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Aragtirma, 2003-2005 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolimii Sebzecilik Arastirma ve Uygulama Alanmi ile Bahge Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirii
Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Denemede Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisti ve boliimiimiiz
tarafindan ortak olarak yiiriitiilen bir ¢calismada ti¢ defa kendilenmis diisiik sicakliga tolerant olarak
belirlenen A71, A269, A313 nolu genotipler, orta derecede tolerant olarak belirlenen A109 nolu
genotip ve duyarli olarak belirlenen A74 nolu genotip kullanilmistir. Arastirmada dort farkl kiiltiir
ortami kullanmilmistir. Denenen 5 farkli genotip i¢in en yiiksek embriyo uyartimi ve bitkiye
doniisiimiin belirlenmesi amaciyla anterler farkli zamanlarda kiiltiire alinmistir. Ayrica kiiltiire alinan
ortamlarda gelismesini tamamlayamayan embriyolar 10 giin siiresince 0.5 mg/l absisik asit igeren
besin ortamina alinarak absisik asitin embriyo olgunlagmasina etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Denemenin sonucunda gerek embriyo olusumu gerekse olusan embriyolarin bitkiye
doniisiimii genotiplere, anter alma donemlerine ve besin ortamlarina gore degismistir. Genotipler
arasinda en yiiksek embriyo verimi soguga tolerant olarak belirlenmis olan 269 nolu genotipten elde
edilmistir. Anter alma donemlerinden ise en basarili sonuglar Nisan ve Mayis aylarindan elde
edilmistir. Besin ortamlar1 arasinda ise III nolu besin ortami (Murashige and Skoog + 30 g/l sakkaroz
+ % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l giimis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 1 mg/l benzil amino
purin) ve IV nolu besin ortamindan (modifiye edilmis Murashige and Skoog + 30 g/l sakkaroz + %
0.25 aktif komiir + 15 mg/l giimiis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 0.1mg/l benzil amino purin)
diger ortamlara gore daha fazla sayida embriyo elde edilmistir. Olgunlasmamis embriyolara absisik
asit uygulamasindan olumlu bir sonu¢ alinamamistir. Bitkiye doniisiim, hormonsuz Murashige and
Skoog ortamina alinan olgun embriyolardan saglanmistir.

Anahtar Kelimeler : Biber, anter kiiltiirii, embriyo kalitesi



ABSTRACT

MSc THESIS

DIFFERENT APPLICATIONS TO IMPROVE THE EMBRYO
QUALITY ON STIMULATION OF EMBRYO BY ANTHER
CULTURE IN SOME PEPPER GENOTYPES

Hatira TASKIN

DEPARTMENT OF HORTICULTURE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF CUKUROVA

Supervisor :  Prof. Dr. Saadet BUYUKALACA
Year : 2005, Page :72
Jury . Prof. Dr. Saadet BUYUKALACA
Prof. Dr. Kazim ABAK
Prof. Dr. Sebnem ELLIALTIOGLU

This study was carried out at the Vegetable Research and Application Area and the Tissue
Culture Laboratory of the Department of Horticulture, the Faculty of Agriculture, the University of
Cukurova from 2003 to 2005. Three times self-pollinated five pepper genotypes tolerant genotypes
(A71, A269, and A313), medium-tolerant one (A109), and intolerant one (A74) to lower temperatures
derived from a joint study between our department and Alata Horticultural Research Institute were
employed in the present study. The four different culture media were studied. The anthers were
cultured at different periods in order to determine the highest embryo stimulation and haploid plant
regeneration in the studied five genotypes. Moreover, the embryos which were not able to complete
their growth in the culture medium were placed in a medium containing 0.5 mg/1 abscisic acid for 10
days in order to determine the effect of abscisic acid on embryo maturation.

At the end of the study, it was determined that both embryo development and haploid plant
development varied based on genotype, anther cultivation period, and culture medium. The highest
embryo yield was obtained from A269, one of the tolerant genotypes to low temperature. The anthers
cultured from April to May gave the most yielding results compared to the other periods. The more
embryos were obtained from the third medium (Murashige and Skoog + 30 g/l sakaroz + 0.25 %
active coal + 15 mg/l silver nitrate + 4 mg/l naphthalene acetic acid + 1 mg/l benzyl amino purin) and
the forth medium (modified Murashige and Skoog + 30 g/l sakaroz + 0.25 % active coal + 15 mg/l
silver nitrate + 4 mg/l naphthalene acetic acid + 0.1mg/l benzyl amino purin) compared to the others.
There was no positive effect of abscisic acid on the mature embryos. Haploid plants were recovered in
the Murashige and Skoog medium having no hormone.

Key words : Pepper, anther culture, embryo quality
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SIMGE VE KISALTMALAR

MS Murashige and Skoog
MMS Modifiye edilmis Murashige and Skoog
2,4-D 2.,4-Dikloro fenoksi asetik asit
AgNOs : | Glimiis nitrat

NAA Naftalen asetik asit

BAP Benzil amino purin

BA Benzil adenin

ABA Absisik asit

Kn Kinetin

HCI Hidrojen klortir

KOH Potasyum hidroksit

mm Milimetre

kg/em” : | Kilogram/santimetre kare
ml Mililitre

g Gram

mg Miligram

1 Litre

mg/l Miligram/litre

mg Mikrogram

uM Mikromol

G.E.S. : | Globular Embriyo Sayisi
O.E.S. : | Olgun Embriyo Sayis1
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1. GIRIS

Solanaceae tfamilyasinin Capsicum cinsi, yaklasik 30 tiirli kapsamaktadir
(Greenleaf, 1986). Bunlardan 5 tiir (C. annuum, C. baccatum, C. pubescens, C.
frutescens ve C. chinense) ekonomik olarak kiiltiire alinmistir.

Biberin anavatani Orta ve Giiney Amerika’ dir. Capsicum annuum’un genis
bir ¢esitlilik gosterdigi Meksika ve Orta Amerika, biberin birincil gen merkezidir.
Giiney ve Orta Avrupa, Afrika, Asya ve Latin Amerika’nin bazi kesimleri ikincil gen
merkezi olarak bilinmektedir (IBPGR, 1983). 16. yy’a kadar Avrupa’da bilinmeyen
biber, 1493 yilinda Kolombo nun Amerika’y: kesfinden sonra Portekiz’e Ispanya’ya
getirilmis ve 16. yy’in ortalarinda Orta ve Kuzey Avrupa’ya yayilmistir (Greenleaf,
1986). Bazi iilkelerde karabiberden (Piper nigrum) aywrmak igin Ispanyol biberi
olarak adlandirilmaktadir (Somos, 1984).

Tim Capsicum tiirlerinin temel kromozom sayist n=12 ve diploiddir
(2n=2x=24). Tek yillik otsu bir bitki olmasina karsin uygun ekolojilerde ¢ok yillik da
olabilmektedir.

Capsicum  cinsi  diinyanin  degisik  bolgelerinde  yaygin  olarak
yetistirilmektedir. Uzun sivri, dolma, ¢arliston, iri kare ve konik olmak iizere degisik
cesit tipleri vardir. Acilik meyvenin “capsaicine” igerigine ve bilesimine baglidir ve
ylksek oranda plesenta kisminda bulunur (IBPGR, 1983). Besin degeri yliksek bir
sebze tiiriidiir. Ozellikle C vitamini agisindan olduk¢a zengindir (103 mg/ 100 g)
(IBPGR, 1983). Biberler mineral besin maddeleri agisindan da olduk¢a zengindir
(Cizelge 1.1).

Biberin degisik sekillerde kullanimi vardir. Ulkemizde kirmizi toz ve pul
biber, tursu, biber salcasi, taze ve dondurulmus olarak kullanimi1 mevcuttur. Ayrica,

ila¢ yapiminda ham madde ve siis bitkisi olarak ta kullanilmaktadir.



Cizelge 1.1. Biberin besin degeri (100 g yenilebilen kisimdaki miktar)
(Biiyiikalaca, 1993)

Capsicum annuum

Capsicum frutescens

Capsicum spp.

(Tath biber) (Act biber) (Biberler)
igerdigi maddeler Yesil Kirmizi Taze Kuru Yapraklar
meyve meyve meyve meyve
Su (ml) 86 87 74 8 82
Kalori 48 45 94 291 53
Protein (g) 2.0 2.0 4.1 15.0 5.8
Yag (9) 0.8 0.8 23 11.0 1.0
Karbonhidrat (g) 10 9 18 33 8
Lif (g) 2.6 1.7 6.0 25.0 1.9
Kalsiyum (mg) 29 11 58 150 246
Fosfor (mg) 61 47 101 - 56
Demir (mg) 2.6 0.9 2.9 9.0 1.4
B-karoten (ug) 180 4770 7140 1000 6210
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) 22 0.4 24 12.0 1.2
Askorbik asit (mg) 140 86 121 10 68

Bitki biyoteknolojisi; bitkinin organ, doku ve hiicrelerinin steril yapay besi

ortamlarinda kiiltiirli, c¢ogaltilmast ve bunlarin genetik olarak degistirilmesi

tekniklerinden olusan bir biitiindiir. Bitki biyoteknolojisinin amaci, bitkisel iiretimde

bilinen klasik yontemlerle ¢dziilemeyen veya ¢oziimii gii¢c olan problemlere ¢oziim

getirerek, daha ekonomik, kalite ve kantite yoniinden daha yiiksek bitkisel {iretimin

gerceklestirilmesine yardimcr olmaktir (Hatipoglu, 1997). Bitkilere uygulanan

biyoteknolojik yontemler:

a) Doku Kiiltiirti Teknikleri

b) Genetik Manipulasyon Teknikleri (Genetik Miihendisligi)

¢) DNA Teknikleri

olarak ii¢ grupta incelenebilirler.

Doku kiiltiirti teknikleri icerisine giren haploid bitki liretimi bitki 1slahinda




onemli bir yere sahiptir (Heiser, 1976; Andrews, 1985). Haploidi teknigi islah
siirecini kisalttig1 i¢in sebze i1slahinda genis uygulama alani bulmustur. Haploid
bitkilerin en o6nemli kullanim alani kendine uyusmaz tiirlerde bile tamamen
homozigot katlanmig dihaploid hatlarin hizli tiretimidir. Geleneksel yontemlerle de
saf hatlar elde edilebilir. Fakat bu islem yabanci tozlanan bitkilerde 10-12, kendine
tozlanan bitkilerde 6-7 yil siirer. Dioik tiirlerde ise kendileme olanaksizdir. Haploidi
yontemleri ile bu stire 1-2 yila indirgenmektedir. Anter kiiltiirii yontemiyle birkag ay
icinde haploid bitkiler ve bunlarin kromozomlarinin katlanmasiyla tek bir
generasyonda homozigot dihaploid bitkiler elde edilebilir. Bu fertil homozigot
bitkiler hibrit ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in gerekli olan saf hatlarin elde edilmesinde
cok Onemlidir. Dihaploid bitkiler normal mayoz acilimi gosterirler ve agilimla
istenilen Ozelliklerini kaybetmezler (Reinert ve Bajaj, 1977). Dihaploid hatlar
mutlak homozigot olduklarindan resesif mutasyonlarin tespit edilmesi ve
izolasyonunu kolaylastirir. Dominansi etkisi kalkar ve eklemeli gen etkisi ikiye
katlanir. Yetistiriciligi yapilan karisik ¢esitlerin veya populasyonlarin kisa siirede
saflagtirilabilmesi haploidizasyonun diger bir avantajidir.

Haploid bitki elde etme yontemleri:

a) Erkek gametten haploid uyartimi (Androgenesis)

- Anter Kiiltiirii

- Mikrospor kiiltiirii

b) Disi gametten haploid uyartimi (Gynogenesis ve Partenogenesis)

- Oviil ve ovaryum kiiltiirleri

- Kromozom eliminasyonu

- Eksik veya yetersiz polenle tozlama

Anter kiiltiirii teknigi haploid bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak
kullanilan tekniklerden birisidir. Bu teknigin diger in vitro haploid bitki elde etme
tekniklerine gore avantaji; bir anter igerisinde binlerce mikrosporun bulunmasi ve bir
anterden cok sayida haploid bitki elde edilebilmesidir. Anter kiiltiiriiniin temel
prensibi; normal olarak erkek gameti olusturacak olan polen hiicresinin geligimini
durdurmak ve somatik hiicrelerde oldugu gibi polen hiicresini direkt olarak embriyo

olusturmaya zorlamaktir.



Tiirkiye 1.4 milyon ton biber iiretimiyle (Anonymous, 2002) Cin ve
Meksika’dan sonra diinyada en ¢ok biber yetistiren iiglincii iilke konumundadir.
Tiirkiye’de biber iiretimi hem agikta hem de ortii altinda olmak {izere pek ¢ok
bolgede yapilmaktadir. Diistik sicakliklar, yiiksek sicakliklar, hastalik ve zararlilar
gibi sorunlar biber iliretiminde verim ve kaliteyi etkilemektedir. Birim alandan verimi
artirmanin en 6nemli yolu bu gibi sorunlara dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesidir.
Klasik 1slah yontemleri ile yeni gesitlerin gelistirilmesi konusunda pek ¢ok calisma
yapilmakla birlikte yeni hibrit ¢esitlerin gelistirilmesi olduk¢a uzun zaman
almaktadir. Gerek klasik 1slah yontemlerinde 1slah siiresini kisaltmak gerekse klasik
1slah yontemlerine 1slah materyali saglamak icgin ¢esitli in vitro yoOntemlerden
yararlanilmaktadir. Giiniimiizde bu teknikler arasinda en yaygin olarak kullanilan ve
en fazla basarinin saglandig1 yontemlerden birisi de anter kiiltiirii teknigidir. Anter
kiltlirii yontemi ile ilk haploid bitki, 1964 yilinda Guha ve Maheswary tarafindan
elde edilmistir. Daha sonra anter kiiltiiri haploid bitki elde etmek amaci ile bir¢cok
arastirict tarafindan bircok tiirde ¢alisilmistir (Kaloo, 1986). Kolza, arpa, patlican
(Veilleux, 1994) ve karpuz, lahanagiller (Cao ve ark., 1995) ’de androgenetik
dihaploidler, ¢esitli 1slah programlarinda c¢esit gelistirmek icin yaygin olarak
kullanilmigtir. Anter kiiltlirii ile ilk haploid biber bitkisi Wang ve arkadaslari,
(1973) tarafindan elde edilmistir. Bunu takiben George ve Narayanswamy (1973),
Saccardo ve Devreux (1974), Novak (1974), Harn ve arkadaslari, (1975), Abak
(1983) gibi bazi arastiricilarla ¢alismalara devam edilmistir (Bajaj, 1990). Anter
kiltirii homozigot hatlarin elde edilmesinde 6nemli bir metottur. Fakat haploid
bitkilerin olusum siklig1 cogu tiirde diisiiktiir (Kristiansen ve Andersen, 1993).
Kiiltlir ortam1 androgenesisi etkileyen ana faktorlerden birisidir. Bunun yaninda
androgenik embriyo olusum orant genotipe bagli olarak ta degismektedir
(Comlekcioglu ve ark., 2001).

