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Ozet

Kahramanmaras kirmiz biberlerinde (Capsicum annuum L.) yiiriitiillen bu ¢alismada androgenesis yoluyla in
vitro haploid embriyo olusturma amaglanmigtir. Ta¢ yapraklari agmamis biber ¢igcek tomurcuklari igerisinden
cikarilan tek cekirdekli polen asamasindaki anterler énceden hazirlanmis MS besin ortamlarma dikilerek belirli
sicaklik ve 1s1k rejimi altinda kiiltiire alinmislardir. Anterlerden dogrudan embriyogenesisin saglanmasi amaciyla
besin ortamlarina biiylime diizenleyicilerden oksinlerden NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/1) ve 2,4-D (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l)
ile sitokininlerden BAP (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l) ve kinetin (0.1, 1.0, 5.0 mg/l) ilave edilmistir. Ayrica besin
ortamlarina aktif komiir (% 0.25) ve AgNO; (10 mg/l ) ilave edilerek denenmistir. Farkli hormonal igerikli besin
ortamlar1 {izerinde kiiltiire alinan anterlere yedi giin siire ile (1) 4 °C (karanlikta), (2) 29 °C (karanlikta), (3) 35 °C
(karanlikta) olmak iizere 3 farkli 6n sicaklik uygulamasi yapilmistir: Bu arasgtirmada anterlere farkli oksin—sitokinin,
aktif komiir ve AgNO; iceren besin ortamlar ile degisik 6n sicaklik uygulamalarindan olusan toplam 37 uygulama
yapilmistir. Arastirma siiresince toplam 9750 anter dikilmis ve bazi ortamlarda anterlerde yalnizca kallus geligimi
olurken, MS + 0.1mg/l BAP + 4 mg/l NAA + % 0.25 aktif kémiir + 10 mg/l AgNO; bilesimli besin ortamina dikilen
anterlerde hi¢ kallus gelisimi olmadan % 2.8 oraninda haploid embriyo gelisimi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber, Capsicum annuum L., In vitro, Androgenesis, Haploid embriyo.

In vitro Haploid Embryo Induction via Androgenesis in Hot Pepper

Abstract

The aim of this study was to obtain in vitro haploid embryos within the Kahramanmaras red peppers
(Capsicum annuum L.) via androgenesis. The anthers, at the stage of uninucleate microspore excised from the
unopened buds, placed onto the MS media and kept under the certain temperature and light. In order to induct direct
embryogenesis through the anthers, a range of oksin (2.0, 4.0, 6.0 mg/l NAA and 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l 2,4-D) and
cytokinin (0.1, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l BAP and 0.1, 1.0, 5.0 mg/1 kinetin) were added. Activated charcoal (0.25 %) and
AgNO0; (10 mg/l) were also included in the media. The following three different temperature pre-treatments were
applied to cultured anthers for a week: control, 4 °C, 29 °C and 35 °C (without illumination). During the course of
this research, a total of 37 treatments including different concentrations of oksin-cytokinin, activated charcoal and
temperature pre-treatments were applied. A total of 9750 anters were cultured and some did produce callus. The
anthers (327 in number) cultured on a media composed of MS+0.1mg/l BAP +4mg/l NAA + 0.2 % aktivated charcoal
+ 10 mg AgNO; did not produce callus; however 9 embryos were developed from 3 anthers. With this media, the
embryo/anther rate was 2.8 %.

Keywords: Pepper, Capsicum annuum L., androgenesis, in vitro, haploid embryo
1. Giris

Toz ve pul biber yapiminda kullanilan,
iilkenin i¢ gereksinimini sagladigr gibi

bakimdan karigtk populasyon halinde
bulunmasidir. Bu durum goz oniine alinarak

digsatim1 da yapilan ve adimi aldigr il ile
adeta Ozdeslesmis olan Kahramanmaras
kirmizi  biberinin  yetistiriciligindeki en
onemli  sorunlardan  biri  yetistirilen
biberlerin ¢esit niteliginde olmay1p genetik

mevcut materyalden yola cikilip standart
cesitlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Klasik yolla yapilacak bir 1slah
caligmasinda bu amaca ulagilabilmesi ¢ok
uzun siire almaktadir. Biberde in vitro anter

