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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ANTER KULTURUNDE BAZI ACI BIBER CESITLERININ FARKLI BESI
ORTAMLARINDA HAPLOID BiTKi OLUSTURMA ETKINLIiKLERI

Tugba Zeynep CARDAK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Nuray AKBUDAK

Bu ¢alisma, anter kiiltiiriinde farkli tiplerde 8 farkli ac1 biber genotipinin 2 farkli besi
ortaminda haploid bitki olusturma etkinliklerini belirlemek amaciyla yiriitiilmiistiir.
Denemede bir adet California Wonder, iki adet Anaheim, iki adet Ancho ve (i¢ adet
Jalapone aci biber genotipi kullanilmistir. Anterler; 4 mg/L Naphthaleneacetic acid
(NAA), 0,1 mg/L Benzylaminopurine (BAP), 15 mg/L giimiis nitrat (AgNO3), 2,5 g/L
aktif komdar, 30 g/L sakkaroz ve 8 g/L agar iceren Murashige ve Skoog (MS) besi ortami
(BO1) ile 4 mg/L NAA, 0,1 mg/L BAP, 15 mg/L AgNOs, 0,5 mg/L Vitamin C, 0,05 mg/L
biotin, 2,5 g/L aktif kdmur, 30 g/L maltoz ve 8 g/L agar iceren MS besi ortaminda (BO2)
kiltire alinmiglardir. Calismada ele alinan tiim parametreler lizerinde besi ortami ve
genotip Ozelliklerinin etkisi istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde onemli bulunmustur.
Genel olarak embriyo miktar1 ve bitkiye doniisen embriyo miktar1 iizerinde BO2 besi
ortamindan daha yiiksek sonuglar elde edilirken incelenen diger parametrelerde BO1 besi
ortami daha yiiksek sonuglar vermistir. Elde edilen embriyo miktari, bitkiye doniisen
embriyo, gelisen bitki, haploid bitki ve spontane double haploid bitki miktar1 genotiplere
gore istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli farklilik gostermistir. Incelenen tiim
parametrelerde Anaheim G2 genotipi daha iyi sonug¢ vermistir. Anterlerden elde edilen
embriyolar belirli oranlarda bitkiye doniisiirken Ancho G4 ve Jalapeno G6 genotiplerdeki
bitkiler gelisme gosterememistir. Bu sonuglar tek bir standart anter kiltiirii protokoliintin
farkli biber tiplerinde ayni etkinli§i meydana getirmedigini, protokollerin tip/genotip
bazinda ozellestirilmesi gerekliligini de ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anter kiiltiirii, Ac1 biber, Haploid, Doku kiiltiirii, Besi ortami
2023, xii + 51 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

HAPLOID PLANT CREATION ACTIVITIES OF SOME HOT PEPPER
GENOTYPES IN DIFFERENT NUTRITION MEDIUMS IN ANTHER CULTURE

Tugba Zeynep CARDAK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Nuray AKBUDAK

This study was conducted in order to determine the activities of forming haploid plants
in 2 different nutrient mediums of 8 different types of chili pepper genotypes in anther
culture. One California Wonder, two Anaheim, two Ancho and three Jalapone hot pepper
genotypes were used in the experiment. Anthers; 4 mg/L Naphthaleneacetic acid (NAA),
0.1 mg/L Benzylaminopurine (BAP), 15 mg/L silver nitrate (AgNO3), 2.5 g/L activated
charcoal, 30 g/L sucrose and 8 g/L agar containing Murashige and Skoog (MS) nutrient
medium (BO1) with 4 mg/L NAA, 0.1 mg/L BAP, 15 mg/L AgNO3, 0.5 mg/L Vitamin
C, 0.05 mg/L biotin, 2.5 g/L activated charcoal, 30 g/L maltose and 8 g/L agar containing
MS nutrient medium (BO2) were cultured. The effect of nutrient medium and genotype
characteristics on all parameters considered in the study was found to be statistically
significant at the p<0.01 level. In general, higher results were obtained from the BO2
nutrient medium on the amount of embryos and the amount of embryos that turned into
plants, while the BO1 nutrient medium yielded higher results in other parameters studied.
The amount of embryos obtained, the embryo that turned into a plant, the developing
plant, the haploid plant and the amount of spontaneous double haploid plants showed
statistically significant differences at the level of 1% according to genotypes. The
Anaheim G2 genotype performed better in all parameters examined. While embryos
obtained from anthers turned into plants at certain rates, plants of Ancho G4 and Jalapeno
G6 genotypes did not develop. These results reveal that a single standard anther culture
protocol does not produce the same effectiveness in different pepper types, and it is
necessary to customize the protocols on the basis of type/genotype.

Key words: Anther culture, Hot pepper, Haploid, Tissue culture, Media
2023, xii + 51 pages.
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1. GIRIS

Bitkiler insan beslenmesinde, insanligin varolusundan bu yana ¢ok 6nemli bir yere
sahiptirler. Bitkileri insan beslenmesinde kullanmak ilk olarak dogadan toplanarak
baslansa da daha sonrasinda {istiin olan tipler korumaya alinmig ve bu tiplerin

tohumlarindan ilk kiiltiire alma islemleri gergeklestirilmistir.

Ulkemiz sahip oldugu zengin ve verimli topraklari, uygun iklim sartlar1 nedeniyle ¢ok
sayida bitki ¢esidine anavatan olurken, bircok sebze tiruniin de ikincil gen merkezi
durumundadir (Seker, 2018).

Ulkemizde ve diinyada biber, yaygin olarak tiiketilen dnemli bir sebzedir. Farkli toprak
ve iklim o&zelliklerine sahip olan ulkemizin her bdlgesinde biber yetistiriciligi
yapilabilmektedir. Biber taze olarak tiiketilebildigi gibi pul ve toz biber, salca, kdzleme,
tursu ve sos gibi farkli driinler bigiminde tiiketicilere sunulmaktadir. Solanaceae
familyasinda yer alan biberin en ¢ok kullanilan tirti Capsicum annuum L. olarak
isimlendirilmektedir (Greenleaf, 1986).

Biberin anavatani olarak bilinen tlkelerden Peru, Sili ve Meksika'da 2000 yildan beri
biber yetistiriciligi yapilmaktadir. Biber bitkisi Amerika’nin kesfinden 6nce bilinmezken,
Avrupa’ya gelisi Kristof Colomb sayesinde olmustur (Seniz, 1992). Biberin orijini
Uzerine yapilan taksonomik arastirmalar sonucu, biberin orijini Gliney Amerika olarak
bilinse de aci biberlerin orijininin Glney Brezilya ve Bolivya kokenli oldugu
bildirilmistir. (Mcleod ve ark., 1983; Pickersgill, 1984).

Solanaceae familyasini Capsicum tiriinden olan biberlerin kromozom sayis1 2n = 24
iken, 2n = 48 olan yabani tirleri de mevcuttur. Biber tek yillik bir sebzedir. Kazik kok
sistemine sahip olan biber bitkisinin gévdesi otsu yapiya sahiptir. Zaman icerisinde
odunsu yapiya evrilmektedir. Biber bitkisinin ci¢ekleri salkim veya tekli olarak, yaprak
ya da dal koltuklarinda olusmaktadir. Cigeklerinde 5 sepal, 5 petal, 5 erkek organ ve 1
disi organ bulunmaktadir (Seker, 2018).



Biberler gruplandirilirken meyve bigimine gore; garliston, sivri, dolmalik, siis, yaglik ve
domates biber olarak ayrilmaktadir. Tadina gore ise aci, az aci ve tath olarak ayrim
yapilmaktadir (Ozalp, 2010).

1.1. Ulkemizde ve Diinyada Biber Uretimi

Biber, diinyada iiretimi ve tiiketimi fazla olan sebzelerin baginda gelmektedir. 2021 yili
verilerine gore Cin, Tiirkiye, Endonezya, Meksika ve Ispanya diinyanin en biiyiik bes
biber dretici Ulkesi olurken, Cin diinya biber {iretiminin yaklagik yarisini
gerceklestirmistir (FAO, 2021).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gére 2021 yilinda diinya biber
uretimi 36 milyon 286 bin 640 ton ile tarihi bir rekor kirmustir.

FAO’nun verilerine gore, 2021 yilinda diinya genelinde 2 milyon 55 bin 310 hektar
alanda biber iretimi yapilirken, metrekare basma ortalama verimin 1,77 kg oldugu

gorilmiistiir.

Cin 2021 yilinda, 752 121 hektar alanda 2,22 kg/m? verim ile 16 milyon 721 bin 690 ton
biber Uretimi gergeklestirmistir. Cin’in arkasinda gelen Turkiye, 80 239 hektar alanda
3,85 kg/ m? verim ile 3 milyon 91 bin 290 ton biber iiretmistir. Biber Gretiminde lglinci
sirada bulunan Endonezya, 321 923 hektar alanda 0,85 kg/m? verim ile toplam 2 milyon
747 bin 20 ton {iretim gergeklestirmistir. Diinya biber Gretiminin %72,92’sini bu bes lilke
karsilamaktadir (FAO, 2021).



Cizelge 1. 1. Diinya ve Lider Ulkelerde Biber Uretim istatistikleri (FAO, 2021)

Ulkeler Uretim Miktar Uretim Alam Verim
(ton) (ha) (kg/m?)
Cin 16 721 691 752 121 2,22
Turkiye 3091 295 80 239 3,85
Endonezya 2747 018 321923 0,85
Meksika 2584 144 147 808 1,75
Ispanya 1511560 22 240 6,80
Dinya 36 286 644 2 055 310 1,77

1.2. Biberin Beslenme ve Saghk Acisindan Onemi

Biber, Glkemizde ve diinyada taze tiiketiminin yani sira toz ve pul biber yapiminda, tursu,
salca, konserve yapilarak, ayni1 zamanda boya ve ilag sanayisinde de yogun olarak Uretilen
ve tiketilen bir sebze ¢esididir (Keles, 2007).

Biberin beslenme ag¢isindan 6nemli olmasinin sebeplerinden birisi igerisinde yogun
miktarda E ve C vitamini, karotenoidler ve provitamin A barindirmasidir. Bununla
beraber aci1 biberin igerisinde ona 6zel bir tat veren kapsonoidler bulunmaktadir

(Materska ve Perucka, 2005). Biber bitkisinin besin icerikleri Cizelge 1.2°de verilmistir.

Biber meyvelerinin iirettigi dogal antioksidanlar sayesinde yasadigi yila bagli olarak
meydana gelen veya siiregelen hastaliklar1 6nleme ya da ortaya ¢ikma olasiligini azaltici
etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle 6zellikle ac1 biber gegmisten giliniimiize kadar tedavi
amaciyla kullanilmakta ve modern herbolojide hala yer aldig1 arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Palevitch ve Craker, 1996). Biber meyvelerine acilik veren, alkoloid
yapidaki ‘capsaicin’ maddesinin saglik acisindan da 6nemli oldugu bilinen bir gercektir
(Seker, 2018). Baharat olarak kullanilan kirmizibiber meyvesi olgunlagsma evresinde
askorbik asit, tokoferoller ve karotenoidler bakimindan zengindir; fakat kurutma
asamasinda askorbik asit ve tokoferol miktarinin dnemli 6lglide, karotenoidlerde de az

miktarda diislis goriildiigii bildirilmektedir (Shinde ve Pawar, 2023).



