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OZET

BIBER (Capsicum annuum L.) ISLAHINDA ANTER VE SHED-MIKROSPOR
KULTURUNUN VE POLIAMIN UYGULAMALARININ HAPLOID EMBRiYO
OLUSUMU UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI

Ziileyha SUMER
Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dalh
Danmisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS

Temmuz 2024; 42 sayfa

Biber (Capsicum annuum L.), Solanaceae familyasina ait olup ekonomik degeri
yiiksek, iklim ve yetistirilme kosullar1 bakimindan Akdeniz bélgesinde biiyiik bir 6neme
sahiptir. Ortiialt1 yetistiriciliginin daha fazla olmasu, hibrit (F1) tohum kullanim1 ve biber
1slahimi yaygin hale getirmistir. Akdeniz bolgesinde ¢ogunlukla acik arazi ve serada
yetistirilen biberde, zararlilara ve hastaliklara dayanikli, kaliteli ve yiiksek verime sahip
yeni hibrit gesitlerin gelistirilmesi onemlidir. Klasik 1slah ¢alismalarinin uzun yillar
almasindan  dolayi, hibrid ¢esit iiretimi i¢in  biyoteknolojik  yOntemlere
basvurulmaktadir. Biyoteknolojik yontemlerden biri bitki doku kiiltiiriidiir. Bitki doku
kiiltiirli teknikleri arasinda haploid bitkilerin olusturulmasi, 1slah ¢alismalarina 6nemli
katkilar saglamaktadir. Islah ¢alismalarinda sik¢a kullanilan bu yontem sayesinde yeni
cesit/genotiplerin 1slah1 daha kolay ve hizli gergeklestirilebilmektedir.

Tiirkiye’de ticari yetistiriciligi yapilan 3 farkli kapya biber (Capsicum annuum
L.) ¢esidi (Diyar F;, SF549 F; ve Zaruri F;) kullanilarak anter ve shed-mikrospor
kiltirii ile haploid bitki elde edilmesi amaglanmistir. Uygulama olarak besin
ortamlarna putresin ve spermidin ilave edilmistir, poliaminlerin haploid bitki
olusturmada etkisi incelenmistir. Anter kiiltiirii tekniginde P1, shed-mikrospor kiiltiirii
tekniginde P2 kat1 ve P3 sivi ortamlar1 kullanilmistir. Bu temel besin ortamlarina ilave
olarak farkli dozlarda putresin ve spermidin eklenerek, degisik kombinasyonlar
olusturulmustur.

Calisma, besin ortamlarinin hazirhigiyla baslamis ve ¢igek tomurcuklar
toplanmigtir. Tomurcuklar, steril kabin igerisinde sterilize edilmistir ve anterleri
cikarilmistir. Cikarilan anterler besin ortamlarina ekilmistir. Her petride 15 anter olacak
sekilde ekim gegeklestirilmistir. Ekim islemi bittikten sonra petriler stre¢ film ve
parafilm ile sarilarak, etiivde 2 giin boyunca 35°C’de karanliga konulmustur. Iklim
odasinda anterlerin gelisimleri gdzlemlenmistir. Yaklasik 4 haftanin sonunda
embriyolar belirmeye baslamistir. Olusan embriyolar MSO besin ortamina aktarilmistir.
Gelisme gosteren embriyolar bitkicige doniismiistiir ve haploid bitki elde edilmistir.
Calismada kiiltiire alinan petri sayist (adet), ekim yapilan anter miktar1 (adet), embriyo
olusum miktar1 (adet), normal embriyo ve anormal embriyo olusum miktarlar1 (adet),
bitki elde sayis1 (adet) ve yiizdesi (%) degerlendirilmistir. Poliaminlerin haploid bitki
olusturmada etkisi ortaya koyulmustur.



Bu calismanin ana hedefi, lilkemizde {retimi Onemli olan kapya biber
cesitlerinin haploid bitki elde edilmesinde, poliaminlerin etkilerini belirlemek ve
cesitlerin bu uygulamalara verdikleri tepkileri karsilastirmaktir. Bu, bitki 1slahi
calismalarinda 6nemli bir adim olup biber 1slah ¢alismalarinin kisaltilmasina katkida
bulunabilir. Tezin yazim asamasina kadar biber haploid c¢alismalarinda poliamin
uygulamalarina rastlanilmamistir. Bu yonii itibariyle ¢alisma bir ilki olusturmaktadir.
Calisma sonucunda, poliaminlerin haploid bitki elde etme siirecinde 6nemli bir rol
oynadig1 ve genotipler arasindaki farkliliklarin bu siirecte etkili oldugu gosterilmistir.
Ik kez boyle bir calisma vyiiriitiildiigii icin Ozgiin degeri yiiksektir. Gelecekteki
calismalarda, daha fazla ¢esit/genotip, farkli biber tipleri ve farkli poliamin
kombinasyonlari ile arastirilmalar yapilmalidir.

ANAHTAR KELIMELER: Anter kiiltiirii, Biber, Capsicum annuum L., Doku kiiltiirii,
Embriyo, Haploid bitki, Poliamin, Shed-mikrospor kiiltiirii
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF ANTER AND SHED-
MICROSPORE CULTURE AND POLYAMINE APPLICATIONS ON HAPLOID
EMBRYO FORMATION IN PEPPER (Capsicum annuum L.) BREEDING
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MSc Thesis in Horticulture Department
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS

July 2024; 42 pages

Pepper (Capsicum annuum L.) belongs to the Solanaceae family and has high
economic value and is of great importance in the Mediterranean region in terms of
climate and growing conditions. More greenhouse cultivation has made the use of
hybrid (F1) seeds and pepper breeding widespread. It is important to develop new hybrid
varieties that are resistant to pests and diseases, high quality and high yield in pepper,
which is mostly grown in open fields and greenhouses in the Mediterranean region.
Since classical breeding studies take many years, biotechnological methods are used to
produce hybrid varieties. One of the biotechnological methods is plant tissue culture.
Among plant tissue culture techniques, the creation of haploid plants provides
significant contributions to breeding studies. Thanks to this method, which is frequently
used in breeding studies, the breeding of new varieties/genotypes can be carried out
more easily and quickly.

In Turkey, it was aimed to obtain haploid plants using anther and shed-
microspore culture with three different commercially grown kapya pepper (Capsicum
annuum L.) varieties (Diyar F1, SF549 F;, and Zaruri F;). Putrescine and spermidine
were added to the nutrient media to investigate the effects of polyamines on haploid
plant formation. In the anther culture technique, P1 was used, while P2 solid and P3
liquid media were used in the shed-microspore culture technique. In addition to these
basic nutrient media, different combinations were created by adding various doses of
putrescine and spermidine.

The study began with the preparation of nutrient media and the collection of
flower buds. The buds were sterilized in a sterile cabinet, and their anthers were
extracted. The extracted anthers were then planted in nutrient media, with 15 anthers per
petri dish. After planting, the petri dishes were wrapped with stretch film and parafilm
and placed in an incubator at 35°C in the dark for 2 days. The development of the
anthers was monitored in a climate-controlled room. After approximately 4 weeks,
embryos started to appear. The formed embryos were transferred to MSO nutrient
media. The developing embryos transformed into plantlets, resulting in the production
of haploid plants. The study evaluated the number of petri dishes cultured, the number
of anthers planted, the number of embryos formed, the number of normal and abnormal



embryos, the number of plants obtained, and the percentage of plant yield. The effect of
polyamines on haploid plant formation was demonstrated.

The main objective of this study was to determine the effects of polyamines on
the production of haploid plants in important kapya pepper varieties in our country and
to compare the responses of these varieties to the applications. This is a significant step
in plant breeding studies and can contribute to the shortening of pepper breeding efforts.
Up to the writing of this thesis, polyamine applications in pepper haploid studies had
not been encountered. In this respect, the study is a pioneering one. The results showed
that polyamines play an important role in the process of obtaining haploid plants and
that the differences among genotypes are influential in this process. Given that this type
of study was conducted for the first time, its originality is high. Future studies should
investigate more varieties/genotypes, different types of peppers, and different
polyamine combinations.

KEYWORDS: Anther culture, Capsicum annuum L., Embryo, Haploid plant, Pepper,
Polyamine, Shed-microspore culture , Tissue culture

COMMITTEE: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Prof. Dr. Hiisnii UNLU
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ONSOZ

Ulkelerin ilk &nceligi, tarimdaki iiretim materyallerini iyilestirmektir. Kendi
cesitlerini kullanarak ihracat yapabilir, tireticisinin ve tiiketicisinin arz ve taleplerine
cevaplar bularak daha iyi hizmet verebilir ve bu sekilde kendi gelir diizeyini artirabilir.
Ticari ¢esitlerin yetistirilmesi ve mevcut cesitlerin gelistirilmesi 6nemlidir. Bitki
cesitlerinin iyilestirilmesi, zamandan ve maliyetten tasarruf saglar. Bu gereksinim
dogrultusunda bitki biyoteknolojisi, bitki 1slah1 ve gelistirilmesi alaninda 6nemli bir
bilim dali olarak ortaya c¢ikmistir. Haploid bitki {iretiminin 6nemi, zamanla giderek
artacaktir.

Konu olarak anter kiiltiirii ve shed-mikrospor uygulamalarinda poliaminlerin
etkisinin incelenmesinin nedeni daha Once biberde bdyle bir calisma yiiriitilmemis
olmasidir, bu da calismanin 0Ozgiin olmasim1 saglamaktadir. Bu teknikle ilgili
arastirmalarin yapilmasi ve devam ettirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Yaptigim bu tez ¢alismasinin her asamasinda yardimci olan, yonlendiren, motive
ve desteklerini esirgemeyen ¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. A. Naci ONUS’a
tesekkiirlerimi sunarim. Yardimlariyla bana en biiylik destegi saglayan Ziraat Miihendisi
arkadasim Simge YILMAZ’a, tez yazim asamasinda destegini esirgemeyen sevgili
hocam Dog. Dr. Tugge OZSAN KILIC a, bilgi ve deneyimleriyle dnciiliik eden, elinden
geldigince yardime1 olan degerli hocam Ogr. Gér. Dr. Buse OZDEMIR CELIK e, her
ihtiyacim oldugunda yardimci olan Uzm. Biyolog Z. Ozgecan Tanyola¢ Yazan’a, giiler
yliziinii ve enerjisi ile yanimda olan Ziraat Yiiksek Miihendisi arkadagim Esra Suluhan’a
tesekkiirli borg bilirim.

Calismam boyunca desteklerini esirgemeyen bir¢ok degerli hocalarim, maddi ve
manevi destekleriyle beni yalniz birakmayan ailem ve arkadaslarima sevgilerimle...
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Biber (Capsicum annuum L.) Islahinda
Anter ve Shed-Mikrospor Kiiltiiriiniin ve Poliamin Uygulamalarimin Haploid Embriyo
Olusumu Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi” adli bu calismanim, akademik kurallar ve
etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan
tiim bilgilerin kaynagin1 gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

°C : Santigrat derece

uM  : Mikromolar

2n : Diploid kromozom

g : Gram

kg > Kilogram

I . Litre

lux  : Isik siddeti

mg : Miligram

ml . Mililitre

mm  : Milimetre

n : Haploid kromozom

pH : Hidrojenin giicii

Kisaltmalar

2,4-D :2,4 —Diklorofenoksiasetik asit
AgNO; . Glimiis nitrat

B5 : Gamborg besi ortami1 (1968)
BAP : 6-Benzilaminopurin

C : Dumas de Vaulx baglangi¢c ortami (1981)
C4H12N, : Putresin (Put)

C7H1gN3 : Spermidin (Spd)

F1 : Hibrit gesit

IAA > Indol-3-Asetik asit

viii



KIN : Kinetin

MS : Murashige & Skoog (1962)

NAA : Naftalenasetik asit

NaClO : Sodyum hipoklorit

NN : Nitsch ve Nitsch besin ortami1 (1967)

TSWV : Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato Spotted Wilt Virus)
TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu
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GIRIS 7. SUMER

1. GIRIS

Bitkilerin insan biinyesinde faydalari oldukca coktur. Onceleri dogadan
toplanarak tiiketilen bitkiler zaman icinde listiin genotiplerin korunmasiyla tohumdan
yetistiricilik yapilmaya baslanmustir. Ulkemiz gen merkezleri iizerinde oldugundan gok
sayida bitkiye anavatan olmakla beraber pek ¢ok bitkinin de ikincil gen merkezi olarak
bilinmektedir. Kiiltiir bitkilerinin anavatanlar1 iizerine arastirma yapan De Candolle
(1908), Capsicum annuum L. ve Capsicum frutescens L. tiirlerinin anavatani olarak
Brezilya oldugunu ve Amerika’nin kesfiyle birlikte diinyaya yayildigini belirtmistir.

