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OZET

HATAY BIBERI’NDE SAF HATLARIN URETILMESi AMACIYLA UYGUN
ANDROGENESIS YONTEMININ GELISTIRILMESI

Hatay biberinin bilhassa meyve 6zellikleri bakimindan farkli tiplere sahip, karigik
genotiplerden olusmasi ve cok sayida hastalik ve zararliya karsi olan duyarliligi,
ireticilerin en Onemli sorunlarindandir. Arastirmanin amaci, Hatay biberi koy
popiilasyonunun androgenesis yontemiyle saflastirilmasini saglayabilecek bir protokol
gelistirmektir. Bu arastirmada; Hatay biberi popiilasyonlarindan segilen 4 biber hatt1 ile
iki asamali ve ¢ift katmanli anter/mikrospor (shed-mikrospor) kiiltiirii yontemleri
kullanilmastir.

Iki asamali yontemde anterler, aktif kémiir (AC) (%0.0 veya 0.5) ve sefotaksim
(0.0 veya 250 mg/L) igeren DDV-C C (Dumas de Vaulx temel ortami, 0.01 mg/L 2,4-D,
0.01 mg/L kinetin) ortaminda inkiibe edilmis, 12. giinde DDV-R (Dumas de Vaulx
temel ortami, 0.1 mg/L kinetin) ortamina aktarilmislardir. Bu galismalardan embriyo
elde edilememistir.

Cift katmanli sistemde rejenerasyon ortami olarak %2 maltoz, %1 AC ve %0.6
agar iceren yari kat1 alt tabaka ile %2 maltoz, 2.5 uM zeatin ve 5 uM IAA igeren siv1 {ist
tabakadan olusan NN ortami kullanilmistir. Farkli biber hatlarinda androgenesis
etkinligini arttirmak icin rejenerasyon ortamina eklenen farkli sefotaksim (0 veya 250
mg/L), agar miktar1 (%0.6 veya %0.8) ve agar kaynag1 (Sigma, Duchefa) ile sivi ortam
miktar1 (1.5 mL veya 3 mL), siv1 ortamin ¢alkalanmasi (0 veya 100 rpm), kat1 ortam
miktar1 (3 mL veya 5 mL) gibi faktorlerin etkisi incelenmistir. Rejenerasyon ortaminda
olusan embriyolar, 0.1 uM BA, %2 sakkaroz ve %0.6-0.9 agar igeren MS ortaminda
cimlendirilmis ve ayn1 ortamda koklendirilmistir.

Cift katmanli kiiltlir ortaminin kati tabakasina eklenen %0.8 agar (36.81
embriyo/100 anter), %0.6 agara (19.54 embriyo/100 anter) kiyasla daha yiiksek embriyo
tiretmis ve her iki uygulamada 3 genotipten toplam 12 bitki geliserek saksilara
dikilmistir. Ortamlara eklenen 250 mg/L’lik sefotaksim konsatrasyonunun
kontaminasyonlar1 azalttigi ve dolayisiyla embriyo iiretimini arttirdigi, Sivi ortam
miktar ile ¢alkalama kombinasyonu uygulamalarindan ¢alkalanmayan ve 1.5 mL sivi
ortam kullanilan kiiltiirlerden embriyo (33.74 embriyo/100 anter) ve UgHat1 hattindan 1
bitki elde edilmistir. Farkli kat1 ve sivi ortam miktar1 ile farkli agar kaynaginin kombine
edildigi calismada, Duchefa agar1 embriyo olusumunda 6nemli bir fark yaratmamuis,
bitki {iretiminde ise daha olumlu sonuglar vermistir. U¢Hat1 hattinda olusan 4 bitkinin
tiimii Duchefa agar1 kullanilan uygulamalardan tiretilmistir.

Cift katmanli androgenesis yontemi ile iiretilen toplam 18 androjenik bitkinin
stoma bekgi hiicrelerinde yapilan kloroplast sayimlari ile bitki ¢i¢ek, yaprak, meyve ve
tohum gozlemleri sonucu 5 bitkinin haploid, 13 bitkinin ise diploid/dihaploid (DH)
oldugu tespit edilmistir. Haploid bitkilerin siirgiin ucu ve tomurcuklarina 22.2 uM BAP
iceren MS ortaminda %0.04, 0.2 veya 0.4 kolhisin dozlarinin 3 veya 6 giin siireyle
uygulanmasi DH bitkilerin tiretilmesini saglayamamustir.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT of APPROPRIATE ANDROGENESIS METHOD for PURE
LINES BREEDING in HATAY PEPPER

The most important problems for growers of Hatay local pepper are the non-
uniform fruit production and sensitivity to some diseases and pests. The objectives of
this investigation are improving an efficient adrogenesis protocol for Hatay local
pepper, and producing some pure lines. In this research, 4 pepper lines selected from
Hatay pepper, two-stage anther culture and shed-microspore culture methods were used.

In the two-stage anther culture, the anthers were incubated in the DDV-C medium
(Dumas de Vaulx basal medium, 0.01 mg/L 2,4-D, 0.01 mg/L kinetin) supplemented
with active coal (AC) (0.0 or 0.5%) and cefatoxime (0.0 or 250 mg/L), and transferred
to the DDV-R medium on the 12" day. Ebmryo was not obtained in these experiments.

In shed-microspore culture, NN medium consisting of semi-solid lower layer
containing 2%maltose, 1%(AC) and 0.6%agar and liquid top layer containing
2%maltose, 2.5 uM zeatin and 5 uM IAA were used as regenation medium. In order to
increase the efficiency of androgenesis in different pepper lines, the effects of
sefotaxime (0 or 250 mg/L), agar (0.6 or 0.8%) and agar source (Sigma or Duchefa)
added to the regeneration medium, and of the factors such as amount of liquid medium
(1.5 or 3 mL), agitation of liquid medium (0 or 100 rpm) and amount of solid medium
(3 or 5 mL) were examined. The embryos obtained in the regeneration media were
germinated in MS medium containing 0.1 uM BA, 2%sucrose and 0.6-0.9%agar, and
rooted in the same medium.

The 0.8%agar in the solid layer of the shed-microspore culture medium produced
more embryo (36.81 embryo/100 anther) than that of 0.6%agar (19.54 embryo/100
anther), and 12 plants were obtained from 3 genotypes in both agar concentration. It was
determined that the 250 mg/L cefotaxime added to the media reduced contamination
and thus increases embryo production. Embryos (33.74 embryo/100 anther) were
obtained from the 1.5 mL liquid medium that not agitated among the applications
created by combination of agitation with different amounts of liquid media, and 1 plant
was regenerated in UgHatl. In the other experiment in which different solid medium
(soliditied with different agar sources) amounts and liquid medium amounts have been
combined, Duchefa agar has not made a significant effect on embryo formation;
however, it had positive effects on plant production. All the 4 androgenic plants of
UcHat1 were produced from the media with Duchefa agar.

As a result of chloroplast counting made in the stomatal guard cells and
observation of plant flower, leaf size, fruit and seed formation of 18 androgenic plants
obtained from the shed-microspore culture, it was determined that 5 plants were haploid
and 13 plants were diploid/dihaploid (DH). Application of the 0.04, 0.2 or
0.4%colchicine concentrations in MS medium containing 22.2 uM BAP to shoot tips
and lateral buds of haploid pepper plants for 3 or 6 days failed to produce DH plants.
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1. GIRIS

Solanaceae familyasina ait olan ve genellikle biberler olarak bilinen Capsicum
cinsinin tiirleri, diinyadaki en 6nemli sebzelerdendir (Rubatzky ve Yamaguchi, 1997).
Anavatan1 Orta Amerika ve Meksika olmakla birlikte biber, Antartika hari¢ tiim
kitalarda yetistirilebilmektedir. Ancak 1liman, tropik ve subtropik iklime sahip
bolgelerde yetistirildiginde verim ve kalite artmaktadir (Gogmen, 2006).

Yaklasik 30 tiir igeren Capsicum cinsinin kiiltiire alinmis 5 tiirii (C. annuum L., C.
frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L. ve C. pubescens Ruiz & Pav.) ve bu
tiirlere ait yiizlerce ¢esit bulunmaktadir (Kaplan, 2012).

Biber cesitleri, bircok aragtirmaci tarafindan meyve ozelliklerine (renk, sekil,
irilik, tat vb.) ve kullanim durumlaria gore ¢esitli sekillerde simiflandiriimistir (Ozalp,
2010). Ulkemizde yaygin olarak kullanilan siniflandirmaya gore biber cesitleri; sivri,
carliston, dolmalik, konik (salgalik, Maras biberi, kapya vb.), iri kare kesitli (California
Wonder, Yolo Wonder vb.) ve siis biber gesitleri (konik meyveliler, yuvarlak
meyveliler, domates meyveliler)’dir (Ontiirk, 2018).

Tirkiye sebze tiiketim kiiltiiriinde ¢ok eski bir yere sahip olan biber, taze-sofralik
kullaniminin yani sira bolgelere 6zgii salca, tursu, baharat ve konserve yapiminda,
ayrica gida, ilag ve boya sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Binbir, 2010;
Bozolkalfa ve Esiyok, 2010).

Insan saglig1 acisindan da ¢ok dnemli olan biber, antioksidan dzellige sahip renk
maddeleri ile A, B, C ve E vitaminleri igeren, yiiksek besin degeri olan bir sebze olarak
bilinir. Bibere acilik veren kapsaisin (C;1gH27;03N) alkoloidi mide ve bagirsak
hareketlerini arttirir, hazmi kolaylastirir, emilimi tesvik eder ve peristaltisi hizlandirir
(Binbir, 2010; Seker, 2018). 100 g yenilebilir taze biberin besin degeri Cizelge 1.1’de
verilmistir (Liu ve ark., 2013).

FAO verilerine gore biber iiretiminde Cin ve Meksika’nin ardindan {igiincii sirada
yer alan tilkemizde 2015-2019 yillar iiretim ortalamasi 2 487 705 tondur (Cizelge 1.2)
(FAO, 2021).



Cizelge 1.1. 100 gr taze biberin besin maddesi icerigi (Liu ve ark., 2013)

Besin Maddesi Besin Icerigi
Enerji (kcal) 20.0 - 40.0
Protein (g) 0.8-2.0
Yag (g) 0.2-0.6
Karbonhidrat (g) 54-95
Magnezyum (mg) 0.0-25.0
Vitamin A, RAE (ug) 10.0 - 157.0
Vitamin B6 (mg) 0.22-0.51
Vitamin C (mg) 44.3 -183.5
Vitamin E, alfa-tokoferol (mg) 0.37-0.69
Niasin (mg) 0.05-1.2
Kalsiyum (mg) 7.0-18.0
Fosfor (mg) 20.0 - 46.0
Demir (mg) 03-1.2

Cizelge 1.2. Diinyada biber iiretiminde 6ne ¢ikan iilkelerin iiretim degerleri (ton) (FAO,
2021)

Ulke 2015 2016 2017 2018 2019 Ortalama
Cin 17207774 17654347 18105908 18557347 19007248 18106525
Meksika 2389829 2737028 3296875 3379289 3238245 3008253
Tiirkiye 2191888 2457822 2608172 2554974 2625669 2487705
Endonezya 1915016 1961598 2359441 2542332 2588633 2273404
Ispanya 1102522 1175635 1277908 1275460 1402380 1246781

TUIK verilerine goére Tiirkiye’de 2016-2020 yillar1 arasinda yapilan biber
tiretiminin yaklagik %44’ salgalik, %36°s1 sivri %15’i dolmalik, ve %51 ¢arliston tipi
cesitlerden olusmaktadir (Cizelge 1.3) (TUIK, 2021).

Cizelge 1.3. Tirkiye’de iretilen salgalik, dolmalik, sivri ve carliston tipi biber gesitleri
tiretim degerleri (ton) (TUIK, 2021)

Yil Salcalik (Kapya) Dolmalik Sivri Carliston Toplam
2016 957030 418435 967466 114891 2457822
2017 1107713 420904 945361 134194 2608172
2018 1128060 397175 930349 99390 2554974
2019 1234423 371918 902203 117125 2625669
2020 1291091 389957 838890 116967 2636905
Ortalama 1143663 399678 916854 116513 2576708




Son bes yilin (2016-2020) verilerine gore Tiirkiye biber iiretiminin yaklagik
%41°1ik kismin1 olusturan Akdeniz Bolgesi, 1 043 114 tonluk ortalamasiyla ilk sirada

yer almaktadir. Bunu Ege Bolgesi ve Marmara Bolgesi takip etmektedir (Cizelge 1.4)
(TUIK, 2021).

Cizelge 1.4. Tiirkiye tarim bdlgelerinin biber iiretim degerleri (ton) (TUIK, 2021)

Tarim Bolgesi 2016 2017 2018 2019 2020 Ortalama
Akdeniz Bolgesi 909593 1038081 1052063 1117384 1098449 1043114
Ege Bolgesi 627957 661735 641621 664845 741790 667590
Karadeniz Bolgesi 271117 249993 159289 156546 152222 197833
Marmara Bdolgesi 215628 226814 268743 219607 212667 228692

Giineydogu Anadolu Bolgesi 167348 161008 164312 187849 138851 163874
Orta Dogu Anadolu Bolgesi 133745 140808 130773 129323 131869 133304

Orta Kuzey Anadolu Bolgesi 58869 57253 63124 65450 69748 62889
Orta Giiney Anadolu Bolgesi 63048 62901 63266 71466 75980 67332
Dogu Anadolu Bolgesi 3707 3405 3712 4183 4337 3869
Tiirkiye 2451012 2601998 2546903 2616653 2625913 2568496

Akdeniz Bolgesi tiretim verileri incelendiginde, Hatay 64 572 tonluk ortalamasi

ile Antalya, Mersin, Adana ve Kilis’in ardindan besinci sirada yer almaktadir (Cizelge
1.5) (TUIK, 2021).

Cizelge 1.5. Akdeniz Bolgesi’nde biber iiretimi yapan iller ve iiretim degerleri (ton)
(TUIK, 2021)

il 2016 2017 2018 2019 2020 Ortalama
Antalya 390072 447791 439255 501213 533435 462353
Mersin 273792 294952 308892 312034 217590 281452
Adana 53748 115833 124061 120723 139793 110832
Kilis 75223 59850 62250 64578 67297 65840
Hatay 66333 66006 61538 60272 68712 64572
K.marag 21026 20534 22673 21267 20968 21294
Gaziantep 18593 18731 19039 19536 32533 21686
Osmaniye 10806 14384 14355 17761 18121 15085
Toplam 909593 1038081 1052063 1117384 1098449 1043114

Hatay ilimizde 2016-2020 yillarinda yapilan ortalama biber iiretiminin yaklagik

%731 salgalik, %2’si dolmalik ve %25°1 sivri gesitlerden olugsmaktadir (Cizelge 1.6)
(TUIK, 2021).



Cizelge 1.6. Hatay’da yetistirilen salgalik, dolmalik ve sivri biber cesitleri tretim
degerleri (ton) (TUIK, 2021)

Yil Sal¢alik (Kapya) Dolmahk Sivri Toplam
2016 43655 2189 20489 66333
2017 45728 1676 18602 66006
2018 46861 1568 13109 61538
2019 44054 1834 14384 60272
2020 55116 701 12895 68712
Ortalama 47083 1594 15896 64572

Ulkemizde yetistirilen ydresel biberlerin gesit niteliginde olmayip, genetik
bakimdan karigik popiilasyonlar halinde olmasi, yetistiricilikteki en 6nemli sorunlardan
biridir (Caglar ve ark., 2004). Hatay’da yetistirilen biber genotipleri de bilhassa meyve
Ozellikleri bakimindan farkli tiplerin bulundugu karisik popiilasyonlardan olusmaktadir
(Ontiirk, 2018). Ayrica bu popiilasyonlarin ¢ok sayida hastalik ve zararliya kars1 duyarli
olmasi, tireticilerin karsilagtiklar1 bir diger 6nemli sorundur.

Genetik saflastirma ile elde edilecek hatlar, farkli 6zelliklere (acilik, kuru madde,
meyve eti kalinligi, asitlik vb.) sahip, bazi1 hastalik ve zararlilara toleransli, standart ve
hibrit biber ¢esitlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecekleri i¢in ¢ok degerli 1slah
materyalleridir. Androgenesis, klasik 1slahta yapilan saflastirma islemine kiyasla zaman
kazandirmas1 ve diisilk maliyetli olmas1 nedeniyle, saf hat elde etmede kullanilmasi
gereken bir in vitro yontemdir. Androgenesis ile elde edilen haploid bitkiler ¢esitli
kimyasal maddelerle (kolhisin, orizalin vb.) “doubled haploid (DH)” hale
getirilebilmekte, boylece %100 homozigot hatlara 1-2 yil gibi kisa bir siirede
ulagilabilmektedir (Caglar ve ark., 2004).

Androgenesis, haploid embriyonun yalnizca erkek gamet hiicresinden meydana
gelmesi ile gerceklesir. Androgenez sirasinda, polen tanesini normal kosullarda iki
cekirdekli bir yaprya doniistiiren gametik gelisme yonii (mayoz bdliinme ile baslayip,
gamet olusumuyla devam eden siireg); heniiz tek cekirdekli donemdeyken somatik
gelisme yoniine dogru gevrilmektedir ve boylece in vitro kosullarda haploid embriyolar
elde edilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2001; Badiger, 2017).

Anter kiiltiirti, anterlerin binlerce mikrospor icermesi sebebiyle ¢ok sayida haploid
bitki liretimine olanak saglar ve biber androgenesis ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen
yontemdir (Comlekgioglu ve Ellialtioglu, 2018). Biberde androgenesis, in vitro anter

veya izole edilmis mikrospor kiiltiirleri kullanilarak yapilabilmektedir. Bu yontem esas
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olarak, heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek
¢ekirdekli mikrosporlari igeren anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda
yapay besin ortamlarinda inkiibe edilmesi veya anterlerden izole edilen mikrosporlarin
uygun ortamda kiiltlire alinmasi sonucu haploid bitki elde edilmesi olarak tanimlanabilir
(Ellialtioglu ve ark., 2001; Lantos ve ark., 2009). Bu amagla gelistirilmis olan, shed-
mikrospor kiiltiirii olarak da adlandirilan ¢ift katmanl (fazli) anter/mikrospor kiltiirii
sistemi, basarili bir yontem olmasi sebebiyle aragtirmacilar tarafindan tercih edilen bir
sistemdir. Ilk olarak 1997 yilinda Dolcet-Sanjuan ve arkadaslar tarafindan gelistirilen
ve modifiye edilerek bagka aragtirmacilar tarafindan da kullanilan bu sistemde yar1 kati
alt tabaka ve siv1 list tabaka olmak f{izere ¢ift katmanli bir ortam kullanilmaktadir.
Ortama alman anterler bir siire sivi st tabakada yiizer, igerisindeki mikrosporlar
bliylidilkce bu anterler yarilip acilir ve mikrosporlar1 ortama salinmis olur.
Mikrosporlarin mekanik olmayan bir bigimde izole edilip sivi besi ortaminda ayr1 ayri
bliylimesine olanak saglamasi nedeniyle, bu sistemde elde edilen rejenerantlarin
genellikle mikrospor kokenli oldugu kabul edilir (Ar1 ve ark., 2016).