Cizelge 1. 2. Biberin besin degeri (100 g yenilebilen kisimdaki miktar) (Buyukalaca,

1993)
Icerdigi maddeler Capsicum annuum Capsicum frutescens Capsicum
(Tath biber) (Aci1 biber) spp.
(Biberler)

Yesil Kirmizi Taze Kuru Yapraklar

meyve meyve meyve meyve
Su (ml) 86,00 87,00 74,00 8,00 82,00
Kalori 48,00 45,00 94,00 291,00 53,00
Protein (g) 2,00 2,00 4,10 15,00 5,80
Yag (g) 0,80 0,80 2,30 11,00 1,00
Karbonhidrat (g) 10,00 9,00 18,00 33,00 8,00
Lif (g) 2,60 1,70 6,00 25,00 1,90
Kalsiyum (mg) 29,00 11,00 58,00 150,00 246,00
Fosfor (mg) 61,00 47,00 101,00 - 56,00
Demir (mg) 2,60 0,90 2,90 9,00 1,40
B-karoten (ug) 180,00 4770,00 7140,00 1000,00 6210,00
Tiamin (mg) 0,12 0,09 0,25 0,60 0,40
Riboflavin (mg) 0,25 0,12 0,20 0,50 0,33
Niasin (mg) 2,20 0,40 2,40 12,00 1,20
Askorbik asit (mg) 140,00 86,00 121,00 10,00 68,00

1.3. Biberde Anter Kultiri

Biber iiretiminde verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen faktorler arasinda diizensiz sicaklik
rejimleri, hastalik ve zararlilar gibi problemler yer almaktadir. Bu problemlere tolerant
cesitlerin gelistirilmesiyle birim alandan alinan verim ve kalite artmaktadir. Klasik 1slah
yontemleri ¢ok fazla zaman ve emege ihtiya¢ duymaktadir ve uzun yillar almaktadir. Bu
yiizden daha kalic1 sonuglar elde etmek ve bu siireyi kisaltmak i¢in glinimizde doku
kiltird teknikleri kullanilmaktadir.

Schleiden (1838) ve Schwann’in (1839) tarafindan ilk doku kiiltiirii ya da mikro-¢ogaltim
caligmalari, biitiin canli hiicrelerin tam bir organizma olusturma yetenegi olarak
tanimlanan ‘totipotensi’nin kesfedilmesi ile baglamistir. Sonraki suregte basarili olamasa
da in-vitro ilk olarak Haberland (1902) tarafindan ¢alisilmistir. 1967'de anter kiiltiirii ile
ilk haploid bitkinin {iretimi, Bourgin ve Nitsch tarafindan ger¢eklestirilmistir. Sonrasinda

anter kiiltiirii teknigi yaygin olarak uygulanan bir teknik olmustur.



Bitki 1slahinda haploid bitki tiretimi, homozigot saf hatlarmn kisa siirede elde edilmesinden
dolayr oOnemli bir yere sahiptir. Bu yontem iki asamada ger¢eklesmektedir.
Haploidizasyon agamasinda iireme hiicrelerinde n kromozoma sahip haploid bitkiler elde
edilmektedir. Diploidizasyon asamasinda ise kromozom sayilar1 katlanarak 2n
kromozoma sahip diploid bitkiler elde edilmektedir. Dihaploid bitkilerde kendileme

caligmalar1 yapilarak tamamen homozigot saf hatlar elde edilmektedir (Ar1 ve ark., 2016).

Solanaceae familyasindaki bir ¢ok tiir anter kiiltiirlinde basarili sonuglar vermektedir
(Babaoglu ve ark., 2001). Biberde dihaploid hatlarin elde edilmesinde anter kiiltiirii
yontemi uzun yillardir kullanilmakta olup bu alanda basari oranini artirmaya ydnelik
arastirmalar genisletilmektedir. Yapilan arastirmalarin sayisinin fazla olmasina ragmen
gecerliligi bildirilmis kurallar azdir (Irikova ve ark., 2011). Bu nedenle kullanilan yontem
ve teknikteki basar1 tirler arasi, hatta ¢esitten geside bile farklilik gosterebilmektedir. Bir
calismada kullanilan basarili bir teknik ve yontem, diger arastirmalarda ayni basariyi

gostermeyebilmektedir.

Anter kiiltiirii ile zaman ve yer tasarrufu yapilarak kisa silirede saf hat elde
edilebilmektedir. Ayni1 zamanda 1slah ¢alismalarinda dayaniklilk aktarma imkani
saglamaktadir. Ancak bazi tiirlerde albino problemi olusturmasi ve genotipe bagli olarak
cevap almanin zor olmasi yontemin en énemli dezavantajlarini olusturmaktadir (Alata
Bahce Kiltiirleri Arastirma Enstitiisii, 2015). Ginimize kadar biberde anter kiiltiriine
yonelik ¢ok sayida calisma yapilmis ancak bu ¢aligmalarin hemen hemen hepsi tatli biber

tipleriyle sinirli kalmistir. Aci biber genotiplerinde yapilmis ¢alismalar az sayidadir.

Bu calismada, iilkemizde yetistiriciligi de yapilan 1slah ana materyali olarak kullanilma
potansiyeli olan bazi ac1 biber genotiplerinin (anaheim, ancho, jalapeno) anter kiiltiirii
teknigi ile farkli besi ortamlarinda haploid bitki olusturma potansiyelleri arastirilmistir.
Calisma sonucunda elde edilen verilerin, ac1 biber genotiplerinin 1slah ¢aligmalarinda
kullanilabilirligini ortaya koyarak sonraki arastirmalara dnemli bir basamak olusturmasi
hedeflenmistir. Calismanin 6zellikle; farkli sekillerde ac1 biber tiikketiminin yaygin oldugu
tilkemizde ve Diinya iilkelerinde ytiriitiilen ac1 biber 1slah programlarina 6nemli katkilar

saglayacag1 diistiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Misal ve Das (2023) tarafindan yapilan c¢aligmanin amact biberde double haploidler
uretmek i¢in tek adimli dogrudan embriyogenez protokolii gelistirmeyi amaglamaktadir.
Mikrospor embriyogenezinin on ac1 biber genotipi tizerindeki etkinligini, Supena ve ark.
(2011), Dumas de Vaulx ve ark. (1981) ve Para-Vega ve ark. (2013) protokolleri dahil
olmak tizere alt1 ortam kombinasyonuyla analiz edilmistir. Alt1 ortam arasindan bir ortam
kombinasyonu diger protokollerle karsilastirildiginda %?20'den fazla dogrudan
embriyogeneze ¢ok 1y1 yanit verdigi goriilmektedir. Arastirmacilar tarafindan ortalama
%7,53 embriyogenez ve %3,81 bitki rejenerasyon sikligi gozlenmis, bitkilerin dis
kosullara alistirilmasindan sonra %97,61'lik bir hayatta kalma elde etmistir. Bu
deneylerin sonuclari, bitki biiylime diizenleyicilerinin kombinasyonu ile tek adimda

dogrudan embriyogenezin saglanabilecegini ortaya koymustur.

Mangal ve ark. (2023) tarafindan yapilan g¢alismada Orobelle ve Bomby biber
genotiplerinde mikrospor embriyogenezisi denenmistir. Bu ¢alisma sirasinda,
tomurcuklara 4°C'de 4 giin boyunca soguk 6n uygulama yapilmais, her iki genotipten de
erken ve basarili embriyo olusumu saglamistir. Anterler, 4 mg/L NAA, 1 mg/L BAP,
%0,25 aktif komar, 2,6 g/L gelrit, 30 g/L sakaroz ve 15 mg/L giimiis nitrat igeren MS
ortamma ekilmis, embriyo olusumunda en yiiksek verimliligi sirasiyla Orobelle ve

Bomby'de %1,85 ve %1,46 olarak elde etmistir.

Simsek ve ark. (2022) tarafindan yapilan caligmada bitki materyali olarak California
Wonder, Charleston, dolmalik biber, Jalapeno, Capia, Long green olmak tizere 11 farkhi
biber genotipi tomurcuklar: kullanilmistir. Anterler, %0,25 aktif komiir (WAC ortami)
iceren MS besiyerinde (15 mg/L AgNOsz+ 4 mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP + %100MS +
30 g/L sakkaroz) kiiltiire almmigtir. 151 farkli genotipten toplam 4235 anter ve 446
(%10,5) embriyo elde edilmistir. Arastirmacilar en diisiik embriyo sayisini (%6,9)
Charleston'dan elde ederken, en yiiksek embriyo sayisin1 (%17,9) Long green tipinden
elde etmistir. California Wonder'da %13,1, Dolmalik biberde %8,7, Jalapeno'da %8,6 ve

Capia'da %9,7 oraninda embriyo elde edilmistir. Bu sonuglar, tek bir standart anter



kiiltiirii protokoliiniin farkli biber ¢esitlerinde ayni etkinligi saglamadig1 ve protokollerin

tip/genotip bazinda optimize edilmesi gerektigini ortaya koymustur.

Kanmaz (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, Demrisa F1, Doganay F1, Serenad F1 ve
Tesla F1 dolma ve kapya biber tiplerinde anter ve mikrospor kiiltiiriinde 3 farkli besiyeri
kullanilmugtir. Anter kiiltiirii i¢in P1 besiyeri (4 mg/L NAA, 0,5 mg/L BAP, % 0,25 aktif
komir, 30 g/L sukroz ve 15 mg/L AgNO3) kullanilmistir. Arastirmacilar yapilan ¢alisma
sonucunda, calismada kullanilan dolma ve kapya biber genotiplerinin haploid embriyo-
haploid bitki olusturma etkinliklerinin anter kiiltiirinde shed mikrospor yontemine
kiyasla daha basarili oldugunu saptamistir. Shed mikrospor ve anter Kiltird
yontemlerinde dolma biber genotiplerinin kapya biber genotiplerine oranla daha diisiik

sonug verdigi gozlemlenmistir

Atasoy ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli 23 biber genotipinde anter
kilturd denenmistir. Anterler ilk asamada; 30 g/L sakkaroz, 2,5 g/L aktif komidir, 6,5 g/L
agar ve blyime dizenleyici maddeler (15 mg/L AgNO3, 4 mg/L NAA, 0,5 mg/L BAP)
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Sonrasinda anterler, 30 g/L sakkaroz ve
6,5 g/L agar iceren MS besi ortamina aktarilmislardir. Arastirmacilar yapilan ¢aligma
sonucunda genotipler arasinda ortalama embriyo sayilarinin %0,83 ile %44,44 arasinda
degistigini gdzlemlemislerdir. En yiiksek embriyo ve bitkiye doniisiim oran1 FT509
genotipinde go6zlenirken, en diisiik embriyo ve bitkiye doniisim oranmi FT1178

genotipinde gozlemlenmistir. Elde edilen embriyolarin hepsi bitkiye doniisebilmistir.

