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Bu calismada ‘Erciyes Fi” ve ‘Benino F.’ biber ¢esitleri kullanilarak 1slah amaglarina uygun &zelliklere sahip double
haploid (DH)biber hatlar1 elde edebilmek i¢in etkili androjenik yontemin belirlenmesi amaciyla {i¢ farkli androjenik
yontem (anter, shed-mikrospor, mikrospor) karsilagtirilmistir. Anter kiiltiiriinde anterler 4 mg 1! NAA 0.5 mgl™' BAP,
9%0.25 aktif komiir, 30 g 1! sakkaroz ve 15 mg 1! AgNO:s iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Shed-mikrospor kiiltiirii
protokoliinde ise %2 maltoz, %1 aktif komiir, %0.6 agar eklenmis kat1 NN ortam1 ve %2 maltoz, 2.5 uM Zeatin ve 5 pM
IAA eklenmis sivi NN ortamindan olusan ¢ift katmanli kiiltiir ortami kullanilmigtir. Shed-mikrospor kiiltiiriinde petri
kaplar1 ilk bir hafta boyunca (1) 9°C (karanlik) ve (2) 32°C (karanlik) olmak iizere iki farkli 6n sicaklik uygulamasina
tabi tutulmustur. Mikrospor kiiltiiriinde ise izole edilen mikrosporlar sivi NLN ortami igerisinde kiiltiire alinmistir.
Caligma sonucunda her iki ¢esitten de anter kiiltiirii protokoliinden herhangi bir embriyo olusumu meydana gelmemistir.
Mikrospor kiiltiiriinde ise sporofit bolinmeler gézlemlenmis ancak bunlardan herhangi bir embriyo olusumu meydana
gelmemistir. Shed-mikrospor kiiltiiriinden ise her iki ¢esitte de embriyo ve bitki elde edilmistir. Yapilan bu ¢aligma ile bu
cesitlerde haploid embriyo ve bitki gelisimi i¢in shed-mikrospor kiiltiirli yonteminin daha basarili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber, mikrospor kiiltiirii, anter kiiltiirli, shed-mikrospor kiiltiirii, haploid

EFFECTS OF DIFFERENT METHODS ON MICROSPORE EMBRYOGENESIS IN PEPPER (Capsicum
annuum L.)

ABSTRACT

This study aimed to establish an effective technique by comparing three different androgenic methods (anther, shed-
microspore and isolated microspore culture) using ‘Erciyes F1” and ‘Benino F1’ pepper varieties. In anther culture, anthers
were cultured in MS medium containing 4 mg [ NAA, 0.5 mg "' BAP, 0.25% activated charcoal, 30 g 1I"! sucrose and
15 mg 1" AgNO:s. In the shed-microspore culture protocol, a double-layer culture medium consisting of 2% maltose, 1%
activated charcoal, 0.6% agar added solid NN medium and 2%maltose, 2.5 pM Zeatin and 5 pM TAA added liquid NN
medium was used. In shed-microspore culture, anthers in petri dishes were subjected to two different pre-temperature
treatments as (1) 9°C (dark) and (2) 32°C (dark) during the first week. In microspore culture, isolated microspores were
cultured in liquid NLN medium. In the anther culture studies embryo development and plant regeneration could not be
obtained. In the microspore culture, some microspores were effectively induced to divide by the stress treatment and
microspores with three or more cells were determined but these multicellular structures did not show any growth.
According to the shed-microspore culture results were evaluated, although there were differences according to the
genotypes embryos and plantlets were obtained from all genotypes. As a result, it was determined that the shed-microspore
culture method was more successful in embryo and plant development from microspores in these varieties.

Keywords: Pepper, microspore culture, anther culture, shed-microspore culture, haploid

GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.), Solanaceae
ailesinin Solanum cinsine ait diploid (2n=2x=24) bir
tiir olup; gerek iilkemizde gerekse diinyada ekonomik
degeri yiiksek olan sebzeler igerisinde yer alan ve
iizerinde yogun 1slah caligmalar1 yapilan énemli bir
sebze tlirtidiir. Biber genis bir tip ve ¢esit zenginligine
sahip olup, sahip oldugu bu tiir ve tip zenginligi
sayesinde ¢ig, pismis, sos, salca, kurutulmus,
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konserve edilmis olmak iizere farkli sekillerde
degerlendirilmektedir [50]. Diinyada {iretimi 36
milyon ton iizerinde olan biber, Tiirkiye’de dnemli
sebzeler i¢inde yer almakta ve diinya biber iireticisi
ilkeleri arasmda iilkemiz {¢giincii sirada yer
almaktadir. Ulkemizin biber iiretimi 2015 yilinda
2.191.000 ton iken, 2020 y1linda 2.636.905 ton iiretim
miktarina ulagsmistir [3]. Biber 1slah ¢aligmalarinda
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli,
yiiksek verimlilige ve gelismis meyve kalitesine sahip
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yeni ¢esitler olusturmak icin modern 1slah yontem ve
tekniklerine ihtiya¢ duymaktadir.

Double haploid (DH) teknigi ile elde edilen saf
hatlar bitki 1slahgilar tarafindan tek bir generasyonda
homozigot hatlar tiretmek i¢in kullanilir ve tamamen
homozigot yapilart nedeniyle paha bigilmez bir 1slah
materyalidir. DH bitkileri {iretmek icin farkh
teknolojiler arasinda biber 1slahinda kullanilan in
vitro teknikler arasinda en Onemlisi mikrospor
embriyogenesis  teknigidir  [38].  Mikrospor
embriyogenesis hentiiz olgunlagmasini
tamamlamamis ve igerisinde birinci polen mitozu
asamasina gelmis tek ¢ekirdekli mikrosporlari
bulunduran anterlerin in vitro kosullarda kiiltiire
almmasiyla anter kiiltiiri, bu mikrosporlarin
anterlerden izole edilerek somatik dokular olmaksizin
dogrudan siv1 bir ortamda in vitro kosullarda kiiltiire
alinmastyla mikrospor kiiltiirii ve anterlerin ¢ift fazli
besin ortamlarda kiiltiire alindigr shed-mikrospor
kiiltir  yontemi ile yapilmaktadir.  Haploidi
caligmalarinin baglangi¢ yillarinda agirlikli olarak
anter kiiltiiri kullanilmis olmakla birlikte devam eden
yillarda mikrospor Kkiiltiirli tercih edilen yoOntem
haline gelmistir. Mikrospor kiiltiirii anter kiiltiirline
gore daha karmasik bir yontem olmasma karsilik
genellikle tercih edilen bir yontemdir. Mikrospor
kiiltiiri anter kiiltiiriniin bazi olumsuz 6zelliklerini
ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilmis  bir
yontemdir ve ¢esitli avantajlar sunmaktadir [17].