Biber anter kiiltiirlinde basari; genotip basta olmak lizere, donor bitki yasi ve
yetisme kosullari, ortam, ortama eklenen biiyiime diizenleyicileri, 6n uygulamalar
(diisik veya yiiksek sicaklik vb.) ve siiresi gibi birgok faktérden etkilenmektedir.
Hatay’da yetistirilen popiilasyonlarda kullanilabilecek bir anter kiiltiirii protokolil
literatiirde heniiz rapor edilmemistir. Bu c¢alismanin amaci, Hatay biber
popiilasyonlarindan secilmis olan bazi hatlarin anter kiiltiirii ile saflagtirilmasini
saglayabilecek etkin bir protokoliin gelistirilmesi ve saf hatlarin iiretilmesi olarak

belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

George ve Narayanaswamy (1973), biber anter kiltlirii caligmalarinda LS
(Linsmaer ve Skoog (1965) ortami1) bazal ortamina, hindistan cevizi siitii (CM), yeast
ekstrakti (YE), kazein hidrolizat (CH) ile oksinler ve sitokinler gibi bitki biiylime
takviyelerini, farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda dahil ettiklerini, karbon
kaynagi olarak %2 sakkarozu kullandiklarini bildirmislerdir. Arastirma sonuglarina gore
asagidaki ti¢ ortamda, hiicrelerde siirekli bolinme gozlemlediklerini belirtmislerdir; 1)
LS, 0.3 ppm kinetin, 3.0 ppm IAA (Indol-3-asetik asit), 2) LS, 3.0 ppm kinetin, 1.0 ppm
IAA ve 3) LS, 400 ppm CH, 0.5 ppm IAA, 100 ppm inositol. Embriyoid tasiyan
anterlerin 3. ortama sik sik transfer edilmesi ile embriyoidin kalp ve torpido
asamalarinda daha fazla farklilagmasi saglanmistir. Calisma sonucunda, [AA’nin,
haploid morfogenez olusumunda polen iginde hiicre bdliinmesinin indiiklenmesi igin
gerekli oldugu, ancak kiiltiire alinan yiizlerce anterden elde edilen canli bitkicik oraninin
%0.1'den fazla olmadig1 rapor edilmistir.

Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan gelistirilen iki asamali anter kiiltiirii
sistemi; kiiltiiriin ilk 8 giinli boyunca karanlikta 35°C’lik 1s1 soku uygulanan anterlerin
biiyiime diizenleyici igeren ortamlarda [C ortami: Dumas de Vaulx ve ark. (1981)’nin
temel ortaminda 0.01 mg/L 2,4-D (2-4 Diklorofenoksi Asetik Asit) ve 0.01 mg/L
kinetin] inkiibe edilmesinin ardindan, rejenerasyon ortaminda [R ortami: Dumas de
Vaulx ve ark. (1981)’nin temel ortaminda 0.1 mg/L kinetin] alt kiiltiire alinmasin1 esas
almaktadir. Bu sistemde %5-40 oraninda embriyo elde edildigi bildirilmistir (Dumas de
Vaulx ve ark., (1981); Supena ve ark., (2006a)’dan).

Abak (1983) tarafindan, yerel biber populasyonlarinda iki asamali kiiltiir sistemi
uygulanmig, ayni laboratuar kosullar1 altinda Tiirkiye orijinli biberlerde basar1 elde
edilemedigi rapor edilmistir. Arastirmact, ‘Ince Sivri 35 X Pm217° melezlemesinde Ince
Sivri 35 ile ikinci geriye melez sonucu olusan bitki anterlerini kullanarak yaptig
calismasinda, C ortamina (Dumas de Vaulx ve ark. (1981)’nin temel ortami1) 5 mg/L
kinetin, 5 mg/L 2,4-D, sakkarozun 4 dozu (30, 60, 90, 120 g/L) ve demiri de tek-¢ift
dozlar (18.65-37.3 mg/L Na,EDTA, 13.9-27.8 mg/L FeSO,7.H,0) seklinde
degistirerek eklemistir. Arastirmaya gore en basarili sonuglar; “5 mg/L Kinetin, 5 mg/L
2,4-D, 120 g/L sakkaroz, ¢ift doz demir eklenmis” ortamdan alinmistir. Calismada 100



anterden ortalama 18.56 embriyo ve 10.38 bitki elde edilmistir (Abak (1983);
Comlekgioglu ve Ellialtioglu (2018)’dan).

Qin ve Rotino (1995), 3 biber donér bitkisinden elde ettikleri 17 androgenik
bitkinin bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayilarini belirlemis ve stoma uzunluklarini
Olgmiislerdir. Bu amacla, biiyiime ucundan (tepesinden) aldiklar1 ilk 3 yaprake¢igin alt
epidermisini soymus ve %]1°lik giimiis nitrat ¢ozeltisi damlatilmis lam iizerine
yerlestirdikten 5 dk sonra bir faz kontrast mikroskobunda 1000 biiyiitmede
incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda haploid bitkilerin, diploid bitkilerden 6nemli
Olciide daha az kloroplast ve daha kisa stoma uzunlugu gosterdigini tespit etmislerlerdir.
Her iki karakter ploidi seviyesi ile pozitif korelasyon gostermekle birlikte, tiretilen in
vitro bitkiciklerin ploidi seviyelerini belirlemek (haploid veya diploid olarak tespit
etmek) i¢in kloroplast sayisinin, stoma uzunluguna kiyasla daha giivenilir veri
sagladigim1 bildirmislerdir. Arastirmacilar, yaptiklar1 gozlem sonucunda 8 haploid
bitkinin kloroplast sayilar1 ortalamasinin 8.3 ila 11.0 arasinda, 9 diploid bitkide ise bu
ortalamanin 16.5 ila 19.8 arasinda degistigini rapor etmislerdir.

Dolcet-Sanjuan ve ark. (1997) nin gelistirdigi ¢ift katmanli anter/mikrospor (shed-
microspore) kiiltiiriinde kullandiklart ortamin; %2 maltoz, %0.5 aktif komiir ve %0.3
Gelrite igeren yar1 kati alt tabaka ile %2 maltoz iceren sivi list tabakadan olusan (gift
katmanli) modifiye edilmis bir NN ortam1 (Nitsch ve Nitsch (1969)’1n temel ortamai: 0.1
mM FeEDTA, 20 g/L maltoz, pH 5.8) oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, bu
yontemi kullanarak dolmalik biberlerde yaptiklar1 ¢alismada, anterleri bir hafta boyunca
7°C’de karanlik kosullarda inkiibe ederek embriyogenezi uyarmis, ardindan 28°C’de 8
hafta boyunca kiiltiire alarak haploid bitkicikler elde etmeyi basarmislardir. Genotiplere
bagli olarak her 100 tomurcuktan iiretilen embriyo sayisinin 3 ila 750, bitki sayisinin ise
0.25 ila 8 araliginda oldugunu bildirmislerdir.

Matsubara ve ark. (1998), temmuzdan kasim ayma kadar elde ettikleri anterlerin
kiiltiirii ile alt1 gesit biber (Capsisum annuum L.) mikrosporlarindan embriyoid ve kallus
rejenere ettiklerini rapor etmislerdir. Calismaya gore, tek c¢ekirdekli asamada
mikrosporlar i¢eren anterler, 0.004 mg/L 2,4-D, 0.1 mg/L kinetin, 30 g/L sakkaroz ve 2
g/L Gelrite ile desteklenmis MS (Murashige ve Skoog (1962) temel ortami1) ortaminda
kiiltiire alinmislardir. Anterler, 24 saat boyunca 35°C’de tutulmus ve daha sonra 40 giin

boyunca 16 saat giin uzunlugunda 25°C’de inkiibe edilmistir. Embriyoid ve kallus
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olusum oraninin ¢esitlere ve anterlerin alindigr doneme (aylara) bagl olarak degistigi;
yiiksek embriyoid olusumu igin eyliill ve ekim aylarinda 15°C ila 25°C arasi bitki
yetistirme ortam sicakliginin etkili oldugu belirtilmistir. Embriyoidlerin hormonsuz MS
ortamina aktarilarak bitkicige doniistiigii, ardindan aklimatize edildigi ve tim
bitkiciklerin normal olarak biyiidiigii belirtilmistir. K6k ucu hiicrelerindeki kromozom
sayisina gore 19 bitkinin haploid (2n = x = 12), bir bitkinin diploid (2n = 2x = 24) ve 3
bitkinin aneuploid (2n = 2x = 20-23) olarak tespit edildigi bildirilmistir.

Gémesné Juhasz ve ark. (2001), farkl tatli biber hatlarini kullanarak yaptiklari
calismada, Dumas de Vaulx ve ark. (1981)’nin besi ortamin1 Kullanarak anterleri (15
anter/Petri) kiiltiire almiglardir. Calismaya gore anterler, inkiibasyon siiresinin 4. ila 8.
haftasinda dogrudan embriyo gelisimi gostermislerdir. Bitki gelisim oran1 %1-11 olarak
belirlenmistir. Flow Sitometri analizine gore DH-R1 rejenerantlarinin ortalama %68.5’1
haploid (1C = n = 12), %29.8’i spontan DH (dihaploid, 2C = 2n = 24), %0.7’si
tetraploid (4C = 4n = 48), %1’i haploid ve diploid genomlarin genetik mozaizmine
sahip bir kimeray1 igeren aneuploid bitkiden olusmustur. Calismada, haploid bitkiler, 4-
6 giin boyunca 50-400 mg/L kolhisin igeren ortama yerlestirilerek %50 ila %95
oraninda DH bitki elde etmislerdir. Anter alinan dondr bitkilerin (2n), haploid
rejenerantlarin (n), spontan (2n) ve kolhisin uygulamasi ile indiiklenmis DH (2n)
bitkilerin molekiiler polimorfizmi RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA:
Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi), SSR (Simple Sequence Repeats: Basit Dizi
Tekrarlar1) ve ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat: Basit Tekrarli Diziler Arasi) ile
analiz edilmistir. Donor bitkilerin analizi, DH-R2 jenerasyonu ile karsilastirildiginda
beklenmedik bir sekilde genis bir molekiiler polimorfizm oldugu gosterilmistir.
Sonuclar, mayotik rekombinasyon sirasinda meydana gelen genetik degisikliklerin,
kolhisine bagli genomik katlama sirasinda meydana gelenlerden daha yiiksek oldugunu
gostermistir.

Ozkum ve Tipirdamaz (2002), MS ortamina NAA (a-Naftalen Asetik Asit)/BA
(Benzil Adenin) hormon kombinasyonlarinin eklenmesinin androgenik embriyo
olusumunu arttirabilecegini ileri siirmiislerdir. Yapilan ¢alismada, Capsicum annuum L.
tomurcuklarinin 4°C'de 48 veya 96 saat inkiibe edilmesinin (soguk soku uygulamasi) ve
ortama %0.25 aktif komiir eklenmesinin embriyo olusumu {izerine etkileri incelenmistir.

Sitolojik c¢aligmalarla, tomurcuk ve anterlerin biiyiikliigii ile morfolojik 6zellikleri



tanimlanmis ve mikrospor agamalari belirlenmistir. Caligmaya gore 5 mm ¢apinda ve 7
mm uzunlugunda olan tomurcuklarin, 1. polen mitoz asamalarinda ve tek c¢ekirdekli
mikrosporlari igerdikleri bu asamada, ta¢ yapraklarin uzunlugunun, ¢anak yapraklar ile
ayni boyda veya biraz daha uzun oldugu gozlenmistir. Calismada MS temel besin
ortamt “4 mg/L NAA ve 1 mg/L BA” veya “1 mg/L NAA ve 4 mg/L BA”
kombinasyonlari ile desteklenmistir. Arastirmaya gore en yiiksek embriyo sayisi, soguk
muamelelere tabi tutulmayan 4 mg/L NAA ve 1 mg/L BA ile aktif komiir ihtiva eden
ortam lizerinde kiiltiire alinan kontrol anterlerinden elde edilmistir. Ortalama androjenik
embriyo tretimi yaklasik %12.5 (25 embriyo/200 anter) olarak bulunmustur. Biiyiime
diizenleyicileri ve aktif kdmiiriin ortama eklenmesinin, biber anter kiiltiiriinde embriyo
olusumu iizerinde, soguk On uygulamadan daha biiylik bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir.

Tipirdamaz ve Ellialtioglu (2002), ¢ift fazli (katmanl) sistemde aktif komiir ve
soguk soku uygulamalarinin anterlerdeki icsel ABA (Absizik Asit) miktari iizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Arastirmada biber tomurcuklari, kiiltiir 6ncesi 4°C’de 80, 90
ve 100 saat ya da 9°C’de 5 ve 9 giinliik siirelerde soguk sokuna tabi tutulmuslardir.
Ortamin agar ile jellestirilen fazina %1 aktif komiir filtre edilerek eklenmistir. Calisma
sonucunda, denemelerde uygulanan soguk soklar1 ve aktif komiiriin anterlerdeki ABA
miktarini azalttigl, en diisiik ABA miktarin 9°C’de 9 giin tutulan ve ortamlarinda aktif
komiir bulunan anterlerde ortaya ¢iktigi belirtilmistir. Ancak, uygulanan aktif komiir ve
soguk soklar1 ile ABA’nin azalmis olmasina bagli olarak ¢alismada embriyo
olusumunun artmadig rapor edilmistir.

Biiyiikalaca ve ark. (2004), biber anter kiiltiirtinde farkli bitki yetistirme kosullari
ile rejenerasyon ortamina eklenen farkli giimiis nitrat (AgNO3) konsantrasyonlarinin
haploid embriyo {iretimi iizerine etkilerini arastirmak amaciyla bir ¢alisma
yuriitmuslerdir. Lokal bir kirmizi biber popiilasyonundan secilen U-247 ve U-238
genotipleri bitki materyalleri olarak kullanilmistir. Cigek tomurcuklari ya serada ya da
acik tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerden alinmistir. Calismada, 4 mg/L NAA, 0.1
mg/L BAP (Benzil Amino Purin), %0.25 aktif komiir, 30 g/L sakkaroz ve dort farkli
AgNO; konsantrasyonu (5, 10, 15 ve 20 mg/L) igeren MS ortamlari kullanilmustir.
Anterler, 2 giin boyunca 35°C’de karanlik kosullarda inkiibe edildikten sonra 28°C’de
16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot uygulamasinda kiiltiire alinmistir. Caligmaya



gore kombinasyonlarin tiimiinde haploid embriyo elde edilmis, en ¢ok embriyoyu 15
mg/L AgNO; (100 anterden 45.7 embriyo) igeren ortaminda U-247 genotipi vermistir.
Serada yetistirilen bitkilerden alinan anterler, agik alan kosullarinda yetistirilenlerden 4
kat daha fazla embriyo liretmistir.

Caglar ve ark. (2004), yaptiklar1 calismada MS besin ortamina; %0.25 aktif
komiir, 10 mg/L AgNO3, oksinlerden NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/L) veya 2,4-D (1.0, 2.0,
3.0, 4.0 mg/L) ile sitokininlerden BAP (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L) veya kinetin (0.1, 1.0,
5.0 mg/L) ilave ederek farkli ortamlar olusturmuslardir. Farkli bitki biiyiime
diizenleyecisi igerigine sahip besi ortamlar1 tizerinde kiiltiire alinan anterlere karanlikta
7 gin siire ile 4°C, 29°C veya 35°C olmak tiizere 3 farkli 6n sicaklik uygulamasi
yapilmistir. Toplam 37 uygulamadan yalnizca “0.1 mg/L BAP, 4 mg/L NAA, %0.25
aktif komiir ve 10 mg/L AgNO3” kombinasyonunda dogrudan embriyogenez meydana
geldigi belirtilmistir. Embriyo olusturma oran1 %2.8 (9 embriyo/327 anter) olarak
bildirilmistir.

Supena ve ark. (2006a), cift katmanli (fazli) sistemi Endonezya aci biber
genotiplerine uygulamislardir. Arastiricilar, %2 maltoz ve %0.5 aktif komiir (Duchefa)
igceren Nitsch bilesenlerinden (Nitsch ve Nitsch 1969) olusan ve %0.6 Bitki Agari
(Duchefa) kullanilarak jellestirilen alt katman ile; %2 maltoz ve Nitsch bilesenlerini
igeren agarsiz ist sivi fazindan olmak iizere iki ortamdan olusan ¢ift katmanli bir ortam
kullanmuslardir. Siv1 iist faza 2.5 uM zeatin ve 5 uM IAA eklenmistir. Her iki katmanin
ortamlari, otoklav edilerek sterilize edilmeden 6nce pH degerleri 5.8'e ayarlanmistir.
Yaklasik 1.5 ml kati1 ortam ve 1 ml siv1 st faz bulunan 3 cm ¢apindaki Petri kaplart
kullanilmistir. Arastiricilara gore protokoliin kritik faktorleri sunlardir: %50'den fazla
gec tek hiicreli mikrosporlart igeren c¢igek tomurcuklarinin se¢imi, tomurcuklarin
4°C’de 1 giin bekletilmesi, ardindan anterlerin 9°C'de 1 hafta boyunca ¢ift katmanh
ortam sisteminde ve daha sonra 28°C'de siirekli karanlikta kiltiire alinmasidir. Test
edilen act biberin 10 genotipi bu protokole cevap vermis, en iyi genotipler cicek
tomurcugu basina 4 ila 7 bitki tiretmistir.

Supena ve ark. (2006b) bu protokolii gelistirerek aymi yil yaptiklar1 bir diger
calismada, kiltir ortaminda sirasiyla 200 ve 10 mg/L'lik timentin ve rifampisin
antibiyotik  konsantrasyonlarin1 saglayarak dondr eksplantlarindan kaynaklanan

kontaminasyonu onlemislerdir. Ayrica, ¢alisma sonuglarina goére kiiltliriin ilk haftasi
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boyunca in vitro kolhisin (100 uM) uygulamasi, DH bitkilerin yiizdesini arttirmada
oldukga etkili olmustur.

Koleva-Gudeva ve ark. (2007), biber anter Kkiiltiiriinde somatik haploid
embriyolarin elde edilebilmesi i¢in inkiibasyon uygulamasiyla bitki biiylime
diizenleyicilerinin (6zellikle oksinler ile desteklenmis besin ortami) onemli faktorler
oldugunu bildirmislerdir. Bu baglamda ii¢ ayr1 inkiibasyon uygulamasi ile MS, N
(Nitsch (1969) temel ortami), LS, NN ve CP (Chambonnet (1988) indiiksiyon ortami)
ortamlar1 lizerinde biber anter kiiltiirli caligmalar1 yapmislar ve asagidaki sonuclar1 elde
etmislerdir. 1) Anterler LS ve NN ortamlarinda, soguk (7°C'de) ve karanlik kosullarda 7
giin boyunca inkiibe edildikten sonra, eksplantlar 4 hafta boyunca 1sik kosullarina
(25°C'de 12 saat fotoperiyot) transfer edilince kallus tiretmistir. 2) Anterler MS ve N
ortamlarinda, 25°C'de ve karanlik kosullarda 7 giin inkiibe edildikten sonra, eksplantlar
4 hafta boyunca 1sik kosullarina (25°C'de 12 saat fotoperiyot) transfer etmek, kallus
olusumunu saglamistir. 3) Anterlerin CP ortaminda, 8 giin karanlikta ve 35°C'de,
sonraki 4 giin boyunca 151k kosullarinda (25°C'de 12 saat fotoperiyot) inkiibe edilmesi
ve ardindan eksplantlarin 4 hafta boyunca R1 (Chambonnet rejenerasyon ortami (1988);
Irikova ve ark., (2011)’den) ortamina aktarilmasi ile anterlerden embriyolar elde
edilmistir.

Supena ve Custers (2011), calismalarinda ¢ift katmanli anter/mikrospor kiltiirii
yontemini kullanarak Endonezya ac1 biber genotiplerinde elde edilen normal gériintimli
embriyo oranini arttirmayl amaglamislardir. Diger androjenik yontemler i¢in de gegerli
olan bu sorunun ¢6ziimii igin yapilan bu g¢alismada protokol gelistirilerek, %50’nin
tizerinde normal goriiniimlii embriyo elde edilmesi saglanmistir. Arastirma bulgularina
gore bu basariyr saglayan faktorler, sivi {ist katmana 2.5 pM zeatin ve 5 uM [AA
eklenmesi ve 3 haftalik kiiltiirden sonra 28°C olan inkiibasyon sicakliginin 21°C’ye
diistiriilmesi olmustur. Cift katmanli anter/mikrospor yonteminde kati besin ortamina
eklenen %1 oranindaki aktif komiiriin toplam embriyo dretimini olumlu yonde
etkiledigi, absizik asit ve artan ozmolalitenin embriyo iretimini olumsuz etkiledigi
rapor edilmistir.