Sahana ve ark. (2021) yaptig1 arastirmada, iki F1 biber hibritinde (Orobelle ve Bomby)
gOzle goralir, olcilebilir tomurcuk ve anter gelisimi 6zelliklerini mikrosporogenezin
bireysel asamalar1 ile iliskilendirmek igin en kolay ve dogru kriteri gelistirmistir.
Arastirmacilar tarafindan gec¢ tek g¢ekirdekliden erken iki cekirdekli asamaya kadar
mikrospor iceren anterlerin, ¢ok ¢esitli mahsul tiirlerinde androgenezin indiiklenmesi i¢in
ideal oldugu gozlenmistir. Ortalama anter uzunlugu Orobelle'de 2,75 mm ve Bomby'de
2,71 mm olan ¢icek tomurcuklarinda tek g¢ekirdekli polen iceren anter gbzlenmis ve

korollanmn her ikisinde de ¢anaktan biraz daha uzun oldugu tespit edilmistir. Orobelle'de



anterlerde herhangi bir mor pigmentasyon ve Bomby'de anter kesesi ucunun tepesinde

pigmentasyon bulunmamaktadir.

Grozeva ve ark. (2021) tarafindan yapilan arastirmada 17 biber genotipi ile calisilmistir.
Farkli biber tiplerinin (konik, dolmalik ve kapya) hibritleri ve yeni tiretilen double haploid
hatlarin agronomik 6zellikleri karakterize edilmistir. En yiikksek androjenik potansiyel,
sirasiyla %9,55 ve %13,00 reaksiyona giren anterlerle ‘Stryama’ ¢esidinde ve 560/06
1islah hattinda gdzlenmistir. Rejenere edilen 186 bitkiden 147'si, %79.03 hayatta kalma
indeksi ile basarili bir sekilde adapte edilmistir. Arastirmacilar tim diploid bitkilerin
androjenik menseli oldugunu dogrulamistir. Diploid hatlar arasinda uzunluk, genislik,
agirlik, perikarp agirlhigi, perikarp kalinlig1 ve bitki bagina verimlilik gibi kantitatif meyve
ozellikleri acisindan 6nemli farkliliklar vardir. Ayrica, ‘Stryama’ ¢esidinden elde edilen
21, 23 ve 74 nolu hatlar ile ‘Zlaten medal 7’ ¢esidinden elde edilen 55 numarali hatta
diger hatlara kiyasla baz1 meyve 6zellikleri yoniinden daha yiksek degerler elde edildigi
gozlenmistir. Bu sonuglar, anter kiiltiiriiniin iyilestirilmis 6zelliklere sahip Balkan biber

1slah hatlarmin olusturulmasi i¢in umut verici bir arag oldugunu gostermektedir.

Dogangiizel ve ark. (2021)’nin hazirladigi denemede 2 biber genotipi (G-1 ve G-2) ve
MS + 30 g/L sukroz veya maltoz ile antioksidan olarak vitaminli veya vitaminsiz 4 besi
ortami olusturulmustur. Calismada 0,05 mg/L biotin (B7 vitamini) ve 0,5 mg/L askorbik
asit (C vitamini) antioksidan olarak ¢aligilmistir. Aragtirmacilar en yliksek embriyo orani
ve embriyolarin bitkicik haline gelisimini maltoz ve antioksidan iceren besiyerlerinden
elde etmistir. Embriyogenik yanit agisindan besiyeri-l (MS+sakaroz), besiyeri-II
(MS+Sakaroz ve antioksidanlar) ve besiyeri-III (MS+Maltoz)'da arasinda anlamli fark
bulunmamakla birlikte, genotipler arasinda anlaml farklilik saptanmistir. Besiyeri-1V'te
(MS + maltoz ve antioksidanlar), G-1'den elde edilen embriyo sayisinin, besiyeri-I,

besiyeri-11 ve besiyeri-Ill'e gore sirasiyla 2,5, 6,4 ve 4,5 kat arttig1 gézlenmistir.

Comlekgioglu (2021) yaptig1 ¢aligmada yar1 kati ve ¢ift katmanli kiiltlir ortamlar:
incelenmistir. Kontrol olarak M1 besin ortami (4 mg/L NAA, 0,5 mg/L BAP, 2 g/L aktif
kémur, 30 g/L sukroz, 10 mg/L AgNOs, 0,05 mg/L biotin, 0,5 mg/L askorbik asit ve 7
g/L agar) kullamlmistir. Yar1 kat1 M2, M1 besiyeri %0,3 kolhisin icermektedir. Uclincii



ortam (M3) ¢ift katmanlidir. Yar1 kat1 katman M1 ile ayn1 ve sivi katman %0.3 kolhisin
soliisyonu igermektedir. Kontrol (M1) ile karsilastirildiginda, embriyolarin sikligit M2 ve
M3 ortami igin sirastyla %89,5 ve %36,8 artmustir. Spontan double haploid (SDH)
oranlar1 M1 ortammda %33,3, M2 ortammda %57,6 ve M3 ortamida %47,3 olarak
bulunmustur. Kolhisin uygulamasi ile elde edilen embriyo sayisinin, embriyo oraninin,

rejenere bitki sayisiin ve SDH bitki sayilarmin 6nemli dlglide etkilendigi fark edilmistir.

Demirkaya ve Comlekgioglu (2021)’in yaptigi ¢alismanin amaci, yari kati ve g¢ift
katmanli besi ortamina askorbik asit ve biotin ilavesinin anter kilturt yontemi ile haploid
embriyo elde edilmesi Uzerindeki etkilerini belirlemektir. Calismada 30 g/L sukroz, 4
mg/L NAA, 10 mg/L AgNOs, 0,1 mg/L BAP ve %0,25 aktif komur iceren MS besiyeri
kullanilmistir. Yar1 kat1 ve iki katmanlh besin ortamlarinda ayri ayr1 veya birlikte 0,05
mg/L biyotin ve 0,5 mg/L askorbik asit kullanilarak toplam 8 besin ortami bilesigi
tizerinde galisilmistir. Arastirmacilar embriyo elde etme basarisinin yar1 kati ortamda, Gift
katmanli ortama gore daha yiiksek oldugunu fark etmistir. Besi ortamina askorbik asit ve
biotin eklenmesi ile kontrol ortammna kiyasla embriyo rejenerasyonunda 8,8 kat artis
saglandig1r gozlenmistir. Besi ortaminda sadece biotin veya askorbik asit varliginda,

kontrole kiyasla embriyo sayisinda artis gozlemlenmistir.

Grozeva ve Nankar (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, iki 6nde gelen Bulgar biber
¢esidinin inkiibasyon siiresi ve kinetinin farkli dozlarmi (0,1, 0,2 ve 0,3 mg/L) iceren
rejenerasyon ortamlari, zeatin (0,25 mg/L 0,5 mg/L) ve IAA (0,1 mg/L) kombinasyonu
iizerine bes farkl siire i¢inde (12, 14, 16, 18 ve 20 giin) in vitro androjenik yanitinin
degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Arastirmacilarin ulastigi sonuclar, genotipe bagli olarak
kiiltiir ortaminin bilesimi ve siiresi i¢in 6zel gereksinimleri gdstermistir. Ayrica ¢aligsma,
indiiksiyon ortaminda uzun sdreli anter inkibasyonunun, rejenerasyon ortami
varyantlarma kiyasla embriyo olusumu ve bunlarin bitkiciklere donilismesi iizerinde
olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Caligmada Stryama ¢esidinin en yiiksek
sayida embriyo ve bitki rejeneratorii, 18 gunluk inkibasyon suresi ve 0,1 mg/L Kinetin
iceren besiyeri varyantindan sonra elde edilmistir. Zlaten Medal 7 ¢esidinde embriyo

indiiksiyonu, bitki biiylime diizenleyicileri olmadan 16 giin ve kontrol ortamindan sonra



daha yiiksek olurken, ayni zamanda kontrol ortam1 varyantinda 20 giinde rejenerasyon

gozlemlenmistir.

Bat ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ortamda kullanilan farkli seker tiirlerinin,
androgenez verimi tizerindeki etkilerini gormek igin anter kiiltiirtinde farkli seker dozlar
test edilmistir. Bu ¢alismada, %1,5, 3 ve 6 dozlarinda maltoz seker kaynagi olarak, %3
sakkaroz da kontrol olarak kullanilmistir. Haploid embriyo olusumu tizerindeki genotipik
etkileri bilmek icin MS besiyeri igerisine, %0,25 aktif komur, 15 mg/L AgNO3, 4 mg/L
NAA ve (¢ tUreme hatt1 ile 2 farkli miktarda 0,5, 1 mg/L BAP eklenerek kullanilmstir.
Ortamda %1,5, 3 ve %6 maltoz ve %3 sakkaroz birbirleriyle karsilastirildiginda, embriyo
yanitinin maltoz konsantrasyonu ile arttigi fark edilmistir. Arastirmacilarin tespitine gore
deneme parametreleri arasinda embriyo elde etmek icin en pozitif etkili kombinasyon, 0,5
mg/L BAP ve 30 g/L maltoz igeren besiyeri olmustur. Ayrica genotipin biber anter ve

mikrospor kiiltliriinde basariy1 etkileyen ana faktorlerden biri oldugu anlasilmistir.

Pinar ve ark. (2020) tarafindan yapilan bu ¢alismanin amaci biber genotiplerinde aktif
komdiriin androgenez lizerindeki etkisini arastirmaktir. Bitki materyali 34 adet Long
Green (LG), 13 adet Dolmalik biber (BP), 13 adet Charleston (Ch), 6 adet California
Wonder (CW) ve 23 adet Capia (CP) gelismis iireme hattindan olusmaktadir. Baslangicta,
anterler aktif komiir (WAC) igceren bir ortamda 25, 35 veya 45 giin kiiltiirlenmistir, ve
daha sonra aktif komiir (NAC) icermeyen ayni1 besiyerine aktarilmistir. WAC ortaminda,
LG genotipinin 15 hatt1 ¢alismaya az oranda tepki gosterirken, CW'nin bir¢ok hatti
androgeneze yiiksek oranda tepki gostermistir; ancak, 35 giinliik anterlerin NAC ortamina
aktarilmasimdan sonra LG hatlarinda androjeneze yanit gozlemlenmistir. Arastirmacilar
sonug olarak, kiltiire alinan anterlerin 35 giin sonra WAC ortamindan NAC ortamina

aktarilmasinin biberde androgeneze karsi direncin iistesinden geldigini tespit etmistir.

