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OZET

SUS BIBERI SHED-MiKROSPQR KULTQRL@RINI?E o
CALKALAYICI KULLANIMININ EMBRIiYO VERIMI UZERINE ETKIiSi

Selcen YILDIRIM DOGAN

Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Esin ARI
Subat 2016, 53 sayfa

Siis biberleri (Capsicum annuum L.), morfolojik ¢esitlilikleri sebebiyle mevsimlik
cigcek ve yer Ortlicii olarak park ve bahgelerde, aranjman dal olarak kesme c¢icekgeilikte ve
saks1 bitkisi olarak i¢ mekanlarda siklikla kullanilan, son donemlerde siis bitkisi
sektoriinde 6nemi artan bitkilerdir. Siis bitkisi degerinin yani sira siis biberlerinin icerdigi
cesitli etken maddeler gida, kozmetik ve ilag gibi pek ¢ok sektdrde kullanilmakta, biitiin
bunlar g6z Oniine alindiginda, c¢esitli sektorler icin 1slah calismalarinin 6nemi ortaya
cikmaktadir. Ancak literatiirde silis biberinde haploidizasyon destekli yapilan islah
calismalar1 oldukca sinirli sayidadir. S6z konusu amag i¢in ele alinan 5120019 nolu
TUBITAK-TEYDEB 1505 projesi kapsaminda yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda; ticari ve
yerel orijinli toplam 29 siis biberi genotipinin shed-mikrospor kiiltiirlerinde, calkalayici
kullaniminin embriyo verimi iizerine etkisi arastiritlmistir. Bu amagcla dncelikle, ¢alismada
kullanilacak uygun mikrospor safhasina sahip siis biberi genotiplerine ait tomurcuk
morfolojileri tespit edilmistir. Elde edilen morfolojik bulgular DAPI destekli sitolojik
calismalarla desteklenerek, uygun safhadaki mikrosporlara sahip tomurcuk boyutlari
saptanmistir. Uygun sathadaki tomurcuklar bir giin siireyle karanlik kosullarda +4°C’de
On soguklatma uygulamasina tabi tutulduktan sonra, anterler ¢ift fazli shed-mikrospor
ortaminda kiiltiire alinmislardir. Kiiltiirler bir hafta siireyle karanlik kosullarda 9°C’de
inkiibe edildikten sonra, yaris1 ¢alkalayici lizerinde, diger yarisi ise kontrol grubu olarak
duragan halde 28°C’de 3 hafta ve ardindan 3-5 hafta siireyle 21°C karanlik ortam
kosullarinda bekletilmislerdir. Calismada gozlem olarak, petride olusan toplam embriyo
sayilari, globular embriyo sayilari, kotiledonlar1 uzayan embriyo sayilart ve c¢ift
kotiledonlu normal goriiniimlii embriyo sayilari ile ¢imlendirme ortamina aktarilan
embriyo sayilar1 kaydedilmistir. Calismada, duragan ve calkalayici {izerindeki kiiltiir
ortamlarindan elde edilen toplam embriyo ve normal goriiniimlii ¢ift kotiledonlu embriyo
sayilarinin varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel anlamda
onemli bir fark bulunmazken, genotipler arasindaki fark ise olduk¢a 6nemli bulunmustur.
Toplam embriyo ve globular embriyo olusturma yoniiyle, calkalayici iizerindeki
kiiltlirlerin daha bagarili olduklar1 saptanmistir. Embriyo olusturma performansi agisindan
en basarili sonucu veren 754. genotipin ¢alkalayici lizerindeki kiiltiirlerinde kontrol
grubuna gore, yaklasik 4.5 kat daha fazla ortalama embriyo olustugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Siis biberi, shed-mikrospor kiiltiirii, haploid

JURI: Yrd. Dog. Dr. Esin ARI (Danigman)
Dog. Dr. Nuray COMLEKCIOGLU
Yrd. Dog. Dr. Tolga YILDIRIM



ABSTRACT

THE EFFECT OF SHAKER USE ON EMBRYO YIELD OF
SHED-MICROSPORE CULTURES IN ORNAMENTAL PEPPER

Selcen YILDIRIM DOGAN

MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Esin ARI
February 2016, 53 pages

In recent years, due to their morphological diversity, ornamental peppers
(Capsicum annuum L.) has become a favored plant in ornamental plant sector as seasonal
flowers and bedding plant in parks and gardens, as arrangement branch use in cut flower
sectors and as pot plants in indoor ornamental plant usage. In addition to their ornamental
value, ornamental peppers are utilized in food, cosmetics and medicinal sectors because
of their various active substances. However in literature, there are limited numbers of
breeding studies for ornamental peppers based on haploid technology. In this study which
is carried out within the scope of TUBITAK-TEYDEB-1505 type project (no 5120019),
the effect of using shaker on embryo yield was determined in the shed-microspore
cultures of a total of 29 ornamental pepper genotypes derived from different commercial
and domestic origins. For this purpose, firstly the bud morphologies of ornamental
peppers were identified. The morphological findings were supported with the cytological
studies using DAPI staining to confirm the bud morphologies having the microspores in
proper stages. After pretreatment of proper buds at +4°C for one day in dark conditions,
the anthers were cultured in shed-microspore culture media with two phase. Later, the
cultures were incubated at 9°C for one week in dark conditions and after that the cultures
were divided equally as shaker and control groups and transferred to 28°C for 3 weeks
and then the treatment groups were incubated at 21°C for 3-5 weeks in dark conditions.
The numbers of total embryos, globular embryos, embryos extending cotyledons,
dicotyledonous normal looking embryos and embryos transferred to germination medium
were recorded. According to variance analysis of total embryos and dicotyledonous
normal looking embryos obtained from cultures of control and shaker groups, it was
revealed that there is no significant difference between the applications, however the
genotypes are found to be significantly different from each other. It was determined that
the cultures on shakers gave more successful androgenic performance in regard of
forming total and globular embryos. The most successful embriyogenic performance was
obtained from genotype 754 and the cultures of genotype 754 on shaker formed about 4.5
times more average total embryos when compared to its control group.

KEYWORDS: Ornamental pepper, shed-microspore culture, haploid
COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Esin ARI (Supervisor)
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ONSOZ

Siis biberleri ¢esitli avantajlar1 nedeniyle diinyada yeniden ragbet gérmeye
baslamistir ve ekonomik degerleri gittikce artmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda bu
bitkilerin 1slahina yonelik ¢alismalar da artmaya baslamistir. Ancak bu caligmalarda
literatiirden gozlendigi kadari ile simdiye kadar genellikle klasik 1slah ydntemleri
kullanilmakta olup, haploidizasyon teknigi ile ¢ok sinirl1 sayida siis biberi 1slah ¢alismasi
yaptlmistir. Bu tez calismasmin Oncelikle literatiire, daha sonra da siis biberinde
yapilabilecek haploidi calismalarina, dolayisiyla islah siirecinin kisaltilmasina katki
saglamasi beklenmektedir.

Bu tezin sekillenmesinde ve tamamlanmasinda bilgi ve tecriibeleriyle beni
yonlendiren, dogru kaynaklara ulasmami saglayan, laboratuvar ve arazi ¢aligmalarinda
biitlin imkanlar1 sunarak beni destekleyen, basarisini1 ve azmini 6rnek aldigim ¢ok degerli
danigsman hocam Yrd. Dog¢ Dr. Esin ARI’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli tavsiye ve yorumlariyla tezime son seklinin verilmesini saglayan, tez
savunma jiirimde bulunan Dog. Dr. Nuray COMLEKCIOGLU na ve Yrd. Dog. Dr. Tolga
YILDIRIM’a tesekkiir ederim.

Tez caligmamin istatistiksel analiz kismina bilimsel katkilarindan ve degerli
yorumlarindan otlirii sayin hocam Yrd. Do¢. Dr. Tolga YILDIRIM’a ¢ok tesekkiir
ederim.

Degerli tecriibelerini paylasan tiim Tarimsal Biyoteknoloji Bolimii Anabilim Dali
Ogretim tiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ve arazi ¢aligmalarimda yardimlarimi esirgemeyen degerli calisma
arkadaslarim Hilal BEDIR ve Merve BANKOGLU’na tesekkiir eder, hayat boyu
basarilarinin devamin dilerim.

Bu tez ¢alismasina TEYDEB 1505 nolu program ger¢evesinde, 5120019 nolu
proje kapsaminda destek veren TUBITAK’a ayrica tesekkiir ederim.

Tiim yasamimda, bana her daim giivendiklerini bildigim, maddi ve manevi
yonden beni her zaman destekleyen, bugiinlere gelmemi saglayan ¢ok kiymetli annem
Emsal YILDIRIM’a, fedakdr babam Dogan YILDIRIM’a ve biricik kardesim Sakir
Semih YILDIRIM’a sonsuz siikranlarimi sunarim.

Son olarak hayat arkadasim Dr. Giiray DOGAN’a tezime katkilarindan ve
Ozellikle hayatima katmis oldugu degerden o6tiirii sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°C Derece santigrat

mgl! Miligram/litre

pL/L Mikrolitre/litre

uM Mikromol

pum Mikrometre

m? Metrekare

gl! Gram/litre

ul Mikrolitre

dk Dakika

ml Mililitre

nm Nanometre

mg Miligram

M Mol

pumol/m*s  Mikromol/metrekare.saniye

rpm Dakikadaki tur sayisi

Kisaltmalar

2,.4-D 2,4-diklorafenoksiasetik asit

NLN Nitsch ve Nitsch (1969) tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981,
1982) tarafindan modifiye edilen besi ortami

NN Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami

IAA Indole-3-asetik asit

NAA Naftalin asetik asit

DH Doubled haploid

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole

Na,HPO4 Disodium Hydrogen OrthoPhosphate

AgNOs3 Gilimiis nitrat

B5 Gamborg vd (1968) besin ortami

KOH Potasyum hidroksit

BA Benzyl adenine

HCl Hidroklorik asit

MS Murashige ve Skoog (1962) besin ortami
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GIRIS Selcen YILDIRIM DOGAN

1. GIRIS

Stis biberleri (Capsicum annuum L.), sebze biberi 1slah caligmalar1 sirasinda
rastlanan siis bitkisi degerine sahip genotiplerin degerlendirilmesi sonucu siis bitkileri
sektoriine kazandirilan sebze kokenli bitkilerdir.

Capsicum cinsinin kokeni Orta ve Giiney Amerika’ya dayanmaktadir. Buradan
Asya ve Avrupa kitalarma yayillmustir. Capsicum tiirleri M.O. 7500°den bu yana
insanlarin beslenme kiiltiirlerinde yer almustir. Icerisinde siis bitkisi degeri tasiyan saks1
tipi biberlerin de bulundugu, Capsicum cinsine ait, C. annuum L., C. frutescens L., C.
chinense Jacq., C. baccatum Willd ve C. pubescens Ruis&Pav gibi pek ¢ok tiirdeki 1slah
caligmalar1 15. yiizyillda Kristof Kolomb’un Amerika’y1 kesfinden evvel baslamistir.
Oyle goériinmektedir ki, farkli ve giizel goriinen Capsicum tiirlerine olan ilgi ¢ok eski
donemlere dayanmaktadir (Stommel ve Bosland 2007).

C. annuum, Capsicum tiirleri arasinda bugiin diinyada en ¢ok tarimi yapilan ve
ekonomik Oneme sahip olan tiirdiir. Mutfakta taze ve kurutulmus olarak, gida
endiistrisinde taze tiiketim, konserve, sos, baharat ve tursuluk amagli ve peyzajda
dekoratif amacli olarak kullanilan ticari ¢esitleri bulunmaktadir (Stommel ve Bosland
2007). Ayrica sadece Capsicum cinsine 6zgl, giiclii bir alkaloid olan kapsaisin, giivenlik
amagli géz yasartict spreylerde, biber gazinin etken maddesi olarak kullanilmaktadir.
Bunun yaninda, kapsaisin maddesi ge¢misten bu zamana tedavi amaclh olarak da
kullanilmaktadir. Gegmiste Mayalar Capsicum cinsine ait bitkileri astima, Oksiirlige ve
bogaz enfeksiyonlarima karsi, Aztekler ise dis agrilari i¢in tedavi edici olarak
kullanmiglardir. Giiniimiiz ilag¢ endiistrisinde, kapsaisin maddesi, 6zellikle kas agrilari
icin agr kesici ilaglarda, tahris olmus bdlgelerin iyilestirilmesi igin cilt yiizeyinden
kullanilan ilaglarda, zona tedavisi ve kasinti gidermek i¢in gelistirilen ilaglarda etken
madde olarak kullanilmaktadir. Biber meyvelerinin ¢esitli renkler almasinda rol oynayan,
yine sadece Capsicum cinsine ait olan kapsantin, kapsorubin ve kriptokapsin gibi bazi
keto-karotenler ayn1 zamanda gida, ilag ve kozmetik sektdrlerinde boya katki maddesi
olarak deger géormektedir (Bosland 1996).

Biber, meyvelerinin yiliksek miktarda kuru madde, C vitamini, B vitamini
kompleksi, mineral, esans, karoten benzeri igeriklere sahip olmasi sebebiyle diinyanin
pek cok yerinde 6nemli ticari ve biyolojik degere sahip bir sebzedir (Irikova vd 2011a).
C. annuum L. ¢esitlerinden siis bitkisi degerine sahip olanlar ise morfolojik cesitlilikleri
sebebiyle mevsimlik ¢i¢ek ve yer oOrtiicli olarak park ve bahgelerde, aranjman dal olarak
kesme cicekcilikte ve saksi bitkisi olarak i¢ mekan siis bitkisi sektoriinde
kullanilmaktadir. Farkli meyve ve yaprak sekilleri, olgun meyvelerinde goriilen kirmizi,
turuncu, sar1, mor, eflatun gibi ¢esitli renk ahenkleri, yesilden mora degisik tonlara sahip
yaprak pigmentasyonu, silis biberlerini kesme c¢igekeilik ve peyzaj amagli kullanima
elverigli hale getiren 6zelliklerden bazilaridir. Bu fiziksel 6zelliklerinin yam sira siis
biberinin, kolay ve hizli yetisebilme ozellikleri, sicak ve kurakliga dayanikliliklar: ve
yliksek meyve tutum oranlar1 peyzaj degerlerini arttirmaktadir (Stommel ve Bosland
2007).



GIRIS Selcen YILDIRIM DOGAN

Capsicum cinsine ait bir¢ok tiirlin, tam ¢icekli ve kendine dollenir oldugu
bilinmektedir. Buna karsilik C. cardenasaii, C. buforum, C. flexuosum gibi baz1 yabani
tirlerde ve 1slah edilmis C. pubescens tiriinde kendine ddllenememe sorunu
goriilmektedir. Siis biberleri ise genellikle kendileme depresyonu gdstermezken,
hibritlerinde heterosis etkisi goriilebilir. Siis biberinin biitiin tiplerinde disi ireme organi
erkek ilireme organindan daha Once gelisir (protogeny) ve siis biberleri yabanci
dollenebilirler. Siis biberleri kendine déllenebilir olarak tanimlansa da tozlanmalar
bocekler vasitasiyla da olabilir. Bosland (1993)’in bildirdigine goére farkli biber
genotiplerinin bitki ¢icek yapilarina bagl olarak siis biberlerinde ¢apraz déllenme orani
%2 ile %90 arasinda degisebilmektedir. Bu sebeple siis biberi tohumu yetistiricilerinin
kontrolsiiz tozlanmalar1 6nleme konusunda dikkatli olmalar1 gerektigi vurgulanmaktadir
(Stommel ve Bosland 2007). Kontrolsiiz polinasyon, biberde islah edilmek istenen
karakteristik 6zelliklerin hizla kaybedilmesine neden olmaktadir. Bu durum biberin
geleneksel yontemlerle zahmetli ve uzun siirelerde 1slah edilmesi sorununu karsimiza
cikarmaktadir. In vitro yontemlerle doubled haploid bitkiler elde etmenin, biber 1slahinda
geleneksel  yontemlerde  karsilasilan  problemlerin  iistesinden  gelebilecegi
diistiniilmektedir (Irikova vd 2011a).

In vitro yontemlerle, yeni doku, bitki veya bitkisel iriinlerin elde edilmesi
amactyla, biitiin bir bitki ya da hiicre, doku ve organ gibi bitki pargaciklarinin steril
sartlarda ve yapay besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi islemi bitki doku kiiltiirii olarak
bilinmektedir. Doku kiiltiirli; bitkilerin klonal olarak hizli ¢ogaltilmasi, geleneksel
yontemlerle kolay c¢ogaltilamayan bitki elde edilmesi, somaklonal varyasyonlarin
olusturulmasi, haploid bitkilerin elde edilmesi, bitki gen kaynaklarinin muhafazasi,
sekonder metabolitlerin iiretilmesi, 1slah amagli ¢aligmalar ve hastaliktan arndirilmis
bitkiler elde edilmesi gibi amaclar i¢in kullanilmaktadir (Ellialtioglu vd 2001). Bu
amagclar arasinda yer alan haploid bitkilerin elde edilmesi haploid bitki teknolojisi ile
gergeklestirilmektedir.

Haploid bitki teknolojisi; erkek ya da disi gametten haploid embriyo elde
edilmesini ve bu embriyolardan haploid veya doubled haploid (DH) bitkiler {liretmeyi
kapsamaktadir. Bu teknik, homozigot saf hatlarin elde edilmesine giden en hizli yol
olarak bilinmektedir (Supena 2004). Haploid bitkiler, her bir lokustaki alellerden sadece
bir seriyi icerdigi i¢in bitki 1slahinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Haploid bitkilerin
homolog kromozomlardan sadece bir takimini i¢ermesi, resesif mutasyonlarin agiga
cikartilmasina olanak tanimaktadir. Bunun yani sira bu bitkilerin kromozom sayilarinin
katlanmas1 sayesinde %100 homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Boylece uzun
yillara gereksinim duyan saflastirma islemi, tek bir generasyonda yapilabilmekte,
kombinasyon 1slahi ve Fy hibrit ¢esit 1slah1 programlarinda zaman y6niinden ve ekonomik
acidan onemli diizeyde kazang saglanabilmektedir (Ellialtioglu vd 2001). Haploidlerin
bitki 1slahina saglamis oldugu diger avantajlar sOyle siralanabilir: Cesitli mutasyon
uygulamalarindan sonra degisen resesif ya da dominant genlerin ilk generasyonda
izlenebilmesine yardimci olarak, in vitro asamada seleksiyon yapabilmeye olanak
saglamaktadir (Maluszynski vd 2003). Haploid bitkiler patojenlere ve irklarina karsi in
vitro asamada seleksiyona olanak saglayarak, dayaniklilik islah ¢alismalarinda yer,
zaman ve maddi kazang saglamaktadir. DH bitkilerden elde edilen saf hatlar, F; hibrit
cesit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilmektedirler. Kendileme depresyonu gosteren
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lahana ve cilek gibi tiirlerde tek generasyonda homozigot hatlara ulasilmasi
saglanabilmektedir (Ellialtioglu vd 2001).

Haploid bitkilerin gesitli yollardan dogada kendiliginden ortaya ¢ikma siklig
tiirlere ve hatta tiir igerisinde genotiplere bagl olarak degismekte, cogunlukla %0.1 —
0.001 gibi ¢ok diisiik oranlarda ger¢ceklesmekte, bir¢ok tiirde ise dogal haploid olusumuna
hi¢ rastlanmamaktadir (Pocard ve Dumas de Vaulx 1971, Ellialtioglu vd 2001). Sebboy,
tiitlin, domates, dari, cavdar vb. dogada spontan bir sekilde haploid olusumlar tespit
edilmis bitkiler arasinda bulunmaktadir (Dunwell 2010).

Haploid bitki elde etmede gynogenesis ve kromozom eliminasyonu gibi diger in
vitro yontemlere kiyasla, anter ve mikrospor kiiltiirlerini kapsayan androgenesis
yontemleri daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Bajaj, 1990, Ferrie vd 1994, 1995,
Palmer ve Keller 1999, Supena 2004). Androgenesis yontemler ile olusan bitkiler haploid
veya spontan olarak katlanarak DH olabilmektedirler. Olusan haploid bitkilerin
kromozom sayilar1 in vivo sartlarda kolhisin gibi farkli antimitotik kimyasallarin
kullanim1 ile ikiye katlanabilmekte ve DH bitkilere doniistiiriilebilmektedirler. Bu
kimyasallar ayni amagla in vitro kosullarda ise bitkinin mikrospor, embriyo ve bogum
arasindaki siirgiin gibi farkli eksplantlarina uygulanabilmektedir.