Genotip, dondr bitki, tomurcuk veya anterlere yapilan 6n uygulamalar, mikrospor
gelisme asamasi ve inkiibasyon kosullari gibi faktorlerin androjenik yaniti etkiledigini

belirten Ercan ve Sensoy (2011), bu faktorlerden genotipin etkisini ortaya koymak
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amaciyla yaptiklari calismada 11 farkli biber ¢esidi (4 uzun, 1 paprika, 2 dolmalik, 2
kapya, 2 uzun yesil) kullanmislardir. Arastirmaya gore ta¢ yapraklari, canak yapraklar
ile ayn1 uzunlukta veya biraz daha uzun olan ¢i¢cek tomurcuklari toplandiktan sonra 24
saat 4°C’de ve karanlikta tutulmustur. Dort mg/L NAA ve 1 mg/L BA igeren, 30 g/L
sakkaroz ve 8 g/L agar eklenen MS ortam1 hazirlanmis ve her Petri kutusuna (6 cm
capinda) bir tomurcugun anterleri yerlestirilmistir. Petri kaplar1 8 giin boyunca 35°C’de
karanlikta inkiibe edilmis ve ardindan 3000 lix 1sik siddeti ile 16/8 saat karanlik/isik
periyodu ile 25°C'ye aktarilmislardir. Iyi gelismis embriyolar, daha fazla gelisim
gosterebilmeleri i¢in 30 g/L sakkaroz ve 8 g/L agar igeren hormonsuz MS ortamina
transfer edilmis; embriyo, kallus ve bitkicik sayis1 ve yiizdeleri belirlenmistir. Arastirma
sonuglari, biber tiplerinin farkli androjenik tepkilere sahip oldugunu ortaya koymustur.
Calismada, androjenik yanitin genotipe gore degistigi ve 11 genotipin 2398 anterinin in
vitro kiiltiirinden toplam 44 embriyonun (%1.83) ve 12 bitkicigin (%0.5) elde edildigi
rapor edilmistir. .

Shrestra ve ark. (2011), Fi1 biber ¢esidini kullanarak yaptiklari anter kiltiiri
calismalar1 sonucunda gelisen bitkilerden hasat ettikleri meyvelerin verim ve kalite
degerlerini incelemislerdir. Buna gore haploid meyvelerin uzunlugunun 1.7 cm ila 6.8

PR

cm arasinda degistigi ve ortalama degerin 3.3 cm oldugu rapor edilmistir. Diploid
rejenerantlarda ise bu sonuglarin 3 cm ila 8.4 cm arasinda degistigi ve ortalama degerin
5 c¢m oldugu belirtilmistir. Birka¢1 disinda tiim haploid meyvelerin tohumsuz oldugunu
belirten arastirmacilar, diploid meyvelerden aldiklar1 ortalama tohum sayisinin 0 ila 163
arasinda degistigini bildirmislerdir.

Keles ve ark. (2015) yaptiklart anter kiiltiirii ¢alismasinda, farkli biber tiplerinde
meydana gelen spontan dihaploid bitki oranini belirlemislerdir. Bitki materyali olarak 7
carliston, 6 dolmalik, 8 kapya ve 7 yesil biber genotipini ve ortam olarak 4 mg/L NAA,
0.5 mg/L BAP, %0.25 aktif komiir, 30 g/L sakkaroz ve 15 mg/L glimiis nitrat igeren MS
besi ortamini kullanmiglardir. Anter kiiltiirii ile elde edilen bitkilerin ploidi diizeylerini,
hem Flow Sitometri hem SSR markérlerini kullanarak tespit etmislerdir. Sonuglar,
farkli biber ¢esitlerinden farkli spontan dihaploid oranlarinin elde edildigini

gostermistir. Arastirmaya gore kromozom sayisi spontan olarak ikiye katlanan en

yiiksek bitki orani, %53.4 ile dolmalik biber gesitlerinde (alti genotipin ortalamasi)
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gozlenmistir. Bunu sirastyla %31.9 ve %30.4 ile carliston ve kapya cesitleri izlemistir.
En diisiik spontan dihaploid oranini ise %22.2 ile yesil biber tipi gostermistir.

Ar ve ark. (2016), DH bitki iiretimi amaciyla F, veya F3 jenerasyonuna ait 48
kirmiz siis biberi genotipini, ti¢ farkl kiiltiir ortaminda (gift katmanli sistem, MS ve B5
(Gamborg ve ark., 1968)) denemislerdir. Tomurcuklar, tiim protokollerde 1 giin
boyunca 4°C’de 6n uygulamaya tabi tutulmuslardir. MS ve B5 ortamlarina 1 mg/L
BAP, 4 mg/LNAA, 15 mg/L giimiis nitrat ve %0.25 aktif komiir eklemisler ve bu
ortamlarda 2 giin boyunca karanlikta 35°C’de, ardindan 16 saat fotoperiyot ve 25°C
sicaklik kosullarinda kiiltiire almislardir. Cift katmanli sistemde ise %2 maltoz, %1 aktif
komiir ve %0.6 Bitki Agari igeren kati alt tabaka ile %2 maltoz igeren sivi iist tabakadan
olusan Nitsch ve Nitsch (1969) (NN) besi ortaminin kullanildig: belirtilmistir. Anterler,
Petri kaplarinda ¢ift katmanli (her biri 4 mL) ortamin dstteki sivi ortamina
yerlestirilmis, kiltiirler 9°C'de 1 hafta bekletilmis, ardindan 3 hafta boyunca 28°C'de
inkiibe edilmislerdir. Daha sonra, filtre ile sterilize edilmis zeatin ve |AA hormonlari
kiiltiirlerin tist katmanina eklenerek (sirastyla 2.5 uM ve 5 uM konsantrasyonlarinda) 3-
5 hafta boyunca karanlikta 21°C’de bekletilmistir. Denenen 3 protokolden tomurcuk
basina {iiretilen ortalama embriyo sayisi; MS’te 0.13, B5’te 0.70 ve ¢ift katmanl kiiltiir
sisteminde ise 6.50 olarak gergeklesmistir. En basarili sonucu veren ¢ift katmanh kiiltiir
sisteminde, 18578 embriyodan normal goriiniimlii 5587 embriyo olusmus, bu
embriyolarin birgogu ¢imlendirilmistir. Dis ortama alistirilan toplam 204 in vitro
bitkicikten %59.8’i hayatta kalmis ve sonugta 16 genotipten 122 bitki tretilmistir.
Rejenere edilen 122 siis biberi bitkisinin ploidi seviyeleri Flow Sitometri ile belirlenmis,
bunlarin 63'liniin (%51.6) DH, 52'sinin (%42.6) haploid ve 7'sinin (%5.73) miksoploid
oldugu saptanmastir.

Hegde ve ark. (2017), aseptik kosullarda yetistirdikleri iki F1 hibrit g¢esidinin
(Bharat ve Indra) fidelerinden aldiklar1 kotiledonlari eksplant olarak kullanmig ve
bunlardan rejenere ettikleri siirgiinleri, 0.5 mg/L IBA igeren MS ortaminda
koklendirmislerdir. Her iki ¢esidin bu ortamda %100 oraninda koklendigini
belirtmislerdir.

Benli (2019), sivri (Lumbard RZ F1) ve ii¢ burun (U¢ burun Fi) olmak iizere 2
ticari biber ¢esidinden haploid ve DH bitki elde edebilmek i¢in anter kiiltiirii ve ¢ift

katmanli anter/mikrospor kiiltiir yontemlerini kullanmigtir. Anter kiiltiiriinde, anterler
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0.1 mg/L BAP, 4 mg/L NAA, 15 mg/L AgNO3 ve 2.5 g/L aktif komiir ilave edilmis MS
besin ortaminda kiiltiire alinarak, 35°C’de karanlikta 48 saat inkiibatorde tutulmus,
ardindan 25°C’de 33 giin karanlikta bekletilmistir. Kiiltiire alindiktan 35 giin sonra
hormonsuz MS ortamina transfer edilmis ve 25°C’de 3000 liiks aydinlatmada, 16 saat
151k/8 saat karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii
yonteminde ise biber tomurcuklarina 4°C’de 24 saat 6n uygulama yapilmis ve %2
maltoz, 2.5 uM zeatin, 5 uM TAA, %1 aktif komiir ve 6 g/L agar ilave edilen NN besin
ortami kullanilmistir. Anterlerin tizeri NN ortamina %2 maltoz eklenerek olusturulan
sivi katmanla kapatilmistir. Anterler bir hafta 4°C’de karanlikta muhafaza edilmis,
ardindan 27°C’de mikrosporlardan kallus, embriyo veya embriyo benzeri yapilar elde
edilene kadar bekletilmistir. Olusan bu yapilar hormonsuz MS ortamina transfer
edilerek biiyiime odasinda tutulmustur. Calisma sonuglarina gore, anter kiiltlirii
uygulamasinda gesitlerin her ikisinden de yanit alindigi, ¢ift katmanli anter/mikrospor
yonteminde ise yalmizca Lumbard RZ F; ¢esidinden %11.11 oraninda embriyo
olusturdugu ve bu embriyolarin %7.87’sinin bitkiye doniistiigii bildirilmistir.

Dogan ve Arn (2019), ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiirlerinde calkalayici
kullaniminin embriyo verimi iizerine etkisini arastirdiklar1 ¢caligsmalarinda, toplam 29 siis
biberi genotipini kullandiklarini ve her genotipin ¢alkalanan ve c¢alkalanmayan
kiltiirlerini karsilagtirdiklarini bildirmislerdir. Cift katmanli kiiltiir sisteminde, kat1 alt
tabakada NN bilesenleri ile birlikte %2 maltoz, %1 aktif komiir ve %0.6 Bitki Agari,
sivi lst tabaka ise NN bilesenleri ile %2 maltoz, 2.5 uM zeatin ve 5 pM IAA
kullanmiglardir. Dort mL kati, 5-6 mL sivi ortam ekledikleri Petri kaplarina (6 cm
capinda) bir tomurcuktan alinan 5-7 anteri yerlestirmisler ve bir hafta boyunca 9°C’de
inkiibe etmislerdir. Arastirmacilar, Supena ve Custers (2011) protokollerinin aksine
hormonlar1 3 hafta sonra degil, inkiibasyon oncesi ekleyerek kontaminasyon riskini
onlemeyi amagcladiklarini rapor etmislerdir. Calkalama uygulamasinda, anter iceren
Petrileri, 50 rpm’de orbital karigtiricitda 3 hafta boyunca 28°C’de karanlikta
birakmiglardir. Son olarak ¢alkalanan ve calkalanmayan kiiltiirleri, 21°C karanlik
kosullarda 3-5 hafta siireyle kiiltiire almiglardir. Calkalanan kiiltiirlerin toplam ve
globular embriyo olusturma bakimindan daha basarili androjenik performans gosterdigi
rapor edilen caligmada, en basarili embriyojenik performansi gosteren genotipin

calkalanan kiiltiirlerinin, c¢alkalanmayanlara kiyasla 4.5 kat daha fazla embriyo
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olusturdugu belirtilmistir. Sonug olarak c¢alkalayict kullaniminin, genotipe bagli olmakla
birlikte siis biberi ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiirlerinde embriyo verimini olumlu
etkiledigi bildirilmistir.

Bat ve ark. (2020), biber anter kiiltiiriinde farkli seker kaynaklari ve dozlarinin
androgenez  verimi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla bir ¢alisma
gerceklestirdiklerini bildirmislerdir. Calismada seker kaynagi olarak %1.5, %3 ve %6
dozlarinda maltoz, kontrol uygulamasi olarak da %3 sakkaroz kullanilmistir. Haploid
embriyo olusumu tizerindeki genotipik etkileri tespit etmek igin 3 biber 1slah hatt1 ile
MS ortam1 ve %0.25 aktif komiir, 15 mg/L giimiis nitrat, 4 mg/L NAA ve 2 farkli
miktarda BAP (0.5 ve 1 mg/L) kullanilmistir. Ortama eklenen %1.5, %3 ve %6 maltoz,
%3 sakkaroz ile karsilastirildiginda, embriyo olusumunun maltoz konsantrasyonu ile
arttigr belirtilmistir. Anter kiltiirii i¢in karbonhidrat kaynagi olarak genellikle sakkaroz
ile maltozun karsilastirildigini belirten aragtirmacilar, kendi calismalarindan farkl
maltoz konsantrasyonlarinda embriyo yanitinin dnemli 6lgiide etkilendigi sonucunu
cikarmiglardir. Anter kiiltiiriinden embriyo elde etmek igin kullandiklar1 deneme
parametreleri arasinda en iyi etkiye sahip kombinasyonun, 30 g/L maltoz ve 0.5 mg/L
BAP oldugunu belirtmis ve ayrica biber anter ve mikrospor kiiltiiriinde basariy1
etkileyen temel faktdrlerden birinin genotip oldugunu bildirmiglerdir.

Grozeva ve ark. (2021); 17 Balkan biber genotipinde anter kiiltiirii ile mikrospor
embriyogenezis etkinligini analiz etmisler ve dretilen DH hatlarin agronomik
Ozelliklerini karakterize etmislerdir. Kullandiklar1 mikrospor embriyogenez indiiksiyon
ortaminin (MS0), Murashige ve Skoog (1962)’un makro-mikro tuzlarini, Gamborg ve
ark. (1968)'nin vitaminlerini ve 0.1 mg/L 2,4-D, 0.1 mg/L kinetin, 0.005 mg/L biotin,
0.1 mg/L glisin, 0.04 mg/L vitamin B, 30 g/L sakkaroz ve %0.7 agar igerdigini
belirtmislerdir. Her genotip i¢in dort farkli tomurcuktan alinan 20 anteri, bir Petri kabina
(6 cm c¢apinda) yerlestirmiglerdir. Anterler 8 giin boyunca 35+1°C'de karanlikta,
ardindan gilindiiz 26+1°C ve gece 18 + 1°C'de kiiltiire alinmistir. Kiiltiir odast 151k
kosullar1 olarak 200 pumol/m?s'lik fotosentetik foton aki yogunlugu ve 14/10 saat
(1sik/karanlik) fotoperiyot uygulanmistir. Bu kosullarda 12 giin kalan anterler, bitki
bliyiime diizenleyicisi bulunmayan aymi kiiltiir ortami iizerinde inkiibe edilmistir.
Rejenerantlar, 1/2 MSO ortami, 20 g/L sakkaroz, %0.7 agar iceren koklendirme

ortamima aktarilmis ve 2 cm uzunluga ulastiklarinda biiylitme odasinda

15



biyiitilmislerdir. Arasgtirma sonuglarina gore incelenen tiim genotipler, dogrudan
embriyogenez i¢in uygulanan kosullara yanit vermis ve bu yanit %0.17 ila %13 arasinda
degismistir. Rejenere olan bitkiler, %79.03'liik hayatta kalma orani ile basarili bir
sekilde dis kosullara adapte olmuslardir. Flow sitometri analizi ile rejenerantlarin
haploid:diploid oraninin 1.5:1 oldugu saptanmis ve tiim diploid bitkilerin androjenik
kokenli oldugu bildirilmistir. Diploid hatlar (R1 rejenerantlar) arasinda uzunluk,
genislik, agirlik, perikarp agirhigi, perikarp kalinligi ve bitki basina verim gibi kantitatif
meyve Ozellikleri agisindan 6nemli farkliliklar oldugunun belirlendigi bildirilmistir.
Arastirmacilar bu sonuglarin, gelistirilmis 6zelliklere sahip Balkan biber 1slah hatlarinin
olusturulmasi icin anter kiiltiiriiniin umut verici bir yontem oldugunu gosterdigini rapor

etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma 2019 ve 2021 yillarinda, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiine ait 1sitma sistemi bulunan bir cam sera ve
Biyoteknoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Ontiirk (2018) tarafindan yapilan galisma
sonuglarina gore Hatay biberinde éne ¢ikan 4 biber hatti (UgHatl, GiiHat2, AvHat3 ve
YeHat3) bitkisel materyal olarak kullanilmistir.

3.2. Yontem

Tez kapsaminda androgenesis olusturularak biber hatlarinin saflastirilmasinda
kullanilabilecek bir protokoliin belirlenmesi i¢in anter kiiltiirii (iki asamali) ve ¢ift

katmanli anter/mikrospor (shed-microspore) kiiltiirii yontemleri kullanilmistir.

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Biber hatlarimin bitkilerini yetistirmek amaciyla, yukarida belirtilen hatlarin
tohumlari, igerisinde %0.5’lik sodyum hipoklorid ¢ozeltisi bulunan beher igerisinde,
manyetik karistiric1 kullanilarak 15 dk siireyle karistirilmis ve ardindan 3 kez saf sudan
gecirilerek dezenfekte edilmistir. Bu tohumlar Petri kaplari igerisinde nemli filtre kagidi
tizerine alinarak 30°C’ye ayarlanmis etiivde ¢imlendirilmistir. Cimlenen tohumlar, 2:1
oraninda torf (Klasmann-Deilmann, GmbH, Geeste, Germany): perlit (Ultraper, Tarsus)
karigimi ile doldurulan viyol hiicrelerine (yaklasik 75-100 mL) dikilerek fideler elde
edilmistir. Fideler 6-7 gergek yaprakli asamada iken 5 veya 16 L’lik saksilara
aktarilarak 60 x 40 cm’lik araliklarla seraya yerlestirilmislerdir.

Serada sicaklik ve nem degerleri, veri kaydedici (HOBO U14) ile 30 dakikada bir
Olciilmiis ve kaydedilmistir. Arastirma siiresince serada kaydedilen aylik ortalama

sicaklik ve oransal nem degerleri, Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirma siiresince serada kaydedilen ortalama sicaklik ve oransal nem
degerleri

Yil Ay Sicaklik (°C) Oransal Nem (%)
Maksimum  Minimum Ortalama Maksimum Minimum Ortalama
Ocak 20.09 13.48 16.07 66.70 54.85 60.76
Subat 22.82 14.56 17.62 68.87 53.15 61.93
Mart 25.37 15.85 19.57 67.88 50.55 60.33
Nisan 28.03 16.93 21.34 72.90 47.97 62.18
Mayi1s 30.81 17.73 23.70 81.49 41.45 61.44
Haziran 32.04 21.85 26.66 83.99 51.57 67.88
2019 Temmuz 33.43 23.17 29.53 82.62 49.16 65.60
Agustos 34.85 24.27 28.82 83.19 52.16 68.21
Eyliil 3351 21.67 26.71 83.43 47.04 66.78
Ekim 29.96 18.90 23.61 81.78 48.92 67.30
Kasim 26.64 17.44 21.38 63.51 43.71 54.90
Aralik 91 99 13.52 16.38 77.75 61.07  71.78
(1-27)
May1s 31.53 19.50 25.24 75.47 38.20 56.26
(17-31)
Haziran 30.65 19.77 25.17 83.51 48.80 66.43
Temmuz 34.51 24.09 28.84 83.24 53.08 68.77
2020 Agustos 34.87 23.98 29.11 81.09 47.48 63.92
Eyliil 35.78 23.64 28.93 78.30 4461 62.79
Ekim 31.33 19.46 24.88 71.48 39.06 57.35
Kasimm 26.40 18.32 21.54 64.39 47.99 57.28
Aralik 24.07 13.69 17.56 69.63 51.45 61.98
Ocak 24.53 13.38 17.13 65.52 44.84 57.12
2021 Subat 29.02 14.64 20.05 61.71 40.31 53.02
Mart 30.37 16.51 21.58 59.45 37.24 49.88
Nisan 30.69 17.32 22.88 66.97 38.30 54.81

3.2.2. Uygun Tomurcuklarin Se¢imi ve Dezenfeksiyonu

Her iki yontemde, tag yapraklari ¢anak yapraklariyla esit uzunlukta veya biraz
daha uzun olan biber tomurcuklart kullanilmistir (Ozkum ve Tipirdamaz, 2002;
Nowaczyk ve Kisiala, 2006; Ercan ve Sensoy, 2011). Sabah 8-9 saatleri arasinda alinan
tomurcuklar Biyoteknoloji Laboratuvarina getirilmis ve dezenfeksiyon amaciyla steril
kabin icerisinde 10 sn boyunca %70°lik etil alkol uygulamasina maruz birakilmislardir.