Bu calismanin amaci, biberlerde soguga tolerant olarak tespit edilen
genotiplerden anter kiiltiirli yontemi ile yiiksek oranda kaliteli haploid embriyo elde
etmek olmustur. Bu amagla daha 6nce bolimiimiizde yapilan ¢alismalarda olumlu
bulunan ortam iizerine degisiklikler yapilarak, farkli ortamlar ve buna ilaveten en

uygun anter alma déneminin belirlenmesi amaciyla farkli donemler incelenmistir.



Denenen farkli ortamlarda elde edilecek embriyo sayisinin ve kalitesinin
artirllmasina ¢alisilmistir. Embriyo olusturma ortaminda tam olarak olgunlasmayan
embriyolar ABA iceren ortama alinarak geligsmelerini tamamlamalar1 ve bitkiye

doniigiimleri saglanmaya ¢alisilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Capsicum cinsinde androgenik embriyogenesis ilk kez Wang ve ark., (1973),
George ve Narayanaswamy, (1973) tarafindan, daha sonra da Saccardo ve
Devreux (1974), Novak, (1974) ve Harn ve ark., (1975) tarafindan yapilmistir. Bu
calismalardan alinan sonuglarda, kiiltiire alinan anter sayisina oranla elde edilen
haploid bitki sayisinin ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Daha sonra yapilan
calismalarda tek c¢ekirdekli mikrospor asamasinin androgenesisin tesviki i¢in daha
uygun oldugu bulunmustur ve elde edilen embriyolar 2,4-D igermeyen 0.1 mg/l
kinetin iceren yeni ortamlara aktarilmistir (Sibi ve ark., 1979). Anter kiiltiiriiniin ilk
sathalarinda sicak uygulamasinin (Vaulx ve ark., 1981), aktif karbon ve havug
ekstrakti iceren ortamlarin (Vagera ve Havranek, 1983, 1985; Vagera, 1984a) anter
kiiltiriinde basariy1 yukselttigi goriilmiistiir. Biberde (Abak, 1983) ve patlicanda
(Chambonnet ve Vaulx, 1983) yapilan anter kiiltiirii ¢aligmalarinda sakkaroz
seviyesinin yiikselmesi ile birlikte ortamin osmotik seviyesinin arttig1 ve bu durumun
androgenesisi olumlu bir sekilde etkiledigi bulunmustur. Mikrosporlarin sporofitik
gelisimi, yiiksek sicaklik ve ortamda bulunan aktif komiir gibi bazi faktorlerden
etkilenmistir. Farkli tlirlerde yapilan denemeler de bu bulguyu desteklemistir
(Vagera ve Havranek, 1985). Androgenesis de daha ileriki asamalarin besinsel ve
fitohormonsal faktorlerin etkisi altinda oldugu, yeterli miktarda FeEDTA
eklenmesinin basariy1 etkilemede ¢ok 6nemli rolii oldugu bildirilmistir (Vagera ve
Jilek, 1984; Vyskot ve Bezdék, 1984). Ortam igerisindeki aktif komiir androgenesisi
tesvik eder. Ancak ayni ortamda tam bir bitki elde etmek ¢ok zordur. Tam bir bitki
elde edebilmek icin embriyolar aktif komiirsiiz ortama transfer edilmelidir.
Androgenik bitkilerin sitolojik ve morfolojik analizleri ile (Sibi ve ark., 1979; Vaulx
ve ark., 1981; Vagera ve Havranek, 1985) haploid, diploid, triploid ve kimerik
bitkilerin varlig1 tanimlanmustir. Sibi ve ark., (1979) %80 haploid, % 10 diploid ve
%10 triploid bitkiler elde etmislerdir. Vaulx ve ark., (1981) cesitlere ve kiiltiir
ortammna bagimli olarak %50’nin tiizerinde diploid ve dihaploid bitkiler elde

etmislerdir (Bajaj, 1990).



Dunwell (1976), tiitliniin anter kiiltiirinde embriyo tesviki ve
olgunlagsmasinda ebeveyn bitkinin yasinin, ebeveyn bitkinin yetistirildigi ¢evre
kosullarimin ve polen gelisimi asamasinin etkilerini aragtirmistir. Farkli cevre
kosullarinda yetistirilen bitkilerden alinan anterlerin tepkisi karsilastirildiginda, her
anterde iiretilen bitkilerin sayisinda bes kat varyasyon bulunmustur. Bitki yasi ikincil
Ooneme sahip olmustur. Arastirilan faktorler arasinda polen asamasi en az Oneme
sahip olan faktdor olmustur. Polenler mitoz bdliinme esnasinda optimum tepki
verirken, daha ge¢ asamada daha diistik tepki vermislerdir

Dumas de Vaulx ve ark (1981), Capsicum annuum’da anter kiiltiirliniin
baslangi¢c doneminde yiiksek sicakligin (35°C) androgenesise tepkiyi tesvik ettigini
bulmuslardir.

Abak (1983), tarafindan yapilan bir aragtirmada Tiirkiye orijinli biber
materyalinde anter kiiltiiri yoluyla haploid bitki elde etmeye olanak verecek uygun
bir besin ortami ve yontemi bulmak amag¢lanmistir. Bu amacla, anter kiiltiirii i¢in en
elverisli tomurcuk gelisme donemini saptamaya; kiiltiire alma islemi Oncesinde
uygulanan bazi islemlerin etkisini incelemeye; besin ortamina katilan biiyiimeyi
diizenleyici maddeler (kinetin ve 2,4-D), sakkaroz ve demir bilesiklerinin degisik
dozlarinin etkilerini arastirmaya yonelik denemeler yapilmistir. Elde edilen bulgular
ince uzun meyveli yerli biber materyali i¢in en elverisli anter gelisme doneminin
(mayoz boliinmeyi izleyen birinci mitoz baslangict), tomurcuklarin 3.5-4.0 mm
iriligine ulastiklart zamana rastladigin1 gostermistir. Anterlerin dikim 6ncesi nemce
doymus atmosferde, 25°C ve 35°C sicakliklarda tutulmasi herhangi bir olumlu etki
meydana getirmemistir. En basarili sonuglar, besin ortamina 5 mg/l kinetin, 5 mg/1
2,4-D, 120 g/l sakkaroz, 37.3 mg/l Na,EDTA+27.8 mg/l FeSO47H,0 katilmasi ile
elde edilmistir. Bu yolla olugsan haploid bitkiler kolhisin yardimiyla diploid hale
getirilebilmis ve saf hatlar iiretilebilmistir.

Chuong ve Beversdorf (1985), Brassica napus’un 6 ve Brassica carinata’
nin 1 ¢esidinden izole edilen mikrosporlar1 % 13 (W/V) sakkaroz, 0.05 mg/l BA ve
1.00 mg/l NAA eklenerek modifiye edilmis Nitsch ve Nitsch (NN) ortaminda kiiltiir
etmiglerdir. 22-32°C arasindaki sicakliklarda embriyogenik tepkiler goriilmiistiir. En

yiiksek embriyo yogunlugu 30°C’ de olmustur ve her anterde 7-54 embriyo



gelismistir.  30°C’de en yiikksek embriyo yogunluguna karsin, daha diisiik
sicakliklardaki kiiltiirlerde embriyo kalitesi daha iyi olmustur. 32°C’de 3 giin
inkiibasyonu takiben 25°C’de inkiibasyon da hem yiiksek embriyo verimi hem de
yiiksek normal embriyo yiizdesi saglanmigtir. Mikrosporlardan bitkiciklerin gelisimi
hem ortamdan hem de genotipten etkilenmistir.

Abak (1986), biberde partenogenetik haploid olusum oranmin genelde %
0.05 olmakla birlikte genotiplere gore degistigine, bazi ¢esitlerde sifira yaklasirken,
bazi gesitlerde %0.1°¢e kadar ¢ikabildigine dikkat ¢ekmistir. Ayrica tohumun alindigi
bitkinin i¢inde yetistigi ortam kosullarinin da haploid olusum oranimi etkiledigine
deginmis, bu durumun partenogenetik haploidlerin biber 1slahinda kullanimin
giiclestirdigini bildirmistir. /n vitro androgenetik yolla haploid bitki olusum oraninin
olduke¢a yiiksek oldugunu ve her 100 anterden ortalama 5-10 arasinda haploid bitki
elde edildigini bildirmistir.

Morison ve ark (1986), Capsicum annuum’ un farkli genotiplerinde yapilan
anter kiiltiiriinde elde edilen embriyo sayisinin ve bunlarin bitkiye donilisiim
oranlarinin farkli oldugunu bildirmislerdir. Olusan embriyolarin ¢ogunun bitkiye
donlismedigi, embriyonun bir ucundan kok diger ucundan kallus olusumu seklinde
anormal bitki olusumu goézlendigini bildirmislerdir.

Dunstan ve ark (1988), beyaz ladinin somatik embriyo kiiltiirtinde, beyaz
ladini ABA’ll ortamda biiyilitmiislerdir ve 3 analog olarak bilinen (4)-methyl
abscisate (MeABA); (£)-ethyl (2E, 4E) ve —(2E, 4Z)-5-(1’,2’-epoxy-2’,6’,6’-
trimethylcyclohexyl)-3-methylpentadienoate (epoxyester, EE); and (+)-(2E, 4E) and
—(2E,47)-5-(1°,2’-epoxy-2°,6’,6’-trimethylcyclohexyl)-3-methylpentadienocic  acid
(epoxyacid, EA) kullanmiglardir. 8 ve 12 uM arasindaki ABA embriyo
olgunlagmasini ilerletmede daha etkili olmustur ve sitokinin veya oksin yoklugunda
maksimum embriyoya ulagmayr saglamistir. Oksin veya sitokinin yoklugunda
MeABA embriyo olgunlagmasini ilerletmistir. EE sadece olgunlagmanin erken
asamasinda ilerleme saglamistir ve EA somatik embriyolarin olgunlagmasinda higbir
ilerleme saglamamustir. Fitohormonsuz ortam EA’ ya benzer sonuglar vermistir. Ne
ABA ne de analoglarinda 9uM 2,4-D’nin 4.4uM N6-BA ile kombinasyonu embriyo

olgunlugunu ilerletmemistir.



Li ve ark (1988), 6 adet Kanada orijinli yazlik bugday genotipinde anter
kiiltiirtinde sicak ve soguk denemelerinin etkisi iizerinde ¢aligmiglardir. Anterlerin
26°C de kiiltlire alinmasidan dnce 6 giin 32°C sicaklik uygulamasi kallus verimini
yiikseltmisgtir.

Reynolds (1989), Solanum carolinense L nin anter kiiltiirtinde 10uM 2-4 D’li
ortamda polenden kallus olusumunu tesvik etmek icin yaptig1 bir ¢alismada oksin
icermeyen ortamda alt kiiltiir yapildiginda kallusun organogenik yollardan rejenere
oldugunu bulmustur. Etrel ve etilen polenden kallus rejenerasyonunu veya polen
androgenesisini uyarmamistir. Ustelik polen morfogenesisi ve bunu izleyen kallus
rejenerasyonu esnasinda kiiltiirdeki etilen konsantrasyonu Onemli bir birikim
gostermemistir.

Fujii ve ark (1990), yonca bitkisinde somatik embriyolarin ABA igeren
ortamda olgunlastirildiginda bitkiye doniisiimiin % 0’ dan % 80’e yiikseldigini
bildirmislerdir. Somatik embriyolar ABA iceren ortamda olgunlastirildiginda nisasta
seviyesi ve kuru madde igerigi, embriyo yas/kuru agirligi ve doniisiim sikliginin
yiikselmesinde pozitif korelasyon bulmuslardir. ABA ile olgunlastirilan somatik
embriyolarin ekseninde ve kotiledonlarda nisasta taneleri bulmuslardir ve nisasta
tanelerini ABA igcermeyen ortamlardaki embriyolarda bulamamigslardir. Donilisiim
icin gerekli olan yedek depo birikimini ABA’nin baglatiyor olabilecegini
distinmiislerdir.

Karakullukcu ve Abak (1992), dort degisik patlican genotipinin anter
kiltliriine verdikleri yaniti1 incelemislerdir. En iyi sonu¢ Halep Karasi ¢esidinden
%7.8 oraninda embriyo verimi, % 4.4 oraninda haploid bitki ile elde edilmistir.
Adana Topagi, Birecik Yerlisi ve Black Beauty cesitlerinin anterlerinde irilegsme
olmus, kallus geligmis, ancak embriyo ve haploid bitki gelismemistir.

Tiainen (1992), patateste yapmis oldugu anter kiiltiirli calismasinda Agustos
ayindan Temmuz ayina kadar her ay anterleri kiiltiire almistir. Ayrica tomurcuklar
+6°C ve +30°C 6n sicaklik uygulamalarina tabi tutulmustur. Calismada hicbir 6n
uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu ve +6°C’lik 6n uygulamanin iyi sonug
verdigi belirlenmistir. Sonuglar aylar bazinda degerlendirildiginde, Eyliil ve Ekim

aylarinda yiiksek sonuglar (%15-20) elde edilmistir. Ancak bu embriyolardan sadece



%6-8 oraninda bitkiye doniisiim saglanmistir. Subat-Mayis arasindaki aylarda alinan
anterlerde embriyo olusum oran1 %1-3 oraninda olmustur.

