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Ozet

Biber bitki doku kiiltiirii teknikleri ve biyoteknoloji ¢aligmalari aracilig: ile gelistirilmeye uygun olup,
ekonomik anlamda tilkemizde ve diinyada 6nemli bir yere sahiptir. Biber doku kiiltiirii ¢alismalar1 kapsaminda
anter ve mikrospor embriyogenesisi de igine alan androgenesis ¢alismalari siklikla yapilmaktadir. Ancak biberin
inatg1 olarak tabir edilen genetik yapisindan 6tiirii elde edilen haploid embriyo ve bitki rejenerasyonu frekanslari
diisiik seviyelerde kalmaktadir. Bu ¢aligmada bitki fizyolojisinde olduk¢a 6nemli bir rol oynadig: bildirilen ve
monokot bitkilerde androgenesis iizerine olumlu etkileri bildirilen bakirin biberde embriyogenesis yoluyla
haploid embriyolarin ve bitkiciklerin olusumu iizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda
(3, 5, 10, 15 uM) bakir siilfat anterlerin 6n uygulama ortamlarma eklenmistir. Daha sonra 6n uygulama
ortamindaki bakir siilfat oranlarinin aynisi kiiltiire alma ortami olarak kullanilan MS besi ortamlarina da ilave
edilmis ve embriyogenesis iizerine etkileri degerlendirilmigtir.

Anahtar kelimeler: Biber, haploid, anter kiiltiiri, CuSOy

Influence of Copper Sulphate on Embryogenesis in Pepper (Capsicum annuum L.)

Abstract

Pepper is a suitable plant to grow through plant tissue culture methods and biotechnological studies and
also it has great importance in economic terms both in Turkey and all across the world. Within the scope of
pepper tissue culture studies, androgenesis studies, anther and microspore embryogenesis, are frequently carried
out. However, plant regeneration frequencies and haploid embryo ratio are still low due to the recalcitrance
structure of pepper plants. In this study, influence of copper, which positive effects are reported on monocot
plants, on obtaining haploid embryos and plantlets through androgenesis in pepper was investigated. To serve the
purpose, copper sulphate (CuSOy) in different concentrations (3,5,10,15 #M) was added to media and its effects
were recorded. Experiment results revealed that copper sulphate might have a positive impact on induction of
embryogenesis in pepper but further studies are required.
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Giris bitki eldesi birka¢ ay gibi kisa siirede
wslah gerceklestirilebilmektedir.  Elde  edilen  bu
homozigot bitkiler hibrid ¢esitleri gelistirmek igin
gerekli olan homozigot hatlarin eldesinde ve
genetik cesitlilik yaratarak yiliksek kaliteli yeni
gesitler gelistirmede olduk¢a dnem kazanmaktadir.

Biberde uygulanan  geleneksel
programlart olduk¢a zaman ve is giicii gerektiren
yontemleri kapsamaktadir. Bu baglamda 1slah
sliresinin  kisaltilmasindaki yetenegi bakimindan
haploidi tekniginin bitki 1slahinda tartigmasiz bir o :
degeri vardir. Haploid bitki tiretiminde en dnemli Monokot  bitkilerde yapllan birgok
uygulamalardan birisinin  homozigot dihaploid ¢alismaya bakildiginda, bu bitkilerden alinan
hatlar elde etmek oldugu bilinmektedir. Elbette cesitli eksplantlarin in vitro kiiltiirleri siiresince
geleneksel 1slah yontemleri kullanilarak yapilan ~ besin ortamlarma uygulanan bakir siilfatin pozitif
calismalarda da  homozigot hatlar elde etkileri bildirilmistir. Yine yapilan g¢alismalara
edilebilmektedir. Ancak bu siire¢ hem kendine bakildiginda, kiiltir ortammin igerisindeki bakir
tozlanan hem de yabanci tozlanan bitkilerde siilfat orani artirildiginda, genetik agidan inatgi
oldukga uzun zaman gerektirmektedir. Bu noktada ~ ©Olarak  tabir  edilen  bitki  gesitlerinin
siirecin kisaltilmast amaciyla haploidi rejenerasyonundaki verimin ve bu bitkilerden
tekniklerinden  yararlamlmakta ve geleneksel bitkiciklerin iiretiminin arttinldigt  g6zlenmistir
yontemlerle gergeklestirilen ¢aligmalarda en iyi (ijparowiez ve grk. 2002). Bug@ne kadar
ihtimalle 6-7 yil siiren bu siireg 1-2 yila kadar bildirilen anter ve mikrospor kiiltiirlerini kapsayan
kisaltilabilmektedir. ~ Giiniimiizde ~en  etkili ~ androgenesis calismalarinda biberin inater olarak
yontemlerden biri olan androgenesis teknigi tabir gdilen ge_netik yaplsmdar_l oturu elde edilen
kullantlarak haploid bitki ve homozigot dihaploid ~ haploid ~embriyolarm ve bitki rejenerasyonu
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frekanslarinin
goriilmektedir.