Solanaceae familyasinin Capsicum cinsinden olan biberlerin kromozom sayisi
2n = 24 iken, 2n = 48 olan yabani tiirleri de mevcuttur (Cizelge 1.1). Biber tek yillik bir
sebzedir. Biber bitkisi ¢imlenmeyle birlikte 10-15 ¢cm derinligine inen kazik kok, 5-10
adet olusan yan kokler ve yan koklerin {izerinde bulunan narin sagak kok sistemine
sahiptir. Koklerin yanlara dagilimi 40-60 cm uzunlugu bulabilmektedir. Baglangigta
otsu yapida govdeye sahiptir ve dik olarak gelisme gosterir. Yapraklari gesitlere gore
degisiklik gosterse de genel olarak uzun, oval, iist yiizeyi parlak ve alt ylizeyleri mat
yesil renklidir. Yetistirilme doneminde bitki yaslandik¢a gévde kismi odunsu yapiya
doniismektedir ve gevrek, kirilmaya meyilli bir yapiya doniigiir. Govde bogum ve
bogum aralarindan olusur, koseli bir goriiniime sahiptir. Govde dallanmasi 2-3.
bogumdan sonra baslar. Bazi genotiplerde govde iizerinde, meyvelerde ya da
bogumlarda antosiyanin (morlagsma) olusumu gozlenmektedir (Salk vd. 2008). Biber
bitkisinin meyveleri, et kalinliklar1 ve renkleri bakimindan farklilik gosterirler. Meyve
tiplerine gore degisik Ozelliktedirler. Kapya biber bitkisi genellikle orta uzunlukta,
konik, etli ve koyu kirmizi renklidir. Cardak (2023) tarafindan bildirildigine gore
Palevitch ve Craker (1996) biber meyvelerinin irettigi dogal antioksidanlar sayesinde
yasadig1r yila bagli olarak meydana gelen veya siiregelen hastaliklar1 6nleme ya da
ortaya ¢ikma olasiligini azaltic1 etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle 6zellikle aci1 biber
gegmisten giiniimiize kadar tedavi amaciyla kullanildigin1 ve modern herbolojide hala
yer aldigin1 belirtmislerdir.

Cizelge 1.1. Biber (Capsicum annuum L.) bitkisinin sistematigi (Krishna De 2003)

Bolim Spermatophyta

Alt bolim Angiospermae

Sinif Dicotyledoneae

Takim Solanes

Familya Solanaceae (Patlicangiller)
Cins Capsicum

Tiir Capsicum annuum L.
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Biber bitkisinin ¢i¢ekleri salkim veya tekli olarak, yaprak ya da dal koltuklarinda
olugmaktadir. Cigeklerin yapisi erselik (hermafrodit)’tir. Cigeklerinde 5 sepal, 5 petal, 5
erkek organ ve 1 disi organ bulunmaktadir (Sekil 1.1). Cigekler, dal ve yaprak
koltuklarinda tekli veya 2-3’1i salkimlar halinde olusur, ancak genellikle bir ¢icek
meyve verir. Erselik ¢icek yapisina ragmen, %7.6-36.8 oraninda yabanci tozlanma
goriiliir. Dollenme, polenin stigmaya ulasarak ¢imlenmesi ve yumurta ile birleserek
zigot olusturmasiyla gergeklesir (Salk vd. 2008).

Sekil 1.1. Bitki lizerinde bulunan ¢igek ve ¢igek tomurcugunun goriintiisii

Biber, 1liman ve sicak iklim bitkisidir. En iyi gelismeyi 25-30°C sicakliklarda
gosterir (Wien, 1997). Giin uzunluguna karsi notrdiir, 151k siddetinin artmasi meyve
tutumunu artirir. Hava oransal nem istegi %70-75tir. Kokleri fazla suya hassastir,
toprak neminin %65-70 olmas1 yeterlidir. Agir killi, havasiz ve su tutan topraklar
sevmez, iyi gelismezler (Ozalp 2021)

Biber, diinyada en fazla meyvesi tiiketilen sebzelerden biridir ve ekonomik
acidan Onem tagimaktadir. Cin ve Meksika'dan sonra diinyanin iiglincii biiyiik biber
iretici Ulkesi Tiirkiye’dir. Bu nedenle 1slah programlar ile yeni ¢esitlerin gelistirilmesi
onemlidir (Comlekcioglu ve Ellialtioglu 2018). Ulkemizde 2023 yilinda 3.081.010 ton
biber iiretilmistir. 1.602.457 tonluk {iretimle kapya biber bir dnceki yila gore %8.2°lik
artigla sebze iiretim siralamasinda %5°lik dilimde yer almistir. En fazla yetistirilen biber
cesitleri sirasiyla kapya, sivri, dolma ve garliston biber olarak kayitlara gegmistir (TUIK
2023) (Cizelge 1.2). Agik alanda ve Ortii altinda iiretimi yapilan biber yetistiriciligi,
yerli hibrit ¢esitlerin gelismesiyle birlikte miktar ve kalite bakimindan artis
gostermektedir. Acik tarla yetistiriciliginde acik tozlanan ¢esitler daha uygun ve kolay
temin edildigi i¢in tercih edilirken, Ortii alt1 yetistiriciliginde hibrit gesitler tercih
edilmektedir.
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Cizelge 1.2. Yillara gore Tiirkiye’de biber iiretim miktarlari (ton) (TUIK 2023)

Yillara gore tiretim miktarlar1 (ton)
Meyve Tipleri 2019 2020 2021 2022 2023
Carliston 117.125 116.967 160.469 153.524 143.934
Dolma 371.918 389.957 420.918 404.459 395.441
Sivri 902.203 838.890 1.064.633 979.180 939.178
Kapya 1.234.423 1.291.091 1445275 1.481.612 1.602.457

Sicak bolgelerde yasayan insanlar sicaklik ve kuraklia dayanikli bitkiler
gelistirirken giyim ihtiyaclarin1 da karsilamak i¢in pamuk ve keten gibi lif bitkilerini
kiiltiire almis ve yetistirmislerdir. Soguk bolgelerde yasamlarin siirdiirenler ise yiin ve
kil gibi lifli giysiler elde edebilmek i¢in hayvanciliga ve hayvan islahinin gelismesine
onem vermislerdir. Tarimsal yetistiricilik yaparken iirlinlerine zarar veren, iriin
kayiplarina neden olan hastalik ve zararli etmenlere kars1 miicadele etmislerdir. Hastalik
ve zararlilarla kimyasal miicadele ve tarimsal miicadelede kullanilan kimyasal
maddelerin, ¢evre kirliliginin yani sira bitkide olusturdugu olumsuz (toksite) etkilerin
sebebiyle, bu kimyasal maddelere dayanmiklilik gosteren genotiplerin 1slahi iizerine
calismalarini yogunlastirmislardir (Demir 1980; Geng ve Yagbasanlar 2010).

Oglak¢1 ve Tiryaki (2013)’ye gore gilinlimiizde islah¢ilar, modern ve klasik
yontemleri kullanarak aglik sorununa kalic1 ve akilci ¢oziimler iiretmekle sorumludur.
Tarima dayali sanayinin ve genel tiikketimin ihtiyaglarini karsilayacak yeni ya da
gelismis bitki tiirlerini gelistirmeyi amaglayan bitki 1slah1 ¢aligmalarinda, 1slahgilar
bircok farkli bilim dalin1 bir arada kullanmak zorundadir. Giiniimtizdeki bitki 1slahgilari,
bu isbirliginin gereksinimini giderek daha fazla hissetmektedir. Islah¢inin basarili
olmasi, disiplinler aras1 bilgiyi ne kadar 1yi sentezleyebildigi ve bu bilgi birikimini 1slah
programina ne kadar etkili aktarabildigi ile yakindan iligkilidir.

Klasik 1slah yontemleri uzun yillar siirdiigiinden biyoteknolojik uygulamalar
giiniimiizde daha ¢ok tercih edilmektedir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri son zamanlarda
bitkilerdeki hastalik eliminasyonu, bitkilerin ¢ogaltilmas1 ve iyilestirilmesinin yaninda
ikincil metabolitlerin iiretiminde 6nem kazanmustir (Tefera 2019; Singh ve Kumar
2020). Bitki doku kiiltiirii, bitkinin ¢esitli aksamlarinin (kok, govde, yaprak gibi) ya da
apikal ve meristem dokularindan alinan eksplant parcalarinin sterilize edilerek ve cesitli
ortamlar kullanilarak in vitro kosullarda kiiltiire alma islemidir (Topcu ve Colgecen
2015; Dinger vd. 2016; Aktas ve Colgecen 2017; Igigen 2019). Bitki doku kiiltiirlerinde
cevre kosullarindan bagimsiz, laboratuvar kosullarinda mikrobiyolojik hastaliklar
tasimayan bitki yetistirme, sentetik tohum {iretimi, klonal ¢ogaltma, bitkideki
fitokimyasal miktarini artirma, bitki gen transferi i¢in ortam olusturma ve nesli tilkkenme
tehlikesi altinda olan tiirlerin korunmasi saglanmaktadir (Dinger vd. 2016).
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Solanaceae familyasina ait olan biber bitkisinin yiiksek oranda yabanci tozlanma
ozelligi goz oniine alindiginda buna bagl olarak karakteristik 6zelligini biiyiik oranda
kaybettigi goriilmiistiir. Bu sorundan dolayi, uzun zaman alan klasik 1slah yontemleri
yerini zaman konusunda daha kisa siirede meydana gelen F; hibrit 1slaht iizerine
yogunlastirarak ¢aligsmalara baslanmistir (Kalloo 1988; Wan ve Widholm 1988;
Kristiansen ve Andersen 1993; Vagera 1990). Islah siirecinin uzun zaman almasi ve
cagimizin artik teknoloji ¢agi oldugu gbéz Oniine alindiginda, 6zellikle son yillarda
poplilaritesi artan bitki biyoteknolojisinde son derece dnemli olan doku kiiltiiriinde
haploid teknigi, basta sebze 1slah1 olmak iizere olduk¢a yaygin bir uygulama alanina
sahip olmustur (Ercan vd. 1997).

Kaym ve Turan (2023)’in belirttigine gore, bitkisel genetik kaynaklarin
korunmas: diinya ¢apinda genetik cesitlilige ihtiya¢ duyan tarimsal biyogesitlilik ve gida
giivenligi icin Onemlidir. Yeni, hastalik ve zararlilara dayanikli ve daha verimli
genotiplerin se¢imi i¢in, In vitro kiltiri teknikleri ve biyoteknoloji alanindaki
gelismeler kolaylik saglamaktadir. In vitro kiiltiir, bitki genetik kaynaklarinin korunmasi
icin uygulanabilir bir alternatiftir. Tarimin siirdiiriilebilir tiretiminde, bitki doku kiiltiirii
uygulamalari1 da oOnemli bir rol oynamaktadir. Bu amagla doku kiiltiiriinde
haploidizasyon uygulamalar1 yaygin olarak tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada iilkemizde ticari olarak yetistiriciligi ve satis1 yapilan kapya biber
cesitleri (Diyar F1, SF549 F; ve Zaruri F;) kullamilmistir. Anter kiiltiri ve shed-
mikrospor kiiltlirii teknigi kullanilarak haploid bitki elde edilmesi amaglanmistir. 2
farkli besin ortamina, farklt oranlarda poliaminler (spermidin ve putresin) ilave
edilmistir ve haploid bitki elde etme potansiyelleri iizerine poliaminlerin etkisi
incelenmistir.

Daha 6nce biberde anter ve shed-mikrospor kiiltiirii teknikleri ile haploid bitki
olusturmada poliaminlerin etkisi arastirilmamistir. Bu yoniiyle ¢alismanin 6zgilin degeri
yiiksektir. Bu ¢alisma, daha sonra yapilacak olan arastirmalara kaynak olabilir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin, kapya biber cesitlerinin 1slah ¢alismalarinda
kullanilabilirligini ortaya koyarak, sonraki aragtirmalara Onemli bir basamak
olusturmasi hedeflenmistir. Calismanin 6zellikle kapya biber tiiketiminin yaygin oldugu
tilkemizde ve diinya iilkelerinde yiiriitiilen kapya biber islah programlarmna onemli
katkilar saglayacag: diisiiniilmektedir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMASI

Anter kdltiirti ve shed-mikrospor kiiltiirii ile ilgili yapilan ¢aligmalar ve bilgilerin
taranmasi, poliaminler ile ilgili yapilan ¢alismalarin arastirilmasi1 gerekmektedir.