Ardindan steril saf su ile 3 kez durulanmustir. Daha sonra igerisinde 1-2 damla Tween
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20 bulunan %0.5 sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 15 dk bekletilmis ve 3 kez steril saf
sudan gegcirilmistir. Bu uygulamada yiiksek kontaminasyon goriilmesi sebebiyle,
tomurcuklarin etil alkolde bekletilme siiresi 15 sn’ye; sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde

bekletilme siiresi ise 20 dk’ya ¢ikarilmistir.

3.2.3. Kullamlan Besin Ortamlan ve Kiiltiir Kosullari

Iki asamal1 anter kiiltiir ¢alismalarinda Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan
gelistirilen anter kiltiirti sistemi Kullanmilmigtir. Bu sisteme gore anterler oncelikle “C
ortami” adi1 verilen, DDV-C ortaminda (Dumas de Vaulx ve ark., (1981)’nin temel
ortami, 0.01 mg/L 2,4-D, 0.01 mg/L Kinetin) inkiibe edilmis, 12. giinde ise
rejenerasyon ortami olan DDV-R ortamina (Dumas de Vaulx ve ark., (1981)’nin temel
ortami, 0.1 mg/L kinetin) aktarilmislardir. Kiiltiirtin ilk 8 giinii karanlik kosullar altinda
35°C’de rejenerasyon ortami lizerinde bekletilen anterler, 1s1k yogunlugunun ortalama
920 liiks (yaklasik 12 umol/m?sn) oldugu, yaklasik 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
fotoperiyot ve 28°C sicaklik kosullarinin saglandigi inkiibatorde bekletilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan diger yontem, “shed-microspore” kiiltiirii olarak da
adlandirilan ve bircok arastirmacinin basar1 elde ettigi ¢ift katmanh (fazli)
anter/mikrospor kiiltiirii sistemidir. Bu sistem, 1997 yilinda Dolcet-Sanjuan ve ark.
tarafindan gelistirilmistir. Endonezya ac1 biber genotiplerinde degistirilerek uygulanmis
ve en iyi genotiplerde ¢igek tomurcugu basina 4 ila 7 bitki tiretmistir (Supena ve ark.,
2006a). Buna gore denemelerde rejenerasyon ortami olarak; %2 maltoz, %1 aktif komiir
ve %0.6 Bitki Agar1 iceren yari kati alt tabaka ile %2 maltoz, 2.5 uM zeatin ve 5 uM
IAA igeren sivi st tabakadan olusan Nitsch ortam bilesenleri (Nitsch ve Nitsch
(1969)’1in temel ortami) kullamlmistir. Hazirlanan ortamlar, 6 cm ¢apinda Petri
kaplaria 5 mL kat1 ortam {izerine ilk 2 denemede 4 mL; sonraki denemelerde 3 mL sivi
ortam olacak sekilde dokiilmistiir. Bir giin siireyle 4°C’de bekletilen tomurcuklardan
alman anterler, ¢ift katmanli ortamdaki sivi iist fazina alinmis (Sekil 3.1), 1 hafta
boyunca 9°C'de siirekli karanlikta ve daha sonra 28+1°C sicaklikta ve karanlikta olacak

sekilde bitki biiylitme odasinda kiiltiire alinmiglardir.
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Sekil 3.1. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltlirii sisteminde s1v1 {ist faza alinan anterler

Olusan embriyolarin (Sekil 3.2) ¢imlendirilmesi 0.1 uM BA, %2 sakkaroz ve
%0.6 Bitki Agar1 (Duchefa) igeren yari-katt MS ortaminda gergeklestirilmistir (Sekil
3.3). Bunun i¢in yaklasik 10 mL ¢imlendirme ortami bulunan 6 cm capindaki Petri
kaplar1 kullanilmistir. Bu ortamda bakterilere bagli olarak olusan kontaminasyonu
onlemek icin daha sonraki calismalarda ortama 250 mg/L sefotaksim antibiyotigi
eklenmigtir. Sefotaksim, otoklavin ardindan ortam sicakligi yaklasik 50°C’ye indikten
sonra steril kabin icerisinde ilave edilmistir. Vitrifikasyon goriildiigii durumlarda,
vitrifikasyonu azaltmak amaciyla ortamdaki agar miktar1 %0.8 veya %0.9 olarak
degistirilmistir. Ayrica denemelerde oncelikle Merck marka agar (1.01614.1000)
kullanilmig, ancak olusan vitrifikasyonlar1 6nlemek igin sonraki ortamlarda farkli agar

kaynaklar1 (Sigma (A1296) ve Duchefa (B010856.01)) kullanilmustir.
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Sekil 3.2. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde s1vi ortamda bulunan
anterlerden salinan mikrosporlardan gelisen embriyolar

Sekil 3.3. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde ¢imlendirme ortamindaki
embriyolar
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Cimlenen embriyolarin biiyiitiilmesi i¢in 0.1 uM BA, %2 sakkaroz ve %0.6 Bitki
Agar igeren yaklasik 10 mL yari-katt MS ortami bulunan cam kiiltiir tiipleri (150 X 25
mm) kullanilmastir (Sekil 3.4).

Iki asamal1 anter kiiltiirii ve ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiiriiniin uygulandig1
her iki yontemde ortamlar, 1.05 kg/cm? basing altinda ve 121°C’de 15 dk siireyle
otoklav edilerek sterilize edilmistir. Gerektiginde 6n uygulamasi gerceklestirilen ve
dezenfeksiyon islemi yukarida belirtildigi sekilde tamamlanan tomurcuklar, steril
kabinde dikkatlice kesilerek anterleri alinmis ve zedelenmeden, ¢ogunlukla filamentleri
alindiktan sonra ortama yerlestirilmistir. Her uygulama 4 tekerriirden olusmus ve her
tekerriirde 3 tomurcuktan alinan 15-18 anter kullanilmistir.

In vitro kosullarda koklenen bitkilerin i¢inde bulundugu tiiplerin kapaklar
kademeli olarak agilmis ve yaklasik 1 hafta i¢inde biiyiitme odasi kosullarina
alistirlmislardir. Dis kosullara kismen adapte olan bitkiler uzun pens yardimiyla
tiiplerden ¢ikarilmig, kokler musluk suyu altinda yikanarak besin ortami kalintilarindan
temizlenmistir. Bu bitkiler, torf:perlit (2:1) karisimi1 bulunan 0.5 L’lik plastik saksilara
dikildikten sonra plastik torbalar iginde yaklasik 1 hafta bitki biiyiitme odasinda
bekletilmislerdir. Ardindan plastik torbalar, kademeli olarak delindikten sonra agilarak
bitkilerin sera kosullarina alismalari saglanmistir. Aklimatize edilen bitkiler (Sekil 3.5),

5 veya 16 L’lik saksilara aktarilarak seraya alinmislardir.
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Sekil 3.4. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde embriyodan gelistikten
sonra tiipe alinan bitkicikler

Sekil 3.5. Tiipteki gelisimini tamamladiktan sonra 0.5 L’lik saksilara aktarilarak dis
kosullara alistirilmis bitki
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3.2.4. Elde Edilen Haploid Bitkilerin Ploidi Seviyelerinin Belirlenmesi

Calismada elde edilen bitkilerin haploid olup olmadigini belirlemek amaciyla
toplam 12 SSR primer ¢ifti kullanilmistir. Kullanilan SSR primerleri ve 6zellikleri,
Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Primer Ciftleri ve Ozellikleri

Beklenen Baglanma

Primer Primer Dizisi (Forward/Reverse) (5'—3") Uzunluk  Sicakh@ Kaynak
(bo) O

Hpms1-117 ACCCAAATTTGCCTTGTTGAT 189 570 Keles ve ark., 2015

(29-30) AATCCATAACCTTATCCCATAAA

cPi0060  TCTCTCGTTTCTTTTCCG Bilinmiyor ~ 49.0  Mueller ve ark., 2005

(31-32) CCGAACTTGTAGTGCCTG

Hpms1-143 AATGCTGAGCTGGCAAGGAAAG 221 59.0  Lee ve ark., 2004

(33-34)  TGAAGGCAGTAGGTGGGGAGTG

CA517699 ACGCCAAGAAAATCATCTCC 147 51.4  Penuela ve ark., 2021

(35-36) CCATTGCTGAAGAAAATGGG

Hpms1-165 GGCTATTTCCGACAAACCCTCAG Bilinmiyor  58.0  Lee ve ark., 2004

(37-38)  CCATTGGTGTTTTCACTGTTGTG

CA523558 AATCCTCCAAATCCACCCTC 176 52.4 Mueller ve ark., 2005

(39-40)  ATTCGATTGCTTGCTCCTTG

GP1102  GAACCCTTCATTCCTGTATGT Bilinmiyor  51.5 Mueller ve ark., 2005

(41-42)  TTTGCCCGCATTATGTAAATC

AA840739 CCCTCTCTCTTCCCTTCACC 95 56.5  Lee ve ark., 2004

(43-44) AGTGCTACGATGGCTTAGGG

EPMS419 TTCAGGTGCAGGTATCATCG 224-248 544  Nagy ve ark., 2007

(45-46)  GGGTACTTGTCCATTTATCCAG

CA516439 GACAGTCTTTCAAGAACTAGAGAGAG 158 56.5 Mueller ve ark., 2005

(47-48) TGGAGCAAACACAGCAGAAC

EPMS331 AACCCAATCCCCTTATCCAC 92-107 524  Nagy ve ark., 2007

(49-50) GCATTAGCAGAAGCCATTTG

GP1127  CACCACCAGTCACAAAGTTAC Bilinmiyor  54.4 Mueller ve ark., 2005

(51-52) CCCTTCAAATACATCCCATGC

SSR analizlerinde ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiiriinden elde edilen bitkiler
ile birlikte ebeveyn bitkilerden izole edilen DNA’lar kullanilmigtir. DNA izolasyon
islemi, Doyle ve Doyle (1987)’nin modifiye edilmis ekstraksiyon yontemine gore
yapilmistir  (Bayiroglu, 2018). Izole edilen DNA’larin kalitesi ve tahmini
konsantrasyonu %1°lik agaroz jel elektroforez (5 volt/cm, 45 dk) yardimiyla
belirlenmistir. DNA konsantrasyonu yaklasik 50 ng/uL olacak sekilde ayarlanarak PCR
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yapilmistir. Her 6rnek i¢in 1x PCR bafiri, 3 mM MgCl,, 200 uM dNTP (dATP, dGTP,
dCTP ve dTTP igin), 0.2 uM primer (her iki primer), 1 u Tag DNA polimeraz igerecek
sekilde 15 pL PCR reaksiyonu ¢ozeltisi hazirlanmistir. DNA amplifikasyonu,
Eppendorf PCR cihazi (Mastercycler gradient) ile gergeklestirilmistir. PCR kosullari,
94°C’de 180 sn 6n denatiirasyon i¢in bir dongii, 94°C’de 30 sn denatiirasyon, kullanilan
primer ¢iftinin baglanma sicakligina gore 49°C ila 59°C’de 45 sn primerlerin
baglanmasi ve 72°C’de 60 sh uzama olarak 3 adimdan olusan 35 dongii ve 72°C’de 600
sn son uzama i¢in 1 dongii seklinde uygulanmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin
ayristirilmasinda %2 agaroz, ve 1x TBE (Tris-Borate-EDTA) bafir1 kullanilmistir (Asif
ve ark., 2008). Hazirlanan 1x TBE bafir1 yaklagik 1 saat 4°C’de bekletildikten sonra,
steril erlen igerisine alinarak {izerine agaroz yavas yavas eklenmis ve manyetik
kanistiricidda 200 rpm’de 10 dk boyunca karistirilip iyice ¢oOziilmesi saglanmistir.
Ardindan mikrodalga firma alinarak tam kaynamaya basladigi anda ¢ikarilip,
alliminyum folyo ile erlenin agz1 kapatilarak yavasca ¢alkalanip yeniden mikrodalgaya
alimmustir. Bu islem 3-4 kez tekrarlanarak agarozun tamamen ¢oziilmesi saglanmistir ve
agzi1 kapal1 bir sekilde sogumaya birakilmistir. Agaroz jelin sicakhigi yaklasik 50°C’ye
diistiigiinde 15 mL 1x TBE bafirima 1 pL. RedSafe (20000x) DNA boyama soliisyonu
eklenmigtir. Jel elektroforez tankina dokiiliip 30 dk donmasi beklenmis ve ardindan
4°C’de 10 dk sogutulmustur. Yatay elektroforez (5 volt/cm, 225 dk.) ile ayristirilan
PCR iirtinlerinin jel goriintiileri, Jel Gortintiileme Sistemi (Bio-Print, Vilber Lourmat,
Fransa) ile elde edilmistir (Bayiroglu, 2018).

SSR analizleriyle, haploid ve spontan dihaploid bitkiler ile diploid bitkilerin ayirt
edilmesi amaglanmigtir. Ancak kullanilan bu primer giftleri, YeHat3 disindaki donor
genotiplerde tek bant vermesi nedeniyle haploid ve spontan dihaploid bitkiler ile diploid
bitkilerin ayirt edilmesini saglayamamustir. Dolayisiyla  ploidi  seviyelerinin
belirlenebilmesi i¢in stoma bekgi hiicrelerinde kloroplast sayimi yapilmistir. Ana
bitkilerin ve bunlardan androgenesis g¢alismalar1 sonucu elde edilen in vitro bitkilerin
her birinden 3 yaprak alinmis ve her yapragin 2 ayr1 bolgesinden, 10 stoma bekg¢i
hiicrelerindeki kloroplastlar sayilmistir. Qin ve Rotino (1995)’e uygun olarak yapilan bu
islemde, yapraklarin alt yiizeyinden soyularak alinan epidermis, lam iizerine alinmis ve
tizerine 1-2 damla %1°lik giimiis nitrat ¢ozeltisi damlatilmistir. Lamel ile kapatilan

epidermis 6rnegi, 5 dk bekletildikten sonra 1sik mikroskobunda incelenmistir.
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3.2.5. Kolhisin Uygulamasi

Morfolojik ve pomolojik gozlemler ile kloroplast sayilart g6z Oniinde
bulundurularak haploid oldugu belirlenen bitkilerde kromozom katlamasi igin in vitro
kolhisin uygulamasi yapilmistir. Bu amagla, bitki biiyiitme odasinda veya serada saksida
yetistirilen haploid bitkilerden alinin dal ¢elikleri, ilk olarak dezenfekte edilmistir.

Dezenfeksiyon igslemi: Tomurcuk barindiran geliklerin dezenfeksiyon islemi steril
kabin icerisinde gergeklestirilmistir. S6z konusu ¢elikler, dncelikle %70’lik etil alkol
cozeltisinde 1 dk tutulmus, ardindan 3 kez steril saf sudan gegirilmistir. 100 ml’sinde 1-
2 damla Tween 20 bulunan %0.5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk
calkalandiktan sonra 3 kez steril saf su ile yikanarak dezenfeksiyon islemi
tamamlanmistir.

Uygulama konsantrasyonu ve siiresi: Denemede ii¢ ayr1 kolhisin konsantrasyonu
(%0.04, %0.2 ve %0.4) ve iki ayr1 muamele siiresi (3 giin ve 6 giin) uygulanmstir.
Kolhisin her deneme oncesi taze hazirlanmis olup, ortama otoklav sonrasi steril kabin
icerisinde filtre sterilizasyonu yapilarak eklenmistir. Kolhisinin daha hizli ve homojen
olarak ¢Oziinmesi amaciyla saf suya 1 mL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmistir.
Neticede 63 mL saf su ve 1 mL DMSO igerisinde 1.28 g kolhisin (%97 saflikta)
¢ozdiiriilerek stok ¢6zeltisi hazirlanmis ve her ortamda elde edilmesi istenen orana gére
seyreltilmistir.

Uygulama yontemi: Eksplant olarak, bitkilerden alinan siirgiin ucu ve Yyan
tomurcuklar; rejenerasyon ortami olarak ise, Kolhisinin yukarida belirtilen
konsantrasyonlart ile 22.2 uM BAP ve 30 g/L sakkaroz bulunan, %0.8 agar ile
jellestirilmis MS ortami kullanilmistir. Her uygulama 4 tekerriirden olusmus ve her
tekerriir i¢in 6 eksplant kullanilmistir. Bu eksplantlar 3 veya 6 giin siireyle, 28+1°C
sicaklikta ve karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Uygulama siiresinin
tamamlanmasinin ardindan bu eksplantlar 4.9 uM IBA ve 30 g/L sakkaroz igeren, %0.8
agar ile jellestirilmis kolhisinsiz MS ortamina aktarilmislardir. Daha sonra 28+1°C
sicaklik ve 25-30 umol/m?sn 151k yogunluguna (16 saat 151k, 8 saat karanlik) sahip iklim

odasinda kiiltiire alinmislardir.
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3.2.6. Yapilan Olgiimler ve izlenen Parametreler

Iki asamal1 anter kiiltiirii sisteminde dort farkli genotip, sefotaksim ve aktif komiir
konsantrasyonlarinin, ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii denemelerinde ise genotip,
glimis nitrat, sefotaksim, agar orani ve kaynagi, sivi ortam miktari, kati ortam miktari
ve calkalayict kullaniminin, asagida belirtilen gozlemler iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Buna gore her iki sistem i¢in de ilk 3 hafta icinde kontamine olan ve
ilk 4 hafta i¢cinde kararan anter oranlart (%) belirlenmis, kontamine olanlar disinda kalan
anterler saglikli olarak nitelendirilmistir. Olusan embriyo orani (%) da bu saglikli anter
sayist lizerinden hesaplanmistir. Cimlendirme ortaminda zamanla kontamine olan ve
gelisen embriyo oranlar1 (%) tespit edilmistir. Gelisen embriyolar yine ¢imlendirme
ortami bulunan tiipe alinmis ve bu asamadan sonra kontamine olan, kararan ve bitkiye
doniisen embriyo oranlari (%) belirlenmistir. Sonugta saglikli bir sekilde gelisen bitkiler
saksiya aktarilmig ve bu bitkilerin oranlart (%) da tiipe alinan embriyolar {izerinden
hesaplanmaistir.

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirinden elde edilerek serada yetistirilen
gelismis bitkilerin yaprak ve ¢icek irilikleri, govde iizerindeki bogum araliklari ve
meyve olusumu gozlenmis, olgun meyve uzunlugu (cm) ve varsa tohum sayisi (adet)

belirlenmistir.

3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler, tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine uygun olarak
kurulmus ve denemelerden elde edilen verilere varyans analizi uygulanmistir. Varyans
analizi, yiizde olarak ifade edilen degerlerin a¢1 transformasyon degerleri, 100 adet
anterden elde edilen embriyo sayilarinin ise karekok transformasyon degerleri (verilere
0.5 eklenerek) kullanilarak gergeklestirilmistir. Gergek degeri “0” olan yiizdelere 0.25
eklenerek, “100” olan yiizdelerden 0.25 ¢ikarilarak ve 0 ila 100 arasindaki yiizdeler ise
degistirilmeden ag1 transformasyon degerleri hesaplanmistir (Bek ve Efe, 1989).
Varyans analiz sonucu 6nemli ¢ikan uygulamalarin ¢oklu karsilagtirmalari, Tukey HSD

(Honestly Significant Difference) testine gore %5 dnem seviyesinde yapilmuigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. 1ki asamali In vitro Anter Kiiltiirii ile Androgenesis Calismalari

Iki asamal1 anter kiiltiirii sisteminde, Dumas de Vaulx ve ark. (1981) esas alinarak
kurulan ilk denemeden elde edilen veriler, Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu denemede aktif
komiiriin etkisini incelemek tizere %0.0 ve 0.5’lik aktif komiir igeren DDV ortamlari ile
UcgHatl ve GiiHat2 hatlarmm anterleri kullanilmistir. Incelenen 6zellikler {izerine,
denemede kullanilan farkli hatlarin ve ortama eklenen aktif komiiriin etkisinin 6nemli
olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1). Tiim uygulamalar arasinda yalnizca “UgHatl X
%0 aktif komiir” kombinasyonunda, kullanilan anterlerin %50°si saglikli olarak

belirlenmis ancak bu anterlerden embriyo olusumu gozlenmemistir.