Capsicum cinsi ile ilgili olarak ilk haploidler
C.annuum ve  Cfrutescens ait  genotiplerin
kullanildig1 anter kiltiiri calismalarindan
bildirilmistir [18, 34, 66, 44]. Bu erken ¢alismalarda
anter kiiltiirinden elde edilen bitki rejenerasyonun
diisik olmasi {izerine sonraki arastirmalarda
mikrospor embriyogenesis indiiksiyonunu etkileyen
faktorleri belirlemek {izerine arastirmalar yapilmistir.
Yapilan birgok arastirma sonucunda androjenik
yanitin; dondr bitkinin genotipi, biiyliime kosullar1 ve
yast [2, 14, 20, 33, 43], mikrosporlarin gelisim
asamas1 [6, 46, 51], kiltir ortami, biiylime
diizenleyicileri, organik ve inorganik Kkatki
maddelerinin konsantrasyonu ve kombinasyonu [7,
48, 56, 64, 68] ve cicek tomurcuklarinin ve/veya
anterlerin 6n muamelesi [23, 25, 30, 49] gibi birgok
faktore bagli oldugu bildirilmistir. Biber anter kiiltiirii
ile yapilan ¢ok sayida galismaya ragmen, yontemin
etkinligi hala diisiiktiir [22]. Bu nedenle giliniimiizde
shed-mikrospor kiiltiirii [62, 63] ve mikrospor kiiltiirii
[27, 28] gibi biberde farkli DH bitki {iretim
yontemlerini gelistirmeye yonelik birgok arastirma
yapilmaktadir.

DH  bitkileri elde etmek i¢in alternatif
yontemlerden biri olan shed-mikrospor kiiltiirii ¢ift
katmanli bir ortam ile anter kiiltiir sistemine
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dayanmaktadir. Supena vd. [62] tarafinda Endonezya
ac1 biberinde gelistirilen bu sistemde, anterler bir siire
sivi faz lizerinde yiizerler ve daha sonra mikrosporlar
biliylidiikce ve ayrismaya ugradikg¢a, acilip
mikrosporlarmi ortama birakirlar. Bu sistemde
mikrosporlar mekanik olmayan bir sekilde izole edilir
[58].

Biberde haploid ve DH bitkileri elde etme
yontemlerinden bir digeri mikrospor kiiltiiriidiir. Bu
yontemi kullanarak, Kim vd. [27] daha yiiksek
embriyo ve bitki rejenerasyonuna (4 bitki/gicek
tomurcugu) yol acan mikrospor Kkiiltiirii igin bir
protokol bildirmistir. Bu ¢alismada biberde
mikrosporlardan embriyogenesisi olumlu etkileyen
ii¢ temel faktor olarak; 32°C’de sakaroz i¢ermeyen
aclik ortaminda mikrosporlarin stress uygulamasi,
sakaroz ile desteklenmis NLN ortamindan modifiye
edilmis NLNS kiiltiir ortami1 ve 8x10% - 10x10* ml’de
optimal mikrospor yogunlugu bildirilmistir. Lantos
vd. [37], biber anterlerini bugday yumurtaliklar ile
birlikte kiiltlire alarak mikrospor kiiltiirii yontemini
optimize etmisler ancak rejenerasyon sikligi Kim vd.
[27] gore daha diisiik (0.0 ila 1.25 bitki/petri kabi)
gerceklesmistir. Daha sonra tatli biberde yapilan
caligmalar ile kiiltlir ortami, bitki biiylime
diizenleyicileri ve katki maddelerinin optimizasyonu
yoluyla mikrospor kiiltiirliniin etkinligini arttirmay1
amaglamistir [8, 38]. Biberde 1slah caligmalarinda
double haploid teknolojisinin  kullanilmasini
kisitlayan en biiyiik etken, biberde diger birgok tiire
nazaran bu tiire 0zgii 1slah programlarinda farkli
genotipler i¢in rutin olarak uygulanacak etkin ve
giivenilir bir yontemin hala gelistirilmemis olmasidir.
Biberde mikrospor embriyogenesis yoluyla haploid
ve DH bitkilerin olusumuna yol agan bu {i¢ yontem
genis bir genotip yelpazesine uygulanamamaktadir.
Niklas-Nowak vd. [43] ayn1 genotipe ait tek tek
bitkilerde bile farkli androjenik yanit oranlarn
belirlemistir. Parra-Vega vd. [52] ve Ar1 vd. [4] anter
kiltiri  ile karsilastirildiginda,  shed-mikrospor
yaklasimiyla daha yiiksek bir embriyo ylizdesi elde
etmistir. Kim vd. [28] tarafindan yapilan ¢alismada
ise act biber genotiplerinde izole edilmis
mikrosporlardan olusan iki asamali bir kiiltiir
sisteminin, sivi ve cift katmanhi kiiltiire kiyasla
kotiledon embriyolar tiretmek igin daha etkili oldugu
bildirilmistir. Ulkemizde biberde yapilan
calismalarin ¢ogunlugunda anter kiiltlirii yontemi
kullanilmakla birlikte, diisiikk verimlilik ve genotipten
bagimsiz bir sistem i¢in etkin bir protokoliin heniiz
gelistirilmemis olmasi gibi olumsuzluklardan dolay1
istenilen diizeyde degildir. Bu amagla, bu ¢alismada
iki biber ¢esidinde 1slah amaglarina uygun 6zelliklere
sahip DH biber hatlar1 elde edebilmek icin en etkili
androjenik yontemin belirlenebilmesi amaciyla iig
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farkl1 androjenik yontem (anter, mikrospor, shed-
mikrospor) karsilagtirilmstir.

MATERYAL VE METOT
Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak ortiialt1 yetistiriciligine
uygun “Erciyes Fi” ve “Benino F.” biber ¢esitleri
kullanilmistir. Bitkiler her genotip igin 20 adet olmak
iizere serada topraga  dikilmistir.  Yapilan
calismalarda donér bitkilerde ¢igek tomurcugu
olusumunun  basglamasiyla uygun asamadaki
mikrosporlart igeren tomurcuklar sabah saatlerinde
falkon tiiplere toplanarak buz kutusu igerisinde doku
kiiltiirii laboratuvarina getirilmistir.

Metot

*Uygun Tomurcuk Asamasimin Belirlenmesi:
Mikrospor embriyogenesis yoluyla haploid bitki elde
etmek icin ilk olarak sitolojik gozlemlerle uygun
asamadaki mikrosporlart bulunduran tomurcuklar
secilmelidir. Calismada biberde anter ve mikrospor
kiiltiiri ¢aligmalarinda genel kabul goren vakuol
mikrospor ve geng ¢ift ¢ekirdekli polen asamalarini
igeren tomurcuk ve anterler belirlenmistir (Sekil 1).
Caligmada kullanilan biber c¢esitleri igin, dogru
asamadaki mikrosporlari iceren tomurcuk
biiyiikliiklerini tanimlayabilmek amaciyla,
morfolojik ve sitolojik c¢aligmalar yiiriitilmistiir.
Calismada Parra-Vega vd. [51] biberde yaptiklari
calismalardan faydalanilarak mikrospor gelisim
asamalart tetrat, gen¢c mikrospor, mid-mikrospor ve
vakuol mikrospor; geng polen, mid-polen ve olgun
polen olmak iizere 7 grupta incelenmistir. Anter,
shed-mikrospor ve mikrospor kiiltiirli caligmalarinda
bahsedilen = mikrospor  asamasindaki  anterler
kullanilmigtir ve tomurcuklar morfolojik
gOriinlimiine gore toplanmustir.