Biiyiikalaca (1993)’nin yaptigi somatik embriyogenesis ¢alismasinda
biberlerde somatik emriyogenesis i¢in nitrojen kaynagi olarak nitrat:amonyum
oraninin 6nemli oldugunu bildirilmistir. Ayrica ABA’nin somatik embriyolarin
olgunlagsmasinda 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Karakulluk¢cu ve Abak (1993), besin ortamina degisik diizeylerde katilan
baz1 organik maddelerin (sakkaroz, glukoz), aktif komiir ve biiyiimeyi
diizenleyicilerin (kinetin, zeatin, 2,4-D, NAA) patlican anter kiiltiirtinde haploid bitki
olusumu {izerine etkilerini arastirmiglardir. ik 12 giin boyunca % 12 sakkaroz; % 3
glikoz veya % 6 sakkaroz + % 6.3 glukoz uygulamalarindan daha iyi sonug vermistir.
Aktif komiiriin embriyo olusumuna olumlu bir etkisi gozlenmemistir. Anterler,
“kinetin + 2,4-D” kombinasyonlarinda, “zeatin + 2,4-D” veya “kinetin + NAA”
kombinasyonlarina goére daha 1iyi cevap vermiglerdir. Calismanin degisik
asamalarinda 5 mg/I kinetin + 5 mg/l 2,4-D ve %12 sakkaroz kullanilan ortamlarda
%12.1 (Baluroi F1 cv.), % 1.5 (Kemer cv.) ve %3.8 (Halep Karasi cv.) oranlarinda
embriyo elde edilmistir.

Kristiansen ve Andersen (1993), biberde yaptiklar1 anter kiiltiirii
calismalarinda, bitki yas1, 1siklanmasi ve sicakligin etkisini arastirmislardir.
Denemede ii¢ farkli fotoperiyod (11, 15 ve 19 saat), ii¢ farkli sicaklik (22°C, 26°C ve
30°C) ve li¢ farkl gesit kullanilmistir. Bitkiler i¢in en uygun gelisme sicakligi 26°C
(%2) bulunmustur. Anterlerin kiiltiire alinmas1 haftalik olarak tekrarlanmistir. Geng
bitkilerden alinan anterlerde % 2-3 oraninda embriyo olusurken, 12-14 haftalik
bitkilerde embriyo olusumu gézlenememistir. Fotoperiyod ise dnemsiz bulunmustur.

Lentini ve ark (1995), piringte yaptiklar1 anter kiiltiirii calismalarinda besin
ortamina glimiis nitrat eklediklerinde ve sakkaroz yerine maltoz kullanildiginda anter
basina kallus olusumu % 6.3’den % 20.6’ya yiikselmistir. Maltoz oran1t 29 mM’dan
351 mM’a yiikseltildiginde bitki olusumu 15 kat artmustir. Glikoz ise kallus
olusumunu diistirmiistiir. Maltoz ve mannitol kombinasyonu ise maltoz kullanilan

ortamdan daha az tesvik etmistir.



Mityko ve ark (1995), biberde 4 1slah hatti, 7 kiiltiir ¢esidi ve bunlarin
melezlerinin anter kiiltiirline tepkisini incelemislerdir. Korolla ile kaliksin aym
uzunlukta oldugu ya da bir par¢a gectigi asamada toplanan tomurcuklar ilk 8 giin
karanlikta bekletilmistir. Anterlerin kiiltiire alinmasindan 30-40 giin sonra embriyo
olusumlar1 gozlenmistir. 2 kiiltiir ¢esidi disindaki biitiin genotiplerde bitkiye
doniisiim saglanabilmistir. Flow sitometri ile ploidi seviyeleri belirlenen androgenik
bitkilerden, haploid ve spontan dihaploidler elde edilebilmistir. Bitkiye doniisiim
oranlar1 kullanilan genotiplere gore degismistir. En iyi sonu¢ Feherdzon ¢esidinden
elde edilmistir.

Zagorska ve ark (1998), 85 adet Lycopersicon esculentum Mill.
genotiplerinin androgenetik kabiliyetlerini test etmislerdir. Toplam 53 hibrid ve
genotiplerin anterlerinden kallus tesvik edilmistir. Sadece 15 genotipin kalluslarindan
bitki rejenerasyonu gozlemlenmistir. Bu data agik olarak domateste androgenesisin
tesvikinde genotip etkisini agik¢a ortaya ¢ikarmistir. Domateste erkek kisirligindan
sorumlu ms 1035 geni igeren Roma, Pearson, San Marzano, Par, Sar, Vigapol, Day,
David ve Start gesitlerinden alinan anterler, bu genin homozigot ve heterozigot
durumlarinda hem kallus tesvikinde hem de organogenetik potansiyele bagimliliginin
giiclii oldugu gozlenmistir. Kallus tesviki, organogenesis ve bitki rejenerasyonunun
protokolii gelistirilmistir. Gézlenen 6000’den fazla bitkicigin ¢ogunun kromozom
sayisinda (n, 2n, 4n) farkli morfolojik degisimler ve varyasyonlar belirlemislerdir.
Bazilar1 domates 1slahi igin ilging kaynak materyal olmuslardir.

Comlekcioglu ve ark (1999), Sanlurfa ve Kahramanmaras biber
populasyonlarindan anter kiiltiirii yontemiyle haploid bitki elde edilmesine olanak
saglayacak uygun besin ortamini ve kiiltlir kosullarini belirlemek amaciyla yaptiklari
bir caligmada; 4 farkli besin ortami ve 2 06n sicaklik uygulamasiin etkilerini
arastirmiglardir. Denenen ortamlar igerisinde en yiiksek embriyo verimi 4 mg/l NAA
ve 0.1mg/l BAP iceren besin ortamindan alinmistir.

Dias ve Martins (1999), Brassica oleracea’ nin 27 genotipinde, anter kiiltiirii
yontemi ile embriyo elde edilmesinde giimiis nitratin 3 farkli konsantrasyonunun
etkisini arastirmiglardir. Besin ortamina giimiis nitrat ilave edilmesiyle embriyo

verimi genotiplerin bliylik bir kisminda 6nemli derecede yiikselmistir. En 1yi



sonuglar 10 mg/l AgNO; eklenmesi ile elde edilmistir. Elde edilen sonuglar Brassica
oleracea genotiplerinde anter kiiltiiri ortamina glimiis nitrat ilavesinin embriyo
iretmini artiracagini gostermistir.

Ayar ve ark (2000), brokkolide yaptiklar: anter kiiltiirii ¢alismalarinda farkl
sicaklik, ortam ve kesim uygulamalarinin etkisini arastirmiglardir. Heniiz ¢anak
yapraklart a¢gmamis tomurcuklardan alinan anterler filamentli, filamentsiz ve
filamentsiz-ucu kesilmis olarak 3 farkli formda kiiltiire alinmiglardir. Filamentli anter
kesiminin bitki olusumu {izerine olumlu sonuglar verdigi bulunmustur. Kullanilmig
olan 2 ortam arasinda higbir farklilik gézlemlenememistir. Arastirmada kullanilan 3
farkli 6n sicaklik uygulamalarindan 35°C’de bir giin bekletildikten sonra 1 giinde
30°C’de bekletmenin olumlu sonuglar verdigi bulunmustur.

Guzman ve Arias (2000), celtikte (Oryza sativa L.) Taiper 309 ¢esidinde
yaptiklar1 bir ¢caligmada anterleri 0, 2, 5 ve 10 mg/l ABA igeren sivi N6 ortamina
yerlestirmislerdir. 5 giin sonra anterler bu ortamdan alinmis ve ABA’s1z N6 ortamina
konulmustur. En yiiksek embriyo olusumu 5 ve 10 mg/l ABA igeren N6 ortaminda
gergeklesmis ve ABA uygulamasinin yapilmasi ile bitkiye doniistim %30’dan %70’
ylikselmistir.

Madakadze ve Senaratna (2000), sardunyanin somatik embriyolarinin
olgunlagsmasinda polietilen glikol ve biiylimeyi diizenleyicilerin interaksiyonu
arastirmiglardir. Somatik embriyolar 3 giin 20 uM thidiazuronlu ortamda
tutulmustur. Indiiksiyonun baslamasmm 21. giiniinde 1uM ABA, jasmonik asit,
NAA ve BAP kullamlmistir. BAP ve NAA olgunlagmada ABA etkisini
artirmamistir. Sadece PEG varliginda olgunlagsma artmistir. PEG varliginda ABA
protein igerigini artirmada dnemli bulunmustur. Somatik embriyolarin protein tipleri
sadece PEG yoklugunda ABA ve jasmonic asit ile BAP ve NAA kombinasyonundan
gelistirilmistir. Bu ¢alisma yapay tohum iiretimi i¢in somatik embriyo kalitesinin
gelistirilmesinde 6nemli gelismeler gostermistir.

Samsudeen ve ark (2000), tek cekirdekli mikrospor agamasinda toplanan
zencefil anterlerini 7 dakika 0°C’de soguk uygulamasina tabi tutmuslardir ve kallus
gelisimini tesvik etmek i¢in 2-3 mg/l 2,4-D’li MS ortamina almiglardir . 5-10 mg/I
BAP’l1 MS ortaminda bu kalluslardan rejenerasyonla bitkicikler elde edilmistir. Bu



bitkicikler esit oranlarda bahge topragi, kum ve vermikulit iceren saksilara dikilip 22-
30 dakika boyunca nemli ortamda tutulduktan sonra topraga aktarildiginda %85°lik
bir basar1 elde edilmistir.

Sayihr ve Ozzambak (2000), brokkolide yapmus olduklari anter kiiltiirii
caligmalarinda, besin ortamina katilan NAA, 2,4-D’nin ve AgNOs’ 1n, tomurcuk
biiylikliigiiniin ~ ve  sicaklik  sokunun  androgenesis lizerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Arastirmada 0.1 mg/l NAA+0.5 mg/l 2,4-D kombinasyonu igeren
modifiye besin ortaminda diger kombinasyonlara gore daha fazla embriyo elde
edildigi bildirilmistir. AgNO; uygulamalarindan ise en iyi sonucu 2 mg/I’lik dozun
verdigi bildirilmistir. 35°C’de 8 giin karanlikta bekletmenin, 25°C’de 8 giin
karanlikta bekletmekten daha olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir. 4-6 mm
uzunlugundaki tomurcuklarin en uygun mikrospor asamasini igeren tomurcuklar
oldugu bildirilmistir.

Terzioglu ve ark (2000), Kahramanmaras biber populasyonunda anter
kiiltiirinde farkli inkibasyon kosullar1 ve besin ortamlarinin embriyo olusumuna
etkilerini arastirmiglardir. Ortama aktif komiir ilave edilmesinin embriyo olusumu
tizerine olumlu etkide bulundugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada iki farkl inkiibasyon
kosulu denenmistir. Birinci inkiibasyon uygulamasinda anterler 35°C sicaklik da
16/8 saat fotoperyodik kosullarda 8 giin tutulduktan sonra 25°C sicakliktaki iklim
odasina aktarilmustir. Ikinci inkiibasyon uygulamasinda ise anterler siirekli 2000 liiks
151k siddetinde aydinlatilan 29°C sicakliktaki biiylitme dolabinda 3 ay siireyle
tutulmustur. En yiliksek embriyo olusum orant 29°C’de siirekli 1siklandirilan
kosullarda inkiibe edilen anterlerde goriilmiistiir.

Biner ve ark (2001), biberde yaptiklar1 anter kiiltiirii ¢calismasinda farkl
sicaklik ve 151k uygulamalarinin etkilerini arastirmiglardir. Calismada 2 farkli ¢esit,
+4°C’de 24 saat ve 48 saat olmak tiizere 2 farkli siire uygulamasi yapilmistir. Tag
yapragin canak yapragi biraz gectigi asamada alinan anterler 5 mg/l kinetin, 5 mg/1
2,4-D iceren %30 sakkaroz ve %1 aktif komiir iceren MS besin ortaminda kiiltiire
alimmuglardir. Kiiltlire alinan anterler ayrica 3 farkli uygulamaya tabi tutulmuslardir.
25°C’de 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyodda, 1 hafta siire ile 25°C’ye

ayarlanmig etlivde karanlik kosullarda ve 1 hafta siire ile 35°C’ye ayarlanmis etiivde



karanlik kosullarda tutulmustur. En iyi yanit 1 hafta siire ile 25°C’ye ayarlanmig
etlivde karanlik da elde edilmistir. Soguk uygulamasi denemelerinde ise ¢esitler
arasinda farklilik gostermekle beraber her iki uygulamadan da olumlu sonuglar
alimmustir.

Comlekcioglu ve ark (2001), Sanlurfa ve Kahramanmaras yerel biber
popiilasyonunda AgNO;’1n embriyo olusumuna etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar
bitki doku kiiltlirlinde eksplantlarin kesimi esnasinda strese girmesi sonucu, kiiltiir
ortami icerisinde de oksin bulunmasi ile etilen iiretimi oldugunu, etilenin somatik
embriyogenesisi ve siirgiin rejenerasyonu ile kallus gelisimine kars1 engelleyici
oldugunu ifade etmis; AgNOs’in etilen etkisine karsi engelleyici etki yarattigini
bildirmiglerdir. Caligmada korollanin kalikse esit oldugu yada bir parga gectigi
asamada alinan anterlerde, hemen hemen anterlerin yarisinda renk olusumu oldugu
ve bu asamanin uygun bir agsama oldugu rapor edilmistir. Anterlerin %15 kalsiyum
hipokloritte 15 dakika siire ile sterilizasyon igleminin yapildigi calismada, MS temel
besin ortamina 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, % 0.25 aktif komiir, 30 g/l sakkaroz ve
10 mg/l AgNOs eklenmistir. Kahramanmaras ve Sanliurfa gesitlerinin kullanildig:
arastirmada, AgNO; eklenmemis ortamda embriyo olusumu goézleyemediklerini
belirten arastiricilar, yaptiklart bir sonraki denemede sadece AgNOs’li ortam
kullanmislar ve genotiplerin verdikleri cevaplar arasindaki farkliliklarin daha belirgin
ortaya ¢iktigini ifade etmislerdir. Sanlurfa yerel ¢esidinin % 51.6 oraninda embriyo
olusumu gosterdigi, Kahramanmaras yerel ¢esidinin ise % 35.7 oraninda embriyo
olusumu gosterdigi ¢alismada, AgNOs’1n biberde anter kiiltiiriinde haploid frekansini
artirdigimi  ve farkli genotiplerde farkli AgNOs’in  dozlarmin denenmesinin
gerektigini bildirmislerdir.

