nceden hazirlanmis ve sterilize edilmis medyalara

ekimi yapilir.

Agarla katilagtirllmis besin ortamlarina yerlestirilen anterlerin dikim islemi
tamamlandiktan sonra petri kutularinin kenarlar1 parafilm ile kapatilarak atmosferden

kaynaklanacak herhangi bir kontaminasyon i¢in 6nlem alinir.

Petri kutularindaki anterler inkiibasyon i¢in degisik kosullara alinabilmektedir. Tiitiin
gibi anter kiiltiiriine ¢ok iyi yanit veren bitkiler 24-28° C sicaklikta ve 16/8 saat
fotoperyodik bir diizende aydinlatilan bir biiyiitme kabininde yapilan inkiibasyon
yeterli olurken; patlican, biber, lahana grubu sebzelerde kiiltiiriin ilk giinlerinde

sicaklik soklaria gereksinim duyulabilmektedir.

Anterler normal kosullarda ilk iki hafta igerisinde embriyogenesis yOniinde

gelismeye baslamaktadir. Bu asamadan sonra gelisme iki farkli dogrultuda seyreder;

1-) Direkt androgenesis: Bu asamada anter igerisindeki mikrosporlardan dogrudan

embriyo gelisimi olur ve 6-8 hafta igerisinde topraga transfer edilebilecek gelisme

diizeyine ulagir.

2-) Indirekt androgenesis: Anter i¢indeki mikrosporlardan ilk énce haploid kallus

dokusu olugmakta ve kallustan bitki rejenerasyonuna gidilmektedir.



1.2.2.3 Anter Kiiltiiriinii etkileyen faktorler

1.2.2.3.1 Anter verici (donor) bitkiden kaynaklanan faktorler

A-) Genotip: Anter kiiltiirinde basart ¢ok biiyiik bir oranda anterlerin alindigi
bitkinin genotipine baghdir. Simdiye kadar c¢alisilmis olan tiim bitki gruplarinda ayni
kiltir kosullar1 altinda anter yapilari bakimindan genotipler arasinda biiyiik
farkliliklar gozlenmistir. On iKi tiitiin tiirinden 5 tanesinin, 18 farkli Arabidobsis
hattindan 3 tanesinin 118 farkli Solanum genotipi igerisinden sadece 19’unun polen

embriyogenesisi olusturdugu belirtilmektedir. (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Haploid bitki vermesi istenen genotipten yiiksek diizeyde androgenik yanit almak

icin bagvurulacak 2 yol bulunmaktadir:

1-) Dunwell (1981)’inde 6nerdigi gibi, her genotip i¢in kiiltiir kosullarinin optimize
edilmesi gerekmektedir.

2-) Anter kiiltiirinde embriyo olusturma basarisi yiiksek genotiplerle embriyo
olusturma kapasitesi diisiik genotipleri melezleyerek, melez dollerden embriyo elde

etmeyi saglamaktir.

Ikinci yolu segerek calismalar yapan Tuberosa ve ark. (1987) degisik iilkelerden
topladig1 8 farkli patlican ¢esidi ve bunlarin arasinda yapilan melezlemelerden 16
melez genotipte anter kiiltiirlii yapilmis ve embriyo olusum oranlar1 belirlenmistir.
Ebeveynlerde %17.3 embriyo olusum orani gdzlenirken melezlerde %42 embriyo

olusumu gézlenmistir.
B-) Donér bitkinin yetisme kosullar:

Bitkilerin yetistirildigi donemdeki ve yetistirildigi ortamda ki sicaklik, 151k
yogunlugu ve giinlik 1simnlanma siiresi, CO, konsantrasyonu, bitkinin beslenme
kosullar1 ve tiim cevresel faktorler o bitkiden alinacak anterlerden elde edilecek
basariy1 etkilemektedir. Ayni1 bitki tiirii ve hatta ayni1 ¢esitlerde yapilan ¢aligmalardan
farkli sonuglar alinmasi da genotipi ayn1 olsa da dondr bitkilerin yetisme kosullar

anter kiiltiiriinde elde edilecek basariy1 etkilemistir
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1.2.2.3.2 Anter kiiltiiriinden kaynaklan faktorler

A-)Anterlerin gelisme donemi

Anterlerin donér bitkiden izole edildigi anda mikrosporlarin gelisme donemi
onemlidir. Anter kiiltiirlerinde en iyi sonuglar tek ¢ekirdekli mikrospor doneminin
erken veya ge¢ asamasindaki mikrosporlar1 igeren anterlerden alinmaktadir.
Mikrosporlar igerisinde nigasta depolanmaya bagladiktan sonra alinan anterlerden

haploid embriyo elde etmek icin yapilan uyarilar etkili olmamaktadir.

Anterlerdeki polenlerin hangi gelisme déoneminde oldugunu belirlemek i¢in sitolojik
gbzlemler yapmak gerekmektedir. Mikrospor gelisme asamasi asetokarmin ile hizli
boyama yapilarak saptanabilir. Patates ve kolza da oldugu gibi kalin bir polen dis
tabakas1 mevcut ise bir gece tespit ¢ozeltisinde bekletilir ve ardindan asetokarmin ile
boyanir. Ayrica floresan mikroskobu ve preparat hazirlanmasinda buna uygun
merkiirik asit, DAPI gibi boyalar kullanilarak ¢ok cabuk ve cok net bir sekilde
mikrospor ¢ekirdeklerinin goriilebilmesi saglanir. Diger bir yontem olarakta parafine
gomerek kesit alma ve bunun ardindan preparatlarin hematoksilin veya metilen
mavisine boyanarakta net ve giivenilir sekilde mikrospor g¢ekirdekleri gozlenebilir.

Fakat bu yontemin uzun siire almas1 en biiylik dezavantajidir (Ellialtioglu ve ark.,
2000).

B-) Anterlere yapilan 6n uygulamalar

Cigek tomurcuklarina yapilan bazi 6n uygulamalar,mikrosporlarin kiiltiir sirasindaki
geligsmesinin lizerinde olumlu etki yapmaktadir. Anter kiiltiirlinde yapilan en etkili 6n
uygulama tomurcuklara yapilan soguk soklaridir. 4-10° C ‘ler arasinda 72 saat-4
hafta tutulan tomurcuklar polen rejenerasyonu bakimindan olumlu yanitlar vermistir.
(Arpa: Sunderland ve ark. 1981; patates: Wenzel ve Uhring, 1981; misir: Genovesi
ve Collins, 1982; biber: Morrison ve ark, 1986)

Sunderland ve Roberts (1979), soguk soku uygulamasinda sicaklik derecesi ve
stiresinin onemli oldugunu vurgulamistir; ¢ok soguk olmayan +7 ile +15° C gibi
sicakliklarda uzun siire (7-14 giin) yapilan soklamanin, daha diisiik derecelerde kisa

stirede yapilan uygulamalardan daha etkili oldugunu ileri siirmiistiir.
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Sogukta bekletme sirasinda zayif ve yasama giicli olmayan anterler ve mikrosporlar
hemen kahverengilesip 6lmekte, boylece giiglii anterler segilerek kiiltiire alinmakta

ve bunlar da yiiksek oranda rejenere olabilmektedir.

Mikrospor tanelerinde nisasta birikimi anter kiiltiirii icin ¢ok Onemlidir. Nisasta
biriken mikrosporlarda haploid embriyo gelisimi olmamaktadir. Diisiik sicaklik

nisasta tiretimini bloke ederek mikrosporlarda nisasta birikimini engeller.

Soguk uydulamalari anterlerde bulunan ve engelleyici bir hormon olan Absisik asit
miktarini azaltarak olumsuz etkisini ortadan kaldirir (Johansson ve Eriksson, 1977;
Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997; Ozkum ve ark., 2000). Soguk soklarm yani sira;
tomurcuklara etilen uygulamasi, santrifiij etme gibi 6n uygulamalarda embriyo

gelisimine olumlu etki yapmaktadir (Nitsch, 1974).

1.2.2.3.3 Besin ortaminin bilesimi ve yapisi

Anter kiiltiiriinde genel olarak ilk asamada gametofitik dokular1 sporofitik gelismeye
doniistirme yoniinde uyaracak oksinler gerekli iken; bitkiye donligme asamasinda
sitokininlerin varhigina ihtiyag duyulur. Sitokinin kaynagi olarak genelde
caligmalarda kinetin, BAP ve zeatin kullanilirken oksin kaynagi olarak 2,4 D, NAA
ve IAA kullanilir.

Temel besin ortamlari olarak anter kiiltiiriinde en fazla Murashige ve Skoog (MS), N
(Nitch, 1969), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN (Nitch ve Nitch, 1969) ve CP
(Dumas de Valux ve ark., 1981), sivi N ve N medyast (NLN), ortamlari

kullanilmaktadir.

Anter kiiltiirlerinde karbon kaynagi olarak ¢ogunlukla sakkoroz kullanilmaktadir.
Besin ortamlarina 6zellikle kiiltiirtin ilk donemlerinde ilave edilen yiiksek seker
dozlar1 (%6-12) patates (Sopory ve ark., 1978), biber (Dumas de Valux ve ark.,
1981) ve patlican (Dumas de Valux ve Chambonnet, 1982) tiirlerinde haploid

embriyolar elde edilmesini saglamaktadir.

Besin ortamlarma katilan serin, glutamin gibi aminoasitler, AgNO;3 gibi etilen
biyosentezini inhibe edici maddeler (Paksoy ve ark., 1995) veya aktif komiir gibi

maddeler elde edilecek basariy1 arttiran ¢esitli kimyasal maddelerdir.
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Anter kiiltlirtinde en fazla kullanilan ortam yapisi, agar ilave edilerek jel kivamina
getirilmis yari-kati nitelikte olanlaridir. Genel olarak % 0.7 - % 0.8 agar kullanim1
yeterlidir. Bunun disinda sivi besin ortamlar1 veya ¢ift fazli ortamlarin anter
kiiltiirinde kullanilmasi1 olumlu sonuglar vermistir. Biberde hibrit c¢esitlerin
gelistirilmesi i¢in saf hatlar elde edilmesi lizerine yapilan bir ¢alismada cift fazli
ortamin kullanilmasi biber anter kiiltiirii i¢in en etkili ve en basarili yontem oldugu

belirlenmistir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 2000).

1.2.2.3.4 Inkiibasyon kosullar
Baglangicta anterler genellikle karanlikta 20-30° C arasinda kiiltiire alinmaktadir.

flerleyen asamalarda diisiik 151k yogunlugu ve degisik giinliik 1siklanma siirelerinde
bekletilen anterler embriyo olustuktan sonra, rejenere olan bitkicikler daha yiiksek
151k yogunluguna alinir. Baz1 bitki tiirlerine ait anter kiiltiirlerinde inkiibasyonun ilk
giinlerinde uygulanan yiiksek sicaklik uygulamalari embriyo olusumu iizerine olumlu

etki yapmaktadir (Dumas de Vaulx ve ark., 1981).

1.2.3 Androgenesis ile ilgili yapilmis calismalar

Andogenik haploid bitkiler ilk kez in vitro da kiiltiire alinan olgunlasmamis Datura
anterlerinden elde edilmistir (Guha ve Maheshwari, 1966). Bourgin ve Nitsch (1967)
tiitlin bitkisinde anter kiiltiirii ile haploid bitkiler elde etmeyi basarmiglardir. Yapilan
bu caligsmalardan sonra giiniimiize kadar bir ¢ok bitki tiirlinde anter kiiltiirii yoluyla

haploid bitki eldesi lizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Ellialtioglu ve ark., 2000).

Biberde anter kiiltiirli ve mikrospor kiiltiirii kullanilarak androgenesis yoluyla haploid
bitkiler elde edilmesi, bazi kimyasallarla bu haploidlerin dihaploid duruma
getirilmesi ile kisa siirede 1slah g¢alismalarinda yer alacak olan homozigot hatlar

saglanabilmektedir.