Sekil 1. Isik mikroskobu altinda biberde vakuol
mikrosporve geng c¢ift cekirdekli poleneait
gorinim

Figure 1. The appearance of vacuolated microspores
and young bicellular pollen in pepper under
light microscope

Sterilizasyon: Besin ortamlarinin  ve bitki
bliylime diizenleyicilerinin sterilizasyonu: Shed-
mikrospor kiiltiri ve mikrospor Kkiiltiiriinde

kullanilacak sivi besi ortamlarinin sterilizasyonu
steril kabin igerisinde 0.22 pm poroziteli filtreler
kullanilarak ~ yapilmistir.  Anter  kiiltiri  ve
embriyolardan bitki rejenerasyonu i¢in kullanilan kat1
besi ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda 20 dakika
boyunca 1.5 atm basingta 121°C’de tutularak

gergeklestirilmistir.
*Tomurcuklarin Dezenfeksiyonu: Uygun
mikrospor ~ asamasimi  igeren  tomurcuklarin

dezenfeksiyonu steril kabin igerisinde ilk olarak
%70’lik etil alkolde 30 saniye siireyle bekletildikten
sonra %10’luk ticari sodyum hipoklorit igerisinde 5
dakika bekletilmistir. Daha sonra 3 kez steril distil su
ile durulanarak dezenfekte edilmistir. Yikanan
tomurcuklardan steril bistiiri ve pens yardimi ile
anterler ¢ikarilmastir.

eAnter Kiiltiirii Calismalari: Gelisimin uygun
asamasindaki anterler belirlendikten sonra anter
kiltirii galismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla
biberde anter kiiltiirlinde Taskin vd. [65] tarafindan
onerilen 4 mg 1™* NAA, 0.1 mg I"! BAP, %0.25 aktif
komiir 15 mg 17! AgNOs, %3 sakkaroz, pH 5.8, igeren
MS [40] ortaminda anterler Kkiiltiire alinmig ve
35°C’de 2 giin karanlikta bekletildikten sonra 35 giin
boyunca 25°C’de karanlikta inkiibe edilmistir. 35.
giin sonunda anterler %3 sakkaroz igeren MS
ortamina transfer edilmistir.

*Shed-Mikrospor Kiiltiirii Caligmalari:  Shed-
mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda Supena vd. [62]
tarafindan Endonezya tipi ac1 biberler i¢in gelistirdigi
ve cift fazl ortam kullanilmigtir. Bu ¢ift fazli kiiltiir
ortaminin kati ve sivi fazinin ikisinde de besin ortami
olarak Nitsch ve Nitsch (NN) [42] ortamu
kullanilmigtir. Kat1 besin ortami1 NN ortamina, %2
oraninda maltoz, %1 oraninda aktif karbon ve %0.6
agar (Duchefa) eklenerek, sivi besin ortami ise NN
ortamina ve %2 oraninda maltoz ve 2.5 pM zeatin ile
5 uM indole-3-asetik asit (IAA) biiylime diizenleyici
kombinasyonlart ilave edilerek hazirlanmustir.
Calismada ilk olarak biber tomurcuklar1 4°C’de bir
giin bekletmistir. Tomurcuklarin bir giinlik 6n
uygulama isleminden sonra anterler kati ortam
lizerine ekildikten sonra, petrinin kenarindan sivi
besin ortami eklenerek c¢ift fazli ortamda kiiltiire
alinip bir hafta 9°C ve ardindan 28°C siirekli ve
karanlik ortamda inkubasyon kosullarina maruz
birakilmistir. Shed-mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda
ayrica Lantos vd. [37] tarafindan bildirilen 32°C’de 7
giinlik 6n uygulama yapilmis ve ardindan 25°C
karanlik ortamda inkubasyon kosullarina maruz
birakilmistir.
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*Mikrospor Kiiltiirii Caligmalari:  Mikrospor
kiltiiri i¢in uygun mikrospor gelisim asamasindaki
mikrosporlart  iceren tomurcuklardan anterler
cikarilarak mikrosporlarin izolasyonu
gergeklestirilmistir. Anterler ezilerek mikrosporlarin
serbest hale gegmesi saglanmistir. Daha sonra elde
edilen mikrospor siispansiyonu 40 um’lik elekten
gecirilmigtir. Bu islem sonunda mikrosporlarin gok
biiyiik bir boliimii siispansiyon olusturacak sekilde
alttaki  beherde  toplanmigtir. ~ Mikrosporlarin
izolasyonu esnasinda somatik dokularm
parcalanmasindan  dolayr ortama salman ve
mikrosporlara zarar verebilecek olan fenolik
maddelerin bu siispansiyondan uzaklastirilmasi
amacityla mikrospor  siispansiyonlar1  santrifiij
tiiplerine alinip mikrosporlarin ¢okelmesini saglamak
iizere 870 rpm’de 5 dakika siireyle 3 kez
santrifiijjleme iglemine tabi tutulmustur. Her seferinde

izolasyon ortami1 ve mikrosporlarin  safiyeti
yiikseltilmis  ve {igiincli yikama sonrasinda
mikrosporlar, mikrospor yogunlugu ve

mikrosporlarin canliliklarinin tespit edilmesi igin 3
ml sivi ig¢ine almmustir. Mikrosporlarin belli bir
yogunlukta kiiltire alinmalar1 gerekmektedir. Bu
amacla thoma laminda sayim yapilarak mikrospor
yogunlugu 200.000 mikrospor/ml olarak
ayarlanmistir. Mikrospor kiiltliriinde Kim vd. [27]
tarafindan bildirilen protokole gdére mikrosporlar ilk
olarak 6n uygulamaya maruz birakilmis ve daha sonra
NLN [35] ortami iginde kiiltiire almmustir. Petri
kaplar1 25°C’de karanlikta inkiibe edilmistir.

Sitolojik  Gozlemler: Mikrospor kiiltiiriinde
¢ekirdek boliinmeleri ve embriyonik gelisim gésteren
mikrosporlar incelemek igin DAPI boyama yontemi
kullanilmigtir. Bu amagla mikrospor
siispansiyonundan 200 pl alinarak 8000 rpm’de 2
dakika santrifiijlendikten sonra elde edilen mikrospor
peletine 10 pl DAPI soliisyonu eklenmis ve
flouresans mikroskop altinda inceleme yapilmistir
[10].

*Bitki Rejenerasyonu: Mikrosporlardan olusan
embriyolarin bitkiye doniisiimlerinin saglanmasi i¢in
hormon i¢ermeyen 30 g 17! sakkaroz igeren MS ortami1
kullanilmigtir. Ortam hazirlanirken pH’s1 5.8 olarak
ayarlanmistir ve katilagtirict olarak 7 g 1™ agar
kullanilmigtir. Embriyo gelisimi gézlendikten sonra,
olusan embriyolar hormon igermeyen MS ortamina
aktarilmigtir. Petriler 16 saat 151k/8 saat karanlik olan
151k periyodu, 25°C sicaklik, ortalama 3000 liiks 151k
siddetine sahip iklim odalarinda bitki gelisimi
gozlenene dek bekletilmistir.