2.1. Anter Kiiltiirii Teknigi ile Tlgili Kaynak Taramasi

Islah calismalarinda anter kiiltiirii yontemiyle saf hat/hatlar elde edilmektedir.
Bu yontem 1slah siiresini kisalttigindan dolay1 aragtirmacilar tarafindan en c¢ok tercih
edilen biyoteknolojik yontemdir. 1953 yilinda Tulecke tarafindan yapilan ¢alismayla
erkek gametten haploid bitki elde etmeye yonelik ¢aligmalarin temeli atilmistir. Guha ve
Maheshwari’nin (1964) birlikte yiiriittiigli olgunlasmamis polen tanelerinden haploid
embriyolarin elde etmislerdir (Ercan vd. 1997). 1967 yilina gelindiginde Bourgin ve
Nitsch Nicotiana tabacum bitkisinde haploid bitki elde etmeyi basarmislardir ve
bununla birlikte aragtirmalar hizlanmistir (Bajaj 1983; George ve Sherrington 1984;
Pierik 1989; Ellialtioglu vd. 2002).

Haploid bitkiler gametik kromozom sayisina sahip bitkiler olarak tanimlanir ve
bu bitkilerin kromozom sayilarinin iki katina c¢ikmasiyla dihaploid bitkilerin elde
edildigi bilinmektedir. Dihaploid hatlar kullanilarak islah ve genetik calismalarinda
kolaylik saglanmis ve silire¢ hizlandirilmistir. Erkek gametten (androgenesis) ve disi
gametten (ginogenesis) olmak tizere iki farkli haploid bitki elde etme yontemleri
bulunmaktadir. Androgenesis yontemi anter ve mikrospor kiiltiirlinden olugmaktadir.
Anter kiiltiiriiniin temel ilkesi, normalde erkek gamet olusturacak polen hiicresinin
gelisimini durdurmak ve polen hiicresini dogrudan bir bitki olusturmaya zorlamaktir. Bu
yontem ile haploid bitkiler, dogrudan veya dolayli olarak olusur. Direkt androgenesis,
zigotik embriyogeneze benzer ancak endosperm bulunmaz. Embriyolar uygun ortama
yerlestirildikten sonra, gelismeye devam ederler, 4-8 hafta sonra kotiledonlar olusur ve
bdylece anterlerden bitkiler ortaya ¢ikar (Sekil 2.1). Indirekt androgenesiste ise globular
asamadan sonra, diizensiz boliinmeler meydana gelir ve haploid kallus olusur (Reed
2005).

Besi ortamina alinan bitkicik

—> ‘r
o N
Haploid bitkicik

e
2 & ——
Embriyo olusumu Y

Besin ortamina yerlestirilen anterler
Haploid bitki

Sekil 2.1. Anter kiiltiiriinde, anterden embriyo ve bitki gelisim asamalari
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Her anter, iki tekadan olusur. Her tekada iki polen kesesi bulunur. Polen
keselerinde bulunan polen ana hiicresi (2n) mayoz boliinme gegirerek dort polen tanesi
(haploid kromozomlu tek cekirdekli) olusturur. Bu polen tanesine mikrospor denir.
Mikrosporlar haploid kromozom sayisina sahiptir. Polen kesesi yirtildiginda
mikrosporlar etrafa yayilir, ancak yayilmadan 6nce mitoz bdliinme gegirir ve vejetatif
hiicrelerle generatif hiicre iceren poleni (haploid kromozomlu ¢ift ¢ekirdekli) olusturur
(Sekil 2.2).

P

Polen kesesi

N

Wayvoz | Wayoz 1

Mikrospaor (n)
Polen

Polen ana hicresi (2n)

Sekil 2.2. Mikrospor boliinmesi asamalari (Erdogan 2013)

Comlekcioglu  vd.  (1999), Sanlurfa ve  Kahramanmaras  biber
poplilasyonlarindan saf hatlar olusturmak ve 1slah calismalar1 yapmak i¢in ¢esitli besin
ortamlarinda, bitki biiyiime diizenleyicileri kullanarak ¢alismayi yiiriitmiiglerdir. Anter
kiiltiirinde bu farkli kombinasyonlarin etkilerini inceleyip degerlendirmislerdir.
Murashige ve Skoog (MS, 1962) temel besin ortamina eklenen naftalenasetik asitin
(NAA), kinetin (KIN) ya da 6-benzilaminopurin (BAP) ile kombinasyonunun daha
basarili oldugu raporlanmistir. Ayni1 popiilasyonun i¢inde farkli hatlarin bulunmasina
ragmen, genotiplerin birbirinden farkli yanitlar gosterdigi belirtilmistir. Calisma, anter
kiiltiriinde haploid bitki elde edilmesini etkileyen onemli faktorlerin genotip, besin
ortam1 ve bitki biiylime hormonlar1 oldugunu ortaya koymustur.

Comlekgioglu vd. (2001), daha once yapilan ¢alismada iyi sonu¢ vermeyen Urfa
ve Kahramanmaras biber popiilasyonlarinda embriyogenesis frekansini artirmak igin en
etkili sonucu veren besin ortamina giimiis nitrat (AgNO3) eklemislerdir. Bu ¢alismada,
MS besi ortamina 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, %0.25 aktif karbon, 30 g/l siikroz ve 10
mg/l AgNO; eklenerek Urfa biber popiilasyonunda 7.5 embriyo/100 tomurcuk ve
Kahramanmaras biber popiilasyonunda 50 embriyo/100 tomurcuk elde etmislerdir.
AgNOQO3'tin yoklugunda embriyo olusumunun gézlenmedigini belirtmislerdir. AGNO3'in
haploid yogunlugunu artirdigr ve embriyo olusumunu tesvik ettigi, farkli dozlarinin
farkli genotiplerde test edilmesi gerektigini bildirmislerdir.
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Koleva Gudeva ve Trajkova (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada, kullanmig
olduklar1 19 farkli biber genotiplerinin anterlerini in vitro kosullar altinda ortama alip,
androgenesis etkinliginin arttirilmasimni hedeflemislerdir. Yapilmis olan bu ¢alismada
bitkilerden elde edilen embriyolar bitkicik haline doniistiiriilmiis, laboratuvar
kosullarindan dig ortama dikimi yapilarak adaptasyonu saglanmistir. Adaptasyon
sagladiklar1 sera kosullarindaki androgenetik yolla elde ettikleri biber hatlarinin, 1slah
asamasinda kullanilmasini amag¢lamislardir. Calismada kullanilmis olan 19 farkli biber
genotipinden, anter kiiltiirii yoluyla embriyo olusumu 12 tanesinde ger¢eklesmistir. Dig
kosullara adaptasyonu saglanan bitkilerden ise tohum materyalini 4 biber genotipinden
elde etmislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda, anter kiiltiiri yoluyla androgenesis
etkinliginin donor bitkilerin yetistirilme kosullariyla birlikte ayn1 zamanda genotipe
bagli oldugunu gozlemlemislerdir.

Alremi vd. (2014) biberde anter kiiltiirii tekniginde genotipin ve kullanilan besin
ortamlarinin etkisini incelemek i¢in bir arastirma yiiriitmislerdir. 1 adet ¢esit ve 3 farkli
biber genotipi kullanmislardir. Dumas de Vaulx vd. (1981) tarafindan 6nerilen C besin
ortamini, MS temel besin ortamini kullanmislardir. Bu besin ortamlarinin farkl
kombinasyonlarin1 deneyerek, 16 farkli besin ortami olacak sekilde denemelerini
yiirlitmiislerdir. Sonug olarak her genotip ve gesitten anter kiiltlirii ile embriyo elde
etmislerdir. Fakat embriyo olusturma durumlarina bakildiginda, ortamlara ve
genotipe/geside bagli oldugunu gostermislerdir. Anter kiiltiiriinde her genotipin gelisme
gosterdigi besin ortaminin degisebildigini belirtmislerdir.

Kurt (2019), farkli besi ortamlarinin biber anter kiiltiirii {izerine etkilerinin
arastirilmasinda yiirlitmiis oldugu yiliksek lisans tezinde 4 farkli biber cesidi
kullanmistir. Bu gesitlerden alinan 3-5 mm boyutundaki anterlere iki ayr1 6n sicaklik
uygulamasi yapilmigtir. MS ortamma iki ayri karbonhidrat kaynagi (sakkaroz ve
maltoz) eklenerek hazirlanan, 4 farkli ortama ait kallus olusum performanslari
incelenmistir. Her petriye on adet anter MS besin ortamina ekilmis, 25 ile 35 °C’lerde
ve karanlik ortamda 6 giin 6n uygulamaya tutulmustur. Yapilan bu ¢aligmada anter
kiiltiriinde kallus olusumunun iki farkli 6n uygulama ile olan etkileri incelenmistir.
Calismanin sonucunda tiim genotiplerde besin ortami sakkaroz olan ortamdaki kallus
olusum oranmin maltoz besi ortamina gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Uygulamalara bagl olarak ¢esitlerin kallus olusturma frekanslar farklilik gostermistir.
Kapya B c¢esidinin 25°C’deki 6n uygulamasindan en yiiksek kallus olusumu elde
edilmis, diger cesit olan Kapya A ¢esidinde ise en yliksek kallus olusumunu 35 °C 6n
uygulamasi takip etmistir. Calismada genotipleri dikkate almadan, besi ortamindaki
farkl1 iki karbonhidrat kaynagi ile on uygulamalar degerlendirildiginde, kallus
olusumlar1 g6z Oniinde tutularak en iyi uygulamanin maltoz + 35 °C 6n uygulama
oldugu belirtilmistir. Sakkaroz + 35 °C 6n uygulamasinin ise basar1 olarak en diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Yapilan calisma neticesinde elde edilmis olan kallus
yapilarinin kompakt, beyaz veya saydam, sert beyazimsi oldugu gozlemlenmis ve tiim
bu yapilarin embriyo uyartimina uygun yapida olmadiklari, tam tersine embriyo
uyartimina pozitif yanit veren kalluslarin yumusak olmasi1 gerektigi belirtilmistir. Sonug
olarak genotiplere bagli olarak basart oranmi degerlendirildiginde, tiim genotiplerde
kallus olusum orani1 en yiiksek 35°C’deki 6n uygulama olarak belirlenmistir.

Atasoy (2020), 23 farkli biber genotipinde anter kiiltiiri performansini
incelemistir. Anterler sterilize edildikten sonra MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir.
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Baslangigta besin ortami olarak agar igeren MS ortami, siikroz, 2.5 g/l aktif karbon, 15
mg/l AgNOs, 4 mg/l naftalenasetik asit ve 0.5 mg/L 6-benzilaminopiirin kullanilmistir.
Daha sonra anterler siikroz ve agar igeren MS besin ortamina aktarilmistir. Genotipler
arasinda 100 canli anter basina ortalama embriyo sayilar1 0.83 ile 44.44 arasinda
degismistir. En yiiksek embriyo orant FT-509 genotipinde (44.44 embriyo/100 canli
anter) gozlemlenmis, en diisiik performans ise FT-1178 genotipinde (0.83 embriyo/100
canli anter) goriilmiistiir. Embriyolarin ¢ogu bitkiye doniisebilmistir. En yiliksek bitki
sayist 20 bitki ile FT-508 genotipinde ve en diisiik 0.5 bitki ile FT-1178 genotipinde
kaydedilmistir. Sonug olarak, baz1 genotiplerin diisiik gelisme gosterdigi belirtilmistir.