Ellialtioglu ve ark (2001), biberde yaptiklar1 bir g¢aligmada anterlerin
kiltliriin ilk sekiz gliniinde 35°C ve siirekli karanlik kosullarda gelistirilmesinin
embriyo olusumunu tesvik ettigini bulmuslardir. Anterlerin 29°C ve stirekli aydinlik
kosullarda inkiibe edilmesi de basarili sonuglar vermistir. Ayrica Kahramanmarag
biber populasyonunda anter kiiltiiriinde iki farkli inkiibasyon kosulu ile aktif komiir
ve havug ekstrakti igeren farkli besin ortamlarinin etkileri de arastirilmistir. En

yiiksek embriyo olusumu ve bitki gelisimi 29°C ve siirekli aydinlik kosullarda



inkiibe edilen, % 1 aktif komiir ve havug ekstrakti iceren MS ortaminda kiiltiire
alinan anterlerden elde edilmistir.

Ercan ve ark (2001), 5 adet biber c¢esidinde yaptiklar1 anter kiiltiirii
calismasinda 3 farkli besin ortaminin Kinetin, BA, NAA, 2,4-D ve aktif komiir
igeren toplam 11 farkli versiyonunu kullanmislardir. Arastirmada, %1 aktif komiir+5
mg/l 2,4-D+5 mg/l Kinetin iceren ortamlar ile aktif komiir+4 mg/l NAA+0.1 mg/l
BA igeren MS besin ortaminda, 35°C’de 8 giin karanlikta bekletilen anterlerden
embriyo elde edilebilmistir.

Gemesne Juhasz ve ark (2001) tarafindan yapilan biberde anter kiiltiiri
calismasinda genotipe bagli olarak test edilen rejenerantlarin % 70’inin haploid
oldugu rapor edilmis ve degisik siirelerde kolhisin uygulamalar1 ile kromozom
sayisindaki degisimler incelenmistir. Flow sitometri ile ploidi seviyeleri belirlenen
haploid bitkiler bir ay sonra % 0.04 kolhisin igeren ortama aktarilmistir. Bitkiler bu
ortamda 2, 4 ve 6 giin siire ile tutulmuslardir. En yiiksek oranit % 75.8 ile 6 giin
bekletme vermistir. Calismanin sonunda muamele edilmis bitkilerde canlilik oran1 %
90’dan fazla olmustur.

Ciner ve Tipirdamaz (2002), Malatya bolgesine 0zgii yerel biber
populasyonunda aktif komiir ve soguk uygulamalarinin androgenesis {lizerine
etkilerini arastirmiglardir. Cap1 5 mm, uzunlugu 7 mm olan korolla seviyesinin kaliks
ile ayn1 veya biraz daha uzun oldugu gelisme donemindeki tomurcuklarin (birinci
polen mitozu) biberde anter kiiltlirli i¢in en uygun tomurcuk biiyikligli oldugu
saptanmistir. Besin ortami olarak % 0.8 agar, % 3 sakkaroz, % 0.25 aktif komdiir, 4
mg/l naftalen asetik asit (NAA) ve 1 mg/l benzil adenin (BA) veya 1 mg/l NAA ve 4
mg/l BA igeren MS besin ortami kullanilmigtir. Tomurcuklar +4°C’ de 48 ve 96 saat
stire ile bekletilmislerdir. En yiiksek embriyo olusumu 4 mg/l NAA, 1 mg/l BA ve
aktif komiir igeren ve 6n uygulamaya tabi tutulmayan tomurcuklardan elde edilmistir

Sayilir ve Ozzambak (2002), Ege Ac1 Sivri, Demre Sivrisi, Kandil Dolma,
Carliston Bagci, Tath Sivri Kil, Act Sivri Ilica 256 olmak iizere 6 biber ¢esidinde
uygun tomurcuk biiytikliigii, besin ortami karigimlar: ve soguk uygulama siirelerinin
embriyo olusumuna etkilerini incelemislerdir. Calismada, anterler 3 farkli grupta

toplanmis ve asetokarmin yontemi ile en uygun tomurcuk biiylikliigli saptanmaya



calistlmistir. 5-6 mm uzunlugundaki tomurcuklarin en uygun tomurcuk biyiikligi
oldugu belirlenmistir. Besin ortami olarak 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BA, havug
ekstrakti, ve aktif komiirlin igeren Murashige ve Skoog ve Nitsch’in 6 farkh
kombinasyonu kullanilmistir. Havug ekstrakti ve aktif komiiriin herhangi bir olumlu
etkisi goriilmemistir. En iyi sonu¢ 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BA iceren MS temel besin
ortamindan elde edilmistir. +4°C’de farkl: siirelerde bekletilen tomurcuklarda ise, 0
ve 25 saat uygulamalarindan sonug¢ alinmistir. Carliston biber ¢esidi digerlerine gore
anter kiiltiiriine daha olumlu tepkiler vermistir.

Ayar (2003), biberde Kekova ve Sera-Demre 8 ¢esitlerini kullanarak haploid
bitki elde edilmesinde, mevsimin ve bitki yasinin etkisini arastirmistir. Calismada
kullanilan biber ¢esitlerinde mevsim etkisi yaz ve kis, bitki yasiin etkisi ise aylik
olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglarda, yaz doneminde Kekova c¢esidi
%4.97’lik embriyo olusum orant ile Sera-Demre 8 ¢esidinden (%1.49) daha 1yi sonug
verirken, kis doneminde Sera-Demre 8 (%4.26) ¢esidi, Kekova (%2.69) ¢esidinden
daha yiiksek oranda embriyo olusturmustur.Yaz doneminde Kekova cesidinde
ciceklenmenin 2. ay1 olan Haziran ay1 (%7.3), Sera-Demre 8 ¢esidinde ise
ciceklenmenin 3. ay1 olan Agustos ay1 (%3.96) en yiiksek embriyo olusumunun
saglandig1 ay olarak tespit edilmistir. Kig doneminde hem Kekova (%7.70) hemde
Sera-Demre 8 (8.75) ¢esidinde ciceklenmenin 4. ay1 olan Subat ayinda en yiiksek
embriyo olusum oranlari elde edilmistir.

Kumar ve ark (2003), hiyarin Gren Long ve Calypso ¢esitlerinde in vitro
kiiltiirde anterlerin tepkisi, biiyiimeyi diizenleyicilerin etkisi ve anterlere sicaklik
uygulamalarim1 ~ ¢alismuglardir.  24-D  ve NAA’li  B5 ortaminda ve
BAP/Kinetin/Thidiazuron ile 2,4-D kombinasyonunda Calypso ve Green Long
cesitlerinde direk ve indirek embriyogenesis tesvik edilmigtir. Optimal embriyogenik
kallus 2 uM 2,4-D ve 1 uM BAP igeren B5 ortaminda tesvik edilmistir. Cigek
tomurcuklarina 4°C* de 0-10 giin ve aynm1 zamanda 32°C’de 1 giin sicaklik 6n
uygulamalar1 denenmistir ve en iyi cevap 4°C’ de 2 giinde elde edilmistir. Embriyo
farklilagsmasi 0.25 pM KN, 0.25 uM NAA, 0.09 M sakkaroz igeren B5 ortamindan
elde edilmistir. Embriyo olgunlagsmasi 5 uM ABA igeren B5 ortaminda saglanmustir.

Embriyo ¢imlenmesi 0.09 M sakkaroz iceren B5 ortaminda saglanmistir. Olusan



bitkicikler kontrollii bir sekilde dis kosullara alistirilmistir. Her 2 ¢esidinde, 24 adet
rejenere olmus bitkilerinin kokleri ploidi seviyesi i¢in analiz edilmigtir. Calypso’da
21, Green Long’ da 17 tanesi haploid bulunmustur.

Kumria ve ark (2003), pamukda bitki parcaciklarinin rejenerasyonu ile
yliksek oranda somatik embriyo iiretimi ve olgunlagsmasi i¢in yOntem
gelistirmislerdir. Embriyogenik kalluslar 0.1 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l kinetin ve % 3
maltoz igeren MS ortaminda hipokotil veya kotiledon yaprak pargalarindan
olusmustur ve {iretilen globular asamadaki somatik embriyolar yiiksek
konsantrasyonlarda nitrat eklenmis hormonsuz MS ortamina transfer edilmistir.
Globular embriyolarin hormonsuz MS ortaminda alt kiiltiirli, embriyolarin
cogunlugunun ileri asamalara gecememesi ya da tekrar farklilasma asamalarina
girmesi ile torpedo veya kotiledon agamadaki embriyo gelisiminin diisiik yogunlukta
olmastyla sonuglanmistir. Embriyogenesisde onemli gelismeler kalluslar 1/5 MS
ortaminda kiiltiir edildiginde basarilmigtir. Globular embriyolardan bitkilerin
gelistirilmesi MS ortamina filtre kagidi yerlestirildiginde 6nemli derecede artmigtir
(her petride 20-24). Bu yontemde sadece globiiler embriyolarin kotiledon agsamaya
gecmesiyle kalmamis ayn1 zamanda ayri1 bir koklenme asamasi elemine edilerek
koklenme gergeklestirilmistir. 0.05 mg/l GA iceren MS ortaminda kiiltiir edildiginde
kotiledon embriyolarin % 70’den fazlas1 normal bitkilere doniismiistiir.

Nair ve Gupta (2003), cimlendirilmis kara biber dokularindan somatik
embriyolarin tesvik edilmesi, ¢imlenmesi ve olgunlasmasi i¢in bir protokol
gelistirmiglerdir. Eksplantlar biiyiimeyi diizenleyici igeren kati SH ortaminda
karanlikta kiiltiir edilmislerdir. Ilk somatik embriyolar kiiltiiriin altmisinci giiniinde
direk eksplantdan olusmustur. Ortamin sakkaroz konsantrasyonu somatik
embriyogenesisin tesvik edilmesi i¢in ¢ok O6nemli bulunmustur ve 30 g/l sakkaroz
optimum olarak bulunmustur. Somatik embriyolarin ¢imlenmesi ve olgunlagsmasi da
ayn1 ortamda saglanmustir. Siispansiyon kiiltiir somatik embriyolarin ¢imlenmesi ve
olgunlasmasini ilerletmistir. Rejenere olan bitkiler topraga aktarilmistir. Biiyiimeyi
diizenleyicilerin  somatik  embriyogenesisin  tesvik  edilmesini  engelledigi
bulunmustur. Sitolojik analizler rejenere olan bitkilerin normal kromozom sayisina

(2n=52) sahip oldugunu gostermistir.



Biiyiikalaca ve ark (2004), biber bitkisinde in vitro’da anter kiiltiirii yontemi
ile haploid embriyo {retimi i¢in farkli konsantrasyonlarda giimiis nitrat
calismuslardir. Lokal kirmiz1 biber populasyonundan selekte edilen U-247 ve U-267
genotipleri bitki materyali olarak kullanilmistir. Tomurcuklar hem agik alandan hem
de serada yetistirilen bitkilerden toplanmistir. Dort farkli  glimiis nitrat
konsantrasyonu (5, 10, 15, 20 mg/l) test edilmistir. Test edilen biitiin
konsantrasyonlarda  farkli  iiretim oranlariyla  haploid embriyo olusumu
gbozlemlenmistir. Serada yetistirilen bitkilerden alinan anterler, agik alanda
yetistirilen bitkilerden alinan anterlere gére daha fazla embriyo vermislerdir. En
yiiksek embriyo iiretimi (her 100 anterde 45.7 embriyo) 15 mg/l giimiis nitrat iceren
ortamda U-247 genotipinde gozlemlenmistir.

Zagorska ve ark (2004), domateste anter kiiltiirinden elde edilen
rejenerantlarin genetik, biyokimyasal ve sitolojik karakteristiklerine bakmuglardir.
Androgenesisin tesvikinin bir sonucu olarak, 6000’den fazla kdklenmis rejenerantlar
elde edilmistir. Sitolojik analizler, elde edilen bitkilerin hiicrelerinde kromozom
sayisinda bliylik bir farkliligi ortaya ¢ikarmistir. Rejenerantlarin ¢ogu miksoploid
iken, hiicrelerin ¢ogunlugu haploid kromozom sayisina sahip ¢ikmistir. R1 ve R2
dolleri C.michiginanse subsp. michiginanse (Cmm 7)’ ye dayamklilik icin test
edilmistir. Rejenerantlarin bazilar1 dayanikli ¢ikmustir. Serada biiyiitiilen hibrid
rejenerantlarin degerleri tarlada biiyiitiilen hibrid rejenerantlardan yaklasik 1.5 kat
daha yiiksek ¢cikmistir ve bu egilim biitiin hibrid rejenerantlarda agik bir sekilde
goriilmiistiir. Bu sonuglardan androgenesisin tesvikinde somaklonal varyasyonlarin
genis oranda yeni formlarin yaratilmasinda kullanilabilecegini gostermistir. Boylece
1slah programlarinda kullanilmak i¢in hastaliklara dayanikli, daha verimli ve aromali

domates hatlarinin ve varyetelerinin gelismesi hizlandirilabilmistir.



3. MATERYAL VE METOD

Calisma 2003-2005 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Bolimii Sebzecilik Aragtirma ve Uygulama Alani ile Bahge Bitkileri
Boliimii Doku Kiiltiirti Laboratuvarinda ytriitiilmiistiir. Materyal olarak Alata Bahge
Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii ve C.U.Z.F. Bahge Bitkileri Boliimii tarafindan ortak
olarak yiiriitiilen bir ¢aligmada yer alan biber genotiplerinden diislik sicakliklara

tolerans yoniinden farkl tepkiler gosteren 5 degisik genotip segilerek kullanilmustir.

3.1. Materyal

3.1.1. Denemede Kullanilan Genotipler ve Ozellikleri

Calismada kullanilan bitkisel materyal, Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitiisii ve C.U.Z.F. Bahge Bitkileri Boliimii tarafindan ortak olarak yiiriitiilen bir
calismada ii¢ defa kendilenmis ve diisiik sicakliga toleransli olarak belirlenen A71,
A269, A313 nolu genotipler, orta derecede toleransli olarak belirlenen A109 nolu
genotip ile duyarli olarak belirlenen A74 nolu genotip kullanilmistir.

71 nolu genotip: Diisiik sicakliga toleransli olarak belirlenmistir.
Kahramanmaras x Perennial melezidir. Govde uzunlugu ortalama 28 cm’dir. Govde
de yogun tliy olusumu vardir. Yaprak rengi koyu yesildir ve yapraklar mizrak
seklindedir. Yaprakta tiiy olusumu azdir. Ta¢ yaprak rengi beyazdir. Canak yaprakta
renklenme yoktur. Anter rengi mavi, filament rengi beyazdir. Meyve sekli uzundur.