*Sonuglarin Degerlendirilmesi: Caligmada
anterlerden elde edilen embriyo  sayilari,
embriyolardan elde edilen bitkicik sayilan

kaydedilmistir. Embriyo sayilan kiiltiire alinan anter
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sayisina oranlanmis, bitkicik sayilar kiiltiire alinan
anter ve embriyo sayilarina oranlanmis ve ylzde
oranlar1 hesaplanmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Anter Kiiltiirii Sonuclar:

Caligmada iki adet F: biber c¢esidinden alinan
cicek tomurcuklarina ait anterler besin ortamina
aktarilmigtir. Anterlerin besin ortamina
aktarilmasindan sonra anterlerin gelismesi takip
edilmistir. Calismada anter kiiltiiri sonug¢larina gore
bu ¢esitlerde kiiltiirden yaklasik 2 aydan itibaren
genotip ve kullanilan protokole bagli olarak
androgenik basar1 degerlendirilmistir. Cesitlerin anter
kiiltiiriine verdikleri tepkileri bakimindan elde edilen
sonuclara gore her iki gesitte de Taskin vd. [65]
tarafindan bildirilen protokolden embriyo elde
edilememistir.

Anter kiiltiirii ¢aligmalarinda elde edilecek basari
iizerine bircok faktor etkilidir. Biberde anter
kiltirinde birden fazla faktoriin  kullanildig:
durumlarda uygulamalara bagli olarak embriyo ve
bitki olusum oranlar farkliliklar géstermistir [14, 47].
Biberde anter kiiltiirli ¢aligmalarinda genotipe bagh
olarak ve aymi genotipin farkli besin ortamlarinda
embriyo ve bitkicik olusum oranlarinin farkli oldugu
bildirilmistir.  Genotiplere gore degisen bazi
uygulamalarda embriyo olusumu yiiksek olmasina
ragmen, bitkiye doniisiim oranlar diistik kalmistir [9,
67, 56, 30, 36]. Biberde anter kiiltiirii ¢alismalarinda
embriyo olusumu ve haploid bitki elde edilmesinde
genotipin  6nemli etkisi bulunmaktadir. Biber
genotiplerinin  bir kismi anter kiiltiiriine yanit
vermezken, yanit veren genotiplerde de basar
oraninin degistigi arastiricilar tarafindan
belirtilmektedir [6, 22, 23, 31, 56]. Mityko vd. [41],
11 biber genotipinin ‘C’ ortaminda kiiltiire aldiklar
calismada 2 genotipten herhangi bir embriyo gelisimi
ger¢eklesmezken diger genotiplerin basari diizeyinin
degistigini, en basarili genotipte 100 anterden 178.2
embriyo ve 75.8 bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.
Koleva-Gudeva vd. [32], 19 genotipten 12 tanesinin
embriyo olusturdugunu ve embriyo olusum oraninin
%3.33 ile 50.55 arasinda degistigini
belirtmektedirler. Biberde 17 genotipin ‘C’ ortaminda
androgenik basarisini inceleyen Qin ve Rotino [54],
androgenik basarmin genotiplere gore farkliliklar
gosterdigini, ayrica ortam bilesenlerine bagli olarak
genotiplerin tepkilerinin degistigini,
belirtmektedirler. Bizim denememizde anter kiiltiirii
caligmalarinda kullanilan ¢esitlerin bu protokolde
anter kiiltlirline yanit vermedigi belirlenmistir.
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Shed-mikrospor Kiiltiirii Sonuclari

Shed-mikrospor Kkiiltiirii ¢alismalarinda Supena
vd. [62] tarafindan Endonezya tipi ac1 biberler igin
gelistirdigi protokol kullanmilmigtir. Caligmamizda
Ozellikle biberde ac1 ve tath cesitlerin androgenesise
verdigi farkli tepkiler olmasindan dolay1 Erciyes Fi
cesidi aci; Benino F: tathi biber ¢esidi olarak
secilmistir. Shed-mikrospor kiiltiirii caligmasinda her
bir ¢esit icin 150 adet anter kiiltiire alinarak 30’ar adet
petride kiiltiire alma islemi gerceklestirilmistir. Bu
protokolde kullanilan gesitlerin her ikisinde de shed-
mikrospor kiiltiirii protokoliinden embriyo gelisimi
ve bitki elde edilmistir (Cizelge 1). Ayrica shed-
mikrospor kiiltiiriinde petri kaplar1 Supena vd. [62]
tarafindan bildirilen protokole gére 9°C’de 1 hafta
karanlik ardindan 28°C’de siirekli karanlik ©n
uygulamasina ilaveten; Lantos vd. [37] tarafindan
bildirilen protokole gore 32°C’de bir hafta karanlikta
bekletildikten sonra 25°C’de siirekli karanlikta
bekletilerek iki farkli 6n sicaklik uygulamasina tabi
tutulmustur. Kullanilan biber ¢esitlerinde
embriyojenik yanitin test edilen iki 6n sicaklik
uygulamast  i¢in  genotipe  bagimli  oldugu
belirlenmistir. Her iki c¢esitte de 9°C’de 1 hafta
karanlik 6n uygulamasinda %34 oraninda embriyo
gelisimi gozlenmistir. Bununla birlikte Erciyes Fi
cesidinde 32°C’de bir hafta karanlikta 6n uygulamaya
maruz birakildiginda embriyo olusum oram %48’e
yiikselmistir. Benino F: ¢esidinde ise 32°C’de bir
hafta karanlikta 6n uygulamaya maruz birakildiginda
%.10.66 oraninda embriyojenik yanit
ger¢eklesmistir. Bu embriyolardan elde edilen bitki
orani ise sirasiyla Erciyes F: g¢esidinde en yiiksek
%4.66 oraninda 32°C’de bir hafta karanlikta on
uygulamada elde edilirken; Benino F: ¢esidinde ise
9°C’de 1 hafta karanlik 6n uygulamasindan (%7.84)
elde edilmistir.

Mikrosporlarin embriyogenesise dogru
saptirilmasi stres uygulamalarini gerektirir [1, 5, 24].
Mikrosporlar1 gametofit gelisimden sporofit gelisim
asamasina gecmesini uyarmak icin bircok stres
faktorii bildirilmistir [39, 31]. Dolcet-Sanjuan vd.
[11], biberde karanlikta 7°C’de bir hafta boyunca
anterlere stres uygulamasi ile embriyogenesisi
uyarmiglardir. Supena vd. [62], Kkiiltiirin ilk
haftasinda anterleri 9°C ile muamele ederek
embriyojenik potansiyelin artirildigini bildirirken,
Koleva-Gudeva vd. [30], benzer bir etki
bildirmemistir. Sibi vd. [59] anter kiiltiire alinmasinin
ardindan ilk 2 giin boyunca yiiksek sicaklik (35°C)
uygulamasinin, ¢igek tomurcuklarinin soguk (4°C) 6n
islemine kiyasla embriyogenesisi daha verimli
sekilde uyardigini bildirmistir. Dumas de Vaulx vd.
[12, 13] tarafindan embriyo indiiksiyonu i¢in olduk¢a
etkili bir yontem gelistirilmistir. Anterleri 8 giin

boyunca karanlikta 1s1 soku stresine (35°C) maruz
birakmiglar ve ayn1 sicaklikta daha kisa bir uygulama
ile karsilagtirildiginda daha iyi tepki elde etmislerdir.
Bu 151 soku uygulamasiin anterlerden embriyo elde
edilmesi tlzerindeki etkinligi daha sonra bagka
arastiricilar tarafindan da dogrulanmustir [29].
Literatiirlerde bildirilen ve ¢calisgmamizda genotiplere
gore aym  protokolde farkli  sicaklik  6n
uygulamalarinda mikrosporlardan farkli oranlarda
embriyo ve bitki gelisiminin elde edilmesi ile farkli
stres uygulamalar1 altinda optimal androjenik
tepkinin genotipe bagli oldugu diisiiniilmektedir. Elde
ettigimiz sonuglardan, biberde mikrospor
embriyogenesisi indiiklemek ic¢in kritik olarak
tanimlanan faktorlerin, genotip cevabina bagli olarak
yukarida belirtilen tiim diger kosullarla dikkatli bir
sekilde birlestirilmesi gerektigi aciktir.