" Bu aragtirma TUBITAK-TOGTAG / TARP-2024 No’lu proje kapsaminda desteklenmistir.
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veya mikrospor kiiltiirleri  kullanilarak
androgenesis yoluyla haploid bitkiler elde
edilmekte ve baz1i kimyasallarla bu
haploidler “doubled haploid” duruma
getirilerek, 2-3 yil gibi kisa bir siirede, 1slah
programlarinda yer alacak olan mutlak
homozigot hatlar saglanabilmektedir. Abak
(1986), biberde 1slah siiresinin kisaltilmasi
icin anter Kkiiltiirii yOntemini Onermis ve
klasik yontemlerle 5-6 yil stiren kendilenmis
hat elde etme siiresinin bir yila
indirilebilecegine dikkat gekmistir.

Biberde anter kiiltiirii ve bitki
regenerasyonu ile ilgili ilk ¢alismay1 yapan
Wang ve ark. (1973), tek c¢ekirdekli,
mikrosporlu  sathadaki anterleri, bazi
mikroelementler ve vitaminlerle modifiye
edilmis ve kinetin ile NAA veya 2-4 D ilave
edilmis MS ortaminda in vitro kiiltiire alarak
kallustan haploid bitkicikler
gelistirmislerdir. Biber tiirlerinde in vitro
anter kiiltiiri yoluyla haploid bitkilerin
rejenerasyonu  ile  ilgili  arastirmalar
giinimiize kadar uzanmaktadir (George ve
Narayanaswamy, 1973; Kao ve ark. 1973;
Sibi ve ark., 1979; Dumas de Vaulx ve ark.,
1981; Abak, 1984;; Morrison ve ark., 1986a;
Mityko ve ark. 1995; Ochoa-Alejo ve
Ramirez Malagon, 2001).

Cesitli arastiricilar biberde in vitro
androgenesisin basarisini etkileyen baslica
faktorlerin donor bitkilerin yast (Mityko ve
ark. 1995), yetisme kosullar1 (Kristiansen ve
Andersen, 1993), tomurcuk ve
mikrosporlarin gelisim sathasi (Saccardo ve
Devreux 1974; Sibi ve ark., 1979; Gonzales-
Melendi ve ark., 1996), 6n inkubasyon
uygulamasi (Dumas de Vaulx ve ark., 1982;
Morrison ve ark., 1986b; Munyan ve ark.,
1989), besin ortamlarinin bilesimi (Novak,
1974; Wang ve ark.,, 1981; Abak, 1984;
Vagera ve Havranek, 1985; Munyan ve ark.,
1989; Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997; Gyulai
ve ark., 2000) ve genotipler (Wang ve ark.,
1981; Abak, 1984; Morrison ve ark., 1986b;
Mityko ve ark. 1995; Dolcet-Sanjuan ve
ark., 1997; Ochoa-Alejo ve Ramirez
Malagon, 2001) oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde yerli biber genotipleri
tizerinde ilk kez Abak (1984) tarafindan
baglatilan anter kiiltiirii c¢alismalar1 halen
stirdiiriilmektedir (Boyaci, 2001; Tipirdamaz
ve Ellialtioglu, 2002; Ercan ve Biner, 2002;
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Ciner ve Tipirdamaz, 2002). Comlekcioglu
ve ark. (1999), baz1 yerli biber
populasyonlarinda yaptigi anter kiiltiirii
calismalarinda, bitki gelisimini
diizenleyicilerden NAA ve BAP'm besin
ortamlarinda birlikte kullanilmasinin  ve
kiltirtin  ilk haftasinda +35°C  sicaklik
uygulamasmin olumlu sonu¢ verdigini

bildirmiglerdir. Comlek¢ioglu ve ark.
(2001)nin~ Urfa ve  Kahramanmaras
biberlerinde  yaptiklar1  anter  kiiltiirii