Sekil 3.1° de 71 nolu genotipe ait gorliniim yer almaktadir.



Sekil 3.1. 71 nolu genotip

74 nolu genotip: Diisiik sicakliga duyarli oldugu goézlemlenmistir. Sivri biber
tipindedir. Govde uzunlugu yaklasik 28 cm’dir. Govde de yogun tlly olusumu vardir.
Yaprak rengi koyu yesildir ve yapraklar mizrak seklindedir.Yaprakta tiily olusumu
azdir. Tag yaprak rengi beyazdir. Ta¢ yapraklar ¢an seklindedir. Canak yaprakta
renklenme yoktur. Anter rengi mavi, filament rengi beyazdir. Meyve sekli yuvarlaga

yakindir. Sekil 3.2° de 74 nolu genotipe ait gdriiniim yer almaktadir.



Sekil 3.2. 74 nolu genotip

109 nolu genotip: Diisiik sicakliga orta derecede tolerans gosterdigi
gbzlemlenmistir. Kahramanmaras tipidir. Govde uzunlugu ortalama 27 cm’dir. Gévde
de yogun tiiy olusumu vardir. Yaprak rengi yesildir ve yapraklar mizrak seklindedir.
Yaprakta tily olusumu azdir. Ta¢ yaprak rengi beyazdir. Ta¢ yapraklar ¢an
seklindedir. Canak yaprakta renklenme yoktur. Anter rengi mavi, filament rengi
beyazdir. Meyve sekli tiggendir. Sekil 3.3 de 109 nolu genotipe ait goriiniim yer

almaktadir.



Sekil 3.3. 109 nolu genotip

269 nolu genotip: Diisiik sicakliga toleransl oldugu belirlenmistir. Siis tipidir.
Govde uzunlugu yaklasik 23 cm’dir. Gévde de yogun tiily olusumu vardir. Yaprak
rengi koyu yesildir ve yaprak sekli ovaldir. Yapraklar tliyliidiir. Ta¢ yaprak rengi
beyazdir. Ta¢ yapraklar ¢an seklindedir. Canak yaprakta renklenme yoktur. Anter
rengi acik mavi, filament rengi saridir. Meyve sekli uzundur. Sekil 3.4’de 269 nolu

genotipe ait goriiniim yer almaktadir.



Sekil 3.4. 269 nolu genotip

313 nolu genotip: Diisiik sicakliga toleransli oldugu saptanmistir. Carliston
benzeri tiptedir. Govde uzunlugu yaklasik 16 cm’dir. Govde de yogun tiiy olusumu
vardir. Yaprak rengi yesildir ve yaprak sekli ovaldir. Yapraklar tiiyliidiir. Tag¢ yaprak
rengi beyazdir. Ta¢ yapraklar can seklindedir. Canak yaprakta renklenme yoktur.
Anter rengi agik mavi, filament rengi saridir. Meyve sekli ticgendir. Sekil 3.5” de 313

nolu genotipe ait gorliniim yer almaktadir.



Sekil 3.5. 313 nolu genotip

3.2. Metod
3.2.1. Bitki Yetistirme ve Tomurcuk Alma

Boliimiimiizde daha 6nce yapilan bir ¢aligmada anterlerin alinacag: bitkiler
hem serada hem de agikta yetistirilmis ve bunun embriyo olusumuna etkileri
incelenmistir. Bu calismada serada yetistirilen bitkilerden alinan tomurcuklarda
embriyo uyartim1 agikta yetistirilenlere goére ¢ok daha yiiksek bulunmustur
(Biiyiikalaca ve ark., 2004). Bu nedenle, ¢alismada kullanilan biber bitkileri C.U.
Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii deneme alanindaki cam serada
yetistirilmistir. Cizelge 3.1°de bitkilerin yetistirilme donemleri ve ¢aligma programi
verilmistir. Tohum ekimleri igerisinde fide harci (2 hacim torf:1 hacim perlit)
bulunan viyollere yapilmistir. Fideler seraya 50x50x100 cm sira {izeri ve sira arasi
mesafelerle ¢ift sira olacak sekilde dikilmislerdir (Sekil 3.6). Dikim sirasinda taban
giibresi olarak 15:15:15 ticari giibresi kullanilmistir. Bitki gelisimi boyunca gerekli



kiltiirel islemler yapilmistir. Tomurcuklanma déneminde birer ay arayla bitkilerden

uygun anter sathasindaki tomurcuklar alinarak anterler kiiltlir ortamina ekilmistir.

Cizelge 3.1. Bitkilerin yetistirilme donemleri ve ¢alisma programi

Tohum ekimi Fide dikimi Tomurcuk Alinma
Zamani
2003-14 Ekim 2003-16 Kasim 2004-Ocak
2004-Subat
2004-Mart
2004-08 Ocak 2004-13 Mart 2004-Nisan
2004-Mayis
2004-Haziran
2004-Temmuz
2004-Agustos
2004-Eylul
2004-01 Eylul 2004-15 Ekim 2004-Kasim
2004-Aralik
2005-Ocak

Sekil 3.6. Denemenin dondr bitkilerinin yetistirildigi cam seradan bir goriintii

2004 Ocak, Subat ve Mart ayinda alinan tomurcuklarin ekiminin yapildig:

besin ortaminda bdliimiimiize kurulan yeni saf su cihazindan kaynaklanan bir



problemden dolayr bu aylarda alman anterlerden embriyo olusumu
gbézlemlenmemistir. Embriyo olusmamasinin nedeninin saf sudaki yiiksek tuzdan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildiiglinden o aylara ait veriler degerlendirmeye
alinmamustir.

Denemenin yapildigi aylarin maksimum, minimum ve ortalama hava sicaklik

degerleri Sekil 3.7°de verilmistir.

—e— Maksimum —s— Minimum Ortalama

40 -
35
30 A

x 25

= 20 |

e

n 15

10 1

Aylar

Sekil 3.7. 2004 yilinin aylara gére maksimum, minimum ve ortalama hava sicaklik
degerleri

3.2.2. Uygun Anterlerin Secimi

Kiiltiire alinan anterlerin bulundugu gelisme asamasi haploid embriyo elde
edilmesini etkileyen en 6nemli faktdrlerden birisidir. Bunun i¢in en uygun asama,
mikrosporlarin tek cekirdekli asamanin sonunda ve/veya iki g¢ekirdekli asamanin
basinda oldugu (I. mitoz boliinmesinin basladigl) dénemdir. Daha 6nce yapilan
calismalarda biber ¢igek tomurcuklarinda, canak yaprak ve ta¢ yaprak boylarinin esit
oldugu veya tag¢ yapraklarin ¢anak yapraklardan biraz daha uzun oldugu, anterlerin
yaklagik yar1 boyuna kadar antosiyan olusumunun goriildiigli gelisme asamasinda

mikrosporlarin 1. mitoz asamasinda oldugu bildirilmistir (Chambonnet, 1988).



Bolimiimiizde de yapilan g¢alismalarda bu asamanin anter kiiltiiri i¢in en uygun
asama oldugu belirlenmistir ve bu calismada da tomurcuklar Sekil 3.8.’de gosterilen

asamalarda alinmustir.

Sekil 3.8. Denemede kullanilan genotiplerin anter kiiltiiriine alinan tomurcuklarinin
ve anterlerinin gorliiniimii (74 , 269, 109, 71, 313 nolu genotipler)



3.2.3. Cicek Tomurcuklarinin Dezenfeksiyonu ve Anterlerin Ayrilmasi

Toplanan ¢i¢cek tomurcuklari, laboratuvara getirildikten sonra steril kabin
icerisinde 1-2 damla Twin-20 iceren %15°lik sodyum hipokloritte 15 dakika
tutulmustur ve en az 3 kez steril saf su ile calkalanarak durulanmistir. Sterilizasyon
islemi tamamlanan tomurcuklar steril kabin igerisinde agilmis (Sekil 3.8.) ve anterler
filamentlerinden ayrilarak petri kaplarinda hazirlanan besin ortamlarina ekilmislerdir.
Her bir tomurcuga ait anterler (5-7 adet) 1 petri kabina yerlestirilmistir. Deneme her

bir uygulamada 3 tekerriir ve her tekerriirde 5 petri olacak sekilde kurulmustur.

Steril kabinde tomurcuklarin agilarak anterlerin alinmasi



3.2.4. Kiiltiir Sirasinda Kullanilan Malzemeler

Anter kiiltiirii ¢aligmalart esnasinda degisik asamalarda degisik kiiltiir kaplart
kullanilmistir. Kiiltiir esnasinda kullanilan malzemelerin (besin ortamlari, petri
kaplari, steril su siseleri, pens-bistiiriler, kurutma kagitlar1 ve bos kavanozlar) 121°C’
de sicaklik ve 1.2 kg/em® basing altinda 15 dakika siire ile otoklavlanarak
sterilizasyonlar1 yapilmistir. Otoklav islemi tamamlandiktan sonra malzemeler steril
kabine alinmis ve kiiltiir asamalarina gegilmistir.

Embriyo uyartim asamasinda 6 cm ¢apinda cam petriler kullanilmistir.
Olusan embriyolar ise, icerisinde besin ortami bulunan 2.5 cm capinda, 25 cm
uzunlugunda cam tliplere aktarilmistir. Gelismelerini tamamlayan bitkicikler,
icerisinde otoklavlanmig torf/perlit (2 hacim/l1 hacim) bulunan plastik saksilara

aktarilmustir.

3.2.5. Kullanilan Besin Ortamlari ve Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi

Arastirmada Murashige ve Skoog (1962)’un makro ve mikro elementleri,
vitaminleri ve Fe-Na EDTA kompozisyonu sirasiyla embriyo olusumu,
olgunlastirilmasi ve koklendirme asamalarinda degistirilmeden ve modifiye edilerek
kullanilmistir.

Biiylimeyi diizenleyicilerden, embriyo olusumunun tesviki i¢in 0.1-0.5-1 mg/1
BAP, 4 mg/l NAA ve 15 mg/l AgNO; (Biiyiikalaca ve ark, 2004) konsantrasyonlari
kullanilmigtir (Cizelge 3.2). Embriyolarin olgunlastirilmast i¢cin 0.5 mg/l ABA
konsantrasyonu ve embriyolarin ¢imlendirilmesi ve bitkiye doniisiimii agamasinda
ise bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortamlar1 kullanilmistir (Biiyiikalaca,
1993).

Ortam hazirlanirken biitiin kimyasallar eritildikten sonra hacim tamamlanmis
ve 1 N’lik HCI ve 1 N’lik KOH kullanilarak pH 5.8’e ayarlanmistir. Katilastiric
olarak agar kullanilmistir. Hazirlanan ortamlar, 1sitict lizerinde kaynamaya
baslayincaya kadar tutulmus, 2.5 cm ¢apinda ve 25 cm uzunlugundaki deney

tiiplerinde 10 ml/tiip olacak sekilde dagitilarak ya da kaynatilmadan 6 cm ¢apindaki



petrilerle birlikte 121°C sicaklik ve 1.2 kg/cm? basing altindaki otoklavda 15 dakika

siire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra steril kabin igerisinde

ortamlar petrilere 15 ml/petri olacak sekilde dagitilmistir. Olgunlastirma ve

koklenme asamasinda da yine 2.5x25 cm boyutlarindaki tiipler kullanilmistir.
Arastirmada kullanilmis olan 4 farkli besin ortami asagidaki sekilde

hazirlanmustir.

I  No’lu Ortam: MS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNO;

+4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BAP

I’ No’lu Ortam: MS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNO;

+ 4 mg/l NAA + 0.5 mg/l| BAP

III No’lu Ortam: MS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNO;

+4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP

IV No’lu Ortam: MMS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/I

AgNOs; +4 mg/l NAA + 0.1mg/l BAP

Not: MMS ortamu modifiye edilmis MS ortami olup yapilan degisiklik

Nitrat: Amonyum oraninin 40:20 den 55:5 seklinde diizenlenmesidir (Biiyiikalaca,

1993).



Cizelge 3.2. Kullanilan besin ortaminin bilesimi

Makro Elementler

(MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

KNO3 1900

NH4NO; 1650

CaCl,.2H,0 440

MgS0,.7H,0 370

KH,PO, 170

Mikro Elementler (MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)
Kl 0.83

H3BO; 6.20

MnS0O,.4H,0 22.3

ZnS0,.7H,0 8.6

Na,Mo00,4.2H,0 0.25

CuS0,4.5H,0 0.025

CoCl,.6H,0 0.025

FeS0O,.7H,0 27.8

Na,EDTA 37.3

Vitaminler (MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

Pyrodoxine HCI

0.5

Glycine 2.0
Nicotinic Acid 0.5
Thiamine-HCI 0.4
Myo-inositol 100
Buyumeyi, Diizenleyiciler(mg/l)
6-Benzyladenin purin 0.1-0.5-1
Naftalen asetik asit 4
GUmus nitrat 15
Absisik asit 0.5
Karbonhidratlar(g/l)

Sakkaroz 30
Diger Maddeler

Aktif Karbon 254/l
Agar 8 g/l




3.2.6. Kiiltiir Kosullar1 ve On Uygulamalar

Besin ortamina yerlestirilen anterler inkiibatorde +35°C’de ve karanlik
kosullarda 2 giin 6n uygulamaya tabi tutulmuslardir. Inkiibatérden ¢ikarilan petriler
25+1°C sicakliga, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperyod kosullarina sahip

biiylitme odasinda tutulmustur.

3.2.7. Embriyolarin Cimlendirilmesi

Olusan embriyolardan gelisimini tamamlamis olanlar hormonsuz MS
ortamina alinirken gelisimini tamamlayamamis olan embriyolar 0.5 mg/l ABA iceren
MS ortamina aktarilmigtir, 10 giin sonra bu ortamdan alinarak hormonsuz MS

ortamina transfer edilmistir (Biiyiikalaca, 1993).

3.2.8. D1s Ortama Aktarma

Koklenen bitkiciklerin dis ortama adaptasyonlarin1 saglamak amaciyla,
tiplerin kapaklarinda bulunan seffaf folyo cikarilmis bunu takip eden 3-4 giin
icerisinde de tiiplerin kapaklari tamamen agilmistir. Adaptasyon siiresi tamamlanan
bitkicikler dig ortama aktarilmadan once, kokleri musluk altinda yikanarak
temizlenmis ve kokler fungusite daldirildiktan sonra torf-perlit (2 hacim/1 hacim)
karistmi bulunan saksilara aktarilmistir. Dikimden sonra can suyu verilmistir.
Bitkicikler yaklagik 1 hafta siire ile % 90-100 nem iceren plastik tiineller altinda
bekletilmig, daha sonra tiinellerin oOrtiileri kademeli olarak agilarak dis ortama
aligmalar1 saglanmigtir. Sekil 3.10°’da biiylitme odasindan ¢ikarilarak dig ortama

alistirilmis bir bitki goriilmektedir.