Cizelge 4.1. U¢Hatl ve GiiHat2 biber hatlarinda %0.0 ve 0.5°lik aktif komiir igeren
DDV ortamlarinda olusan kontaminasyon, kararma, saglikli anter ve embriyo oranlari

Hat  Aktif Komiir Kontamine Kararan Saghkh  Embriyo
(%) Olan Anter Anter Oram Anter Sayisi
Orani (%) (%) Oram (%) (adet/100
anter)
UgHatl 0.5 100.00 0.00 0.00
0.0 50.00 1.47 50.00 0.00
GiiHat2 0.5 100.00 0.00 0.00
0.0 100.00 0.00 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D.
Hat
UgHatl 75.00 0.74 25.00 0.00
GiiHat2 100.00 0.00 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D.
Aktif Komiir (%)
0.5 100.00 0.00 0.00
0.0 75.00 0.74 25.00 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 32.99 400.00 230.94

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 énem diizeyinde anlamli
bulunmamistir

Yukarida sonuglar1 verilen birinci denemede karsilagilan yiiksek kontaminasyon

nedeniyle, ikinci ve sonraki denemelerin tiimiinde etil alkoliin uygulama siiresi 10
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sn’den 15 sn’ye; sodyum hipoklorid ¢ozeltisinin uygulama siiresi ise 15 dk’dan 20
dk’ya ¢ikarilmistir. Belirtildigi gibi sterilize edilen eksplantlar kullanilarak kurulan
denemede hatlardan biri degistirilmistir. Denemede incelenen gozlemlerden kontamine
olan anter orani1 ve dolayisiyla saglikli anter oraninin, hatlara ve aktif kdmiir oranina
bagli olarak degisimi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2). Buna gore
UcHat1’de %0.5 aktif komiir uygulandiginda belirlenen saglikli anter oranmi (%69.35)
diger kombinasyonlara goére daha yiiksek bulunmustur. Uygulamalarin ¢ogunda
kontaminasyonun yiiksek olmasi nedeniyle, saglikli anter sayisinin diisiik olmasinin da

etkisiyle, denenen hatlar ve ortamlarda embriyo olusumu tespit edilememistir.

Cizelge 4.2. U¢Hatl ve AvHat3 biber hatlarinda %0.0 ve 0.5’lik aktif komiir igeren
DDV ortamlarinda olusan kontaminasyon, kararma, saglikli anter ve embriyo oranlari

Hat Aktif Kontamine Kararan Saghkh Embriyo
Komiir Olan Anter  Anter Orani Anter Sayisi
(%) Oram (%) (%) Oram (%)  (adet/100
anter)
UcHatl1 0.5 30.65"" 0.00 69.35° 0.00
0.0 95.83? 0.00 4.17° 0.00
AvHat3 0.5 100.002 0.00 0.00°
0.0 90.95% 0.00 9.05P 0.00
Tukey HSD degeri 20.70 O.D. 20.76
Hat
UcHatl 63.24° 0.00 36.76% 0.00
AvHat3 95.48% 0.00 4,52° 0.00
Tukey HSD degeri 14.64 O.D. 14.68
Aktif Komiir (%)
0.5 65.33° 0.00 34.67% 0.00
0 93.39% 0.00 6.61° 0.00
Tukey HSD degeri 14.64 O.D. 14.68
Varyasyon Katsayisi 15.94 0.00 61.30

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli
bulunmamustir.

*Ayni siitun i¢inde farkli harfle gosterilen ortalamalar, %5 6nem diizeyinde Tukey HSD
(Honestly Significant Difference) ¢oklu karsilagtirma testine gore birbirinden farklidir

Dezenfeksiyon protokolii degistirilmesine ragmen, denemenin basarisini
etkileyecek diizeyde kontaminasyon olusmasi, endojenik bakteri infeksiyonu olabilecegi
ihtimalini ortaya ¢ikarmistir. Dolayisiyla ortama eklenen sefotaksimin kontaminasyon

ve embriyo olusumu lizerine etkisini belirlemek iizere yeni denemeler kurulmustur.
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Yapilan 3. denemede sefotaksim ve aktif komiiriin haploid embriyo olusumuna etkisi
incelenmistir (Cizelge 4.3). YeHat3 hattinin kullanildigi bu denemenin sonuglarina
gore, yapilan gozlemlerin higbirinde uygulamalar arasindaki farklar, istatistiksel olarak

o6nemli bulunmamistir.

Cizelge 4.3. YeHat3 biber hattinda DDV ortaminda kullanilan farkli aktif komiir ve
sefotaksim konsantrasyonlarinda olusan kontaminasyon, kararma, saglikli anter ve
embriyo oranlari

Sefotaksim Aktif Kontamine Kararan Saghkh Embriyo
(mg/L) Komiir Olan Anter  Anter Oram  Anter Sayis1
(%) Oram (%) (%) Oram (adet/100
(%) anter)
0 0.0 62.87 0.00 37.13 0.00
0.5 95.83 0.00 4.17 0.00
250 0.0 55.56 0.00 44.44 0.00
0.5 72.18 0.00 27.82 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Sefotaksim (mg/L)
0 79.35 0.00 20.65 0.00
250 63.87 0.00 36.13 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Aktif Komiir (%)
0 59.21 0.00 40.79 0.00
0.5 84.01 0.00 15.99 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 46.51 0.00 117.31 0.00

OD: Aymi siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli
bulunmamaistir

Farkli biber hatlarinda farkli aktif komiir ve sefotaksim igeren DDV ortamlari
kullanilarak yapilan denemelerde embriyo olusumu goézlenmemistir. Bunun iizerine
tezde oncelikle denenmesi planlanan ancak gerekli kimyasallarin elde edilme siirecinin
uzun siirmesi nedeniyle ertelenen cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminin

arastirilmasina baglanmistir.
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4.2. Cift Katmanh In vitro Anter/Mikrospor Kiiltiirii ile Androgenesis

Cahismalan

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sistemi ile yapilan ilk denemede (PC1), iki
farkli hattin ve in vitro kiiltiirde etilen inhibitorii olarak kullanmilan giimiis nitratin etkisi
aragtirlmistir. Deneme boyunca anterlerde olusan degisimler gézlenmis ve iist ortam
stvt oldugu igin kontaminasyon goriilen Petriler oldugu gibi deneme dis1 birakilmustir.
Denemede uygulanan faktorlerin etkileri, istatistiksel agidan onemli bulunmamistir
(Cizelge 4.4), ancak ii¢ uygulama kombinasyonunda embriyo olusumu gozlenmistir.
Uygulamalar arasinda 100 anterden gelisen embriyo sayisi en fazla (147.54 adet),

glimiis nitrat bulunmayan rejenerasyon ortaminda YeHat3 hattindan elde edilmistir.

Cizelge 4.4. UgHatl ve YeHat3 biber hatlarinda 0.0 veya 10.0 mg/L giimiis nitrat
eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortamlarinda olusan kontaminasyon, kararma,
saglikli anter ve embriyo oranlari

Hat Giimiis Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
Nitrat Olan Anter  Anter Anter  Sayisi Olan
(mg/L) Orani (%)  Oram Oram (adet/100 Embriyo
(%) (%) anter)  Orani (%)
UcHatl 0.0 0.00 0.00 100.00  0.00
10.0 0.00 0.00 100.00  5.88 0.00
YeHat3 0.0 0.00 0.00 100.00 147.54 5.92
10.0 0.00 0.00 100.00  4.90 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. OD.
Hat
UcHatl1 0.00 0.00 100.00 2.94 0.00
YeHat3 0.00 0.00 100.00  76.22 2.96
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
GlimiigNitrat (mg/L)
0.0 0.00 0.00 100.00  73.77 5.92
10.0 0.00 0.00 100.00  5.39 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayist 0.00 0.00 0.00  278.77

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli
bulunmamistir

Bu denemede rejenerasyon ortaminda olusan embriyolar, ¢imlendirilmek iizere
0.1 uM BA, %2 sakkaroz ve %0.6 Bitki Agar1 iceren MS ortamina transfer edilmistir.

Gelisen embriyolar, olas1 kontaminasyonlara karsi daha sonra 250 mg/L sefotaksim
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iceren ¢imlendirme ortamina alinmiglardir. Gelismeyen embriyolarin Petri igerisinde
vitrifiye olmalar1 nedeniyle, ortamdaki agar (Sigma) 9%0.8-0.9’a yiikseltilerek
hazirlanan ortama aktarilmistir. Kontamine olmayan ve kararmayan saglikli embriyolar,
daha iyi gelisebilmeleri i¢in ¢imlendirme ortami bulunan tiiplere transfer edilmistir.
Ancak bu uygulamalar sonucunda sadece glimiis nitrat igermeyen rejenerasyon
ortamindan gelen YeHat3 embriyolar1 ¢imlendirme ortaminda gelismistir (Cizelge 4.5).
Gelisen embriyolar, tiipe alinmalarimin ardindan bir kismu kararma bir kismi da

kontaminasyon sonucu 6lmiis ve neticede saglikli bitkiler elde edilememistir.

Cizelge 4.5. UgHatl ve YeHat3 hatlarinda 0 veya 10 mg/L giimiis nitrat eklenen cift
katmanlt ortamlarda olusan embriyolarin ¢imlendirme ortaminda gelisme,
kontaminasyon, kararma ve bitkiye doniisme oranlari

Hat Giimiis Gelisen Tiipte Tiipte Bitkiye
Nitrat Embriyo Kontamine Kararan Doniisen
(mg/L) Orani (%) Olan Embriyo Embriyo
Embriyo Oram (%) Oram (%)
Orani (%)

UcHatl 0
10 0.00

YeHat3 0 3.62 18.18 6.82 0.00
10 0.00

Cift katmanli sistemin kullamldigi 2. deneme (PC2) ilk denemenin tekrari
seklinde planlanmig, ancak kontaminasyonlarin Onlenebilmesi amaciyla tim
uygulamalara 250 mg/L sefotaksim ilave edilmistir. Bu denemede ortamlar dnceden
hazirlandigr igin sefotaksim, Petrilerdeki ortamin sadece st sivi fazina eklenmistir.
Calismada yapilan gozlemlerde uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli
bulunmamistir (Cizelge 4.6). Bununla birlikte en yiiksek embriyo olusumu (56.67
embriyo/100 anter), YeHat3 hattinda glimiis nitrat bulunmayan rejenerasyon ortamindan
elde edilmistir.

Rejenerasyon ortaminda elde edilen embriyolar 250 mg/L sefotaksim i¢ceren MS
¢imlendirme ortami bulunan Petrilere transfer edilmislerdir. Petride biiyiiyen embriyolar
ayni ortami igeren tliplere alinmig ve vitrifiye olanlar yiikksek agarli (%0.9) ortama
aktarilmiglardir. Tiplere alindiktan sonra zamanla embriyolarda kallus olusumu,
kahverengilesme ve kararma gozlenmistir. Bu kisimlar temizlenerek embriyolar taze
ortamlara aktarilmislardir. Calismada embriyo gelisim orani bakimindan uygulamalar

arasinda, istatistiksel agidan onemli farklar tespit edilmemistir (Cizelge 4.7). Glimiis
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nitrat uygulanmayan ortamlarda UcHatl ve YeHat3 hatlarinda embriyo gelisimi

gozlenirken, glimiis nitrat igeren ortamlarda embriyo gelismemistir. Ancak

kontaminasyon ve kararma nedeniyle higbir embriyo tam bitki olusturmamustir.

Cizelge 4.6. UcHatl ve YeHat3 biber hatlarinda 0.0 veya 10.0 mg/L giimiis nitrat ile
250 mg/L sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan
kontaminasyon, kararma, saglikli anter ve embriyo oranlar1

Hat Giimiis Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
Nitrat Olan Anter  Anter Anter Sayis1 Olan
(mg/L) Orani (%) Oram Oram (adet/100 Embriyo
._ (%) (%) anter) Orani (%)
UcgHat1 0 0.00 0.00 100.00 27.84 15.91
10 0.00 0.00 100.00 13.61 0.00
YeHat3 0 0.00 0.00 100.00 56.67 0.00
10 0.00 0.00 100.00 14.71 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Hat
UgHat1 0.00 0.00 100.00 20.73 7.95
YeHat3 0.00 0.00 100.00 35.69 0.00
Tukey HSD degeri O.D. 0O.D. O.D. O.D. O.D.
Giimiis Nitrat (mg/L)
0 0.00 0.00 100.00 42.25 7.95
10 0.00 0.00 100.00 14.16 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. 0O.D. 0O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 0.00 0.00 0.00 147.84 400.00

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %35 énem diizeyinde anlamli bulunmamuistir

Cizelge 4.7. UgHatl ve YeHat3 hatlarinda 0 veya 10 mg/L giimiis nitrat ile 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli ortamlarda olusan embriyolarin ¢imlendirme
ortaminda gelisme, kontaminasyon, kararma ve bitkiye donlisme oranlari

Hat Giimiis Gelisen Tiipte Kontamine Tiipte Bitkiye
Nitrat Embriyo Olan Embriyo Kararan Doniisen
(mg/L) Oram (%) Oram (%) Embriyo Embriyo
Oram (%) Oram (%)
UcHatl 0 14.29 18.75 0.00 0.00
10 0.00
YeHat3 0 7.14 12.50 12.50 0.00
10 0.00
Tukey HSD degeri 0O.D.

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasmdaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli bulunmamistir

Kurulan 3. denemede (PC3), UgHatl hattinda giimiis nitrat ve sefotaksim

kombinasyonlarmin ¢ift katmanl sistemdeki etkileri incelenmistir (Cizelge 4.8). ilk iki
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denemedeki sivi ortam miktarmin Petri hacmine goére fazla oldugu ve bu durumun
vitrifikasyona da sebep olabilecegi degerlendirilerek, bu ve bundan sonraki denemelerde
aksi belirtilmedigi stirece s1v1 faz olarak 4 mL yerine 3 mL kullanilmistir. Bu denemede
de olusan embriyolar 6nce ¢imlendirme ortami igeren Petrilere, daha sonra da saglikli
kalanlar gelisip bitkiye dontisebilmeleri igin tiiplere alinmiglardir. Bu asamada
kontaminasyon ve kararmalar goriilen bitkilerin kurtarilmasi1 amaciyla, temizlenerek alt
kiiltire alinmustir. Cizelge 4.8 incelendiginde sefotaksim eklenen ortamda (136.49
embriyo/100 anter), eklenmeyen ortama (2.08 embriyo/100 anter) kiyasla istatistiksel
olarak daha yiiksek oranda embriyo olustugu ve ayni gézlem agisindan giimiis nitratin

etkisinin énemli olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.8. UcgHatl biber hattinda 0.0 veya 10.0 mg/L giimiis nitrat ile 0 veya 250
mg/L sefotaksim eklenen gift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan kontaminasyon,
kararma, saglikli anter ve embriyo oranlar1

Giimiis Nitrat Sefotaksim Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
(mg/L) (mg/L) Olan Anter Anter  Anter Sayisi Olan

Oram (%) Oram Oram (adet/100 Embriyo

(%0) (%0) anter)  Oram (%)

0 0 33.33 0.00 66.67 4.17 0.00
250 0.00 0.00 100.00  222.98 0.00
10 0 0.00 0.00 100.00 0.00
250 33.33 0.00 66.67 50.00 20.83
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Gilimiis Nitrat (mg/L)
0 16.67 0.00 83.33 113.58 0.00
10 16.67 0.00 83.33 25.00 20.83
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Sefotaksim (mg/L)
0 16.67 0.00 83.33 2.08" 0.00
250 16.67 0.00 83.33  136.49° 20.83
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. 7.20
Varyasyon Katsayisi 244.95 0.00 48.99 180.12

OD: Varyans analizine gore aymi siitundaki ortalamalar arasindaki farklar, %35 6nem

diizeyinde onemli degil.

*Ayni siitun icinde farkli harfle gosterilen ortalamalar, %5 6nem diizeyinde Tukey HSD

(Honestly Significant Difference) ¢oklu karsilastirma testine gore birbirinden farklidir
Rejenerasyon ortaminda olusan embriyolar, ¢imlendirme ortami bulunan tiiplere

transfer edildiginde, giimiis nitrat ve sefotaksim bulunmayan ortam disinda embriyo
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gelistiren uygulamalarin tiimiinde kontaminasyonlar (%4.76 ila 33.73) gozlenmistir.
(Cizelge 4.9). Embriyolarda kararmalarin da olusmasi sebebiyle bitkiye doniisiim

ger¢eklesmemistir.

Cizelge 4.9. UcHatl hattinda 0 veya 10 mg/L giimiis nitrat ile 0 veya 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli ortamlarda olusan embriyolarin ¢imlendirme
ortaminda gelisme, kontaminasyon, kararma ve bitkiye donlisme oranlari

Giimiis  Sefotaksim Gelisen Tiipte Tiipte Bitkiye
Nitrat (mg/L) (mg/L) Embriyo Kontamine Kararan Doniisen
Oram (%) Olan Embriyo Embriyo Embriyo
Oram (%) Oram (%) Oram (%)

0 0 33.33 0.00 33.33 0.00
250 35.57 33.73 66.27 0.00
10 0
250 9.72 4.76 23.81 0.00

Dérdiincii deneme (PC4), 3. deneme ile aym sekilde planlanmis yalnizca UgHatl
yerine YeHat3 anterleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, olusan embriyo sayisi bakimindan giimiis nitrat, sefotaksim ve bu
iki faktoriin interaksiyon uygulamalari arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.10). Giimiis nitrat ve sefotaksim igermeyen ortamda embriyo olugsmazken, en
yiiksek embriyo olusumu (189.76 embriyo/100 anter) giimiis nitrat bulunmayan ancak
250 mg/L sefotaksim iceren ortamda tespit edilmistir. Onceki denemede (PC3) de en
yiiksek embriyo olusumu ayni ortam igeriginden elde edilmis, ancak oran daha yiiksek
(222.98 embriyo/100 anter) olmustur. Bu degerlere bakilarak ayni kosullar ve ortam
igerikleri s6z konusu oldugunda, UgHat1’den daha yiiksek oranda embriyo elde edildigi
ve bu embriyolarin tiipteki kontaminasyon oraninin YeHat3’ten gelen embriyolardaki
kontaminasyon oranindan (Cizelge 4.11) daha az oldugu sonucuna varilmistir. Glimiis
nitrat ve sefotaksimin etkileri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, giimiis nitrat eklenmeyen
ortamdan, eklenen ortama kiyasla daha yiiksek sayida embriyo elde edilmistir (sirasiyla
94.88 embriyo/100 anter ve 11.09 embriyo/100 anter). Sefotaksim ise glimiis nitratin
aksine kullanildigi uygulamalarda embriyo olusumunu arttirmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. YeHat3 hattinda 0.0 veya 10.0 mg/L giimiis nitrat ile O veya 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan kontaminasyon,
kararma, saglikli anter ve embriyo oranlari

Giimiis Nitrat Sefotaksim Kontamine Kararan Saghkhh Embriyo Kontamine
(mg/L) (mg/L) Olan Anter Anter  Anter Sayisi Olan

Orami (%) Oramm  Oram (adet/100 Embriyo

(%) (%) anter) Oram (%)

0 0 33.33 0.00 66.67 0.00%"
250 0.00 0.00 100.00  189.76% 17.50
10 0 33.33 0.00 66.67 9.26° 33.33
250 33.33 0.00 66.67 12.92b 0.00
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. 3.50
Glimiis Nitrat (mg/L)
0 16.67 0.00 83.33 94.88% 17.50
10 33.33 0.00 66.67 11.09° 16.67
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. 2.48
Sefotaksim (mg/L)
0 33.33 0.00 66.67 4.63° 33.33
250 16.67 0.00 83.33  101.34% 8.75
Tukey HSD degeri O.D. O.D. O.D. 2.48
Varyasyon Katsayisi 200.00 0.00 66.66 40.85