Haploid bitkilerin baz1 bitki tiirlerinde dogada kendiliginde olusma oran1 ¢ok yiiksek
iken bazi bitki tiirlerinde bu oran ¢ok diisiiktiir. Haploid bitkiler gamet olusturmazlar
ve tohum baglayamazlar. Haploid bitkiler kromozom katlamas1 yoluyla dihaploid
hale getirilebilir. Islah ¢alismalarinda basarili sonuglar1 kisa siirede elde etmek i¢in
androgenesis yoluyla elde edilen haploid ve dihaploid bitkiler kullanilabilir. Yapilan
bir ¢ok aragtirmada arastiricilar farkli  yontemlere bagvurmuslardir ve cogunda

olumlu sonuglar elde edilmistir (Ellialtioglu ve ark., 2000).
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Anter kiltirinde dondr bitkinin genotipi kiiltiire tepki vermede en Onemli
faktorlerden biridir. Comlek¢ioglu ve ark. (2001) ile Ellialtigolu ve ark. (2001)’da
anter kiiltliriine tepkilerinin Kahramanmaras genotiplerinde elde edilen embriyolarin
bitkiye doniisiim oranlariin ¢ok diisiik diizeyde oldugunu bildirmislerdir.
Ellialtioglu ve ark. (2001) besin ortaminin ve inkiibasyon kosullarinin optimize
edilmesi, androgenetik basarida genotipten kaynaklanan olumlu ya da olumsuz

tepkiyi ortadan kaldiramayacagini vurgulamistir.

Anter kiltiiri ve mikrospor kiiltiiriinde, ekimi yapilan anterlerin canliligini
koruyabilmesi i¢in anterlerin uygun gelisme donemlerinde kiiltiire alinmasi ve bu
donemin tomurcuk ve anterlerin dig goriiniislerine bakarak tespit edilmesi
gerekmektedir. Sayilir ve Ozzambak (2002) biberde 4-6 mm uzunlugundaki
tomurcuklarla yapilan anter kiiltlirlinde en iyi anter, kallus ve embriyo gelisimini
vermistir. Terzioglu ve ark. (2000), biberde anter kiiltiiriinde besin ortaminin bilesimi
ve inkiibasyon kosullarinin embriyo olusumu iizerinde Onemli oldugunu
belirtmislerdir. Biber anter kiiltiirlerinin ilk 8 giin 35° C’de karanlikta bekletilmesi
sonra 25° C’ye alnmasi bir¢ok arastirmada kullanilan inkiibasyon kosuludur.
Arastiricilar siirekli 1siklandirilan ve 29° C’de tutulan anterlerden olusan embriyo

sayisinin, 25 ve 35° C uygulamasindan daha yiiksek oldugunu agiklamislardir.

Kahramanmaras biber populasyonundan almman ¢icek tomurcuklarindan alinan
anterler kullanilarak ve asetokarmin ile boyayarak hazirlanan ezme preparatlarda
anter kiltiri igin elverigli oldugu tespit edilen tek c¢ekirdekli mikrosporlar
belirlenmistir Terzioglu ve ark. (2000). Tek ¢ekirdekli mikrosporlar; petallerin
sepaller i¢inden heniiz ¢ikmadigi, ancak hafifce goriilmeye basladigi 5-7 mm
uzunluguna sahip tomurcuklarda bulundugu ayrica bu donemdeki anterlerin soluk
yesil, kenarlarinin agik mavi renkte oldugunu belirtmislerdir. Igerisinde birinci mitoz
asamasina gelmis tek c¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran ve olgunlagsmamis

anterler, anter kiiltiirii i¢in en uygun materyaldir.

Kiiltiir i¢in uygun ¢icek tomurcuklarindan ¢ikarilan anterlere yapilan 6n
uygulamalar, mikrosporlarin kiiltiir sirasinda gelismeleri {izerinde olumlu sonuglar
vermistir (Ellialtioglu ve ark., 2000). Biberde 4-10° C’ler arasinda, 72 saat ile 4
haftaya kadar tutulan tomurcuklar polen rejenerasyonu bakimindan olumlu yanit
vermistir (Morrison ve ark., 1986). Sunderland ve Roberts (1979), +7 ila +15° C gibi
sicakliklarda uzun siire (7-14 giin) yapilan soklamanin, daha diisiik derecelerde kisa
siireyle yapilan uygulamalardan daha etkili oldugunu agiklamiglardir. Cikarilan ve 6n

uygulama yapilan anterler uygun besi ortamlarina ekilir. Besin ortamlarinin
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bilesimine 2,4-D, NAA, IAA, BAP ve zeatin gibi c¢esitli biiylime diizenleyicileri
eklenerek genotiplere en uygun besi ortami segilebilir.

Biberde erkek gametten haploid embriyo elde etmek i¢in kullanilan diger yontemde
mikrospor kiltiiriidiir. Mikrosporlar anter icerisinden izole edilerek in vitro
ortamlarda uygun besin ortamlarina aktarilarak haploid embriyo gelisimi saglanir
(Elliathioglu ve ark., 2000). Davies ve Morton (1998), tiim bir anterin kullanilmasi
yerine daha az olarak kullanilan izole edilmis mikrosporlarin kullaniminin haploid
indiiksiyonu i¢in gercekei bir yaklasim haline geldigini agiklamiglardir. Cilinkii ¢cok
farkli bitki tiiriinlin izole mikrosporlarinda embriyo iiretiminin ¢ok etkili ve
tekrarlanabilir oldugu gosterilmistir. Ayrica, izole edilmis mikrospor kiiltlirii anter

kiiltiirline gore birgok avantaja sahiptir (Kim ve ark., 2008).

Izole mikrosporlarin kiiltiirde sporofitlere déniismeleri i¢in 6n uygulama yapilmasi
gereklidir. Cesitli 6n uygulamalar arasinda diisiik sicaklik ya da 1s1 soku en ¢ok
kullanilanlardandir. Aci biberin izole mikrosporlar ilk ii¢ giin 31° C’de ve %2’ lik
siikrozlu ortamda tutularak 6n uygulama yapilmistir (Kim ve ark., 2008). On
uygulamadan geg¢irilmis mikrosporlar kiiltiire alindiginda, hem embriyogenez hem
embriyonik gelisimleri BS ortaminda 6n uygulama yapilmamis mikrospor kiiltiiriine
gore daha verimli sonuglar elde edildigi gosterilmis. Daha onceki tiitiin ve bugday
caligmalariyla uyumlu olan bu sonug aci biberin izole mikrosporlardan embriyonik
indiiksiyonda %?2’lik siikroz ve 1s1 sokunun olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir

(Kim ve ark., 2008).

Kiiltirde kullanilan besi ortaminin fark edilir bir bigcimde mikrospor
embriyogenezinin hizli ve verimli ¢alismasin1 ve embriyonik gelisimini etkiledigi
bilinmektedir. Brassica tiirlerinin mikrospor kiiltiirleri i¢in NLN (Sivi N ve N
medyasi) ya da modifiye NLN ortam1 genis ¢apta kullanilir. Caligmalar sonucunda
Kim ve ark. (2008), NLNS ortam: biiyiitme kiiltiiriinde 3. hafta sonunda kiiresel ve
kalp sekilli embriyo olusumuna sebep oldugunu bulmuslardir ve bu embriyolardan
bazilarinin kiiltiirde 4. haftanin sonunda kotiledon embriyolarina doniismiislerdir. Bu
nedenle, biber mikrospor kiiltiirii i¢in NLNS ortami kullanilmigtir. Hem karbon
kaynagi hem de temel ortamin bilesenleri mikrosporlarin embriyogenez sikliginm
onemli bir bicimde etkilemektedir. Maltoz, glukoz, melibioz, fruktoz ve sukroz gibi
cok cesitli karbonhidratlar hizli ve verimli embriyogenez calismasinin indiiksiyonu

i¢in test edilmislerdir (Kim ve ark., 2008).
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Androgenesis ile embriyo tiretimi gergeklestirmek icin cogunlukla degisik bitkilerde
sukroz ve maltoz farkli konsatrasyonlarda kullanildiginda androgenik yanitlarda
degisiklikler gosterilmistir. Maltoz ilavesi hizli ve verimli c¢alisan mikrospor
embriyogenezine neden olur ve tahil tiirlerinde yesil bitki rejenerasyonunu artirir
(Kim ve ark., 2008). Supena ve ark. (2006) ac1 biberler de hem anter kiiltiiriinde hem
de mikrospor kiiltlirlinde maltozun sukroza gore embriyogeneze daha etkili oldugunu
gostermistir. Fakat Kim ve ark. (2008) da sukrozun maltoza gore daha etkili
oldugunu aciklamiglardir ve diger c¢alismalarla bu sonug¢ ters diismektedir. Bu
farkliligin, mikrosporlarin anter duvarina olan tepkisi ve izole mikrosporlarinda

ortama tepkisinden kaynaklandigini diistinmiislerdir (Kim ve ark., 2008).

Supena ve ark. (2006), izole mikrospor Kkiiltiriinii kullanarak aci biber
mikrosporlarinda basarili embriyo ve bitki {iretimini iddia etmelerine ragmen, elde
edilen maksimum saglikli ¢icek sayisi orijinal ¢igek tomurcuklarinin sadece 0.1
katidir. 10-14 ¢ekirdekli ¢ok hiicreli mikrosporlarin fotograflarini yayinlamislardir;

fakat embriyo tiretim siklig1 ile ilgili nicel bir veri yayilamamislaridir.

Kim ve ark. (2008), izole mikrospor kiiltiiriinii kullanarak 8x10*- 10 x 10* mikrospor
iceren plakalarda, plaka basina en az 4 bitki elde etmislerdir. Bu frekans cicek
tomurcugu basina 4 bitkiye karsilik gelir, fakat bir ¢igcek tomurcugundaki anter 10 x
10*den fazla mikrospor igerir. izole biber mikrosporlarinda basarili embriyo ve
bitki nesli iiretimi esas olarak 3 faktdre bagli oldugunu bulmuslardir. Birincisi;
mikrosporlarin sukrozlu besin ortammda 32+1° C’de &n uygulama yapilmasidir.
Ikincisi; karbon kaynagi olarak sukroz ile desteklenen NLNS ortaminda kiiltiire
almmasidir. Ugiinciisii  de;  8x10*-10x10%ml mikrospor kaplama yogunlugu
optimizasyonudur. Bu sonuglar ilerdeki gelismeler igin ve gelecekte ac1 biberin izole
mikrosporlarinda embriyo ve bitki rejenerasyonu igin temel taslagini olusturur. Bu
mikrospor kiiltiirii sistemi optimize edildiginde genetik, molekiiler ve 1slah

caligmalarinda kullanilabilir.

Dihaploidi yontemi ile elde edilen bitkilere ¢esitli ploidi seviyeleri belirleme testleri
yapilir. Flow sitometri ile ploidi diizeyinin belirlenmesi kullanilan en giivenilir
yontemdir. Barany ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada yeniden iiretilen bitkilerin
yapraklarindaki c¢ekirdeklerin propidyum-iyodid ile boyanmis populasyonun flow
sitometri analizi ile belirlenen haploid ve dihaploidleri dipliod kontrol profili ile

karsilastirilirak elde etmiglerdir. Cogunlukla kendiliginden kromozom katlanmasi
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goriilmesine karsin elde edilen haploid bitkilerin dihaploid bitkilere doniistiiriilmesi
icin kromozom katlamasi yapilir. Kromozom katlanmasi pratikte c¢ogunlukla
kimyasal madde uygulamalariyla gerceklesmektedir. Giiniimiizde kromozom
katlamas1 i¢in bitki 1slahgilar1 tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde
kolhisindir. Kolhisin, uygulandig1 dokularin hiicrelerinde mitoz bdliinmenin metafaz
sathasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayisiyla replikasyona ugramis
kromozomlarin kutuplara g¢ekilmesini Onleyerek, kromozom sayisinin iki katina
ctkmasimi saglar (Ellialtioglu, 2000). Biberde anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirii
kullanilarak androgenesis yoluyla elde edilen haploid bitkilerin bazi1 kimyasallarla
dihaploid duruma getirilmesiyle kisa silirede 1slah ¢aligmalarinda yer alacak olan

homozigot hatlar saglanabilmektedir.
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2. MATERYAL VE METHOD

2.1 Bitkisel Materyal

Bu tez calismasi Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (BIYOM) tarafindan iilkemizin farkl1 ydrelerinden
toplanmis hatlardan seleksiyon yoluyla elde edilmis olan 73 adet Capsicum annuum
L. 1slah hatt1 ve 11 farkli standart hat (Duru 34, Sera Demre 8, Yalova Carliston 341,
Goktiirk, Bingo Yaglik, Yalova Tatli Sivri, Yalova Siirmeli, Cayenne Long Slim,

California Wonder, Top Girl) genotipleri kullanilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 : Calismada kullanilan biber hatlarmin genel 6zellikleri.