Boncukgu ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada genotip, besin ortami, 6n iglemler
ve inkiibasyon kosullarmm haploid bitki gelisimine etkilerinin aragstiriimasi
amaglanmustir. Calismada Ucburun F2, Koylum F1, istek F1 ve Tokat yerel genotipi
kullanilmistir. DDV ve MS besiyerine ek 0,01 mg/L Kinetin + 0,01 mg/L 2,4-D + 0,03

mg/L vitamin B12 eklenmistir. Kontrol denemesinde ¢igek tomurcuklarina soguk 6n
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uygulama yapilmazken, diger denemelerde ¢igek tomurcuklart 24 saat 4°C'de
bekletilmistir. Anterler kiiltiire alindiktan sonra 9°C ve 35°C'de 8’er saat karanlikta
bekletilerek iki farkli sicaklik uygulamasi denenmistir. En fazla embriyo gelisimi Tokat
genotipinden elde edilmistir. Embriyo gelisim oranlar1 %0,25 ile %31,00 arasinda
gozlemlenmistir. Embriyo gelisim orant MS besiyerinde %3,9 iken, DDV besiyerinde
%9,33 olarak belirlenmistir. Ayrica soguk On uygulamasma maruz birakilan anterlerde
embriyo gelisim orani %6,7 iken, kontrol uygulamasinda bu oran %6,4 olmustur. 9°C ve
35°C inkuibasyon denemelerinde embriyo gelisim orani sirasiyla %7,60 ve %5,50 olarak

bulunmustur.

Ceyhan ve Aktas (2020) yaptig1 ¢alismada Ug burun, Buket, B22 ve B23 cesitlerinde
farkli oranlarda salisilik asit (SA), C vitamini (Vit. C) ve ¢inkonun besi ortamlarinda
kullanilmasiyla, biberde androgenesise etkisi incelenmistir. Arastirmada tomurcuklar 24
saat 4°C’de soguk uygulamasi yapildiktan sonra, anterler besi ortami olarak MS temel
besi ortamimin 7 farkli kombinasyonunda denenmistir. Sonuglar incelendiginde Buket
genotipinde embriyo olusumu goézlenmemistir. Besin ortami kombinasyonlarinin
embriyo olusturma etkinlikleri incelendiginde O6 (50 mg/L Vit. C) besiyeri Ugburun ve
B23 genotiplerinde en yiiksek embriyo olusumu gozlemlenmistir. Yapilan denemede elde
edilen embriyolarin hepsinin bitkiye doniistiigli gozlemlenmistir. Arastirmacilar elde

edilen bitkilerin %43 {iniin haploid yap1iya sahip oldugunu belirlemislerdir.

Benli (2019) yaptig1 bu arastirmada 2 ticari biber g¢esidinde anter kiiltlirii ve shed
mikrospor kiiltiir yontemini kullanmistir. Anterler blyume dizenleyici igeren (0,1 mg/l
BAP + 4 mg/I NAA +15 mg/l AgNOs +2,5 g/ aktif komiir) MS besin ortaminda kiiltiire
alinmis, 35 giin sonra hormonsuz MS ortamina transfer edilmistir. Arastirma sonucuclari
degerlendirildiginde anter kiiltiiriinde Lumbard RZ F1 ve Ugburun gesitlerinden sirastyla
%8,94 ve %22,18’inin embriyo olusumu gozlenmis, olusan embriyolarin sirasiyla
%23,63 ve %22,22’sinin bitkiye doniistiigli gozlemlenmistir. Shed mikrospor yonteminde
Lumbard RZ F1 gesidinde %11,11 oraninda embriyo olusumu goriilirken bu
embriyolarm %7,87’sinin bitkiye doniistiigii gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak anter
kiiltiiriinde iki gesitte de yanit goriiliirken, shed mikrospor kiiltiiriinde sadece Lumbard

RZ F1 ¢esidinin yanit verdigi goriilmiistiir.
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Shimira ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢aligmada, Tiirkiye Akdeniz Bolgesi'nde Ruanda Pili-
Pili ¢esidinin anter kiiltiirii performansini degerlendirmis A111 Kahramanmaras tipi-yesil
tip ve Inan 3363 cesidi- Urfa tipi iki yerli biber kontrolii ile karsilastirilmistir. Denemede
ilk asamada anterler 30 g/L sakkaroz, 2,5 g/L aktif komur, 15 mg/L AgNO3z, 4 mg/L NAA,
0,5 mg/L BAP, 6,5 g/L agar iceren MS besi ortaminda kiiltiirlenmis daha sonra 30 g/L
sakkaroz ve 6,5 g/L agar iceren MS besi ortamma transfer edilmistir. Sonuglar
incelendiginde Inan 3363 ve All1l gesitlerinden sirasiyla %19,4 ve %4,46 embriyo
olusumu gézlemlenmistir. Ruanda Pili-Pili ¢esidinden hi¢ embriyo elde edilememistir.
Sonug olarak bu ¢alismada Inan 3363, A111 ¢esidine gore daha iyi yanit verirken Ruanda

Pili-Pili ¢esidi bu ¢aligmada anter kiiltiiriine yanit vermemistir.

Shimira ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, nematoda dayanikli iki biber genotipinin
(Alata 2095 ve Alata 2096) anter kiiltiiriine tepkisi ve cicek tomurcuklarina soguk 6n
uygulamanin etkisi incelenmistir. Yapilan denemelerde ¢igek tomurcuklari 24 saat 4°C'de
bekletilirken diger grup ¢icek tomurcuklart soguk uygulamasina tabi tutulmamustir.
Anterler %0,25 aktif komr, 6,5 g/L agar, 0,5 mg/L BAP, 4 mg/L NAA, 15 mg/L AgNO3
ve 30 g/L sukroz iceren MS ortaminda kiiltiirlenmistir. Degerlendirme sonucunda Alata
2095 genotipi i¢in en yiiksek ortalama bitki sayis1 %39,08, soguk 6n uygulamada %46,61
ve soguklama yapilmayan anterlerden ise %31,56 olmustur. Alata 2096 genotipi igin
ortalama %1,96, soguk 6n uygulamada %1,68 ve soguklama yapilmayan anterlerden ise
%2,25 olmustur. Istatistiksel analizler ile, genotipler arasida énemli bir fark oldugu ve
ayrica bu faktorler arasinda onemli bir etkilesim oldugu dogrulanmistir. Calismanin
sonunda Alata 2095 genotipinin iyi bir androjenik cevaba sahip oldugu ve sonraki 1slah

calismalarinda kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Ata ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada diisiik, yiiksek sicakliklara toleransh ve
toleranssiz 4 biber ¢esidi (Alata 421, Alata 195, Alata 277A, inan3363) kullanilmstir. Tki
farkli kiiltiir ortamu (besiyeri-1 ‘MS + 4 mg/L NAA + 0,1 mg/L BAP + %0,25 aktif komir
+ 8 g/L agar + 30 g/L sukroz + 15 mg/L AgNOz’, besiyeri-2 ‘MS + 4 mg/L NAA + 0,5
mg/L BAP + %0,25 aktif kdmir + 8 g/L agar + 30 g/L siikroz + 15 mg/L AgNO3’) ile
calisilmigtir. En yiiksek embriyo olusumu ve haploid bitki olusturma etkinligini

belirlemek amaciyla anterler 12 ay boyunca farkli donemlerde kiiltiirlenmistir. Ayrica
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kiiltiir 6ncesi ve farkli aylarin 1., 2., 3., 4., 8. ve 14. giinlerinde tiim anterler alinarak
Carnoy soliisyonu ile fikse edilmistir. Calisma sonunda hem embriyo olusumu hem de
haploid bitki gelisiminin genotipe ve yetistirme donemine bagl olarak degisiklik
gosterdigi belirlenmis olup kiiltiir ortamlar1 arasinda 6nemli bir fark gézlemlenmemistir.
En yiiksek embriyo olusumu ve haploid bitki olusturma etkinligini belirlemek amaciyla
anterler 12 ay boyunca farkli donemlerde kiiltiirlenmistir. En fazla embriyo olusumu
Inan3363 cesidinde gdzlemlenmistir. Ayrica inan3363 ¢esidinin bazi donemlerde anter

kiltiiriine yanit verme orani1 %65’e yiikselmistir.

Ocal ve ark. (2018) yaptiklar1 calismada, nematoda dayanikl saf biber hatlar elde etmeyi
amacglamiglardir. Calismada 5 yesil, 5 dolmalik, 5 charleston ve 5 kapya tipi biberden
olusan toplam 20 farkli genotip kullanilmistir. MS besin ortamina, 30 g/L siikroz, %0,25
aktif komdr, 15 mg/L AgNOs, 4 mg/L. NAA ve 0,5 mg/L BAP eklenerek besin ortami
hazirlanmistir. Yetistirilen anterler 35 giin sonra hormonsuz MS besin ortamima
aktarilmistir. En yiiksek embriyo verimi Z-tad 87 numarali genotipten (nematoda
dayaniklix bell hibrit) elde edilmistir. Nematod dayanimi ile farkli biber ¢esitleri
arasindaki gecisler icinde; en yiiksek embriyo verimini dolmalik biber tipi vermis, bunu
kapya, charleston ve yesil biber tipleri izlemistir. Test edilen tim genotipler anter
kiiltiirtine tepki vermistir. Calismada, Mel, Me3, N ve Me¢7 direng genlerini igeren ti¢
homozigot saf hat kaydedilmistir. Ayrica, Mel igeren bir homozigot saf hat
kaydedilmistir. Elde edilen bu nematod dayanimli genotiplerin islah ¢aligmalarinda da

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Keles ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada farkli biber genotiplerinde spontan
double haploid oranlar: karsilastirilmistir. Calismada sekiz kapya, yedi charleston, yedi
yesil biber ve alt1 dolmalik biber genotipi kullanilmustir. Besiyeri olarak 4 mg/L NAA,
0,5 mg/L BAP, %0,25 aktif karbon, 30 g/L slikroz ve 15 mg/L AgNOs iceren MS besi
ortamu kullanilmustir. Anter kltlir( yoluyla elde edilen bitkilerin ploidi seviyeleri, hem
flow stometri hem de basit dizi tekrarlar1 (SSR) isaretleri kullanilarak tespit edilmistir.
Aragtirmacilarin buldugu sonuca gore farkl biber gesitlerinden farkli spontan double
haploidi oranlarmin elde edildigi gosterilmistir. En ylksek oran, %53,4 (alt1 genotipin

ortalamasi) ile spontan double haploid bitkilerde g6zlenmistir. Bunu sirastyla %31,9 ve
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%30,4 ile charleston ve kapya gesitleri izlemistir. Yesil biber tipi %22,2 ile, en diisikk
spontan double haploidi oranini vermistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin, hem
biberde haploidi lizerine gelecekte yapilacak calismalar hem de islah programlari i¢in

faydali olacag diisiiniilmektedir.