Sekil 3.10. D1s ortama alistirilmis bir bitki

3.2.9. Anter Kiiltiri Yontemiyle Elde Edilen Bitkilerin Ploidi

Seviyelerinin Belirlenmesi

Anter kiiltiirii yontemiyle elde edilen ve dis kosullara alistirilan bitkilerde

ploidi seviyelerinin belirlenmesi amaciyla kok uglarindan kromozom sayimi

yapilmustir.

Kromozom sayimlari kok ucu hiicrelerinde yapilmis ve ezme preparat

yontemi kullanilmistir. Feulgen (Darlington ve La Cour, 1963) yontemi kok

uclarinin boyanmasinda yetersiz oldugu i¢in asetokarminle kombine edilmistir (El¢i,

1982). Buna gore boyama islemi su sekilde yapilmaistir:

a-

b-

Kokler o monobromonaftalin ¢ozeltisinde 2-3 saat tutulmustur.

3:1 glasiyal asetik asit: ethanol igerisine alinmig ve 16-24 saat
tutulmustur.

1 N HCL igerisinde 60°C’de 10 dakika hidrolize edilmistir (Biiyiikalaca,
1993).

Hidrolizden ¢ikarilan kok uglari 5 saat feulgen igerisinde bekletilmistir ve
daha sonra 10-15 dakika saf su ile yikanmustir.

Kok uclarindan 1-1.5 mm’lik kisim kesilerek lam iizerine alinmistir ve



jilet yardimiyla kiiclik parcalara ayrilarak {izerine 1 damla asetokarmin
damlatilmis ve iizerine lamel kapatilmistir.
f- Preparat kurutma kagidi arasina konularak bas parmakla lamel iizerine

bastirilmistir.

g- Preparatlar 151k mikroskobunda 10x100 biiylitmeyle immersiyon yagi

kullanilarak sayilmaistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Deneme boyunca yapilan kiiltiirlerden elde edilen bulgularin aylik dilimler

halindeki durumlar1 asagida ayri ayri1 sunulmustur.

4.1. Farkh Zamanlarda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

4.1.1. Nisan Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Nisan doneminde ortamlara dikilen anterlerden olusan globular embriyo
sayist, olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisit ve bitkiye doniisiim
oranlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Embriyo olusumu bakimindan en iyi sonug (67
adet) IV nolu besin ortamindan elde edilmistir. IV nolu besin ortamina dikilen 269
nolu genotipe ait anterlerden 51 adet, 313 nolu genotipe ait anterlerden 12 adet, 109
nolu genotipe ait anterlerden 4 adet embriyo elde edilmistir. Bu embriyolardan
sadece 269 nolu genotipe ait anterlerden elde edilen embriyolarda bitkiye doniisiim
(% 5.88) olmustur. 71 ve 74 nolu genotiplerde embriyo olusumu saglanamamaistir. IV
nolu besin ortamini toplam 45 adet embriyo ile II nolu besin ortami takip etmistir. Bu
ortamda en yiiksek embriyo olusumu (21 adet) 269 nolu genotip ile 74 nolu
genotipten (14 adet) elde edilmistir. II nolu besin ortaminda en yiiksek bitkiye
doniisim (%20) 313 nolu genotipte olmustur. III nolu besin ortaminda 37 adet
embriyo elde edilmistir. Bitkiye doniisiim sadece (% 7.69) 269 nolu genotipe ait
embriyolardan (26 adet) elde edilmistir. Bu ortamda 71 nolu genotipten 6 adet, 74
nolu genotipten 1 adet, 109 nolu genotipten 4 adet embriyo elde edilmis ancak bunlar
bitkiye doniismemistir. 313 nolu genotipten embriyo olusumu saglanamamuistir.
Embriyo olusumu bakimindan en diisiik deger (27 adet) I nolu besin ortamindan elde
edilmistir. Ancak diger ortamlardan farkli olarak tiim genotiplerden embriyo
olusumu saglanmistir. 313 nolu genotipte 11 embriyonun % 9.09’u, 74 nolu
genotipte 5 embriyonun % 60’1, 109 nolu genotipte 5 embriyonun %20’si bitkiye
donlismiistiir. 269 ve 71 nolu genotipten 3’er adet embriyo elde edilmesine ragmen

bunlardan higbiri bitkiye donlisememistir. Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3” de Nisan



ayinda kiiltiire aliman anterlerden elde edilen globular embriyo, olgun embriyo ve
bitki resimleri goriilmektedir.

Nisan ayinda kiiltiire alman tiim genotiplerin anterlerinden denenen tiim
ortamlar iizerinde toplam 94 adet globular embriyo ve 82 adet olgun embriyo elde
edilmistir. Olgun embriyolarin tamami hormonsuz MS ortamina alinirken globular
asamadaki embriyolar gelismelerini tamamlamalar1 i¢in 0.5 mg/l ABA iceren MS
ortamina almmigtir. Bolimiimiizde daha oOnce yapilan biberde anter kiiltiirii
calismalarinda, anormal embriyo olusumu ve buna bagl olarak da bitkiye doniisiim
oranin diisiik oldugu belirlenmistir. Birgcok tiirde yapilan c¢alismalar da ABA
uygulamasinin embriyo kalitesini ve bitkiye donilisiim oranini attirdigi tespit
edilmistir. (Ammirato, 1977; Senaratna ve ark., 1989; Attree ve ark., 1990,
Lecouteux ve ark., 1993; Capuana ve Debergh, 1997; Li ve ark., 1997; Dunstan
ve ark., 1988, Fuiji ve ark., 1990, Biiyiikalaca, 1993; Guzman ve Arias, 2000).
Bu nedenle denemede gelisimini tamamlayamamis olan embriyolar ABA iceren
ortama alinmistir. Ammirato (1977), ABA kullanildiginda embriyolarda goriilen
normal dis1 olusumlarin kontrol altina alindigini belirtmistir. Attree ve ark., (1990)
nin yaptig1 calismada olgunlagsma asamasinda uygulanan 16 uM ABA uygulamasinin
yiiksek ¢cimlenme ve bitkiye doniisiim oranm1 sagladig: bildirilmistir. Yoncada yapilan
calismalarda ise 5 gilin siireyle 20 uM ABA uygulamasinin bitkiye doniistimii
artirdig1 bildirilmistir (Senaratna ve ark., 1989; Lecouteux ve ark., 1993). ABA
uygulamasinin daha uzun olmasi durumunda ise hem ¢imlenmede azalma hem de
anormal gelisimler gozlenmistir (Lecouteux ve ark., 1993).

Bizim bu ¢alismamizda 0.5 mg/l ABA iceren MS ortaminda tutulduktan sonra
hormonsuz MS ortaminda alinan globular embriyolarin hig¢birinde bitkiye doniisiim
saglanamamistir. Hormonsuz MS igeren ortama alinan olgunlasmis embriyolarda ise
% 8.52 oraninda bitkiye doniisiim saglanmistir. ABA’in etkisinin goriilememesinin
nedeni olarak kullanilan konsantrasyonun diisiik olmasi akla gelen ilk olasiliktir.
ABA’in embriyo olgunlagsmasina ve bitkiye doniisiimiine etkili olabilmesi i¢in
yapilan c¢alismalarda kullanilan genotipler i¢in konsantrasyonun ¢ok onemli oldugu,
kritik konsantrasyonun altinda ya da tistiindeki degerlerde ABA’in etkisinin olmadigi

veya olumsuz yonde oldugu bildirilmistir (Johansson 1983; Pullman ve ark.,



2005). Ayrica kullanilan ortamda aktif karbon bulunmasi durumunda ABA’in
etkisinin goriilebilmesi i¢in konsantrasyonun 10-40 mg/l arasinda olmasi gerektigi
fakat bu degerin genotipe ve ABA uygulamasinin siiresine bagli oldugu bazi
arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Li ve ark., 1997,1998; Capuana ve Debergh,
1997; Pullman ve ark, 2005). Yapilan bazi1 caligmalarda ise ABA’in etkisinin ortaya
cikabilmesi i¢in osmotik ayarlayici olarak PEG ile birlikte kullanilmasi gerektigi
rapor edilmistir (Attree ve ark., 1995; Robichaud ve ark., 2004). ABA’in farkh
konsantrasyonlarinin kullanildigir bazi ¢aligmalarda ise denenen konsantrasyonlarin
hicbirinde ABA’in etkisi goriilmemistir (Vieitez, 1995; Xing ve ark., 1999,
Robichaud ve ark., 2004).

Nisan ayinda alinan anterlerden 71 nolu genotip i¢in gerek olgun embriyo
olusturma miktar1 ve gerekse olusan embriyolarin bitkiye doniisim oranlari goz
Oniine alindiginda en uygun ortamin III nolu besin ortami oldugu belirlenmistir. 74
ve 109 nolu genotipler i¢in ise en uygun ortam [ nolu besin ortami olarak
goriilmektedir. II nolu besin ortami ise 269 ve 313 nolu genotiplerde basarili
bulunmustur. Ayn1 donemde kiiltiire alinan farkli genotiplere ait anterlerin farkli
besin ortamlarinda degisik tepkiler gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Karakulluk¢u
ve Abak, (1992), Mityko ve ark., (1995), Dias ve Martins, (1999), Comlek¢ioglu
ve ark., (1999), Comlekcioglu ve ark., (2001), Ercan ve ark., (2001), Sayilir ve
Ozzambak, (2002), Ciner ve Tipirdamaz, (2002), Biiyiikalaca ve ark., (2004)’ nin

bulgular tarafindan da desteklenmektedir.



Cizelge 4.1. Nisan doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye doniisiim

oranlari
Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donligiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)
71 2 1 2 0
74 4 1 1 60
I 109 1 4 4 20
269 3 0 1 0
313 5 6 2 9.09
Toplam 15 12 10 18.52
71 0 - 0
74 7 7 6 0
11 109 0 0 - 0
269 17 4 5 9.52
313 1 9 3 20
Toplam 25 20 14 8.89
71 4 2 2 0
74 0 1 1 0
111 109 3 1 3 0
269 11 15 8 7.69
313 0 0 - 0
Toplam 18 19 14 8.11
71 0 0 - 0
74 0 0 - 0
v 109 0 4 2 0
269 34 17 16 5.88
313 2 10 2 0
Toplam 36 31 20 4.48
Genel Toplam 94 82 58 8.52




Sekil 4.1. IV nolu besin ortaminda 269 nolu genotipten olusmus olgun embriyolarin
goruinimil

Sekil 4.2. I nolu besin ortaminda 313 nolu genotipten olugsmus globular embriyolarin
goruntimu



Sekil 4.3. Farkli besin ortamlar1 ve farkli genotiplerden elde edilmis bitkicikler

4.1.2. Mayis Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Mayis doneminde ortamlara dikilen anterlerden elde edilen embriyolar ve
bunlarin bitkiye doniisiim oranlar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir. Embriyo (95 adet)
olusumu bakimindan May1s ayinda III nolu besin ortamindan iyi sonu¢ alinmigtir. 74
nolu genotipte 52 adet embriyonun % 7.69°u, 313 nolu genotipte 38 adet embriyonun
% 7.89’u bitkiye dontismistiir. Sozii edilen ortamda diger genotiplerden embriyo
elde edilememistir. IV nolu besin ortamindan ise 69 adet embriyo elde edilmistir. 74
nolu genotipte 36 adet embriyonun % 22.22°s1, 313 nolu genotipte 33 embriyonun %
9.09’u bitkiye doniligsmiistiir. Diger genotiplerde embriyo olusumu saglanamamustir. I
nolu besin ortaminda 71 nolu genotipte 12 adet embriyo elde edilmistir. II nolu besin
ortaminda embriyo olusumu saglanamamistir. Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da
Maysis ayinda kiiltiire alinan anterlerden elde edilen globular embriyo, olgun embriyo
ve bitki resimleri goriilmektedir.

Mayis ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden denenen tiim
ortamlardan toplam 54 adet globular embriyo ve 122 adet olgun embriyo elde
edilmistir. Olusan bu embriyolarin % 10.23°{ bitkiye doniligmiistiir. Tiim bitkiler

hormonsuz MS igeren ortamlardan elde edilmistir.



Mayis ayinda alman anterlerden 313 nolu genotip i¢in olgun embriyo
olusturma miktar1 ve olusan embriyolarin bitkiye doniisiim oranlar1 bakimindan en
uygun ortamin III nolu besin ortami oldugu belirlenmistir. 109 ve 269 nolu
genotiplerden ise hicbir ortamda sonug¢ alinamamistir. IV nolu besin ortamina en
olumlu tepkiyi 74 nolu genotip vermistir. 71 nolu genotip i¢in ise II nolu besin ortami

basarili bulunmustur.

Cizelge 4.2. Mayis doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye
doniisiim oranlari

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donligiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
I 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 4 8 4 0

74 0 0 0 0
11 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 4 8 4 0

71 0 5 2 0

74 24 28 12 7.69
111 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 14 24 10 7.89
Toplam 38 57 24 7.37

71 0 0 0 0

74 9 27 14 22.22
v 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 3 30 14 9.09
Toplam 12 57 28 15.94
Genel Toplam 54 122 56 10.23




Sekil 4.4. III nolu besin ortaminda 313 nolu genotipten olugmus olgun bir
embriyonun goriniimii

Sekil 4.5. IV nolu besin ortaminda 313 nolu genotipten olusmus olgun ve globular
embriyolarin goriiniimii



Sekil 4.6. III nolu besin ortaminda 313 nolu genotipten olusmus bir bitki goriinimii

4.1.3. Haziran Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Cizelge 4.3.’de Haziran doneminde ortamlara dikilen anterlerin olusturdugu
globular embriyo sayisi, olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve
bitkiye doniisim oranlar1 verilmistir. Haziran aymda alinan anterlerde en yiiksek
embriyo (59 adet) olusumu I nolu besin ortamindan elde edilmistir. Bu ortamda 269
nolu genotip en yiiksek embriyo sayisint (26 adet) vermesine ragmen bitkiye
doniigiim oran1 (%3.84) diisiik olmustur. 109 nolu genotipten 3 embriyonun tamami,
71 nolu genotipten elde edilen 9 embriyonun 6’s1 bitkiye doniigmiistiir. III nolu besin
ortaminda sadece 269 nolu genotipte 37 adet embriyo olusumu saglanmis, ancak
bitkiye doniisiim olmamistir. IV nolu besin ortaminda 71 nolu genotip en yiiksek
embriyo sayisini (10 adet) vermis ve bu genotipte % 20 oraninda bitkiye doniisiim
saglanmistir. II nolu besin ortaminda ise 109 nolu genotipten 16, 269 nolu genotipten
3 adet embriyo elde edilmis ancak bunlarin higbirinden de bitkiye doniisiim
saglanamamustir. Diger genotiplerden embriyo elde edilememistir. Sekil 4.7, Sekil
4.8 ve Sekil 4.9°da Haziran ayinda kiiltiire alinan anterlerden elde edilen olgun

embriyo ve bitki resimleri goriilmektedir.