Cardak (2023) 8 farkli biber genotipinde, 2 farkli besin ortaminin haploid bitki
olusturma tizerine etkisini incelemistir. Kullanilan besin ortamlarimi BO1 ve BO2
ortami olarak adlandirmistir. Denemede toplam her genotipten 125 anter ve 3 tekerriirlii
olmak {izere toplamda 3000 anter ekimi yapilmistir. Denemede bitki olusturan embriyo
sayisi, gelisen bitki sayilari, canli anter sayisi, embriyo sayisi ve stoma sayilari
degerlendirilmistir. Denemeden elde edilen sonuglara gore, besi ortamindaki farklilik,
embriyo miktari iizerinde istatistiksel olarak dnemli bir etkiye sahip olmustur. BO2’de
100 anterden elde edilen embriyo miktar1 14.38 adet iken BO1’de 100 anterden elde
edilen embriyo miktar1 12.63 adet olarak gergeklesmistir. Bu duruma bakilarak
denemeye alinan tiim genotip ortalamalar1 dikkate alindiginda ikinci besi ortaminin
daha iyi sonug verdigini belirtmistir. Farkli besi ortamlarinda bitkiye doniisen embriyo
miktar1 istatistiksel olarak onemli bulunmustur. BO2’de 100 anterden elde edilen
bitkiye donlisen embriyo miktar1 %7.75 iken BOIl1’de bu deger %6.79 olarak
gerceklesmistir.

2.2. Shed-Mikrospor Kiiltiirii Teknigi ile Tlgili Kaynak Taramasi

Shed-mikrospor kiiltirii ilk kez Endonezya’da yerel aci biber ¢esidinde
uygulanmistir ve basarili olunmustur. Mikrospor kiiltiirlinden farki, tomurcuklardan
alinan anterlere zarar vermeden, par¢alamadan direkt olarak ¢ift katmanl (kat1 ve sivi)
olan besin ortamina ilave edilmesidir (Sekil 2.3). Anterlerin i¢indeki mikrosporlar sivi
ortamda serbest halde Kkiiltiire alinirlar ve mikrosporlarin gelismelerine izin verilir.
Embriyolarin tamami sivi ortamda olusum ve gelisimlerini tamamlayan haploid
mikrosporlardan olusan embriyolardir. Embriyolarin sivi ortamda gozlemlenmesi ve
incelenmesi diger yontemlere gére ¢ok daha kolaydir (Supena ve Custers 2002).
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L ———
Cift katmanl besin ortamina Olgunlastikca ortama salinan Haploid bitkicik
serbest birakilan anterler haploid embriyolar

Sekil 2.3. Shed-mikrospor kiiltiirii

Mikrospor kiiltiirii yontemiyle ilk haploid bitkinin elde edilmesini tiitiin ve misir
bitkilerinde 1974 yilinda Nitsch'in basardig1 ve ilk mikrospor kiiltiirii ¢aligmalari ise
1989 yilinda Pesticelli vd. tarafindan uygulandigi rapor edilmistir (Ellialtioglu vd.
2002). Cift katmanli besin ortami sayesinde sonraki asamalarda besin ortamina ilave
maddeler eklenebilmekte ve gerektiginde sivi katman yenilenebilmektedir. Tek bir petri
kabinda ¢ok sayida embriyo olugmast durumunda, embriyolara herhangi bir miidahale
yapilmadan siv1 besin ortami yenilenir ve embriyolarin gelisimleri devam eder.

Supena ve Custers (2011)’m yapmis olduklari aragtirmada, shed-mikrospor
yontemi ile Endonezya’ya ait olan ac1 biber ¢esitlerinde meydana gelen normal embriyo
miktarint ve meydana gelen embriyolarin kalitesini arttirmayr hedeflemislerdir.
Calismadaki hedefler dogrultusunda, %1 oranindaki aktif kodmdiir, 1 giin 4°C ile beraber
1 hafta siireyle 9°C &n uygulamaya tutulmustur. On uygulama sonrasinda 28°C’de
karanlik ortamda ve bu sivi ortama 5 uM Indol-3-Asetik asit (IAA) ile beraber 2.5 uM
zeatin eklenerek, buna ilave olarak da ortama 5 farkli bitki bilyiime diizenleyicisi
uygulamiglar, ayrica 4 farkli sicakliga ait biiylime ortamini da deneyerek calismalarini
tamamlamislardir. Calismadan elde etmis olduklar1 sonuglar dogrultusunda, kiiltiiriin 3.
haftasinda sivi ortama ilave edilen 50 ve 100 uM olan bitki biiyiime diizenleyicilerine
ait petri ortamlarinda meydana gelen toplam hem embriyo sayisinda hem de embriyo
kalitesinde azalma meydana gelmistir. Bununla beraber, 5 uM IAA + 2.5 uM zeatin
karistminin oldugu ortamlarda 6 anter basina yaklasik 35.3 embriyo, bitki biiylime
diizenleyicisi olmayan ortamlarda ise 24.7 embriyo elde edilmistir. Normal embriyo
elde ettikleri ortamin ise, 5 uM zeatin ile 18.4 embriyo, 2.5 uM zeatin ile 27.3 adet
embriyo oldugunu belirlemislerdir. Calismada denenmis olan farkli sicaklik kosullar
sonucunda ise, 6 anter basma sicakligin 18°C oldugu ortamda 7.5 adet embriyo, 21°C
oldugu ortamda 17.1 adet embriyo, 23°C oldugu ortamda 19.5 adet embriyo, 25°C
oldugu ortamda 20.2 adet embriyo ve 28°C oldugu ortamda ise embriyo sayisinin 20.6
adet oldugu belirtilmistir. Tim bu elde edilen veriler degerlendirildiginde ¢alismanin
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sonucunda, normal embriyo olusumu i¢in en uygun sicakligin 28°C oldugu, ortam
bakimindan ise en iyi sonucu bitki biiyiime diizenleyicilerinden 5 uM 1AA ile birlikte
2.5 uM zeatinin kullanildig1 ortam oldugu bildirilmistir.

Dogan (2016), 29 siis biber genotipinde (ticari ve yerel) ¢alkalayici kullaniminin
embriyo verimine etkisini shed-mikrospor yontemi ile incelemistir. Ayni zamanda,
mikrosporlarin kiiltiir asamasindaki tomurcuk morfolojileri ve tomurcuk boyutlarini da
incelemistir. Cicek tomurcuklari, +4°C'de 24 saat karanlikta 6n sogutma yapilmis ve
sonrasinda shed-mikrospor yontemini uygulamistir. Aragtirma sonucunda, c¢alkalayici
tizerindeki ortamin embriyo olusumu agisindan daha basarili oldugu ve embriyo olusum
performansinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Benli (2019), 2 farkli ticari biber ¢esidinin (Lumbard RZ F; ve Ugburun Fy)
shed-mikrospor kiiltiirii yontemini kullanarak anter gelisim asamalarini, haploid ve
dihaploid tepkileri belirtilmistir. Anter kiiltiri MS ortaminda yapilmis, biber
tomurcuklari toplanip 1 giin boyunca +4°C'de 6n uygulamaya tabi tutulmustur. Sonra
anterleri NN (1967) ortamina transfer edilip, %2 maltoz eklenen sivi bir katmanla
kaplamistir. Arasgtirma bulgularina gore; anter kiiltiiriinde, Lumbard RZ F; cesidinde
embriyo gelisim oran1 %8.94, embriyolarin bitkiye doniisiim oran1 %23.63; Ugburun F;
cesidinde ise embriyo olusum orani %22.18 ve embriyolarin bitkiye doniisiim orani
%22.22 olarak bulunmustur. Shed-mikrospor yonteminde embriyo gelisiminin sadece
Lumbard RZ F; ¢esidinde tespit edildigi belirtilmistir.

Erim (2019), biber (Capsicum annuum L.)’de birbirinden farkli {i¢ genotipin
shed-mikrospor kiiltiirii teknigine olan yatkinliklarini, mikrospor gelisim asamalarini ve
mikrosporogenesis potansiyellerini arastirmistir. Mikrospor gelisim asamalarinin her
genotipte farkli oldugunu ve farkli oranda antosiyanin miktar1 ig¢erdigini, bununla
birlikte antosiyanin (morlasma) oranmnin yaklasitk %40’ istiine ¢ikmamasini
belirtmistir. Sivi besin ortaminin, mikrosporlarin serbest ve kolay gelismesini tesvik
ettigini, boylece daha kolay embriyolar olusturduklari belirtilmistir. Embriyo olusumu
icin dondr bitkilerin ilk 9 haftalik ¢igek tomurcugu verme siirecinin daha yararli ve etkin
oldugu belirtilmistir. Arastirmada 300 adet petride kallus olusumu goriillmemistir,
bunlardan sadece 24'inde kontaminasyon goriildiigiinii; enfeksiyonlarin ¢ogunun petri
kabinin hava almasindan kaynaklandig: belirtilmistir. Bu teknik ile 443 saglikli embriyo
elde edilmis, bunlardan 85 tanesi normal yapida oldugu belirtilmistir. Cogunlukla
dolmalik biber genotipinden (Benino F;) embriyo olustugunu, shed-mikrospor kiiltiiriine
en iyi cevap veren genotipin dolmalik biber oldugunu, normal embriyo olusum
miktarinda ise en yiliksek kapya biber genotipinde, en az ise sivri biber genotipinde
oldugu belirtilmistir.

Vural (2019) tarafindan patlicanda (Solanum melongena L.) haploid embriyo ve
bitki elde etme verimine yonelik bir arastirma yapilmistir. Kati, sivi anter kiiltiirii ve
shed-mikrospor kiiltiiriinii kullanarak etkinlik durumlar1 incelenmistir. ilkbahar ve
sonbahar dénemi olarak iki farkli donemde deneme kurulmustur. ilkbahar déneminde
kurulan denemeleri g6z Oniine alarak sonbahar doneminde genotip ve besin
ortamlarinda farkliliklar yapilmistir. ilkbahar déneminde 3 genotip, 12 farkli besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kat1 besin ortaminda kiiltiire alinan 3.600 anterden 64
embriyo, 45 bitkicik ve 45 aklimatize bitki edilmistir. Sivi ve shed-mikrospor
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kiltlirlerinden ise sonug¢ alinamamuistir. Sonbahar doneminde 2 farkli genotip 12 farkl
stvi ortam ve 24 farkli kati ortam kullanilmistir. Kat1 besin ortamindaki kiiltiirlerden
elde edilen sonuglarin sivi ortama gore daha basarili oldugu belirtilmistir. 9.600
anterden 1.445 bitki aklimatize edilmistir, sivi ortamdaki anter kiiltliriinden ise 46
embriyo ve 2 bitki aklimatize edilmistir. En basarili ortamin Mod-C ortami oldugunu
belirtmistir. Mod-C ortami; MS, 90 g/l maltoz, 5 mg/1 2,4-Diklorofenoksi asit (2,4-D),
5 mg/l kinetin, 10 mg/l AgNO3; ve 1 mg/l aktif komiirden olusturulmustur. Sonbahar
doneminde artan embriyo ve bitkicik gelisiminin verimi, kullanilan maltoz miktarinin
artirilmasiyla iligkilendirilmistir. Maltoz, besin ortaminda oksijen kaynagidir ve verimin
artmasiyla dogru iliskilidir. Besin ortaminda maltozun etkisini artirmak i¢in uygun
dozlarda aktif komiir ve AgNOs ilave edilmesinin 6nemi vurgulanmistir. Bu ¢alismayla
birlikte patlicanda ilk defa sivi ortamda anter kiiltiirii uygulamasi1 yapilmistir. Sivi
ortamlarin anter canliligini artirdii belirtilmistir, agar kullanilmadigindan maliyet
azalacagi icin s1vi kiiltiirlerin gelistirilmesinin 6nemli olabilecegi belirtilmistir.

2.3. Poliamin Uygulamalari ile ilgili Kaynak Taramasi

Poliaminler dogada dkaryotik ve prokaryotik canlilarda dogal olarak bulunan,
onemli alifatik azotlardan olusan ve diisilk molekiiler agirliga sahip bilesiklerdir
(Galston 1983). Bitki biinyesinde kesin rolleri heniiz bilinmese de c¢esitli bitki
sireclerinde yer aldiklar1 bilinmektedir. Rol aldigi 6nemli siiregler su sekilde
belirtilmistir: Hiicre boliinmesi, protein sentezi, hiicrenin farklilasmasi, DNA’1n kendini
eslemesi, embriyogenez, koklenme, ciceklenmenin uyarilmasi ve devaminda c¢igcek
geligsmesi, polen tilipliniin biiyiimesi, ¢evresel strese karsi bitkinin tepkisi ve hiicre
canliligi (Tabor ve Tabor 1984). Galston ve Kaur-Sawhney (1987) poliaminlerin
bitkilerde belirgin bir fizyolojik rolleri oldugu i¢in poliaminlerin ve poliaminlerle ilgili
bilesiklerin, biiylime diizenleyicisi olarak ya da sekonder hormonal habercisi olarak
goriilmelerini savunmuslardir.