Cizelge 1. Shed-mikrospor kiiltiiriine ait sonuglar
Table 1. Results of shed-microspore culture

On | Petri sayisi
Cesit |uygulama| (adet)

Genotype| Pre- Number of Al | EL | Bl | E2 | B2 | B3

treatments| petri dishes
Erciyes Fi 9°C 30 150 | 51 1 | 34 [0.66]1.96
32°C 30 150 | 72 | 7 | 48 [4.66[9.72
Benino Fr 9°C 30 150 51 | 4 | 34 |2.66|7.84
32°C 30 150 | 16 1 [10.66]0.66 | 6.25

Al: Anter sayist (Anther number), E2: Embriyo olusum orani (%)
(Percentage of embryo), E1: Embriyo sayis1 (Number of embryo), B2:
Bitkicik olusum orani (%) (Percentage of embryo), B1: Bitkicik sayisi
(Number of plantlets), B3: Embriyodan bitkicik olugum orani (%)
(Percentage of plantlets from embryo)

Mikrospor Kiiltiirii Sonuglart

Denemede Erciyes F1 ve Benino F: gesitlerinde
Kim vd. [27] tarafindan bildirilen protokole gore
mikrospor kiiltiiri denemeleri gergeklestirilmistir.
Mikrospor kiiltliri yoluyla mikrosporlarin tiim
gelisim siireci 151k ve fliloresans mikroskobu altinda
incelenmistir.  Gelisim  siireclerinin  kullanilan
protokolde ve tim cesitlerde aynmi oldugu tespit
edilmistir. Mikrospor kiiltiirliniin yapildig1 asamada
kiiltire alman mikrosporlarin g¢ogunlugu vakuol
mikrospor veya gen¢ ¢ift ¢ekirdekli polen
asamasindaydi. Stres uygulamalarina maruz kalan
mikrosporlardan birgogu hemen gelisimini durdurur
ve/veya Olirken; herhangi bir morfolojik degisim
gostermemis ve baslangigta kiiltiire alindigi halde
kalmigtir. Diger bazi mikrosporlarin ise stres
uygulamalar1 ile etkili bir bigimde bdliinmeleri
uyartlmistir (Sekil 3). Stres uygulamasinin ardindan
25°C’de bekletildigi kiiltiiriin ilk ikinci haftasinda ii¢
ve daha fazla hiicreli mikrosporlar belirlenmistir
(Sekil 3). Denemede kullanilan tiim ¢esitlerde ilk dort
hafta boyunca bu ¢ok hiicreli yapilarin mikropsor
kiiltiirii igin kullanilan her iki protokolde de herhangi
bir gelisim gostermedikleri belirlenmistir. Yaptigimiz
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calisma sonucunda kullanilan biber cesitlerinde bu
protokole gore mikrospor kiiltiiriinden embriyo ve
bitkicik gelisimi saglanamamuistir.

Mikrosporun bdliinmesi ile olusan sporofitik
yapilar genellikle B.napus [68], bugday [21], arpa
[52] ve tiitiinde [60] tespit edilmistir. Tek ¢ekirdekli
mikrosporlarin  gametofitik gelisimde, asimetrik
olarak boliinmesiyle vejetatif ve generatif hiicre
meydana geldikten sonra sporofitlerin vejetatif
hiicrelerden  olusumu da  yaygmm  olarak
bildirilmistir[16, 55, 61]. Generatif ve vejetatif
¢ekirdeklerden olusan ¢ok ¢ekirdekli yapilar B.napus
[16], soya fasulyesi [25], bugday [55, 64], tritikale
[19] ve biber [26] dahil olmak iizere gesitli tiirlerde
bildirilmistir. Bu farkli gelisim modlar1 genellikle
cksplant kaynagi olarak kullanilan erkek gametofitin
gelisim evresi ve stres uygulamalaria bagli olarak
tiirlere gore degisen frekanslarda aynmi kiiltiirde bir
arada bulunabilir. Bizim calismamizda da biberde
ayn kiiltiir icerisinde hem generatif hem de vejetatif
hiicrelerin boliinmesi gozlemlenmistir. Bu gelisim
yollarmin tiimiiniin canli embriyolarin olusumuna yol
acip agmadigi hakkinda hala ¢ok fazla bilgi mevcut
degildir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda kullanilan
biber ¢esitlerinde mikrospor kiiltiiriinden embriyo ve
bitkicik gelisimi saglanamamustir. Biberde mikrospor
kiiltiirii tizerine yapilan ¢alismalarda ac1 ve tatl farkli
biber genotiplerinde mikrosporlardan
embriyogenesis ve bitki rejenerasyon sonuglari elde
etmisler ve biberde 1slah calismalari igin haploid
bitkilerin iiretiminde umut verici bir ara¢ gibi
gOriindiigiinii belirtmislerdir [27, 28, 37, 38]. Ancak
bizim calismamizda kullanilan biber c¢esitlerinde
herhangi bir embriyo ve bitki rejenerasyonu
saglanamamasina ragmen mikrospor kiiltiiriinde
cekirdek bolinmesi ve ¢ok ¢ekirdekli yapilarin
olusumunun uyartan bu protokoliin haploid embriyo
elde etmek ve elde edilen embriyolardan
rejenerasyonunu  saglamak amaciyla sistematik
olarak incelenmesi faydali olacaktir. Biberde
mikrospor kiiltiirii ile yapilan ¢aligsmalar genelde son
yillarda artmis olmakla birlikte, yeni protokollerin
gelistirilmesine ve standart hale getirilmesine halen
ihtiya¢ duyulmaktadir. Gelistirilecek olan metotlarin
1slah programlarinda farkli genotipler igin rutin
olarak uygulanacak etkin ve giivenilir bir teknoloji
haline getirilmesi gerekmektedir. Boylece gelecek
vaat eden bir teknik olan mikrospor kiiltiirii tizerine
yapilan ¢aligmalarda énemli bir bosluk doldurulmus
olacaktir. Bu mevcut ¢alismanin da ileride bu yonde
yapilacak caligmalar i¢in énemli bir kaynak olacagi
ve diger aragtiricilara yol gosterecegi
diistiniilmektedir.
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Sekil 2. a) Kiiltiire alinan vakuol mikrospor ve geng
cift ¢ekirdekli polen b) Sporofitik gelisim
gosteren ve bolinen mikrosporlarin 11k
mikroskobu altindaki goériintiisii

Figure 2. a) Cultured vacuolated microspore and
young bicellular pollen b) Light microscope
image of sporophytic growing and dividing
microspores