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli
bulunmamistir

*Ayni siitun i¢inde farkli harfle gosterilen ortalamalar, %5 6nem diizeyinde Tukey HSD
(Honestly Significant Difference) ¢coklu karsilastirma testine gore birbirinden farklidir

Cizelge 4.11 incelendiginde, YeHat3 hattinda rejenerasyon ortaminda bazi
uygulamalarda olusan embriyolarin (Cizelge 4.10) ¢imlendirme ortaminda gelistigi,
ancak bu embriyolarin bitki olusturmadigi goriilmektedir. Bunun nedenleri arasinda;
kontaminasyon ve kararmalarin (Sekil 4.1a) yanisira bazi embriyolarin biiylime ucuna
sahip olmamast (Sekil 4.1b), yalmizca kok (Sekil 4.1c), yaprak (Sekil 4.1¢) veya
hipokotil (Sekil 4.1d) olusturmalar1 (kalitesiz embriyo olmalari) sayilabilir. Biber anter
kiiltiiriinde (Capsicum annuum L.) en ciddi problemin diisiik embriyo kalitesi oldugunu
belirten Supena ve Custers (2011), bu durumun kiiltiir kosullarindan, ortam igeriginden
ve dondr bitkinin fizyolojik durumunu etkileyen yetistirme kosullarindan (6zellikle 151k

ve sicaklik) kaynakli olabilecegini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.11. YeHat3 hattinda 0 veya 10 mg/L giimiis nitrat ile 0 veya 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli ortamlarda olusan embriyolarin ¢imlendirme
ortaminda gelisme, kontaminasyon, kararma ve bitkiye doniisme oranlar1

Giimiis Nitrat Sefotaksim Gelisen Tiipte Tiipte Bitkiye
(mg/L) (mg/L) Embriyo Kontamine Kararan Doniisen
Oram (%) Olan Embriyo Embriyo Embriyo
Oram (%) Oram (%) Oram (%)

0 0

250 13.13 66.67 0.00 0.00
10 0 0.00

250 11.11 0.00 33.33 0.00

Sekil 4.1. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde kararan veya kontamine
olan (a), biiytime ucu bulunmayan (b), yalnizca kok (c), yaprak (¢) veya hipokotil (d)
olusturan kalitesiz embriyolarin gelisimi

Ucgiincii ve 4. deneme ile ayni sekilde kurulan PC5 denemesinde ise GiiHat2 hatti
kullanilarak ~glimiis nitrat ve sefotaksim kombinasyonlarimin ¢ift katmanlh
anter/mikrospor kiiltiirii sistemindeki etkileri arastirilmistir (Cizelge 4.12). Diger tiim
denemelerin aksine burada c¢ok fazla sayida anter ilk 4 haftada kararmis ve bu gozlem
acisindan interaksiyon uygulamalar1 arasindaki fark istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur. Buna gore, giimiis nitrat ve sefotaksim bulunmayan ortam ile 10 mg/L
glimiis nitrat ve 250 mg/L sefotaksim bulanan ortamda, diger ortamlara gore daha

yiiksek kararma gozlenmistir. Ayn1 deneme daha &nce UcgHatl ve YeHat3 hatlan
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kullanilarak gerceklestirildiginde denemelerde olusan en yiliksek embriyo oranlari
sirastyla 222.98 embriyo/100 anter (Cizelge 4.8) ve 189.76 embriyo/100 anter (Cizelge
4.10) olmustur. Ancak GiiHat2 hattinin kullanildig1 bu denemede higbir uygulamadan
embriyo elde edilmedigi ve bu hattin, UgHatl ve YeHat3 hatlarina kiyasla
anter/mikrospor kiiltiirii denemelerinde embriyo olusumu bakimindan basarisiz oldugu

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.12. GiiHat2 hattinda 0.0 veya 10.0 mg/L glimiis nitrat ile 0 veya 250 mg/L
sefotaksim eklenen c¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan kontaminasyon,
kararma, saglikli anter ve embriyo oranlari

Giimiis Sefotaksim Kontamine  Kararan Anter Saghkh Anter  Embriyo Sayisi
Nitrat (mg/L) Olan Anter Oram (%) Oram (%) (adet/100 anter)
(mg/L) Orani (%)
0 0 25.00 75.00? 75.00 0.00
250 25.00 0.00° 75.00 0.00
10 0 0.00 0.00P 100.00 0.00
250 0.00 100.00? 100.00 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. 12.50 O.D. O.D.
Glimiig Nitrat (mg/L)
0 25.00 37.50 75.00 0.00
10 0.00 50.00 100.00 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Sefotaksim (mg/L)
0 12.50 37.50 87.50 0.00
250 12.50 50.00 87.50 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayis1 282.84 57.14 40.41 0.00

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 énem diizeyinde anlamli bulunmamuistir

Deneme sonuglar1 arasinda olusan bu farkliliklar iizerinde hatlarin etkisini
belirleyebilmek amaciyla, yeni kurulan denemede (PC6) UgHatl, GiiHat2 ve YeHat3
hatlart karsilastirilmistir.  Ayrica Onceki denemelerden elde edilen embriyolarda
meydana gelen vitrifikasyon probleminin de sebebini anlayabilmek ve azaltmak
amactyla kurulan bu denemede, ilk asamada kullanilan ¢ift katmanli ortamlarin kati
tabakalarinda %0.6 veya %0.8 agar (Duchefa, Plant Agar) kullanilmistir (Cizelge 4.13).
Ortamlar, 250 mg/L sefotaksim ecklenerek hazirlanmistir. Bu ve bundan sonraki
denemelerde elde edilen embriyolar, diger denemelerde karsilasilan vitrifikasyon

problemini azaltmak i¢in erken embriyo asamasinda g¢imlendirme ortamina
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aktarilmiglardir. Yiizde 0.6 veya 0.8 agar igeren ¢ift katmanli rejenerasyon ortamlarinda
tiretilen embriyolar, ayn1 oranda agar iceren ¢imlendirme ortamlarina aktarilmistir.
Deneme sonuglar1 degerlendirildiginde, higbir gozlem istatistiksel ac¢idan OSnemli
bulunmamistir (Cizelge 4.13). Kullanilan hatlar embriyo olusumu agisindan
kiyaslandiginda, aralarindaki farklar istatistik olarak dnemli olmamakla birlikte, en iyi
sonucu UgHat1 hatt1 verirken, en diisiik oran GiiHat2’den alinmistir. Agar miktarlarinin
etkisi degerlendirildiginde ise %0.8 agar uygulamalarinda gézlenen ortalama embriyo
sayis1 20.28 adet/100 anter iken, %0.6 agar kullanilan uygulamada bu say1 13.58
embriyo/100 anter olmustur. “GiiHat2 x %0.6 agar” kombinasyonu disinda tiim
uygulamalardan embriyo elde edilmis, bunlar arasinda en yiiksek embriyo olusumu
(32.42 embriyo/100 anter), “UgHatl x %0.6 agar” interaksiyonunda gdzlenmistir.
Ancak yasanan pandemi siireci denemenin takibini olumsuz etkilemis ve embriyodan

bitkiye doniisiim ile ilgili veriler elde edilememistir.

Cizelge 4.13. UgHat1, GiiHat2 ve YeHat3 hatlarinda %0.6 veya 0.8 agar ve 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan kontaminasyon,
kararma, saglikli anter ve embriyo oranlari

Hat Agar (%) Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
Olan Anter Anter Anter Sayisi Olan Embriyo
Orami (%) Orani (%) Orani (%) (adet/100 Orani (%)
anter)
YeHat3 0.6 0.00 50.00 100.00 8.33 4.17
0.8 0.00 25.00 100.00 25.73 0.00
GiiHat2 0.6 25.00 0.00 75.00 0.00
0.8 0.00 0.00 100.00 27.75 0.00
UcHatl 0.6 0.00 25.00 100.00 32.42 28.85
0.8 25.00 25.00 75.00 7.35 25.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Hat
YeHat3 0.00 37.50 100.00 17.03 2.08
GiiHat2 12.50 0.00 87.50 13.87 0.00
UcHat1 12.50 25.00 87.5 19.89 26.92
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Agar (%)
0.6 8.33 25.00 91.67 13.58 16.51
0.8 8.33 16.67 91.67 20.28 8.33
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 346.41 203.96 31.49 137.22

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli bulunmamustir
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Eylil 2019 tarihinde kurulan bir diger denemede (PC7) kullanilan bitkilerin
tohumlari, 2019 yilinin Nisan aymnda ¢imlendirilmis ve olusan fideler Mayis ayinda
saksilara dikilmistir. Deneme sonuglar1 degerlendirildiginde higbir gozlem istatistiksel
acidan onemli bulunmamistir (Cizelge 4.14). Saglikli anterlerden elde edilen embriyo
oranlar1 incelendiginde, en yiiksek sonucu 106.17 embriyo/100 anter ile “UgHatl x
%0.8 agar” uygulamasi vermistir. Bunu sirasiyla 61.15 embriyo/100 anter ile “YeHat3 x
%0.8 agar” ve 54.78 embriyo/100 anter ile “GiiHat2 x %0.8 agar” kombinasyonlari
takip etmistir. Farkli agar oranlarinin genel ortalamalar1 karsilagtirildiginda istatistik
acidan onemli bir fark bulunmamakla birlikte, %0.8 agar ortaminda 74.03 embriyo/100
anter olusumu gozlenirken, %0.6 agar ortaminda bu oranin 29.15 embriyo/100 anter
oldugu goriilmektedir. Bu verilere gore her ii¢ hat i¢in %0.8 agar uygulamasinin daha

1yl sonug verdigi degerlendirilebilir.

Cizelge 4.14. UgHat1, GiiHat2 ve YeHat3 hatlarinda %0.6 veya 0.8 agar ve 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan kontaminasyon,
kararma, saglikli anter, embriyo ve gelisen embriyo oranlari

Hat Agar (%) Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
Olan Anter  Anter Oram  Anter Sayisi Olan
Orani (%) (%) Oram (%) (adet/100 Embriyo
anter) Orani (%)
YeHat3 0.6 0.00 0.00 100.00 52.87 38.89
0.8 25.00 0.00 75.00 61.15 29.44
GiiHat2 0.6 25.00 0.00 75.00 11.67 0.00
0.8 25.00 0.00 75.00 54.78 9.375
UgHat1 0.6 0.00 0.00 100.00 22.91 25.00
0.8 0.00 0.00 100.00 106.17 49.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. 0O.D. O.D.
Hat
YeHat3 12.50 0.00 87.50 57.01 34.17
GiiHat2 25.00 0.00 75.00 33.22 4.69
UgHat1 0.00 0.00 100.00 64.54 37.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Agar (%)
0.6 8.33 0.00 91.67 29.15 21.30
0.8 16.67 0.00 83.33 74.03 29.27
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 282.84 0.00 40.41 134.02 141.60

OD: Varyans analizine gére ayni siitundaki ortalamalar arasindaki farklar, %5 6nem diizeyinde &nemli
degil
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Cizelge 4.14’te goriilen %0.6 veya 0.8 agar igeren ortamlarda kontamine olmamis
ve kararmayan saglikli embriyolarin, vitrifikasyonunu azaltarak daha iyi
gelisebilmelerini saglamak amaciyla tamami, %0.8 agar iceren ¢imlendirme ortamh
tiplere aktarilmislardir (Cizelge 4.15). Cizelgede 4.15te verilen sonuglara gore yapilan
biitiin gozlemler agisindan, hatlar ve rejenerasyon ortaminda uygulanan agar oranlari
arasindaki farklar, istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Bununla birlikte, tiiplere
alman embriyo oranlar1 incelendiginde, rejenerasyon ortaminda olusan embriyo
oraninda elde edilen sonucun aksine, %0.6 agar uygulamalarindan gelen embriyolarin
daha yiiksek oranda bitkiye doniistiigii goriilmektedir (Cizelge 4.14 ve 4.15). Bitkiye
doniisen embriyo ve saksiya aktarilan bitki oran1 bakimindan, YeHat3 hattindan diger
hatlara gore daha yiiksek degerler (sirasiyla %23.88 ve %16.67) elde edilmistir.

Saksiya aktarilan bitki orani agisindan ise agar oranlar1 birbirine yakin olmustur.

Cizelge 4.15. UgHatl, GiiHat2 ve YeHat3 hatlarinda %0.6 veya 0.8 agar ve 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan embriyolarin %0.8 agar
igeren ¢imlendirme ortaminda kontaminasyon, Kararma, bitkiye doniisme ve saksiya
aktarma oranlari

Gelisen KOTr‘lltlgr:fi ne KTiipte B..itlfiye Sakstya
Hat Agar (%) Embriyo Olan Erirl-)arrian ]E)m:)us_en Békt.anlan
. yo mbriyo itki Orani
Orami (%)  Embriyo 0 00)  Orami (%) (%)
Orani (%)
YeHat3 0.6’dan 0.8 47.22 0.00 29.29 32.14 25.00
0.8’den 0.8 3r.22 37.50 19.79 15.63 8.33
GiiHat2 0.6°dan 0.8 25.00 3.57 7.14 10.71 0.00
0.8’den 0.8 65.63 5.00 58.33 8.33 5.00
UgHat1 0.6°dan 0.8 66.67 16.67 58.33 25.00 0.00
0.8'den0.8 2600 2.38 30.88 5.36 13.89
Tukey HSD Degeri 0.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Hat
YeHat3 42.22 18.75 24.54 23.88 16.67
GiiHat2 45.31 4.29 32.74 9.52 2.50
UcHat1 46.33 9.52 49.11 15.18 6.94
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Agar (%)
0.6°dan 0.8 46.30 6.75 31.59 22.62 8.33
0.8'den 0.8 42.95 14.96 39.34 9.77 9.07
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 91.39 211.45 112.89 197.51 283.35

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasidaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli bulunmamustir
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Bu denemede (PC7) elde edilen toplam 29 bitkiden en iyi gelisim goésteren 9’u,
yapilacak olan kolhisin uygulamalarinda karsilasilacak muhtemel sorunlar g6z 6niinde
bulundurularak kardeslendirilmistir. Bitkilerin kok bulundurmayan iist kismindan alinan
kardesler, kok olusturabilmeleri amaciyla 0.5 mg/L IBA igeren MS ortamina (Hegde ve
ark.. 2017); kokli olan kardesler ise biiyiime diizenleyici igermeyen MS ortamina
aktarilmiglardir. Calismamizda 0.5 mg/L IBA ortamina alinan kardeglerde, birkac¢ defa
alt kiiltiire alinmalarina ragmen koklenme gdézlenmemis, bu bitkiler zamanla kararmig
ve ardindan olmiislerdir. Koklii olan kardesler arasinda ise kontamine olan ve kararanlar
cikarildiginda, 2 kardes bitki dis ortama alistirilarak saksiya aktarilmistir. Hig
kardeslendirilmeyen 20 bitkiden 7’si saksiya alinmistir. Sonug olarak tiipe alinan toplam
29 bitkiden 9’u saglikli bir bicimde gelismis ve topraga aktarilmistir.

Yapilan in vitro ¢ift katmanl anter/mikrospor kiiltiirii ¢alismalarindan bir digeri
olan PC8 denemesi, yukarida saglikli bitkiler elde edilen denemenin (PC7) tekrari
seklinde planlanmis olup, bu sistemin tez ¢alismasinin ana amacina uygun olarak Hatay
biberinde saf hatlar elde edebilmek i¢in kullanilabilecek etkin bir yontem olup olmadig1
incelenmistir. Deneme, Eyliil 2019°da dikilmis olan 2 aylik bitkilerin tomurcuklar
kullanilarak Kasim ayinda kurulmustur. Calismadan elde edilen veriler, olusan embriyo
sayisi lizerinde, kullanilan hatlar arasindaki farkin istatistiksel agidan énemli oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.16). Buna gore, en yiiksek degeri veren YeHat3 hattindan
ortalama 32.22 embriyo/100 anter meydana gelirken, UcHatl hattindan 15.83
embriyo/100 anter olusmus, GiiHat2 hattindan ise embriyo elde edilmemistir. Yapilan
gozlem degerlerinin, ortama eklenen agar oranina bagli olarak istatistiksel agidan
onemli diizeyde degismedigi, %0.6 ile %0.8 agar kullanilan uygulamalar arasinda
embriyo olusumu ag¢isindan gozlenen farkin, 6nceki iki denemede oldugu gibi belirgin
olmadigi tespit edilmistir.

Rejenerasyon ortaminda PC8’de farkli uygulamalarda olusan embriyolarin
¢imlendirme ortamina aktarilmasi sonucu elde edilen gozlem verileri Cizelge 4.17°de
verilmistir. YeHat3 hattinda rejenerasyon ortaminda her iki agar konsantrasyonunda
(%0.6 ve %0.8) olusan embriyolarin %0.8 agarli ¢imlendirme ortaminda gelisirken,
UgHat1’de sadece %0.8 agarda olusan embriyolar ¢imlendirme ortaminda gelismistir.
Ayrica, bitkiye doniisen embriyo oraminin UgHatl’e kiyasla YeHat3’te daha yiiksek

oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.16. UgHatl, GiiHat2 ve YeHat3 hatlarinda %0.6 veya 0.8 agar ve 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan kontaminasyon,

kararma, saglikli anter ve embriyo oranlari

Hat Agar Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
(%) Olan Anter Anter Anter  Sayisi Olan
Oram (%) Oram Oram (adet/100 Embriyo
(%) (%) anter) Oram (%)
YeHat3 0.6 0.00 0.00 100.00  47.70 0.00
0.8 0.00 0.00 100.00  16.73 20.00
GiiHat2 0.6 0.00 0.00 100.00 0.00
0.8 25.00 0.00 75.00 0.00
UgHatl1 0.6 0.00 0.00 100.00 0.00
0.8 0.00 0.00 100.00  31.67 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Hat
YeHat3 0.00 0.00 100.00 32.22° 10.00
GiiHat2 12.50 0.00 87.50 0.00°
UgHatl 0.00 0.00 100.00 15.83% 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. 3.53
Agar (%)
0.6 0.00 0.00 100.00  15.90 0.00
0.8 8.33 0.00 91.67 16.13 10.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 489.90 0.00 21.30 182.45

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli
bulunmamistir

Cizelge 4.17. UgHatl, GiiHat2 ve YeHat3 hatlarinda %0.6 veya 0.8 agar ve 250 mg/L
sefotaksim eklenen ¢ift katmanli rejenerasyon ortaminda olusan embriyolarin %0.8 agar
igeren ¢imlendirme ortaminda gelisme, kontaminasyon, kararma, bitkiye dontisme ve
sakstya aktarma oranlari

Hat Agar (%) Gelisen Tiipte Tiipte Bitkiye Saksiya
Embriyo Kontamine Kararan Doniisen Aktarilan

Oram Olan Embriyo Embriyo  Bitki

(%) Embriyo Oram (%) Oram Oram

Oram (%) (%) (%)

YeHat3 0.6’dan 0.8  9.82 0.00 25.00 50.00 25.00

0.8’°den 0.8  5.00 25.00 0.00 0.00 0.00

UgHatl1 0.8’den 0.8 12.83 25.00 10.00 10.00 25.00

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde sivi ortam miktarinin ve bu sivi

fazin ¢alkalanmasmin embriyo olusumu iizerindeki etkilerinin, Ug¢Hatl hattinda
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arastirilldigr ¢alismanin (PC9) sonuglari Cizelge 4.18’de verilmistir. Bu ¢alisma, bir
onceki denemede oldugu gibi 2019’un Eylil aymnda dikilen 2 aylhik bitkilerin
tomurcuklar1 kullanilarak ayni yilin Kasim ayinda kurulmustur. Biitiin uygulamalarda
sivi Uist fazda bulunan anterler gerekli 6n uygulamalardan sonra, karanlik kosullarda
calkalamali inkiibatorde 100 devir/dk’da ¢alkalanmigtir. Bu ¢alismada uygulanan
faktorlerin, yapilan gozlemler lizerinde istatiksel acidan dnemli diizeyde etkili olmadigi
belirlenmistir (Cizelge 4.18). Bununla birlikte embriyo olusumu, yalnizca “0 devir/dk x

1.5 mL s1v1 ortam” interaksiyonunda 33.74 embriyo/100 anter olarak ger¢eklesmistir.