NO | GENOTIP OZELLIKLERI KAYNAK
1 PAU-12 Genis meyveli (Kale tipi) BiyOM®
2 PAU-13/6 Genis meyveli (Kale tipi) BiyOM®
3 PAU-15 Genis meyveli (Kale tipi) BiYOM?
4 PAU-16 Genis meyveli (Kale tipi) BiYOM®
5 PAU-18 Genis meyveli (Kale tipi) BiYOM®
6 PAU-20 Genis meyveli (Kale tipi) BiYyOM®
7 PAU-23/2 Kisa ve dar meyveli (Balik tipi) BiyOM®
8 PAU-24/5 Kisa ve kiiciik meyveli (Beyagag tipi) BiyOMm®
9 PAU-25/1 Kisa ve orta genis meyveli (Balikkarasi tipi) | BIYOM®
10 PAU-36/1 Dolmalik tipi BiYOM®
11 PAU-36/5 Dolmalik tipi BiYOM?
12 PAU-46/3 Sivri BIYOM?®
13 PAU-54 Domates biberi BiYOM*®
14 PAU-55 Kapya tipi (Yaglk) BiyoOM*
15 PAU-57 Kapya tipi (Yaglhk) BiyoOM*
16 PAU-58 Ucu sivri, yuvarlak BiYOM®
17 PAU-59 Kisa, liggen, ucu sivri, ve kirmizi BiYyOM®
18 PAU-62 Kisa sivri BiyOM*
19 PAU-63 Kisa sivri BiYOM?
20 PAU-64 Yari uzun (Maras tipi) BiyOM®
21 PAU-65 Yari uzun (Maras tipi) BiYOMm®
22 PAU-66 Yari uzun (Maras tipi) BiYOM®
23 PAU-67 Kapya tipi BiyOM*
24 PAU-68 Yar1 uzun (Maras tipi) BiYOM®
25 PAU-69 Yari uzun (Maras tipi) BiYOM®
26 PAU-71 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi) BIYOM*®
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Tablo 2.1. (devamr)

NO | GENOTIP OZELLIKLERI KAYNAK

27 PAU-72 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi) BIYOM?®

28 PAU-73 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi) BIYOM?®

29 PAU-74 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi) BiYOM*®

30 PAU-76 Kalin, uzun, egri BIYOM?

31 PAU-79 Kalin, uzun,diiz BiYyOM?

32 PAU-83 Kalin, uzun,diiz BIYOM®

33 PAU-84 Kalin, uzun,diiz, yiirek sekilli BIYOM®

34 PAU-88 Kalin, uzun,egri, dortkoseli BIYOM?

35 PAU-89 Kalin, uzun,egri, BIYOM*

36 PAU-101-1 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

37 PAU-101-2 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BiYOM?
kirmizi meyveli

38 PAU-101-3 Ince kisa, erk;n dénemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

39 PAU-101-9 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BIYOM®
kirmizi meyveli

40 PAU-101-10 Ince kisa, erken donemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

a1 PAU-101-11 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BIYOM®
kirmizi meyveli

42 PAU-101-14 Ince kisa, erk;n dénemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

43 PAU-101-15 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

44 PAU-101-18 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

45 PAU-101-19 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BiYOM?
kirmizi meyveli

46 PAU-101-20 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta BIYOM®
kirmizi meyveli

47 PAU-101-24 Ince kisa, erkpn dénemde mor, olgunlukta BIYOM?
kirmizi meyveli

48 PAU-102 Kisa, kiiclik, ampul seklinde meyveli BiyoOM*

49 PAU-105 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik) BiyoM*

50 PAU-106 Uzun ve kalin meyveli (Yaglk) BIiYOM?

51 PAU-107 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik) BiYOM®

52 PAU-109 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik) BiYOM*

53 PAU-110 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik) BiYOM*®

54 PAU-112 Dolmalik BIYOM?

55 PAU-113 Kiiciik yuvarlak erken donemde agik yesil, BIYOM?
olgunlukta kirmizi

56 PAU-114 Kisa Kirmizi Uggen Biber BIYOM?

57 PAU-121 Yar1t uzun, sivri, erken doénemde mor, BIYOM?
olgunlukta kirmizi

58 PAU-122 Yart uzun, sivri, erken doénemde mor, BIYOM?
olgunlukta kirmizi

59 PAU-123 Yar1 uzun, sivri, erken do6nemde mor, BIYOM?
olgunlukta kirmiz1

60 PAU-126 Yari uzun, sivri BIYOM®
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Tablo 2.1 (devam)

NO | GENOTIP OZELLIKLERI KAYNAK
61 PAU-127 Yari uzun, sivri BIYOM*®

62 PAU-128 Yar1 uzun, sivri BiYOM?

63 PAU-129 Bir koltukta 6 meyveli siis biberi BIYOM?

64 PAU-203/2 Sivri BIYOM*

65 PAU-206/4 Sivri, kiigiik BIYOM?

66 PAU-207/3 Sivri, kiigiik BiYOM®

67 PAU-211/6 Sivri BIiYOM®

68 PAU-214 Carliston tipi BIYOM?

69 PAU-216/1 Sivri BIYOM*

70 PAU-216/5 Sivri BiYOM®

71 PAU-220 Sivri BIYOM?®

72 PAU-221/1 Kil biberi BIYOM?®

73 PAU-228/5 Siis biberi BIYOM?

74 Bingo Yaglik Kapya tipi (Yaglhk) Asgen Tarmm”
75 Sera Demre 8 Sivri Istanbul Toh.°
76 Goktiirk Kapya tipi (Yaglik) Istanbul Toh.
77 Duru-34 Dolmalik tipi Istanbul Toh.
78 Cayenne Long Slim Kiigiik, sivri Lord Nelson °
79 California Wonder Tatl1, bloky Lord Nelson °
80 Top Gril Domates biberi Lord Nelson °
81 Yalova Yaglk Kapya tipi (Yaglik) Yalova °

82 Yalova Tath Sivri Sivri, tath Yalova ¢

83 Yalova Siirmeli Sivri Yalova °

84 Yalova Carliston 341 | Carliston tipi Yalova °

®PAU olarak kodlanmus hatlar BIYOM da segilen 1slah hatlaridur.

bAsgen tarim : Asgen Tarim ve Ticaret AS. Otakgilar Cad. No:80 34050 Eyiip—Istanbul.

“Istanbul tohumculuk: Istanbul Tohumculuk Tarim San. Ve Tic. Ltd. Sti., Yeni Mahalle GNR., Gani
Elitez Sk., No: 36, Bakirkdy, Istanbul.

“Lord Nelson: Broderna Nelson Fro AB, Lokgatan 11, 362 31 Tingsryd, Sweden.

®Yalova: Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yalova.

2.2 Tohum EKimi Ve Bitki Biiyiitme

Kullanilacak hatlara ait biber genotiplerinin her birinden 36’sar adet tohum (Sekil
2.1) torf ve vermikulit (2:1) karisimi ile doldurulmus styrofoam viyollerine 30 Ekim
2010 tarihinde tekilmistir. Viyoller cam seraya konarak fidelerin biiylimesi
saglanmistir (Sekil 2.2-2.3). Ekilen tohumlarda % 55-100 oranlar: arasinda ¢imlenme
goriilmistiir. Bir ay sonra biiyliyen fidelerden her bir biber hattindan 10 fide ilk 6nce
torf ve vermikulit (2:1) karisimi ile doldurulmus 2 litrelik saksilara dikilmistir (Sekil
2.4). Yaklasik iki ay sonra fideler 2 litrelik saksilardan 4,6 litrelik saksilara
aktarilmigtir (Sekil 2.5). Haziran donemine kadar bitkiler hafta da iki giin 18.18.18

giibresi kullanilarak giibreli su ile sulanmistir. Diger gilinlerde normal su ile bitkilerin
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su ihtiyaglart karsilanmistir. Yaz doneminde bitkilerin su ihtiyaglart her giin giibreli
su ile saglanmistir. Yine yaz donemine kadar iki hafta da bir kez, yaz doneminde
haftada bir kez olmak tlizere ¢esitli bocek ve mantar zararlilarina karsi bitkiler

ilaclanmustir.

Sekil 2.1 : Biber Tohumlari.

| i

Sekil 2.3 : Cimlenmis biber fideleri.
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Sekil 2.4 : Iki Litrelik saksilara aktarilmis biber hatlari.

Sekil 2.5 : 4,6 Litrelik saksida biiyiiyen biber bitkisi..
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2.3 Cicek Tomurcugu Elde Etme Ve Androgenesis Indiikleme Calismalar:

Anter kiiltlirli icin uygun polen gelisim asamasinda olan yaklasik olarak 3-4 mm olan
petal ve sepalleri ayni biiyiikliikte olan ¢igek tomurcuklari toplanir. Androgenesis
icin uygun mikrosporlart bulundugu anterler; fizyolojik olarak krem-agik sar1 renkli
u¢ kisminda hafif morlagmanin basladig: anterlerdir. Kullanilan tomurcuk boyutu ve

kiiltiir i¢in uygun anterler Sekil 2.6.’de gosterilmistir.

Sekil 2.6 : Kullanilan ¢igek tomurcuklari ve anterler. A: Kiiltiir i¢in uygun anterlerin

bulundugu biber bitkisi lizerindeki ¢icek tomurcugu, B:Cesitli genotiplerden alinan kiiltiir
i¢in uygun anterlerin bulundugu ¢igek tomurcuklari, C:tomurcuklarin agilmis sekli,

D:Kiiltiirde kullanilan androgenesis i¢in uygun anterler.
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Toplanan tomurcuklar sterilizasyon igin metal siizek igerisine koyulur ve ilk olarak
%70’lik etanol igerisinde 20 saniye daha sonra sterilizasyon soliisyonu igerisinde (%
15’lik Kklorak ve tween-20) 15 dakika tutulur. Daha sonra sterilizasyon soliisyonu
igerisindeki tomurcuklar steril kabine alinir ve steril su ile li¢ defa yikanir. Yikanan
tomurcuklar metal slizek igerisinden steril bir petri kabia koyulur. Steril bistiiri ve
pens yardimi ile tomurcuklar igerisinden anterler ¢ikarilir. Anterleri ¢ikarirken dikkat
edilecek nokta; anterlerin ezilmemesi ve anter sapindan ayrilmis olmasidir. Her
tomurcuk igerisinden ¢ikarilan anterler (yaklasik 5-6 anter ¢ikmaktadir) ayni sirada,
anter sapindan ayrilan kisim {istte olacak sekilde petri kabindaki medya ya
yerlestirilir. Ekim yapilmis petrilerin kapagi bir de parafilm ile kaplanir. Sekil 2.7 de
tomurcuklarin sterilizasyonu ve anterlerin ¢ikarilip medyaya yerlestirilmesi

gosterilmistir.
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Sekil 2.7 : Biber tomurcuklarinda sterilizasyon agamalar1 ve anterlerin ¢ikarilmasi. A:
Sterilizasyonda kullanilan tween-20 ve sodyumbhipoklorit, B: %70 EtOH igerisinde
sterilizasyon C: Sterilizasyon soliisyonu (%15’lik sodyum hipoklorit ve 1 damla tween-20)
igerisinde ylizey sterilizasyonu, D: Steril kabin igerisinde tomurcuklarin yikanmasi, E:
Tomurcuklar igerisinden anterlerin ¢ikarilmasi, F: Cikarilan anterlerin petri tabagindaki

medyaya ekilmesi.
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2.4 Kullanilan Besin Ortamlari

Calismada ii¢ farkli deneme yapilmistir. Bu deneme asamalarinda farkli medya
protokolleri denenmistir. Birinci deney asamasinda indiikleme igin Indiikleme
Medyas1 (IM) olarak IM-1, IM-2, IM-3 medyalar1 ve rejenerasyon igin ise MS
medyas1 kullanilmistir. Ikinci deney asamasinda indiikleme igin kallus iiretme
medyas1 (CP), ve rejenerasyon icin R1 medyast kullanilmistir. Ugiincii deneme
asamasinda IM-1 ve IM-3 yeniden kullanilmustir. Kullanilan besin ortamlarinin

icerikleri Tablo 2.2 ve 2.3’te gosterilmistir.