Haziran ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden denenen tim
ortamlardan toplam 80 adet globular embriyo ve 59 adet olgun embriyo elde
edilmistir. Olusan bu embriyolarin % 8.631 bitkiye doniligsmiistiir ve bitkilerin hepsi
hormonsuz MS ortamindan elde edilmistir.

Haziran ayinda alinan anterlerden 71, 74, 109 ve 269 nolu genotiplerden I
nolu besin ortaminda daha fazla sayida olgun embriyo ve bitki elde edilmistir. 313

nolu genotip ise hi¢bir ortama herhangi bir tepki vermemistir.

Cizelge 4.3. Haziran doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye

doniistim oranlari

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olugturan Déniigum.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)
71 2 7 3 66.66
74 13 8 9 0
I 109 0 3 1 100
269 18 8 10 3.84
313 0 0 0 0
Toplam 33 26 23 16.95
71 0 0 0 0
74 0 0 0 0
II 109 0 16 3 0
269 1 3 0
313 0 0 0
Toplam 1 18 6 0
71 0 0 0 0
74 0 0 0 0
11X 109 0 0 0 0
269 35 2 5 0
313 0 0 0 0
Toplam 35 2 5
71 7 3 3 20
74 3 3 3 0
v 109 0 2 1 0
269 1 5 4 0
313 0 0 0 0
Toplam 11 13 1 8.33
Genel Toplam 80 59 45 8.63




Sekil 4.7. II nolu besin ortaminda 109 nolu genotipten olusmus olgun bir
embriyonun goriiniimii

Sekil 4.8. IV nolu besin ortaminda 71 nolu genotipten olusmus olgun bir embriyonun
gorinimu



Sekil 4.9. III nolu besin ortaminda 269 nolu genotipten olusmus bir bitki goriinimii

4.1.4. Temmuz Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Temmuz doneminde hicbir genotip ve ortamdan embriyo olusumu
saglanamamistir. Anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorlerden birisi de ¢evresel
faktorlerdir. Cevresel faktorler igerisinde hava sicakligi ¢ok onemli bir yere sahiptir.
Bu nedenle anter Kkiiltiirlinde c¢igek tomurcuklarinin bitkiden alindigi donemdeki
sicaklik degerleri haploid embriyo olusumunu etkilemektedir (Tiainen, 1992,
Kristiansen ve Andersen, 1993). Temmuz ayinda hava sicakliklar1 ¢ok yiikselmistir.
Maksimum sicaklik degeri 33.4°C, ortalama sicaklik degeri ise 27.8°C olmustur (Sekil
3.6). Bu donemde kiiltiire aliman anterlerde, hicbir ortam ve genotipte embriyo elde
edilememesinin nedeninin yiiksek sicakliktan kaynaklanabilecegi diislintilmiistiir. Bu
diisiince literatiirler bulgular1 ile uyum igerisindedir. Ayrica temmuz ayinda higbir
ortam ve genotipten tepki alinamamasinin bir nedeninin de bitki yasi oldugu
diistiniilmiistiir. Dunwell, (1976) tiitiinde yapmis oldugu anter kiiltiirii ¢calismasinda
embriyo olusumu ve olgunlagmasinda ebeveyn bitki yasimin 6nemli oldugunu

bulmustur. Bu da ¢alismada elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir.



4.1.5. Agustos Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Agustos doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayist,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye doniisim oranlari
Cizelge 4.4.°de verilmistir. Bu donemde sadece 313 nolu genotipten alinan
anterlerden II nolu besin ortaminda 4 adet embriyo elde edilmistir. Embriyolardan
bitkiye doniisiim saglanamamustir. Sekil 4.10°da Agustos ayinda Kkiiltiire alinan
anterlerden elde edilen globular embriyo, olgun embriyo ve bitki resimleri
goriilmektedir.

Agustos ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden, denenen tiim
ortamlardan toplam 4 adet globular embriyo elde edilmistir. Olgun embriyo olusumu
gbozlemlenememistir. Agustos ayinda hava sicakliklart yine yiiksek olmustur.
Maksimum sicaklik degeri 32.7°C, ortalama sicaklik degeri ise 23.6°C olmustur.
Tiainen, (1992) patateste Agustos aymndan Temmuz ayimna kadar her ay anterleri
kiiltiire almistir. Caligmanin sonucunda aylarin embriyo veriminde etkili oldugunu
bulmustur. Diisilk embriyo elde edilmesinin nedeninin yiiksek sicakliktan
kaynaklanabilecegi diisliniilmiistir. Bu embriyolardan bitki olusumu da

saglanamamustir.



Cizelge 4.4. Agustos doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayist ve bitkiye
doniisiim oranlar1

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donligiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
| 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
11 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 4 0 1 0
Toplam 4 0 1 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
111 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
v 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0
Genel Toplam 4 0 1 0

4.1.6. Eyliil Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Eyliil doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi, olgun
embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye doniisiim oranlar1 Cizelge
4.5.’de verilmigtir. Eyliil ayinda alinan anterlerden en yiiksek embriyo (17 adet)
olusumu I nolu besin ortamindan elde edilmistir. 109 nolu genotipten 6 adet, 313

nolu genotipten 5 adet, 74 nolu genotipten 3 adet, 269 nolu genotipten 2 adet ve 71



nolu genotipten 1 adet embriyo elde edilmis, ancak bitkiye doniisim
saglanamamustir. II nolu besin ortaminda 74 nolu genotipten 7 adet ve 269 nolu
genotipten 6 adet embriyo elde edilmis fakat bitkiye doniisiim saglanamamustir. III
nolu besin ortami ve IV nolu besin ortamlarinda basar1 elde edilememistir. Sekil
4.11°de Eyliil ayinda kiiltiire alinan anterlerden elde edilen embriyoya ait goriintiiler
yer almaktadir.

Eyliil ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden, denenen tiim
ortamlardan toplam 9 adet globular embriyo ve 21 adet olgun embriyo elde
edilmistir. Hormonsuz MS ve ABA iceren MS ortaminda bitkiye doniisiim
saglanamamistir. Bitkiye doniisiim oran1 hem ortamdan hem de genotipten
etkilenmektedir (Chuong ve Beversdorf, 1985, Morrison ve ark., 1988,
Karakullukcu ve Abak, 1992, Mityko ve ark., 1995).



Cizelge 4.5. Eyliil doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye
doniisiim oranlari

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donlisiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)

71 1 0 1 0

74 0 3 1 0
| 109 3 3 1 0

269 0 2 1 0

313 3 2 1 0
Toplam 7 10 5 0

71 0 0 - 0

74 0 7 4 0
11 109 0 0 - 0

269 2 4 3 0

313 0 0 - 0
Toplam 2 1 7 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
111 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
v 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0
Genel Toplam 9 21 12 0




Sekil 4.10. I nolu besin ortaminda 109 nolu genotipten olusmus embriyolarin
gorunumu

Ekim ayinda yaz periyodunu gecirmis olan bitkilerde yaslanma nedeniyle
anter alinacak tomurcuk elde edilememistir. Kasim ayindan itibaren Cizelge 3.1.’de

de belirtildigi gibi 15 Ekimde dikimi yapilan bitkilerden tomurcuk alimi yapilmistir.

4.1.7. Kasim Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Kasim doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi, olgun
embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye doniisiim oranlar1 Cizelge
4.6’da verilmistir. Bu donemde alinan 313 nolu genotipe ait anterlerde I nolu besin
ortaminda 22 adet embriyo olusumu saglanmis ancak bitkiye doniisiim olmamustir.
Ayrica IV nolu besin ortaminda 269 nolu genotipte 1 adet embriyo olusumu
saglanmig, bu da bitkiye doniistiiriilememistir. Sekil 4.12°de Kasim ayinda kiiltiire
alian anterlerden elde edilen embriyonun goriiniimii yer almaktadir.

Kasim ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden, denenen tiim
ortamlardan toplam 19 adet globular embriyo ve 4 adet olgun embriyo elde

edilmistir.



Cizelge 4.6. Kasim doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayist ve bitkiye
doniisiim oranlar1

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donligiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
| 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 18 4 3 0
Toplam 18 4 3 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
11 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
111 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
v 109 0 0 0 0

269 1 0 1 0

313 0 0 0 0
Toplam 1 0 1 0
Genel Toplam 19 4 4 0




Sekil 4.11. T nolu besin ortaminda 313 nolu genotipten olugsmus embriyolarin
gorunimu

4.1.8. Aralik Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Aralik doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi, olgun
embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye doniisiim oranlar1 Cizelge
4.7°de verilmistir. III nolu besin ortaminda 74 ve 313 nolu genotiplerden sirasiyla 7 ve
14 adet embriyo elde edilmistir ancak bunlarin bitkiye doniisiimii saglanamamaistir.
Diger genotiplerden embriyo elde edilememistir. I nolu, II nolu ve IV nolu besin
ortamlarinda higbir genotipten embriyo elde edilememistir.

Aralik ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden denenen, tiim
ortamlardan toplam 9 adet globular embriyo ve 12 adet olgun embriyo elde edilmistir.

Olusan bu embriyolarda bitkiye doniisiim olmamustir.



Cizelge 4.7. Aralik doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayist ve bitkiye
doniisiim oranlar1

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donligiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
| 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
11 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 6 1 4 0
111 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 3 11 3 0
Toplam 9 12 7 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
v 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0
Genel Toplam 9 12 7 0




Sekil 4.12. III nolu besin ortaminda 313 nolu genotipten olugsmus embriyolarin
gorunumu

4.1.9. Ocak Ayinda Alinan Anterlerde Embriyo Olusumu

Cizelge 4.8’ de Ocak doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo
sayist, olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayist ve bitkiye donilisiim
oranlar1 verilmistir. Ocak doneminde yapilan ¢aligmada sadece I nolu besin ortamindan
embriyo elde edilebilmistir. Bu ortamda 313 nolu genotipten 2 adet, 269 nolu
genotipten 2 adet, 74 nolu genotipten 1 adet ve 109 nolu genotipten de 1 adet olmak
iizere toplam 6 embriyo elde edilebilmistir.

Ocak ayinda kiiltiire alinan tiim genotiplerin anterlerinden, denenen tiim

ortamlardan toplam 1 adet globular embriyo ve 5 adet olgun embriyo elde edilmistir.



Cizelge 4.8. Ocak doneminde ortamlara dikilen anterlerin globular embriyo sayisi,
olgun embriyo sayisi, embriyo olusturan anter sayisi ve bitkiye
doniisiim oranlar1

Ortam Genotip | Globular Olgun Embriyo Bitkiye
No embriyo embriyo olusturan Donligiim.
sayisi (adet) | sayisi (adet) | anter sayisi (adet) | Orani (%)

71 0 0 0

74 0 1 1 0
I 109 1 0 1 0

269 0 2 2 0

313 0 2 1 0
Toplam 1 5 5 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
11 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
111 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0

71 0 0 0 0

74 0 0 0 0
v 109 0 0 0 0

269 0 0 0 0

313 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0
Genel Toplam 1 5 5 0

Sekil 4.13° de genotiplerin aylara gore toplam embriyo sayilart ve
genotiplerin hepsinin toplam1 olan embriyo sayisinin aylara gore dagilimi
goriilmektedir. Sekil, toplam embriyo sayisinin ve genotiplerin durumunun daha
rahat goriilebilmesi i¢in ¢ift eksenli olarak cizilmistir. Sekil 4.14.” de de gorildiigii
gibi Nisan, Mayis, Haziran aylarinda embriyo sayisi fazlayken, Temmuz ayinda
embriyo elde edilememistir. Agustos ve Eyliil aylarinda da ¢ok az embriyo elde
edilmistir. Bu donemde hava sicakliklarinin ¢ok yiiksek olmasinin embriyo

olusumunu olumsuz etkiledigi diisliniilmiistiir (Tiainen, 1992, Kristiansen ve




Andersen, 1993). Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda ise embriyo olusumu
saglanmigtir. Fakat Nisan, Mayis ve Haziran aylarindaki gibi fazla sayida embriyo

elde edilememistir.

——71 74 4 109 —8—269 —A—313 ——Toplam

120 - T 200

EMBRIYO SAYISI

Sekil.4.13. Genotiplerden elde edilen embriyo sayisinin ve toplam embriyo sayisinin
aylara gore dagilimi

4.2. Denenen Ortam ve Genotiplerin Embriyo Olusturma Oranlarn

I nolu besin ortaminda en fazla embriyo 313 nolu genotipten elde edilmistir
(40 adet). En az embriyo (13 adet) ise 71 nolu genotipten alinmistir. 269 nolu
genotipte 33 adet, 74 nolu genotipte 30 adet, 109 nolu genotipte ise 14 adet embriyo
olusumu goézlemlenmistir. Hem globular embriyo (26 adet) hem de olgun embriyo
(14 adet) olusturma agisindan en basarilt genotip 313 nolu genotip olmustur. I nolu
besin ortaminda 74 adet globular ve 56 adet olgun olmak iizere toplam 130 adet
embriyo elde edilmistir. Sonug¢lardan da gorildiigli gibi ayn1 besin ortaminda
genotiplerin anter kiiltliriine tepkisi farkli olmustur. Bu sonuglar degisik tiirlerde

anter kiiltiirii caligmalar1 yapan Abak (1986), Morrison ve ark, (1986), Li ve ark,



(1988), Mityko ve ark, (1995), Zagorska ve ark, (1998), Gemesne Juhasz ve ark,
(2001)’nin sonuglartyla benzerlik géstermektedir.