Sekil 3. Sporofitik gelisim gosteren ve bdliinen
mikrosporlarda dort ve daha fazla hiicreli
mikrosporlarin flouresans mikroskop altindaki
goriintiisii

Figure 3. The image of microspores with three or
more cells under a fluorescence microscope
showing sporophytic development and dividing

Anter, Shed-mikrospor ve
Kiiltiiriiniin Karsilastirilmasi

Calismamizda iki adet biber ¢esidinin haploid
performanslart iizerine farkli androjenik yontemlerin;
anter kiiltiirii, shed-mikrospor kiiltiirii ve mikrospor
kultir; etkisi belirlenerek biber 1slahina 6nciilik
edecek saf hatlarin elde edilmesinde etkili yontem
belirlenmeye caligilmistir. Deneme sonucunda anter
ve mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan biber
cesitlerinden herhangi bir embriyo ve bitkicik
gelisimi  saglanamamustir.  Yapilan  caligmalar
sonucuna gore Erciyes F: ve Benino Fi ¢esitlerinde en
yiiksek embriyo gelisimi sirastyla %48 ve %34 olarak
shed-mikrospor  kiiltiirli  protokoliinden  elde
edilmistir. Genotiplerin androgenik performanslar
iizerine kullanilan androjenik yontemin (anter, shed-

Mikrospor

mikrospor, mikrospor) agik bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Yapilan bu ¢aligma sonucunda
kullanilan  biber  ¢esitlerinde  mikrosporlardan

embriyo ve bitki gelisiminde shed-mikrospor kiiltiirii
yonteminin anter ve mikrospor kiiltiirli yontemine
gore daha basarili oldugu saptanmistir. Supena vd.
[62] tarafindan bildirilen shed-mikrospor kiiltiirii
protokoliinden embriyo ve bitki gelisimi farkhi
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arastirmacilar tarafindan bildirilmistir [4, 15, 63]. Ari
vd. [4] 48 siis biberi genotipinde ¢ift fazli ortam
protokoliiniin olduk¢a basarili oldugunu, Erim [15]
yaptig1 caligmada {i¢ farkli biber genotipinin shed-
mikrospor  kiiltiiri  teknigine  yatkinliklarini
incelemislerdir ve yiiksek oranda embriyo gelisimi
meydana geldigini bildirmislerdir. Yaptigimiz
calismada da biber ¢esitlerinde en yiiksek anrogenik
performans  shed-mikrospor  Kkiiltliriinden  elde
edilmistir. Ayrica  shed-mikrospor  kiiltiirii
calismasinda ayn1 protokolde farkli sicaklik
uygulamalarindan genotipe bagli olarak farkli
embriyo ve bitkicik gelisimi elde edilmistir. Bu
mevcut ¢alismanin da ileride shed-mikrospor kiiltiirii
lizerine biberde yapilacak calismalar i¢in 6nemli bir
kaynak olacagi ve diger arastiricilara yol gdsterecegi
diistiniilmektedir.

SONUC

Bu ¢alisma biberde iistiin vasifh yerli gesitler elde
edebilmek i¢in gerekli 1slah ¢aligmalarinin hizli ve
etkin bir sekilde yapilmasi igin 1slah amaclarina
uygun Ozelliklere sahip DH biber hatlar1 elde
edebilmek i¢in etkili androjenik  yOntemin
belirlenmesi amaciyla {i¢ farkli androjenik yontem
(anter, shed-mikrospor, mikrospor) karsilastirilmasi
icin yapilmistir. Sonug olarak, ¢aligma sonucunda
kullanilan biber cesitlerinde mikrospor
embriyogenesis yoluyla mikrosporlardan embriyo ve
bitkicik gelisimi ger¢eklestirilmistir. Yapilan bu
calisma sonucunda kullanilan biber c¢esitlerinde
embriyo ve bitki olusumunda shed-mikrospor kiiltiirii
yonteminin anter ve mikrospor kiiltiirli yontemine
gore daha basarili oldugu saptanmistir. Bu ¢aligma
dogrultusunda biberde embriyo ve bitkicik elde
edilmesinin genotipe ve kullanilan mikrospor
embriyogenesis yontemine bagli oldugu, farkh
protokollerle ve farkli biber tiplerinde basar1 oraninin
artirllmasina yonelik yeni arastirmalarm yapilmasi ile
uygun protokollerin gelistirilerek 1slah programinda
yogun sekilde kullanilmasina ihtiyag vardir.

KAYNAKLAR

1. Ahmadian, P., Testillano, P.S., Gonzalez, P.,
Fadon, B., Prestamo, G., Jimenez-Duran, G.,
Risueno, M.C., 1998. Cell biology of the pollen
developmental program and the induction of
microspore embryogenesis in Capsicum annuum
L. In: X Eucarpia meeting on genetics and
breeding of Capsicum and eggplant, Avignon,
France, pp:183-186.

2. Alremi, F., Taskin, H., Sénmez, K., Biiyiikalaca,

S., Ellialtioglu, S., 2014. Effect of genotype and

nutrient medium on anther culture of pepper

(Capsicum annuum L.). Turk J. Agric. Nat. Sci.

1:108-116.

Anonim, 2022. http://www.fao.com.

4. Ari, E., Yildirim, T., Mutlu, N., Biiylikalaca, S.,
Gokmen, U., Akman, E., 2016. Comparison of
different androgenesis protocols for doubled
haploid plant production in ornamental pepper
(Capsicum annuum L.). Turkish Journal of
Biology 40(4):944-954.

5. Barany, I., Gonzalez-Melendi, P., Fadon, B.,
Mityko, J., Risueno, M.C., Testillano, P.S., 2005.
Microspore-derived embryogenesis in pepper
(Capsicum annuum L.): subcellular
rearrangements through development. Biol Cell
9:709-722.

6. Barroso, P.A., Régo, M.M., Régo, E.R., Soares,
W.S., 2015. Embryogenesis in the anthers of
different ornamental pepper (Capsicum annuum
L.) genotypes. Genet Mol Res 14:13349-13363.

7. Biiyiikalaca, S., Comlekgioglu, N., Abak, K.,
Ekbig, E., Kilig, N., 2004. Effect of silver nitrate
and donor plant growing conditions on production
of pepper (Capsicum annuum L.) haploid embryos
via anther culture. Europ J. Hort. Sci. 69:206-209.

8. Cheng, Y.,Ma, R.L., Jiao, Y.S., Qiao, N., Li, T.T.,
2013. Impact of genotype, plant growth regulators
and activated charcoal on embryogenesis
induction in microspore culture of pepper
(Capsicum annuum L). S. Afr. J. Bot. 88:306-309.

9. Comlekcioglu, N., Buyukalaka, S., Abak, K.,
2001. Effect of silver nitrate on haploid embryo
induction by anther culture in pepper (Capsicum
annuum L.). In: 11. Eucarpia Meeting on Genetics
and Breeding of Capsicum and Eggplant, Antalya,
Turkey, pp:133-136.

10.Custers, J.B.M., 2003. Microspore culture in
rapeseed (Brassica napus L.). In: M. Maluszynski,
K.J. Kasha, B.P. Forster, 1. Szarejko (Eds.):
Doubled haploid production in crop plants: a
manual. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht,
Boston, London.pp:185-194.