Kaplan (2012) yaptig1 ¢calismada 84 farkli genotip biber kullanilmis, U¢ besin ortami
denenmistir. Anterler farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D, NAA ve kinetin hormonlar1
iceren MS ‘IM-1, IM-2 ve IM-3’ ve CP ortamlarma ekilmislerdir. Anterlere inkiibatérde
35°C'de 8 giin karanlikta 6n uygulamaya yapilirken kontrollere standart anter kiltir(
protokolii uygulanmstir. IM-1, IM-2 ve IM-3 Kkiiltiirlerinde kallus olusturan kiiltiirler 1
ay sonra normal MS besiyerine transfer edilmislerdir. CP besiyerinde kultirlenen anterler
35°C'de 8 giin karanlikta 6n uygulamaya tabi tutulduktan sonratoplam 12. ginde R1
besiyerine transfer edilmislerdir. Arastirmada toplam 7343 adet anter kiiltiire alinmustir.
Calisma sonuglart incelendiginde %0,98 androgenik kallus olusumu goézlenmis,
kalluslarm higbiri embriyoya doniisememistir. Yapilan ¢alismadan hi¢ embriyo elde

edilememistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma 2022-2023 yillarinda, United Genetics Turkey Tohum Fide A.S.

(Mustafakemalpasa/Bursa)’nin sera ve laboratuvarinda yiiriitiilmistiir.

3.1 Materyal

Calismada kontrol olarak 1 adet california wonder, 2 adet anaheim, 2 adet ancho ve 3 adet
jalapone ac1 biber tipi kullanilmistir. Kullanilan genotiplerin, tip ve dayanimlar1 Cizelge

3.1°de, meyvelere ait goriintiiler Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Kullanilan biber genotiplerinin tip ve dayanimlar1 (TSWV: Tomato
spotted wilt virls, Lt: Leveillula taurica, Bs: Bacterial spot)

Genotip No Tip Dayanim
Gl California Wonder Lt: RR, TSWV: Rr
G2 Anaheim Lt: Rr
G3 Anaheim Bs2: RR, N:Rr
G4 Ancho YOK
G5 Ancho YOK
G6 Jalapeno Bs2: Rr
G7 Jalapeno TSWV: Rr
G8 Jalapeno TSWV: Rr
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Sekil 3. 1. Cesitlere ait meyvelerin fotograflar1 (A: Anaheim, B:California Wonder,
C:Jalapeno)

3.2. YOontem

3.2.1. Bitki yetistirme, tomurcuk alma, uygun anter agamasi

Genotiplere ait tohumlarin ekimi, 01.07.2022 tarihinde, hacmen 2:1 torf: perlit bulunan
viyollere yapilmistir. Fideler 6-7 gercek yaprakli donemde, her genotipden 6 bitki olacak
sekilde toplam 48 bitki, 110 x 50 x 50 cm araliklarla plastik ortiilii sera iginde 3:1 torf :
perlit bulunan saksilara dikilmistir (Sekil 3.2). Sera sicakliklar1 28+2°C 11k yogunlugu
olarak sadece giin 1s1¢indan yararlanilmustir. Bitki gelisimi siiresince gerekli kiiltiirel
islemler (hastalik ve zararlilarla miicadele, glibreleme, sulama, yabanci ot miicadelesi vb.)
dikkatli bir sekilde yapilmistir. Cigeklenmeye baslayan bitkilerden anter kiiltiirii i¢in
uygun asamadaki tomurcuklar sabah erken saatlerde toplanarak doku kultird

laboratuvarina getirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3. Tomurcuklarin ve anterlerin biiyiikliiklerine gére durumu
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Anter kiiltlirlinde basartya ulagmak icin ilk sart tomurcuklarin uygun asamada
toplanmasidir. Androgenesis teknigi ile bitki elde etmede yapilmasi gereken ilk asama,
tek cekirdekli mikrosporlart bulunduran tomurcuklar1 se¢ebilmektir (Babaoglu ve ark.,
2001). Anterler, Parra-Vega ve ark. (2013) belirledigi yonteme gore, tomurcuklarin tag
yaprak uzunluklarmi %80 tamamladigi, petallerin sepallerden biraz daha uzun oldugu

dénemde ve anter uglarinda hafif morlasmanin basladigi donemde alimmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Kiilture uygun anterlerin mikroskopta gérianima
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3.2.2. Cicek tomurcuklarimin dezenfeksiyonu, kiiltiir sirasinda kullamlan diger

malzemelerin sterilizasyonu ve anterlerin ayrilmasi

Sera sartlarinda yetistirilen ve ¢gigeklenmeye baslayan bitkilerden, uygun anter sathasina
sahip tomurcuklar, sabahin erken saatlerinde toplanmis, doku Kultiirii laboratuvarina
getirilerek ylzey sterilizasyonu yapilmistir. Tomurcuklar bu amagla, steril kabin
icerisinde 30 saniye % 70’lik etil alkolde bekletilerek birkag defa steril saf su ile durulama
islemine tabi tutulmus, sonrasmnda 10 dakika %15’lik sodyum hipoklorit (NaClO)
cozeltisine 1-2 damla Tween-20 damlatilarak bekletilmis ve tekrardan birka¢ defa steril
saf su ile durulanmistir. Anterlerin tomurcuklardan alinmasi igin, 121°C de 20 dakika
sire ile otoklavda steril edilmis filtre kagitlar1 tizerinde, steril pens ve bisturiler ile laminar
flow kabin igerisinde tomurcuklar agilarak, anterlere zarar verilmeden filamentlerinden
ayrilarak petri kaplarindaki besi ortamlarma yerlestirilmistir (Sekil 3.5). Her bir
tomurcuktan ¢ikarilan 5-6 adet anter, tek bir petri kabina ekilmistir. Her genotipin birer
tekerriiriinde 100 anter olmak tizere toplam 25 petri ekilmistir. Her genotipten 3 tekerriir
yani 75 petri ekilirken, tim genotiplerden toplam 600 petri olmak lizere 3000 anter ekimi
yapilmistir. Kontaminasyon ihtimaline kars1 tedbir olarak petri kaplarinin etrafi stre¢ film
ile sarilarak sicaklik 6n uygulamasi i¢in inkiibatore yerlestirilmistir (Taskin ve ark.,
2011). Sterilizasyonda kullanilacak olan saf sular, steril kurutma kagitlari, pens ve

bistiiriler otoklavlanmak suretiyle steril edilmistir.

Sekil 3. 5. Tomurcuklarm sterilizasyonu ve bistiiri yardimiyla kesilerek anterlerin
cikarilmasi
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3.2.3. Besi ortamlarn ve hazirlanmasi

Besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan 6nerilen temel besin ortaminin
(MS) bitki biytime diizenleyiciler iceren 2 farkli kombinasyonu (B serisi) kullanilmstir.
Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri Cizelge 3.2’de verilmistir. Besi ortami
hazirhig1 sirasinda 500 ml saf su igerisine Cizelge 3.2°de verilen blylime dizenleyici
maddeler eklenerek saf su ile 1 litreye tamamlanmistir (Sekil 3.6). Hazirlanan besi
ortamlarinin pH’s1, IN’lik HCI ile 1N’lik NaOH kullanilarak 5.7’ye ayarlanmis, 121°C
sicaklik ve 1.2 kg/cm? basmg altinda otoklavda 20 dk sterilize edilmistir. Anter
kiiltiriinde kullanilan cam ve metal ekipmanlar otoklavlanarak steril edilmistir

(Dogangiizel ve ark., 2021).

Cizelge 3. 2. Besi ortamlar1 ve igerikleri

BESIi ORTAMI-1 (BO1) BESI ORTAMI-2 (BO2)

NAA 4 mg/L NAA 4 mg/L

BAP 0,1 mg/L BAP 0,1 mg/L

AgNOs 15 mg/L AgNOs3 15 mg/L

Aktif Kémur 2500 mg/L Vitamin C 0,5 mg/L

Sakkaroz 30 g/L Biotin 0,05 mg/L

Agar 8g/L Aktif Kémur 2500 mg/L
Maltoz 30 g/L
Agar 8 g/L

Hazirlanan ortamlar petri kaplarina aktarilarak kullanilana kadar +4°C’de bekletilmistir.
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Sekil 3. 6. Besi ortaminin hazirlanmasi

3.2.4. Kiiltiir kosullar1 ve 6n uygulamalar

Kiiltiire alinan anterler 48 saat siiresince +35°C’de ve karanlik kosullarda inkiibatérde
bekletilmistir. On uygulamanm arkasindan inkiibatdrden ¢ikan petriler, 25+1°C sicaklik
ve karanlik 151k rejimine sahip kiiltlir odasinda bekletilmistir (Sekil 3.7) (Dogangiizel ve
ark., 2021).

Sekil 3. 7. Anter ekimi sonrasi petrilerin bitki biiylime odasindaki goriiniimii
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3.2.5. Embriyo gelisimi ve bitkilerin dis ortama aktarilmasi

Anterlerden gelisen embriyolar biiyiime diizenleyici igermeyen MS besi ortaminda alt
kiltire almmistir. Alt kiiltiire alinan embriyolar 5000 lux 151k yogunluguna sahip, %85
hava oransal nem, 22-24°C’de ortam sicakligina 16 saat aydlik 8 saat karanlik
kosullarda biiylitme odasina aktarilmistir. Cimlendirme ortaminda 8-10 gln
bekletildikten sonra kok gelisimi ve gercek yaprak olusumu baslayan bitkiler 2,5 cm
capmda 12-15 cm uzunlugundaki deney tlplerine aktarilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8. Bitkiye doniisen embriyolarin petri ve tiipteki goriiniimi

Cam tuplerdeki embriyolardan gelisen lateral kokleri gelismis 4-6 gergek yaprakli
bitkiler, iginde % torf+'4 perlit karigimi bulunan plastik saksilara aktarilmistir. Bu bitkiler
5000 lux 151k yogunluguna sahip, %85 hava oransal nem, 22-24°C’de ortam sicakligina
16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullarda biiyiitme odasina aktarilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9. Yetigen bitkilerin bitki biiylitme odasinda dis kosullara alistirilmast

3.2.6. Ploidi diizeyinin tespiti

Bitkilerde ploidi seviyesini dogrulamak i¢in en gilivenilir yontemler, kromozomlar1
saymak veya hiicrelerdeki DNA'y1 akis sitometrisi ile 6lgmektir. Ancak bu yontemler
zahmetli, zaman alan ve 6zel ekipman gerektiren yontemlerdir. Calismada dis kosullara
alistirilan bitkilerin ploidi diizeyinin tespiti i¢cin gegerliligi kanitlanmig bir yontem olan
stoma sayimi1 yapilmistir. Stoma yogunlugu ortalamasi biber bitkisinde haploidde 10,71
ve SDH'de 27,07 olarak bilinmektedir (Bat ve ark., 2021). Bu amacla bitkilerden genc
yapraklar1 alinarak yapraklarin alt epidermisleri dikkatlice soyulmustur. Daha sonra bir
lam iizerine yerlestirilmis ve iizerine 1-2 damla %]1°lik glimiis nitrat cozeltisi
damlatildiktan sonra Leica DMLB 1s1k mikroskopunda incelenmistir. Stoma 6zellikleri,
her Ornekte 11tk mikroskobu goriintiilerinden Sl¢iilmiistiir. Elde edilen goruntilerden

yapilan stoma sayimi sonucu haploid bitkiler belirlenmistir.
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Sekil 3. 10. Leica DMLB 151k mikroskopu goriintiisii (A: SDH bitkiye ait goriintii, B:
Haploid bitkiye ait gorintu)

Buna ek olarak bitkilerin ploidi seviyesinin belirlenmesinde morfolojik karakterizasyon
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde bitkilerin fenotipine gore yapilan ayrimlar sayesinde
haploid/double haploid bitkiler belirlenmis ve farkli genotiplerde spontane katlanma

oranlar1 kaydedilmistir (Geng, 2023).