Cizelge 4.18. UgHatl hattinda 250 mg/L sefotaksim eklenen ¢ift katmanl
anter/mikrospor  kiiltiirii  sisteminde farkli sivi ortam miktar1 ile ¢alkalama
uygulamalarinda rejenerasyon ortaminda belirlenen kontaminasyon, kararma, saglikli
anter ve embriyo oranlari

Sivi Ortam Calkalama Kontamine Kararan Saghkh Embriyo Kontamine
Miktar (mL) Hizx Olan Anter Anter  Anter Sayisi Olan
(Devir/dk) Orami (%) Oramm Oram (adet/100 Embriyo
(%) (%) anter) Oram (%)
1.5 25.00 0.00 75.00 33.74 5.00
3 25.00 0.00 75.00 0.00
1.5 0.00 0.00  100.00 0.00
3 0.00 0.00  100.00 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
S1vi Ortam Miktar1 (mL)
1.5 12.50 0.00 87.50 16.87 5.00
3 12.50 0.00 87.50 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Calkalama Hizi1 (Devir/dk)
0 25.00 0.00 75.00 16.87 5.00
100 0.00 0.00  100.00 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D.
Varyasyon Katsayisi 282.84 0.00 4041 295.44

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli
bulunmamistir

Bu denemede rejenerasyon ortaminda ¢alkalanmayan 1.5 mL s1vi ortamda olusan
embriyolardan %13.95’i ¢imlenme ortaminda gelismis ve tiiplere alinanlarin %8.33’1
bitkiye donligmiistiir (veriler gosterilmemistir). Sonu¢ olarak bitkiye doniisenlerin
%25.00°1 saksiya aktarilmis ve denemeden bir adet bitki elde edilmistir. Fakat,

calkalanan kiiltiirlerde hi¢ embriyo olusumu goézlenmemistir. Ancak Dogan ve Ari
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(2019) siis biberinde, ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiirlerinde ¢alkalanan kiiltiirlerin,
calkalanmayanlara gore 4.5 kat daha fazla embriyo {rettigini ve ¢alkalayici
kullaniminin embriyo verimini arttirdigini rapor etmislerdir. Bu sonuglar ile bizim
calismamizin sonuglar1 paralellik gostermemistir. Bunun nedenleri, s6z konusu
calismada kullanilan kati ve sivi ortam miktarlari ile c¢alkalama hizlariin
calismamizdan farkli olmas1 ve karigtirict kullantminin etkilerinin genotipe bagli olarak
degisiklik gostermesi olabilir.

Mart 2020 tarihinde kurulan bir baska denemede (PC10) kullanilan tomurcuklar,
2019’un Ekim ayinda dikilmis olan 5 aylik bitkilerden alinmistir. Calismada, 2 farkl
kat1 ortam (5 ve 3 mL) ve sivi ortam (3 ve 1.5 mL) miktari ile kat1 ortama eklenen 2
degisik agar kaynagmin (Sigma ve Duchefa) ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii
sisteminin basaris1 tizerindeki etkilerinin incelenmesi amacglanmistir (Cizelge 4.19).
Calismada etkisi incelenen faktorlerin, yapilan gozlemler {izerinde istatistiksel agidan
onemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Ancak biitiin uygulamalarda embriyo
olusumu gergeklesmis olup, 62.50 embriyo/100 anter (“5 mL kati ortam x 3 mL sivi
ortam X Sigma agar” kombinasyonu) ila 7.50 embriyo/100 anter (“3 mL kat1 ortam x 3
mL s1v1 ortam x Sigma agar” kombinasyonu) arasinda degismistir. Ayrica saglikli anter
oraninin yiiksek olmasina bagli olarak kontamine olan embriyo oraninin %0.0 ila 12.8
arasinda degistigi belirlenmistir.

Calisma neticesinde gelisme gostererek tiiplere alinan embriyolarin tiimii Duchefa
agar kullanilan uygulamalardan elde edilmistir (Cizelge 4.20). Duchefa agar kullanilan
uygulamalar arasinda “5 mL kat1 ve 3 mL sivi ortam” uygulamasi, diger uygulamalara
gore daha yiiksek oranda embriyo gelisimi saglanmistir. Denemede Duchefa agar
kullanilan “5 mL kat1 ve 3 mL s1vi ortam”, “3 mL kat1 ve 1.5 mL s1vi ortam” ile “3 mL
kati ve 3 mL sivi ortam” kombinasyonlarinda %25.00 oraninda bitkiye doniisiim
gozlenmistir. S6z konusu uygulamalarda saksiya aktarilan bitki oranlarinin ise ayni

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.19. UgHatl hattinda 250 mg/L sefotaksim eklenen c¢ift katmanl
anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde farkli kat1 ve sivi ortam miktari ile iki agar kaynagi
kombinasyonlarinda, rejenerasyon ortaminda belirlenen kontaminasyon, kararma,
saglikli anter ve embriyo oranlari

Kati Siv1 Agar Kontamine Kararan Saghkhh Embriyo Kontamine
Ortam Ortam Kaynag Olan Anter Anter Anter Sayisi Olan
Miktar1 Miktar Oram (%) Oram Oram (adet/100 Embriyo
(mL) (mL) (%) (%) anter) Orani (%)
5 15 Duchefa 0.00 0.00 100.00 24.48 12.08
3 0.00 0.00 100.00 29.69 2.27
3 15 0.00 0.00 100.00 15.63 5.00
3 25.00 0.00 75.00 14.06 8.33
5 15 Sigma 0.00 0.00 100.00 19.44 0.00
3 0.00 0.00 100.00 62.50 1.39
3 15 0.00 0.00 100.00 11.32 0.00
3 25.00 0.00 75.00 7.50 0.00
Tukey HSD Degeri O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.
Kati1 Ortam Miktar1 (mL)
5 0.00 0.00 100.00 34.03 3.94
3 12.50 0.00 8750 1213 3.33
Tukey HSD Degeri O.D. OD. OD. OD. O.D.
S1vi Ortam Miktar1 (mL)
15 0.00 0.00 100.00 17.72 4.27
3 12.50 0.00 8750 28.44 3.00
Tukey HSD Degeri O.D. OD. OD. OD. O.D.
Agar Kaynagi
Duchefa 6.25 0.00 9375 20.96 6.92
Sigma 6.25 0.00 9375 25.19 0.35
Tukey HSD Degeri O.D. OD. OD. OD. O.D.
Varyasyon Katsayisi 400.00 0.00 26.67 166.03 269.55

OD: Aym siitunda yer alan ortalamalar arasindaki fark, %5 onem diizeyinde anlaml
bulunmamaistir

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii ile ilgili olarak kurulan biitiin denemelerden
elde edilen veriler beraber degerlendirildiginde, Hatay biberi popiilasyolarindan YeHat3
ve UgHatl genotiplerinde androjenik bitkilerin iiretilmesini saglayan calismalardan

alian fotograflar ile bu kiiltiir sisteminin dnemli agsamalar1 Sekil 4.2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.20. UgHatl hattinda 250 mg/L sefotaksim eklenen c¢ift katmanl
anter/mikropor kiltiirii sisteminde farkli kat1 ve sivi ortam miktar ile iki farkli agar
kaynag1 uygulamalarinda, rejenerasyon ortaminda olusan embriyolarin ¢imlendirme
ortaminda gelisme, kontaminasyon, kararma, bitkiye doniisme ve saksiya aktarma

oranlari
Kati Siv1 Agar Gelisen Tiipte Tiipte Bitkiye Saksiya
Ortam Ortam Kaynagi Embriyo Kontamine Kararan Doniisen  Aktarilan
Miktarn  Miktan Orani (%) Olan Embriyo Embriyo Bitki Oram
(mL) (mL) Embriyo Orami (%) Oram (%) (%)
Oram (%)
5 15 Duchefa 0.00
3 4.55 0.00 0.00 25.00 25.00
3 15 2.50 0.00 0.00 25.00 25.00
3 2.78 0.00 0.00 25.00 25.00
5 1.5 Sigma 0.00
3 0.00
3 1.5 0.00
3 0.00
Tukey HSD Degeri O.D.
Varyasyon Katsayisi 338.87

OD: Ayni siitunda yer alan ortalamalar arasidaki fark, %5 6nem diizeyinde anlamli bulunmamustir

Sekil 4.2. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde 6nemli agamalar.

a) Anterlerin rejenerasyon ortaminda sivi fazdaki goriintiisii, b) S1v1 fazda olusan
embriyolar, ¢) Cimlendirme ortaminda gelisen embriyolar, ¢) Tiipe alinan bitkicikler, d)
0.5 L’lik saksilara aktarilmus bitkiler, €) Aklimatize edildikten sonra 16 L’lik saksilara
aliarak serada yetistirilen bitkiler
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4.3. Cift Katmanh In Vitro Anter/Mikrospor Kiiltiirii ile Uretilen Bitkilerde SSR
Testleri

UgHat1, GiiHat2, YeHat3 bitkilerinden ve bu hatlardan androgenesis ¢alismalari
sonucunda elde edilen in vitro bitkilerden izole edilen DNA’lar, Keles ve ark.
(2015)’nin haploid ve DH biber bitkilerini ayirt etmede kullandiklarini bildirdikleri
Hpms1-117 (29-30) primer ¢ifti (L: 5>~ ACCCAAATTTGCCTTGTTGAT-3’, R: 5’-
AATCCATAACCTTATCCCATAAA-3’) kullanilarak PCR’da c¢ogaltilmistir. Bu
DNA’nin jel goriintiisii Sekil 4.3’te verilmistir. Sekil 4.3’te goriildiigli lizere bu primer
ciftiyle PCR ile c¢ogaltilan DNA, polimorfik 6zellik gostermemis ve diploid (donér)
kaynak hatlarin ¢ogaltilan bitki DNA’larindan elde edilmesi beklenen ¢ift DNA bandi

iretilememistir.
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Sekil 4.3. UgHatl1, GiiHat2 ve YeHat3 dondr hatlari ile in vitro androgenesis
denemelerinden elde edilen bitkilerin DNA’lar1 kullanilarak 29-30 primer ¢ifti ile
yapilan PCR sonucu ¢ogaltilan DNA’nin jel elektroforez goriintiisii. Leader: 100 bg. G:
GiiHat2, 2: 3/111-A-1, 3: 4/1V-1, Y: YeHat3, 1: 2/111-1, 6: 2/11-A-1, 7: 2/111-A-1, U:
UgHatl, 8: 6/1-A-2, 10: 6/1-A-4, 11: 6/1-A-5, 12: 6/1-D1

Keles ve ark. (2015)’nin haploid ve DH biber bitkilerini ayirt etmede
kullandiklarini bildirdikleri primer ¢iftinin (29-30), arastirmada kullandigimiz biber
hatlarinda s6z konusu ayrimi yapamamasi lizerine, farkli kaynaklardan yararlanilarak

yeni primer ¢iftleri belirlenmistir. Bu primer ciftleri belirlenirken Integrated DNA

Technologies web sitesi (IDT, https://www.idtdna.com/calc/analyzer) kullanilarak

primerlerin baglanma sicakliklari, kendi iizerlerine katlanma sicakliklari (Hairpin ve
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self-dimer olusturmalari) ve eslerine yapisma (Heterodimer olusturma) olasiliklar: gibi
detaylar incelenerek caligmaya uygunluklari tespit edilmistir. Ayrica bazi primer
ciftlerinin muhtemel tirlin uzunluklari belirlenmis
(https://solgenomics.net/search/markers) ve bunlarin farkli kromozomlardaki SSR
bolgelerini ¢ogaltiyor olmasina 6zen gosterilmistir. Cizelge 3.2°de detaylar1 verilen bu
primer ciftlerinin, in vitro bitkilerin ploidi sevilerinin tespitinde kullanilabilmeleri igin
oncelikle diploid donér hatlarin DNA’larimin PCR ile g¢ogaltilmasi sonucu ¢ift bant
tiretmeleri gerekmektedir. Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da bu primer giftleriyle yapilan PCR
caligmalar1 sonucu ¢ogaltilan DNA’larin jel eloktroforez sisteminde olusan goriintiileri
verilmistir. Denenen primer c¢iftlerinden sadece 51-52 primer ¢ifti YeHat3 hattinda

istenilen ¢ift bandi tiretmistir (Sekil 4.4).

45-46 51-52 43-44 47-48
Primerleri Primerleri Primerleri Primerleri

LUGYUGYUGYUGY L

Sekil 4.4. UgHatl1, GiiHat2 ve YeHat3 donér hatlarinin DNA’lar1 kullanilarak 45-46,
51-52, 43-44 ve 47-48 primer ciftleri ile yapilan PCR sonucu ¢ogaltilan DNA
bantlarinin jel goriintiisii. L: 100 bg leader, G: GiiHat2, Y: YeHat3, U: U¢Hat1

Diger primer ¢iftleri i¢in donor hatlarin DNA’lar1, tek bant olusturmuslardir (Sekil
4.4, 45 ve 4.6). Dolayisiyla UgHatl ve GiiHat2 hatlarinda yapilan androgenesis
calismalarindan elde edilen bitkilerin ploidi seviyeleri, SSR diizeyinde analiz

edilememistir.
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31-32 37-38
Primerleri Primerleri

L. 0 G XY BlGEY Lk

Sekil 4.5. U¢Hatl, GiiHat2 ve YeHat3 donér hatlarinin DNA’lar1 kullanilarak 31-32 ve
37-38 primer ¢iftleri ile yapilan PCR sonucu ¢ogaltilan DNA bantlarinin jel gérintisi.
L: 100 bg leader, G: GiiHat2, Y: YeHat3, U: U¢Hat1

33-34 30-40 20-30 40-50
Primerleri Primerleri Primerleri Primerleri

L UG NG 0 GENEUG YN

Sekil 4.6. UcHatl, GiiHat2 ve YeHat3 donor hatlarinin DNA’lar1 kullanilarak 33-34,
39-40, 29-30 ve 49-50 primer ciftleri ile yapilan PCR sonucu ¢ogaltilan DNA
bantlarinin jel goriintiisii. L: 100 bg leader, G: GiiHat2, Y: YeHat3, U: UgHat1
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4.4. Stoma Bekci Hiicrelerinde Kloroplast Sayim

Stoma bekgi hiicrelerinde yapilan kloroplast sayim ¢alismalar1 sonucunda diploid
olduklar1 bilinen ana bitkilerin ortalama kloroplast sayilarimin Ug¢Hatl igin 20.02,
GiiHat2 igin 20.55 ve YeHat3 igin 19.15 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.21). In vitro
androgenesis denemelerinden elde edilen bitkilerin kloroplast sayilari ise 10.03 ila 19.95
arasinda degismistir. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9’da dondr bitkiler ile birlikte onlardan elde
edilen bazi in vitro androjenik bitkilerin kloroplast sayim1 sirasinda ¢ekilen mikroskop

goriintiileri verilmistir.

Cizelge 4.21. UgHatl, GiiHat2 ve YeHat3 dondr hatlarinin bitkileri ve androgensis
caligmalart ile bu hatlardan elde edilen in vitro androjenik bitkilerin stoma bekgi
hiicrelerindeki ortalama kloroplast sayilari

Ortalama Ortalama
Bitki Kloroplast Bitki Kloroplast
Sayis1 Sayis1
UgHat1 (Dondr) 20.02 YeHat3 (Donér) 19.15
PC10- 2/11-A-1 16.75 PC7- 1/111-A 18.43
PC10- 2/11-A-2 16.71 PC8- 1/IV-A 16.97
PC9- 2/111-A 18.90 PC7-2/111-A 17.95
PC10- 3/1-A-1 10.23* PC7-2/11-A-1 17.20
PC10- 4/1-A-1 10.03*
PC7- 6/1-A-1-1.k 17.96 GiiHat2 (Donér) 20.55
PC7- 6/1-A-5 18.60 PC7- 4/1V-1 10.05*
PC7- 6/1-C-1 19.56
PC7- 6/1-C-2 18.12
PC7- 6/1-D-1 18.72
PC7- 6/1-E 12.32*
PC8- 6/111-A-1 12.15*
PC8- 6/111-A-2 19.95

* Ortalama kloroplast sayisina gore haploid oldugu degerlendirilen in vitro bitkiler

Cizelge 4.21°de verilen kloroplast sayilari incelendiginde toplam 18 in vitro
androjenik bitkiden 5’inin haploid oldugu ve ortalama kloroplast sayilarmin 10.03 ile
12.32 arasinda degistigi belirlenmistir. Kalan 13 in vitro bitkinin (%72.22) ise yiiksek
olasilikla  dihaploid veya diploid olduklari  degerlendirilmektedir.  Veriler
degerlendirildiginde, 18 bitkiden 13’iiniin yiiksek olasilikla spontan DH oldugu,

dolayisiyla fertil ve saf olduklari degerlendirilmistir. Nitekim Keles ve ark. (2015),
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farkli biber cesitlerinde anter kiiltiirii ile elde ettikleri androjenik bitkilerde, spontan DH
oranin %53.4 ila %22.2 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Cift katmanlt sistemde
cogunlukla mikrosporlar, sivi ortam igerisinde dagilarak farklilastigi i¢cin bu bitkilerin
yiiksek olasilikla dihaploid olduklari degerlendirilebilir. Bu sonuglar Qin ve Rotino
(1995)’in  biberde yaptiklar1 ¢alismay1r destekler niteliktedir. Arastirmacilar,
caligmalarinda hi¢bir haploid bireyin ortalama kloroplast sayisinin diploid bir bireyinki
ile ayn1 olmadigini belirtmislerdir. Ayrica haploid bitkilerin aralarinda ve benzer sekilde
diploid bitkilerin kendi aralarinda ploidi seviyeleri bakimindan 6nemli farkliliklarin
bulunmadigini da rapor etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara dayanarak Kkloroplast
sayiminin, bitkinin genetik gecmisine bakilmaksizin haploidleri diploidlerden
ayirabildigini ve bu sebeple anter kaynakli dihaploidlerin kullanildig 1slah ¢aligmalarini
hizlandirabilmek i¢in erken ploidi tahmininde gilivenilir bir yOntem olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir (Qin ve Rotino, 1995). Bizim ¢alismamizda da elde
edildikleri donor bitkilere bagli olmaksizin, hem haploid hem diploid/dihaploid
bitkilerin ortalama kloroplast sayilari kendi i¢lerinde benzer sonuglar vermis, haploidler
ve diploid/dihaploidler arasinda tereddiit yaratacak herhangi bir yakin deger elde

edilmemistir.