Haploidi ile ilgili ilk énemli gelisme, Guha ve Maheshwari tarafindan 1964
yilinda Datura innoxia bitkisinin anter kiiltlirii ¢aligmalarinda atilmistir. S6z konusu
caligmadaki bir¢ok kiiltiirde embriyo gozlenmis ve bu embriyolarin haploid kromozom
sayilar1 igerdikleri kanitlanmistir (Guha ve Maheshwari 1966). Bu kesif; erkek
gametofitik hiicrelerinin totipotensi yetegini gostermis, olgunlasmamis polen tanelerinin,
sporofitik boliinmelerle, embriyo olusturarak biitlin bir bitki elde edilebilecegini ortaya
koymustur (Supena 2004). Sonraki yillarda Bourgin ve Nitsch (1967), Nicotiana tabacum
tirlinde anter kiiltiirli yoluyla tam bir haploid bitkiyi elde etmeyi basarmislardir.
Androgenesis yontemlerinin zaman i¢inde gelistirilmesiyle birlikte haploid ve DH bitki
elde etmede sadece kati ortamlarin kullanildigi anter kiiltiiri metodlarindan bagka
yontemler de kullanilmaya baslanmustir. Izole edilmis mikrospor kiiltiirii ve ¢ift fazli
ortamda gerceklestirilen shed-mikrospor kiiltiirii bu yeni yontemlere ornek olarak
gosterilebilir. Geg¢misten bu yana androgenesis c¢alismalarinda 6nemli asamalar
kaydedilmis olup, 2003 yili itibariyle literatiirde yayinlanmis, i¢erisinde bugday, arpa,
piring gibi otsu bitkilerden, cesitli agag tiirlerine kadar 250°den fazla bitki tiirii i¢in DH
bitki elde etme protokolleri gelistirilmistir (Maluszynski vd, 2003). Yeni yaklasimlarla
birlikte giiniimiizde bu saymin ¢ok daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Bu
protokollerin gelistirilmesi tarimsal ve ekonomik degeri yiiksek olan Solanaceae
familyasinin tiirleri i¢in de olduk¢a dnemlidir.

Solanaceae familyasina ait tiirler, tarihte tarimsal faaliyetlerin baslamasindan
itibaren yiyecek ve baharat olarak kullanilmaktadir. Ancak Solanaceae tiirleri i¢inde basta
domates (S. lycopersicum) olmak iizere biber (C. annuum) ve patlican (S. melongena)
androjenik yonden inatg1 tiirler arasinda kabul edilmektedir (Segui-Simarro vd 2011).
Segui-Simarro vd (2011) androgenesise gii¢ cevap veren Solanaceae familyasina ait
tirlerle ilgili yaptiklar1 derleme calismasinda, biberde mikrospor embriyogenesis
caligmalarindan en verimli sonuglarin alindig1 protokolleri: (i) Dumas de Vaulx vd (1981)
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tarafindan ortaya konan anter kiiltiirii metodu, (ii) Dolcet-Sanjuan vd (1997) tarafindan
gelistirilen ¢ift fazli metod, (iii) Supena (2004) tarafindan gelistirilen shed-mikrospor
yontemi ve (iv) izole edilmis mikrosporlarin dogrudan kiiltiire alinma metodu olarak
bildirmislerdir. Bu yontemlerden mikrospor kiiltiirii; baslangi¢ materyali olarak c¢ok
sayida ve daha homojen bir mikrosor popiilasyonu bulundurmasi, anter dokusundan
yayilan biiyiimeyi engelleyici maddeleri icermemesi, anter bag dokusu gibi biiyliime
esnasinda rekabet olusturabilecek yapilar1 bulundurmamasi ve izole edilmis
mikrosporlarin, maternal doku olmaksizin dogrudan kullanilarak, kiiltiir kosullarinin
daha kontrollii yonetilmesi gibi sebeplerle anter kiiltliriine gore daha avantajlidir (Supena
2004). Ancak androgenesise gii¢ tepki veren inatgi tiirler arasindaki biber i¢in genotip
faktorii ve embriyo gelisim sorunu yiizlinden rutin isleyen bir androgenesis protokolii
gelistirmek hala miimkiin olmamistir (Segui-Simarro vd 2011).

Genotip, DH bitki gelisimini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi olarak kabul
edilmektedir (Dunwell 2010, Segui-Simarro 2010). Ozellikle biber mikrospor
embriyogenesisinde, haploid bitki elde etmenin dniindeki en biiyiik ikinci engel, embriyo
gelisimindeki bazi anormallikler olarak goriilmektedir (Segui-Simarro vd 2011).
Mikrospor kaynakli embriyolarin zigotik embriyolara kiyasla daha kisa kotiledonlari
oldugu, hatta bazen kotiledonlarinin bulunmadigi, lateral gelisimlerinde Onemli
eksikliklerin goriildiigli ve anormal yapilar olusturdugu saptanmistir (Supena vd 2006a,
Kim vd 2008, Parra Vega vd 2010).

Siis biberlerine donmek gerekirse, ¢ok uzun zamandir yurtdisinda siis amaciyla
kullanilan ve 1slah ¢aligmalari yapilan bu bitkilerin iilkemizdeki kullanimi, tursuluktan
Oteye gecememis ve herhangi bir ¢esit hentiz gelistirilmemistir.

Tiirkiye siis bitkileri sektoriiniin en nemli sorunlarindan birisi, bu sektdriin ¢esitli
alt sektorlerinde kullanilan tiretim materyalleri konusunda g¢ogunlukla disa bagimh
olunmasidir. Dis mekan siis bitkileri sektorii icerisinde mevsimlik bitki {iretiminde
tamamen disa bagimlilik s6z konusudur. Bu nedenle mevsimlik ¢esit gelistirmeye yonelik
1slah caligmalar1 bu sektor i¢in son derece dnemlidir. Siis biberleri, siis degerlerinin yani
sira sicaga — kurakliga dayaniklilik gibi ¢esitli nedenlerle peyzajda kullanim yoniinden
onemli avantajlara sahiptir ve diinyadaki 1slah ¢aligmalarinda da bu nedenle son yillarda
belirgin bir artis goriilmeye baglanmistir.

Peyzaj degerinin yani sira siis biberinin yukarida agiklanan kapsaisin igerigi
nedeni ile tedavi amacl medikal sektorde ve renklendirici bilesikler icermesi sebebiyle
gida, kozmetik ve ilag gibi pek cok sektdrdeki ticari potansiyeli goz Oniine alindiginda,
1slahin 6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.

Bilindigi kadari ile siis bitkisi kullanimi amaciyla siis biberi ile ilgili yapilan 1slah
calismalar1 Stommel ve Griesbach tarafindan klasik 1slah yontemleri ile gelistirmis ticari
cesitlerden Gteye gecememistir. Haploidizasyon destekli 1slah ¢aligmalar1 ise edinilen
arastirmalara gore bu tez caligmasinin yiiriitiildiigii laboratuvar ile isbirligi i¢inde olan
PEY-ART Ltd. Sti. (Antalya)’nde ve Brezilya’da Dr. Rego Elizanilda Ramalho ve ekibi
tarafindan yiirtitiilmektedir.



GIRIS Selcen YILDIRIM DOGAN

Bu calismanin temeli Supena vd (2006a) ile Supena ve Custers (2011)’1n
Endonezya tipi act sebze biberleri igin gelistirmis oldugu ¢ift fazli shed-mikrospor
yontemine dayanmaktadir.

Son donemde biberde yapilan diger basarili bir ¢calismada, Kim vd (2013) ac1 bir
biber cesitinin, sivi, ¢ift fazli ve iki asamali yontemin kullanildigi mikrospor
kiiltiirlerindeki embriyo gelisimlerini ve ileriki donemlerde bitkiye doniisebilme
kapasitelerini kiyaslamiglardir. S6z konusu izole edilmis mikrospor kiiltiirii caligmasinda,
sadece sivi ortamda kiiltiire alinan mikrosporlardan daha ¢ok embriyo elde edilmesine
karsin, sivi ortamdan kotiledonlar1 uzayan embriyo elde edilememistir. Bu durum
embriyolarin ileriki donemlerde bitkiye doniisebilme ihtimalini diigiirmektedir. Kim vd
(2013), s1v1 kiiltiirlerdeki ¢ok sayida embriyo olusumunu, sivi ortamdaki mikrosporlarin
hareket 6zgiirliigiiniin gerekli besin elementlerine ulagmasina yardimei olmasi ve anter
ve mikrosporlardan salgilanan toksik Ozellikteki maddelerin, sivi ortam sayesinde
embriyodan kolayca uzaklagmasi olarak agiklamistir. Diisiik kalitedeki embriyolart ise
petrinin altinda kalan embriyolarin anaerobik kosullarda kalmasindan kaynaklandigi
tizerinde durmuslardir.

Yang vd (2013)’nin Brassica rapa L. ssp. chinensis alt tilirli lizerinde yaptiklar
caligmada ise calkalayici kullaniminin, mikrosporlari embriyo gelisimine tesvik edici bir
unsur oldugu saptanmistir. Calkalayicit kullaniminin, hiicrelerin daha rahat solunum
yapmasina olanak taniyarak ve ortam igerisindeki besinlerin hiicreler tarafindan
alinmasini kolaylagtirarak, erken dénemdeki embriyolari ¢ift kotiledonlu embriyo olma
yolunda harekete gecirici etkisi oldugu gozlenmistir. S6z konusu c¢aligmada farkl
calkalayici hizlarinin embriyo gelisimi lizerinde etkileri denenerek, en uygun calkalama
hiz1 belirlenmeye ¢aligilmistir.

Shed-mikrospor kiiltiirii; agilan anter duvarlarindan sivi ortama sacilan sporlarin
cift fazli ortamin sivi fazinda gelismesi agisindan bir yoniiyle sivi kiiltiir olarak kabul
edilebilir. S1v1 ve hareketli sistemlerin kullanildig: literatiirde yer alan bazi ¢calismalar da
yorumlandiginda, shed-mikrospor kiiltiirlinde hareketli ortamlarin kullanilmasinin
caligmaya olumlu katki saglayacag diistiniilmiistiir.

Yukarida 6zet seklinde aciklanmaya caligilan literatiirlerdeki 6zgiin uygulama ve
fikirleri de goz Oniline alarak, bu yiiksek lisans tezinin birkag yonden 6zglin oldugu
diisiiniilmektedir: Oncelikle bitkisel materyal olarak kullanilacak olan siis biberi
genotipleri haploid performanslar1 yoniinden ilk kez test edilmistir. Ayrica bu ¢alismanin
yiuriitiildiigli laboratuvar ve Brezilya’da yapilmis az sayida ¢alisma disinda siis biberinde
yapilmis bir haploidi ¢aligmasina rastlanmadigi i¢in yontem yoniinden Ozgiinlik
tasimaktadir. Ote yandan bu performanslarm belirlenmesinde kullanilan shed-mikrospor
kiiltliriiniin diinyadaki 6rnekleri bile ¢ok kisitli iken, bildigimiz kadar ile iilkemizde bu
yontemin ¢ok fazla kullanilmamis olmasi ve haploidi ¢alismalarinda embriyo verimi
iizerine calkalayici etkisinin heniiz arastirilmamis olmasi, tez yonteminin bagka bir 6zgiin
degerini ortaya koymaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, bir androgenesis yontemi olan Supena vd (2006a) nin
gelistirdigi ¢ift fazli shed-mikrospor kiiltiirii kullanilarak, toplam 29 ticari ve yerel orijinli
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siis biberi hatlariin haploid embriyo olusturma performanslar1 {lizerine c¢alkalayici
kullaniminin etkisi tespit edilmeye calisilmigtir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Siis Biberiyle ilgili Yapilan Klasik Islah Calismalari

Biber yetistiriciliginin tarihi, kokenlerinin bulundugu Amerika kitasinda, oldukca
eski zamanlara dayanmaktadir. Meksika’da yapilan arkeolojik kazilarda, M.O. 5000
yilina ait C. annuum’un yabani tiir tohumlarina rastlanmistir. C. annuum tiiriiniin M.O.
1islah edilmis oldugu da yine yapilan arkeolojik kazilar sonucu rastlanan 1slah edilmis
tohumlar sayesinde anlagilmistir. 15. ylizyilda Kristof Kolomb’un Amerika’y1 kesfi ile
biber, Avrupa ile tanistirilmis daha sonra da Ispanyol-Portekiz deniz ticaret yollart
vasitasiyla Afrika ve Asya’ya kadar ulasmistir. Capsicum cinsinden C. annuum tiri
bugiin diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan ve ekonomik degeri ¢ok yiiksek olan bir
tirdiir. Capsicum cinsine ait siis biberleri (C. annuum L.) kolay ve kisa siirede
yetistirilebilen, sicak ve kurakliga toleransli yapilarimin yani sira goze hitap eden
goriiniigleri itibariyle cesitli siis bitkileri sektorlerinde, taze tiiketim ve baharat amagh
gida sektorlerinde, icerdigi degerli bilesiklerle ilag ve kozmetik sanayisinde Onemli
degere sahiptir (Stommel ve Bosland 2007). Siis biberlerinin ¢esitli sektorlerde dnem
kazanmasi, lizerinde yapilan 1slah ¢calismalarini yogunlastirmis ve ¢esitlendirmistir.

Taychasinpitak ve Taywiya (2003), Tayland’da yiiriittiikleri ¢alismada, c¢esitli
yerel ve diger siis biberi cesitlerinde heterosis ve heterobeltiosis etkisini saptamaya
caligmislardir. S6z konusu ¢alismada arastiricilar toplam 83 Tayland’a 6zgii ve diger siis
biberi hatt1 kullanmiglardir. Toplam 83 biber hattindan, kendileme yapildiktan sonra en
verimli 12 ebeveyn (1, 2, 3, 4, 14, 53, 62, 67, 77, 79, 80, 81) ve bu ebeveynlerden elde
edilen 11 hibrit genotipin, kanopy, meyve uzunlugu, meyve genisligi, meyve sayist ve
meyve agirlig1 gibi 6zelliklerini degerlendirilerek, 6zellikler arasindaki iligkileri tespit
edilmeye calisilmistir. S6z konusu ¢aligmada test edilen hibritlerden yedi tanesi (1x77,
3x77, 4x77, 14x77, 53x77, 62x77, 67x77) bitki basina meyve sayis1 ve meyve agirligi
yoniiyle en yiiksek heterosis orani gostermislerdir. Test edilen hibritlerden 3x77,
4x77nin kompakt kanopy yapisina sahip olmasi ve yiiksek meyve tutumu; 53x77
hibritinin ise kompakt kanopy yapisi, uzun meyveleri ve yiiksek tutum orani 6zellikleri
sebebiyle dekorasyon amacl saksi bitkisi ya da yemeklik olarak degerlendirilebilecegi
ifade edilmistir.

Stommel ve Griesbach (2004), tatli dolmalik bir hibrit biber ¢esiti olan Cadice ile
acik tozlanan tath kabak goriiniimlii olarak ifade edilen Tennessee Cheese ¢esitini
caprazlayarak Tangerine Dream (C. annuum L.) adin1 verdikleri bir siis biberi gesiti
gelistirmislerdir. Turuncu renkli meyvelerinin albenili renk ve parlaklikta olmasi, yayvan
duruslu yapisi ile Tangerine Dream peyzajda mevsimlik ¢igek olarak kullanilmaya
elverisli bulunmustur.

Stommel ve Griesbach (2005), Black Pearl adim1 verdikleri ticari ¢esidi Royal
Black ile Arberatum-1 ¢esitlerini kullanarak seleksiyon yoluyla elde etmislerdir. Bu gesit;
kompakt biiylime gostermesi, siyah ve dik duruslu parlak meyve yapist ve siyah
yapraklartyla peyzajda mevsimlik bitki olarak kullanilmaktadir. Bu arastiricilarin yaptigi
bazi1 caligmalar Black Pearl cesidinin yiliksek 1s18a maruz kaldiginda saksi tipi
yetistiriciligine de uygun oldugunu gostermistir.
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Siis biberinde yapilan klasik 1slah calismalarindan bir digeri yine Stommel ve
Griesbach (2008a) tarafindan yliriitiilmiis ve Lil” Pumpkin ile Pepper Jack isimli iki ¢esit
gelistirilmistir. Lil” Pumpkin ve ac1 bir ¢esit olan Pepper Jack, kompakt meyveleri, bodur
yapilari, piriizsiiz ve parlak yapraklart ile peyzajda mevsimlik bitki olarak
kullanilmaktadir.

Klasik yollar ile elde edilen siis biberi g¢esitlerinden Midnight Creeper ve Solar
Eclipse ticari gesitleri yine Stommel ve Griesbach (2008b) tarafindan gelistirmistir.
Aragtiricilar, uzun vejetasyon siirelerinden dolay1 bu ¢esitleri peyzajda ortii bitkisi olarak
kullanilmanin elverisli oldugunun altin1 ¢izmislerdir.

Gajanayake vd (2011), ticari 12 siis biberi ¢esitinin, yiiksek ve diislik sicaklik
toleranslarin1  belirleyebilmek amaciyla, polen yasayabilirligi, hiicre membrani
termostabilitesi, klorofil stabilite indeksi ve kanopy sicaklik depresyonu olarak
tanimladiklar1 parametrelerin Olclimlerini yapmiglar ve bu degerler ile sicaklik
toleranslar1 arasinda iliski kurmuslardir. Calismalari sonucunda, Red Missile ve Salsa
Yellow ¢esitlerinin soguga dayanikli, Chilly Chili, Medusa, Thai Hot, Explosie Ember ve
Treasures Red’in sicaga dayanikli ¢esitler oldugunu tespit etmislerdir.

Barroso vd (2012), UFPB 134 x UFPB 77.1 kodlu siis biberi ebeveynlerinin
caprazlanmasindan elde edilmis 50 adet F» hattinda bitkileri, fide boyu, bitki boyu ve
kotiledon yaprak uzunlugu acisindan karakterize etmislerdir. Calisma, medikal ve peyzaj
degeri giinden giine artan siis biberlerinde kantitatif karakterlerin tanimlanmasina katki
saglayarak gen kaynaklarini karakterize etmek amaciyla yapilmistir.

Santos vd (2014), siis biberinde 6nemli 6zelliklerden olan bitki yapisi ve meyve
kalite ozelliklerinin kalitim ve epistasis etkisini incelemislerdir. S6z konusu ¢alismada
P1, P> ebeveynleri, bu ebeveynlerin caprazlanmasindan elde edilen F; ve Fi’lerin
kendilenmesinden elde edilen F, kademesindeki bitkiler ile Fi’in P; ile geriye
melezlenmesinden elde edilen BC; ve P> ile geriye melezlenmesinden elde edilen
BC>’deki bitkiler incelenmistir. Arastiricilar izledikleri yaprak genisligi, meyve agirligi,
meyve biiyiikliigi, corolla ve petal genisligi gibi morfolojik dlciileri degerlendirmislerdir.
Sts biberi 1slahinda 6nem tasiyan bitki boyu ve meyve ozelliklerinin agirlikli olarak
dominans etkilesim ile buna ek olarak allelik etkilesimler gosterdigini tespit etmislerdir.

2.2, Siis Biberinde Yapilan Biyoteknolojik Islah Calismalari

Siis biberinde, yukarida aktarilmaya calisilan cesitli klasik 1slah ve androgenesis
caligmalarinin yaninda farkli biyoteknolojik yontemlerin kullanildigi modern 1slah
calismalari da giderek yayginlagmaktadir.

Bu yaklasimlardan mutasyon 1slahi, spontan olarak olusan mutasyonlar ya da
yapay olarak gerceklestirilen mutasyonlar ile olabilmektedir. Stommel ve Bosland
(2007)’in bildirdigine gére mutasyon 1slahi ile siis bitkisi degeri tasiyabilecek Numex
Pinata isimli bir siis biber ¢esitinin gelismesi saglanmistir. Bu ticari ¢esidin olgun
meyvelerinde fra geninin mutasyona ugramasi sonucu yesilden sariya ve turuncudan
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kirmiziya gesitli renkler goriilebilmektedir. Bununla birlikte mutasyon 1slahi siis biberi
1slah ¢alismalarinda heniiz etkili sekilde kullanilan bir 1slah metodu degildir.

Siis biberi biyoteknolojik 1slah ¢alismalarinda bir bagka yaklasim olarak karsimiza
cikan markor destekli seleksiyon yontemini Lee vd (2008) nin, siis biberinde dik duruslu
meyve yapisini saptamak i¢in gelistirdikleri CAPS markorii ¢alismasinda géormekteyiz.
S6z konusu ¢alismada arastiricilar C. annuum’un meyvedeki dik durus yapisini kontrol
eden 12. kromozomoun up lokusuna 4.3 cM uzaklikta bir markor gelistirmisler, test
ettikleri 34 adet dik meyveli genotipin 28 tanesinden dogru sonug¢ almislardir.
Arastiricilar  gelistirdikleri CAPS markoriintin - biberde markor — destekli  1slah
caligmalarinda erken fide doneminde kullanilabilecegini ifade etmisglerdir.

Siis biberinde genetik diizeyde yapilan baska bir calisma Lightbourn vd
(2007)’nin C. annuum’da antosiyanin gen ckspresyonlarin1 etkileyen epistatik
etkilesimleri inceledikleri ¢alismadir. Arastiricilar ¢alismalarinda, antosiyanin miktarina
etkisi oldugu bilinen {i¢ yapisal chalcone synthase (Chs), dihydroflavonol reductase (Dfr),
anthocyanin synthase (Ans) genleri ile Myc, Myba, Wd40 diizenleyici genlerinin cesitli
151k ve sicaklik kosullarinda ekspresyonlarini incelemislerdir. S6z konusu c¢aligmada,
antosiyanin konsantrasyonu ile ilgili olarak sicaklik faktoriiniin yapisal gen
ekpresyonlarinda etkili olmadigi, ancak 11k faktoriinlin yapisal gen ekspresyonlarinin
ortaya ¢ikmasinda olumlu etkisinin oldugu saptanmistir. Bunun yaninda, diisiik 1s1k
kosullarinda sicaklik faktoriiniin Myc, Myba ve Wd40 gen ekpresyonlarinda etkisinin
bulunmadig1, ancak yiiksek 151k kosullarinda sicakligin sadece Wd40 gen ekspresyonuna
etkisinin bulundugu tespit edilmistir.

Siis biberi 1slahindaki bir baska biyoteknolojik yaklasim olan haploidizasyon
caligmalar1 ise yeni yeni kullanilmakta olup, bununla ilgili bilgilere asagida “Siis
biberinde yapilan androgenesis ¢aligmalar1” bagligi altinda yer verilecektir.