3.2.7. Molekiler analizler

Calismada kullanilan dondr bitkilerin TSWV, Lt, Bs2 hastalik dayanimlar1 agisindan
taranmas1 igin United Genetics Turkey Tohum Fide A.S.’nin molekiiler biyoloji
laboratuvar ekibinden destek alinmistir. Alinan bilgiler 1s1g1inda heterezigot sonug veren

lokuslarin belirlenmesi ile bitkilerin SDH ya da diploid oldugu tespit edilmistir.

3.2.8. incelenen parametreler ve istatistiksel analizler

Denemelerde; canli anter sayisi, embriyo sayisi, bitkiye doniisen embriyo sayisi, gelisen
bitki sayilar1 ve stoma sayilar1 kaydedilmistir.

Deneme, iki farkl besi ortaminda sekiz farkli biber genotipinin 3 tekerriirlii sonuglarina
gore gerceklestirilen varyans (ANOVA) analizine tabi tutulmustur. 100 anter basma
embriyo sayisi, bitkiye donen embriyo sayis1 ve gelisen bitki sayilari, haploid ve spontane
double haploid (SDH) bitki sayilarmin 3 tekerriir i¢in ortalama sonuglar1 kaydedilmistir.
Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde, SPSS 23 istatistik paket programi
kullanilmustir. Elde edilen sonuglar, F testinin 6nemli (P<0,05) ¢ikmas1 halinde %5 6nem

diizeyinde Duncan'in Coklu Dagilim Testi ile karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Aragtirma bulgular1 kapsaminda sekiz biber genotipinden alman anterlerin farkli besi
ortamlarinda haploid bitki gelistirme performanslarmi belirlemek icin yapilan

denemelerin sonuglar1 verilmistir.

4.1. Toplam Embriyo Miktar:

Denemede gelisen bitki miktarina iliskin varyans analizi sonug¢lar1 asagida verilmistir
(Cizelge 4.1). Denemeden elde edilen ortalama sonuglara gore, 100 anterden elde edilen
embriyo miktar1 13,5 adet olarak belirlenmistir.

Cizelge 4. 1. Embriyo miktarina iliskin varyans analizi sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F Onem
toplamm derecesi ortalamasi

Genotip (G) 10070,667 7 1438,667 908,632 ,000

Besi Ortami (BO) 36,750 1 36,750 23,211 ,000

G xBO 6203,917 7 886,274 559,752 ,000

Hata 50,667 32 1,583

Toplam 25110,000 48

& R?=0,997

Besi ortamindaki farklilik, embriyo miktar1 Uzerinde istatistiksel olarak dnemli bir etkiye
sahip olmustur. BO2’de 100 anterden elde edilen embriyo miktar1 14,38 adet iken BO1’de
100 anterden elde edilen embriyo miktar1 12,63 adet olarak gergeklesmistir (Sekil 4.1).
Bu sonuca gore, denemeye alinan tiim genotip ortalamalar1 dikkate alindiginda ikinci besi

ortaminin daha iyi sonug¢ verdigi s6ylenebilir.
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Sekil 4. 1. Besi ortamlarinin embriyo miktar1 Uzerine etkisi

Iki farkl1 besi ortaminda kiiltiire alinan biber genotipinin 100 anter icinde embriyo Ureten
anter miktar1 genotiplere gore P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak onemli farklilik
gostermistir. Bunun lizerine Duncan’in Coklu Dagilim Testine gore embriyo iireten anter
miktarlar1 gruplandirilmistir. En yiiksek embriyo miktar1 %47,50 olarak G2 (Anaheim)
genotipinden elde edilirken onu sirasiyla %20,33 ile G7 (Jalapeno), %18,83 ile G1
(California Wonder) ve %6,67 ile G3 (Anaheim) izlemis ve en diisitk embriyo miktar1 ise
%0,50 ile G5 (Ancho) genotipinden elde edilmistir. G8, G4 ve G6 genotiplerinin embriyo
olusturma kabiliyetleri arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak onemli bir fark

olusmamustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Farkli genotiplerin embriyo miktar1 lizerine etkisi

Not: Grafikte aynm1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

Varyans analizi sonucuna gore, besi ortamu ile biber genotipleri arasindaki interaksiyonun
embriyo miktar1 Uzerine etkisi P<0,01 dizeyinde istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.
100 anter icinden en fazla embriyo miktar1 (%75,00) elde edilen interaksiyon G2xBO1
olurken onu %33,67 ile G7xBO2 izlemistir. G3xBO1, G4xBO1, G5xBO1 ve G8xBO1
interaksiyonlarindan hi¢ embriyo elde edilememistir (Cizelge 4.2). Bu sonuca gore birinci
besi ortaminda Anaheim tipinde, ikinci besi ortaminda ise Jalapone biber tipinde daha iyi

sonug elde edildigi sdylenebilir.

Cizelge 4. 2. Farkli genotip ve besi ortami interaksiyonunun embriyo miktari performansi

Besi G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Ortamm

BO1 18,33¢c 75,00a Of 0f Of 0,67f 7,00f Of
BO2 19,33¢ 20,00c 13,33d 10,00e 1,00g 9,33e 33,67b 8,33ef

Not: Cizelgede ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir

farklilik bulunmamaktadir.
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4.2. Toplam Bitkiye Doniisen Embriyo Miktari
Denemede bitkiye doniisen embriyo miktarina iliskin varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.3’de verilmistir. Denemeden elde edilen ortalama sonucglara gore, 100 anterden elde

edilen bitkiye doniisen embriyo miktar1 7,27 adet olarak belirlenmistir.

Cizelge 4. 3. Bitkiye doniisen embriyo miktarina iliskin varyans analizi sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F Onem
toplam derecesi ortalamasi

Genotip (G) 3641,979 7 520,283 924,947 ,000

Besi Ortami (BO) 11,021 1 11,021 19,593 ,000

G x BO 1396,479 7 199,497 354,661 ,000

Hata 18,000 32 ,563

Toplam 7605,000 48

& R2=0,996

Farkli besi ortamlarinda bitkiye doniisen embriyo miktar: istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. BO2’de 100 anterden elde edilen bitkiye doniisen embriyo miktar1 %7,75
iken BO1°de bu deger %6,79 olarak gergeklesmistir (Sekil 4.3).

7,75a

o ¢ N N NN
N Do NN R O o

6,79b

Bitkiye Doniisen Embriyo Miktar1 (%)

o o o o

BO1 BO2
Besi Ortamu (BO)

Sekil 4. 3. Besi ortamlarinin bitkiye doniisen embriyo miktar1 Uzerine etkisi
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Farkli besi ortamlarinda kiiltiire alinan 8 farkli biber genotipinin 100 anter i¢inde bitkiye
doniisen embriyo miktari, genotiplere gore P<0,01 dlizeyinde istatistiksel olarak 6nemli
farklilik gostermistir. Bunun {izerine bitkiye doniisen embriyo miktarlart Duncan’in
Coklu Dagilim Testine gore P<0,05 diizeyinde gruplandirilmistir. En yiiksek bitkiye
dontisiim %27,5 ile G2 genotipinden elde edilirken onu sirasiyla %11,5 ile G7, %11,17
ile G1 ve %3 ile G3 izlemis ve en disiik bitkiye doniisiim miktar1 ise %0,50 ile G5
genotipinden elde edilmistir. G8, G4 ve G6 genotiplerinin embriyo olusturma
kabiliyetleri arasinda P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak odnemli bir fark olusmamistir

(Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. Farkli genotiplerin bitkiye doniisen embriyo miktar1 performansi

Varyans analizi sonucuna gore, besi ortamu ile biber genotipleri arasindaki interaksiyonun
bitkiye doniisen embriyo miktar1 Uzerine etkisi P<0,01 dizeyinde istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. 100 anter i¢inden en fazla bitkiye doniistim (40,00 adet) elde edilen
interaksiyon G2xBOL1 olurken onu %19,33 ile G7xBO2 izlemistir. G3xBO1, G4xBOl,
G5xB0O1, G6xBO1 ve G8xBOI1 interaksiyonlarindan hig¢ bitkiye doniisen embriyo elde
edilememistir (Cizelge 4.4). Bu sonuca gore birinci besi ortaminda Anaheim genotipinde
(G2), ikinci besi ortaminda ise Jalapone biber genotipinde (G7) daha fazla sayida

embriyonun bitkiye doniistiigii g6zlenmistir.
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Cizelge 4. 4. Farkli genotip ve besi ortami interaksiyonunun bitkiye doniisen embriyo
miktar1 performansi

Besi G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Ortam
BO1 10,67d 40,00a O] 0]j 0] 0] 3,674 0]

BO2 11,67d 1500c 6,00e 2,00hi 1,00ij 2,67gh 19,33b 4,33f
Not: Cizelgede aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
farklilik bulunmamaktadir.

4.3. Toplam Gelisen Bitki Miktar

Denemede toplam gelisen bitki miktarina iliskin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.5’de
verilmistir. Her iki besi ortamu1 ve farkli gesitlerden olusan 8 biber genotipinden elde
edilen ortalama sonuglara gore, gelisen bitki miktar1 100 anter iginden 4,46 adet olarak

elde edilmistir.

Cizelge 4. 5. Gelisen bitki miktarina iliskin varyans analizi sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F Onem
toplamm derecesi ortalamasi

Genotip (G) 1945,250 7 277,893 289,975 ,000

Besi Ortami (BO) 10,083 1 10,083 10,522 ,003

G x BO 657,917 7 93,988 98,075 ,000

Hata 30,667 32 ,958

Toplam 3598,000 48

& R?2=0,988

Besi ortamindaki farklilik, gelisen bitki miktar1 (izerinde istatistiksel olarak dnemli bir
etkiye sahip olmustur. BO2’de gelisen bitki miktar1 100 anter icinden 4,00 adet iken
BO1’de 100 anter icinden gelisen bitki miktar1 4,92 adet olarak gergeklesmistir (Sekil
4.5).
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Sekil 4. 5. Besi ortamlarinin gelisen bitki miktari Gizerine etkisi

Iki farkli besi ortaminda kiiltiire alinan 8 farkli biber genotipinin 100 anter iginde gelisen
bitki miktar1 genotiplere gore P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli farklilik
gostermistir. Bunun iizerine Duncan’in Coklu Dagilim Testine gore gelisen bitki
miktarlar1 gruplandmrilmistir. En yiiksek gelisen bitki miktar1 %20 ile G2 genotipinden
elde edilirken onu sirasiyla %7,83 ile G1, %4 ile G7, %1,83 ile G3 ve %1,5 ile G8 izlemis
ve en diisiik gelisen bitki miktar1 ise %0,50 ile G5 genotipinden elde edilmistir. G4 ve G6
genotipinden bitki elde edilememistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6. Farkli genotiplerin gelisen bitki miktar1 performansi

Not: Grafikte aynm1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

Varyans analizi sonucuna gore, besi ortamu ile biber genotipleri arasindaki interaksiyonun
gelisen bitki miktar1 Uzerine etkisi P<0,01 duzeyinde istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. 100 anter i¢inden en fazla gelisen bitki miktar1 (30,00 adet) G2xBO1
interaksiyonundan elde edilirken onu %10,00 ile G2xBO2 izlemistir. G3xBO1, G4xBO1,
G4xB0O2, G5xB0O1, G6xBO1, G6xBO2 ve G8xBOI1 interaksiyonlarinda bitki geligimi
gerceklesmemistir (Cizelge 4.6). Bu sonuca gore, G2 genotipindeki (Anaheim) bitkiler
her iki besi ortaminda da daha iyi gelisme sergilemislerdir. G2 genotipinden sonra, G1
genotipi (California Wonder) bitkilerin gelisimi de diger genotiplere kiyasla her iki besi

ortaminda daha iyi sonuglar vermistir.