Putresin (Put) ve Spermidin (Spd), biyolojik sistemlerde bulunan poliaminlerdir
ve hiicre biliylimesi, farklilagmasi ve hayatta kalmasi gibi bir¢ok &nemli biyolojik
siirecte rol oynarlar. Ancak, yapilar1 ve islevleri acisindan bazi farkliliklar gosterirler.
Putresin(C4H12N,) daha basit bir yapiya sahiptir, spermidin (C;7HigN3) ise daha
karmasiktir. Putresin, poliamin biyosentezinin erken bir asamasinda iiretilir; spermidin
ise putresinden tiiretilir (Urano vd. 2003).

Son yillarda, poliaminlerin bitkilerde abiyotik stres toleransini artirmadaki
katkis1 bircok calismada incelenmistir. Poliamin metabolizmasinda yer alan genler,
cesitli bitki tiirlerinden klonlanmis ve farkli stres kosullar ile gelisim asamalarinda
ekspresyon profilleri analiz edilmistir. Arastirmalar, poliaminlerin diizenledigi
aktivitenin ya da plazma membran1 H+-ATPase ekspresyonunun bitkilerin olumsuz
durumlara kars1 toleransini artirdigim gstermistir (Sahin ve Orgec 2022).

Kumar vd. (2003) iki farkli hiyar (Cucumis sativus) L. “Calypso ve Green Long”
cesitlerinde anterlerin in vitro kiiltiire tepkisi biiyiime diizenleyicilerinin ve sicaklik 6n
uygulamasinin etkisini incelemislerdir. Anterler, 2,4-D ve NAA ile ya da 2,4-D'nin
BAP/kinetin/thidiazuron ile kombinasyonu ile zenginlestirilmis B5 ortamia (Gamborg
ortami) yerlestirilmistir. En uygun embriyojenik kalluslar/embriyolar, 2.0 uM 2,4-D ve
1.0 uM BAP ile zenginlestirilmis B5 ortaminda elde edilmistir. Cigcek tomurcuklarinin
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0-10 giin boyunca 4°C'de ve 1 giin boyunca 32°C'de 1s1 6n iglemleri test edilmis ve en
iyi yanit 2 giin boyunca 4°C'de elde edilmistir. Embriyo farklilagsmasi, 0.09 M sakkaroz,
0.25 uM NAA ve 0.25 uM kinetin iceren B5 ortaminda (1968) ger¢eklestirilmistir.
Embriyo olgunlasmasi, 5.0 uM absisik asit (ABA) ile zenginlestirilmis BS ortaminda
saglanmistir. Embriyolar, 0.09 M sakkaroz iceren BS5 ortaminda bitkiciklere
doniismiistiir. Bitkicikler kontrollii bir ortamda aklimatize edilmistir. Her iki ¢esitte de
yeniden {iretilen 24 bitkiciginin kok uglari, ploidi seviyeleri agisindan analiz edilmis ve
bunlardan sirastyla Calypso ve Green Long'da 21 ve 17'sinin haploid oldugu tespit
edilmistir.  Bu arastirma, poliaminlerin  (putresin ve spermidin) uygun
konsantrasyonlarda kullanilmasimin embriyogenez ve bitki rejenerasyonu iizerinde
onemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Ozellikle 200 pM spermidin, hiyar
cesitlerinde embriyogenez ve rejenerasyon etkinligini optimize etmek icin ideal bir
konsantrasyon olarak belirlenmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarin (500 ve 1000 uM)
embriyogenez tizerinde olumsuz etkiler gosterdigi bildirilmistir.

Kara ve Sar1 (2013) siyah ve sakiz kabak cesitlerinde anter kiiltiirlinde spermidin
ve putresin ilavelerinin haploid bitki olusturmada etkilerini incelemistir. Calismada iig
farkl sakiz kabak cesidi ve li¢ farkli siyah kabak cesidi kullanilmistir. Anter kiiltiirii
uygulamalarinda embriyo uyartimi i¢in 5 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS besin ortami
kullanilmistir. Poliaminlerin tepkisini goérmek icin Spd ve Put'un 40, 80 ve 160 pM/1
dozlarda farkli farkli ve her ikisi birlikte olacak sekilde 80, 160 ve 320 uM/1 (1:1, v:v)
dozlarinda kullanilmistir. Kontrol denemesi yalnizca 5 mg/l 2,4-D icermistir. Anter
gelisimi ve kallus olusumunun her genotipte farkli durumlarda oldugu tespit edilmistir.
Her genotipte elde edilen anter gelisme oranlart kontrol grubuna kiyasla yiiksek
bulunmustur. En iyi kallus gelisim orani, 40 uM/I putresin i¢eren ortamda gozlenmis,
fakat bu kalluslardan bitki olusmamustir. iki farkli gelisme ddneminde kurulan
deneylerde belirgin farkliliklar gdzlemlenmistir. Ik dénem kurulan denemede anter
gelisim ylizdeleri daha yliksek iken, ikinci donem kurulan denemede daha fazla kallus
olusumu goézlenmistir. Bu durum, ovaryumlarin toplandig1 donemde ¢evre kosullarinin,
ozellikle sicakligin, oviil kiltiirii iizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Caligmada
genotip etkisi ¢ok 6nemli bulunmustur. Denemede yer alan cesitlerden Brillante F1
genotipinin deneme sartlarinda en basarili oldugunu, Chivas F1’in ise en diistik oviil ve
kallus gelisimine sebep oldugu belirtilmistir. Oviil-ovaryum kiiltiirii ¢alismalarinda
poliaminlerin kullanilmasi ile basarili sonuglara ulagilmasinin 6nemi vurgulanmistir.
Ancak, haploid bitkilerin elde edilmesinde sadece poliaminlerin degil, ayn1 zamanda
2,4-D ve diger bazi biiyiimeyi diizenleyicilerin de kiiltiir ortam1 bilesenlerinde yer
almas1 gerektigi Onerilmektedir. Bunun yani sira haploid bitki olusturabilmek icin
poliaminlerin daha yiiksek miktarlarda uygulanmasi 6nerilmektedir.

Ebrahimzadeh vd. (2018) yiirtittiikleri bir ¢alismada hiyarda (Cucumis sativus
L.) partenogenez yontemi ile ¢esitli konsantrasyonlarda poliamin piiskiirtmesi
uygulayarak haploid bitki olusumunda etkilerinin belirlenmesini incelemislerdir. Ana
bitkilere, c¢iceklenmeden 9 giin Oncesinden 9 giin sonrasina kadar farkli
konsantrasyonlarda putresin, spermidin ve sikosel olmak iizere ii¢ poliamini 0, 50, 500
ve 5000 mg/l olacak sekilde uygulamiglardir. Erkek cigekler (sarimsi-yesil renkli)
ciceklenmeden Once sabah erkenden toplanmistir ve daha sonra anterler pargalara
ayrilmistir. 0.2 Gy/s doz hizina sahip bir Kobalt-60 gama 1511 kaynagi kullanilarak 300
Gy'de gama 1sinina maruz birakilmistir. Ertesi sabah, stigmalar alici oldugunda,
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1sinlanmig anterlerden gelen polen tanelerini (¢icek basmna 3 anter) tozlasma igin
kullanmiglardir. Meyveler 1sinlanmis polenle tozlandiktan 28 giin sonra hasat edilmistir,
aseptik kosullar altinda etanol (%70) piiskiirtiilerek yiizeyleri sterilize edilmistir.
Tohumlar ¢ikarilip ve sodyum hipoklorit ile dezenfekte edilip steril suyla durulanmistir.
Sonrasinda tohumlar %3 sakkaroz ve 0.01 mg/l IAA ile desteklenmis sivi E20 ortami
iceren petri kaplarina yerlestirmislerdir. 10-20 giin sonra embriyo icerdigi goriilen
tohumlar aseptik olarak a¢ilip biiyiite¢ altinda incelenmis ve embriyolar hormonsuz E20
ortamina aktarilmistir. Yaklasik 1-3 hafta sonra, bitkicikler daha fazla biliylime ve
gelisme icin 1/2 MS ortamina aktarilmistir. Sonrasinda torf ve perlit igeren saksilara
aklimatize etmislerdir. Sonug olarak {i¢ bilesigin konsantrasyonu arttik¢a biiyiik 6l¢iide
haploid embriyo olusumu azalmis ve en diisiik haploid embriyolar, 5000 mg/l spermidin
(0.4 embriyo/meyve) veya sikosel (2.0 embriyo/meyve) uygulamalarinda
gbzlemlenmistir. Sadece 50 mg/L spermidin, tamamen gelismis bitkiciklere %100
rejenerasyon saglamistir. Tohum tutumu ve meyve boyutu da poliaminler ve sikosel
uygulamalarindan etkilenmistir. Bir flowsitometi kullanilarak yapilan ploidi analizi, tiim
rejenerasyon geciren bitkiciklerin ebeveyn bitkilerin gametik kromozom sayisini (n=7)
icerdigini ve kromozom sayimi sonuglarinin da rejenerasyon gegiren bitkiciklerin
haploid oldugunu gostermistir. Sonular, iginlanmis polen ile tozlanmadan sonra
dollenmemis ovaryumlardan haploid embriyo olusumu ve olusan embriyolarin
bitkiciklere donilisiimii, uygun seviyelerde putresin, spermidin ve sikosel uygulanarak
tyilestirilebilecegini gostermistir.

Heidari-Zefreh vd. (2019) tath biberde (Capsicum annuum L.) mikrospor kiiltiirii
lizerine ii¢ bagimsiz deney gerceklestirmislerdir. ilk deneyde ii¢ tatli biber genotipinin
(Inspiration F;, Maratus F;, ve Magno F;) mikrospor kiiltiirii izerindeki soguk (4 °C) ve
sicak (32 °C) on islemlerinin etkisini arasgtirmiglardir. Inspiration F; ¢esidinin
anterlerine uygulanan 7 gilinlik 32 °C sicaklik sokunun, toplam embriyo sayisi,
kotiledonlu embriyo sayisi ve rejenerasyon gegiren bitkilerin sayisinda artig gosterdigini
ortaya koymuslardir. Ikinci deneyde, mikrospor kiiltiirinde farkli putresin
konsantrasyonlarinin (0, 0.5, 1, 2, ve 5 mg/L) etkisi incelenmistir. Mannitol aclig1 ve 32
°C sicaklik soku sirasinda 0.5-1 mg/L putresin uygulamasi, Inspiration F; genotipinde
en yuksek ¢ok hiicreli yapilar, kotiledonlu embriyolar ve rejenerant sayisini saglamistir.
Yiiksek putresin seviyelerinde (2 ve 5 mg/L) ise embriyogenezis etkinligi énemli bir
azalma gostermis ve 5.0 mg/L putresin seviyesinde embriyogenezi tamamen
engelledigini  belirtmislerdir. ~ Uciincii ~ deneyde ise farkli  askorbik  asit
konsantrasyonlarinin (0, 20, 50, 100, ve 200 mg/L) etkisi aragtirilmistir. Mannitol a¢lig
ve 32 °C 1s1 soku sirasinda 20 ve 50 mg/L askorbik asit uygulamasinin, iiretilen
kotiledonlu embriyolarin sayisinda ve rejenerasyon yeteneklerinde dikkat ¢ekici bir artis
sagladigini gostermistir. Ancak, daha yiiksek askorbik asit seviyeleri (100 ve 200 mg/L)
mikrospor hiicre boliinmelerini ve embriyogenezi engellemistir. Bu bulgular, uygun
konsantrasyonlar kullanildiginda hem putresin hem de askorbik asidin tathi biber
mikrospor embriyogenezi etkinligi iizerinde 6nemli etkileri oldugunu gostermektedir.

Yurdakul (2022), ii¢ farkli hiyar tipini (baby, mini, pickling) ginogenesis yoluyla
dort farkli kiltiir ortamina poliaminler ilave ederek incelemistir. Kiiltiire aldigi
ovaryumlar: farkli sicaklik ve 151k kosullarinda bekletmistir. Iki hafta sonra MS ve 4
BAP: 1 NAA hormonlariyla kombine edilmis rejenerasyon besi ortamina almas, ti¢ hafta
sonunda olusan embriyolart kayit altina almistir. Mini hiyar tipinde en fazla embriyo
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olusumu spermidin iceren ortamda gdézlemlemistir. Baby ve pickling hiyar tipinde ise
putresin igeren besin ortami embriyo olusumunu 6nemli 6l¢iide artirdigini belirtmistir.
Mini ve pickling tipleri putresin ve spermidinin birlikte kullanildig1 besin ortamlari
kontrole kiyasla daha basarili olmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma 2023 Ekim - 2024 Nisan aylar1 arasinda Akdeniz Universitesi Bahge
Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiiri Laboratuvari’nda yiirlitiilm{isttir.