caligmasinda, 4 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP, %
0.25 aktif komiir igeren MS temel besin
ortamina  AgNO; ilave  edildiginde
androgenik embriyolar elde edilebildigini,
tomurcuklarin embriyo olusturma oraninin
genotiplere gore degistigini ve Urfa
genotiplerinde tomurcuklarin % 50'sinin,
buna karsin Kahramanmaras genotiplerinde
tomurcuklarin ancak % 7.5'inin embriyo
olusturdugunu belirtmislerdir. Ellialtioglu ve
ark. (2001a), Kahramanmaras biber
genotiplerinde yaptiklarni anter  kiltiirii
calismasinda iki farkli besin ortaminin ve
ortamlara eklenen aktif komiir ile havug
ekstraktinin embriyogenesis iizerine onemli
bir etkisi olmadigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, Kahramanmaras kirmiz
biberlerinde  (Capsicum  annuum  L.)
androgenesis yoluyla in vitro haploid
embriyo olusturma iizerine farkli oksin ve
sitokinin kombinasyonlarinin etkisi
arastirilmgtir.

2. Materyal ve Yontem

Bu caligmada bitkisel materyal olarak
Kahramanmaras kirmizi  biberi  olarak
bilinen ve pul biber yapiminda kullanilan
populasyon niteligindeki biber (Capsicum
annuum L) bitkilerinin anterleri
kullanilmigtir. Arastirma 1999-2001 yillar
arasinda ii¢ y1l siirmiistiir.

Acik tarla kosullarinda yetistirilen ve
may1s ayinin ortalarindan itibaren
ciceklenmeye baslayan bitkilerden ¢igek
tomurcuklart henliz agmadan toplanarak
laboratuvara  getirilmistir.  Burada tag
yapraklar1 agmamis ve kaliks ile korolla ayni
seviyede ya da korollanin kaliksden 1-2 mm
uzun oldugu safhada bulunan tomurcuklar
ayrilarak  denemede  kullanmilmig, bu



donemden daha erken ya da daha geg
geligme  safhasinda olan  tomurcuklar
atilmistir.

Cicek tomurcuklari, 1-2 damla Tween-
20 ilave edilmis % 15°lik NaOCl igerisinde
15 dakika bekletilerek ylizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. NaOCl
igerisinde steril kabine almman tomurcuklar
15 dakikalik dezenfeksiyon siiresi sonunda
ic kez steril saf sudan gecirilerek
dezenfektanin  tamamen uzaklastirilmasi
saglanmigtir. Steril kagit havlu arasina
alman tomurcuklar hafifce kurulandiktan
sonra pens ve bistiiri yardimiyla acilmig ve
icerisinden anterler dikkatlice,
zedelenmeden  ¢ikarilmistir.  Anterlerden
acik yesil (kiltiir i¢in erken sathada) veya
koyu mor (kiiltiir i¢in ge¢ sathada) renk
almig olanlar ayrilarak atilmis, u¢ kisimlar
cok hafif menekse rengi (eflatun) alan
anterler ayrilarak flamentleri bir bistiiri
yardimiyla kesilip uzaklastirildiktan sonra
onceden hazirlanip sterilize edilmis besin
ortamlar1  lizerine dorsal kismi besin
ortamlarina temas edecek sekilde
dikilmiglerdir. Dikimden sonra hemen
kapaklar1 kapatilan petrilerin kenarlar1 seffaf
folyo ile sarilarak disardan herhangi bir
bulagiklik olmas1 dnlenmistir.

Petri kaplar1 igerisindeki ortamlara
dikilen  anterler, 0n  sicaklik  soku
uygulandiktan sonra, 3600 Lux cool day
light floresan ile aydinlatilan,16/8 saat
aydmlik/karanlik olmak iizere 151k rejiminde,
2541°C sicaklikta iklim odasinda 8-10 hafta
bekletilmislerdir.