2.3. Androgenesis ile Tlgili Kuramsal Bilgiler

Androgenesis, ¢esitli biyolojik asamalar sonucu sadece erkek esey hiicresinden
gelen kalitima sahip bireylerin olusumu olarak tanimlanmaktadir. Bu kavram onceleri,
dollenmeden sonra disi esey hiicresinin bertaraf olmasi neticesinde sadece erkek esey
hiicresinden tiiremis haploid bitkilerin olusmasi olarak bilinmekteydi. Artik glinlimiizde,
haploid ve DH bitkiler indirekt veya in vitro kosullarda direkt veya indirekt olarak da
gelistirilebilmektedir. Androgenesiste erkek gametten haploid uyartimi anter kiiltiird,
izole edilmis mikrospor kiiltiirii ve ¢ift fazli besin ortamlarmin kullanildigr shed-
mikrospor yontemi kullanilarak yapilabilmektedir.

Mikrospor embriyogenesisi ile haploid ve DH bitki elde edilmesi, androgenesis
caligmalarinda en yaygin ve pratikte kullanilan gii¢lii bir uygulamadir (Segui Simarro
2010). Mikrospor embriyogenesisi, polen tanelerinin ya da oncii polen yapilarinin
embriyogenesis yolunda gelisimlerini tetiklemek icin hiicrelerin yeniden programlanmasi
anlamina gelmektedir. Bu doniisiime ilk kez Datura innoxia (Guha ve Maheshwari 1966)
ve Nicotiana tabacum (Bourgin ve Nitsch 1967) tiirlerinde rastlanmistir. Literatiirde
tanimlanan pek ¢ok androgenesis protokolii olmasina karst bunlardan Brassica napus,
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Nicotiana  tabacum, Hordeum vulgare ve Triticum aestivum mikrospor
embriyogenesisine yeterli tepki veren model bitki tiirleri arasinda kabul edilmektedir
(Segui-Simarro ve Nuez 2008). Bugiin i¢lerinde diinyada ekonomik degeri yiiksek
bitkilerin de bulundugu basta domates olmak {izere biber, patlican ve Arabidopsis,
androjenik yonden inat¢i tiirler arasinda sayilmaktadir. Bu Onemli bitkilerin
androgenesise direng gostermesi, mikrosporlarin embriyogenesis yolunda ilerlemesinde
kilit noktalarin ne oldugu konusunu uzun yillardir pek ¢ok arastiricinin ilgi odagi haline
getirmistir (Segui-Simarro vd 2011).

Androgenesis bagarisini etkileyen cesitli faktorler mevcuttur ve bunlar arasindan
en Onemlisi genotip olarak goriilmektedir. Mikrosporlarin embriyogenesise dogru
ilerlemelerinde, uygun safhada c¢ekirdek bulundurmalari androgenesis basarisini
etkileyen bir diger 6nemli etmendir. Kiiltlir kosullar1 ve fiziksel/kimyasal muamelelerin
de mikrosporlar1 embriyogenesise tesvik etmede Onemli rol oynadigi bilinmektedir
(Segui-Simarro 2010). Ellialtioglu vd (2001), androgenesisi etkileyen faktorleri donor
bitkiden kaynakli1 ve anter kiiltiirii tekniginin uygulanmasi sirasindaki kosullar olarak ayr1
ele almislardir. Genotip ve donér bitkinin yetisme kosullarint donér bitki kaynakls;
mikrosporlarin gelisme donemlerini, 6n uygulamalari, kullanilan besin ortamlarinin
bilesimlerini, yapilarini ve inkiibasyon kosullarini androgenesis tekniklerinden kaynakli
etmenler olarak tanimlamislardir.

Farkli tiir ve cesitlerin, hibritlerin, 1slah hatlarinin yani farkli genotiplerin
androgenesise verdikleri tepkilerin yukaridaki etmenlere bagli olarak farklilik gdsterdigi
androgenesis ile ilgili yapilan ¢esitli yayinlarda ortaya konmustur. Irikova vd (2011b), 19
farkli Bulgar biber genotipinde, androgenesis tepkisinin genotip, besin ortami ve kiiltiir
stireleriyle olan iliskisini tespit ettikleri calismada, biitiin bu degiskenlerin anter kiiltiiriine
olan in vitro tepkiyi etkiledigini ortaya koymuslardir. 19 genotipin lizerinde, C ve Cm ile
kodlanan iki farkli indiikleme ortaminda, 12 ve 40 giinliik kiiltiire alindig1 ve R ile Rm
kodlu iki farkli embriyo rejenerasyon ortaminin kullanilarak yiriitildiigii ¢alismada
arasgtiricilar, 15 genotipin kiiltiire alindiktan 35-40 giin sonra direk embriyo olusumu
gosterdigini ve 11 genotipten bitki rejenerasyonu saglandigini tespit etmislerdir. S6z
konusu ¢aligmada, C ortaminda 12 giin siireyle kiiltiire alinan genotiplerin, 40 giin siireyle
kiltiire alinanlara goére direk embriyogenesis olusturmada yetersiz kaldiklar
kaydedilmistir. Calismada bitkiye doniisebilme kapasiteleri incelendiginde ise R
rejenerasyon ortamina aktarilan embriyolarin 50-100% gibi yiiksek oranlarda bitkiye
doniistiikleri goriilmektedir. Bunun yanisira her iki indiikleme ortaminda 12 giin stireyle
kiiltiire alinan genotipler yliksek androgenesis tepkisi verirken, Rm ortamina aktarilan
embriyolarin  bitkiye donilisemedikleri gozlemlenmistir. Calisma genel olarak
degerlendirildiginde genotip, besin ortami ve Kkiiltiir siiresinin androgenesise verilen
tepkide 6nemli rol oynadig1 ortaya ¢ikmustir.

Besin ortaminin ve igeriklerinin androgenesise cevap vermede 6nemi Lantos vd
(2012)’nin galismasinda bir kez daha karsimiza ¢ikmaktadir. S6z konusu g¢alisma Fi
kademesindeki tatl biber hibrit ¢esitleriyle ylriitiilmiis, izole edilmis mikrospor kiiltiirii
yontemiyle genotiplerin androgenesise verdikleri cevaplar tespit edilmistir. Arastiricilar
oncelikli olarak iki genotip lizerinde dort farkl besin ortami (W14, B5, MS ve NLN)
kullanarak, mikrospor orijinli yapilar olusturmada en etkin ortam igeriginin BS ortami
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oldugunu belirlemislerdir. Sonraki adimda, iki genotip ilizerinde B5 ortamina farkli
konsantrasyonlarda 2,4-diklorophenoksiasetic asit (2,4-D) ve kinetin uygulamalari
yaparak, biiyiime diizenleyicilerinin mikrospor kiiltiiriine etkisini incelemislerdir. S6z
konusu ¢alismadan en basarili sonuglar B5 ortaminda 0.1 mgl™! 2,4-D ve 0.2 mgl™! kinetin
uygulamasi yapilan mikrospor kiiltiirlerinden elde edilmistir. Arastirmada androgenesise
tepki veren 11 genotipin kiiltiirlerinden petri bagina 20-100 aras1 embriyo benzeri yap1 ve
0-8 arasinda bitki rejenerasyonu saglanmistir. S6z konusu c¢alismanin sonuglari
degerlendirildiginde, embriyo olusumundan bitkiye donilisiime kadar androgenesisin
basarisinda, genotipin yani sira besin ortamindaki makro ve mikro elementlerin 6nemli
etkisinin bulundugu goriilmektedir.

Androgenesis ¢alismalarinda besin ortami igeriklerinden karbon kaynagi olarak
siklikla sukroz ve glukoz kullanilmaktadir (Ellialtioglu vd 2001). Bunun yaninda bazi
caligmalarda alternatif bir karbon kaynagi olarak maltozun basar1 ile kullanildigi
goriilmektedir. Ornegin Scott vd (1995), H. vulgare L. tiirinde glukoz ve sukroz
kullanillan kiiltlirlere gore maltoz sekeri kullanilan kiiltiirlerden daha fazla
embriyogenesis tepkisi aldiklarini agiklamislardir. S6z konusu g¢aligmada sukrozun
mikrosporlar tarafindan hizli metabolize edilerek, hiicrelerde etanol birikimine neden
olup hiicrelerin 6lmesine neden oldugu, maltozun ise yavas salinim gostermesi sebebiyle
besin ortaminda hiicreler tarafindan kullanilabilecek yeterli miktarda oksijen kalmasina
olanak sagladig bildirilmistir. Biber androgenesis ¢alismalarinda maltoz kullaniminin
olumlu sonuglari ise ilk defa Dolcet Sanjuan vd (1997)’nin ¢alismasinda rapor edilmistir.
Daha sonraki biber androgenesis ¢alismalarinda da maltoz kullaniminin olumlu sonuglari
goriilmektedir (Supena vd 2006a, 2006b, Parra Vega vd 2013).

Androgenesis ¢caligmalarinda basariy1 etkileyen 6nemli kilit noktalardan bir digeri,
mikrosporlarin gelisim safhasi olarak kabul edilmektedir. Oyle ki, bir androgenesis
caligmasinda diger biitiin kiiltiir kosullar kusursuz olsa bile, uygun gelisim sathasinda
bulunan mikrosporlar kiiltiire alinmazsa, polen embriyogenesisi gerceklesmeyecektir
(An ve Biiyiikalaca 2010). Bu durum androgenesis ¢aligmalarina baglanmadan 6nce
uygun mikrospor sathasinin tespit edilmesinde yapilacak 6n ¢alismalarin gerekliligini
ortaya koymaktadir. Ar1 ve Biiyiikalaca (2010), Anemone coronaria var. coccinea’da
androgenesis i¢in uygun ¢icek tomurcugu morfolojisinin tespit edilmesine yonelik
yaptiklari ¢aligmada, farkl: sitolojik ve histolojik boyama yontemlerini kullanarak uygun
tomurcuk morfolojisinin tanimlamasmi yapmuslardir. Tomurcuklar1 10  grupta
degerlendiren arastiricilar A. coronaria var. coccinea’da anter kiiltiirli i¢in uygun safha
oldugu diisiiniilen ge¢ tek ¢ekirdekli sathadaki mikrosporlar: 6x9 mm biiytikliikteki 2 ve
3 numarali tomurcuklarin icerdigini belirlemislerdir. S6z konusu ¢alismada anter kiiltiirii
icin uygun tomurcuklarin morfolojileri, gen¢ tomurcuklarin 6zellikle toprak yilizeyinde
yeni goriinmeye basladig1 siralarda egik durmasi ve ¢igek sapi ile neredeyse paralele
yakin sekilde oldukca dar bir a¢i olusturmasi ve involukrum yapraklarin heniiz
acilmamasi nedeniyle tepallerin disaridan gériinmemesi olarak tanimlanmaistir.

Androgenesis calismalarinda kullanilacak bitkilerin yetistirildigi donemdeki bitki
beslenme kosullar1 dahil tiim ¢evresel faktorler, bitki materyalinden elde edilecek basari
ylizdesini etkileyen Onemli etmenler arasinda goriilmektedir. Dondr bitki yetisme
kosullarinin, androgenesis ¢aligmalarinda mikrosporlardan embriyo olugumuna etkisinin
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yani sira olusan embriyolarin ileriki donemde bitkiye doniisme oranlarini da etkiledigi
belirtilmektedir (Ferrie ve Caswell 2011). Bitki yetisme kosullarinin 6énemi Dahleen
(1999)’in, H. vulgare L. tiiriinde haploid embriyo kaynakli kallus yapilarinin bitki
rejenerasyon basarisinda, bitki yetisme kosullarinin etkisini arastirdigi ¢alismada
gorilebilir. S6z konusu ¢alismada, Golden Promise ve Morex isimli H. vulgare
cesitlerinin, dort farkli uygulama zamaninda, sera ve kontrollii yetisme kosullarindan elde
edilen bitki rejenerasyon basarilar1 degerlendirilmistir. Calismada, Kasim ayinda
kontrollii kosullarda yetistirilen bitkilerle yiiriitillen doku kiiltiirlerinde rejenerasyon
basarisinin daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

On uygulamalar, besin ortamlar1 ve ortamlarin icerdikleri makro mikro
elementler, anter kiiltiirli ve mikrospor kiiltiirii basarisinda rol oynayan diger onemli
etmenlerdir. Mikrospor embriyogenesisini baglatmada kullanilan kimyasal ve fiziksel 6n
uygulamalar, mikrosporlar1 gametofitik yollarindan saptirarak sporofitik yola
yonelmelerini saglamaktadir. Bu yone tesvik edilen mikrosporlar embriyo ve sonrasinda
bitki olusturmaya dogru ilerlemektedir (Ferrie ve Caswell 2011). Shariatpanahi vd
(2006), stres wuygulamalarinin polenlerin mikrospor embriyogenesisine dogru
programlanmalarina etkisini ortaya koyduklar1 derleme ¢alismasinda, stres kosullarini ii¢
grupta toplamislardir: Bunlardan ilki, pek ¢ok bitki lizerinde siklikla kullanilan ve basari
orani yliksek kabul edilen, soguk-sicak sok uygulamalari, karbon kaynagi bulunmayan
ortamlarda bekletme (aclik uygulamasi), kolhisin uygulamasi, santrifiij ve gama 1sini1
uygulamasi olarak siralanmistir. Diger stres kosullari ise, ilkine gére daha az kullanilan
absisik asit uygulamasi, feminize ajan kullanimi, etanol muamelesi, diisiikk atmosfer
basinci ve hipertonik sok uygulamasi olarak tanimlanmistir. En nadir yapilan 6n
uygulamalar ise yiiksek pH degerine sahip ortamlarin kullanimi, karajenan oligosakkarit
uygulamasi, agir metal muamelesi, indiikleyici bazi kimyasallar ve 2,4-D uygulamasi
olarak belirtilmistir.

Aynt tiiriin farkli gesitlerinin bile androgenesise tepkilerinin farklilik gosterdigi
g6z Oniinde bulunduruldugunda, literatiirde tiir ve cesit bazinda yayinlanmis ¢ok fazla
sayida besin ortami bilesimine rastlanmaktadir (Maluszynski 2003). Bunlardan B.
napus’un izole edilmis mikrospor kiiltiiriinde kullanilan pH degeri 5.8, %13 sukroz iceren
NLN rutin olarak kullanilan etkili besin ortamlarindan biri olarak kabul edilmektedir
(Lichter 1982). Kasha vd (2001), aralarinda kislik ve baharlik ¢esitlerin de bulundugu 30
adet Hordeum vulgare ¢esitinde yiirtittiikleri izole edilmis mikrospor kiiltiir calismasinda,
rutin olarak kullanilan FGH ortaminda (Hunter 1988) bazi modifikasyonlar yaparak
yiiksek embriyo verimleri elde etmislerdir. Ortama oksin olarak phenyl asetik asit
eklemisler, ortamda diisiik oranda inorganik azot ve yiiksek oranda organik azot
(glutamin) bulundurmuslar ve karbonhidrat kaynagi olarak maltoz sekeri kullanmislardir.
Elde edilen basarili sonuglar neticesinde, Kasha vd (2001) tarafindan gelistirilen bu
yontem arpada etkili bir mikrospor kiiltiirii protokolii olarak literatiirde yerini almistir.
Besin ortamlara bitki biiylime diizenleyicileri, ¢esitli amino asitler, aktif karbon,
AgNO3 ve diger katki elementlerinin eklenmesiyle pek ¢ok besin ortami bilesimlerinin
kullanildig1 rutin protokoller gelistirilmistir. Yukarida belirtilenler bu etkin
protokollerden sadece iki tanesidir (Maluszynski 2003). Ote yandan besin ortamlarinda
kullanilan aktif karbon doku kiiltiirlinde hiicre biiylime ve gelismesi icin siklikla
kullanilan 6nemli bir katki maddesidir. Aktif karbon, por yapist ve i¢ hacminin genis
olusu sayesinde, kiiltiir ortaminda olusan mikrosporlar tarafindan iretilen toksik ve

12



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Selcen YILDIRIM DOGAN

fenolik bilesenleri adsorbe ederek, bu zararli maddelerin doku kiiltiirii materyaline zarar
vermesini Onlemektedir (Thomas 2008). Supena vd (2006b)’nin, Endonezya aci biber
cesitlerinde yiiriittiikleri shed-mikrospor kiiltiirti calismasinda, farkli konstantrasyonlarda
(0.025 — 0.2 g/1) besin ortamina ilave edilen aktif karbon ‘Tombak’ ¢esitinde olumlu
sonuglar ortaya koymustur. S6z konusu c¢alismada 0.2 g/l aktif karbon eklenmis besin
ortamindan, aktif karbon bulunmayana gore daha yiliksek sayida toplam ve normal
goriiniimlii saglikli embriyolar elde edilmistir.

Besin ortamlarna makro ve mikro bilesenler, vitamin, bitki biiylime
diizenleyicileri, karbonhidrat kaynagi ve bazi diger zenginlestirici 6gelerin yani sira,
kiiltiirde olusabilecek kontaminasyon riskine kars1 cefotaxime, timentin, rifampicin gibi
gram pozitif ve gram negatif bakterilere etki eden antibiyotikler de eklenebilmektedir
(Lantos vd 2006, Supena vd 2006b). Supena vd (2006b), Tombak ve Galaxy biber
cesitlerinde yiirtittiikleri shed-mikrospor kiiltiir ¢calismasinda, 200 mg/I timentin ve 10
mg/l rifampicin antibiyotik uyguladiklart kiiltiir ortamlarindan, donor bitki kaynakli
kontaminasyonun 6nlendigini tespit etmislerdir.

Androgenesis yontemleri tlire ve c¢eside gore uygulanabilirligi agisindan
degisiklik gostermekle birlikte, her bir yontem kendi icerisinde avantajlar ve
dezavantajlar barindirmaktadir. Ornegin anter kiiltiirii uygulanabilirligi yoniiyle pratik bir
yontem olmasina karsin s1vi kiiltiirler (izole edilmis mikrospor kiiltiirii ve shed-mikrospor
kiiltiiri) ile kiyaslandiginda anter basina embriyo verimi agisindan diisiik sonuglar
vermektedir (Forster vd 2007). Ferrie ve Caswell (2011) izole edilmis mikrosporlarin
kullanildigr stv1 kiiltiirlerin anter kiiltiiriine gore avantajlarini su sekilde siralamugtir: (i)
anter kiiltiirlinde anter duvar1 mikrosporlar1 olumsuz yonde etkileyebilir ya da anter
duvarindan somatik, diploid kallus ve embriyolar gelisebilir, (ii) Anterleri tomurcuk
icerisinden cikarmak uzun siiren ve beceri isteyen bir islemdir, (iii) izole edilmis
mikrospor kiiltiirlerinde, mikrosporlar besinlere daha kolay ulasirlar ve daha 1yi gelisirler,
(1iv) mikrospor olgunlasmasi ve embriyo gelisimlerini takip etmek ve bu konular tizerinde
caligmalar yapmak i¢in izole edilmis mikrospor kiiltiirleri daha basarilidir. Buna ek olarak
stv1 ortamda besin maddelerinin daha hareketli olmas1 ve zararli toksik maddelerin anter
ya da mikrosporlardan daha ¢abuk uzaklagabilmesi sebebiyle, bugdayda sivi ortamlarda
kat1 ortamlara gore daha fazla kallus gelisimi oldugu tespit edilmistir (Zhou vd 1991).

S1v1 kiiltiirlerin olumlu sonuglar1 doku kiiltiiriiyle mikrogogaltim ¢alismalarinda
da karsimiza ¢ikmaktadir. Ote yandan bu olumlu sonuglarin yaninda, mikrospor kiiltiirleri
iyi bir laboratuvar alt yapisi ve yatirimi isteyen, kontaminasyon riski yliksek
uygulamalardir. Tam da bu noktada anter kiiltiirii ile sivi mikrospor kiiltlirii arasinda
sayilabilecek shed-mikrospor kiiltiiriinden bahsetmek uygun olabilir. Shed-mikrospor
kiiltlirti, anter kiltliriinde oldugu gibi uygulama yoniinden kolaydir. Ayrica
mikrosporlarin anterden sivi ortama dagilarak sivi ortamda gelisimlerini siirdiirmeleri
acisindan ise embriyo verimi yoniiyle yliksek sonuglarin alinabildigi bir androgenesis
metotudur.

Mikrospor kiiltiirii caligmalarinda hareketli sistemlerin embriyo verimine olumlu
katki sagladigini ise literatiirde simdiye kadar rastlanan tek yaym olma 6zelligine sahip
Yang vd (2013) tarafindan Brassica rapa L. ssp. chinensis alt tiirii ile yapilan ¢alismada
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gormekteyiz. SOz konusu c¢aligmada alt tiirlin yedi genotipinde farkli calkalama
frekanslarinda (0, 40, 50, 80, 100 rpm) mikrospor kiiltiirlerinin gosterdigi embriyo
gelisim ve bitki rejenerasyon kapasiteleri 6l¢lilmiistiir. Arastiricilar, 40-50 rpm’lik diistik
frekanslarda c¢alkalanan kiiltlirlerden, duragan kiiltlirlere kiyasla daha fazla sayida
kotiledonlar1 uzayan embriyo olustugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte ¢alkalayict
kullaniminin embriyolarin bitkiye doniismelerine de olumlu etki yaptigini saptamislardir.
Bu sonucun sebebini, calkalayict kullanimimin kiiltiir siiresini 1-4 giin arasinda
kisaltmasindan dolayi, embriyolarin daha kisa silirede rejenerasyon ortamina
aktarilabilmeleri olarak agiklamislardir. Boylece elde edilen embriyolar, uzun siire sivi
ortamda kalarak yliksek nemden o6tiirii canliliklarini yitirmeden rejenerasyon ortaminda
kalmisladir.