Sekil 4.7. UgHat1 donér bitkisinin (a) ve bu hattan elde edilen haploid 6/1-E (b) ve
diploid/dihaploid 6/1-A-5 (c) bitkilerin stoma bekg¢i hiicrelerindeki kloroplastlarin
mikroskop goriintiileri
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Sekil 4.8. GiiHat2 dondr bitkisinin (a) ve ondan elde edilen haploid 4/1V-1 (b) bitkisinin
stoma bekgi hiicrelerindeki kloroplastlarin mikroskop goriintiileri

Sekil 4.9. YeHat3 donor bitkisinin (a) ve diploid/dihaploid 2/111-A (b) bitkilerin stoma
bekei hiicrelerindeki kloroplastlarin mikroskop goriintiileri

4.5. Androgenisis Calismalarinda Uretilen Bitkilerin Bazi Morfolojik ve
Pomolojik Ozellikleri

Elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerinin belirlenmesinde, androjenik biber
bitkilerinde yapilan morfolojik ve pomolojik gozlemlere dayali veriler de
kullanilabilmektedir (Kisiala ve ark., 2011; Shestra ve ark., 2011; Grozeva ve ark.,
2021; Olszewska ve Tomaszewska-Sowa, 2021). Caligmamizda, iiretilen androjenik
bitkilerin pomolojik 6zelliklerine ait veriler, yukarida sonuclar1 verilen stoma bekgi
hiicrelerindeki kloroplast sayimi sonuglarii desteklemektedir. Nitekim {iretilen
androjenik bitkilerde yapilan gozlemler sonucunda haploid bitkilerin boyu (Sekil 4.10)
ve bogum arast uzunlugu (Sekil 4.11), diploid/DH olarak belirlenen bitkilerden daha
kisa, yaprak ve ¢iceklerinin (Sekil 4.12) ise daha kii¢iik olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde tiretilen haploid (a) ve
diploid/DH (b) bitkilerin genel goriintiisii

Sekil 4.11. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde gelisen haploid (solda) ve
diploid/DH (sagda) bitkilerin bogum aralari
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Sekil 4.12. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminden elde edilen haploid
(solda) ve diploid/DH (sagda) bitkilere ait yaprak ve ¢icekler

Haploid bitkiler kisa boylari, kiigiik yapraklar1 ve ¢igek tomurcuklari, kisa yaprak
sap1 ve bogum arast uzunluklar ile karakterize edilirler ve sterildirler. Haploidlerin
steril olmasinin sebebi, homolog kromozom bulundurmamalart nedeniyle mayoz
boliinmenin normal bir sekilde gergeklesmemesi ve canli gamet olusturmamasidir
(Luitel ve ark., 2012). Dolayisiyla androgenesis sonucu olusan bitkilerin olusturduklar
meyvelerin 6zellikleri ve tohum {iretim durumu, bu bitkilerin haploid olup olmadiklart
konusunda yapilan diger gozlemleri destekleyebilecektir. Caligmamizda saksiya
aktarilan bitkilerden gelisen olgun meyveler toplandiktan sonra uzunluklari 6l¢iilmiis ve

tohum olusturmalar1 durumunda tohum sayilar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.22).
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Cizelge 4.22. Androgenesis ¢alismalari sonucu elde edilen bitkilerden alinan meyvelerin
say1s1, ortalama meyve boyu ve tohum sayisi

Deneme  Donér Androjenik Meyve Ortalama Ortalama
Hat Bitki Sayisi (adet) Meyve Boyu Tohum Sayisi
(cm) (adet)
PC7 YeHat3 1/11-A 14 6.39 8.07
PC7 YeHat3 2/111-A 11 12.05 58.82
PC7 YeHat3 2/111-2 17 11.56 41.71
PC7 GiiHat2 4/IV-1* 9 3.22 0.00
PC7 UcHatl 6/1-A-1-1.k 8 6.57 7.57
PC7 UcHatl1 6/1-C-1 8 11.31 41.38
PC7 UcHatl 6/1-C-2 14 7.75 9.93
PC7 UcHat! 6/1-D-1 20 9.48 16.15
PC7 UgHat1 6/1-E* 11 3.64 0.00
PC8 YeHat3 1/1V-A 24 7.57 27.17
PC8 UcHatl 6/111-A-1* 25 3.88 0.00
PC8 UgHat1 6/111-A-2 20 7.48 3.70
PC9 UgHat1 2/111-A 9 4.77 4.55
PC10 UcHatl 2/11-A-1 2 9.00 11.50
PC10 UgHat1 2/11-A-2 3 16.66 37.33
PC10 UcHatl1 3/1-A-1* 0
PC10 UcHatl 4/1-A-1* 0

* Pomolojik gozlemlere gore haploid oldugu degerlendirilen in vitro bitkiler

Uretilen androjenik bitkilerin Cizelge 4.22°de verilen meyve ve tohum 6zellikleri
hakkindaki veriler incelendiginde; 17 bitkiden 2’sinin hi¢ meyve olusturmadigi, 3
bitkiden ise ortalama 9, 11 ve 25 adet meyve elde edildigi, kiigiik ve tohumsuz olan bu
meyvelerin ortalama uzunluklarinin sirasiyla 3.22, 3.64 ve 3.88 cm oldugu
goriilmektedir. Kalan 12 bitkinin tiimiinden meyve elde edildigi ve ortalama meyve
sayisinin en diisiik 2, en yiiksek 24 adet oldugu tespit edilmistir. Meyvelerin ortalama
uzunluklart 4.77 ila 16.66 cm arasinda degismistir. Bu meyvelerin tamamindan tohum
elde edilmis ve bu ortalama degerler de 3.70 ila 58.82 adet araliginda olmustur. Meyve
Ol¢iimlerinde gbzlenen tiim veriler, stoma sayimlarindan elde edilen sonuglar1 da
destekler nitelikte olup, in vitro bitkiler arasinda 5’inin haploid, 12’sinin ise diploid/DH
olduklar1 sonucuna varilmistir. Sekil 4.13’te bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen

haploid ve diploid/DH bitki meyvelerinin fotograflari verilmistir.
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Sekil 4.13. Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminden elde edilen haploid
PC8-6/111-A-1 (a) ve diploid/DH PC8-1/IV-A (b) bitkilerden alinan olgun meyveler.

4.6. Kolhisin Uygulamalarindan Elde Edilen Bulgular

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiir ¢aligmalarindan elde edilen haploid bitkilerin
kromozom katlamalarini saglamak i¢in uygulanmasi gereken kolhisin dozu ve siiresini
belirlemek amaciyla kurulan denemelerden bitki elde edilememistir. Kontamine olan
eksplantlar disinda kalan saglikli tomurcuklar, kolhisinsiz ortama alindiktan yaklasik 2
hafta sonra yalnizca kallus olusturmus, zamanla kararmis ve gelisme gostermemistir.
Sonug olarak ti¢ ayr1 denemede kullanilan diploid/DH (kontrol) ve haploid bitkilerden

alinan toplam 1151 eksplantin higbirinde siirgiin olusumu gergeklesmemistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada, Hatay biber popiilasyonlarindan se¢ilmis olan bazi hatlarin anter
kiiltiirii ile saflagtirilmasini saglayabilecek etkin bir protokoliin gelistirilmesi ve 1slah
caligmalarinda  kullanilabilecek saf hatlarin  {iretilmesi amaglanmistir. Bunu
saglayabilmek i¢in Dumas de Vaulx ve ark. (1981) tarafindan gelistirilen iki asamali
anter kiiltlirti sistemi ve Dolcet-Sanjuan ve ark. (1997) tarafindan gelistirilip, Supena ve
ark. (2006a) tarafindan degistirilerek kullanilan shed-mikrospor kiiltiirii yontemi olarak
adlandirilan ¢ift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii calismalari yapilmaistir.

Iki asamali anter kiiltiirii ¢alismalarinda, DDV-C ortamlarma eklenen %0.5
oraninda aktif kdmiiriin uygulandig1 iki ayr1 denemede kullanilan UgHatl, GiiHat2 ve
AvHat3 biber hatlarindan embriyo elde edilememistir. Ancak Uc¢Hat1 hatt1, GiiHat2 ve
AvHat3 hatlarina kiyasla kiiltiir ortaminda daha yiiksek saglikli anter oranina sahip
oldugundan, sonraki caligmalarda kullanimi acisindan iimit var bir hat olarak
degerlendirilmistir. Bu denemelerde karsilasilan yiiksek kontaminasyonu azaltmak i¢in
ortama 250 mg/L sefotaksim eklenmesi, istatistik agidan onemli olmasa da YeHat3
hattinda kontaminasyonu nispeten azaltarak saglikli anter oraninda artis saglamustir.
Buna ragmen saglikli anterler iizerinden embriyo olusumu gerceklesmemistir. Anter
kiiltiirlinlin basaris1 tizerinde genotipin etkisi géz onilinde bulundurularak, bu yontemin
tez caligmasinda kullanilan hatlar i¢in yeterince etkin olmadig belirtilebilir.

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiirii sisteminde kat1 ve sivi ortamlara 10 mg/L
giimiis nitratin eklenmesinin embriyo olusumu iizerinde olumlu bir etkisinin
bulunmadigr degerlendirilmistir. Bu uygulamalarda YeHat3 hatti, UgHat1 hattina gore
daha yiliksek oranda embriyo olusturmakla birlikte, sonraki asamalarda karsilagilan
kontaminasyon ve kararmalarin da etkisiyle kullanilan iki genotipte bitki olusumu
gerceklesmemistir. Tiim uygulamalara 250 mg/L sefotaksim eklenmesi iki hat
arasindaki embriyo olusum oranlarindaki farki azaltmistir. Embriyo olusumundaki
artigin sefotaksime bagli olup olmadiginin anlagilabilmesi amaciyla uygulanan 0 veya
10 mg/L gimiis nitrat ve 0 veya 250 mg/L sefotaksim kombinasyonlar1 arasinda giimiis
nitrat eklenmeyen ortamlardaki embriyo gelisimi, eklenenlere gére UgHatl hattinda
yaklagik 4.5 kat; YeHat3 hattinda ise yaklasik 14 kat daha fazla olmustur. Her iki

genotip i¢in en yiiksek embriyo olusum orani, giimiis nitrat bulunmayan ancak 250
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mg/L sefotaksim igeren rejenerasyon ortaminda belirlenmistir. GiiHat2 genotipinde ise
hicbir uygulamadan embriyo gelismemistir. Sonuglar, bu tez calismasi kapsaminda
ortama ilave edilen 10 mg/L giimiis nitrat konsantrasyonunun embriyo gelisiminde
olumlu etkisinin bulunmadigini veya azalttigini, 250 mg/L sefotaksim dozunun ise artig
sagladigimi gostermektedir. Bu embriyo artisinin, sefotaksimin anter kontaminasyonunu
azaltmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilabilir.

Cift katmanl sistemde embriyo olusum orani {izerine, kat1 ortama eklenen %0.8
agar oraninin, %0.6 oranina kiyasla genelde daha olumlu sonu¢ verdigi gozlenmistir.
Tiiplere aliman ve saglikli bir sekilde geliserek saksilara aktarilan bitki oranlar
bakimindan, agar uygulamalari arasinda genelde 6nemli fark olusmamistir. Bu sonucun,
tiiplere alinma sirasinda elde edildigi uygulamaya bakilmaksizin her embriyonun %0.8
agar ile katilastirilan ortamlara transfer edilmesinden kaynakli olabilecegi belirtilebilir.
Ug hat ile yapilan 3 denemede olusan 12 bitkiden 7’si Uc¢Hatl, 4’ii YeHat3 ve 1’i
GiliHat2 genotiplerinden elde edilmistir.

Yine ¢ift katmanl sistemde 1.5 mL ve 3 mL olmak iizere iki farkli sivi ortam
miktar1 ile dakikada 100 devir yapan calkalayici kullanildiginda, sadece 1.5 mL sivi
ortam ile hazirlanan ve calkalanmayan kiiltiirlerde embriyo iiretilmistir. Yiiz anter
basina 24 embriyo olusturan bu uygulamadan yalnizca 1 bitki elde edilebilmistir. Elde
ettiimiz sonuglarla beraber, ¢alkalayici kullaniminin genotipe bagli olarak embriyo
olusumu {lizerinde olumlu etkileri oldugunu bildiren ¢alismalar dikkate alindiginda,
UgHatl1 hattinin ¢alkalayic1 uygulamalari igin uygun bir genotip olmadigi belirtilebilir.

Iki ayr1 kat1 ortam (3 mL ve 5 mL) ve s1vi ortam (3 mL ve 1.5 mL) miktar1 ile iki
farkli agar kaynaginin (Sigma ve Duchefa) kullanildigr ¢ift katmanli anter/mikrospor
kiiltiiri calismasinda, tiim uygulamalardan embriyo elde edilmistir. Bes mL kat1 ortam
iceren uygulamalar embriyo olusturma potansiyeli acisindan daha yiiksek bir degere
sahip olmasina ragmen, 3 mL kat1 ortamda olusan embriyolarin bitkiye donlisme ve
saksiya aktarilma oranlari yaklasik 2 kat daha fazla olmustur. U¢ mL sivi ortam
kullanildiginda embriyo olusumunda ve bitkiye donismede daha yiiksek degerler
alindig tespit edilmistir. Agar kaynaklar1 arasindaki karsilastirma, Sigma agariin daha
fazla embriyo olusturdugu ancak bu embriyolarin gelismedi8i, Duchefa agar
kullanildiginda ise 5 mL kat1 ortam ve 1.5 mL sivi ortam kombinasyonu hari¢ tiim

uygulamalarin bitki olusturdugu saptanmistir. Bu ¢alismada elde edilen 4 androjenik
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biber bitkisi, bu uygulamalardan iiretilmistir. Agar kaynaklarinin embriyo veriminde
istatistik acidan O6nemli bir fark yaratmadigi, fakat Duchefa agarmnin bitki olusturma
bakimindan daha olumlu sonuglar verdigi saptanmustir.

Ug farkli kaynak (dondr) genotip ve dort ayri denemeden elde edilen toplam 18
androjenik bitkinin ploidi seviyelerini belirlemek igin 12 primer ¢ifti kullanilarak
yapilan SSR markor analizleri sonucunda, 51 (5’-CACCACCAGTCACAAAGTTAC-
3°) /52 (5’CCCTTCAAATACATCCCATGC-3’) primer ¢ifti, kaynak bitkiler arasindan
yalnizca YeHat3 genotipinde ¢ift bant olusturmustur. Bu sonucun tez caligmasinin
tamamlandigi donemde alinmis olmasi sebebiyle, bu primer ¢ifti anter kaynakli bitki
DNA’larmin analizi ile DH bitkilerin tespitinde kullanilamamustir.

Ploidi seviyelerinin tespitinde kullanilan bir diger uygulama, stoma bekgi
hiicrelerindeki kloroplastlarin sayisidir. Bu amagla ana bitki ve in vitro bitkilerden
alman yapraklarin stoma bek¢i hiicrelerinde yapilan inceleme sonucunda, ortalama
kloroplast sayilart 10.03 ila 12.32 arasinda degisen 5 bitkinin haploid, 16.71 ila 19.95
arasinda degisen 13 bitkinin ise diploid veya yiiksek olasilikla dihaploid olduklari
belirlenmistir.

Cift katmanli anter/mikrospor kiiltiiri denemelerinden elde edilerek saksilara
aktarilan bitkilerde yapilan yaprak, cicek, meyve ve tohum incelemeleri sonucunda 5
adet bitkide yaprak ve ¢igeklerin daha kiigiik, meyve uzunlugunun 3.22 ila 3.88 cm
arasinda degistigi ve hi¢ tohum olusturmadiklar1 belirlenmistir. Oniki adet bitkide ise
yaprak ve ¢igeklerin daha iri, meyve uzunlugunun 4.77 ila 16.66 cm ve tohum sayisinin
3.70 ila 58.82 adet arasinda degistigi saptanmistir. Dolayisiyla 5 bitkinin haploid, 12
bitkinin ise diploid/DH oldugu tespit edilmistir. Burada elde edilen sonuglar, stoma
bekei hiicrelerinde yapilan kloroplast sayimi sonuglarini desteklemistir.

Haploid bitkilerde kromozom katlama g¢alismalar1 igin kolhisinin %0.04, 0.2 veya
0.4 olmak iizere 3 ayr1 konsantrasyonu, 3 veya 6 giinliik siirelerle in vivo bitkilerden
alian siirgiin ucu ve yan tomurcuklarina 22.2 uM BAP, 30 g/L sakkaroz ve %0.8 agar
iceren MS ortaminda in vitro kosullarda uygulanmistir. Bu kosullarda tomurcuklardan
stirglin gelisimi gerceklesmemis ve zaman iginde kararip canliliklarini yitirmiglerdir.

Elde edilen biitiin sonuglar degerlendirildiginde, baz1 Hatay biberi hatlarinin anter
kiltirii ¢alismalarinda ¢ift katmanli sistemin, DDV ortamlar1 kullanilan iki asamali

yontemden daha basar1 oldugu gorilmektedir. Cift katmanli sistemde yasanan
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kontaminasyonlar, anterlerin sivi ortam {izerinde gelismeleri sebebiyle tiim tekerriirii

etkilemekte ve saglikli anter oranim diisiirmektedir. Ozellikle endojenik bakteri

infeksiyonu oldugu bilinen genotiplerle yapilacak anter kiiltiiri ¢alismalarinda, ortama

sefotaksim benzeri antibiyotiklerin eklenmesi ¢alismada yasanacak kayiplarin Oniine

gecebilecektir. Calismada kullanilan Hatay biber genotipleri arasinda, elde edilen bitki

sayilar1 da dikkate almarak androgenesis ¢alismalarina en iyi yanit1 UgHatl genotipinin

verdigi goriilmektedir. Bunu sirasiyla YeHat3 ve GiiHat2 takip etmekte, AvHat3’{in ise

denenen anter kiiltiirii uygulamalarina olumlu yanit vermedigi anlagilmaktadir.

Tez galismasindan alinan sonuglar dogrultusunda, bazi Hatay biberi hatlarinda saf

hatlar elde etmek amaciyla uygulanabilecek protokoliin genel asamalar1 ve protokolii

gelistirebilecek bazi 6neriler asagida 6zetlenmistir.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Tag yapraklar1 ¢anak yapraklarindan yaklasik 2 mm daha uzun olan ¢igek
tomurcuklari tercih edilmelidir.

Tomurcuklar, 4°C’de karanlikta 1 giin bekletilmelidir.

Kiiltiir 6ncesi tomurcuklar uygun bir dezenfeksiyon yontemi ile dezenfekte
edilmelidir.

Rejenerasyon ortami olarak; %2 maltoz, %1 AC ve %0.8 Duchefa agar (Plant
Agar) iceren 5 mL kat1 alt tabaka ile %2 maltoz, 2.5 uM zeatin ve 5 uM TAA,
250 mg/L sefotaksim iceren 3 mL’lik siv1 iist tabakadan olusan NN ortami
kullanilmalidar.

Anterler, kiiltiiriin ilk haftas1 rejenerasyon ortaminin sivi {ist tabakasinda
9°C’de karanlikta duragan (c¢alkalanmayan) kosullarda inkiibe edilmeli ve
ardindan 28+1°C’de siirekli karanlik kosullarda kiiltiire alinmalidir.
Rejenerasyon ortaminda olusan saglikli embriyolarin (kontamine olmamis kok
ve sirgilin taslagi olan) ¢imlendirilmesinde; 0.1 uM BA, %2 sakkaroz, 250
mg/L sefotaksim, %0.8 Duchefa agar igeren 10 mL kati MS ortami, ¢imlenen
embriyolarin biiyiitiilmesi i¢in ayni igerikte ve miktarda ortam bulunan cam

tiipler kullanilmalidir.

Bu protokoliin uygulanmasinda karsilagilabilecek sorunlarin en Onemlileri

vitrifikasyon ve diisiik embriyo Kkalitesidir. Bu iki problemin o6nlenebilmesi igin

caligmalar yapilmalidir.
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Kromozom katlamasinin in vitro kosullarda yapilabilmesi i¢in oncelikle biber
hatlarindan iiretilecek haploid bitkilerin ¢ogaltilmasinda basariyla kullanabilecek
kardeslendirme ve rejenerasyon protokolleri gelistirilmelidir. Zira literatiirde bildirilen
ve tez kapsamindaki kromozom katlamalari denemelerinde kullanilan rejenerasyon
yontemi, Hatay biberi hatlarinda basarili olamamustir.

Her genotipte c¢aligmalardan elde edilen androjenik bitkiler arasinda
haploid/spontan dihaploid olanlar ile diploid olanlarin ayirt edilmesi igin farkli SSR
primer c¢iftleri denenmelidir ve dondr genotiplerde ¢ift bant olusturanlar s6z konusu
ayrimi yapmak amaciyla kullanilmalidir. Ayrica bu bitkilerde Flow Sitometri ve kok

hiicrelerinde kromozom sayimi yapilarak ploidi diizeyi belirlenebilir.
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