Eksplantlarin ~ kiiltiire  alimmasinda
makro ve mikro besin elementleri ile
vitaminleri igeren Murashige ve Skoog
(1962) (MS) temel besin  ortami
kullanilmistir. Ayrica MS ortamina 100 mg/1
myo-inositol, karbon kaynagi olarak 30 g/l
sakkaroz ve ortam katilastiric1 olarak da 8
g/l agar ilave edilmistir. Anterlerden
dogrudan  embriyogenesisin  saglanmasi
amactyla biiylime diizenleyicilerden oksin
ve sitokininler kullanilmistir. Oksinlerden
NAA (2.0, 4.0, 6.0 mg/1) ve 2,4-D (1.0, 2.0,
3.0, 4.0 mg/l) ile sitokininlerden BAP (0.1,
1.0, 2.0, 3.0 mg/l) ve kinetin (0.1, 1.0, 5.0
mg/l) denenmistir. Oksin ve sitokininlerin
farkli kombinasyonlar1 olusturularak besin
ortamlarina katilmigtir. Ayrica aktif komiir
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(% 0.25) ve calismanin son asamasinda 10
mg/l  AgNO; besin ortamlarina ilave
edilmistir.

Hazirlanan besin ortamlarma agar
ilave edilmeden once ortamim pH’s1 5.8’
ayarlanmigtir. Besin ortamlari otoklavda
121°C’de, 1.5 Atm. basing altinda 15 dakika
siire ile sterilize edildikten sonra steril kabin
icerisinde petri  kaplarina dokilmiistiir.
Kapaklan kapatilarak kenarlar1 seffaf folyo
ile sarilan bu petriler, kullanilincaya kadar
kisa siireli olmak iizere (8-10 giin)
buzdolabinda muhafaza edilmislerdir.

Kiltir ~ asamasinda  eksplantlarin
gelisimleri her hafta periyodik olarak
incelenerek anterlerdeki kallus olusumu ile
dogrudan embriyogenesis belirlenmistir.

3. Bulgular

Mayis aymnin ikinci yarisindan ekim
ayt sonuna kadar siirdiirilen I. il
caligmalarinda baglangicta MS temel besin
ortamina oksin ve sitokininlerden BAP (1-2-
3mg/l) ve NAA (2-4 mg/l)’min farkh
kombinasyonlar1 ve % 0.25 gr/l aktif kdmiir
ilave edilerek denenmistir.

Farkli  konsantrasyonlarda  oksin-
sitokinin kombinasyonlar ilave edilen MS
besin ortami1 iizerinde kiiltlire alinan
anterlere yedi giin siire ile (1) 4°C
(karanlikta), (2) 29°C (karanlikta), (3)35 °C
(karanlikta) olmak tizere O0n sicaklik soklari
uygulanmig, 6n uygulama yapilmayanlar
kontrol olarak kullanilmistir. On uygulama
sonras1 anterlerin i¢inde bulundugu petriler
25 + 1°C olan iklim odasina alinirken 6n
sicaklik uygulamasi yapilmayan anterler
dogrudan iklim odasina alinmigtir.

Farkli besin ortami kompozisyonlari,
on sicaklik soklari, her uygulamada
kullanilan anter sayilar1 ve anterlerin in vitro
kiiltirde verdigi tepkiler Cizelge 1’de
sunulmustur. Cizelge 1’de goriildiigii gibi bu
gelisme donemi igerisinde toplam 3153 adet
anter in vitro kiltire almmis ve yapilan
on uygulamalar ile besin ortamlarina
ilave edilen farkli oksin ve
sitokinin ~ kombinasyonlarmin  dogrudan
embriyogenesiste  basar1  saglayamadigi
gozlenmistir. Ancak 56 anterde kallus
olusumu gozlenmigtir. Steril kosullarda
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Cizelge 1. Farkli Hormon Kombinasyonlar1 Igceren Besin Ortamlarina Dikilen ve Farkli On
Uygulamalar Yapilan Anterlerin Kallus veya Dogrudan Embriyo Olusturmalari.