Hareketli sistemlerin mikrospor Kkiiltlirleri diginda diger doku kiiltiirii
calismalarinda da olumlu sonuglar1 ortaya konulmustur. Adelberg vd (2000), Hosta
tokudama (Newberry Gold), Hosta x hybrid Tratt. (Blue Cadet) adli iki ticari gesit
lizerinde yaptiklar1 karsilagtirmali mikrogogaltim ¢alismasinda, agarda bulunan ve
hareketli erlenler i¢cinde s1v1 ortamdaki kiiltiirlerden, s1vi ortamda hareketli olanlarin, kuru
madde miktarlarinin agardaki kiiltiirlere gére daha yiiksek oranlarda oldugunu tespit
etmislerdir. Ayni ¢aligmada, sivi ortamda gelisen bitkilerin, aklimatizasyona daha hizli
cevap verdikleri ve dis ortama daha kolay uyum sagladiklar1 ortaya konmustur. In vitro
gelisimde karbonhidrat birikiminin ex vitfro gelisimde fotosentez baslangicina kadar
gerekli oldugu bilinmektedir. Bu sebeple s6z konusu bu ¢alismada, hareketli ortamda siv1
kiiltiirlerde bulunan bitkilerin dig ortama daha kolay uyum saglamalarinin nedeni, sivi
ortamdan elde edilmis bitkilerin karbonhidrat rezervlerinin daha fazla olmasiyla
aciklanmaktadir (Williams 1995, Adelberg 2000). Bir baska deyisle sivi ve hareketli
kiiltiirlerdeki eksplantlar, sivi ortamdaki karbonhidrat kaynagi sukrozu daha iyi
kullanabilmektedirler.

Stvi ve hareketli ortamlarda kiiltlire alinan materyallerin ortamdaki besin
kaynaklarini daha etkili kullanmasi, Adelberg ve Toler (2004)’in C. esculenta (L..) Schott
Fontanesii ve Alocasia macrorrhizos G.Don ¢esitlerininin mikrogogaltiminda sivi ve
hareketli ortamlar ile hareketsiz kati ortamlar1 karsilastirdigi arastirmada ortaya
konmustur. S6z konusu ¢alismada arastiricilar s1vi ortamda bulunan ve sallanan sistemler
igerisindeki bitkilerin daha 1yi gelisim gdstererek, daha biiyiik yapida olduklarini ve kuru
madde miktarlarinin kat1 ortamdaki bitkilere gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Adelberg ve Toler (2004), bu gelisimi agarli ortama gore sivi ve hareketli ortamda daha
fazla ulasilabilir seker olmasiyla aciklamiglardir.

Adelberg (2005)’in, yine Hosta’nin Striptease, Minuteman ve Stiletto cesitlerinde
yaptig1 calismada, bu kez ince film tabaka kiiltiirii ad1 verilen kiiltiirde, kare seklinde
kiiltiir kavanozlarma koyulan eksplantlarin periyodik araliklarla sallanan raflara
yerlestirildigi patentli bir sistemin mikrogogaltim {izerine etkisini denemistir. Calismada
yar1 agarli ortam ile hareketli ince film tabaka kiiltiir sistemi karsilastirilmis, ortamlara
koyulan eksplantlardan sivi ve hareketli ortamlarda bulunan ii¢ Hosta ¢esitinin de
cogalma katsayilarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Adelberg vd (2000)’nin
caligmasinda oldugu gibi, bu ¢alismada da s1vi ortamdaki bitkiler dis ortama daha kolay
adapte olmuslardir. Bunun sebebi yine, s1v1 ve hareketli ortamdaki bitkilerin karbonhidrat
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rezervlerinin daha fazla olmasiyla agiklanmaktadir. S6z konusu calismada, sivi ve
hareketli ortamlarda kat1 ortamlara gore bitkilerin gelisim siirecinde fonksiyonlarin1 daha
iyl gosterebilmelerine imkan verildigi ve bitkilerin sivi ve hareketli ortamlarda ¢evreye
uyumlarinin daha basarili oldugu bildirilmistir. Ozetle, Adelberg (2005), s1v1 ve hareketli
kiiltiirlerin Hosta mikrogogaltiminda ergonomik bir ¢6ziim oldugunu ifade etmistir.

Adelberg ve Naylor-Adelberg (2012) Aloe vera bitkisinin mikrocogaltimi
sirasinda meta-topolin ve benzyladenin sitokininleri kullanarak ¢ogalma ve koklenme
etkisini arastirdiklar1 c¢alismada, sivi kiiltiirlerdeki bitkilerin, agar kiiltiirlerdeki
bitkilerden daha biiyiik ve agir olduklarin1 saptamislardir. Calismaya gore kati ortamda
gelisen bitkiler ortalama 1.34 g/bitki iken, s1v1 ortamda gelisen bitkilerin ortalama agirligi
2.79 g/bitki olarak saptanmistir. S6z konusu ¢alismada sonug olarak, Aloe vera bitkisinin
mikrocogaltimi i¢in en uygun kiiltiir kosulunun 6 uM BA igeren sivi kiiltiir ortam1 oldugu
belirtilmistir.

Ar1vd (2015), Ophiopogan planiscapus ‘Nigrescens’ (Black Mondo)’de iyi klonu
secmeye yonelik yaptiklari mikrogogaltim ¢alismasinda siv1 kiiltiirlerde olumlu sonuglar
ile kargilasmislardir. 114 Black Mondo genotipinin test edildigi calismada, siirgiin gelisim
calismalar1 sivi ortamda, koklendirme calismalar1 ise hem sivi hem kati ortamlar
kullanilarak yiirtitilmistlir. S6z konusu ¢alismada koklendirme agisindan sivi ortamin
kat1 ortama gore daha basarili oldugu ortaya konmustur.

Ozetle, androgenesis basarisim etkileyen faktdrler arasinda yer alan genotip,
dondr bitki yetistirme kosullari, uygun mikrospor sathasi, kiiltiir kosullar1 ve besin
ortamlarinin yaninda, ¢alkalayici kullanimimin etkisi de basariy1 etkileyen faktorler
arasina eklenebilir. Hareketli sistemlerin mikrospor kiiltiiriinde kullanimindan elde edilen
basarili sonuglarinin yani sira, diger doku kiiltiirii tekniklerinde ortaya koydugu faydal
sonuglar da, ¢alkalayici kullaniminin avantajlarini desteklemektedir.

2.4. Biber ve Siis Biberinde Yapilan Androgenesis Calismalar:

Bu boliimde siis biberi ile ilgili literatiirde yeterli sayida kaynaga ulasilamadigi
icin, Oncelikle sebze biberi ile ilgili androgenesis ¢alismalarindan bahsedilecek olup, daha
sonra literatiirde siis biberi ile ilgili erisilebilen az sayida kaynaktan bilgiler aktarilacaktir.

2.4.1.Sebze biberinde yapilan androgenesis ¢calismalari

Biberde ilk haploid bitki Asya orijinli ¢esitlerde anter kiiltiirii ile elde edilmis,
ancak yapilan bu caligmalarda haploid bitki sayist ¢ok diisiik olmakla birlikte, bitkiler
kallus safthasindan rejenere olmuslardir (George ve Narayanaswamy 1973, Kuo vd 1973,
Wang vd 1973, Segui-Simarro vd 2011). Sibi vd (1979), iki asamal1 basarili bir anter
kiiltiirii protokolii gelistirmis ve bu protokol daha sonra Dumas de Vaulx vd (1981)
tarafindan daha uygun hale getirilmistir. Bu yontemde biber anterleri dnce yliksek
konsantrasyonda biiylime hormonu igeren ortamda inkiibe edilip daha sonra diisiik
konsantrasyonlu ortamlara aktarilmislardir. Calisma sonucunda, iki tath biber ¢esidinden
100 anterden ortalama 42 ve 51 haploid bitki elde edilmistir. Bu protokol pek ¢ok
arastirici tarafindan modifiye edilmis, ¢esitli versiyonlari denenmis ve bazilarindan kiigiik
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caph gelismelere ulasilmistir. Dumas de Vaulx vd (1981) tarafindan gelistirilmis bu
yontemin besin ortamina, Vagera ve Havranek (1985) aktif karbon ekleyerek, daha
verimli sonuglara ulagsmiglardir. 1986 yi1linda Morrison vd ve 1997°de ise Dolcet-Sanjuan
vd, dolmalik biberde denedikleri, umut verici yeni bir yontem olan, kati1 ortama aktif
karbon ve maltozun eklendigi ¢ift fazli yeni bir sistem gelistirmislerdir. S6z konusu
calismada 14 adet dolmalik F; hibrit biber ¢esiti kullanilmis, 40 g/L oraninda maltoz
bulunan ortamdan en yiiksek sayida toplam embriyo elde edilmistir. Bununla birlikte,
embriyolarin 10 g/ ve 20 g/L konsantrasyonlar1 arasinda daha iyi embriyo gelisimi
gosterdikleri tespit edilmistir. Dolcet Sanjuan vd (1997), calismalarinda genotip etkisine
bagli olarak, 100 anter basina 3-750 arasinda embriyo ve 0.25-8 arasinda bitki gelisimi
gozlemlemislerdir. Kiiltiirlerin 900 uL/L CO; igeren hava ile yikanmasi ile de 100 anter
basina ortalama 3561 embriyo ve 23 bitki sayisina ulasilmislardir. Mityko vd (1995), ¢ift
fazli kiltiir ortamindan her ay saglikli anterleri segerek tekrar kiiltiire alma yontemini
izlerken, Dolcet-Sanjuan vd (1997) cift fazli bu ydntemde biiyiime hormonlar
kullanmadan aktif karbon kullanmak ve besin kaynagi olarak sukroz yerine maltoz
kullanmak suretiyle, kiiltiire alma islemini tek basamakta yapma yolunu izlemislerdir.
Ote yandan Regner 1994 ve 1996 yillarinda yaptig1 calismalarda, izole edilmis dolmalik
biber mikrosporlarint dogrudan kiiltiire alma yoluna gitmis, ancak basarili bir mikrospor
protokolii gelistirememistir.

Biberle ilgili olarak denenmis biitiin bu yontemlerde, anter basina elde edilen
haploid bitki sayist incelenecek olursa; Dumas de Vaulx vd (1981)’nin anterleri 6ncelikli
olarak ytiksek konsantrasyonlu biiyiime diizenleyicilerle inkiibe ettikleri, daha sonra da
diisiik konsantrasyonlu biiyiime diizenleyicilerle alt kiiltiire aldiklar1 ve 35°C 6n sicaklik
uygulamasina maruz biraktiklari protokolden; iki dolmalik biber gesitinde, 100 anter
basina sirasiyla ortalama 42 ve 51 haploid bitki edildigi goriilmektedir. Mityko vd
(1995)’nin kullandiklar1 yontemle, ‘Fehezoron’ biber ¢esidinde, 100 anter basina
ortalama 76 bitki elde ettikleri, Morrison ve arkadaslarinin gelistirdikleri yontemle ise,
‘Emerald Giant’ biber ¢esidinde 100 anter basina ortalama 40 haploid bitki elde ettikleri
gorilmektedir.

2000’11 yillarla birlikte biberde androgenesis c¢alismalar1 cesitlenerek, daha
verimli sonuglar elde edilmeye baglanmistir. Supena vd (2006a), 10 Endonezya tipi act
biber genotipi iizerinde yiirtittiikleri ¢aligmayla shed-mikrospor kiiltiirii adin1 verdikleri
basarili bir sistem gelistirmislerdir. S6z konusu calismada daha once biber ve tiitiinde
denenmis dort farkli anter ve mikrospor kiiltiirii protokolii baz1 modifikasyonlar yapilarak
kullanilmis, bu protokoller arasinda 6zellikle Dolcet Sanjuan vd (1997) tarafindan
gelistirilen ¢ift fazli besin ortaminin kullanildig1 protokol {izerinde durulmustur.
Aragtiricilar, biber tomurcuklarini 4°C 6n uygulama kosullarinda farkli stirelerde (0, 1, 3,
7 giin) bekletmisler, farkli inkubasyon sicakliklarinin etkisini (4°C, 9°C, 28°C, 32°C,
35°C) test etmisler, %2 oranina kadar aktif karbonun embriyo gelisimini lizerine etkisini
arastirmislar, sivi faza 2.5-25 uM zeatin ile 5-50 pM indole-3-asetik asit (IAA) igeren
bliylime diizenleyici kombinasyonlar1 ekleyerek, en verimli sonuglarin elde edilebilecegi
basarili bir protokol gelistirmeye calismiglardir. S6z konusu calismada %50 ge¢ tek
cekirdek agsamasini igeren ve bir giin siireyle 4°C’de bekletilen tomurcuklardan en basaril
embriyo gelisim sonuglar1 elde edilmistir. Tomurcuklarin anterleri bir giinlik 6n
soguklatma isleminden sonra ¢ift fazli ortamda kiiltiire alinip bir hafta 9°C ve ardindan
28°C siirekli ve karanlik ortamda inkubasyon kosullarina maruz birakilmistir. Besin
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ortami igerigi yoniinden en basarili androgenesis performansi kati fazda Nitsch
bilesenleri, %2 maltoz ve %1 aktif karbon igeren, sivi fazda Nitsch bilegenleri ile 2.5 uM
zeatin ve 5 M TAA iceren besin ortamlarindan elde edilmistir. Calismada ‘Galaxy’ ve
‘Tombak’ adli ¢esitler en iyi bitki rejenerasyon sonucunu vererek, tomurcuk basina
sirasiyla yedi ve dort adet bitki olusturmuslardir. Supena vd (2006a)’nin, bu ¢alismast
Endonezya tipi act biberlerin 1slah programlarinda kullanilabilecek basarili bir
androgenesis protokolii olarak literatiirde yerini almistir. Bununla birlikte, arastiricilar
caligmalarinda ozellikle, apikal siirglin ucu gelisiminde goriilen anormalliklerin altini
cizerek, daha sonraki c¢alismalarinda embriyo kalitesini arttirmaya yonelik ¢aligsmalar
planladiklarini ifade etmislerdir. Cift kotiledonu bulunan embriyolarin saglikli bitkiler
olusturabilmede daha basarili oldugunu tespit eden arastiricilar, bundan sonraki
aragtirmalarini, laboratuvarda gelistirdikleri homozigot DH bitkiler kullanarak
protokollerini gelistirmeyi planladiklarini bildirmislerdir.

Kim vd (2008), C. annuum L. cv. ‘Milyanj-jare’ ac1 biber ¢esitinde yrtittiikleri
izole edilmis mikrospor kiiltlirii g¢aligmasinda basarili embriyogenesis ve bitki
rejenerasyon sonuglari elde etmislerdir. S6z konusu ¢alismada, modifiye edilmis NLN
ortamindan (NLNS) dort hafta sonunda elde edilen ¢ift kotiledonlu embriyolar, B5 kati
ortamina aktarilarak bitkiye doniisiim oranlari tespit edilmistir. Arastiricilar calismada
ayn1 zamanda farkli 6n uygulamalar, farkli karbon kaynaklari ve farkli mikrospor
yogunluklarinin embriyo olusumuna etkilerini de test etmislerdir. Calismada 8x10%-
10x10*ml mikrospor konsantrasyonu ile 32°C’de sukroz bulunmayan NLN ortaminda
acliga maruz birakarak 6n uygulama yaptiklari, daha sonra %9 sukroz igeren NLN
ortaminda kiiltlire aldiklar1 petrilerde, petri basina ortalama 45.4 toplam embriyo ve petri
basina ortalama 5.8 kotilendonlar1 uzayan embriyo sayisi ile en verimli sonuglar
alimmistir. Kim vd (2008), Supena vd (2006a)’nin ¢alismasinda maltoz ile elde edilen
basariy1 kendi caligmalarinda gézlemleyememe sebeplerini, karbon kaynagina shed-
mikrospor kiiltiiriinde basta anter igerisinde olan mikrosporlarin, izole edilmis
mikrosporlardan daha farkl tepki vermeleri olarak agiklamislardir.

Lantos vd (2008) cift kotilendolu bitki tiirleri arasinda biber androgenesis
caligmalarinda ilk defa denenen, izole edilmis biber mikrosporu kiiltiirlerinin indiiksiyon
ortamlarina bugday ve biber ovaryumlar1 yerlestirerek embriyo olusumlarini arttirmak
istemislerdir. S6z konusu ¢aligsmada, biber ovaryumlar1 bulunmayan kiiltiirlerde herhangi
yapida bir embriyo gelisimi gozlenmezken, biber ovaryumu olan kiiltiirlerde proembriyo
yapilariyla karsilagilmigtir. Bugday ovaryumu yerlestirilen kiiltlirlerden ise biber
ovaryumu yerlestirilenlere gore az da olsa saglikli embriyolar elde edilebilmistir. Calisma
verim yoniinden diisiik olsa da ¢ift cenekli biberde hem ayni tiirden hem de farkli tiirden
ovaryumlarin mikrosporlarla birlikte kiiltiire alinmasi1 yoniiyle literatiirde 6zgiin bir
caligma olarak yer almistir.

Supena ve Custers (2011), act biber shed-mikrospor Kkiiltiirlerinde normal
goriinlimlii embriyo sayisini arttirmaya yonelik yaptiklart protokol gelistirme
caligmasinda normal goriiniimlii embriyo sayisinda %50 gibi yiiksek bir oranda artig
saglamiglardir. Aragtiricilar bu basarili artisi, shed-mikrospor kiiltiirlerinin sivi besin
ortamlarina 3 hafta sonra 2.5 uM zeatin ve 5 uM TAA ekleyip, inkubasyon kosullarini
28°C’den 21°C’ye diisiirdiikleri kiiltiirlerden elde etmislerdir. S6z konusu caligmada
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materyal olarak ‘Galaxy’ DH homozigot bitkiler kullanilmis, en iyi sonuclar tomurcuk
basina 106.4 toplam embriyo ve tomurcuk basina 35.3 normal gériiniimlii embriyo olarak
kaydedilmistir. S6z konusu c¢aligmada, kat1 ortama eklenen %1 aktif karbonun sadece
embriyo veriminde etkili oldugu, sivi ortama eklenen ¢esitli konsantrasyondaki absisik
asitin ise besin ortaminin ozmolalitesini etkileyerek embriyo gelisimini olumsuz yonde
etkiledigi elde edilen diger bulgulardandir.

Lantos vd (2012), tath biber F; hibrit genotipleri {izerinde yaptiklart mikrospor
kiiltiiri calismasinda her bir genotipin androgenesis indiikleme kapasiteleri, hiicre
boliinmeleri ve mikrospor tiirevli yapilarini gozlemlemislerdir. S6z konusu c¢aligmada
genel olarak embriyo benzeri yapilara rastlanmis, toplam 12 genotipten petri basina
ortalama 48.1 embriyo benzeri yap1 ve 1.5 bitki elde edilmistir. Ancak arastiricilar, bu
olumlu sonuglarin yani sira embriyo benzeri yapilarda anormal silirgiin olusumlari
izlemiglerdir. Bu anormal yapilarin caligmalarinda sinirlayict bir faktor oldugunu
belirterek, ileride yapilacak calismalarin embriyo benzeri yapilarda kalitenin
arttirllmasina yonelik olmasi gerektiginin altini ¢izmislerdir.

Kim vd (2013), biberde yiiksek kalitede embriyo ve bitki elde edebilmeyi
hedefledikleri mikrospor kiiltiirii ¢alismasinda, sivi, ¢ift fazli ve iki basamakli olmak
tizere ii¢ farkl kiiltiir protokoliinii test etmiglerdir. Arastiricilar en verimli sonuglari iki
basamakli kiiltiir uygulamasindan petri basina ortalama 164.3 embriyo ve 16.3 cift
kotilendonlu embriyo olarak elde etmislerdir. S6z konusu ¢alismada, ortam yenilemenin
stvi ortamin tabaninda oksijensiz ve besinsiz kalan embriyolarin, yeni bir ortama
aktarilarak hem besin takviyesi almalarina hem de toksik bazi maddelerin ortamda
etkisinin azalmasina bagli olarak elde edildigini belirtmislerdir.