Cizelge 4. 6. Farkli genotip ve besi ortamu interaksiyonunun gelisen bitki miktari
performansi

Besi Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Ortam

BO1 7,67 C 30,00a Of Of Of Of 1,67ef Of
BO2 8,00 c 10,00b 3,67d Of 1,00f Of 6,33¢c 3,00de
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Not: Cizelgede ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

4.4. Toplam Haploid Bitki Miktari

Haploid bitki miktarina iliskin varyans analizi sonug¢lar1 Cizelge 4.7’de verilmistir.
Denemeden elde edilen ortalama sonuglara gore, 100 anterden elde edilen haploid bitki
miktar1 2,29 adet olarak elde edilmistir.

Cizelge 4. 7. Haploid bitki miktarina iligskin varyans analizi sonuglari

Kaynak Kareler  Serbestlik Kareler F Onem
toplamm derecesi ortalamasi

Genotip (G) 382,917 7 54,702 131,286 ,000

Besi Ortami (BO) 6,750 1 6,750 16,200 ,000

G xBO 262,917 7 37,560 90,143 ,000

Hata 13,333 32 417

Toplam 918,000 48

& R2=0,980

Haploid bitki miktar1 Gzerinde farkli besi ortamlarinin etkisi istatistiksel olarak énemli
bulunmustur. BO2’de 100 anterden elde edilen haploid bitki miktar1 1,92 iken BO1’de
100 anterden elde edilen embriyo 2,67 adet olarak gerceklesmistir (Sekil 4.7). Bu sonuca
gore, denemeye alinan tiim biber genotiplerinden elde edilen haploid bitki miktar1

ortalamasi dikkate alindiginda Besi Ortami-1’in daha uygun oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4. 7. Besi ortamlarinin haploid bitki miktar1 tizerine etkisi

Farkli besi ortamlarinda kiiltiire alinan 8 farkli biber genotipinin 100 anter i¢inde haploid
bitki Ureten anter miktari, genotiplere gore P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli
farklilik gostermistir. Bunun iizerine Duncan’in Coklu Dagilim Testine gore haploid bitki
ureten anter miktarlar1 %95 giiven araliginda gruplandirilmistir. En yiiksek haploid bitki
miktar1 Anaheim tipi G2 genotipinden %9 olarak elde edilirken onu sirasiyla %4 ile
California Wonder tipi G1, %2,33 ile Jalapeno tipi G7, %1,33 ile Anaheim tipi G3 ve
%1,17 ile Jalapeno tipi G8 izlemis ve en diisiik embriyo miktar1 ise %0,50 ile Ancho tipi
G5 genotipinden elde edilmistir. G4 (Ancho) ve G6 (Jalapeno) genotiplerinden haploid
bitki elde edilememistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. Farkli genotiplerin haploid bitki miktar1 performansi

Not: Grafikte aynm1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

Varyans analizi sonucuna gore, besi ortamu ile biber genotipleri arasindaki interaksiyonun
haploid bitki miktar1 Uzerine etkisi P<0,01 dlzeyinde istatistiksel olarak &nemli
bulunmustur. 100 anter i¢inden en fazla haploid bitki (15,00 adet) elde edilen interaksiyon
G2xBO1 olurken onu %2,33 ile G1xBO1 izlemistir. G3xBO1, G4xBO1, G4xBO2,
G5xB0O1, G6xBO1, G6xB0O2 ve G8xBOL1 interaksiyonlarindan hi¢ haploid bitki elde
edilememistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4. 8. Farkli genotip ve besi ortami interaksiyonunun haploid bitki miktari
performansi

Besi G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Ortamm

BO1 5,67b 15,00a Oe Oe Oe Oe 0,67e Oe

BO2 2,33 d 3,00cd 267d Oe 1,00e Oe 400c 2,33d
Not: Cizelgede ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

35



4.5. Toplam Spontane Double Haploid Bitki Miktar
Denemede spontane double haploid (SDH) bitki miktarina iliskin varyans analizi
sonuclart agagida verilmistir (Cizelge 4.9). Denemeden elde edilen ortalama sonuglara

gore, 100 anterden elde edilen diploid bitki miktar1 2,17 adet olarak elde edilmistir.

Cizelge 4. 9. Spontane double haploid bitki miktarina iligkin varyans analizi sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F Onem
toplami derecesi ortalamast

Genotip (G) 607,667 7 86,810 347,238 ,000

Besi Ortami (BO) 333 1 ,333 1,333 257

G x BO 120,667 7 17,238 68,952 ,000

Hata 8,000 32 ,250

Toplam 962,000 48

R?=0,989

Besi ortamindaki farklilik diploid bitki miktar1 (izerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etki
olusturmamaktadir. BO2’de 100 anterden elde edilen SDH bitki miktar1 2,08 adet iken
BO1’de 100 anterden elde edilen embriyo 2,25 adet olarak gerc¢eklesmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. Besi ortamlarinin spontane double haploid bitki miktarlar1 tzerine etkisi
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2 farkli besi ortaminda kiiltiire alinan 8 farkli biber genotipinin 100 anter iginde SDH bitki
Ureten anter miktar1 genotiplere gére P<0,01 dlzeyinde istatistiksel olarak 6nemli
farklilik gostermistir. Bunun tlizerine Duncan’in Coklu Dagilim Testine gore embriyo
ureten anter miktar1 gruplandirilmistir. En yiiksek SDH bitki miktar1 G2 genotipinden
%11 olarak elde edilirken onu sirasiyla %3,83 ile G1, %1,67 ile G7 ve %0,5 ile G3 izlemis
ve en diisiikk embriyo miktar1 ise %0,33 ile G8 genotipinden elde edilmistir. G4, G5 ve
G6 genotiplerinden SDH bitki elde edilememistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. Farkli genotiplerin spontane double haploid bitki miktar1 performansi

Not: Grafikte aynm1 harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

Varyans analizi sonucuna gore, biber genotipleri arasindaki interaksiyonun SDH bitki
miktari lizerine etkisi P<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak nemli bulunmustur. 100 anter
icinden en fazla SDH bitki (15,00 adet) elde edilen interaksiyon G2xBO1 olurken onu
sirastyla %7,00 ile G2xBO2 ve %5,67 ile G1xBO2 izlemistir. G3xBO1, G4xBOl,
G4xB0O2, G5xBO1, G5xB02, G6xBO1, G6xBO2 ve G8*xBO1 interaksiyonlarindan hig
SDH bitki elde edilememistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4. 10. Farkli genotip ve besi ortami interaksiyonunun spontane double haploid
bitki miktar1 performansi

Besi Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Ortam
BO1 2,00d 15,00a Of of of of 1,00e Of

BO2 5,67 ¢C 700b 1,00e Of Of Of 2,33d 0,67 ef
Not: Cizelgede aymi harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir

farklilik bulunmamaktadir.

4.6. Ploidi Analiz Sonuclar

Calismada her genotipten yapilan stoma analiz sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4. 11. Genotiplere ait stoma sayilar1

BO1 BO2 BO1 BO2
Stoma Stoma Stoma Stoma
Genotip  Sayis1  Genotip  Sayist  Genotip  Sayis1  Genotip  Sayisi
(adet) (adet) (adet) (adet)
G1l-1 24 G1l-1 30 G2-37 29 G3-6 25
G1-2 24 G1-2 36 G2-38 26 G3-7 29
G1-3 28 G1-3 23 G2-39 28 G3-8 32
Gl-4 25 Gl-4 36 G240 31 G3-9 11
G1-5 35 G1-5 21 G241 30 G3-10 6
G1-6 26 G1-6 25 G242 32 G311 9
G1-7 36 G1-7 26 G2-43 26 G5-1 28
G1-8 30 G1-8 10 G2-44 27 G5-2 32
G1-9 25 G1-9 6 G2-45 28 G5-3 26
Gl-10 31 G1-10 3 G246 9 G7-1 39
Gl-11 27 Gl-11 4 G247 5 G7-2 38
Gl-12 38 G112 9 G248 5 G7-3 29
Gl-13 21 G1-13 15 G249 15 G7-4 25
Gl-14 23 Gl-14 12 G2-50 12 G7-5 33
Gl-15 27 G1l-15 11 G251 9 G7-6 36
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Cizelge 4. 12. Genotiplere ait stoma sayilar1 (devam)

G1-16
G1-17
G1-18
G1-19
G1-20
G1-21
G1-22
G1-23
G2-1

G2-2

G2-3

G2-4

G2-5

G2-6

G2-7

G2-8

G2-9

G2-10
G2-11
G2-12
G2-13
G2-14
G2-15
G2-16
G2-17
G2-18
G2-19
G2-20
G2-21
G2-22
G2-23
G2-24
G2-25
G2-26

29
22
11

12
10
23
30
32
26
31
34
25
27
24
29
27
27
32
30
23
29
34
28
28
33
26
24
32
25
27
29

G1-16
G1-17
G1-18
G1-19
G1-20
G1-21
G1-22
G1-23
G1-24
G2-1

G2-2

G2-3

G2-4

G2-5

G2-6

G2-7

G2-8

G2-9

G2-10
G2-11
G2-12
G2-13
G2-14
G2-15
G2-16
G2-17
G2-18
G2-19
G2-20
G2-21
G2-22
G2-23
G2-24
G2-25

16
10
13

14

11
28
26
36
29
27
31
30
27
32

12
15
13

11

12

10
11
14

39

G2-52
G2-53
G2-54
G2-55
G2-56
G2-57
G2-58
G2-59
G2-60
G2-61
G2-62
G2-63
G2-64
G2-65
G2-66
G2-67
G2-68
G2-69
G2-70
G2-71
G2-72
G2-73
G2-74
G2-75
G2-76
G2-77
G2-78
G2-79
G2-80
G2-81
G2-82
G2-83
G2-84
G2-85