Kullanilan Besin Ortami  + Hormon| Dikilen | Kallus Embriyo Toplam | Embriyo
Kombinasyonlar1 + On Uygulamalar anter | olusturan | olusturan | embriyo | olusturma
sayisl |anter sayisl|anter sayisi| sayisl orant
(adet) (adet) (adet) (adet) (%)
I- MS + 1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + 227 37 - -
2- MS + 1 mg/I BAP + 4 mg/l NAA + 185 1 - -
4 °C 6n 6n sicaklik soku
3- MS + 1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + 174 17 - - -
29°C 6n sicaklik soku
4- MS + 1 mg/l BAP +4 mg/l NAA + 652 - - - -
35°C on sicaklik soku
5- MS + 1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + 306
% 0.25 aktif komiir + On uygulamasiz - - - -
6- MS + 1 mg/l BAP +4 mg/l NAA + 171
% 0.25 aktif komiir+ 4°C 6n sicaklik soku - - - -
7- MS + 1 mg/l BAP +4 mg/l NAA + 558 1
29°C 6n sicaklik soku - - -
8- MS + 1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA +| 364
% 0.25 aktif komiir + 35°C 6n sicaklik soku - - - -
9- MS + 2 mg/l BAP +2 mg/l NAA +35°C| 225 - - -
on sicaklik soku
10- MS + 3 mg/l BAP + 2 mg/l NAA +| 291 - - - -
35°C 6n sicaklik soku
TOPLAM 3153 56 - - -
anterlerden bir bistiiri yardimiyla alinarak aktarilmislardir. Kalluslarin - MS  ortami
bitkiye doniistiiriilmek iizere MS ortamina iizerindeki gelismeleri bir siire devam
aktarilan bu kalluslar gelismelerine bir siire etmistir. Bunlardan 3 tanesinde Dbitki

devam etmis daha sonra kahverengileserek
stirgiin olusturma 6zelligini kaybetmislerdir.

Yukarida belirtilen 6n uygulama ve
besin ortamlarinda anterlerden haploid
embriyo ve bitki eldesi saglanamamasi
tizerine Onceki besin ortamlarina ilave edilen

oksin ve sitokininlerde degisiklikler
yapilarak NAA yaninda 2,4-D de denenmis,
kiiltirlere sadece 35 °C 6n sicaklik

uygulamasi yapilmigtir. Kullanilan oksin ve
sitokinin konsantrasyonlarina gore 14 farkh
ortam hazirlanmustir. Bu ortam
kompozisyonlari, dikilen anter sayilari,
embriyo ve kallus olusumu ile ilgili bulgular
Cizelge 2’de verilmistir. Cizelge 2’den de
goriilecegi gibi toplam 3367 adet anter in
vitro kiltiire alinmigtir. Anterlerden 284’0

kallus olustururken dogrudan
embriyogenesiste olumlu tepki
alinamamustir.

Bu kalluslar olusumlarindan yaklasik
30 giin sonra, steril kosullarda anterlerden
bir bistliri yardimiyla alinarak bitkiye
dontstiiriilmek  lzere  MS  ortamina
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olusumu baglangicina benzer yapida tiiysii
gelismeler goriilmiis, ancak tam bir bitkiye
doniisemeden kahverengilesme-kararma
baslamis ve bir siire sonra canliliklarini
yitirmiglerdir.

1999 yili c¢aligmalarinda MS temel
besin ortamima ilave edilen oksinlerden
NAA ve 2,4-D’nin dogrudan
embriyogenesiste basar1 saglayamadigi, on
sicaklik uygulamalarmmdan da bu yolda net
bir tepki alinamadigi, aktif komiir ilavesinin
kallus olusumunu baski altina aldig1 ancak
embriyogenesis lzerine olumlu bir etki
saglamadig1 gozlenmistir.

Calisma 2000 yilinda yinelenmis
ancak Onceki donemlerde kullanilan besin
ortamlarinda anterlerden dogrudan
embriyogenesis saglanamamasi nedeniyle
bu dénemde daha 6nceki besin ortamlarina
ilave edilen oksin ve sitokininlerde
degisiklikler yapilmistir. Besin ortamlarina
daha once kullanilmamis olan kinetin (0.5-
0.1-5mg/1) ilave edilerek, NAA (0.1-1-4
mg/l) ve 2,4-D (0.1-1-4mg/l) ile farkli
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Cizelge 2. Farkli Hormon Kombinasyonlar1 igeren Besin Ortamlaria Dikilen Anterlerin Kallus

veya Dogrudan Embriyo Olusturmalari.