11.Dolcet-Sanjuan, R., Claveira, E., Huerta, A., 1997.
Androgenesis in Capsicum annuum L. effects of
carbohydrate and carbon dioxide enrichment. J
Am. Soc. Hort. Sci. 122:468-475.

12.Dumas de Vaulx, R., Chambonnet, D., Pochard,
E., 1981. In vitro anther culture in red pepper
(Capsicum annuum L.): improvement of the rate
of plant production in different genotypes by
treatments at 35 C. Agronomie 1:859-864.

13.Dumas de Vaulx, R., Chambonnet, D., Sibi, M.,
1982. Stimulation of in vitro androgenesis in

91

W



B. OZDEMIR CELIK, A.N. ONUS / BAHCE 51 (Ozel Say1 1): 85-94 (2022)

pepper  (Capsicum  annuum) by elevate
temperature treatments. In: Earle E, Demarly Y
(eds) Variability in plants regenerated from tissue
culture. Praeger Publication, New York, pp:92-98.

14.Ercan, N., Sensoy, F.A., Sensoy, A.S., 2006.
Influence of growing season and donor plant age
on anther culture response of some pepper
cultivars (Capsicum annuum L.). Sci. Hort.
Amsterdam 110:16-20.

15.Erim, F.B. 2019. Farkli biber (Capsicum annuum
L.) genotipleri tizerinde shed-mikrospor kiiltiirii
tekniginin uygulanmasi ve mikrospor gelisim
asamalarmin belirlenmesi (Yiiksek Lisans Tezi).
Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dal1, Antalya, 53s.

16.Fan, Z., Armstrong, K., Keller, W., 1988.
Development of microspores in vivo and in vitro
in Brassica napus L. Protoplasma, 147:191-199.

17.Ferrie, AM.R., Caswell, K.L., 2011. Isolated
microspore culture techniques and recent progress
for haploid and doubled haploid plant production.
Plant Cell Tiss Organ Cult. 104:301-309.

18.George, L., Narayanaswamy, S., 1973. Haploid
Capsicum through experimental androgenesis.
Protoplasma 78:467-470.

19.Gonzalez, J., Jouve, N., 2005. Microspore
development during in vitro androgenesis in
triticale. Biol Plant, 49:23-28.

20.Grozeva, S., Todorova, V., Cholakov, T., Rodeva,
V., 2013. Effect of temperature and growth period
of donor plants on pepper anther culture. In: 3.
International Conference Research People and
Actual Tasks on Multidisciplinary Sciences.
Lozenec, Bulgaria, pp:60-64.

21.Indrianto, A., Barinova, 1., Touraev, A., Heberle-

Bors, E., 2001. Tracking individual wheat
microspores in  vitro:  identification  of
embryogenic microspores and body axis

formation in the embryo. Planta, 212:163-174.

22.Irikova, T., Grozeva, S., Rodeva, V. 2011-a.
Anther culture in pepper (Capsicum annuum L.) in
vitro. Acta Physiol Plant 33:1559-1570.

23.Irikova, T., Grozeva, S., Popov, P., Rodeva, V.,
Todorovska, E., 2011-b. In vitro response of
pepper anther culture (Capsicum annuum L.)
depending on genotype, culture medium and
duration of cultivation. Biotechnol Biotech Eq
25:2604-2609.

24 Jacquard, C., Mazeyrat-Gourbeyre, F., Devaux,
P., Baillieul, F., Clement, C., 2006. Plant defense
mechanisms are triggered in the anther during the
pre-treatment process. In: The international
conference haploids in higher plants III, Vienna,
Austria, 12-15 February 2006, 29p.

92

25.Kaltchuk-Santos, E., Mariath, J.E., Mundstock,
E., Hu, C.Y., Bodanese-Zanettini, M.H., 1997.
Cytological analysis of early microspore divisions
and embryo formation in cultured soybean
anthers. Plant Cell Tiss Org. Cult., 49:107-115.

26.Kim, M., Kim, J., Yoon, M., Choi, D.I., Lee,
K.M., 2004. Origin of multicellular pollen and
pollen embryos in cultured anthers of pepper
(Capsicum annuum). Plant Cell Tiss Org. Cult.,
77:63-72.

27.Kim, M., Jang, 1.C., Kim, J.A., Park, E.J., Yoon,
M., Lee, Y., 2008. Embryogenesis and plant
regeneration of hot pepper (Capsicum annuum L.)
through isolated microspore culture. Plant Cell
Rep 27:425-434.

28.Kim, M., Park, E.J., Lee, Y., 2013. High-quality
embryo production and plant regeneration using a
two-step culture system in isolated microspore
cultures of hot pepper (Capsicum annuum L.).
Plant Cell Tiss Org. Cult. 112:191-201.

29 Koleva-Gudeva, L. 2003. The effect of incubation
treatment on the pepper (Capsicum annuum L.)
androgenesis. Institute of Southern Crops,
Strumica, Yearbook, pp:87-94.

30.Koleva-Gudeva, L., Spasenoski, M., Trajkova, F.,
2007. Somatic embryogenesis in pepper anther
culture: the effect of incubation treatments and
different media. Sci. Hort. 111:114-119.

31.Koleva-Gudeva, L., Trajkova, F., Dimeska, G.,
Spasenoski, M., 2009. Androgenesis efficiency in
anther culture of pepper (Capsicum annuum L.).
Acta Hort. 830:183-190.

32.Koleva-Gudeva, L., Trajkova, F., 2012. Anther
culture of pepper: morphological characteristics of
fruits of androgenetic pepper lines (Capsicum
annuum L.). J. Res. Agric. 1:136-145.

33.Koleva-Gudeva, L., Gulaboski, R., Janevik-
Ivanovska, E., Trajkova, F., Maksimova, V., 2013.
Capsaicin  inhibitory  factor for  somatic
embryogenesis in pepper anther culture. Electron
J. Biol. 9:29-36.

34.Kuo, J.S., Wang, Y.Y., Chien, N.F., Ku, S.J.,
Kung, M.L., Hsu, H.C., 1973. Investigations on
the anther culture in vitro of Nicotiana tabacum L.
and Capsicum annuum L. Acta Bot. Sin. 15:47-52.

35.Lichter, R., 1982. Induction of haploid plants from
isolated pollen of Brassica napus. Zeitschrift fiir
Pflanzenphysiologie 105:427-434.

36.Liu, F., Zhao, H., Chen, B., Zhang, Y.Y., 2007.
Embryogenesis of microspore derived multicells
in Capsicum annuum L. Fen Zi Xi Bao Cheng Wu
Xue Bao 40:371-379.

37.Lantos, C., Juhasz, A.G., Somogyi, G., Otvos, K.,
Vagi, P., Mihaly, R., Kristof, Z., Somogyi, N.,
Pauk, J., 2009. Improvement of isolated



B. OZDEMIR CELIK, A.N. ONUS / BAHCE 51 (Ozel Say1 1): 85-94 (2022)

microspore culture of pepper (Capsicum annuum
L.) via coculture with ovary of pepper or wheat.
Plant Cell Tiss Org. Cult. 97:285-293.

38.Lantos, C., Juhasz, A.G., Vagi, P., Mihaly, R.,
Kristof, Z., Pauk, J., 2012. Androgenesis
induction in microspore culture of sweet pepper
(Capsicum annuum L.). Plant Biotechnol Rep.
6:123-132.