disik  seviyelerde  kaldigi

Bu calismada bitki fizyolojisinde oldukg¢a
o6nemli bir rol oynadigi bilinen ve monokot
bitkilerde androgenesis {iizerine olumlu etkileri
bildirilen bakirin CuS04.5H,0 biberde
embriyogenesis yoluyla haploid embriyo ve
bitkicik olusumu tizerine etkisi arastirilmastir.

Materyal ve Yontem

Calisma, Akdeniz Universitesi  Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirii
Laboratuvarinda  gerceklestirilmis olup, Gento
Tohum A.S.'nin seralarinda yetistirilen biber
bitkilerine ait tomurcuklar  kullanilarak
yuriitilmiistir.

Bitkisel materyal olarak Erciyes, Filinta ve
Belissa F; ¢esitleri kullamlmustir. Cigeklenmeye
baslayan bitkilerden anter kiiltiirii i¢in en uygun
asamada olan tomurcuklar sabah saatlerinde
toplanmustir. Daha 6nceki androgenesis ¢aligmalart
baz alindiginda, en uygun tomurcuk asamasinin
mikrosporlarin ge¢ tek cekirdekli veya erken gift

¢ekirdekli yapiya sahip oldugu 1. mitoz
boliinmenin basladigt safha oldugu
gozlemlenmistir  (Chambonnet,  1988). Bu

donemdeki ¢igek tomurcuklarmm morfolojisine
bakildiginda ise ¢anak ve tag¢ yapraklarin
boylarmin esit veya tag yapraklarin canak
yapraklardan hafifce uzun oldugu, ayn1 zamanda
anterlerin yaklagik yarisina kadar renk pigmenti
olan antosiyanin olusumu gézlenmistir.

Aragtirmada hem 6n uygulama ortamima
hem de besin ortami kombinasyonuna farkli
konsantrasyonlarda (0.1 'kontrol', 3, 5, 10, 15 uM)
CuS0,.5H,0 eklenmistir. Bu amagla anter kiilttirii
icin en uygun asamada olan tomurcuklarmn
%10'luk, 1-2 damla Tween-20 damlatilan sodyum
hipoklorit ~ soliisyonunda 15 dakika yiizey
sterilizasyonlart yapilmis daha sonra %70'lik
alkolde 1 dakika bekletilmistir. Tomurcuklar bu
islemlerden sonra 3-4 kez steril distile saf su ile
yikanmistir. Tomurcuklarin — sterilizasyonundan
sonra anterler izole edilerek filamentlerinden
ayrilmistir. {zole edilen anterler 6ncelikle ©n
uygulama ortami olan, yukarida belirtilen
konsantrasyonlarda CuSO45H,0O ve 62 g/l
mannitol igeren ortamlarda ve 32°C'de 3 giin
boyunca bekletilmistir. On uygulama siiresinin
sonunda anterler bu ortamlardan alinarak asil
kiltir ortamlarma aktarilmistir. Besin ortami
olarak Taskin ve ark. (2011)'nin yapmis olduklar