Makromineraller, mikrominaraller ve vitaminler daha 6nceden ilgili prosediire goére
stok soliisyonu olarak hazirlanmistir. Medya hazirlama sirasinda ilk 6nce 1000 ml
lik beher igerisine 500 ml distile su koyulmus daha sonra hazirlanacak medya igin
bulunan kimyasallar stok soliisyonlarindan sirasi ile eklenmistir. Agar eklemeden pH
Ol¢timii yapilmis ve 1 N KOH veya 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilarak pH 5,8’e
ayarlanmistir. pH ayarlandiktan sonra hacim 1000 ml ye tamamlanmis ve 1000
ml’lik siselere 500 ml olarak paylastirilmistir. Agar siselere 4 g/500 ml toplamda 8
g/L olarak eklenmistir.

Calismada kullanilan medyalar otoklavda 121° C'da 15 psi basingta 20 dakika siire
ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra steril kabin icerisinde dokiim
sicakligina kadar soguyan medya 60 mm capindaki petrilere 15 ml/petri oraninda

paylastiriimistir.
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Tablo 2.2 : Birinci ve ii¢ilincii deney asamasinda anter kiiltiirtinde kullanilan
medyalarinin kompozisyonu.

MS?  iM-1° iM-2° iM-3¢

Makromineraller (mg I™)

NH;NO; 1650 1650 1650 1650
CaCl,-2H,0 440 440 440 440
MgSO, 7H,0 370 370 370 370
KNO; 1940 1940 1940 1940
KH,PO, 170 170 170 170
Mikromineraller (mg 1™

HsBO; 6.2 6.2 6.2 6.2
CuSQO4-5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025
MnSQO,4-H,0 169 169 16.9 16.9
Na,MoQ,4-2H,0 025 025 025 025
ZnS0O, 7H,0 8.6 8.6 8.6 8.6
FeSO4 7H,0 278 27.8 27.8 27.8
Na, EDTA 373 373 37.3 37.3
Kl 0.83 083 0.83 0.83
CoCl,-6H,0 0.025 0.025 0.025 0.025
Vitaminler (mg 1)

Thiamine (B1) 01 01 01 01
Nicotinic acid (B3) 0.5 0.5 0.5 0.5
Pyrodoxine (B6) 0.5 0.5 0.5 0.5
Glycine 2.0 2.0 2.0 2.0
Myo-inositol 100 100 100 100
Sucrose (g 1Y) 30 30 30 30
Agar (g 1™ 10 10 10 10
Biiyiime hormonlar1 (mg 1™

2,4-D - 0.004 - -
Kinetin - 0.1 0.1 -
BAP - - - 0.1
NAA - - - 4

# Murashige ve Skoog (1962).
® Matsubara ve ark. (1992).
° Biiyiikalaca ve ark. (2004).
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rejenerasyon (R1) medyalarinin kompozisyonu.

Tablo 2.3 : ikinci deney asamasinda anter kiiltiiriinde kullanilan indiikleme (CP) ve

Cp? R1?
Makromineraller (mg I™)
KNO; 21500 21500
NH;NO; 12380 12380
MgS0,.7H,0 4120 4120
CaCl,.2H,0 3130 3130
KH,PO, 1420 1420
Ca (NO3), .4H,0 500 500
NaH,PO,.H,0 380 380
(NH,),SO, 340 340
KCI 70 70
Mikromineraller (mg I™)
MnSQO,4.H,0 2213 2013
ZnS0,.7H,0 362.5 3225
HsBO; 315 155
KI 69.5 33
Na,Mo00,.2H,0 18.9 13.9
CuS0,.5H,0 1.6 1.1
Vitaminler (mg ™%
Thiamine 0.6 0.6
Nicotinic acid 0.7 0.7
Pyrodoxine 55 55
Glycine 0.1 0.1
Myo-inositol 50.3 50.3
Ca pantothenate 0.5 0.5
B12 Vitamin 0.03 -
Biotine 0.005 0.005
Iron stock 2.5 2.5
Sucrose (g I™) 30 30
Agar (g 1™ 8 8
Biiyiime hormonlar1 (mg 1™
2,4-D 0.01 -
Kinetin 001 0.1

& Chambonnet ve ark. (1988).
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2.5 On Uygulamalar Ve Kiiltiir Kosullar

Calismamizda kiiltiire alinan anterlere 6n uygulamar yapilmistir. Bunlar; sicaklik ve
karanlik uygulamalaridir. Buna gore kiiltiirlerin bir kismu ilk sekiz giin 35° C ve
karanlikta inkiibatérde, diger kismi karanlikta 18 saat/27° C ve 8 saat/17° C ye
ayarlanmis olan biiyilitme kabinine konulmustur. Sekiz giin sonunda tiim kiiltiirler 18
saat aydinlik/ 27° C ve 8 saat karanlik/17° C ye ayarlanmis olan biiyiitme kabinine
konulmustur (Sekil 2.8).

IM-1, IM-2, IM-3 medyalarinda ki kiiltiirler rejenerasyon i¢in 1 ay sonra hormonsuz
MS ortamma aktarilmis yine ayni bilylitme sartlarinda embriyo olusmasi
beklenmistir. CP ortamindaki kiiltiirler ilk 12 giinden sonra rejenerasyon i¢in R1

ortamina aktarilmig ve yine ayni biiyiitme sartlarinda embriyo olusmasi beklenmistir.

Sekil 2.8 : Biiyiitme kabininde optimum sartlarda tutulan petri tabaklarindaki biber anterleri.

2.6 Elde Edilen Androgenik Dokularin Flow Sitomeri ile Analizi

Calismada kullanilan biber genotiplerine ait ¢ekirdeksel deoksiriboniikleik asit
(DNA) miktarlar1 ve androgenesis kiiltiirlerinde ploidi stabilitesi analizleri Beckman
Coulter Cell Lab QuantaTM SC flow sitometri ile yapilmistir. Analiz i¢in Biiriiksel
lahanas1 (Brassica oleracea ssp. gemmifera) gekirdekleri igsel referans standardi
olarak kullanilmistir. GO/G1 fazindaki (2C) biiriiksel lahanasi ¢ekirdekleri 1.30 pg
DNA/Cekirdek igerirler (Arumuganathan ve Earle 1991). Cekirdek 6rnekleri Murch
ve ark. (2006) caligmalarinda kullandiklar1 Bino ve ark. (1992) tarafindan
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uygulanmis olan protokoliin degistirilerek uygulanmasiyla elde edilen protokol
kullanilmistir. Cekirdeklerin izolasyonu amaciyla 50 mg agirliginda taze yapraklar
ve kallus parcgalar1 kullanilmistir. Dokular 65x15 mm’lik petri kaplarinda 1slak buzda
sogutulmus 1.5 ml ¢ekirdek izolasyon tamponu-nuklei isolation buffer (NIB)
kullanilarak jilet yardimi ile homojenize edilmislerdir. NIB igerigi Tablo 2.5.’da

verilmigtir.

Tablo 2.4 : Cekirdek izolasyon tamponu (NIB) kompozisyonu (100 ml igin).

KIMYASAL KIMYASAL MIKTARI FINAL KONSANTRASYON MiKTARI®

HEPES 360 mg 15 mM
Na,EDTA 37.22 mg 1 mM
KCI 597 mg 80mM
NaCl 116.9 mg 20 mM
Triton X-100 200 mikro | % 0.2 (VIV)
Siikroz 103 ¢ 300 mM
Spermin 17.4 mg 0.5 mM
PVP-40 lg %1

®pH 7.5 a ayarlanir ve -20° C’de saklanur.

Cekirdek siispansiyonu 37 mikron porlara sahip naylon filtre ile siiziilmiistiir.
Filtreden siiziilen ¢ekirdekler 1,5 ml’ lik ependorf tiiplinde toplanmigtir. Daha sonra
8000 rpm’de 5 saniye mikrosantrifiij ile santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki siipernatant
bosaltilmig ve tiip dibinde kalan g¢ekirdek peletinin bir siire kurumasi beklenmistir.
Daha sonra iizerine 300 ml NIB eklenmistir. Cekirdeklerin boyanmasi i¢in Img/Iml
(PI/Distile su) konsantrasyonundaki propidyum iyodiir (PI) kullanilmistir. NIB

eklenmis tiiplere 1 mg/ml konsantrasyonuna sahip PI stokundan 10 ml eklenmistir.

Hazirlanan 6rneklerin ¢ekirdek analizi 10/15.000 (¢ekirdek/numune) akis igerisinde
flow sitometri ile yapilmistir. DNA miktarlar1 kontol grubu ile karsilastirilarak

belirlenmistir. Flow sitometri asamalari1 Sekil 2.9’ da gosterilmistir.

30



- — *5y
'whe atia i o T

Sekil 2.9 : Flow sitometri agsamalari. A: Kallus dokulart ile referans bitkisine ait yaprak
dokularinin jilet yaridimi ile NIB igerisinde homojenize edilmesi, B: Homejenatin filitre ile
stiziilmesi, C: Santrifiij sonras1 ¢ekirdeklerin PI ile boyanmasi, D: Hazirlanan 6rnegin cihaza

yerlestirilmesi, E: Kullanilan flow sitometri cihazi.
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2.7 Deney -1

Birinci deney asamasi Subat, Mart, Nisan 2011 tarihlerinde alinan anterler ile anter
kiiltiirti galigmas1 yapilmistir. Birinci denemede kullanilan 6zellikleri verilmis biber
genotipleri Tablo 2.5°da gosterilmistir. Bu genotiplerde kullanilan medyalar
indiikleme medyas1 olarak IM-1, IM-2, IM-3 ve rejenerasyon medyasi olarakta MS
kullanilmistir (bkz. Tablo 2.2).

Tablo 2.5 : Birinci denemede kullanilan biber genotipleri.

NO | GENOTIP MEYVE OZELLIKLERI

1 PAU-12 Genis meyveli (Kale tipi)

2 PAU-18 Genis meyveli (Kale tipi)

3 PAU-20 Genis meyveli (Kale tipi)

4 PAU-54 Domates biberi

5 PAU-55 Kapya tipi (Yaglk)

6 PAU-57 Kapya tipi (Yaglhk)

7 PAU-59 Kisa, tiggen, ucu Sivri

8 PAU-63 Kisa sivri

9 PAU-64 Yar1 uzun (Maras tipi)

10 | PAU-66 Yar1 uzun (Marasg tipi)

11 | PAU-69 Yar1 uzun (Maras tipi)

12 | PAU-71 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)

13 | PAU-72 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)

14 | PAU-73 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)

15 | PAU-74 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)

16 | PAU-79 Kalin, uzun, diiz

17 | PAU-88 Kalin, uzun,egri,dortkoseli

18 | PAU-89 Kalin, uzun,egri

19 | PAU-101 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

20 | PAU-105 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

21 | PAU-106 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

29 | PAU-113 Kiiciik yuvarlgk erken donemde acik yesil olgunlukta
kirmizi meyveli

23 | PAU-114 Kisa tiggen biber

24 | PAU-121 Yar1 uzun, sivri, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi

25 | PAU-122 Yar1 uzun, sivri, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi

26 | Sera Demre 8 Sivri tipi

27 | Goktirk Kapya tipi (Yaglk)

28 | Yalova Carliston 341 | Carliston tipi

29 | Duru-34 Dolmalik tipi

30 | Top Gril Domates biberi
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2.8 Deney - 2

Ikinci deney asamasinda Haziran-Temmuz-Agustos 2011 dénemlerinde alinan
anterler ile anter kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmustir. ikinci denemede kullanilan biber
genotipleri ve Ozellikleri Tablo 2.6’da verilmistir. Bu genotiplerde kullanilan
medyalar; indiikleme medyasi olarak CP ve rejenerasyon medyasi olarakta R1

kullanilmigtir (Tablo 2.3).