Dikilen Kallus Embriyo | Toplam | Embriyo

anter olusturan | olusturan | embriyo | olusturmal
Kullanilan besin ortam1 + Hormon| sayist | anter sayisi| anter sayisi| sayisl orant
kombinasyonlari (adet) (adet) (adet) (adet) (%)
I-MS + 1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA 562 53 - - -
2-MS + | mg/l BAP + 4 mg/l NAA+ 143 - - - -

% 0.25 aktif kdmiir

3-MS + 2 mg/l BAP +2 mg/l NAA 246 18 - - -
4- MS + 3 mg/l BAP + 2 mg/l NAA 291 23 - - -
5-MS + 2 mg/l BAP + 6 mg/l NAA 155 20 - - -
6- MS + 3 mg/l BAP + 6 mg/l NAA 152 20 - - -
7-MS + 1 mg/l BAP + 1 mg/1 2,4-D 231 - - - -
8- MS + 1 mg/l BAP + 2 mg/1 2,4-D 314 9 - - -
9-MS + 1 mg/l BAP + 3 mg/12,4-D 251 54 - - -
10- MS + 1 mg/l BAP + 4 mg/1 2,4-D 170 - - - -
11- MS + 2 mg/l BAP + 1 mg/1 2,4-D 247 23 - - -
12- MS + 2 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D 112 17 - - -
13- MS + 2 mg/l BAP + 3 mg/1 2,4-D 331 30 - - -
14- MS + 2 mg/l BAP + 4 mg/l 2,4-D 162 17 - - -
TOPLAM 3367 284 - - -

Kombinasyonlari denenmistir. MS egiliminde olan bu oksinlerin kinetin

ortamlarina 3 farkli kinetin tarafindan dengelenerek bu etkinin ortaya

konsantrasyonunun tek basina veya NAA ya
da 2, 4-D'nin degisik konsantrasyonlar ile
kombine edilerek katilmasiyla 21 farkh
besin ortami1 olusturulmustur (Cizelge 3).

Farkli hormon kombinasyonlari igeren
besin ortamlari ve yedi giin siire ile 35°C 6n
sicaklik uygulamasi yapildiktan sonra bu
ortamlara dikilen anterlerin sayisi, embriyo
ve kallus olusturmalart ile ilgili bulgular
Cizelge 3°de verilmistir.

Kiiltiire alinan anterlerin in vitro
kosullardaki  gelismelerinde  anterlerden
dogrudan embriyo olusumu goézlenmemistir.
Kinetin ile birlikte NAA ve 2,4-D’nin
kombine edildigi ortamlarda yine kallus
olusturma egilimi gozlenirken, kinetinin tek
basma  kullanildigi  ortamlarda  kallus
meydana gelmemistir (Cizelge 3). NAA ve
2,4-D’nin kombinasyonlarinda diisiik ya da
yiiksek konsantrasyonda olmalarinin
anterlerden kallus olusturulmasinda anlamli
bir iliski kurulamamustir. Yiiksek
konsantrasyonlarda kallus olusturma

ctkmasini engelledigi sdylenebilir.

2001 yilinda yinelenen ¢aligmada,
onceki iki yilda elde edilen sonuglar ve bu
konuda baska arastiricilar tarafindan yapilan
son arastirmalar da dikkate almnarak tiim
kiiltiirlerde, 0.1 mg/l BAP ve 4 mg/l NAA
iceren MS temel besin ortamima 10 mg/l
AgNO;, 2 g/l aktif komiir ilave edilerek
hazirlanmis ortamlar kullanilmstir.

Bu donem igerisindeki c¢aligmada
kullanilan ortamlar, dikilen anter sayilari,
kallus olusumu, dogrudan embriyogenesis
ile ilgili bulgular Cizelge 4’de sunulmustur.