calismada kullandiklar1  besin  ortamlarindan
embriyogenesis bakimindan en iyi tepkiyi verdigi
gozlenen 3 nolu ortam modifiye edilerek
kullanilmigtir.  Yapilan modifiye islemi diger
eklentiler sabit kalmak suretiyle 30g/l siikroz
yerine 60 g/l maltoz eklenmesini ve 32 g/l
mannitol ilave edilmesini kapsamaktadir. Bunun
yani sira 6n uygulama ortamlarina eklenen farkli
konsantrasyonlarda CuS0,4.5H,0 kdiltiir
ortamlarma da eklenmistir. Boylece kontrol ortami
dahil olmak tizere 5 farkli besin ortanmu
kombinasyonu denenmistir. Taskin  ve ark.
(2011)'nin ~ yapmis olduklar1 ¢aligmada elde
ettikleri en yiiksek embriyo olusum orani
kullanilan 3 nolu ortamda ¢ikmasindan otiirii bu
caligmadaki besin ortamlart i¢in bu ortam
bilesenleri esas almarak bazi modifikasyonlar
yapilmustir.

Kiiltire alman anterler 28 °C'de 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot ve 3000 liiks
aydinlatmaya sahip olan biiyime odasina transfer
edilmis ve burada anter gelisme durumlari
(farklilagmasi, sismesi gibi), embriyo ve bitkicik
olusturma durumlari gbzlemlenmis ve
kaydedilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Androgenesis caligmalart igin en uygun
tomurcuk  biiytklikleri ve anter ozellikleri
saptandiktan sonra, bu tomurcuklardan alinan
anterlere 5 farkli 6n uygulama ortamui bileseni
uygulanip yine 5 farkli  besin  ortamu
kombinasyonunda kiiltiire alinmig olup meydana
gelen degisimler gozlenmistir. Basarili  bir
androgenesis caligmast igin, daha Once yapilan
caligmalarda da oldugu gibi Oncelikle c¢icek
tomurcuklarinin morfolojisi gz oniinde tutularak
en uygun tomurcuk asamasi belirlenmistir. Buna
gore, canak ve tag yapraklarin boylarmnin esit ya da
tag yapraklarin ¢anak yapraklardan biraz daha
uzun oldugu ve anterlerde u¢ kisimdan baglayarak
hemen hemen yarisma kadar renk farkliligt
gozlemlendigi, buna bagl olarak da antosiyanin
birikiminin ~ gergeklestigi, ayni zamanda bu
asamadaki  anterlerin  igerisinde  bulunan
mikrosporlarin ise I. mitoz asamasinda oldugu
bildirilmistir (Chambonnet, 1988; Caglar ve ark.
2004; Ciner ve Tipirdamaz, 2002; Kim ve ark.
2004, 2008; Lantos ve ark. 2009; Parra-Vega ve
ark. 2013a; Terzioglu ve ark. 2000). Bu asamada
secilen tomurcuklar bu c¢alismada da ideal
bulunmustur. Yine daha 6nce yapilmis olan anter
ve mikrospor kiiltiiri ¢aligmalarinda gegen 6n
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uygulama sicakliklari bakimindan biber i¢in ideal
olanin yiiksek sicakliklara maruz birakilmak
oldugu ve embriyogenesisi pozitif yonde etkiledigi
bildirilmig olup (Dumas de Vaulx ve ark. 1981,
Lantos ve ark. 2009, 2012, Parra-Vega ve ark.
2013b) bu caligmadan elde edilen sonuglarda
onceki ¢alismalarla uyum igerisindedir.

Cegsitler bazinda c¢alismada denenen her
uygulama igin dikilen anter sayilari, gelisme
gosteren anter sayilari ve bunlarin yiizde degerleri,
olusan embriyo ve bitkicik sayilari ile bunlarin
ylizde degerlerine ait degerler Cizelge 3, 4 ve S'te
verilmistir.

Kiiltiire alinan anterlerin inkiibe edildikleri
ilk birka¢ giinde karanlik kosullarla kombine
edilen yiiksek sicaklik 6n uygulamalarmm biber
anter kiiltiirinde embriyogenesis ¢alismalari i¢in
6nemi bir kez daha goriilmiistiir.