12
11
14

12
10
10

12
10
13

G7-7
G7-8
G7-9
G7-10
G7-11
G7-12
G7-13
G7-14
G7-15
G7-16
G7-17
G7-18
G7-19
G8-1
G8-2
G8-3
G8-4
G8-5
G8-6
G8-7
G8-8
G8-9



Cizelge 4. 13. Genotiplere ait stoma sayilar1 (devam)

G2-27 26 G2-26 12 G2-86
G2-28 35 G2-27 7 G2-87
G2-29 30 G2-28 8 G2-88
G2-30 26 G2-29 9 G2-89 12
G2-31 25 G2-30 7 G2-90 10
G2-32 38 G3-1 25 G7-1 28
G2-33 34 G3-2 22 G7-2 32
G2-34 38 G3-3 33 G7-3 12
G2-35 25 G3-4 28 G7-4 14
G2-36 28 G3-5 27 G7-5 7

Stoma analiz sonucuna gore toplam haploid bitki sayis1 110 adet, toplam SDH bitki sayis1
104 adet olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 11. Spontane double haploid bitkilere ait TSWV lokusu i¢in jel goruntisu

Elde edilen bitkilerin SDH oldugundan emin olmak amaciyla heterezigot lokuslar
agisindan molekiiler taramalar yapilmistir. Sekil 4.11°de goriildiigi gibi donor bitkinin

belirlenen lokus igin heterezigot durumda, elde edilen bitkilerin homozigot durumda
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oldugu goriilmektedir. Sonug olarak bitkilerin somatik hiicreden gelmedigi, SDH oldugu
belirlenmistir.
Yapilan analiz sonucu haploid ve double haploid bitkiler karsilastirildiginda belli bash
farkliliklar oldugu gézlenmistir. Bunlar;
e Haploid bitkiler double haploid bitkilere gore daha sik yaprakli, internod araliklar1
daha kisa ve daha karmasik bir goriiniime sahiptir (Sekil 3.10).

Sekil 4. 12. G2 genotipine ait haploid ve spontane double haploid bitkilerin saksidaki
gorinuma

e Haploid bitkilerde meyve ve ¢igek tutumu ¢ok az olmaktadir.

e Haploid bitkiler gamet olusturamadiklar1 i¢in kisirdirlar, meyve tutumu goriilse

bile tohum baglayamazlar (Sekil 3.11).
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Sekil 4. 13. G1 genotipine ait haploid ve spontane double haploid bitkilerin meyve
gorintusi ve tohum tutumu
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5. TARTISMA ve SONUC

Anter kiiltlirii ile haploid bitki eldesinde kullanilan besi ortami, genotip etkisi, On
uygulamalar gibi baz1 etkenler basariy1 etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir. Bu
calismada 2 farkli besi ortaminda 8 aci biber genotipinin haploid bitki olusturma etkinligi

incelenmistir.

Bu c¢alismada seradan toplanan tomurcuklar kiiltiire alimarak anterler inkiibatorde
+35°C’de karanlik kosullarda 48 saat 6n uygulamaya tabi tutulmustur. Calismada sicaklik
on uygulama denemesi yapilmamistir. Boncuk¢u ve ark. (2020) tarafindan yapilan
calismada dondr bitki olarak dort yerel genotip ve iki farkli besi ortami kullanilmis, ¢igek
tomurcuklarina ©6n uygulama yapilmasinin 6nemli Olglide embriyo olusumunu
degistirmedigini raporlamiglardir. Daha Once yapilan c¢alismalarda biberde anter
kalturinde elde edilen embriyo olusumu, kallus olusumu, bitkiye doniisiim oranlari
iizerinden degerlendirilmis olup bu calismada ise bazi aci biber ¢esitlerinin farkl besi
ortamlarinda haploid bitki olusturma etkinligi incelenmistir. Bu inceleme yapilirken
embriyo sayisi, bitkiye doniisen embriyo sayisi, gelisen bitki sayisi, haploid ve spontane

double haploid bitki sayilar1 kaydedilmistir.

Iki farkli besi ortaminda kiiltiire alinan anterlerden farkli tiplerde 8 ac1 biber genotipten
elde edilen embriyo miktari, bitkiye doniisen embriyo, gelisen bitki, haploid bitki ve
spontane double haploid bitki miktar1 genotiplere ve besi ortamui ile genotip
interaksiyonuna gore istatistiksel olarak %1 dlzeyinde, spontane double haploid bitki
miktar1 diginda incelenen tiim parametrelerde ise besi ortammin etkisi %1 diizeyinde

onemli farklilik gostermistir.

Genel olarak embriyo miktar1 ve bitkiye doniisen embriyo miktar1 lizerinde BO2 besi
ortamindan daha yiiksek sonuclar elde edilirken incelenen diger parametrelerde BO1 besi
ortami daha yiiksek sonuglar vermistir. BO2’de 100 anterden elde edilen embriyo miktar1
14,38 iken BO1’de 100 anterden elde edilen embriyo miktar1 12,63 olarak bulunmustur.
Bu sonug, anter kiiltlirlinden bitki yetistiriciliginde, bitkinin farkli gelisme evrelerinde

farkli besi ortamlarmin kullanilmasi durumunda muhtemelen daha iyi sonuclar elde
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edilebilecegini gostermektedir. Atasoy ve ark. (2021), biber genotiplerinde bazi besin
ortamu ve yetistiricilik sezonlarinda androgenesise cevabin diisiik oldugunu, farkl: besin

ortam1 ve donemlerde performanslarinin artabildigini belirtmislerdir.

Iki farkli besi ortaminda kiiltiire alman anterlerden farkh tiplerde 8 ac1 biber genotipten
elde edilen embriyo miktari, bitkiye doniisen embriyo, gelisen bitki, haploid bitki ve
spontane double haploid bitki miktar: genotiplere gore istatistiksel olarak %1 diizeyinde
onemli farklilik gostermistir. Incelenen tiim parametrelerde Anaheim G2 genotipi daha
iyi sonug vermistir. Deneme sonucunda, toplam haploid bitki miktar1 ve spontane double
haploid bitki miktar1 yoniiyle genotipler arasinda yapilan kiyaslamaya gore, yliksekten
diisiige dogru siralama Anaheim G2, California Wonder G1, Jalapeno G7, Anaheim G3
ve Jalapeno G8 seklinde gergeklesmistir. Ancho G4 ve G5 ile Jalapeno G8
genotiplerinden haploid bitki ve dogal olarak da spontane double haploid bitki elde
edilememistir. TUm anterlerden embriyo elde edilirken ve tamaminda bu embriyolar
belirli oranlarda bitkiye doniisiirken Ancho G4 ve Jalapeno G6 genotiplerdeki bitkiler
gelisme gosterememistir. Simsek ve ark. (2022), bitki tek besi ortami protokolii
kullanilarak en diisiik embriyo sayisin1 (%6,9) Charleston'dan elde ederken, en yiiksek
embriyo sayisini (%17,9) Long green tipinden elde etmislerdir. California Wonder'da
%13,1, Dolmalik biberde %8,7, Jalapeno'da %38,6 ve Capia'da %9,7 oraninda embriyo
elde edilmistir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ile Simsek ve ark. (2022)
calismalar1 birlikte degerlendirildiginde anter Kkiiltiiri protokoliiniin farkli biber
genotiplerinde embriyo verimi Uzerine ayni etkinligi saglamadigi ve protokollerin

tip/genotip bazinda optimize edilmesi gerektigini ortaya koymustur.

Besi ortami1 ve genotip interaksiyonlar1 incelenen tiim parametrelerde istatistiksel olarak
onemli bulunmugstur. En fazla embriyo miktar1 %75,00 ile G2xBO1 interaksiyonundan
elde edilirken onu %33,67 ile G7xBO2 izlemistir. G3xBO1, G4xBO1, G5xBO1 ve
G8xBOI interaksiyonlarindan hi¢ embriyo elde edilememistir. En yiiksek embriyo
miktarina G2xBO1 kombinasyonundan ulagilmis olmasina ragmen diger genotiplerde iyi
sonu¢ vermedigi gdzlenmistir. BO2’de (maltoz) ise tiim genotiplerden sonug¢ alinmaistir.
Dogangiizel ve ark. (2021) galistigi denemede de iki biber genotipi, sukroz veya maltoz

ile 4 besi ortami kullanilmistir. Arastirmacilar en yiiksek embriyo orani ve embriyolarin

44



bitkicik haline gelisimini, maltoz ve antioksidan i¢eren besi ortamlarindan elde edildigini,
maltoz igeren besi ortamlarinin embriyo olusumunu bir¢cok genotipte daha iyi tesvik

ettigini ve embriyo olusumunda besi yerinin 6nemli bir yeri oldugunu belirtmislerdir.

Calismada BO1’de en yiiksek embriyo olusumu G2 genotipinde gozlenirken, en diisiik
embriyo olusumu G6 genotipinde gozlenmistir. G3, G4, G5, G8 genotiplerinden hig
embriyo elde edilememistir. BO2’de en yiiksek embriyo olusumu G7 genotipinde
gozlenirken, en diisiik embriyo olusumu ise G5 genotipinde goriilmiistiir. Gelisen bitki
miktarlar1 bakimmdan incelendiginde BO1°de en yiiksek bitki miktarin1 G2 genotipinden
elde ederken, en diisiik bitki miktar1 ise G7 genotipinden elde edilmistir. G3, G4, G5, G6,
G8 genotiplerinden hig bitki elde edilememistir. BO2’de en yiiksek gelisen bitki miktar1
G2 genotipinde gozlenirken, en diisiik gelisen bitki miktar1 G5 genotipinden gozlenmistir.
G4 ve G6 genotiplerinden hig bitki elde edilememistir. Bu sonuglar géz 6niine alindiginda
biber tiplerine gore hatta genotipe de bagli olarak farkli sonuglar elde edilebilmektedir.
Bu farkliliklarda, kullanilan besi ortami, besi ortamina ilave edilen biiyiime diizenleyiciler
ve konsantrasyonlari, donor bitkinin yetistirme kosullari, mevsim etkisi, genotiplerin
genetik yapist gibi faktorler etkili olmaktadir. Bu durum tek bir standart anter kiiltiirti
protokoliiniin farkli biber tiplerinde ayni etkinligi meydana getirmedigini, protokollerin
tip/genotip bazinda ozellestirilmesi gerekliligini de ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ¢alismadan
elde edilen diger bir sonug¢ da, anter kiiltiiriine diisiik diizeylerde cevap veren veya hig
cevap vermeyen farkli tiplerdeki genotiplerin, farkli besi ortamlarinda, sicaklik
degiskenliklerine tolerans durumlar1 dikkate alinarak Kkiiltiire alma zamanlarinin da
incelenmesi sonraki ¢aligmalar icin tavsiye edilebilir. Ayrica, anter kiiltiiriinde ac1 biber
bitki yetistiriciliginde, farkli gelisme donemlerine (embriyo, bitkiye donme, bitki gelisme
vb.) gore besi ortamlarinda degisiklikler yaparak daha iyi sonuclarin elde edilebilme
olanag1 bulunmaktadir. Bu dogrultuda yeni calismalarin yapilmasina gereksinim

duyulmaktadir.
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