3.1. Materyal

Bitkisel materyal olarak, 1slah arastirmalarinda kullanilan ticari cesitlerden 3
adet kapya biber (Diyar F1, SF549 F; ve Zaruri Fy) kullanilmistir.

Diyar Fi: Yiiksek verimli, gliglii bitki yapisina sahip ve erkenci bir bitkidir.
Meyve 20-22 cm uzunlugunda, iri ve kalitelidir. Sicak donemde ve ge¢ dikime uygun
bir gesittir (Anonim 1) (Sekil 3.1a).

SF549 F;: Sera yetistiriciligine uygun, ¢ok giiclii bitki yapisina sahip ve yiiksek
verimli bir kapya biber cesididir. Domates lekeli solgunluk virlistine (TSWYV)
toleranshidir. Basik, etli, koriiksiiz ve 20-22 cm meyve uzunluguna sahiptir. Yesil ve
kirmizi hasata uygun, uzun raf dmrii ve bekleme siiresinin yaninda yiiksek brix oranina
sahip kaliteli bir ¢esittir (Anonim 2) (Sekil 3.1b).

Zaruri F1: Orta erkenci, tek ekim baharlik ve yazlik ortii alt1 bir gesittir. Meyve
sekli; uzun, iri, diiz, sert ve dizilimi siiperdir. Meyveler tatli, i¢i ve dis1 parlak kirmizi
renklidir. Gliglii bitki yapis1 ve raf omrii ile one ¢ikar. Sicaga ve soguga karsi
dayaniklidir. TSWV’ye karsi toleranslidir (Anonim 3) (Sekil 3.1c¢).

Sekil 3.1. Calismada kullanilan dondr bitkilerin meyvelerinin bitki tizerindeki
goriintimii: a) Diyar Fy; b) SF 549 F; ) Zaruri F;

15



MATERYAL VE METOT Z. SUMER

3.2. Metot
3.2.1. Laboratuvarda kullanilan alet ve ekipmanlar

Steril kabin icinde pens, bistiiri ve sterilizatdr (Sekil 3.2), besin ortami
hazirliginda ise hassas terazi (Sekil 3.3a), pH metre (Sekil 3.3b) ve manyetik karistirict
(Sekil 3.3c) kullanilmistir. Kullanilan biitiin malzemelerin sterilizasyonu i¢in otoklav
(Sekil 3.4a), inkiibasyon kosullarinin saglanmasi igin etiiv kullanilmistir (Sekil 3.4b).

Sekil 3.2. Pens ve bistiirilerin steril edilmesi i¢in kullanilan kabin i¢indeki sterilizator
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Sekil 3.3. Ortam hazirhi@inda kullanilan malzemeler a) Hassas terazi; b) pH metre; c)
Manyetik karistiric
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Sekil 3.4. a) Besin ortamlarinin ve kullanilan malzemelerin steril edilmesinde kullanilan
otoklav; b) Inkiibasyon kosullarinin saglanmasinda kullanilan etiiv

3.2.2. Besin ortamlarmmn hazirlanisi

Anter kiiltiirti i¢in P1 besin ortami hazirlanmistir. MS, 30 g/l siikroz, 4 mg/l
naftalenasetik asit (NAA), 0.5 mg/l 6-Benzilaminopurin (BAP), 15 mg/l giimiis nitrat
(AgNO:3), %0.25 aktif komiir, ve 7.5 g/l agar igeren besin ortami hazirlanmistir (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. P1 besin ortami igerigi ve kullanilan miktarlar

P1 Besin Ortam Icerigi Miktar
MS 4.4 g/l
Siikroz 30 g/l
NAA 4 mg/l
BAP 0.5 mg/l
AgNO3 15 mg/l
Aktif komiir %0.25
Agar 759/

Shed-mikrospor kiiltiirii igin hem kat1 hem sivi olmak tizere 2 farkli besin ortami
hazirlanmistir. Kat1 besin ortami igerigi (P2); MS, 30 g/l siikroz, 0.1 mg/I kinetin, 0.004
mg/l 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), %0.5 aktif komiir ve agardan olusmaktadir
(Cizelge 3.2). Sivi besin ortami (P3) ise P2 kati ortami ile ayn1 miktarlarda agar
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igermeyen MS, siikroz, kinetin ve 2,4-D i¢ermektedir (Cizelge 3.3). P1 ve P2 besin
ortamlarma spermidin ve putresin farkli miktarlarda eklenerek kombinasyonlar
olusturulmustur (Cizelge 3.4). P3 s1vi ortamina poliaminler eklenmemistir.

Cizelge 3.2. P2 besin ortami icerigi ve miktarlar

P2 Besin Ortamn Icerigi Miktar1
MS 4.4 g/l
Siikroz 30 g/l
Kinetin 0.1 mg/I
2,4-D 0.004 mg/I
Aktif komiir %0.5
Agar 7.5 ¢/

Cizelge 3.3. P3 s1v1 besin ortami icerigi ve miktarlari

P3 s1v1 besin ortamu icerigi Miktar:
MS 4.4 g/l
Siikroz 30 g/l
Kinetin 0.1 mg/l
2,4-D 0.004 mg/l

Cizelge 3.4. P1 ve P2 besin ortamina eklenen poliaminler ve miktarlari

Spermidin

Putresin

Kontrol

20 mg/I - 40 mg/I

20 mg/I - 40 mg/I

Besin ortamlarinin pH’s1 5.8 olarak ayarlanmigtir. Kiiltiire alinan toplam anter
sayist 6.750 adettir (Cizelge 3.5). Hazirlanan besin ortamlarit 121°C’de 20 dakika
otoklavda steril edilmistir (Sekil 3.5). Besin ortamlar1 i¢in 60 mm’lik petri kaplarina
ilave edilip kontaminasyonu engellemek i¢in stre¢ film ile sarilip +4°C’de muhafaza
edilmistir. Hazirlanan besin ortamlarini igeren petrilerin yarisi anter kiiltiirii diger yarisi
da shed-mikrospor kiiltiirii i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 3.5. P1 ve P2 besin ortamlar1 i¢in hazirlanan toplam petri sayis1 ve kiiltiire
alinan anter miktari

P1 ve P2 besin ortamlari i¢cin hazirlanan toplam petri Kiiltiire alman
Cesit ML toplam anter
20mg/L | 40mg/L | 20 mg/L | 40 mg/L .
Kontrol - " ) . miktari
spermidin | spermidin | putresin | putresin
Diyar 30 30 30 30 30 2.250
Zaruri 30 30 30 30 30 2.250
SF 549 30 30 30 30 30 2.250
Toplam 450 6.750

Sekil 3.5. Otoklavlanmak iizere hazirlanan besin ortamlari

3.2.3. Dondér bitkilerin yetistirilme kosullari, tomurcuk alma ve uygun anter

asamasi

Bitkiler Antalya, Yesilkaraman kdyiindeki ¢ift¢i serasinda yetistirilmistir (Sekil
3.6). Sicakligi 28+2°C olan serada, 1sitk yogunlugu olarak sadece giin 1s1gindan
yararlanilmistir. Bitki gelisimi siiresince gerekli kiiltiirel islemler (zararli ve hastaliklarla
miicadele, glibreleme, sulama, yabanci ot miicadelesi vb.) ¢ift¢i tarafindan yapilmistir.
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Sekil 3.6. Tomurcuk alinan donér bitkilerin seradaki goriiniimii

Anter ve shed-mikrospor kiiltiiriinde basar1 saglayabilmek i¢in en énemli islem
tomurcuklarin uygun asamada toplanmasidir. Anterler mikroskop altinda incelendiginde
tek c¢ekirdekli mikrosporlari bulunduran tomurcuklarin belirlenip, sonrasi i¢in de benzer
biiytikliikteki tomurcuklar1 se¢ebilmek basari igin 6nemlidir. Bajaj (1983) tarafindan
kiilltire alinan anterlerde farkli mikrospor asamalarinin goriildigi  belirtilmistir
(Ellialtioglu vd. 2002) (Sekil 3.7). Mikroskop incelemesi yaptiktan sonra belirledigimiz
kriterler tomurcuklarin ta¢ yaprak uzunluklarimi %80 tamamladigi ve petallerin
sepallerden biraz daha uzun oldugu bunun yaninda anter uglarinin da hafif morlasmaya
basladig1 donem olduguna karar verilmistir (Parra-Vega vd. 2013) (Sekil 3.8).

Sekil 3.7. n: ¢ekirdek, v: vakuol, nr: generatif ¢cekirdek, nv: vejetatif ¢cekirdek, a: nisasta,
A:invivo, B ve C1, C2: in vitro (Bajaj 1983, Ellialtioglu vd. 2002)
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Sekil 3.8. Toplama isleminde tomurcuklarin bitki tizerindeki durumu: a) Diyar Fi; b)
SF549 Fy; ¢) Zaruri Fy

Cigeklenmeye baslayan bitkilerden anter kiiltlirii i¢in uygun asamadaki
tomurcuklar sabah erken saatlerde toplanarak doku kiiltiirii laboratuvarina getirilmistir
ve 1 giin boyunca 6n sogutma (+4°C) islemine tabi tutulmustur. Arastirmada 3 farkh
kapya biber ¢esidinin her birinden, 2 ayr1 boyutlardaki ve renklenme durumlari farkli
olan tomurcuklarm anterleri lam {izerinde ezilip floresan mikroskop altinda
incelenmistir (Sekil 3.9). Kiiltiire alma sirasinda kullanilacak anterler bu asamada
belirlenmistir. Uygun mid-mikrospor doneminde olan anterler belirlenmis ve sonrasinda
da yaklagik olarak aynmi oOzelliklerde tomurcuklar toplanmigtir. Yapilan gozlem
sonrasinda ¢esit bazinda, tomurcuk i¢inde bulunan anterlerin uygun asamalari
belirlenmistir. Sonraki tomurcuk toplama islemlerinde, bu gézlem dogrultusunda uygun
asamaya yakin tomurcuklar toplanmistir.

Sekil 3.9. Uygun mikrospor donemini belirlemek i¢in hazirlanan cam lam iizerindeki
anterler
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3.2.4. Anterlerin kiiltiire alma asamasi

Anter ve shed-mikrospor kiiltiirleri i¢in uygun asamada toplanip, 1 giin +4°C’de
On sogutmaya tabi tutulmustur. Tomurcuklarin sterilizasyonu, steril kabin igerisinde
gerceklestirilmistir. Cigek tomurcuklarinin dezenfeksiyonunda, tomurcuklar 6ncelikle
%70’lik etil alkolde 30 saniye bekletilmis ve sonrasinda 10 dakika siiresince %15°lik
sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisinde tutulmustur. Saf suyla 3 kez durulandiktan
sonra anter ¢ikarma islemine baglanmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Tomurcuklarin steril kabin icerisinde alkol ve sodyum hipoklorit ile
sterilizasyonu

Filtre kagitlar1 iizerinde, steril pens ve bistiiri yardimiyla tomurcuk ig¢indeki
anterler c¢ikarilmistir. Anterler ¢ikarilirken filamentlerinden ayrilmasma dikkat
edilmistir ve hazirlanan besin ortamlarina yerlestirilmistir. 60 mm’lik plastik steril petri
kaplar1 kullanilmistir, her petriye 15’er adet anter ekilmistir. Toplam 5 kez deneme
kurulmustur. 1 denemede her besin ortamindan 3 petri kullanilmistir. Anter kiiltiirtinde
besin ortamina dogrudan ekim yapilmistir. Shed-mikrospor kiiltiiriinde ise once kati
besin ortamina anterleri yerlestirilip, sonrasinda P3 sivi ortami her petriye 5 ml olacak
sekilde ilave edilmistir (Sekil 3.11). Olusabilecek kontaminasyon ihtimaline kars1 biitiin
petriler once parafilm ile sonra da stre¢ film ile hava almayacak sekilde sarilarak,
sicaklik 6n uygulamasi i¢in 35°C’deki etiive yerlestirilmistir. 2 glin boyunca 35°C
karanlik inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Etiivden ¢ikarilan anter kiiltiiriine ait petriler,
25°C sicaklikta, 16/8 saat aydinlik/karanlik ve ortalama 3000 lux 151k siddetinde olan
iklim odasinda embriyo olusuncaya kadar bekletilmistir (Sekil 3.12). Shed-mikrospor
kiiltiiriine ait olanlar ise 25°C sicakliga sahip karanlik ortama yerlestirilmistir ve
embriyo olusuncaya kadar bekletilmistir. Gelisen embriyolar MSO ortamina
aktarilmistir.
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Sekil 3.12. iklimlendirme odasinda bulunan anter kiiltiiriine ait petriler