Tablo 2.6 : Deney-2’de kullanilan biber genotipleri.

NO | GENOTIP MEYVE OZELLIKLERI

1 PAU-13/6 Genis meyveli (Kale tipi)

2 PAU-15 Genis meyveli (Kale tipi)

3 PAU-18 Genis meyveli (Kale tipi)

4 PAU-23/2 Kisa ve dar meyveli (Balik tipi)

5 PAU-36/5 Dolmalik tipi

6 PAU-54 Domates biberi

7 PAU-55 Kapya tipi (Yaglik)

8 PAU-57 Kapya tipi (Yaglik)

9 PAU-59 Kisa, liggen, ucu sivri

10 PAU-63 Kisa sivri

11 PAU-65 Yar1 uzun (Maras tipi)

12 PAU-67 Kapya tipi

13 PAU-69 Yar1 uzun (Maras tipi)

14 PAU-71 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)
15 PAU-72 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)
16 PAU-73 Yesil, ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)
17 PAU-74 Ince etli dolmalik benzeri (Tokat tipi)
19 PAU-83 Kalin, uzun,diiz

20 PAU-101 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli
21 PAU-102 Kisa, kii¢iik, ampul seklinde meyveli
22 PAU-105 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

23 PAU-107 Uzun ve kalin meyveli (Yaglk)

24 PAU-109 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

25 PAU-110 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

26 PAU-112 Dolmalik tipi

27 PAU-121 Yar1 uzun, Sivri, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi
28 PAU-126 Yar1 uzun, sivri

29 PAU-207/3 Kiigiik sivri

30 Sera Demre 8 Sivri

31 Goktiirk Kapya tipi (Yaglik)

32 Bingo Yaglk Kapya tipi (Yaglk)

33 Yalova Carliston 341 | Carliston tipi

34 Duru-34 Dolmalik tipi
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2.9 Deney - 3

Ucgiincii deney asamasinda Aralik 2011 Ocak-Subat-Mart 2012 donemelerinde alinan
anterler ile IM-1 ve IM-3 medyalar1 kullanilarak anter kiiltiirii calismalar1 yapilmistir.
Denemede kullanilan biber genotipleri Tablo 2.7 ve 2.8’de verilmistir. Bu ¢alisma
asamasinda kullanilan medyalar iki farkli sekildedir. ilk olarak Tablo 2.7 da verilen
genotiplerde indiikleme igin IM-3(Tablo 2.2) ve rejenerasyon icin R1(Tablo 2.3)
medyalar1 kullanilmistir. Ikinci olarak Tablo 2.8 de verilen genotiplerde indiikleme

icin IM-1 (Tablo 2.2) ve rejenerasyon i¢in R1 (Tablo 2.3) medyalar1 kullanilmistir.

Tablo 2.7 : Deney -3’te IM-3 medyasinda kullanilan biber genotipleri.

NO | GENOTIP MEYVE OZELLIKLERI

1 PAU-101\23 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli
2 PAU - 123\2 Yar1 uzun, sivri, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi

3 PAU- 126 Yar1 uzun, sivri, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi
4 PAU- 127 Yari uzun, sivri

5 PAU- 128 Yar1 uzun, sivri

6 PAU- 129 Yar1 uzun, sivri

7 PAU - 228-5/4 | Siis biberi
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Tablo 2.8 : Deney -3’te IM-1medyasinda kullanilan biber genotipleri.

NO | GENOTIP MEYVE OZELLIKLERI

1 PAU-13/6 Genis meyveli (Kale tipi)

2 PAU-16 Genis meyveli (Kale tipi)

3 PAU-18 Genis meyveli (Kale tipi)

4 PAU-23/2 Kisa ve dar meyveli (Balik tipi)

5 PAU-24/5 Kisa ve kiiciik meyveli (Beyagag tipi)

6 PAU-46/3 Sivri

7 PAU-62 Kisa, sivri

8 PAU-65 Yar1 uzun (Maras tipi)

9 PAU-66 Yar1 uzun (Maras tipi)

10 PAU-71 Ince etli kiigiik dolmalik (Tokat tipi)

11 PAU-74 Ince etli kiiciik dolmalik (Tokat tipi)

12 PAU-101-1 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

13 PAU-101-2 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

14 PAU-101-3 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

15 PAU-101-9 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

16 PAU-101-10 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

17 PAU-101-11 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

18 PAU-101-14 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

19 PAU-101-15 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

20 PAU-101-18 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

21 PAU-101-19 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

22 PAU-101-20 Ince kisa, erken dénemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

23 PAU-101-24 Ince kisa, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi meyveli

24 PAU-107 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

25 PAU-110 Uzun ve kalin meyveli (Yaglik)

26 PAU-113 Kiiciik yuvarlak erken donemde acik yesil, olgunlukta
kirmizi

27 PAU-114 Kisa Kirmizi Uggen Biber

28 PAU-121 Yar1 uzun, sivri, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi

29 PAU-123 Yar1 uzun, sivri, erken donemde mor, olgunlukta kirmizi

30 PAU-127 Yar1 uzun, sivri

31 PAU-128 Yari uzun, sivri

32 PAU-203/2 Yesil, sivri

33 PAU-211/6 Sivri

34 PAU-214 Carliston tipi

35 PAU-216/1 Sivri

36 PAU-216/5 Sivri

37 PAU-220 Sivri
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan 84 adet genotipten Subat-Mart-Nisan 2011, Haziran-Temmuz-
Agustos 2011 ve Aralik 2011, Ocak, Subat, Mart 2012 donemlerinde toplam 7343
adet anter ekimi yapilmistir. Bunlardan 72 adet androgenik kallus ve 531 adet
somatik kallus elde edilmistir. Uygun kiiltiir kosullar1 i¢erisinde bulunan kalluslardan
embriyo olusumu olmamistir. Saglikli kalluslardan elde edilen dokularda flow
sitometri ile cekirdek DNA miktar1 analizi yapilmistir. Yapilan analizlerde
embriyonik gelisen haploid olmasi beklenen kalluslarin poliploid ve diploid

kromozom sayisina sahip oldugu bulunmustur.

Sekil 3.1 : Elde Edilen Kalluslar. A: Rejenerasyon medyasinda embriyoya doniismeden
biiytiyen androgenik kalluslar, B: Kalp seklinde olusan androgenik kallus, C: Renkli somatik
kalus, D: Androgenik kallus ¢ikisi.
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3.1 Deney-1’ de Elde Edilen Sonuclar

Bu denemede Subat, Mart ve Nisan 2011 dénemlerinde alinan anterler ve IM-1 IM-
2, IM-3 medyalar1 kullanilmis ve 30 adet genotipten toplam 2102 anter ekimi
yapilistir . Yalnizca sicaklik 6n uygulamasi yapilmayan dolmalik tipi PAU-74
hattindan elde edilen anterlere sicaklik 6n uygulamasi yapilmadan iM-3 medyasinda
% 2 oraninda androgenik kallus elde edilmistir. Ayrica toplam 222 adet somatik
kallus elde edilmistir. PAU-71, PAU-73 ve PAU-74 hatlarindan elde edilen
anterlerde hem 6n uygulama yapilanlarda hemde yapilmayanlarda diger genotiplere
gore daha cok gelisme gorlismiistiir. Bu hatlara ait anterlerde degisiklik kiiltiire
alindiktan yaklasik iki hafta sonra renk degisimi olarak goriilmeye ardindanda
anterler etrafinda hiicre farklilagsmasi baslamistir yani ayn1 donemde ekimi yapilan
diger hatlara ait anterleden on giin kadar daha 6nce gelisme gostermislerdir. IM-3
medyas1 IM-1 ve IM-2 medyalarma gére daha basarili olmustur. Ayrica sicaklik 6n
uygulamasi anterlerdeki degisimi ve kallus olusumunu olumlu sekilde etkilemistir.
Birinci denemede kullanilan, sicaklik 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan
genotiplerden ekilen anter sayilari ve deneme sonucunda elde edilen somatik ve
androgenik kallus sayilari kullanilan medyalara gére hazirlanan asagidaki Tablolarda

gosterilmistir.
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Tablo 3.1 :Deney — 1°de IM-1 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilan

anterlerden elde edilen sonuglar.

NO | GENOTIP EKILEN ANTER | ANDROGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI | KALLUS SAYISI
(%) (%0)

1 PAU-16 25 0 (0) 0(0)
2 PAU-24/5 25 0 (0) 0(0)
3 PAU-36/1 25 0 (0) 0(0)
4 PAU-46/3 25 0 (0) 3 (12)
5 PAU-58 24 0 (0) 3 (12.5)
6 PAU-59 25 0 (0) 1(4)
7 PAU-62 25 0 (0) 1 (4)
8 PAU-63 25 0 (0) 0 (0)
9 PAU-67 25 0 (0) 0(0)
10 | PAU-68 25 0 (0) 0(0)
11 | PAU-71 18 0 (0) 0(0)
12 | PAU-73 25 0 (0) 5 (20)
13 | PAU-74 17 0 (0) 0(0)
14 | PAU-84 5 0 (0) 0(0)
15 | PAU-101 25 0 (0) 0(0)
16 | PAU-114 20 0 (0) 0 (0)
17 | PAU-206/4 20 0 (0) 0(0)
18 | PAU-207/3 20 0 (0) 4 (20)
19 | Sera Demre 8 25 0 (0) 0(0)
20 | Yalova Tath Sivri 25 0 (0) 0 (0)
21 | Yalova Siirmeli 50 0 (0) 0(0)
22 | C.Long Slim 50 0 (0) 5 (10)
23 | C. Wonder 25 0 (0) 4 (16)
TOPLAM 574 0 (0) 26 (4.5)
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Tablo 3.2 :Deney — 1” de IM-1 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilmayan

anterlerden elde edilen sonugclar.

NO | GENOTIP EKILEN ANTER | EMBRIYOGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI | KALLUS SAYISI
(%0) (%)

1 PAU-36/1 25 0(0) 0 (0)

2 PAU-58 13 0(0) 0 (0)

3 PAU-59 25 0(0) 0 (0)

4 PAU-67 25 0(0) 0 (0)

5 PAU-68 25 0(0) 0 (0)

6 PAU-69 25 0(0) 0 (0)

7 PAU-71 23 0(0) 0 (0)

8 PAU-113 20 0(0) 2 (10)

9 PAU-114 45 0(0) 0 (0)

10 | PAU-207/3 17 0(0) 8 (47)

11 | Yalova Tatli Sivri 25 0(0) 0 (0)

12 | C. Long Slim 25 0(0) 0(0)

13 | C. Wonder 25 0(0) 13 (52)
14 | Top Gril 25 0(0) 0 (0)
TOPLAM 343 0(0) 23 (6.7)

Tablo 3.3 :Deney — 1 de IM-2 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilan anterlerden elde

edilen sonuglar.

NO | GENOTIP EKIiLEN ANTER | EMBRIYOGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI KALLUS SAYISI
(%) (%)

1 PAU-25/1 11 0 (0) 0 (0)

2 PAU-62 25 0 (0) 4 (16)

3 PAU-69 23 0(0) 0(0)

4 PAU-71 20 0 (0) 10 (50)

5 PAU-76 25 0 (0) 8 (32)

6 PAU-105 25 0 (0) 0 (0)

7 | PAU-112 25 0(0) 0(0)

8 | PAU-113 15 0(0) 0 (0)

9 PAU-114 20 0 (0) 0 (0)

10 | Yalova Tath Sivri 25 0(0) 0 (0)

11 | Yalova Siirmeli 12 0(0) 0(0)

12 | Y. Carliston 25 0(0) 0 (0)

13 | Yalova Yaglik 50 0(0) 0 (0)

14 | C. Wonder 25 0(0) 0(0)
TOPLAM 326 0 (0) 22 (6.7)
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Tablo 3.4 :Deney — 1 de IM-2 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilmayan anterlerden

elde edilen sonuclar.

NO | GENOTIP EKILEN ANTER ANDROGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI KALLUS SAYISI
(%) (%)

1 PAU-71 23 0(0) 13 (56.5)

2 PAU-74 23 0(0) 7 (30.4)

3 Yalova Yaglik 25 0(0) 0(0)

4 C. Long Slim 10 0(0) 0(0)

5 C. Wonder 20 0(0) 6 (30)
TOPLAM 101 0(0) 26 (25.7)

Tablo 3.5 :Deney — 1 de IM-3 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilan anterlerden elde

edilen sonuglar.