Caligmada  kullanilan ~ besin  ortami
kombinasyonlarima ilave edilen CuSO45H,O
oranlart bakimindan tepkiler degerlendirilecek
olursa, ¢eside de bagl olarak embriyogenesis
bakimindan  farkhiliklar ~ g6zlemlenmis  olup
CuS04.5H,0 orani arttikga hem anterlerin gelisme
durumlarinda  hem de embriyo olusturmada
azalmalar goriilirken, en iyi sonuglar 3 uM
CuSO45H,0 ilave edilen 2 nolu ortam
kombinasyonundan elde edilmistir. Yine
calismadan elde edilen sonuglara gore, test edilen
ti¢ farkli ¢esit igerisinde embriyogenesis agisindan
CuS04.5H,0'a en 1yi tepki veren ¢esidin Belissa
¢esidi oldugu belirlenmistir.

Sonug

Dikot bitkilerle monokot bitkiler &n
uygulama  ortamma  ve  besin  ortamu
kombinasyonuna eklenen bakir stilfat

konsantrasyonlar1 bakimidan karsilastirildiginda,
dikot bitkiler i¢in embriyogenesis frekansini
arttirmak amactyla daha disiik seviyedeki bir
konsantrasyonun  yeterli  oldugu  sonucuna
varilmigtir. Bakir siilfat konsantrasyonu arttikga
embriyogenesisi olumsuz etkiledigi goriilmistiir.
Buna gore en yiiksek embriyo ve bitkicik olusum
oranlar1 ¢aligmada test edilen 2 nolu ortamda elde
edilmistir. Ancak ortamlar arasinda, ¢esitlere bagl
olarak embriyo ve bitkicik olusturma bakimindan
onemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. G6z Oniinde
bulundurulan kriterler bakimindan incelendiginde
Filinta gesidinde en basarili anter gelisim oranlari
gozlemlenirken, embriyo olusturma ve bitkicik
gelisimi yoniinden ise Belissa ¢esidi olduk¢a

basarili bulunmustur. Sasirtici bir sekilde 5 nolu
ortamda ¢ ¢esitten ikisinde anter gelismesi
dikkate deger bulunurken, Erciyes g¢esidinde
gelisim oran1 %45'lerde kalmustir.
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Ortam Kodu Mannitol dozu (g/l) CuS0,4.5H,0 dozu (uM/1)
1 (kontrol) 62 0.1

2 62 3

3 62 5

4 62 10

5 62 15

Cizelge 2. Calismada kullanilan besin ortamlarinin igerigi

Ortam Kodu Temel Akt f AgNO; dozu NAA dozu BAP dozu Seker dozu Mannitol CuS04.5H,

bilesim Komiir (mg/l) (mg/1) (mg/1) (maltoz) dozu (g/1) O dozu
dozu (%) (g (uM/l)

1 (kontrol) MS 0.25 15 4 1 60 32 0.1

2 MS 0.25 15 4 1 60 32 3

3 MS 0.25 15 4 1 60 32 5

4 MS 0.25 15 4 1 60 3 0

5 MS 0.25 15 4 1 60 32 15

Cizelge 3. Erciyes biber ¢esidinde anter kiiltiirlerinden alian sonuglar

Ortamlar Dikilen anter sayis1 (adet) Gelisen anter sayis1 Olusan embriyo sayisi Olusan bitkicik sayist
adet % adet % adet %
1 117 112 95.72 - - - -
2 125 120 96.00 - - - -
3 122 122 100.00 - - - -
4 93 92 98.92 - - - -
5 124 56 45.16 - - - -
Cizelge 4. Filinta biber ¢esidinde anter kiiltiirlerinden alinan sonuglar
Ortamlar Dikilen anter (S:c}l,éi; Gelisen anter sayist Olusan embriyo sayist Olusan blg;lycllsl:
adet % adet % adet %
1 102 97 95.09 - - - -
2 109 107 98.16 - - - -
3 107 105 98.13 - - - -
4 127 126 99.21 - - - -
5 116 116 100.00 - - - -

Cizelge 5. Belissa biber ¢esidinde anter kiiltiirlerinden alinan sonuglar

Ortamlar

Dikilen anter sayist

Gelisen anter say1s1

Olusan embriyo sayisi

Olusan bitkicik say1s

(adet)
adet % adet % adet %
1 106 88 83.01 - - - -
2 91 91 100.00 11 12.08 5 4545
3 106 103 97.16 - - - -
4 104 90 86.53 - - - -
5 103 102 99.02 - - - -
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