3.2.5. Gelisen embriyolarin  MS0O besin ortamna aktarilmas1 ve gelisen
bitkiciklerin aklimitizasyonu

Anter kiiltiriinden olusan embriyolar, gergek kok ve yaprak dokularmi
olusturabilmesi ve gelismelerini siirdiirebilmesi igin MSO besin ortamina aktarma
yapilmustir. 25°C’°de, 16/8 saat aydinlik/karanlik ve aydinlanma siddeti yaklagik 3000
lux olan iklim odasinda gelisimleri gézlemlenmistir. Gelisen embriyolar tespit edilerek
ortami yenilenmesi i¢in taze MSO ortamimna aktarilmistir MSO besin ortaminda
gelismelerini tamamlayan bitkiciklerin 6nce 1:1 oraninda torf:perlit igeren viyollere,
gelismelerinin ilerleyen asamalarinda ise yine 1:1 torf:perlit igeren saksilara aktarimi
yapilmis ve bitkilerin gelisimi gozlemlenmistir.
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3.2.6. Calisma sonucu degerlendirilecek parametreler

Calismada aliman gozlemler daha oOnce yapilan calismalar incelenerek

belirlenmistir. Bunlar; kiiltiire almman petri sayis1 (adet), ekim yapilan anter miktar
(adet), embriyo olusum miktar1 (adet), normal embriyo ve anormal embriyo olusum
miktarlar1 (adet), gelisen bitki sayisi1 (adet) ve yiizdesi (%) Bu ¢alismada da bu veriler
ele alinmig ve degerlendirilmistir.

>

Kiiltiire alinan petri sayisi: Anter ve shed-mikrospor teknikleri i¢in toplam 450
adet plastik petri kullanilmistir. Her iki teknikte de karsilagilan
kontaminasyonlardan sonra bu petriler uzaklastirilmis ve gozlemler saglikli
petriler ile yiiriitilmiistiir.

Anter sayisi: Anter ve shed-mikrospor kiiltiirii tekniklerinin her ikisinde de bir
petride 15 adet anter olacak sekilde ekim yapilmistir. Kiiltiire alinan anterler
iklim odasinda haftalik olarak kontrol edilmistir.

Embriyo olusum miktar:: Iklim odasinda 4.hafta boyunca bekleyen anterler
embriyo olusturmaya baslamislardir. Olusan embriyolar MSO temel besin
ortamina aktarilmisladir.

Normal ve anormal embriyo: Embriyolar olusmaya basladiktan sonra MS0 besin
ortamina aktarilmislardir. Biiylime noktasi bulunan embriyolar normal embriyo,
biliylime noktas1 olmayan embriyolar ise anormal embriyo olarak tanimlanmistir.

Bitki sayis1 ve yiizdesi (%): Normal embriyolarin gelisen, kok ve yapraklarina

sahip bitkiciklerin miktarlar1 her bir c¢esit ig¢in ayr1 ayrt gozlemlenip
kaydedilmistir. Olusan bitkiciklerin yiizdeleri hesaplanarak kaydedilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Tomurcuklarin Uygun Asamalarinin Tespiti

In vitro anter kiiltiirli ve mikrospor kiiltiiriinde 6nemli olan asamalardan ilki,
toplanan tomurcuklarin igindeki anterlerin uygun asamada olup olmadigidir. Anterler
mikroskop altinda incelendiginde, tek cekirdekli mikrospor doneminin erken ya da geg
asamasinda ise uygun donemdir. Dogru asamanin genotipe ve tomurcugun alindigi
donor bitkide bulundugu konuma gore de degisebilecegi belirtilmistir (Ellialtioglu vd.
2002). Anter kiiltiiriine baglamadan 6nce gerekli incelemeleri yapip uygun asama tespit
edilmistir (Sekil 4.1). Cesitler dikkate alinarak incelenmis, tomurcuk biiyiikliiglinde ve
tag yapragin ¢anak yapraga oranlarinda farkliliklar oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Mikroskop altinda gozlemlenen anterlerin mid-mikrospor agamasinin
belirlenmesi a) Diyar Fy, b) SF549 F4, ¢) Zaruri F;

Sekil 4.2. a) Diyar F; gesidine ait tomurcuklar, b) SF549 F; ¢esidine ait tomurcuklar, c)
Zaruri F; ¢esidine ait tomurcuklar
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4.2, Kiiltiire Alinan Anterlerin MS0 Besin Ortamina Aktarimi

Kiiltiire alinan anterlerde yaklasik 4 hafta boyunca bir gelisme gézlenmemistir.
Anter kiiltiirlinde 4. haftadan itibaren ilk kurulan denemelerde embriyo olusumu
gozlenmeye baslamistir (Sekil 4.3 - Sekil 4.5). 10. haftaya kadar hi¢bir miidahale
edilmemistir. 10. haftadan sonra embriyolar MSO iceren 90 mm’lik steril plastik petri

kaplarina ve 140 mm uzunlugunda ve 20 mm ¢apinda olan cam tiiplere aktarilmistir
(Sekil 4.6).

Sekil 4.3. Diyar F; ¢esidine ait farkli besin ortamlarinda bulunan anterlerin embriyo
olusumlarinin mikroskop altinda incelenmesi a) Kontrol; b) 20 mg/l spd; c) 40 mg/l spd;
d) 20 mg/l put; e) 40 mg/l put

Sekil 4.4. SF549 F; ¢esidine ait farkli besin ortamlarinda bulunan anterlerin embriyo
olusumlarinin mikroskop altinda incelenmesi a) Kontrol; b) 20 mg/l spd; c) 40 mg/l spd;
d) 20 mg/l put; e) 40 mg/l put
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Sekil 4.5. Zaruri F; ¢esidine ait farkli besin ortamlarinda bulunan anterlerin embriyo
olusumlarinin mikroskop altinda incelenmesi a) Kontrol; b) 20 mg/l spd; c) 40 mg/l spd;
d) 20 mg/l put; e) 40 mg/l put

Sekil 4.6. Anterden gelisen embriyolarin, MSO besin ortamina aktarilirken bir goriintiisii

Taze MSO besin ortamina aktarilan embriyolar, gelisimleri i¢in iklim odasina
konulmustur ve bitkicik olusumu i¢in yaklagik bir hafta beklenmistir. Gelisen
embriyolarda yaprak ve kok olusumu gozlenmeye basladiktan sonra bitkicikler, MSO
besin ortami igeren cam tiiplere aktarilmistir. Cam tiiplere aktarilan bitkiciklerde kok ve
yapraklar tamemen gelisene kadar gozlemlere iklim odasinda devam edilmistir (Sekil
4.7- 4.10).
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Sekil 4.8. Embriyolardan gelisen bitkicikler
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Sekil 4.9. Koklenen ve yapraklarimi olusturan bitkiciklerin cam tiiplere aktarimi
yapilirken alinan goriintiiler

Sekil 4.10. Cam tiip iginde kok ve yapraklar1 gelismis bitkicikler

Biiylime noktasi olmayan embriyolar anormal embriyo, biiyiime noktasi olan
embriyolar ise normal embriyo olarak tanimlanmistir. Anormal embriyolarin MSO0 besin
ortaminda ya hi¢ gelisme gdostermedigi ya da kok ve yapraklarini olusturmadan yesil bir
aksam olusturdugu gozlemlenmistir. Normal embriyolarin geliserek ger¢ek kok ve
yapraklarini olusturdugu goézlemlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. a) Anormal embriyodan gelisen bitkicik; b) Normal embriyodan gelisen
bitkicik

Biiylimeye devam eden bitkiler, taze MSO ortami igeren cam kavanozlara
aktarilmislardir (Sekil 4.12). Sonrasinda torf ve perlit igeren viyole aklimitize edilmistir
(Sekil 4.13). Biiyliyen bitkiler torf ve perlit iceren saksilara aktarilmistir ve haploid
bitkiler elde edilmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.12. Anterlerden gelisen bitkiler a) Diyar F1; b) SF549 Fy; ¢) Zaruri F;
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Sekil 4.14. Gelisimini tamamlayan haploid bitkiler
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4.3. Calismadan Elde Edilen Veriler

Calismada, ticari olarak iiretilen 3 farkli biber ¢esidi kullanilmistir. P1, P2 ve P3
ortami1 hazirlanmistir. Hazirlanan ortamlara (P3 hari¢) poliaminler eklenerek
kombinasyon olusturulmustur. P1 anter kiiltiirii, P2 ve P3 shed-mikrospor kiiltiirii igin
kullanilmistir. Shed-mikrospor kiiltiiriinden embriyo elde edilememistir. Sadece anter
kiiltiriine ait veriler hesaplanmigtir. Kontrol denemeleri ile poliamin uygulanan besin
ortamlarinin kiyaslamasi yapilmistir. Her c¢esitte birbirinden farkli veriler elde
edilmistir.

4.3.1. Diyar F; ¢esidinin anter Kiiltiirii teknigine ait verileri

Diyar F; g¢esidinde toplam 1.125 adet anter kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alindiktan
sonra 2 giin boyunca karanlik ortamda ve 35°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur.
Sonrasinda iklim odasma alinip 4 hafta boyunca embriyo gelisimi i¢in beklenilmistir.
Gelisen embriyolar, MSO temel besin ortami iceren plastik petrilere ve cam tiiplere
aktarilmistir.  Embriyolar gelistikce gercek kok ve yapraklari olusanlar bitkicige
dontigsmiistiir. Bu veriler kayit altina alinmistir (Cizelge 4.1). Besin ortami
kombinasyonlarin1 kiyaslayacak olursak; bitki olusumu en fazla 20 mg/l spermidin
uygulanan besin ortaminda goriilmiistiir. 40 mg/l poliamin iceren besin ortamlarinda bir
gelisme goriilmemistir.

Cizelge 4.1. Diyar F; gesidine ait anter sayisi, toplam embriyo sayisi, bitki sayisi ve
yiizdesi

Anter Toplam Bitki sayis1
Besin ortamlari sayis1 embriyo h

(aget) sayisi (a%let) Adet Yiizde (%)
Kontrol 225 40 2 5
20 mg/I spermidin 225 10 3 30
40 mg/l spermidin 225 21 0 0
20 mg/l putresin 225 22 1 4.55
40 mg/| putresin 225 39 0 0

Diyar F; gesidinde poliaminlerin, anormal embriyo olusumu {izerine etkisini
degerlendirdigimizde Cizelge 4.2’deki veriler elde edilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda poliaminlerin Diyar F; ¢esidinde embriyo olusumunu ve anormal
embriyo olusumunu azalttig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.2. Diyar F; ¢esidine ait normal ve anormal embriyo olusum miktarlari

Besin ortami

Kontrol | 20 mg/l sp | 40 mg/l sp | 20 mg/l put | 40 mg/l put

Embriyo
Normal 25 10 17 18 36
Anormal 15 2 4 4 3
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4.3.2. SF549 F; ¢esidinin anter Kiiltiirii teknigine ait verileri

SF549 F; ¢esidinde toplam 1.125 adet anter kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alindiktan
sonra 2 giin boyunca karanlik ortamda ve 35°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur.
Sonrasinda iklim odasina embriyo gelisimi i¢in beklenilmistir. Gelisen embriyolar, MSO
temel besin ortami igeren plastik petrilere ve cam tiiplere aktarilmistir. Besin ortami
kombinasyonlari kiyaslandiginda; en fazla embriyo olusumu ve bitki gelisiminin kontrol
grubunda oldugu gozlemlenmistir. Yiizde olarak bitki gelisimi kiyaslandiginda %14.28
ile 40 mg/l putresin uygulanan besin ortaminin kontrole kiyasla daha yiliksek oldugu
gorilmistiir. Poliaminler kendi arasinda degerlendirildiginde ise 40 mg/l spermidin ve
40 mg/l putresin uygulanan besin ortamlarinin 20 mg/l poliamin uygulanan besin
ortamlarina gore daha basarili sonuglar verdigi sdylenebilir (Cizelge 4.3). Kontrol grubu
ile kiyaslanirsa bitki olusumunda diisiis goriilmektedir.