2.4.2. Siis biberinde yapilan androgenesis ¢calismalari

Siis biberi ile ilgili ilk androgenesis ¢alismasina, Barroso vd (2015) nin, farkl siis
biberi genotiplerinde tomurcuk biiyiikliigii ile mikrospor gelisim sathasi arasindaki
iliskiyi ve farkli dort uygulamanm kullanilan siis biberi genotiplerinde embriyo
gelisimine olan etkisini belirlemeye yonelik yaptiklar1 ¢aligmada rastlamaktayiz. S6z
konusu ¢alismada materyal olarak UFPB 134 ve UFPB 390 kodlu ebeveyn genotipler ile
bu ebeveynlerin F; generasyonlarinin kendilenmesinden elde edilen sekiz adet F
kademesindeki genotipler kullanilmistir. Caligmada 6ncelikle mikrospor gelisim sathasi
ve tomurcuk biiyilikliigli arasinda bir baglanti kurabilmek i¢in, UFPB 390 kodlu
ebeveynin bes bireyinden tesadiifi olarak tomurcuklar toplanarak, petal yapraklarinin
sepal yapraklarindan kiigiik, esit ve daha biiyiik oldugu ii¢ gruba ayrilmislardir. Her bir
tomurcuk i¢inde bulunan anter boylar1 da odlgiildiikten sonra, mikrosporlarin gelisim
sathalarim1  belirlemek lizere, asetik orsein boyama teknigi kullanilmigtir.
Tomurcuklardan, ortalama 1.61 mm uzunlugunda ve 1.26 mm c¢apinda petallerin
sepallerden daha kiiciik oldugu birinci grup tomurcuklarda anter uzunlugu ortalama 0.48
mm olarak Olciilmiis ve bu grup tomurcuklarda iki ve ii¢ilincii grup tomurcuklarda
bulunmayan ¢ok sayida mikrospor ana hiicresine rastlanmistir. Ortalama 1.92 mm
uzunlugunda ve 1.79 mm capinda bulunan sepallerin petallerle hemen hemen ayni
boyutta oldugu ikinci grup tomurcuklarda ise anter uzunluklar1 ortalama 0.87 mm
Ol¢iilmiis ve bu grup tomurcuklarda agirlikli olarak tek c¢ekirdekli mikrosporlar
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gozlenmistir. Ikinci grup tomurcuklarda anter basina ortalama 2247 tane tek gekirdekli
mikrospor ve az miktarda tetrat ve ¢ift ¢ekirdekli mikrosporlar saptanmistir. 2.48 mm
uzunlugunda ve 2.16 mm ¢apinda petallerin sepallerden daha biiyiik oldugu {i¢iincii grup
tomurcuklarda ise anterlerin yiiksek sayida (7184/anter) olgunlagmis polen taneleri ve az
miktarda tek cekirdekli mikrosporlar icerdigi belirlenmistir. Bu durumda arastiricilar
androgenesiste kullanilmak tiizere uygun tomurcuk morfolojisinin ikinci grup
tomurcuklar oldugunu agiklamislardir. Calismanin diger asamasi olan anter kiltiirii ile
haploid embriyo elde etmede ise 10 genotipin her birinden ¢ogu tek ¢ekirdekli gelisim
safhasina sahip mikrosporlari igeren 200 anter, dort farkli uygulamada (M1, M2, M3, M4)
kiiltlire alinmistir. S0z konusu calismada, embriyolarin kallustan gelistigi tespit
edilmistir. Kallustaki kirilgan, beyaz ve yarisaydam yapidaki bdlgelerin varligi bu
yapilarin embriyojenik kallus oldugunu gostermistir. Embriyojenik kallus ve embriyo
olusturmada 1, 2, 3, 4, 5 numaral1 genotipler biitiin uygulamalara benzer tepkiler verirken
6,7, 8,9, 10 numaral1 genotipler uygulamalara farkli tepkiler vermislerdir. Genel olarak
M3 uygulamasi disinda biitiin genotipler farkli uygulamalara anlamli tepkiler vermistir.
Embriyojenik kallus olusturmada en basarili sonu¢ 7 nolu genotipin M4 ortaminda
anterlerinin %36 sinin embriyojenik kallusa déniismesiyle elde edilmistir. Ote yandan 8
ve 10 nolu genotipler M1 ve M2 ortamlarina gore M4 ortaminda disiik tepki
gostermislerdir. Bu durum M1 ve M2 ortamlarinda sitokininle birlikte naftalin asetik asit
(NAA) bulunmasiyla agiklanmaktadir. Sonug¢ olarak siis biberlerinde yapilan bu
androgenesis ¢aligmasinda kallus olusturmada genotip etmeninin en 6nemli ve sinirlayici
faktor oldugu neticesine ulasilmistir.

Arn vd (2016a), siis biberi 1slah programlarinda kullanilmak tizere DH bitki
iiretimi amaciyla F» veya F3 kademesinde bulunan ve bahar sezonunda yetistirilen 48
yerel veya ticari orijinli slis biberi genotipinin androjenik performanslarini ii¢ farkl
yontemle test etmislerdir. S6z konusu ¢alismada kullanilan genotiplerin androgenesise
tepkilerinde en etkili yontemi belirlemek amaciyla anterler MS (Murashige ve Skoog
1962) ve BS (Gamborg vd 1968) kat1 ortamlar: ile shed-mikrospor (Supena vd 2006a,
Supena ve Custers 2011) besin ortamlarinda kiiltiire alinmis, en verimli sonuglar shed-
mikrospor kiiltlirlerinden elde edilmistir. Tomurcuk basina ortalama toplam embriyo
olusturma yoniiyle MS, B5 ve shed-mikrospor kiiltiirlerinden sirasiyla 0.13, 0.70 ve 6.50
toplam embriyo elde edilmistir. Caligmada kullanilan 48 genotipten yedi genotipin MS,
13 genotipin B5 ve 46 genotipin shed-mikrospor kiiltiir protokoliine cevap verdigi tespit
edilmistir. Calismada kullanilan yerel veya ticari kokenli genotiplerden toplam embriyo
ve normal goriiniimlii embriyo olusturma yoniiyle en verimli sonu¢ 89 numarali yerel
orijinli genotipten alinmistir. Bu genotipin shed-mikrospor kiiltiirlerinde tomurcuk basina
ortalama 102.9 toplam embriyo ve 34.11 normal goriiniimlii embriyo elde edilmistir.
Shed-mikrospor kiiltiirlerinden elde edilen toplam 18578 embriyodan ortalama %39
dontlistim orani ile 5587 adedi normal goriiniimlii embriyoya doniismiistiir. Cimlendirme
ortamina aktarilan embriyolardan rejenere olan 204 in vitro bitkicik aklimatizasyon
asamasina ulasmis ve bunlardan %59.8 yasama oraniyla 122 adet bitki elde edilmistir.
Flow sitometri analizleri sonucu spontan katlanma orant %51.6 olarak belirlenmistir.
Boylece bu calisma sayesinde ilk kez siis bitkisi degeri tasiyan 122 adet DH siis biberi
hatt1 elde edilmistir. Sonug¢ olarak Ar1 vd (2016a), shed-mikrospor kiiltiiriiniin siis
biberindeki 1slah programlarinda kullanilabilecek basarili bir androgenesis yontemi
oldugunu belirtmislerdir.
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Ar vd (2016b), sonbahar-kis sezonunda yetistirilen F3 veya F4 kademesindeki 64
siis biberi genotipinin shed-mikrospor kiiltiiriine verdigi androgenesis tepkilerini
belirlemeye yonelik yaptiklari ¢calismada, 48 genotipin ¢esitli oranlarda embriyo olusumu
gosterdigini saptamislardir. S6z konusu ¢aligmada en iyi sonuglar tomurcuk basina 12.7
toplam embriyo ve 1.48 normal goriiniimli saglikli embriyo ile alinmistir. Calismadan
elde edilen 2406 toplam embriyodan 297 tanesi normal goriiniimlii embriyo olma yolunda
ilerlemis, bu embriyolardan 263 tanesi ¢imlenme ortamlarina alinmis ve bunlardan 132
tanesi yaprak olusumu ve kok gelisimi gostermistir. Ancak bu asamadan sonra ¢gogunlukla
bitki gelisimleri durmus ve kahverengileserek canliliklarini yitirmisler, bunlardan ¢ok az
sayida bitkicik aklimatizasyon agamasina ulasabilmistir. Calismada ayn1 zamanda uygun
mikrospor safhasina sahip olan tomurcuk morfolojileri DAPI destekli sitolojik
calismalarla belirlenmistir. Arastiricilar, tomurcuk morfolojisi belirlemede antasiyoninli
ve tamamen yesil goriiniimlii iki genotipin tomurcuklarin1 kullanmislar, sepal/tomurcuk
boyu oraninin uygun tomurcuklarin secilmesinde etkili bir markor olarak
kullanilabilecegini tespit etmislerdir. Bu oran antosiyaninli genotip tomurcuklarinda
%70-80 ve yesil goriinlimlii genotip tomurcuklarinda %70-85 olarak kaydedilmistir.
Calismada DAPI destekli bulgularla birlikte anter ucundaki antosiyaninlesme orani yesil
genotipin tomurcuklarinda %10-40 olarak tespit edilirken, antosiyaninli genotipin
tomurcuklarda bu oran %70-90 olarak bildirilmistir. Arastiricilar ayrica, biber
androgenesis ¢aligmalarinda siklikla kullanilan anter ucundaki antosiyaninlesmenin, dis
gOriiniisii antosiyaninli genotipler i¢cin uygun bir markdr olarak kullanilamayacagini ifade
etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu aragtirma 2014 yili ilkbahar-Yaz déneminde Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimiine ait plastik sera ve doku kiiltiirii
laboratuvarinda yuriitilmiistiir.

3.1. Materyal
3.1.1.Kullanilan bitki materyali

Caligmada bitkisel materyal olarak, ticari veya yerel orijinli 29 siis biberi
genotipine ait anterler kullanilmistir. Bu genotiplerin orijinleri ticari kdkenli olanlar i¢in
T, yerel orijinli olanlar i¢in ise Y harfi ile kodlandirilmistir. Kullanilan siis biberi
genotipleri farkli kademedeki 1slah hatlar1 olup, bu hatlardan ticari kdkenli olanlar Fu,
yerel orijinli hatlar ise Fs kademesinde kiiltiire alinmigtir. Bu hatlara ait tohumlar
Antalya’da faaliyet gdsteren, Pey-Art Peyzaj Insaat Mimarlik Tic. Ltd. Sti.’den temin
edilmigtir. Calismada kullanilan 96 ve 174 numarali genotiplerin sera kosullarindaki
goriintiileri Sekil 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1. (a) 96 nolu genotipe ait seradan bir goriintii, (b) 174 nolu genotipe ait seradan
bir goriintii

Caligmada kullanilan 29 siis biberi genotipinin yaprakta, gévde sapinda ve
cicegindeki antosiyanin durumu, meyve sekilleri, meyve olusum yonleri, meyve doniisiim
renkleri ve potansiyel kullanim alanlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan 29 siis biberi genotipinin morfolojik 6zellikleri ve
potansiyel kullanim alanlar1

Bitkisel Ozellikler
Antasiyonin Meyve
= B Durumu Yonii Potansivel
= 2 s s | o Meyve Sekli ve Meyve Renk o
o) ) = o 3 L et e - g .. Kullanim
6] 4| 38 | ¥ | MeyveBiiyikligi o |3 Degisimi
£ 3 &l 8 & | 3 Alanm
S1O98 | & < | =
3 + + + | Yuvarlak, kiigiik + Siyah > Kirmizi C.ah. Ve aranjman
T1 bitkisi
17 - + + | Yuvarlak, kiigiik + | Yesil > Mor C.ah. Ve aranjman
bitkisi
T2 | 34 | + | + | + | Yuvarlak, kiiciik 4 | Asik mor>Koyu Yer brtiicii bitki
mor > Turuncu
T3 47 . ) ~ | Sivri, orta + Agik sar1 > Koyu Saks1.b1t.k1s1lve.
sar1 mevsimlik bitki
54 ) ) - | Yuvarlak, kiiiik + Acik sar1 > Sar1 > Sak31.b1t.klsl.ve.
Turuncu > Kirmizi mevsimlik bitki
& Agik sar1 > Sar1 > Saks1 bitkisi ve
%6 ) ) ) ol riak, kiche * Turuncu > Kirmizi mevsimlik bitki
Acik yesil > Yesil > .
T5 107 - - - Sivri, kiigiik + | Sar1 > Turuncu > Sak51.b1t.k1s1lve.
mevsimlik bitki
Kirmizi
. . Tursuluk ve ¢ali
T6 108 | + s + | Sivri, orta + | Yesil > Kirmizt o
bitkisi
127 | + + Kiit uglu, kiigiik + Mor > Kirmiz1 Kesme cigek ve
aranjman bitkisi
T8 | 132 | + + + | Yuvarlak, kii¢iik + Mor > Kirmizi C.ah. Ve aranjman
bitkisi
419 | + + + | Yuvarlak, kiigiik + Mor > Kirmizi SakSI.blt.lel.Ve.
mevsimlik bitki
143 | + + + | Yuvarlak kii¢iik + + | Mor > Kirmizi SakSI.blt.lel.Ve.
mevsimlik bitki
146 | - i + | Yuvarlak, kiigiik + Mor > Turuncu > Saks1.b1t.klsl.ve‘
Kirmizi mevsimlik bitki
T9 155 | + + + | Ince-uzun, kiigiik + Yesil > Mor > Aranjman bitkisi
Kirmizi
166 | + | + | + | Yuvarlak kiigiik 4 | Yesil > Mor> Aranjman bitkisi
Kirmizi
174 | + | + | + | Konik, kiigiik 4| Yesil > Kahverengi |\ oo bidkisi
> Turuncu > Kirmizi
T10 | 230 | + + + | Kiit ugly, kiiglik + Koyu mor > Kirmizi | Cali bitkisi
283 - - - Sivri, orta + | Yesil > Sar SakSI.blt.lel’. .
mevsimlik bitki
il Saksi bitkisi
292 - - - Sivri, kiigiik + | Yesil > Sar1 mevsimlik bitki
TI2 | 313 | - - - | Sivri, orta + | Yesil > San Tursuluk, gal
bitkisi
- Mor > Turuncu > . e
T13 324 | - + + | Yuvarlak kii¢iik + Kirmiz1 Aranjman bitkisi
330 | - | - | + | Yuvarlak kiigiik 4 | Mor>Turuncu> 1 oy itgsi
Kirmizi
. - Koyu mor > Cal1 ve aranjman
T14 13371+ i | Kiit uglu, kiigiik * * Turuncu > Kirmizi bitkisi
. Koyu mor > e
T18 | 383 - - + | Sivri, orta + Turuncu > Kirmiz: Cal1 bitkisi
T20 | 754 | - - - | Sivri, uzun + Yesil > Sart Tursqluk.,
mevsimlik
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Cizelge 3.1’in devami

Bitkisel Ozellikler
Antasiyonin Meyve
= B Durumu Yonii Potansivel
= 2 s < o Meyve Sekli ve Meyve Renk sty
o) o) b/ og | 8 R ~ = o Kullanim
@) S| 2| ¥ Meyve Biiyiikligi L S Degisimi
gl 5a]| & S| 3 Alam
SRR el < | =
AR Yesil > Ac¢ik mor > Saksi bitkisi,
Y1 a4 j ) ) Sivri, kiigik i Turuncu > Kirmizi mevsimlik bitki
e . Yesil > Sar1 > o
Y5 | 564 | - - - | Can, dilimli, biiyiik + Turuncu > Kirmizi Cal1 bitkisi
Y12 707 | - | - | - | Damla-konik, orta + | San>Turuncu> | Tursuluk ve
Kirmizi saks1 bitkisi
- Acik sar1 > Turuncu | Tursuluk ve cali
Y16 | 735 - - - | Yuvarlak, biiyiik + S Kirmizt bitkisi

3.1.2.Bitki yetistiriciligi

29 siis biberi genotipine ait tohumlar, 17-18 Ocak 2014 tarihinde %10 vermikulit,
%25 perlit ve %65 torf karisimi igeren viyollere ekilmistir. Gelisen fideler, Akdeniz
Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii’ne ait yiiksek plastik seraya 30x80 cm sira
iizeri x sira arasi mesafeyle 6 Nisan 2014 tarihinde dikilmistir. ileriki dénemlerde
gosterecekleri biiylime ve gelisme oranlar1 da dikkate alinarak fideler arasinda 30 cm
aralik brrakilmistir. Bitki basmna 0.50 gl'! 15-15-18 (%15 azot - %15 fosfor - %18
potasyum) dozajinda, iki haftada bir, damlama sulama ile giibre verilmistir. Bitkilerden
verimli materyaller alabilmek i¢in, bitki gelisimleri boyunca budama, tomurcuk ve meyve
temizligi yapilmistir. Haploidi ¢aligmalari i¢in tavsiye edilmemesine karsin, serada yogun
olarak goriilen ve bitki kalitesini olumsuz yonde etkileyen kirmizi 6riimcek ve afit
zararlilarina karsi, zorunluluk nedeniyle bir kez insektisit uygulamasi yapilmigtir.

Mayis 2014 - Temmuz 2014 tarihleri arasinda, anterler tizerinde yapilan sitolojik
caligmalar da dahil, uygun mikrospor safhasini igerdigi disiiniilen siis biberi
tomurcuklari, bitkilerin yetistirildigi seradan, sabah saat 8-9 arasinda toplanmistir.
Tomurcuk toplama zamani, 21.05.14 ve 01.07.14 tarihleri arasinda olmak {izere ilkbahar-
yaz donemlerini kapsamaktadir. Bu tarihler arasinda, uygun mikrosporlar1 igeren ¢icek
tomurcuklar1 falkon tliplerde biriktirilerek, buz kutusu icerisinde ve hizli bir sekilde
laboratuvara getirilmistir.

3.2. Metod
3.2.1.Morfolojik ve sitolojik calismalar
3.2.1.1. Uygun tomurcuk biiyiikliigiiniin tespit edilmesi
Caligmada kullanilan siis biberi genotipleri i¢in, dogru asamadaki mikrosporlari

iceren tomurcuk bilyiikliiklerini tanimlayabilmek amaciyla, morfolojik ve sitolojik
caligmalar ylriitilmiistiir. Androgenesis ¢alismalarinda kiiltiire alinacak uygun

23



MATERYAL VE METOT Selcen YILDIRIM DOGAN

mikrospor sathasi ile tomurcuk sekli ve biiyiikliigii arasinda bir iliski kurulmaktadir.
Literatiirde, siis biberi ile ilgili yaymlanmis herhangi bir haploidi ¢alismasina
rastlanmadigi i¢in, uygun tomurcuk ve mikrospor sathasinin ne oldugu bilgisine de
ulagilamamistir. Genel olarak biber androgenesis ¢alismalarinda geg tek cekirdekli ya da
erken cift ¢ekirdekli asamalardaki mikrosporlar kullanilmaktadir. Supena ve Custers
(2011) sebze biberinde yaptiklari, yliksek androgenesis basarisinin elde edildigi
caligmada, petal yapraklarin sepal yapraklardan ¢ok az daha uzun ya da esit oldugu
tomurcuklar1 kullamislardir. Bu tomurcuklarin igerisindeki anterlerde bulunmasi gereken
bir diger ozellik, uglarmin %10-25 oraninda mor renk olusumu (antosiyaninlesme)
gostermesidir. Caligmada Supena ve Custers’in (2011) materyal se¢imi dikkate alinmig
ve uygun tomurcuk morfolojisinin tespiti bu sekilde yapilmistir. 29 siis biberi
genotipinden bir kisminin, gen¢ tomurcuklari dahil yaprak ve govde sapinda
antosiyaninlesme mevcut iken bir kismimin tomurcuklarinin tamamen yesil renktedir.
Yapilan gézlemlerde, tamamen antosiyaninli genotiplerin, anter ucunda hafif antosiyonin
baslama biiyiikliigiliniin, yesil tomurcuklara sahip genotiplere oranla daha kii¢iik oldugu
goriilmistiir. Bu sebeple, uygun tomurcuk morfolojisinin tespitinde antosiyaninli (174.
genotip) ve antosiyaninsiz (96. genotip) kullanilmistir. Tomurcuk biiyiikliigiine gore, iki
genotip de 6 gruba ayrilmistir. Uygun tomurcuk tanimlamasi yapabilmek amaciyla, 6
gruba ayrilmis tomurcuklarin boyu, petal goriinim durumlart ve anterlerindeki
antosiyanin yiizdeleri 6l¢tilmiistiir.

3.2.1.2. Uygun mikrospor safhasinin tespit edilmesi

Tomurcuklarda yapilan morfolojik goézlemlerin yani sira ¢alismada, dogru
asamadaki mikrosporlarin hangi tomurcuk boyunda bulundugunu tespit etmek amaciyla,
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) adli DNA-spesifik florokrom ile boyama teknigi
kullanilmistir. Farkli biiytikliikteki her bir tomurcuktan izole edilen birer anter, bir lam
tizerine yerlestirilmis, Coleman ve Goff (1985) ile Kim ve Jang (2000)’a gore lizerine 1-
2 damla 1pl stok DAPI + Iml Tampon (Tampon + Triton) karisimindan olusan soliisyon
damlatilmistir. Bisturi ucuyla anterler hafifce ezilerek, igerilerindeki mikrosporlarin
serbest hale gelmesi saglanmustir. Uzerleri lamel ile kapatilan peparatlar, 10-15 dk
karanlikta bekletildikten sonra, florasan 1sik mikroskobunda 365 nm dalga boyunda
goriintii veren DAPI filtresi ile gozlemlenmistir. Sitolojik gozlem olarak tomurcuklardaki
uygun mikrospor sathasinin varligi arastirilmistir.

DAPI stok hazirlamisi: 1 mg DAPI 1ml saf su igerisinde c¢oziilerek stok
hazirlanmistir. Hazirlanan stok, 151k gorerek bozulmamasi i¢in, koyu renkli bir sisede
+4°C’de muhafaza edilmistir.

Tampon hazirlamisi: 0.1 M Citric acid soliisyonundan 61.5 ml, 0.2 M Disodium
Hydrogen OrthoPhosphate (Na;HPO4) soliisyonundan 38.5 ml karistirilip pH’s1 4’e
ayarlanan karisimin iizerine %1 oraninda Triton 100 ilave edilmistir. Karigim 1 ml
hacimler halinde eppendorf tiiplerde -20°C de muhafaza edilmistir.
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3.2.2. Anterlerin kiiltiire alinmasi

Kiiltiire almak i¢in uygun sathada oldugu diisiiniilen, ge¢ tek ¢ekirdek ve erken
cift ¢ekirdek asamasindaki mikrosporlart igeren anterlere sahip tomurcuklar, %15
sodyum hipoklorit ve 1-2 damla Tween 20 igeren ¢ozeltide 10 dakika bekletilmis ve
ardindan tomurcuklar 3 defa steril suda durulanmistir. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan
tomurcuklarin anterleri, steril kabin i¢eresinde bisturi ve pens yardimiyla ¢ikarilarak, ¢ift
fazli shed mikrospor besin ortamina aktarilmislar.