Toplam 327 adet anter besin ortami
tizerine dikilmistir. Petriler icerisinde kiiltiire
alinan anterler 25 £1 °C 'de 5-6 giin iklim
odasinda tutulduktan sonra 5 giin siireyle 35
°C' lik yiiksek sicaklik sokuna maruz
birakilmistir. Anterler daha sonra yeniden
iklim odasinda 25+1°C’de tutulmuslardir.
Anterlerin in vitro gelismelerinde ilk kez
dogrudan embriyo olusumu saglanirken
kallus olusturma egilimi goézlenmemistir.
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Kiiltiire alinan anterlerin 3’tinde dogrudan
embriyo olusumu izlenmis ve bu anterlerden
toplam 9 adet embriyo gelismistir.
Embriyolarin birinde kisa bir kokciik ve
hipokotil gelismis, ancak hormonsuz MS
ortamina aktarilmasina ragmen siirgiin
gelistirememis ve tam bir bitkiye doniismede
basarisiz olmustur.

4. Tartisma ve Sonug¢

anterlerin uygun gelisme safhasinda (tek
cekirdekli polen gelisme doneminin sonu I.
mitoz baslangict) kiiltiire alindigint ve bu
donemin tomurcuklarin ve anterlerin dis
goriiniislerine bakarak tespit edilebilecegini
gostermektedir. Bu durum Abak (1984),
Comlekcioglu ve ark. (1999) ile Ercan ve
Biner (2002) tarafindan da belirtilmistir.

On sicaklik uygulamalarinin ve oksin-
sitokinin kombinasyonlarinin  genotiplere
gore optimize edilmesi gerektigi, bunun

Bu ¢aligmada denenen tiim oksin ve

sitokinin ~ kombinasyonlarinda
uzun siire canliligini

anterlerin
muhafaza etmesi,

ozellikle

kallus
embriyogenesis

i¢in

olusturmadan,
onemli

dogrudan
oldugu

goriilmiigtiir. Bu bulgu Dumas de Vaulx ve

Cizelge 3. Farkli Hormon Kombinasyonlar1 igeren Besin Ortamlarina Dikilen Anterlerin Kallus

veya Dogrudan Embriyo Olusturmalari.

Kullanilan besin ortami + Hormon | Dikilen Kallus Embriyo Toplam | Embriyo
kombinasyonlari anter olusturan | olusturan | embriyo | olusturma
sayisl anter say1si| anter sayisl|  sayisl orani
(adet) (adet) (adet) (adet) (%)
1- MS + 0.5 mg/l kinetin 133 - - - -
2- MS + 1 mg/l kinetin 149 - - - -
3- MS + 5 mg/l kinetin 137 - - - -
4- MS + 0.5 mg/l kinetin + 0.1mg/l NAA 179 - - - -
5- MS + 0.5 mg/l kinetin + 1 mg/l NAA 294 25 - - -
6- MS + 0.5 mg/l kinetin + 4 mg/l NAA 189 - - - -
7- MS + 1 mg/l kinetin + 0.1 mg/l NAA 140 - - - -
8- MS + 1 mg/l kinetin + 1 mg/l NAA 155 5 - - -
9- MS + 1 mg/l kinetin + 4 mg/l NAA 139 12 - - -
10- MS + 5 mg/l kinetin + 0.1 mg/l NAA 131 - - - -
11- MS + 5 mg/l kinetin + 1 mg/l NAA 115 4 - - -
12- MS + 5 mg/l kinetin + 4 mg/l NAA 120 - - - -
13- MS+ 0.5 mg/1 kinetin +0.1mg/1 2,4-D 126 15 - - -
14- MS + 0.5 mg/l kinetin + 1 mg/1 2,4-D 155 4 - - -
15- MS + 0.5 mg/l kinetin + 4 mg/1 2,4-D 151 - - - -
16- MS + 1 mg/l kinetin + 0.1 mg/1 2,4-D 130 15 - - -
17- MS + 1 mg/l kinetin + 1 mg/1 2,4-D 129 27 - - -
18- MS + 1 mg/l kinetin + 4 mg/1 2,4-D 124 - - - -
19- MS + 5 mg/l kinetin + 0.1 mg/1 2,4-D 115 9 - - -
20- MS + 5 mg/l kinetin + 1 mg/1 2,4-D 122 1 - - -
21- MS + 5 mg/l kinetin + 4 mg/1 2,4-D 104 - - - -
TOPLAM 2903 117 - - -

Cizelge 4. Farkli Hormon Kombinasyonlari igeren Besin Ortamlarina Dikilen Anterlerin Kallus

veya Dogrudan Embriyo Olusturmalari.