II nolu besin ortaminda 36 adet globular ve 57 adet olgun embriyo alinmigtir
(toplam 93 adet). En az embriyo (12 adet) 71 nolu genotipten elde edilirken, en fazla
embriyo (30 adet) 269 nolu genotipte gdzlemlenmistir. 74 nolu genotipten 21 adet,
109 nolu genotipten 16 adet, 313 nolu genotipten ise 14 adet embriyo elde edilmistir.
En fazla globular embriyo 269 nolu genotipte gozlemlenirken, en fazla olgun
embriyo 109 nolu genotipte gdzlemlenmistir.

IIT nolu besin ortaminda en fazla globular embriyo (46 adet) 269 nolu
genotipten elde edilmistir. En fazla olgun embriyo (35 adet) ise 313 nolu genotipten
elde edilmistir. En az embriyo (4 adet) 109 nolu genotipte gdzlemlenirken, en fazla
embriyo (63 adet) 269 nolu genotipte goézlemlenmistir. 74 nolu genotipte 60 adet,
313 nolu genotipte 52 adet , 71 nolu genotipte ise 11 adet embriyo olusmustur. Bu
ortamda 100 adet globular ve 90 adet olgun embriyo olmak iizere toplam 190 adet
embriyo elde edilmistir.

IV nolu besin ortaminda en fazla olgun embriyo (40 adet) 313 nolu
genotipten elde edilmistir. En fazla globular embriyo (36 adet) ise 269 nolu
genotipten alinmistir. 313 nolu genotipten 45 adet, 74 nolu genotipten 42 adet, 71
nolu genotipten ise 10 adet embriyo elde edilmistir. En fazla embriyo (58 adet) 269
nolu genotipten alinirken, en az embriyo (6 adet) 109 nolu genotipten alinmistir. Bu
ortamdan 161 adet embriyo elde edilmistir

Kullanilan besin ortamlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ise en fazla
embriyo (190 adet) III nolu besin ortamindan alinmistir. Anter kiiltiiriinde genel
olarak ilk asamada gametofitik dokular1 sporofitik gelismeye doniistiirme yoniinde
uyaracak oksinler gerekli iken; bitkicige donlisim asamasinda sitokininlerin
varhigina gerek duyulur (Ellialtioglu ve ark., 2002). Bizim degisik diizeylerde BAP
iceren ortamlar arasinda 1.0 mg/l BAP igeren MS besin ortamin olumlu sonuglar
vermesi literatiir bilgileri ile uyum igerisinde olmustur. En az embriyo (93 adet) ise 11
nolu besin ortamindan elde edilmistir. IV nolu besin ortaminda 161 adet, I nolu besin
ortaminda 130 adet embriyo olusumu saglanmistir. En fazla globular embriyo (100

adet) III nolu besin ortaminda saglanirken, En az globular embriyo (36 adet) ise II



nolu besin ortaminda saglanmistir. En fazla olgun embriyo (101 adet) IV nolu besin
ortamindan elde edilmistir. En az olgun embriyo (56 adet) ise III nolu besin
ortaminda gézlemlenmistir.

71 nolu genotipten tiim besin ortamlarinda benzer sonuglar alinmistir. I nolu
besin ortaminda 13 adet, II nolu besin ortaminda 12 adet, III nolu besin ortaminda 11
adet ve IV nolu besin ortaminda 10 adet olmak iizere toplam 46 adet embriyo
olusumu saglanmistir.

74 nolu genotipten en fazla embriyo (60 adet) III nolu besin ortaminda
saglanmistir. En az embriyo (21 adet) ise II nolu besin ortamindan elde edilmistir. IV
nolu besin ortamindan 42 adet, I nolu besin ortamindan 30 adet embriyo elde
edilmistir. Bu genotipten toplam 153 adet embriyo olusumu saglanmistir.

En az embriyo 109 nolu genotipten elde edilmistir. I nolu besin ortaminda 14
adet, II nolu besin ortaminda 16 adet, III nolu besin ortaminda 4 adet, IV nolu besin
ortaminda 6 adet olmak {izere toplam 40 adet embriyo olusumu saglanabilmistir.
Ayn1 genotip degisik besin ortamlarmma ¢ok degisik tepkiler gostermistir. Anter
kiiltiiriinde besin ortami ¢ok énemlidir. Bilyiikalaca, (1993), Comlekcioglu ve ark,
(1999) ve Terzioglu ve ark, (2000)’ da yaptiklar1 ¢alismalarda besin ortaminin
o6nemli oldugunu bulmuslardir.

En fazla embriyo olusumu 269 nolu genotipte olmustur. I nolu besin
ortaminda 33 adet, II nolu besin ortaminda 30 adet, III nolu besin ortaminda 63 adet,
IV nolu besin ortaminda 58 adet olmak iizere toplam 184 adet embriyo elde
edilmistir.

313 nolu genotipte en fazla embriyo (52 adet) III nolu besin ortaminda elde
edilmistir. En az embriyo (14 adet) ise II nolu besin ortaminda saglanmistir. IV nolu
besin ortaminda 45 adet, I nolu besin ortaminda 40 adet embriyo gozlemlenmistir.
Bu genotipten toplam 151 adet embriyo elde edilmistir.

Embriyo olusumu (184 adet) bakimindan en basarili genotip 269 nolu genotip
olmustur. En az embriyo (40 adet) ise 109 nolu genotipten alinmistir. 313 nolu
genotip (151 adet embriyo) ile 74 nolu genotipten (153 adet embriyo) yaklasik sayida
embriyo elde edilmistir. 71 nolu genotipten ise 46 adet embriyo olusumu

saglanabilmistir.



Cizelge 4.9. Kullanilan besin ortamlarinin embriyo olusumuna etkisi

. I nolu ortam II nolu ortam I1I nolu ortam IV nolu ortam Toplam
Genotip
G.E.S.|O.E.S. |G.E.S. |O.E.S. |G.E.S. |O.E.S. |G.E.S. |O.E.S. |G.E.S. |O.E.S.
(adet) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet) (adet)
71 5 8 4 8 4 7 7 3 20 26
74 17 13 7 14 30 30 12 30 66 87
109 5 9 0 16 3 1 0 6 8 32
269 21 12 20 10 46 17 36 22 123 61
313 26 14 5 9 17 35 5 40 53 98
TOPLAM 74 56 36 57 100 90 60 101 270 304




5. SONUC ve ONERILER

Biber anter kiiltiiriinde genotip, besin ortami ve mevsimin embriyo verim ve
kalitesine etkisini belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada diisiik sicakliga tolerant
olarak belirlenen 71, 269, 313 nolu genotipler, orta derecede tolerant olarak
belirlenen 109 nolu genotip ve hassas olarak belirlenen 74 nolu genotip olmak iizere
5 adet genotip, 4 adet besin ortami (0.1 mg/l BAP iceren MS ortami, 0.5 mg/l BAP
iceren MS ortami, 1.0 mg/l BAP iceren MS ortami ve modifiye edilmis MS ortami)
kullanilmistir. Bu genotiplerde ve besin ortamlarinda anter kiiltiirii yontemi ile
haploid embriyo elde edilmesi, elde edilen haploid embriyolarin bitkiye
doniislimiinlin arttirllmast amaciylada MS ortamima eklenen 0.5 mg/l ABA’nin
etkisinin belirlenmesine calisilmigtir. Calisma farkli zamanlarda (Nisan, Mayis,
Haziran, Temmuz, Agustos, Eyliil, Kasim, Aralik, Ocak) tekrarlanarak degisik
dénemlerin embriyo verim ve kalitesine etkileri aragtirilmistir.

Arastirmadan elde edilen bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1) Deneme sonucunda, 269 nolu genotip (184 adet embriyo) ile 313 nolu genotip
(151 adet embriyo) en yliksek embriyo olusturan genotipler olarak bulunmustur. Elde
edilen embriyolarin % 67’si spontan diploid olarak olugsmustur. Biber anter
kiiltiirtinde spontan diploid olusumu diger arastiricilar tarafindan da bildirilmistir
(Sibi ve ark., 1979, Vaulx ve ark., 1981, Mityko ve ark., 1995, Gemesne Juhasz
ve ark., 2001). Diisiik sicakliga orta derecede tolerant olarak belirlenen 109 nolu
genotip ise en az embriyo (40 adet embriyo) veren genotip olmustur.

2) Besin ortamlari igerisinde ise en basarili sonuglar III nolu besin ortami (MS + 30
g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l AgNO; + 4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP)
ile IV nolu besin ortamindan (modifiye edilmis MS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif
komiir + 15 mg/l AgNOs + 4 mg/l NAA+ 0.1mg/l BAP) alinmistir. En az embriyo
(109 adet embriyo) ise II nolu ortamdan (MS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir
+ 15 mg/l AgNO; + 4 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP) elde edilmistir.

3) Genotip ve besin ortamlar1 birlikte degerlendirildigi zaman en yiiksek embriyo
verimi (63 adet embriyo) III nolu ortamda (MS + 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif
komiir + 15 mg/l AgNOs + 4 mg/l NAA + 1 mg/l BAP) diisiik sicakliga tolerant



olarak belirlenen 269 nolu genotipten elde edilmistir. Bu genotipin diisiik sicakliga
toleransli olmasi yapilan calismanin daha ileri asamalara tasinabilmesi acisindan
onem kazanmistir. Soguga toleransli genotiplerden elde edilen homozigot saf hatlar
kolhisinle dihaploid hale getirilerek, diisiik sicakliga toleranshi c¢esitlerin
gelistirilmesi ile ilgili 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecektir.

4) Degisik zamanlarda yapilan anter ekimlerinde ise en basarili sonuglar Nisan (176
adet embriyo) ve Mayis (176 adet embriyo) aylarindan alinmistir. Dondr bitkinin
yetisme kosullar1 anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorler arasinda 6nemli bir
yere sahiptir. Sicaklik, 151k yogunlugu, CO, konsantrasyonu, giinliik 1s1klanma siiresi
gibi cevresel faktdrler donor bitkilerden alinan anterlerdeki embriyo verim ve
kalitesinde onemli derecede etkilidir. Nisan ve Mayis aylarinda cevresel faktorler
optimum oldugu i¢in bu aylarda alinan anterlerdeki embriyo veriminin yiiksek
oldugu diisliniilmiistiir. Degisik mevsimlerin ve bu mevsimlerdeki hava sicaklig
degerlerinin embriyo olusumuna etkisi ile ilgili bulgularimiz Tiainen, (1992),
Kristiansen ve Anderson, (1993)’ un bulgular1 ile uyum igerisindedir.

5) Nisan ayinda olusan 80 adet olgun embriyonun %8.52’si bitkiye doniisebilirken,
May1s ayinda 54 adet olgun embriyonun %10.23°1 bitkiye doniisebilmistir. Haziran
aymnda ise 80 adet olgun embriyonun %8.63’li bitkiye doniisebilmistir. Nisan ve
Haziran aylarinda yaklasik aynmi sayida olgun embriyo elde edilmistir ve bunlarin
bitkiye doniigiim orani birbirine ¢ok yakin olmustur. Mayis ayinda ise daha az sayida
olgun embriyo olusumu saglanirken bitkiye donilisiim daha yiiksek olmustur. Diger
aylarda bitkiye doniisiim saglanamamistir. Mityko ve ark, (1995) biberde 4 islah
hatti, 7 kiiltiir c¢esidi ve bunlarin melezlerinin anter Kkiiltiiriine tepkilerini
incelemislerdir. ki kiiltiir cesidinde bitkiye doniisiim saglayamamuslardir.

6) Calismamizda kiiltiire alinan ortamlarda gelismesini tamamlayamayan embriyolar
10 giin siiresince 0.5 mg/l ABA igeren besin ortamina alinarak ABA’in embriyo
olgunlagsmasina etkisi belirlenmeye calisilmistir. 10 giin sonra embriyolar ABA’li
ortamdan alinarak hormonsuz MS ortaminda transfer edilmislerdir. ABA
uygulamasindan olumlu bir sonu¢ alinamamistir. ABA’in etkisinin goriillememesinin
nedeni olarak kullanilan konsantrasyonun diisiik olmasi akla gelen ilk olasiliktir.

ABA’in embriyo olgunlagmasina ve bitkiye doniisiimiine etkili olabilmesi ig¢in



yapilan ¢alismalarda, kullanilan genotipler i¢in konsantrasyonun ¢ok énemli oldugu
bildirilmistir (Johansson 1983; Pulman ve ark., 2005). Ayrica kullanilan ortamda
aktif karbon bulunmasi durumunda ABA’in etkisinin goriilebilmesi ig¢in
konsantrasyonun 10-40 mg/l arasinda kullanilmasinin gerektigi fakat bu degerin
genotipe ve ABA uygulamasinin siiresine bagli oldugu bazi arastiricilar tarafindan
belirtilmistir (Li ve ark., 1997,1998; Capuana ve Debergh, 1997; Pulman ve ark.,
2005). Yapilan bazi g¢aligmalarda ise ABA’in etkisinin ortaya cikabilmesi igin
osmotik ayarlayict olarak PEG ile birlikte kullanilmasi gerektigi rapor edilmistir.
(Attree ve ark.,, 1995; Robichoud ve ark., 2004). ABA’in farkh
konsantrasyonlarinin kullanildigi baz1 calismalarda ise denenen konsantrasyonlarin
hicbirinde ABA’nin etkisi goriilmemistir (Vieitez, 1995; Xing ve ark., 1999,
Robichaud ve ark., 2004). Bundan sonra yapilacak olan ¢alismalarda degisik ABA
konsantrasyonlari ve uygulama siireleri kullanildiginda daha bagsarili sonuglar
aliabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica diger bazi tiirlerde ABA ile PEG’in birlikte
kullanilmast durumunda, embriyo olgunlagmasi ve bitkiye doniisiim orani artmustir.
Bundan sonraki ¢alismalarda ABA ile PEG’in birlikte kullanilmasinin yararli olacagi
diistiniilmektedir.

Arastirmadan elde edilen bulgulara dayanarak, denemede kullanilan
genotiplerde haploid embriyo uyartiminin saglanabilmesi ve embriyo kalitesinin
artirtlabilmesi i¢in, her genotip i¢in uygun besin ortamimnin, donemin, ABA
konsantarsyonunun ve ABA ile muamele siiresinin saptanmasi gerektigi sonucuna

varilmstir.
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