3.2.2.1. On uygulamalar ve Kkiiltiir kosullar

Anterleri kiiltire alma isleminden bir giin 6nce sabah saatlerinde seradan
toplanmis tomurcuklara, karanlik ortamda 24 saat siireyle +4°C soguk uygulamasi
yapilmistir. Kiiltiire alma isleminden sonra ise petriler kabin igerisinde parafilm ile
kaplandiktan sonra, bir hafta slireyle +9°C’de karanlik kosullarda inkiibe edilmislerdir.
Bu islem Memmert IPP 55 (Almanya) marka, sogutmali bir inkiibatérde
gergeklestirilmistir. Bu asamadan sonra tezin esas amacini olusturan, embriyo olusum ve
gelisiminde calkalayici etkisini gérebilmek amaciyla, her bir genotip i¢in hazirlanan 10
petriden 5 adedi kontrol i¢in hareketsiz ortamda birakilmis, 5 adedi ise 50 rpm/dk
hizindaki orbital sallanan calkalayict (GFL-3011, Almanya) iizerinde 3 hafta siireyle
28°C’de karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Duragan kiiltiirler Dev-Pet esde (Tiirkiye)
marka iklim dolabinda, ¢alkalayici iizerindeki kiiltiirler ise ayni sicaklik kosullarinin
klima ile saglandig1 bir odada bekletilmiglerdir. 3 hafta sonunda kiiltiirler 3-5 hafta
sireyle 21°C’de, karanlik ortam kosullarinda inkiibe edilmislerdir. Duragan olan
kiiltiirlerde bu ortam iklim dolabinda, ¢alkalayici tizerindeki hareketli kiiltiirlerde ise bu
ortam kosullar1 yine klima ile sicaklik ayarlamasinin yapildigi bir odada saglanmistir. Bu
stire sonrasinda petrilerdeki embriyolarin gelisimleri degerlendirilmek iizere gézlemler
yapilmistir.

3.2.2.2. Kullanilan besin ortamlari ve kurulan denemeler

Bu tez ¢alismasinda metod olarak Supena vd (2006a) ile Supena ve Custers
(2011)’m  ¢aligmalarinda kullandig1 protokollerin birlestirilerek, {izerinde baz
degisikliklerin yapildig1 bir metod takip edilmistir.

Embriyo olusturma ve gelistirme ortami olarak, Dolcet-Sanjuan vd (1997)
tarafindan ilk defa kullanilan, daha sonra Supena vd (2006a, 2006b)’nin Endonezya tipi
ac1 biberler icin gelistirdigi ve Supena ve Custers (2011)’1n normal goériiniimlii embriyo
sayisinit arttirmak i¢in bazi modifikasyonlar yaptigi, cift fazli, shed-mikrospor kiiltiir
ortami1 ad1 verilen ortam kullanilmistir. Kati ve s1vi fazin bir arada bulundugu bu kiiltiir
ortaminin hem alt tabakasini olusturan kati1 besiyeri, hem de {ist fazini olusturan siv1 besin
ortami Nitsch ve Nitsch (NN) (1969) bilesenleri igermektedir. Kati besin ortami 2.18 g/L
hazir NN ortami, %2 oraninda maltoz, %1 oraninda aktif karbon ve %0.6 agar eklenerek
hazirlanmistir. S1vi besin ortami ise yine 2.18 g/L. hazir NN ortam1 ve %2 oraninda
maltozdan olusturulmustur. Her iki besin ortaminin pH degerleri 1 N KOH ve 0,1 N HC1
kullanilarak 5.8’e ayarlanmistir. Kat1 besin ortamindaki agar, pH 6l¢timii yapildiktan
sonra besin ortamina eklenmistir. Her iki fazdaki ortam da 121°C’de 20 dk otoklavlanarak
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steril hale getirilmistir. Kat1 besin ortamu steril kabinde 6 cm ¢apli Isolab marka petrilere,
6 ml hacminde dokiilmis ve kiiltiir yapilincaya kadar karanlik ve oda sicakligi
kosullarinda muhafaza edilmistir. Kiiltiir yapilacaginda ise anterler kati ortam {izerine
ekildikten sonra, petrinin kenarindan 5-6 ml s1vi ortam eklenmis ve petri kapaklari uygun
sekilde kapatilarak inkiibe edilmistir. Shed-mikrospor kiiltiiriinlin s1vi  ortami
hazirlanirken, Supena ve Custers (2011)’1n normal embriyo gelisimini arttirmak amaciyla
Endonezya tipi ac1 biberler lizerinde yaptiklar1 ¢alisma goz oniinde bulundurulmustur.
Supena ve Custer (2011), ac1 biber genotiplerinde normal embriyo gelistirmeye yonelik
calismada, 3 haftalik 28°C’deki inkiibasyon asamasindan sonra sivi ortama eklenen 2.5
UM zeatin ve 5 uM TAA uygulamasinin normal embriyo olusumu iizerine olumlu etki
yaptigini gézlemlemislerdir. Supena ve Custers (2011)’1n calismasindan farkli olarak, bu
tez caligmasinda, zeatin ve IAA, anterler kiiltiire ilk alindiginda sivi ortama ilave
edilmistir. Boylece zeatin ve IAA eklemek amaciyla petriler tekrar agilmak durumunda
kalinmamis ve bu sekilde bir uygulama ile kontaminasyon riskinin aza indirilmesi
hedeflenmistir. Bu amacla yeni kiiltiire alinmig anterlerin {izerine 2.5 pM zeatin ve 5 uM
IAA igeren sivi ortam inkiibasyon igleminden Once eklenmistir. Bu calismada besin
ortamlari, bidestile saf su ve Duchefa (Netherland) marka kimyasallar kullanilarak
hazirlanmstir.

3.2.2.3. Embriyo rejenerasyonu

Caligsma siiresince, 6zellikle de petrilerin 21°C karanlik ortamda inkubasyonlarini
tamamlamalarinin ardindan, embriyo olusum ve gelisimleri stero mikroskop altinda
incelenmistir. Cift kotiledon yapisina sahip, normal gorlinlimlii embriyolar,
rejenerasyonlarinin saglanmast amaciyla, icerisinde %2 sukroz, 0.1 uM benzyladenine
(BA), tuzlar1 2 oraninda azaltilmis hazir Murashige ve Skoog (MS) (1962) ve %0.6 agar
bulunan cam kavanozlara aktarilmiglardir. Kati embriyo ¢imlendirme ortami
hazirlanirken, pH 5.8’e ayarlandiktan sonra agar eklenmis ve ortam 121°C’de 20 dakika
otoklavlanmistir. Kati %2 MS ¢imlendirme ortamlari, steril kabin igerisinde, kavanozlara
40 ml hacminde dokiilmiistiir. Cimlenme ortamina aktarilmak i¢in uygun yapida oldugu
gozlemlenen ve kavanozlarda kiiltiire alinan saglikli embriyolar, 25°C sicaklik ve 16 saat
151k (50 pmol/m?.s), 8 saat karanlik kosullara 4-5 hafta maruz birakildiktan sonra,
aklimatizasyon iglemine uygun hale gelip gelmedigi gozlemlenmistir. Bu gozlemler
bitkinin 3-4 sayida ger¢cek yaprak olusturmasina ve kok gelisimine bakilmak suretiyle
yapilmistir.

3.2.2.4. incelenen ozellikler

Calismada gozlem olarak; petrideki (tomurcuktaki) anter sayisi, petrideki globular
embriyo sayisi, petrideki kotiledonlar1 uzayan embriyo sayisi, petrideki ¢ift kotiledonlu
normal embriyo sayisi, petriden aktarilan embriyo sayis1 ve ¢imlenen embriyo sayilar
kaydedilmistir. Calisma sonunda bu verilere uygulanan istatistik analiz ile genotiplerin
uygulamalara verdikleri tepkiler ortaya konulmustur.

Shed-mikrospor yontemi, androgenesis teknikleri igerisinde siklikla kullanilan bir
yontem degildir. Bu yontemi modifiye eden Supena vd (2006a, 2006b) diger
caligmalardan farkli bir embriyo verim degerlendirme kriteri kullanmiglardir. Diger
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caligmalarda oldugu gibi 100 anter basina degil, bir tomurcuk basina bir diger deyisle
petri basina elde edilen embriyo sayilarini esas almiglardir. Supena vd (2006a) ile Supena
ve Custers (2011)’1n shed-mikrospor protokollerinin takip edildigi bu ¢calismada, saglikl
kiyaslamalar yapabilmek i¢in, embriyo verim degerleri s6z konusu c¢aligmalarda oldugu
gibi hesaplanmistir.

3.2.2.5. Deneme deseni

Tomurcuk toplama asamasinda, her bitkiden esit sayida tomurcuk toplanmaistir.
Anterlerin kiiltiire alinmas1 asamasinda ise, bir tomurcuk i¢erisinden ¢ikan biitiin anterler,
aralarinda se¢im yapilmaksizin bir petride kiiltiire alinmislardir.

Calismada toplam 29 siis biberi genotipi kullanilmistir. Her bir genotip icin 2
uygulama gergeklestirilmistir. Bunlardan birincisi kontrol grubunu (duragan kiiltiirleri),
digeri ise calkalayicit lizerinde kiiltiire alinan ikinci grubu (hareketli kiiltiirleri)
olusturmustur. Calismadaki iki uygulamanin her biri, 29 genotipin kullanildig1 her bir
genotip i¢in tesadiif parselleri deneme deseninde {i¢ tekerriirlii olarak dizayn edilmistir.
Her tekekkiirde 5 petri kullanilmis ve her petride, bir tomurcuga ait, i¢erisinde sayist 5-7
arasinda degisiklik gdsterebilen tiim anterler kiiltiire alinmistir. Boylece toplam 870
petride, 870 adet tomurcugun anterleri kiiltiire alinmastir.
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4. BULGULAR
4.1. Morfolojik ve Sitolojik Calisma Bulgulari
4.1.1.Uygun tomurcuk biityiikliigiiniin tespit edilmesi

Geg tek g¢ekirdekli ya da erken ¢ift ¢ekirdekli mikrospor safhasini iceren uygun
tomurcuk biiyiikliiklerini se¢ebilmek amaciyla, 96 ve 174 numarali iki genotipten farkli
buiytikliikteki tomurcuk ornekleri alinmistir. Supena ve Custer’in (2011) sebze biberi
calismasinda, materyal seciminde isaret ettigi, anter ucundaki %10-25 oraninda
antosiyaninlesme kriteri de dikkate alindiginda, anter ucundaki antosiyaninlesme
derecesinin, bu ¢alismadaki biitiin aksamlar1 antosiyaninli olan genotiplerde daha kiiciik
tomurcuk biiyiikliiklerinde oldugu saptanmistir. Antosiyaninsiz 96 nolu genotipin ve
antosiyaninli 174 nolu genotipin morfolojik ve sitolojik ¢aligmalarda kulanilmasinin
temel nedeni bu farkliligi dogrulamak ve calismada hem antosiyaninli hem de
antosiyaninsiz genotipler i¢in dogru tomurcuklari tercih edebilmektir. Biiyiikliiklerine
gore gruplandirilan 96. ve 174. genotiplere ait tomurcuklar Sekil 4.1’de sunulmustur.
Biiyiikliiklerine gore her biri alti gruba ayrilan genotipler, tomurcuk boyu, sepal
yapraklarin tomurcuk boyuna orani, anterlerindeki antosiyaninlesme ylizdeleri ve uygun
mikrospor safhasina sahip olup olmadiklarina gore gore siniflandirilmis, saptanan
degerler yesil goriiniimlii 96 nolu genotip i¢in Cizelge 4.1°de ve antosiyaninli 174 nolu
genotip icin Cizelge 4.2°de sunulmustur. Yapilan DAPI destekli sitolojik ¢aligmalar ile
her iki genotip i¢in uygun mikrospor sathasini iceren anterlerin bulundugu tomurcuk
morfolojileri belirlenmistir. Buna gére antosiyaninsiz 96 nolu genotipte anter ucunda
%10 ile %40 oranlar1 arasinda antosiyaninlesme gosteren, tomurcuk boyu 3.5 mm ile 3.75
mm arasinda olan ve anter igerisinde uygun mikrospor safhasina sahip 3 ve 4 nolu
tomurcuk grubu uygun tomurcuklar olarak tespit edilmistir. Antosiyaninli 174 nolu
genotipte ise anter ucunda %70 ile %90 oranlar1 arasinda antosiyaninlesme gosteren,
tomurcuk boyu 2.95 mm ve 3.30 mm arasinda olan ve anter i¢erisinde uygun mikrospor
sathasina sahip 2 ve 3 nolu tomurcuk grubu, yapilacak shed-mikrospor kiiltiiriinde
kullanilabilecek en uygun tomurcuklar olarak belirlenmistir.

ANTOSIYANINSIZ 96 NOLU GENOTIPIN TOMURCUKLARI
1 2 3 4 5 6
e > & > %5 ¢
(OO
Nt et ettt
® & 5 © o D
1 2 3 4 5 6
ANTOSIYANINLI 174 NOLU GENOTIPIN TOMURCUKLARI

Sekil 4.1. Antosiyaninsiz 96 nolu ve antosiyaninli 174 nolu genotipin biiyiikliiklerine
gore alt1 gruba ayrilmis tomurcuklarmin goriintiisii
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Cizelge 4.1. Antosiyaninsiz 96 nolu genotipin farkli tomurcuk boyutlarindaki morfolojik
ve sitolojik bulgular

Tomurcuk | Tomurcuk Sepal Yapraklarin An.terdfeki .Uygun

Grup No | Boyu (mm) Tomurcuk Antonsiyaninlesme Mikrospor
Boyuna Orani (%) (%)* Safhasi **

1 2.90 90-95 0 -

2 3.00 80-90 0-10 -

3 3.50 75-80 10-20 +

4 3.75 70-75 20-40 +

5 3.95 60-70 40-70 -

6 4.43 50-60 70-100 -

*Qranlar gorsel olarak tahmin edilmistir.
**Geg tek cekirdekli ve erken agsamadaki ¢ift ¢ekirdekli mikrospor sathalarimin tespiti DAPI boyama teknigi ile
belirlenmistir ( + : Uygun mikrospor sathasi var; - : uygun mikrospor safhasi yok).

Cizelge 4.2. Antosiyaninli 174 nolu genotipin farkli tomurcuk boyutlarindaki morfolojik
ve sitolojik bulgular

Tomurcuk | Tomurcuk Sepal Yapraklarin An.terdf:ki pygun
Grup No | Boyu (mm) Tomurcuk Antonsiyaninlesme Mikrospor
Boyuna Oram (%) (%)* Safhasi**
1 2.70 80-90 60-70 -
2 2.95 75-80 70-80 +
3 3.30 70-75 80-90 +
4 3.50 60-70 100 -
5 3.75 40-50 100 -
6 4.30 30-40 100 -

*Qranlar gorsel olarak tahmin edilmisgtir.
**QGeg tek cekirdekli ve erken asamadaki ¢ift ¢ekirdekli mikrospor sathalarinin tespiti DAPI boyama teknigi ile
belirlenmistir ( + : Uygun mikrospor sathasi var; - : uygun mikrospor sathasi yok).

4.1.2.Uygun mikrospor safhasinin tespit edilmesi

Androgenesis calismalarinda, dogru asamadaki mikrospor sathasina sahip
tomurcuklarin tespit edilmesi, belli 6l¢ii ve isaret kriterlerinin kullanimi ile miimkiindiir.
Morfolojik olan bu kriterlerin yani sira, dogru mikrospor sathasindaki tomurcuklarin
tespit edilmesinde yapilacak olan sitolojik ¢aligmalar aragtirmalarin giivenilirligini
arttirmaktadir. Bu ¢aligmada sitolojik yontem olarak DAPI boyama teknigi kullanilmus,
DAPI ile hazirlanmis preparatlardaki mikrospor asamalar1 floresan mikroskobunda
gozlemlenmistir. Yapilan gozlemler sonucu tespit edilen 96 ve 174 nolu genotiplere ait
baz1 mikrospor gelisimleri Sekil 4.2°de sunulmustur.

Sekil 4.2°ye gore 96. genotipin 1 nolu tomurcuk grubunda tetrad asamasinda, 3
nolu tomurcuk grubunda ge¢ tek ¢ekirdek asamasinda, 5 nolu tomurcuk grubunda erken
cift ¢cekirdek asamasinda mikrosporlar tespit edilmistir. 174 nolu genotipte ise 1 nolu
tomurcuk grubunda tetrattan yeni dagilmis erken tek cekirdekli, 2 nolu tomurcuk
grubunda geg tek ¢ekirdekli ve 4 nolu tomurcuk grubunda geg tek c¢ekirdek ve erken cift
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cekirdek asamasinda mikrosporlarin varligi gézlemlenmistir. Bu goézlemlere gore 96.
genotipte 3-4, 174 nolu genotipte ise 2-3 nolu tomurcuk gruplarinin geg tek ¢ekirdek ve
erken ¢ift ¢ekirdek sathasindaki mikrosporlari i¢eren en uygun tomurcuklar oldugu tespit
edilmistir.

Sekil 4.2. Antosiyaninsiz 96 ve antosiyaninli 174 nolu genotiplerin farkli tomurcuk
boylarinda tespit edilen mikrospor safhalari (a-f arast barlar: 40pm): (a) 96
nolu genotipin 1. grup tomurcuklarinda tetrad asamasindaki mikrosporlarin
goriintiisti; (b) 96 nolu genotipin 3. grup tomurcuklarinda geg¢ tek ¢ekirdek
asamasindaki mikrosporlarin goriintlisii; (¢) 96 nolu genotipin 5. grup
tomurcuklarinda erken ¢ift ¢ekirdek asamasinda mikrosporlarin goriintiisii; (d)
174 nolu genotipin 1. grup tomurcuklarindan tetrattan yeni dagilmis erken tek
cekirdek asamasindaki mikrosporlarin goriintiisii; (e) 174 nolu genotipin 2.
grup tomurcuklarinda geg tek ¢ekirdek asamasindaki mikrospor goriintiisti; (f)
174 nolu genotipin 4. grup tomurcuklarinda e¢ggm (erken c¢ift ¢ekirdekli
mikrospor) ve geem (geg ¢ift ¢ekirdekli mikrospor) goriintiileri

4.2. Embriyo Verim Bulgularn

Duragan ve ¢alkalayici tizerindeki 29 genotipin kiiltiir siirelerinin sonunda yapilan
gozlemler sonucu toplanan veriler istatistiksel analize tabi tutulmustur. Bu ¢alismalarda
genotiplerden elde edilen, petride olusan toplam embriyo sayilarinin varyans analiz
sonuclar1 Cizelge 4.3’te ve petride olusan normal embriyo sayilarinin varyans analiz
sonugclari ise Cizelge 4.4’°te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Genotiplerden elde edilen petride olusan toplam embriyo sayilarinin varyans
analiz sonuglari

Varyasyon Kaynag Sd Kareler ortalamas1 | F Degeri
Genotip 28 345 9.21 RS
Uygulama 1 0.06 0.17 NS
Hata 780 0.37
sd: Serbestlik Derecesi, *** p<(0.001, NS: 6nemli degil

Cizelge 4.4. Genotiplerden elde edilen petride olugan normal embriyo sayilarinin varyans
analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Sd Kareler ortalamas1 | F Degeri
Genotip 28 0.14 7.36 o
Uygulama 1 0.01 0.48 NS
Hata 780 0.02
sd: Serbestlik Derecesi, *** p<(0.001, NS: 6nemli degil

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’teki varyans analizi sonuglarina gore genotiplerin
istatistiksel diizeyde (p<0.001) birbirinden farkli oldugu, ancak uygulamalar arasinda fark
bulunmadig tespit edilmistir.

4.2.1.Duragan ortamdaki shed-mikrospor kiiltiir sonu¢lari

Calkalayicinin kullanilmadigi duragan ortamda kiiltiire alinan genotipler Tukey’s
ikili karsilastirma yontemi kullanilarak karsilastirilmis ve bunlara ait sonuglar Cizelge
4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5te verilen istatistik analiz sonuglarina gore, duragan ortamda kiiltiire
alman 29 genotipten 13 adedi bulunduklar1 ortama tepki gostermislerdir. Bu
genotiplerden tomurcuk basina 0.14 ile 4.69 arasinda embriyo elde edilmistir.
Performansi en yiiksek genotipin 754 nolu ticari kdkenli bir genotip oldugu belirlenmis
ve bu genotipin istatistiksel olarak diger genotiplerden farkli oldugu tespit edilmistir. Bu
genotipi 2.17 ve 2.00 embriyo ortalama ile sirasiyla yerel kokenli 735. ve ticari kokenli
283. genotipler takip etmistir. Genotipler tomurcuk bagina olusan normal embriyo
ortalamalar1 agisindan degerlendirildiginde ise 0.67 ile en yiliksek normal embriyo sayist
735. genotipten elde edilmistir.