39.Maraschin, S.F., Priester, W., Spaink, H.P., Wang,
M., 2005. Androgenic switch: an example of plant
embryogenesis from the male gametophyte
perspective. J. Exp. Bot. 417:1711-1726.

40.Murashige, T., Skoog, F., 1962. A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiol. Plant. 15:473-497.

41.Mityko, J., Andrasfalvy, A., Csillery, G., Fari, M.,
1995. Anther culture response in different
genotypes and F: hybrids of pepper (Capsicum
annuum L.). Plant Breed 114:78-80.

42 Nitsch, J.P., Nitsch, C., 1969. Haploid plants from
pollen grains. Science,163:85-87.

43.Niklas-Nowak, A., Olszewska, D., Kisiata, A.,
Nowaczyk, P., 2012. Study of individual plant
responsiveness in anther cultures of selected
pepper (Capsicum spp.) genotypes. Folia Hort.
24:141-146.

44 Novak, F., 1974. Induction of a haploid callus in
anther cultures of Capsicum sp. Z Pflanzenziicht
72:46-54.

45 Nowaczyk, L., Nowaczyk, P., Olszewska, D.,
Niklas-Nowak, A., 2015. Effect of 24-
dichlorophenoxyacetic acid pretreatment of
Capsicum spp. donor plants on the anther culture
efficiency of lines selected by capsaicinoid
content. BTa JBCBB 96:179-183.

46.Nowaczyk, P., Kisiata, A., 2006. Effect of selected
factors on the effectiveness of Capsicum annuum
L. anther culture. J. Appl. Genet. 47:113-117.

47.0choa-Alejo, N., Ramirez-Malagon, R., 2001. In
vitro chili pepper biotechnology. /n Vitro Cell Dev
Biol. Plant 37:701-729.

48.0lszewska, D., Kisiala, A., Niklas-Nowak, A.,
Nowaczyk, P., 2014. Study of in vitro anther
culture in selected genotypes of genus Capsicum.
Turk J. Biol. 38:118-124.

49.0zkum, D., Tipirdamaz, R., 2007. Effects of silver
nitrate, activated charcoal and cold treatment on
the in vitro androgenesis of pepper (Capsicum
annuum L.). Acta Hort. 729:133-136.

50.0zsoy, B. 2019. Genotip, besin ortami ve stres
uygulamalarinin biberde androgenesis {izerine
etkileri  (Yiksek  Lisans  Tezi).  Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlisii Bahge Bitkileri Anabilim Dali, Tokat,
66s.

51.Parra-Vega, V., Gonzalez-Garcia, B., Segui-
Simarro, J.M., 2013-a. Morphological markers to
correlate bud and anther development with
microsporogenesis and microgametogenesis in
pepper (Capsicum annuum L.). Acta Physiol Plant
35:627-633.

52.Parra-Vega, V., Renau-Morata, B., Sifres, A.,
Segui-Simarro, J.M., 2013-b. Stress treatments
and in vitro culture conditions influence
microspore embryogenesis and growth of callus
from anther walls of sweet pepper (Capsicum
annuum L.). Plant Cell Tiss Organ Culture
112:353-360.

53.Pulido, A., Bakos, F., Castillo, A., Valle's, M.,
Barnabas, B., Olmedilla, A., 2005. Cytological
and ultrastructural changes induced in anther and
isolated-microspore cultures in barley: Fe deposits
in isolated-microspore cultures. J. Struct. Biol.
149:170-181.

54.Qin, X., Rotino, G.L., 1993. Anther culture of
several sweet and hot pepper genotypes.
Capsicum Eggplant Newsl. 12:59-62.

55.Reynolds, T.L., 1993. A cytological analysis of
microspores of Triticum aestivum (Poaceae)
during normal ontogeny and induced embryogenic
development. Am. J. Bot. 80:569-576.

56.Rodeva, V., Irikova, T., Todorova, V., 2004.
Anther culture of pepper (Capsicum annuum L.):
comparative study on effect of the genotype.
Biotechnol Biotechnol Equip 3:34-38.

57.Roshany, G., Kalantarai, S., Naderi, R., Hassani,
M.E., 2013. Callus formation via anther culture in
Capsicum annuum L. with differences in
genotypes, media and incubation temperature.
Tech. J. Engin. & App. Sci. 3:3847-3853.

58.Segui-Simarro, J.M., P. Corral-Martinez, V.
Parra-Vega, B.  Gonzalez-Garcia,  2011.
Androgenesis in recalcitrant solanaceous crops.
Plant Cell Rep. 30:765-778.

59.Sibi, M., Dumas de Vaulx, R., Chambonnet, D.,
1980. Androgenese in vitro chez le Piment
Capsicum annuum L.: Impact des pretraitements
sur le taux de plantes regenerees. In: Reunion CR
(ed) EUCARPIA application de la culture in vitro
al’Amelioration des Plantes Potageres, Versailles,
16-18 April, pp:143-149.

60.Sunderland, N., Wicks, F.M., 1971. Embryoid
formation in pollen grains of Nicotiana tabacum.
J. Exp. Bot. 22:213-226.

61.Sunderland, N. 1974. Anther culture as a means of
haploid induction. In: K.J. Kasha (Eds): Haploids
in higher plants: advances and potential. The
University of Guelph, Guelph.

62.Supena, E., Suharsono, S., Jacobsen, E., Custers,
J., 2006. Successful development of a shed-

93



B. OZDEMIR CELIK, A.N. ONUS / BAHCE 51 (Ozel Say1 1): 85-94 (2022)

microspore culture protocol for doubled haploid
production in Indonesian hot pepper (Capsicum
annuum L.). Plant Cell Rep. 25:1-10.

63.Supena, E., Custers, J., 2011. Refinement of shed-
microspore culture protocol to increase normal
embryos production in hot pepper (Capsicum
annuum L.). Sci. Hortic. 130:769-774.

64.Szakacs, E., Barnabas, B., 1988. Cytological
aspects of in vitro androgenesis in wheat (Triticum
aestivum L.) using fluorescent microscopy. Sex
Plant Reprod, 1:217-222.

65.Taskin, H., Biiyiikalaca, S., Keles, D., Ekbig, E.,
2011. Induction of microspore-derived embryos
by anther culture in selected pepper genotypes.
Afr. J. Biotechnol. 10:17116-17121.

94

66.Wang, Y.Y., Sun, C.S., Wang, C.C., Chien, N.J.,
1973. The induction of pollen plantlets of Triticale
and Capsicum annuum anther culture. Sci. Sin
16:147-151.

67.Wang, L.H., Zhang, B.X., 2001. Advancement in
the anther culture of Capsicum annuum L. China
Veg. 3:52-53.

68.Zaki, M.A.M., Dickinson, H.G., 1991.
Microspore-derived embryos in Brassica: the
significance of division symmetry in pollen
mitosis I to embryogenic development. Sexual
Plant Reproduction, 4:48-55.

69.Zhao, J., Zhou, X., Zhang, Z., Yang, B., Zhou, S.,
2010. Effects of culture media on anther culture of
chili pepper (Capsicum annuum L.). J. Hunan
Agric. Univ. (Nat Sci) 36:181-184.