NO | GENOTIP EKILEN ANTER ANDROGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI KALLUS SAYISI

(%) (%)

1 PAU-16 25 0(0) 0 (0)

2 PAU-25/1 6 0(0) 3 (50)

3 PAU-58 25 0(0) 0 (0)

4 PAU-66 50 0(0) 17 (34)

5 PAU-69 25 0(0) 0 (0)

6 PAU-73 69 0(0) 6 (8,7)

7 PAU-74 50 0(0) 9 (18)

8 PAU-113 25 0(0) 20 (80)

9 PAU-221/1 25 0(0) 1 (4)

10 | PAU-207/3 45 0(0) 6 (13,3)

11 | Y. Carliston 25 0(0) 0 (0)

12 | Long Slim 25 0(0) 0 (0)

TOPLAM 395 0 (0) 62 (15.7)
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Tablo 3.6 :Deney — 1” de IM-3 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilmayan

anterlerden elde edilen sonugclar.

NO | GENOTIP EKILEN ANDROGENIK SOMATIK
ANTER SAYISI | KALLUS SAYISI | KALLUS SAYISI
(%) (%)
1 PAU-46/3 20 0(0) 4 (20)
2 PAU-58 25 0(0) 8 (32)
3 PAU-62 25 0(0) 20(80)
4 PAU-73 25 0(0) 7 (28)
5 PAU-74 35 2 (5.7) 4 (11.4)
6 PAU-83 19 0(0) 0(0)
7 PAU-113 25 0(0) 20 (80)
8 PAU-122 50 0(0) 8 (16)
9 PAU-221/1 25 0(0) 8 (32)
10 | PAU-206/4 14 0(0) 4 (28.5)
11 | PAU-207/3 25 0(0) 25(100)
12 | Yalova Tath 25 0(0) 0 (0)
13 | Y. Carliston 25 0 (0) 1(4)
14 | C.Long Slim 25 0(0) 0 (0)
TOPLAM 363 2 (0.5) 109(30)
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Sekil 3.2 : Birinci deneme asamasinda elde edilen kalluslar. A-B: PAU-74 hattindan elde
edilen anterde androgenik kallus ¢ikisi. C: PAU- 207/3 Hattindan elde edilen anterlerden
gelisen somatik kalluslar D: PAU 71 hattindan elde edilen anterlerden gelisen somatik

kalluslar.
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3.2 Deney-2’ de Elde Edilen Sonuclar

Bu denemede Haziran, Temmuz ve Agustos 2011 donemlerinde alinan anterler ve
CP medyasi kullanilmistir. Toplam 1555 anter ekimi yapilmistir. Bu anterlerden 897
tanesine sicaklik 6n uygulamasi yapilmis ve % 2.6 oraninda andogenik kallus elde
edilmistir. On uygulama yapilmayan 658 anterden % 4.2 oraninda androgenik kallus
elde edilmistir. Bu denemede en yiiksek androgenik yanit kapya ve dolmalik
tiplerinden alinmistir. Tokat hatlar1 dolmalik biber tipi PAU-71, PAU-72, PAU-73,
PAU-74 genotiplerine ait anterlerde daha fazla gelisme gorilmiistir. PAU-71
hattindan elde edilen kalluslardan kok gelismeside olmug fakat bitkiye
doniismemistir. Ikinci denemede kullanilan, sicaklik 6n uygulamasi yapilan ve
yapilmayan genotiplerden ekilen anter sayilart ve deneme sonucunda elde edilen

somatik ve androgenik kallus sayilar1 Tablo 3.7 ve Tablo 3.8”de gosterilmistir.

Tablo 3.7 :Deney — 2’ de CP medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilan anterlerden elde

edilen sonuglar.

NO | GENOTIP EKILEN ANTER | ANDROGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI | KALLUS SAYISI
(%) (%)
1 PAU-13-6 25 0 (0) 0 (0)
2 PAU-15 23 5(21.7) 4(17.3)
3 PAU-18 17 0 (0) 0 (0)
4 PAU-23-2 35 0 (0) 9 (25.7)
5 PAU-36-5 23 0 (0) 3 (13.04)
6 PAU-54 25 0 (0) 0 (0)
7 PAU-55 69 0 (0) 16 (23.1)
8 PAU-57 24 0 (0) 5 (20,8)
9 PAU-59 25 0 (0) 13 (52)
10 | PAU-63 25 0 (0) 0 (0)
11 | PAU-64 25 0 (0) 0 (0)
12 | PAU-67 18 1 (5.5) 2 (11)
14 | PAU-71 90 4 (4.4) 18 (20)
15 | PAU-72 52 1(1.9) 8 (15.3)
16 | PAU-73 22 1(4.5) 6 (27)
17 | PAU-74 70 1(1.4) 4 (5.7)
19 | PAU-101 24 0 (0) 0 (0)
20 | PAU-102 25 3(12) 10 (40)
21 | PAU-105 23 0 (0) 0 (0)
23 | PAU-109 47 0 (0) 0(0)
24 | PAU-110 25 0 (0) 6 (24)
25 | PAU-112 16 2 (12.5) 2 (12.5)
26 | PAU-121 12 2 (16.6) 8 (66.6)
27 | PAU-126 25 0 (0) 1(4)
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Tablo 3.7 (devami)

NO | GENOTIP EKILEN ANTER | ANDROGENIK SOMATIK
SAYISI KALLUS SAYISI | KALLUS SAYISI

(%) (%)

28 PAU-207-3 50 0 (0) 11(22)

29 Sera Demre 8 25 0(0) 0(0)

30 Goktiirk 4 0 (0) 1 (25)

31 Bingo Yaglik 34 0(0) 1(2.9)

32 Yalova 4 0(0) 0(0)

Carliston 341
33 Duru-34 15 4 (26) 0(0)
TOPLAM 897 24 (2.6) 128 (14.2)

Tablo 3.8 :Deney — 2°de CP medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilmayan anterlerden

elde edilen sonuglar.

NO | GENOTIP EKILEN ANTER | ANDROGENIK | SOMATIK KALLUS
SAYISI KALLUS SAYISI SAYISI
(%) (%)
1 | PAU-13-6 25 0 (0) 0(0)
2 | PAU-15 23 5 (21.7) 4(17.3)
3 | PAU-18 7 0 (0) 0 (0)
4 | PAU-23-2 20 0 (0) 0 (0)
5 | PAU-57 25 0 (0) 0 (0)
6 | PAU-59 25 0 (0) 0 (0)
7 | PAU-63 24 0 (0) 0 (0)
8 | PAU-65 49 0 (0) 0 (0)
9 | PAU-67 25 0 (0) 0 (0)
10 | PAU-71 43 7(16.2) 22 (51.1)
11 | PAU-72 25 0 (0) 8 (32)
12 | PAU-73 47 4 (8.5) 8(17)
13 | PAU-74 50 2 (4) 17 (34)
14 | PAU-83 19 0 (0) 0 (0)
15 | PAU-101 15 0 (0) 0 (0)
16 | PAU-102 25 0 (0) 21(84)
17 | PAU-107 25 0 (0) 0(0)
18 | PAU-109 50 9 (18) 5 (10)
19 | PAU-110 25 0 (0) 0(0)
20 | PAU-112 25 0 (0) 0 (0)
21 | PAU-121 25 0 (0) 0 (0)
22 | PAU-207-3 25 0 (0) 6(24)
23 | Bingo Yaghk 11 1(9) 0 (0)
24 | Duru-34 25 0 (0) 0(0)
TOPLAM 658 28 (4.2) 91(13.8)
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Sekil 3.3 :Deney — 2’ de elde edilen androgenik kalluslarin goriintiileri. A: Petri tabaginda
kallus olusumu baglamig anterlerin genel goriiniimii B: PAU 73 hattindan elde edilen anterde
androgenik kallus ¢ikisi daire igerisinde gosterilmistir. C: PAU 71 hattindan elde edilen
anterlerden androgenik kallus olusumu.
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3.3 Deney — 3’ te Elde Edilen Sonuglar

Bu denemede Aralik 2011, Ocak, Subat ve Mart 2012 donemlerinde alinan anterler
ve IM-1 ve IM-3 medyalar1 kullamlmistir. Denemede 49 adet genotipten toplam
3875 anter ekilmis ve biitiin anterlere sicaklik 6n uygulamasi yapilmistir. Yalnizca
IM-3 medyasinda PAU-126’dan % 2, PAU-127’den % 15, PAU-128’den % 7
oranlarinda androgenik kallus elde edilmistir. Kullanilan genotiplerden ekilen anter
sayilart ve deneme sonucunda elde edilen somatik ve androgenik kallus sayilari

Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.9 :Deney — 3’te IM-1 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilan anterlerden elde

edilen sonuglar.

: ANDROGENIK SOMATIK
NO | GENOTIP EKILENANTER |\ ) | USSAYISI | KALLUS SAYISI
SAYISI

(%) (%)
1 | PAU-136 75 0(0) 0(0)
2 | PAU-16 125 0(0) 0(0)
3 | PAU-18 200 0(0) 0(0)
4 | PAU-23 50 0(0) 0(0)
5 | PAU-245 100 0(0) 0(0)
6 | PAU-46-3 75 0(0) 0(0)
7 [ PAU62 125 0(0) 0(0)
8 | PAU-65 125 0(0) 0(0)
9 | PAU-665 50 0(0) 0(0)
10 | PAU-T1 175 0(0) 0(0)
11 | PAU-74 75 0(0) 0(0)
12 | PAU-101-1 50 0(0) 0(0)
13 | PAU-101-2 100 0(0) 0(0)
14 | PAU-101-3 100 0(0) 0(0)
15 | PAU-101-9 100 0(0) 0(0)
16 | PAU-101-10 100 0(0) 0(0)
17 | PAU-101-11 75 0(0) 0(0)
18 | PAU-101-14 150 0(0) 0(0)
19 | PAU-101-15 75 0(0) 0(0)
20 | PAU-101-18 75 0(0) 0(0)
21 | PAU-101-19 75 0(0) 0(0)
22 | PAU-101-20 75 0(0) 0(0)
23 | PAU-101-24 75 0(0) 0(0)
24 | PAU-107 150 0(0) 0(0)
25 | PAU-110 125 0(0) 0(0)
26 | PAU-113 75 0(0) 0(0)
27 | PAU-114 100 0(0) 0(0)
28 | PAU-121 175 0(0) 0(0)
20 | PAU-123-2 25 0(0) 0(0)
30 | PAU-127-5 25 0(0) 0(0)
31 | PAU-128-4 25 0(0) 0(0)
32 | PAU-203-2 75 0(0) 0(0)
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Tablo 3.9 (devami)

. EKILEN ANDROGENIK SOMATIK

NO | GENOTIP ANTER SAYISI KALLUS SAYISI KALLUS SAYISI
(%) (%)

33 | PAU-211-6 50 0 (0) 0 (0)

34 | PAU-214 100 0 (0) 0(0)

35 | PAU-216-1 100 0 (0) 0 (0)

36 | PAU-216-1-9 75 0 (0) 0 (0)

37 | PAU-216-5 100 0 (0) 0 (0)

38 | PAU-220-6 25 0 (0) 0 (0)

39 | PAU-228-5-4 25 0 (0) 0 (0)

TOPLAM 3475 0 (0) 0 (0)

Tablo 3.10 :Deney — 3’ te IM-3 medyasinda sicaklik 6n uygulamasi yapilan anterlerden elde

edilen sonuglar.