Duragan ortamda kiiltiire alinan her bir genotipten elde edilen toplam embriyo,
gelisimi globular asamay1 gecemeyen toplam embriyo, kotiledonlar1 uzayan embriyo, ¢ift
kotiledona sahip normal saglikli embriyo ve ¢imlendirme ortamina aktarilan embriyo
sayilar1 Cizelge 4.6’da gdsterilmistir.
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Cizelge 4.5. Duragan ortamda mikrospor embriyogenesis performanslari test edilen 29
genotipten tomurcuk basina elde edilen toplam embriyo ve normal embriyo
sayilar1 ortalamalarinin karsilagtirilmast™

Tomurcuk basina ortalama embriyo sayisi
Orijin | Genotip Toplam embriyo sayisi Toplam normal embriyo sayisi
ortalamasi Ortalamasi
T1 3 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
17 0.14+0.14 ab 0.00£0.00 ab
T2 34 1.00+0.54 ab 0.27+0.15 ab
T3 47 0.69+0.40 ab 0.08+0.08 ab
T4 54 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
96 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
T5 107 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T6 108 0.57+0.40 ab 0.07+0.07 a
T8 127 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
132 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
419 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
143 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T9 146 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
155 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
166 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
174 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
T10 230 0.47+0.27 ab 0.00+0.00 ab
T11 283 2.00+0.79 bd 0.20+0.14 bc
292 0.27+0.21 ad 0.00£0.00 ab
T12 313 1.27+0.40 abc 0.27+0.12 abc
T13 324 0.07+0.07 a 0.07+0.07 a
330 0.00£0.00 0.00+0.00 a
T14 337 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
T18 383 0.27+0.19 ab 0.00+0.00 ab
T20 754 4.69+2.33 dc 0.46+0.22 C
Yl 441 0.00£0.00 0.00+0.00 a
Y5 564 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
Y12 707 0.31+0.31 ab 0.00£0.00 ab
Y16 735 2.1742.17 abc 0.67+0.67 Cc

*Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gére ayni harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir

(¢=0.05)
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Cizelge 4.6. Duragan kiiltiir ortaminda mikrospor embriyogenesis performanslari test
edilen 29 genotipten elde edilen toplam embriyo, gelisimi globular agamay1
gecemeyen toplam embriyo, kotiledonlar1 uzayan embriyo, ¢ift kotiledona
sahip normal saglikli embriyo ve ¢imlendirme ortamina aktarilan embriyo

sayilari
Orijin | Genotip | Toplam Gelisimi | Kotiledonlar1 | Normal | Aktarilan
embriyo | globular uzayan saghklh | embriyo
sayis1 asamayl embriyo embriyo sayisi
gecemeyen sayisi (cift
toplam kotile-
embriyo donlu)
sayisli sayisi
3 0 0 0 0 0
T 17 2 2 0 0 0
T2 34 15 8 3 4 4
T3 47 10 1 8 1 1
54 0 0 0 0 0
T4 96 0 0 0 0 0
TS 107 0 0 0 0 0
T6 108 8 3 4 1 1
127 0 0 0 0 0
8 3 0 0 0 0 0
419 0 0 0 0 0
143 0 0 0 0 0
146 0 0 0 0 0
i 155 0 0 0 0 0
166 0 0 0 0 0
174 0 0 0 0 0
T10 230 7 4 3 0 0
283 30 13 14 3 3
T 50 7 4 0 0 0
T12 313 19 5 10 4 3
324 1 0 0 1 1
13 330 0 0 0 0 0
T14 337 0 0 0 0 0
T18 383 3 1 2 0 0
T20 754 61 17 38 6 3
Y1 441 0 0 0 0 0
Y5 564 0 0 0 0 0
Y12 707 4 0 4 0 0
Y16 735 13 5 4 4 4
Toplam 177 63 90 24 20
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Cizelge 4.6’ya gore daha Once en iyi performansa sahip olduklar tespit edilen
754., 735. ve 283. genotiplerden elde edilen toplam embriyo sayilari sirasiyla 61, 13 ve
30 olarak belirlenmistir. Normal embriyo olusumu da yine en fazla 754. genotipte
gerceklesmistir. Toplam embriyolar arasindan normal ¢ift kotiledonlu embriyoya
donlisemeyenler ise ya globular olarak kalmis ya da anormal gelisim gostermislerdir.
Duragan ortamda kiiltiire alinan genotiplerin embriyo ortalamalar1 ve toplam embriyo
sayilart kiyaslandiginda (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6) androgenesise verdikleri tepki
siralamasinda tutarsizlik varmis gibi goriilmekte, bu durum kontaminasyon nedeni ile
kaybedilen petri sayilarindan kaynaklanmaktadir.

4.2.2.Calkalayici iizerinde bulunan shed-mikrospor kiiltiir sonuclari

Calkalayic1 etkisini test etmek iizere kiiltiire alinan 29 genotip Tukey’s ikili
karsilagtirma yontemi kullanilarak karsilastirilmis ve bunlara ait sonuglar Cizelge 4.7°de
verilmigtir.

Cizelge 4.7. Calkalayici lizerinde mikrospor embriyogenesis performanslar test edilen
29 genotipe ait kiiltiirlerden tomurcuk basina elde edilen toplam embriyo ve
normal embriyo sayilar ortalamalarinin karsilastirilmasi™*

Tomurcuk basina ortalama embriyo sayisi

Orijin Genotip Toplam embriyo sayisi Toplam normal embriyo sayisi
Ortalamasi Ortalamasi

T1 3 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
17 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T2 34 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T3 47 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
4 54 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T 96 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
TS5 107 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T6 108 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T8 127 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
132 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
419 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
143 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
146 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
e 155 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
166 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
174 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T10 230 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T11 283 1.23+0.90 a 0.23+0.17 a
292 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T12 313 0.57+0.39 a 0.00+0.00 a

*Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gére ayni harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir
(0=0.05)
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Cizelge 4.7 nin devami

Tomurcuk basina ortalama embriyo sayisi

Orijin | Genotip Toplam embriyo sayisi Toplam normal embriyo sayisi
Ortalamasi Ortalamasi

T13 324 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
330 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T14 337 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
T18 383 0.38+0.38 a 0.08+0.08 a
T20 754 20.4+9.76 b 1.27+0.44 b
Y1 441 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
Y5 564 0.13+0.13 a 0.00+0.00 a
Y12 707 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
Y16 735 3.15£3.15 a 0.08+0.08 a

*Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni harfi tagiyan ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir
(0=0.05)

Cizelge 4.7°de verilen istatistik analiz sonuglarina gore, calkalayici iizerinde
kiilttirleri bulunan 29 genotipten 6 adedi bulunduklar1 ortama tepki gostermislerdir. Bu
genotiplerden tomurcuk basmna 0.13 ile 20.4 arasinda embriyo elde edilmistir.
Performansi en yiiksek genotipin 754 nolu ticari kdkenli genotip oldugu belirlenmis ve
bu genotipin istatistiksel olarak diger genotiplerden farkli oldugu tespit edilmistir. Bu
genotipi 3.15 ve 1.23 embriyo ortalama ile sirasiyla yerel kdkenli 735 ve ticari kokenli
283. genotipler takip etmistir. Genotipler tomurcuk bagina olusan normal embriyo
ortalamalar1 agisindan degerlendirildiginde ise 1.27 ile en yliksek normal embriyo sayisi
754. genotipten elde edilmistir.

Calkalayici tizerinde bulunan kiiltiirlerde her bir genotipten elde edilen toplam
embriyo, gelisimi globular asamay1 gecemeyen toplam embriyo, kotiledonlar1 uzayan
embriyo, ¢ift kotiledona sahip normal saglikli embriyo ve ¢imlendirme ortamina aktarilan
embriyo sayilar1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8’e gore daha dnce en iyi performansa sahip olduklari tespit edilen 754.
735. ve 283. genotiplerden elde edilen toplam embriyo sayilar1 sirasiyla 306, 41 ve 16
olarak belirlenmistir. Normal embriyo olusumu da yine en fazla 754. genotipte
gerceklesmistir. Toplam embriyolar arasindan normal c¢ift kotiledonlu embriyoya
doniisemeyenler ise ya globular olarak kalmis ya da anormal gelisim gdstermislerdir.
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Cizelge 4.8. Calkalayici lizerinde mikrospor embriyogenesis performanslari test edilen
29 genotipe ait kiiltlirlerden elde edilen toplam embriyo, gelisimi globular
asamay1 gecemeyen toplam embriyo, kotiledonlar1 uzayan embriyo, ¢ift
kotiledona sahip normal saglikli embriyo ve ¢imlendirme ortamina aktarilan
embriyo sayilari

Orijin | Genotip | Toplam Gelisimi | Kotiledonlar1 | Normal | Aktarilan
embriyo | globular uzayan saghklh | embriyo
sayisi asamayl embriyo embriyo sayisi
gecemeyen sayisi (cift

toplam kotile-

embriyo donlu)

sayisl sayisi
3 0 0 0 0 0
i 17 0 0 0 0 0
T2 34 0 0 0 0 0
T3 47 0 0 0 0 0
54 0 0 0 0 0
T4 96 0 0 0 0 0
TS 107 0 0 0 0 0
T6 108 0 0 0 0 0
127 0 0 0 0 0
T8 132 0 0 0 0 0
419 0 0 0 0 0
143 0 0 0 0 0
146 0 0 0 0 0
® s 0 0 0 0 0
166 0 0 0 0 0
174 0 0 0 0 0
T10 230 0 0 0 0 0
283 16 6 7 3 3
T 0 0 0 0 0
T12 313 8 8 0 0 0
324 0 0 0 0 0
13 330 0 0 0 0 0
T14 337 0 0 0 0 0
T18 383 5 0 4 1 1
T19 754 306 230 57 19 6
Y1 441 0 0 0 0 0
Y5 564 2 2 0 0 0
Y12 707 0 0 0 0 0
Y16 735 41 30 10 1 0
Toplam 378 276 78 24 10
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4.3. Embriyo Rejenerasyonu Bulgular:
4.3.1.Duragan ortamdaki kiiltiirlerin embriyo rejenerasyon bulgulari

Duragan ortamdaki kiiltiirlerin embriyo verimi genel olarak degerlendirildiginde
13 genotipten toplam 177 embriyo olugmus, bunlarin 63°t globular asamanin Gtesine
gecememis, 90 embriyo kotiledon olusturmus, toplam embriyolardan 24 adedi cift
kotiledonlu normal saglikli embriyoya doniismiis ve bunlarin 20 adedi ¢imlendirme
ortamina aktarilmistir (Cizelge 4.6).

Duragan ortamdaki kiiltiirlerde gelisen bazi embriyo goriintiileri Sekil 4.3’te
verilmistir.

(a)

Sekil 4.3. Duragan ortamdaki kiiltiirlerden elde edilen gesitli embriyo gelisim 6rnekleri:
(a) 34 nolu genotipte radisil gelisimini tamamlayamamis bir embriyo; (b) 34
nolu genotipte gelisimini anter i¢inde siirdiiren bir embriyo; (c¢) 108 nolu
genotipte birbirine yapisik olarak gelisen embriyolar; (d) 735 nolu genotipte
cift kotiledonlu normal gelisim gdsteren bir embriyo

Sekil 4.3.c’de goriildiigi gibi duragan ortamdaki kiiltiirlerde embriyolarin sik ve
birbirine bitisik olarak gelistigi gozlemlenmistir. Bu sebeple, duragan ortamdaki
kiiltiirlerde embriyo aktarimi sirasinda, materyallerin zedelenmesi problemiyle karsi
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karstya kalinmistir. Bu durum embriyo aktarma sirasinda bazi kayiplarin verilmesine
neden olmustur.

4.3.2. Calkalayici iizerinde bulunan kiiltiirlerin embriyo rejenerasyon bulgular

Calkalayic1 {izerinde bulunan kiiltiirlerin embriyo verimi genel olarak
degerlendirildiginde alt1 genotipten toplam 378 embriyo olusmus, bunlarin 276’s1
globular agamanin Otesine gecememis, 78 embriyoda kotiledon olusmus, toplam
embriyolardan 24 adedi ¢ift kotiledonlu normal saglikli embriyoya doniismiis ve bunlarin
10 adedi ¢imlendirme ortamina aktarilmistir (Cizelge 4.8).

Calkalayici lizerinde bulunan kiiltiirlerde gelisen bazi embriyo goriintiileri Sekil
4 .4’te verilmistir.

Sekil 4.4. Calkalayic iizerinde bulunan kiiltiirlerden elde edilen ¢esitli embriyo gelisim
ornekleri: (a) 754 nolu genotipte kahverengilesme gosteren embriyolar; (b) 313
nolu genotipte anormal gelisim gosteren bir embriyo; (c) 283 nolu genotipte
anormal gelisim gosteren bir embriyo; (d) 735 nolu genotipte ¢ift kotiledonlu
normal gelisim gosteren bir embriyo

Calkalayic1 tizerinde bulunan kiiltiirler embriyo gelisimleri i¢in mikroskop altinda
incelendiginde, bazi1 embriyolarin ¢ift kotiledonlu oldugu ve ¢imlendirme ortamina

38



BULGULAR Selcen YILDIRIM DOGAN

aktarilmadan 6nce gelisimlerini biraz daha siirdiirmeleri i¢in bekletilen bu embriyolarin
bir siire sonra kahverengileserek biiylimelerini siirdliremedikleri goriilmistiir. Sekil
4.4.a’da goriildiigii gibi calkalayict lizerinde bulunan 754. genotipe ait kiiltiirlerde
karsilasilan en biiyiik problem, petri igerisinde yogun embriyo olusumu gerceklesmesine
karsin, bu embriyolarin kisa bir siire sonra kahverengileserek canliliklarini kaybetmesi
olmustur. Bu sebeple duragan ortamdaki kiiltiirlerde, ¢imlendirme ortamina aktarilan ¢ift
kotiledonlu saglikli normal embriyo orani, ¢alkalayici lizerinde bulunan kiiltiirlerdeki
aktarma oranindan daha yiiksek olmustur.
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5. TARTISMA

Androgenesis ¢alismalarinda, mikrosporlarin embriyogenesise tepki vermelerinde
donor bitkiden kaynaklanan en Onemli etken genotip olarak goriilmektedir (Segui-
Simarro 2010). Mikrospor embriyogenesisine olan yatkinlik, model olarak kabul edilen
tiirlerin farkli ¢esitlerinde bile degisiklikler gosterebilmektedir. Ayn1 model bitki tiiriiniin
baz1 gesitleri mikrospor embriyogenesise hi¢ yanit vermezken, bazilar yiiksek tepkiler
ortaya koyabilmektedir (Ferrie vd 1995, Touraev vd 2001, Malik vd 2008, Segui-Simarro
2010). 29 siis biberi genotipinde yapilan bu tez ¢alismasinda; duragan ortamda kiiltiire
alman 29 genotipten 13 adedi, calkalayici {iizerindeki kiiltiirlerden ise 6 adedi
bulunduklar1 ortama tepki vermislerdir. Embriyo olusturma ve normal goriintimlii saglikli
embriyo gelistirme yoniinden hem duragan hem de c¢alkalayic1 {izerinde bulunan
kiltlirlerde genotip etkisi olduk¢a 6nemli bulunmustur (p<0.001). Bununla birlikte
uygulamalar arasinda 6nemli bir fark tespit edilememistir.

Uygun sathadaki mikrosporlara sahip tomurcuklarin toplanmasi, basarili bir
androgenesis ¢aligmasi i¢in en belirleyici faktdrlerden bir digeridir. Biberde androgenesis
calismalarinda kullanilan, genel kabul gérmiis uygun mikrospor safhasi, gec tek
cekirdekli ya da erken asamadaki ¢ift ¢cekirdeklilerin oldugu sathalardir (Segui-Simarro
2010). Bugiine kadar pek ¢ok arastirict uygun asamadaki tomurcuklarin tespit edilmesine
yonelik caligmalarda bulunmustur (Kim vd 2004, Supena vd 2006a). Bu amagla
tomurcuklar; tomurcuk boyu, sepal/tomurcuk boyu orani ve anterdeki antosiyaninlesme
orani gibi bazi morfolojik 6zellikler ile iliskilendirilmistir. Ancak bu tez ¢aligmasina
baslandiginda, literatiirde siis biberi ile ilgili herhangi bir haploidi calismasina
rastlanmadigindan, ¢aligmada uygun tomurcuk biiytikliigii tespit edilmeye ¢alisilirken,
sebze biberinde yapilan caligmalarda kullanilan tomurcuk secim kriterleri dikkate
almmigtir. Supena ve Custer (2011) materyal se¢iminde, petal yapraklarin sepal
yapraklardan ¢ok az daha uzun ya da esit oldugu tomurcuklar1 kullanmislardir. Ayni
zamanda, bu tomurcuklarin igerisindeki anter uglarmin  %10-25 oraninda
antosiyaninlesme gostermesi de secimlerini etkileyen bir diger 6nemli kriter olmustur.
Supena ve Custers (2011) ¢alismalarinda anter uglart %10-25 oraninda antosiyaninlesme
gosteren tomurcuklarin, iclerinde %60°dan fazla oranda ge¢ tek cekirdekli, %20’yi
gecmeyecek miktarda orta tek cekirdekli ve %40 oranini gegmeyecek miktarda cift
cekirdekli mikrospor bulundugunu tespit etmislerdir. Bu tez c¢aligmasinda tomurcuk
secimi dikkate alinirken biitiin bu bilgilerin yani sira, kullanilan farkli morfolojilere sahip
siis biberi genotiplerinin, tomurcuklarinin da farkli morfolojik 6zelliklere sahip oldugu
g6z Onilinde bulundurulmustur. Calismada kullanilan 29 genotipten bazilar1 tamamen
yesil aksama sahipken, bazi genotipler yapraklarindan govde saplarina hatta meyvelerine
kadar antosiyonin igermistir (Cizelge 3.1). Sebze biberi akrabalarina gore zaten daha
kiiciik tomurcuklara sahip olan siis biberlerinin, bu ¢alismada kullanilan biitiin aksamlari
antosiyaninli olan genotiplerde, tomurcuk biiyilikliigliniin genel olarak yesil genotiplere
gore daha kiiciik oldugu gézlemlenmistir. Bu nedenle, uygun tomurcuk sathasini tespit
etme c¢aligmalart i¢in dig goriiniisii tamamen yesil olan 96. genotip ile dis goriiniisii
tamamen antosiyaninli olan 174. genotipin kullanimi tercih edilmistir.

Bugiine kadar dogru tomurcuk se¢imi yapabilmek i¢in sepal/tomurcuk boyu orani
pek cok arastirict tarafindan Onemli bir morfolojik isaret olarak goriilmiis ve
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caligmalarinda kullanilmistir (Nowaczyk ve Kisiela 2006, Supena vd 2006a, Kim vd
2008, Parra Vega vd 2013). Tez ¢aligmasinda yapilan incelemeler sonucu antosiyaninsiz
96. genotip ve antosiyaninli 174. genotipte uygun mikrospor safhasina sahip
tomurcuklarin sepal/tomurcuk boyu orani her iki genotip i¢cin de %70-80 olarak
belirlenmistir. Bu sonug Parra Vega vd (2013)’nin ii¢ Ispanyol tatli sebze biberi iizerinde
yaptiklar1 morfolojik ve sitolojik calismayla oOrtiismektedir. Parra Vega vd (2013)
yaptiklar1 ¢alismada bazi sebze biberi cesitlerinde uygun mikrospor sathasini igeren
anterlere sahip tomurcuklarda %80 oraninda sepal/tomurcuk boyu tespit etmislerdir. Bu
sonuglar birlikte degerlendirildiginde, siis biberinde ve sebze biberindeki tomurcuk
secimi yaparken sepal/tomurcuk boyu oraninin benzerligi ortaya ¢ikmaktadir. 29 siis
biberi genotipinin kiiltiire alindigt bu calismada, materyal se¢iminde tomurcuk
biiyiikliikleri degerlendirilirken, antosiyaninli genotiplerde uygun mikrospor safhasina
sahip tomurcuk boyunun, antosiyaninsiz olanlara gore daha kiiclik oldugu tespit
edilmisgtir.

DAPI ile yapilan gbzlemler sonucu uygun sathadaki mikrosporlari icerdigi tespit
edilen 174. genotipin 2 ve 3 numarali grup tomurcuklarina ait anterler morfolojik olarak
incelediginde %70-90 oraninda antosiyaninlesme gosterdikleri saptanmistir. Genel
aksami yesil 96. genotipten ise bu oran %10-40 arasinda, 3 ve 4 numarali tomurcuk
grubunun anterlerinde tespit edilmistir. Bu durum sitolojik bulgularin calismalara
saglayacagi giivenilirligin 6nemini ortaya koymaktadir. Ar1 vd (2016b), 64 siis biberi
genotipinin androgenesis performansinit degerlendirdikleri calismada biitiin aksamlari
antosiyaninli genotiplerde uygun agsamadaki mikrospor sathasinin antosiyaninsiz olanlara
gore daha kiigiik boyutlu tomurcuklar igerisinde bulundugunu saptamiglardir. S6z konusu
bu ¢alismadan elde edilen bir diger sonug; uygun mikrospor sathasini igeren antosiyaninli
genotiplerin anterlerindeki antosiyaninlesme oraninin %70-90 araliginda bulundugudur.
Bu sonuglar da dikkate alindiginda biitlin aksamlar1 antosiyaninli olan biber
genotiplerinde uygun tomurcuk se¢iminde, sadece anterdeki antosiyaninlesme oraninin
tek bagina bir isaret olarak kabul edilemeyecegi ortaya ¢ikmaktadir. Ote yandan, sadece
genel aksami yesil genotipler i¢in anter ucundaki antosiyaninlesme oraninin bir gosterge
olarak kullanilabilecegi, diger ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur (Nowaczyk ve Kisiela
2006, Supena vd 2006a, Kim vd 2008, Parra Vega vd 2013). Ayrica bu tez calismasinda
uygun mikrospor safthasi igeren antosiyaninli genotiplerdeki tomurcuklarin daha kiiciik
boyutlarda olmasindan dolayi, anterlerin ¢ikarilmasi asamasinda zorluklar yasanmistir.
Ozellikle antosiyaninli biber genotiplerinde androgenesis ¢aligmalarmin anter ¢ikarma
isleminin mikroskop altinda yiiriitiilmesiyle, olasi anter zedelenmelerinin ve embriyo
kayiplarinin 6niine gegcilebilecegi diisiiniilmektedir.