Besin ortamlar1 + hormon Dikilen Kallus Embriyo Toplam | Embriyo

kombinasyonlari anter olusturan | olusturan | embriyo | olusturma
sayisi anter sayisi| anter sayisi sayisi orant
(adet) (adet) (adet) (adet) (%)

MS + 0.1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + 327 - 3 9 2.8

% 0.2 aktif karbon + 10 mg AgNO;

TOPLAM 327 - 3 9 2.8
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ark. (1980)’lar1 ile uyumludur. Ayrica,
stirekli yiiksek sicaklikta tutulan anterlerde
embriyo gelisim oranmnin yiiksek olduguna
Terzioglu ve ark. (2000) dikkat cekmektedir.

Etilen inhibitorii olarak  bilinen
AgNOs’lin bu galigmada da olumlu sonug
vermesi etilen iiretiminin Kahramanmaras
biberinde dogrudan embriyogenesiste
onemli rol oynadigimi gdstermektedir.
Birgok arastirict da AgNO;’lin bu etkisine
isaret etmistir (Evans ve Batty, 1994; Hyde
ve Phillips, 1996; Coémlekgioglu ve ark.
2001).

Anter kiiltiirlerinde genotip etkisinin
kiiltire  tepki vermede en  Onemli
faktorlerden biri olduguna bu konuda
caligma yapan tim arastiricilar dikkat
cekmektedir (Pierik, 1987; Veilleux, 1994;
Trigiano ve Gray, 1996; Reynolds, 1997).
Yerli genotiplerde anter kiiltiirii ¢aligmasi
yapan Comlekcioglu ve ark. (2001) ile
Ellialtioglu ve ark. (2001a) da anter
kiltiirtine  tepkilerinin ~ Kahramanmarag
genotiplerinde  oteki  genotiplere  gore
oldukca diisiik oldugunu belirtmektedirler.
Terzioglu ve ark. (2000) Kahramanmarag
biber genotiplerinde en yiiksek embriyo
olusum oraninin 4.8 oldugunu belirterek
elde edilen embriyolarin bitkiye doniisim
oranlarinin ¢ok diisik diizeyde kaldigimm
bildirmislerdir. Ellialtioglu ve ark. (2001b)
besin ortamlar1 ve inkubasyon kosullarinin
optimize edilmesinin androgenetik basarida
genotipten kaynaklanan olumlu ya da
olumsuz tepkiyi ortadan kaldiramayacagini

vurgulamstir,
Sonug olarak Kahramanmarag kirmizi
biberlerinde  dogrudan  embriyogenesis

sadece 0.1 mg/l BAP + 4 mg/l NAA + % 0.2
aktif karbon + 10 mg AgNO; bulunduran
MS ortamma dikilen anterlerde meydana
gelmis ve embriyo olusturma orani % 2.8
olmustur. Bu oranm yiikseltilmesindeki
basarinin arttirilmasi i¢in, anter kiiltiirline
kolay tepki vermeyen genotipler oldugu bu
aragtirmada da ortaya konulmus olan
Kahramanmaras kirmizi biber genotipleri

icin  yOntemin optimize  edilmesi
calismalarina devam edilmesi
gerekmektedir.  Ayrica, bu  aragtirma

kapsaminda denenmemis olan, ortamin CO,
ile periyodik olarak zenginlestirilmesi,
anterlerin  6n sicaklik uygulanmaksizin

G. CAGLAR, V. ARAS, A. BAYRAM

siirekli yiiksek sicaklikta tutulmasi, etilen
tiretiminin inhibe edilmesinde Ag,(SOs)’1n
da denenmesi, kiiltiir baslangicinda kisa
siireli “starvation” kiiltiirii yapilmasi, c¢ift
fazli kiiltiirlerin ~ kullanilmasi gibi bazi
uygulamalarin arastirilmasi, standart biber
anter kiiltiiri prosediiriine kolay tepki
vermeyen Kahramanmaras kirmizi biberi
genotipinde yararli olabilir.
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