. EKILEN ANDROGENIK SOMATIK

NO | GENOTIiP ANTER SAYISI KALLUS SAYISI KALLUS SAYISI
(%) (%)

1 PAU-101\23 50 0(0) 0 (0)

2 PAU-123\2 25 0(0) 0 (0)

3 PAU-126 50 2 (4) 0(0)

4 PAU-127 100 15 (15) 0 (0)

5 PAU-128 100 7(7) 0 (0)

6 PAU-129 25 0(0) 0 (0)

7 PAU-228-5-4 50 0(0) 0 (0)

TOPLAM 400 24 (6) 0 (0)
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A

Sekil 3.4 : Ugiincii denemede kullamlan PAU-127 Genotipinden IM-3 medyasinda elde
edilen kalluslarin gorintiileri. A: 1 Mart 2012 de ekilen anterlerden elde edilen kalluslar
androgenik kallus ¢ikisi daire icerisine alinmigtir. B: 27 Mart 2012 de ekilen anterlerden elde

edilen kalluslar androgenik kallus ¢ikis1 daire igerisine alinmigtir.
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3.4 Flow Sitometri Analizi

Deneyler de kullanilan hatlardan elde edilen kallus dokularindan elde edilen ¢elirdek
DNA ornekleri ile flow sitometri analizi yapilmistir. Bu hatlardan yalnizca PAU-
59/5 hattindan elde edilen kallusta haploid ¢ekirdek DNA’s1 (2.8 pg) tespit edilmis,
diger hatlar anoploid, mixoploid olarak tespit edilmistir. Kullanilan hatlar ve flow
sitometri analiz sonucu Tablo 3.11°de gosterilmistir.

Tablo 3.11 : Androgenik kallus 6rneklerinde yapilan flow sitometri analizi bulgulari.

NO | GENOTIP | PLOIDI SEVIYELERI
1 | PAU-59/5% Haploid (n)
2 | PAU-66" Anéploid
3 | PAU-73° Mixoploid
4 | PAU-73° Mixoploid
5 | PAU-74 Diploid (2n)
6 | PAU-74° Diploid (2n)
7 | PAU-112° Diploid (2n)
8 | PAU-206/4° Poliploid
9 | PAU-207/3° Mixoploid
10 | PAU-221/1° Diploid (2n)
11 | C. Wonder® Anéploid

%CP (Chambonet, 1988).
*[M-3 (MS + 0.1mg /1 2,4-D, 0.2 mg / | Kinetin ).
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4. TARTISMA

Bu calismada Tirkiyenin ¢esitli bolgelerinden toplanarak karakterize edildikten
sonra biber 1slah programina dahil edilen 73 1slah hatti1 ve 11 standart ticari
genotiplerin androgenesis potansiyeli arastirilmistir. Yayinlanmis arastirmalara gore,
medya kompozisyonu, 6n uygulamalar, uyartim ve rejenerasyon uygulamalari ve
cicek tomurcugu donorii bitkinin genotipi gibi faktorler androgenesis uyartiminda
onemli olduklari gosterilmistir (Mityko ve ark., 1995; Dolcet-Sanjuan ver ark., 1997;
Koleva-Gudeva ve Spasenoski, 2001; Ozkum ve Tipirdamaz, 2002; Koleva-Gudeva,
2003; Ashok Kumar ve ark.,2003; Irikova ve ark., 2004; Rodeva ve ark., 2004). Bu
calismada degisik medya kompozisyonlari, 6n uygulamalar ve farkli genotipler

kullanilmastir.

4.1 Farkhh Medya Kompozisyonlarmin EtKisi

Calismada MS ve CP ortamlarina farkli konsantrasyonlarada ve kombinasyonlarda
oksin ve sitokinin gibi bitki biiylime diizenleyicileri eklenerek dort farkli indiikleme
medya kompozisyonu olusturulmustur. MS bazal medyasi kullanilarak olusturulan
ortamlar IM-1, IM-2, ve IM-3 ortamlaridir. IM-1 ortaminda 0.004 mg/L 2,4-D ve 0.1
mg/L Kinetin bulunmaktadir. IM-2 ortaminda yalmzca 0.1 mg/L Kinetin
bulunmaktadir. IM-3 ortaminda 0.1 mg/L BAP ve 4 mg/L NAA bulunmaktadir.
Birinci deneyde kullanilan biitiin genotiplerden bii ti¢ farkli indiikleme ortamina
anter ekimi yapilmistir. IM-3 ortaminda % 0.5 oraninda androgenik ve kallus elde
edilmistir. IM-1 ve IM-2 ortamlarinda yalnizca somatik kallus gelisimi olmustur.
Ayrica IM-3 ortaminda anterler daha biiyiik kallus dokulari olusturmustur. IM-3
ortam1 iiglincii deney asamasinda yeniden kullanilmis ve burada da % 6 oraninda
androgenik kallus elde edilmistir. Biitlin medyalarda kalluslarin gelisme yoni

embriyoya donmemistir

Matsubara ve ark. (1992) yaptiklar1 calismada MS bazal medyasinda farkli
konsantrasyonlarda 2,4-D ve kinetin kombinasyonlarini1 denemislerdir. Hazirladiklar

medyalarla California Wonder genotipi ile ¢alismislardir. Bizim calismamizda da
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kullanilan IM-1 olarak adlandirilan MS + 0.004 mg /L 2,4-D + 0.1 mg/L Kinetin
ortaminda Matsubara ve arkadaslari % 41.4 oraninda androgenik embriyo elde
etmislerdir. Yine bizim ¢alismamizda kullanilan IM-2 olarak adlandirilan MS + 0.1
mg/L Kinetin ortaminda % 8 oraninda embriyo elde etmislerdir. Yaptigimiz
calismada IM-1 ortaminda embriyo ve androgenik kallus elde edilememistir. Bu
ortam birinci deney asamasinda ve {i¢iincii deney agamasinda iki kere kullanilmstir.
Birinci deney asamasinda IM-1 ortamma toplam 917 adet anter ekilmis ve % 5.3
oraninda somatik kallus gelisimi olmustur. Ugiincii deney asamasinda IM-1 ortamina
toplam 3475 adet anter ekilmis ve anterlerde yalnizca koyu kahverengi seklinde renk
degisimi gozlenmis herhangi bir kallus olusumu olmamistir. Calismamizin 1. Deney
asamasinda IM-2 medyasina ekilen anterlerden % 11.2 oraninda somatik kallus elde

edilmistir.

Dumas de Valux ve ark. (1981) C ve R medyalart ve 0,001 mg/L kinetin ve 0.001
mg/L 2,4-D konsantrasyonlarinda bitki biiylime diizenleyicileri kullanarak yaptiklari
calismada %35-40 oraninda embriyo elde etmislerdir. Kristiansen ve Andersen (1993)
ayni medya ve bitki biliylime diizenleyici konsantrasyonlar1 ile % 2.1 oraninda

embriyo elde etmislerdir.

Ellialtioglu ve ark. (2001) yapmis olduklar1 ¢alismada MS bazal medyasi ve 4 mg/L
NAA ve 0.1 mg/L BAP konsantrasyonlarinda bitki biiylime diizenleyicilerini
kullanarak  hazirladiklar1 ortamda Kahramanmaras biberleri  genotiplerinin
androgenesis potansiyellerini arastirmiglardir ve % 2.28 oraninda embriyo elde
etmiglerdir. Yine ayni1 ortami kullanan Comlekcioglu ve ark. (2001) caligmalarinda
embriyo elde edememislerdir. Caglar ve ark. (2004) MS bazal medyast ve
oksinlerden NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/L) ve 2,4-D (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/L) ile
sitokininlerden BAP (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L) ve kinetin (0.1, 1.0, 5.0 mg/L) bitki
biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarmi ilave ederek hazirlanan ortamlarda yerli
Kahramanmaras biberlerini kullanmigladir. MS + 0.1 mg/L BAP + 4 mg/L NAA + %
0.2 aktif karbon + 10 mg AgNOs; kullanilan ortamda kallus olusmadan % 2.8
oraninda direk embriyo gelisimi elde etmislerdir. Sayilir ve Ozzambak (2002)
caligmalarinda Ege Aci Sivri, Demre Sivrisi, Kandil Dolma, Carliston Bagci, Tath
Sivri Kil ve Aci Sivri Ilica-256 genotiplerini kullanarak MS+ 4 mg/L NAA+ 0.1
mg/L BAP ortamina aktif komiir ekleyerek ve eklemeden anter kiiltiiri galismalari

yapmiglardir. Komiir eklenen ortamda Ege aci sivri genotipinde 52 anterden 6
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kallus,1 embriyo, komiir eklenmemis ortamda 25 kallus, 1 embriyo elde etmislerdir.
Diger genotiplerde sadece kallus gelisimi olmustur. Bizim ¢alismamizda MS + 0.1
mg/L BAP + 4 mg/L NAA ortami IM-3 olarak adlandirilarak kullanilmistir. IM-3
ortam1 hem birinci deney asamasinda hem de {iclincii deney asamasinda
kullanilmistir. Birinci deney asamasinda IM-3 ortamina ekilen anterlerden % 0.5
oraninda androgenik kallus, % 22.5 oraninda somatik kallus elde edilmistir. Ugiincii
deney asamasinda IM-3 ortaminda ekilen anterlerde %6 oraninda androgenik kallus
elde edilmistir. IM-3 ortaminda olusan kalluslar bizim ¢alismamizda kullanilan diger
ortamlara gore daha hizli gelismis ve daha biiyiik olmuslardir. Ayrica ¢aligmamizda

IM-3 ortaminin yiiksek adrogenik yanit olusturdugu tespit edilmistir.

Koleva-Gudeva (2006) biber anter kiiltiiriine inkiibasyon uygulamalari ve farkli
medyalarin etkisini arastiran bir c¢alisma yapmiglardir. Calismalarinda MS
(Murashige ve Skoog, 1962), N (Nitch, 1969), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN
(Nitch ve Nitch, 1969) ve CP (Dumas de Valux ve ark., 1981) medyalarini
kullanmiglardir. MS ve CP ortamlar1 diger ortmalara gore daha basarili olmustur.
Haploid embriyo gelisimini sadece CP ortamanda elde etmislerdir. Bu sonu¢ Dumas
de Valux ve ark. (1981) ile uyumludur. CP ortamini gelistiren Dumas ve arkadaslari
bu ortamda haploid embriyolar elde etmislerdir. Bizim Calismamizda CP ortami
ikinci deney asamasinda kullanilmistir. Toplam 1555 adet anter ekimi yapilmis, 52
adet yilizde olarak % 3.3 androgenik kallus, 219 adet yiizde olarak % 14 somatik
kallus elde edilmistir. Ayrica elde edilen kalluslar ile flow sitometri analiz sonucuna
gore de tek haploid doku CP ortaminda gelisen anterlerde tespit edilmistir.
Nowaczyk ve ark. (2006) CP ortamina % 5 aktif komiir ve 5 mg/l AgNO;3 ekleyerek

yaptiklar1 ¢caligmada % 4,1 oraninda embriyo elde etmislerdir.

Yaptigimiz galismaya gore icerisinde 4 mg/L NAA, ve 0.1 mg/L BAP olan IM-3
medyas1 ve CP diger medyalara gore daha yiiksek oranda androgenik kallusun

olugmasina olanak saglamistir.
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4.2 Yapilan On Uygulamalarin Etkisi

Calisma da kiiltiire alman anterlerin bir kismina ilk sekiz giin 35° C’ de karanlik, bir
kismina 25° C’de karanlik seklinde iki farkli 6n uygulama yapilmustir. ilk sekiz
giinden sonra anterler normal biiylitme kosullarinda bulunan biiyiitme odasina

alinmustir.

Kurutmalik kirmizi biberlerde androgenesis yoluyla in vitro haploid embriyo
uyartimi adli ¢aligmalarinda Caglar ve ark. (2004) yerli Kahramanmaras biberlerini
kullanmistir. Anterler MS bazal medyas1 ve oksinlerden NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/1) ve
2,4-D (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/L) ile sitokininlerden BAP (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L) ve
kinetin (0.1, 1.0, 5.0 mg/L) bitki biiyime diizenleyici konsantrasyonlarini ilave
ederek hazirlanan medya ya ekilmistir. Kiiltiire alinan anterlere ilk yedi giin 4° C, 29°
C ve 35° C karanhkta 3 farkli sicaklik 6n uygulamasi yapilmustir. Bitki bilyiime
diizenleyici konsatrasyonlar1 ve sicaklik uygulamalari ile toplam 37 uygulama
yapmiglar ve yalnizca bazi genotiplerde kallus gelisimi olmustur. Bizim
calismamizda kullanilan Kahramanmarag biberlerinden (PAU-64, PAU-65, PAU-66,
PAU-68, PAU-69) PAU-66 (bkz. Tablo 2.1) genotipi ¢alismada kullanilan ayni
ortamda (IM-3) yalmzca 35°C de 6n uygulama yapilan anterlerde % 17 oraninda

somatik kallus olusturmustur.