Cizelge 4.3. SF549 F; ¢esidine ait anter sayisi, toplam embriyo sayisi, bitki sayisi ve
yiizdesi

Anter Toplam Bitki sayisi
Besin ortamlari sayisl embriyo ..

(aget) sayisi (a)(/jet) Al Yiizde (%)
Kontrol 225 107 14 13.08
20 mg/l spermidin 225 68 4 5.88
40 mg/l spermidin 225 57 7 12.28
20 mg/l putresin 225 48 4 8.33
40 mg/l putresin 225 42 6 14.28

SF549 F; ¢esidinde normal ve anormal embriyo olusumlar1 kiyaslandiginda
kontrol grubunun yaklasik yaris1 anormal embriyodur. Spermidin miktar1 arttifinda
anormal embriyo olusumu azalmistir. Putresin iceren ortamlardan 20 mg/l iceren besin
ortaminin, embriyo sayisini arttirip, anormalligi azalttigi goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. SF549 F; ¢esidine ait normal ve anormal embriyo olusum miktarlari

Besin ortami
Kontrol | 20 mg/l sp | 40 mg/l sp | 20 mg/l put | 40 mg/l put
Embriyo
Normal 73 48 47 39 32
Anormal 34 20 10 9 10

4.3.3. Zaruri F; ¢esidinin anter Kkiiltiirii teknigine ait verileri

Zaruri F1 cesidinde de diger gesitlerde oldugu gibi toplam 1.125 adet anter
kiiltire alinmigtir. Kiiltiire alindiktan sonra inkiibasyona tabi tutulmustur. Sonra iklim
odasina alinip embriyo gelisimi icin beklenilmistir. Gelisen embriyolar, MSO temel
besin ortami igeren plastik petrilere ve cam tiiplere aktarilmistir. Normal gelisim
gosteren embriyolarin gercek kok ve yapraklarini olusturdugu ve bitkicige donistiigi
gbzlemlenmistir. Besin ortami kombinasyonlar1 kiyaslandiginda; putresin iceren
kombinasyonlarda, kontrole ve spermidin iceren besin ortamlarina gore daha fazla

33



BULGULAR VE TARTISMA Z. SUMER

embriyo elde edildigi gozlemlenmistir. Spermidin igeren besin ortami kombinasyonlari
ise ¢ok az sayida embriyo vermistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Zaruri F; ¢esidine ait anter sayisi, toplam embriyo sayisi, bitki sayisi ve
yiizdesi

Anter Toplam Bitki sayisi
Besin ortamlari sayisl embriyo

(aget) sayIsl (a)(/jet) Adet Yiizde (%)
Kontrol 225 55 4 7.27
20 mg/l spermidin 225 8 0 0
40 mg/l spermidin 225 8 1 12.5
20 mg/l putresin 225 48 5 10.41
40 mg/| putresin 225 76 8 10.52

Zaruri F; gesidi i¢in normal ve anormal embriyo olusumunda poliaminler,
kontrol ile kiyaslanmistir (Cizelge 4.6). Spermidin igeren besin ortamlarinda ¢ok fazla
embriyo olugsmamistir ve yaklasik yaris1 anormal embriyodur. Putresin igeren besin
ortamlarinda ise putresin miktar arttiginda olusan embriyo sayisinin artti§1 ve anormal
embriyo olusumunun azaldig: tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Zaruri F; ¢esidine ait normal ve anormal embriyo olusum miktarlar

Besin ortami

Kontrol | 20 mg/l sp | 40 mg/l sp | 20 mg/l put | 40 mg/l put

Embriyo
Normal 47 6 5 31 60
Anormal 8 2 3 17 16

Calisma sonucu en fazla 14 bitki ile SF549’un kontrol grubundan elde edilmistir.
Diyar ¢esidi 6 bitki ile diger iki ¢esidin gerisinde kalmistir. Diyar i¢in diisiitk miktarlarda
poliaminin bitki olusturmada daha etkili oldugu sdylenebilir. SF549 ¢esidi i¢in 20 mg/l
poliamin igeren besin ortamlarinda embriyo olusumunun arttigi, 40 mg/l poliamin
iceren besin ortamlarinda ise bitki olusumunun arttigi gozlenmistir. Zaruri cesidi
spermidin igeren besin ortaminda olumsuz etkilenmis ve diisiik embriyo bitki elde eldesi
ile sonuglanmistir. Putresin uygulamalarinda ise en iyi sonucu veren c¢esit olmustur
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Olusan bitki sayilarinin kiyaslamasi

Bitki sayis1 (adet)
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Besin ortamlar1 |

Kontrol F

20 mg/I spermidin

HSF549

HZARURI
40 mg/I spermidin

20 mg/I putresin F

40 mg/L putresin

uDIYAR

Anter ve shed-mikrospor kiiltiirii teknikleri kullanilarak haploid bitki elde
edilmesinde genotip, dondr bitkinin yetisme kosullar (sicaklik, 151k yogunlugu vb.) ile
fizyolojik durumu ve yasi, anterlerin gelisme donemi, besin ortami kompozisyonu ve

kiiltiir kosullar1 ve 6n uygulamalar gibi bir¢ok faktor etkili olmaktadir (Ellialtioglu vd.
2002).

Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde, yukarida verilen etmenlere gore
cesitlerin haploid bitki olusturmada farkliliklar gosterdigi ortaya koyulmustur. Kara ve
Sar1 (2013) 6 farkli kabak ¢esidi kullanilarak poliaminlerin haploid bitki olusturmada
etkisi incelenmistir Embriyo uyarimi i¢in 3 farkli miktarda putresin ve spermidin
kullanilmistir. Anter ve kallus gelisme oranlar1 kontrole kiyasla yiiksek bulunmustur. 40
mg/l putresin uygulanan besin ortami kallus olusturmada en basarili olurken, bitki elde
edilememistir. Arastirmacilar farkli donemlerde yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarinin da
farkli oldugunu, kullanilan gesitlere gore Sonuglarin degistigini belirtmistir. Bu durum,
arastirmanin yapildigi donemin ve kullanilan materyalin etkili oldugunu gostermistir.
Haploid bitki olusturmada daha yiiksek miktarda poliamin uygulanmasi tavsiye
edilmistir. Benzer sekilde bu ¢alismada da ¢esitler ve uygulanan poliamin miktarlarina
bakilarak biberde de ayn1 durumun etkili oldugunu sdyleyebiliriz. Zaruri F; ¢esidi i¢in
20 mg/l ve 40 mg/l putresin igeren besin ortamlarinda anormal embriyo olusumunda
artig gortiliirken, gelisen bitki sayisi kontrole gore daha fazla olmustur.
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Ebrahimzadeh vd. (2018) tarafindan hiyarda (Cucumis sativus L.) yapilan bir
calismada bitki {lizerine farkli oranlarda 3 farkli poliamin piskiirterek, dollenmemis
yumurtaliklardan haploid bitki olusumuna etkisini gozlemlemistir. Elde ettikleri
tomurcuklardan ¢ikarilan anterler, gama 1sinina maruz birakilmis ve polenleri tozlasma
icin kullanilmistir. Yapilan arastirma sonucu, poliamin konsantrasyonlar1 arttik¢a
embriyo olusumunun azaldigi belirtilmigtir. Erim (2019) tarafindan biberde shed-
mikrospor kiiltiirii tekniginin etkisi incelenmistir. Sivi ortam sayesinde mikrosporlarin
gelisimin  kolaylastigi, kati ortamda bulunan besin maddelerinden kolaylikla
faydalanildigi, s1v1 besin ortami azaldiginda iizerine ilave edilebilir oldugu belirtilmistir.
Yapilan ¢alismada farkli besin ortam kombinasyonlarinin ve dondr bitki gelisimlerinin
shed-mikrospor kiiltiiriinde basariy1 etkiledigi belirtilmistir. Benzer sekilde bu
calismada da ¢esit ve besin ortami farkliliklarinin etkisi gézlemlenmistir. Daha 6nce
Yurdakul (2022) tarafindan yapilan c¢alisamada, hiyarda ginogenesis yoluyla haploid
bitki elde etme {lizerine poliaminlerin etkisi arastirilmistir. poliaminlerin embriyo
olusturmada olumlu bir etkisi oldugu ve putresinin 6n plana ¢iktigi belirtilmistir.
Bununla birlikte hem putresin hem de spermidinin bitki sayisii1 arttirdigi
raporlanmistir. Bu c¢alismada da benzer sekilde farkli poliamin ve bunlarinfarkli
dozlariin etkilerinin gesitlere gore degisebilecegi belirlenmistir. Dolayisiyla, biberde
yapilacak olan ileriki ¢calismalarda daha iyi sonuglar alinacagi sdylenebilir.
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda 3 farkli kapya biber (Capsicum annuum L.) ¢esidi (Diyar Fy,
SF549 F; ve Zaruri F;) kullanilarak, anter ve shed-mikrospor kiiltiirii teknikleri
uygulanmis, farkli poliaminler ile dozlarinin etkileri incelenerek haploid bitki elde
edilmesi amaglanmistir. Poliamin uygulamasi olarak besin ortamina 20 mg/l ve 40 mg/I
konsantrasyonunda putresin ve spermidin ilavesi ile farkli besin ortami olusturulmustur.
Poliamin uygulamalar1 anter kiltiirii teknigine yanit vermistir. Shed- mikrosporu
kiiltiirii tekniginden kontaminasyon kaynakli hi¢ bitki elde edilememistir.

Cesitlerin hazirlanan besin ortami kombinasyonlarina nasil yanit verdikleri
degerlendirilmistir. Cesitler kiyaslandiginda her birinde farkli sonuglar elde edilmistir.
En fazla embriyo ve bitki olusturan ¢esit SF549 F; ¢esididir. Zaruri F; gesidi ise, sadece
putresin iceren besin ortami kombinasyonlarina iyi yanit vermistir. Poliamin
uygulamalarina en diisiik tepkiyi veren Diyar F; ¢esidi oldugu belirlenmistir.

Diyar F1, 20 mg/1 iceren besin ortami kombinasyonlarinda bitki olusturmustur.
40 mg/l igeren besin ortami kombinasyonlarinda anormal embriyo olusturdugu
gozlemlenmistir. Diyar F; ¢esidi i¢in daha az oranlarda poliamin igeren besin ortamlari
kullanilirsa daha 1yi sonuglar elde edilebilir. Elde edilen sonuglar diisiik oranlarda
kullanilan poliamin konsantrasyonlarinin Diyar F; cesidinde daha iyi sonuclar elde
edilebilecegini gostermistir.

SF549 F; cesidinde, kontrolle kiyaslama yapildiginda bitki olusumunda diistis
goriilmiistiir. Poliamin igeren besin ortamlart kiyaslandiginda ise 20 mg/l igeren
ortamlarin daha fazla embriyo olusturdugu gozlenmistir. 40 mg/l poliamin igeren besin
ortamlarinda ise bitki olusturma yiizdesi yiiksektir.

Calismada kullanilan diger g¢esit olan Zaruri F; ¢esidi, poliamin uygulamalarina
daha farkli tepki vererek spermidin igeren besin ortamlarinda diisiik sayida embriyo
olusturmustur. Bu ¢esitte poliamin uygulamasimnin anormal embriyo olusumunu
arttirdig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte putresin igeren besin ortamlarindan haploid
bitki eldesi ger¢ceklesmistir.

Daha once buna benzer bir calisma yapilmadigi i¢in 6zgiin degeri yiiksektir ve
sonraki ¢alismalara kaynak olusturabilecek niteliktedir. Biber 1slah1 ¢aligmalarinda bu
bulgular, daha hizli ve etkin sonuglar elde edilmesini saglayabilir. Bu ¢alisma, bitki
slaht calismalarinda 6nemli bir adim olup biber 1slah c¢aligmalarinin kisaltilmasina
katkida bulunabilir. Tezin yazim agamasina kadar biber haploid ¢aligmalarinda poliamin
uygulamalarina rastlanilmamistir. Bu yonii itibariyle ¢alisma bir ilki olusturmaktadir.
Calisma sonucunda, poliaminlerin haploid bitki elde etme siirecinde 6nemli bir rol
oynadig1 ve genotipler arasindaki farkliliklarin bu siirecte etkili oldugu gosterilmistir.
[lk kez boyle bir calisma vyiiriitiildiigii icin Ozgiin degeri yiiksektir. Gelecekteki
caligmalarda, daha fazla g¢esit/genotip, farkli biber tipleri ve farkli poliamin
kombinasyonlari ile arastirilmalar yapilmalidir.
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