Androgenesis calismalarinda donér bitkinin genotipi son derece elverisli olsa ve
uygun safthadaki mikroporlar igeren materyaller kullanilsa bile, mikrosporlardan in vitro
kosullarda haploid embriyo uyartimini baslatabilmek Onemli ol¢iide bu bitkilerin
yetistirildigi kosullara da baglidir (Ellialtioglu vd 2001). Ferrie ve Caswell (2011) basarili
ve kalic1 bir mikrospor kiiltiiriiniin 6n kosulunun saglikli ve pestisitsiz donor bitkiler
kullanilmast oldugunu bildirmistir. Sicaklik, nem, fotoperiyod, 1sik yogunlugu
kontroliiniin saglanabildigi, zararli istilasindan korunakli iklim odalarinda kontrolli
olarak yapilan bitki yetistiriciligi, mikrospor kiiltiirlinde embriyo olusumuna, hatta
embriyo rejenerasyonuna olumlu etkiler yapmaktadir (Ferrie ve Caswell 2011). Ayrica
kontrolsiiz kosullardan elde edilmis donor bitkilerin kullanildig1 calismalarda,
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kontaminasyon olusumu nedeniyle potansiyel embriyo olusumunun olumsuz yonde
etkilendigi yine Ferrie ve Caswell (2011) tarafindan ifade edilmistir. Dondr bitkileri
serada, toprak kosullarinda yetistirilen bu tez calismasinda duragan ortamda kiiltiire
alman genotiplerden, o&zellikle 735 numarali genotipten kontaminasyon olusumu
nedeniyle ¢ok sayida petri kaybedilmistir.

Supena vd (2006b), Endonezya aci biberi iizerinde yaptiklari, kontaminasyonu
Onlemeye yonelik cesitli antibiyotik denemeleri ¢calismasinda, basarili bir kiiltiire alma
isleminde saglikli dondr bitkinin dnemine deginmislerdir. S6z konusu arastiricilar sadece
tamamen kontrollii phytotronlar igerisinde yetistirilen bitkilerden saglikli tomurcuklar
elde edilmesinin miimkiin oldugunu o6zellikle vurgulamislardir. Calismalarinda her ne
kadar gram pozitif ve gram negatif bakterilere karst kullandiklar1 antibiyotik
uygulamalarindan basarili sonuglar elde etseler de, fazla antibiyotik kullaniminin bakteri
direncine yol acacagini ve esas dikkat edilmesi gereken hususun saglikli bir donor
bitkiden gegtigine ozellikle dikkat ¢ekmislerdir (Kneifel ve Leonhardt 1992, Supena vd
2006b). Dondr bitki yetistirmede kontrollii kosullarin énemi arpa bitkisinde yapilan bir
calismada daha kargimiza ¢ikmaktadir (Dahleen 1999). S6z konusu ¢alismada kontrollii
ortamda yetistirilen donodr bitkilerden daha fazla sayida DH bitki rejenerasyonu
gerceklestigi saptanmistir. 29 siis biberi genotipi ile yiiriitilen bu tez ¢alismasinda,
mikrospor embriyogenesis performans: en yiiksek genotip, 754. genotip olarak One
cikmis olup, bu genotip hem duragan olarak hem de c¢alkalayici iizerinde en yiiksek
tepkiyi vermistir. Bu genotipten tomurcuk basina toplam embriyo olusumu ve normal
goriinimlii saglikli embriyo gelisimi duragan ortamda ortalama 4.69+2.33 olarak
gerceklesmistir. Ayni genotip, calkalayici iizerinde ortalama 20.4+9.76 toplam embriyo
ve 1.27+0.44 normal goriiniimli embriyo olusturmustur. 29 siis biberi genotipine ait shed-
mikrospor kiiltlirlerinin  ¢alkalayici iizerinde ve duragan olarak androgenesis
performanslarinin test edildigi bu embriyogenesis ¢alismasinin embriyo verim sonuglari,
Supena vd (2006b), Supena ve Custers (2011) veya Ar1 vd (2016a,b) nin sebze biberinde
yaptiklar1 shed-mikrospor ¢alismalar ile karsilastirildiginda, sonuglar beklentinin altinda
gerceklesmistir. Supena vd (2006b) ‘Galaxy’ adli bir Endonezya aci biberi ¢esitinde
tomurcuk basina ortalama 40.8 toplam embriyo ve 22.6 normal goriiniimlii saglikli
embriyo sonuglarini almiglar, Supena ve Custers (2011), ayn1 protokol iizerinde yaptiklar
bazi iyilestirmelerle bu sonucu Galaxy-DH hattinda toplam embriyo yoniinden 106.4 ve
normal goriiniimlii embriyo agisindan 35.3 ortalamaya yiikseltmislerdir. Ote yandan, Ar
vd (2016a) ise, bu tez c¢aligmasmin yiiriitiildiigli serada iki donem once F2 veya F3
kademesindeki 48 siis biberi genotipi ile yaptiklar1 ¢alismada tomurcuk basma 102.9
toplam embriyo ve 34.1 normal goriiniimlii embriyo elde etmislerdir. Bu basarili
calismalarla kiyaslandiginda, androgenesis ¢alismalarinda dondr bitki yetistirme
kosullarinin 6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir. Bu tez calismasinin sera kosullarinda
toprakta yapilan bitki yetistiriciligi esnasinda bazi zararli problemleri ile karsilagiimistir.
Sera yetistirme ortaminda yogun sekilde ortaya ¢ikan kirmizi 6riimecek ve afit zararlilarina
karst miicadele edebilmek i¢in zorunluluk nedeniyle bir defaya mahsus insektisit
uygulamasi yapilmigtir. Kontrollii kosullarda dondr bitki yetistiriciliginin dnemini
vurgulayan ¢ok sayida arastirma da géz oniinde bulunduruldugunda, calismadan elde
edilen beklentinin altindaki toplam embriyo olusumu ve saglikli embriyo gelisimi ve
rejenerasyon sonuclarinin nedenleri arasinda sera kosullarinda yapilan yetistiricilik
sirasinda yapilan insektisit uygulamasinin etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

42



TARTISMA Selcen YILDIRIM DOGAN

Calkalayic1 etkisinin mikrospor embriyogenesisi ve embriyo gelisimi iizerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alisma; Yang vd (2013) tarafindan Brassica rapa L. ssp.
chinensis alt tiirinde yapilmistir. S6z konusu bu arastirmada, yedi genotipin farkli
frekanslara sahip calkalayicilar tizerindeki kiiltiirlerindeki mikrospor embriyogenesisi ve
embriyo gelisimleri degerlendirilmis, biitlin genotiplerin ¢alkalayic1 {izerinde
olusturduklart mikrospor embriyogenesis ve embriyo gelisim sonuglari, duragan
ortamdaki kontrol gruplarina gore daha basarili sonuglar gostermistir. Calkalayici
iizerinde bulunan kiiltiirlerden en iyi sonuglar, 40 ve 50 rpm frekansl ¢alkalayicilardan
elde edilmis, bu kiiltiirlerden embriyo gelisimi yoniiyle %11.6’dan %69.37’ye artis ve
kotilendonlu embriyo gelisimi agisindan %3.4’ten %22.67 ye artig saglanmistir. Yang vd
(2013) calkalayici kullaniminin Brassica rapa L. ssp. chinensis’de embriyo verimi
iizerinde tespit ettikleri olumlu sonuglarini, ¢alkalayicinin petride havalandirma etkisini
arttirarak, hiicrelerin solunumunu desteklemesine baglamislardir. Ayrica ortamdaki
besinlerin embriyolar tarafindan calkalayici hareketinden dolayr daha kolay absorbe
edildigini, embriyolarin gelisimleri sirasinda salgiladiklar1 zararli maddelerin ¢alkalayici
hareketi sayesinde embriyolardan uzaklastirildigini ve bu sayede embriyolarin daha kisa
siirede kotiledonlu embriyolara doniistiiklerini belirtmislerdir. S6z konusu c¢aligmada
‘Jinpinxiaguan’ ¢esidinden duragan kontrol ortaminda %77.42 oraninda kotiledonlu
embriyo elde edilirken, c¢alkalayic1 iizerindeki kiiltiirlerinden %91.43 oraninda
kotiledonlu embriyo verimi tespit edilmistir. Ayn1 genotipin duragan kiiltiirlerinde %6.45
olan anormal embriyo sayisinin, ¢alkalayici lizerindeki kiiltiirlerinde %2.86’ya diistligii
saptanmistir. Bu tez ¢aligmasinda siis biberinde yapilan shed-mikrospor kiiltiirlerinde ise
embriyo olusturma performansi agisindan en basarili sonucu veren 754. genotipin
calikaliyict tizerindeki kiiltlirlerinde kontrol grubuna gore, yaklasik 4.5 kat daha fazla
ortalama embriyo olustugu tespit edilmistir. Ancak hem duragan hem de 50 rpm frekansta
calkalanan kiiltiirlerin, normal embriyo olusturma kapasitelerinin genel olarak diisiik
oldugu, duragan kiiltiirlerdeki toplam embriyolardan %6.34’iiniin, ¢alkalayici iizerinde
bulunan kiiltiirlerdeki embriyolardan ise %13.56’smin normal saglikli embriyoya
dontistiigii saptanmistir. Bu yoniiyle, tez caligmasinda ¢alkalayicinin ortaya koydugu
olumlu sonuglar Yand vd (2013) ile uyum gostermektedir. Ote yandan, kiiltiirlerde
ozellikle calkalayici lizerinde bulunanlarda, embriyo rejenerasyon ortamina aktarilmak
iizere gelisimini ilerletmesi icin bekletilen kiiclik boyutlu ¢ift kotiledonlu normal saglikl
embriyolarin, c¢alkalayicinin etkisinden kaynaklandig: diisiiniilen sebeple kisa siirede
kahverengileserek canliliklarini kaybettikleri gortilmiistiir.

Jiang vd (2008)’nin bildirdigine gore siv1 kiiltiirde uzun siire kalan embriyolar kati
rejenerasyon ortamina aktarildiklarinda kahverengileserek canliliklarini yitirmektedirler.
Calkalayic1 kullanimi sirasinda ortam degistirmenin bu olumsuzluklar: Onleyerek
embriyogenesis olusumuna ve olugacak embriyolarin kalitesi ve rejenerasyonuna olumlu
etkide bulundugu baz1 ¢alismalarda ortaya konmustur (Mathias, 1988). Li ve Devaux
(2003), Hordeum vulgare L. tiirlinde yaptiklart izole edilmis mikrospor kiiltiirii
caligmasinda, 3 hafta siv1 ve 3 hafta kat1 kiiltiirlerde inkiibe edilen mikrosporlarin embriyo
gelisimleri ve yesil bitki olusturma kapasitelerinin, 6 hafta siireyle sivi ortamda inkiibe
edilen kiiltiirlere gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. S6z konusu ¢alismadan elde
edilen bir diger sonug; 3 hafta sivi ve ardindan 3 hafta kati ortamda bekletilen
kiiltiirlerden, 6 hafta boyunca sivi ortamda bekletilen kiiltiirlere kiyasla daha az sayida
albino bitkinin tespit edilmesidir. Li ve Devaux (2003), ortam degistirmenin embriyolarin
hava almasia olanak taniyarak, daha saglikli gelisim gostermelerini sagladigini ifade
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etmiglerdir. Ortam degistirmenin embriyo gelisimine etkisi ilizerinde duran bir diger
calisma, Kim vd (2008) tarafindan yapilmistir. Arastiricilar, “Milyanj-jare” biber ¢esidi
lizerinde yaptiklar1 izole edilmis mikrospor kiiltiirii ¢alismasinda, 4 hafta sonunda
kotilendonlar1 olugsan embriyolarin %2 sukroz igeren kati1 B5 ortamina aktarilarak ve 1s18a
maruz birakilarak, 5 giin iginde kok gelisimi gosterdiklerini ifade etmislerdir. S6z konusu
calismada elde edilen embriyolar globular ve kalp sekilli (A), kotiledonlar1 uzayan (B) ve
anormal goriinlimlii olan (C) gruplarina ayrilmislardir. 4 hafta sonunda %2 sukroz iceren
BS5 kat1 ortamina aktarilan kotiledon olusumu gdsteren B grubunun %80’inden fazlasinin
bitkiye doniistiigii tespit edilmistir. A ve C gruplarindan ise herhangi bitki rejenerasyonu
saglanamamigtir. Kim vd (2008), 4 hafta sonunda, ortamdaki besin miktarinin
azalmasindan dolayr embriyo gelisiminin distiigiinii, ortam degistirmenin kiiltiirlere
besin takviyesi anlamina geldigi i¢in, ortam yenilemenin bitkilerin yesil aksamlar
olusturmasini ve koklenmeye baglamasini tesvik ettigini vurgulamislardir. Calismada
arastiricilar en iyi sonucu; 8x10*-10x10* /ml mikrospor oram ile 32°C’de sukroz
bulunmayan NLN ortaminda agliga maruz birakarak yaptiklart 6n uygulama ve daha
sonra %9 sukroz iceren NLN ortaminda kiiltiire aldiklar1 petrilerden elde etmislerdir.
‘Milyanj-jare’ ¢esitinde yapilan bir baska calismada ise (Kim vd 2013), izole edilmis
mikrosporlar, 6nce sivi, daha sonra ¢ift fazli ortama alinan 2 basamakli, sadece ¢ift fazli
ve sadece sivi ortamlarda kiiltiire alinmiglardir. Calismada uygulanan 3 farkli kiiltiir
ortamindan en etkili sonug, Oonce sivi ortama daha sonra c¢ift fazli ortama aktarilan,
mikrosporlarin kiltlirlerinden elde edilmistir. 2 basamakli kiiltiirlerde petri basina
ortalama 164.3 embriyo ve 16.3 kotilendolu embriyo gézlemlenmistir. Ote yandan ¢ift
fazl1 ortamda petri basina ortalama 85.7 embriyo elde edilirken, 12.5 kotilendonlu
embriyo olusumu saglanmistir. Stvi ortam ise embriyo olusum agisindan petri basina
ortalama 263.5 degeri verirken, siv1 ortamda kotiledonu uzayan embriyo goriilmemistir.
Aragtiricilar, 6nce s1vi ortamda 1 hafta inkiibe edilen ve daha sonra 3 hafta siireyle ¢ift
fazli ortamda kiiltiire alinan mikrosporlardan daha yiiksek sayida kotiledonlar1 uzayan
embriyo elde edilmesini; sivi ortamda petri dibinde gelisen ancak oksijensiz kalan
embriyolarin yeni ortama aktarilarak gelisimlerine devam etmesi olarak
degerlendirmislerdir. Kim vd (2013), s1v1 ortamlarin embriyolara besin tagima agisindan
olumlu sonuglart oldugunu ancak ayn1 zamanda toksik ve biiylimeyi engelleyici
maddelerin de s1vi ortamdan kolay bir sekilde embriyolara tasindigini, bu sebeple, ortam
tazelemenin zararli maddeleri seyrelterek, embriyo tiizerindeki olumsuz etkilerini
azaltacagini belirtmiglerdir.

Biitiin bu sonugclar degerlendirildiginde, bu tez ¢calismasinda hem duragan hem de
calkalayici tizerindeki kiiltiirlerde goriilen diisiik embriyo veriminin sebebi; donor bitki
yetistirme kosullarindan baska, yaklasik 2 ay boyunca anterlerin ve onlarin acgilmasiyla
stvi ortama dagilan mikrosporlarin bastan itibaren ayni ortam i¢inde kiiltiire alinmis
olmalar ile aciklanabilir. Bu nedenle ileride siis biberinde yapilabilecek sivi kiiltiir
caligmalarinda ortam yenilemenin, embriyo kalitesi ve gelisimine katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, ticari veya yerel orijinli 29 siis biberi genotipinin shed-
mikrospor kiiltiirlerinde calkalayict kullaniminin embriyo verimi iizerine etkisi tespit
edilmistir. Bu amagla 6ncelikle ¢calismada kullanilacak uygun mikrospor safthasina sahip
siis biberi genotiplerine ait tomurcuk morfolojileri tespit edilmeye calisilmigtir.

Antosiyaninli ve yesil goriiniimlii iki siis biberi genotipinden alinan biber
tomurcuklar1 altt gruba ayrilarak her bir gruptaki tomurcuklar; tomurcuk boyu,
sepal/tomurcuk boyu oranlari, anter ucundaki antosiyaninlesme orani ve uygun sathaki
mikrosporlar1 igerip i¢ermediklerine gore degerlendirilmistir. Yapilan DAPI destekli
sitolojik caligmalar ile her iki genotip i¢in uygun mikrospor safhasini igeren anterlerin
bulundugu tomurcuk morfolojileri belirlenmistir. Antosiyaninsiz 96 nolu genotipten 3 ve
4 nolu tomurcuk gruplar1 uygun mikrospor sathasini igerirken, 174 nolu antosiyaninli
genotipte uygun mikrospor sathasi 2 ve 3 nolu tomurcuk gruplarinda saptanmistir. Tez
caligmasinda yapilan incelemeler sonucu antosiyaninsiz 96. genotip ve antosiyaninli 174.
genotipte uygun mikrospor sathasina sahip tomurcuklarin sepal/tomurcuk boyu orani her
iki genotip i¢in de %70-80 olarak belirlenmistir.

29 siis biberi genotipinin kiiltiire alindigi bu c¢aligmada, materyal se¢iminde
tomurcuk biiyiikliikleri degerlendirilirken, antosiyaninli genotiplerde uygun mikrospor
safhasina sahip tomurcuk boyunun, antosiyaninsiz olanlara gore daha kii¢lik oldugu tespit
edilmistir. DAPI boyama ile yapilan gozlemler sonucu uygun sathadaki mikrosporlar
icerdigi tespit edilen 174. genotipin 2 ve 3 numarali grup tomurcuklarina ait anterler
morfolojik olarak incelediginde, %70-90 oraninda antosiyaninlesme gosterdikleri
saptanmistir. Genel aksami yesil 96. genotipte ise bu oran %10-40 arasinda, 3 ve 4
numarali tomurcuk grubunun anterlerinde tespit edilmistir. Bu durum anter ucundaki
antosiyaninlesme oraninin sadece antosiyaninsiz genotiplerde morfolojik bir markdr
olarak kullanilabilecegini gdstermistir.

Caligmada, 29 genotipin duragan ve calkalayici {izerinde bulunan petrilerinde
olusan toplam ve normal embriyo sayilarinin varyans analiz sonuglarina gore;
genotiplerin istatistiksel diizeyde (p<0.001) birbirinden farkli oldugu, ancak uygulamalar
arasinda fark olmadigi tespit edilmistir.

Duragan ortamda kiiltiire alinan 29 genotipten 13 adedi bulunduklar1 ortama tepki
gostermisler, bu genotiplerden tomurcuk basina 0.14 ile 4.69 arasinda embriyo elde
edilmistir. Performansi en yliksek genotipin, 4.7 embriyo ortalamasi ile 754 nolu ticari
kokenli bir genotip oldugu belirlenmis ve bu genotipin istatistiksel olarak diger
genotiplerden farkli oldugu tespit edilmistir. Bu genotipi 2.17 ve 2.00 embriyo ortalama
ile sirastyla yerel kokenli 735. ve ticari kokenli 283. genotipler takip etmistir.

Calkalayici tizerinde kiiltiirleri bulunan 29 genotipten 6 adedi bulunduklar1 ortama
tepki gostermisler, bu genotiplerden tomurcuk basina 0.13 ile 20.4 arasinda embriyo elde
edilmistir. Performans1 en yiiksek genotipin 20.4 embriyo ortalamasi ile 754 nolu ticari
kokenli genotip oldugu belirlenmis ve bu genotipin istatistiksel olarak diger genotiplerden
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farkli oldugu tespit edilmistir. Bu genotipi 3.15 ve 1.23 embriyo ortalama ile sirasiyla
yerel kokenli 735 ve ticari kokenli 283. genotipler takip etmistir.

Calkalayici iizerinde bulunan ve duragan kiiltiirler toplam embriyo ve globular
embriyo olusturma yoniiyle kiyaslandiginda, ¢alkalayici iizerindeki kiiltiirlerde daha
yiiksek sayida toplam embriyo ve globular embriyo olustugu saptanmistir. Ornegin,
embriyo olusturma performansi agisindan en basarili sonucu veren 754. genotipin
calikaliyict iizerindeki kiiltiirlerinde kontrol grubuna gore, yaklasik 4.5 kat daha fazla
ortalama embriyo olustugu tespit edilmistir.

Sonug olarak ¢alkalayict kullaniminin siis biberinde shed-mikrospor kiiltiirlerinde
embriyo verimi lizerine olumlu etkileri tespit edilmistir. Duragan ve calkalayici
tizerindeki kiiltiir ortamlarindan elde edilen embriyo verimlerinin, dondr bitki
yetistiriciliginin kontrollii kosullarda yapilmas: ve ozellikle calkalayict iizerindeki
kiiltiirlerin besin ortamlarinin belli araliklarla yenilenmesi ile 1iyilestirilebilecegi
distiniilmektedir.
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