Koleva-Gudeva (2006) biber anter kiiltiiriine inkiibasyon uygulamalart ve farkli
medyalarin etkisini arastiran bir ¢alisma yapmislardir. Calismalarinda farkh
medyalar olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962), N (Nitch, 1969), LS (Linsmaer ve
Skoog, 1965), NN (Nitch ve Nitch, 1969) ve CP (Dumas de Valux ve ark., 1981)
ortamlarmi kullanmiglardir. Dokuz farkli biber genotipden alinan anterlere 7° C, 25°
C ve 35° C farkli sicaklikta inkiibasyon uygulamalar1 denenmislerdir. MS ortaminda
25° C’ de kallus ve CP ortaminda 35° C’ de embriyo elde etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda birinci deney asamasinda 25° C’de 807 adet anter ekilmis 2 adet
androgenik kallus, 53 adet somatik kallus elde edilmistir. 35° C’de 1295 adet anter
ekilmis ve 110 adet somatik kallus elde edilmistir. Ikinci deney asamasinda 25° C’ de
658 adet anter ekilmis ve 28 adet androgenik kallus, 91 adet somatik kallus elde
edilmistir. 35° C’de 897 adet anter ekilmis ve 24 adet androgenik kallus, 128 adet
somatik Kallus elde edikmistir. Ugiincii deney asamasinda biitiin anterlere 35° C’de

sicaklik 6n uygulamasi yapilmis 3875 adet anter ekilmis ve 24 adet androgenik
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kallus elde edilmistir. Biitiin asamalarda 35° C’de sicaklik n uygulamasi yapilan
anterlerden daha biiylik kalluslar elde edilmistir. Literatiirde de belirtildigi gibi

sicaklik 6n uygulamasinin anter kiiltiirtinde olumlu etki yaptig1 tespit edilmistir.

4.3 Genotip Etkisi

Anter Kkiiltiirlinde genotip etkisi Oonemli bir yere sahiptir. Literatiirede calisilan
Endonezya biberleri, Avrupa biberleri bizimde kullandigimiz medya ve
uygulamalara embriyo seklinde cevap verirken bizim calismamizda kullanilan 81
adet Tirk biberleri genotipleri kallus olarak cevap vermistir. Elde edilen kalluslarin

bir kisminda kdk benzeri gelismeler olsada bitkiye doniismemistir.

Matsubara ve ark. (1992)’ de yaptiklar1 ¢alismada California Wonder genotipini
kullanmiglar ve MS + 0.004 mg/L 2,4-D + 0.1 mg/L kinetin ortaminda % 12.2
oraninda embriyo elde etmislerdir. Bizim Caligmamizda ayni ortamda % 16 oraninda
somatik kallus elde edilmistir. Matsubara ve ark. (1992) yine aymi c¢alismada
kullanilan MS + 0.1 mg/L Kinetin ortaminda California Wonder genotipinden %
26.3 oraninda embriyo elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda kullanilan ayni ortamda
California Wonder genotipinden elde edilen anterlerde yalnizca renk degisimi

gozlenmistir.

Kahramanmaras biberi genotipleri ile ¢alisan Caglar ver ark. (2004) bitki biiylime
diizenleyici  konsatrasyonlart ve sicaklik uygulamalari ile toplam 37
uygulamayapmislar ve MS + 0.1 mg/L BAP + 4 mg/L NAA + % 0.2 aktif karbon +
10 mg AgNO3 kullanilan ortamda kallus olusmadan % 2.8 oraninda direk embriyo
gelisimi  elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda kullanilan Kahramanmaras
biberlerinden (PAU-64, PAU-65, PAU-66, PAU-68, PAU-69) PAU-66 (bkz. Tablo
2.1) genotipi ¢alismada kullamlan aym ortamda (IM-3) yalmzca 35° C de 6n
uygulama yapilan anterlerde % 17 oraninda somatik kallus olusturmustur. MS bazal
medyal1 diger ortamlarda da (IM-1, IM-2) Kahramanmaras genotiplerinde kallus ya
da embriyo gelisimi olmamistir. Bu genotiplerden ekilen anterlerde yalnizca

anterlerde renk degisimi gbzlenmistir.

Sayilir ve Ozzambak (2002) calismalarinda Ege Aci Sivri, Demre Sivrisi, Kandil
Dolma, Carliston Bagci, Tatli Sivri Kil ve Aci Sivri Ilica-256 genotiplerini kullanarak
anter kiiltiirii ¢alismalar1 yapmuglardir. MS+ 4 mg/L NAA+ 0.1 mg/L BAP ortamina %

0.1 aktif komiir ekleyerek ve eklemeden kullanmiglardir. Komiir eklenen ortamda Ege
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ac1 sivri genotipinde 52 anterden 6 kallus,] embriyo, komiir eklenmemis ortamda 25
kallus, 1 embriyo elde etmislerdir. Diger genotiplerde sadece kallus gelisimi olmustur.
Bizimde ¢alismamizda kullanilan standart hatlarda IM-3 ortaminda yalmzca anterlerde

renk degisimi seklinde degisme gozlenmistir.

Koleva-Gudeva (2006) biber anter kiiltiiriine inkiibasyon uygulamalar1 ve farkli
medyalarin etkisini arastiran bir c¢alisma yapmiglardir. Calismalarinda MS
(Murashige ve Skoog, 1962), N (Nitch, 1969), LS (Linsmaer ve Skoog, 1965), NN
(Nitch ve Nitch, 1969) ve CP (Dumas de Valux ve ark. 1981) medyalarini
kullanmiglardir. Dokuz farkli biber genotipden alinan anterlere 7 ° C, 25° C ve 35° C
de farkli sicaklikta inkiibasyonlar denenmistir. Bu calismada kullanilan California
Wonder genotipi 25° C’de, MS ortaminda % 30,6 oraminda yiiksek kallus olusumu
oldugunu gostermislerdir. California Wonder genotipi bu ¢alismada deney-1 de MS
bazal medyal: IM-1 (bkz. Tablo 2.2) ve IM-2 (bkz. Tablo 2.2) medyalarinda
kullanilmistir. IM-1 medyasinda 25° C’de California Wonder genotipinden alinan
anterlerden % 13 oraninda somatik kallus olusumu olmustur. On uygulama yapilan
anterlerden ise % 4 somatik kallus gelisimi olmustur. IM-2 medyasinda 25° C’de % 6
oraninda kallus gelisimi olmustur. Yine aymi ¢calismada kullanilan CP ortaminda 35°
C’de kullandiklar1 dokuz genotipten dordii higbir yanit vermemistir. CP ortaminda en
Iyi androgenik yanit veren genotipler % 33.6 orani ile Féherdzon (Macar tath
dolmalik tipi ) ve % 6.66 orani ile California Wonder olmustur. Bizim Calismamizda
da CP ortaminda PAU-109 dan sonra en ¢ok kallus olusturan genotipler dolmalik tipi
dedigimiz Tokat hatlar1 ( PAU-71, PAU-72, PAU-73, PAU-74) ve yine dolmalik tipi
ticari hatlardan Duru-34 olmustur. On uygulama yapilan anterlerde PAU-71 hattinda
% 4,4 androgenik kallus, % 20 somatik kallus, PAU-72 hattinda % 1,9 androgenik
kallus, % 15,32 somatik kallus, PAU-73 hattinda % 4,5 androgenik Kkallus, % 27
somatik kallus, PAU-74 hattindan % 1,4 androgenik kallus, % 5,7 somatik kallus,
Duru-34 hattinda % 26 androgenik kallus olusmustur. 25° C’de sicaklik 6n uygulama
yapilmayan anterler de PAU-71 hattinda % 16,4 androgenik kallus, % 51,16 somatik
kallus, PAU-72 hattinda % 32 somatik kallus, PAU-73 hattinda % 8,5 androgenik
kallus, % 17 somatik kallus, PAU-74 hattinda % 4 androgenik kallus, % 34 somatik

kallus olusmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Ug deneme seklinde yapilan ¢alismada birinci deney asamasinda kullanilan medyalar
IM-1, IM-2, iM-3 (bkz. Tablo 2.2)’da 35° C’de &n uygulama yapilan ve yapilmayan
anterlerden embriyo gelisimi olmamustir. Androgenik kallus gelisimi de yalnizca
sicaklik 6n uygulamasi yapilmayan IM-3 ortaminda kiiltiire alinan PAU-74 hattindan
alman anterlerde % 5.7 oraninda olmustur. Androgenik kallus embriyoya

doniismemis kallus olarak biiylime gostermistir.

Ikinci deney asamasinda kullanilan CP (bkz. Tablo 2.3) ortaminda 35° C’de sicaklik
On uygulamasi yapilan anterler arasinda PAU-15 hattindan % 21.7 androgenik kallus,
PAU-67 hattindan % 5.5 androgenik kallus, PAU-71 hattindan % 4.4 androgenik
kallus, PAU-72 hattindan % 1.9 androgenik kallus, PAU-73 hattindan % 4.5
androgenik kallus, PAU-74 hattindan % 1.4 androgenik kallus, C.baccatum tiirii
olan PAU-102 hattindan % 12 androgenik kallus, PAU-121 hattindan % 16.6
androgenik kallus, Duru-34 hattindan % 26 androgenik kallus elde edilmistir.
Sicaklik &n uygulamasi yapilmayan dogrudan 25/17° C iklim kosullarinda inkiibe
edilen anterlerde; PAU-15 hattindan % 21.7 androgenik kallus, PAU-71 hattindan %
16.2 androgenik kallus, PAU-73 hattindan % 8.5 androgenik kallus, PAU-74
hattindan % 4 androgenik kallus, PAU-109 hattindan % 18 androgenik kallus ve

Bingo Yaglik hattindan % 9 oraninda anrogenik kallus elde edilmistir.

Uciincii asamada kullanilan IM-1 ve IM-3 ortamlarindan yalmzca IM-3 ortaminda
PAU-126 hattindan % 2 androgenik kallus, PAU-127 hattindan % 15 androgenik
kallus, PAU-128 hattindan % 7 androgenik kallus elde edilmistir.

Anter kiiltiirti i¢in kullanilan biitiin biber hatlar1 igerisinden Tokat Biberi dedigimiz
dolmalik tipi benzeri PAU-71, PAU-72, PAU-73, PAU-74 hatlar1 kullanilan medya
ortamlarinda hem androgenik hem de somatik kalluslar olusturmuslardir. Bu hatlarin
uygun prosediir ve medya kullanildiginda ve uygun anter gelisim asamasi
yakalandiginda androgenik yanit verme olasilig1 diger yerli genotiplere gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada olusan kalluslarin embriyoya

doniismemesinin nedeni Irikova ve ark. (2010) yaymlarinda gore belirttikleri gibi
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genotipik farkliliklardan ve uygun anter gelisim evresinin yakalanmamasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Elde edilen kalluslarin flow sitometri analizi sonucu
anoploid kromozom yapisinda olmasi ve belirli bir kromozom stabilitesinin

saglanamamasindan dolay1 kallustan bitki rejenerasyonu olmadig diisiiniilmektedir.

Calismada en yiiksek androgenik yaniti CP medyasinda kale biberi tipi PAU-15
(%21.7) ile salgalik biber tipi PAU-109 (%18) genotipleri vermistir. Genel olarak ise
dolmalik biber tipleri ve kapya tiplerinin anter kiiltiirinde androgenik yanit verme

orani diger tiplere gore daha yiiksektir.

Bitkilerden elde edilen anterlerin en verimli doneminin Mart-Nisan-Mayis-Haziran
donemi oldugu gorilmistiir. ileride yapilacak c¢alismada anterlerin bu dénemde
alinmasi daha verimli sonuclar verecektir. Tiirk hatlarinin genotipik farkliligida goz
oniinde bulundurularak yapilan anter kiiltiirtinde saglikli embriyolar elde etmek icin
anterlerin gelisim evreleri ¢ok iyi kontrol edilmeli ve anterler uygun evrede alinip

ekimi yapilmalidir.
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