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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
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OLANAKLARI
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Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Kaythan Z. KORKUT

Yirmi altt geltik genotipinin 5 farkli besi ortaminda anter kiiltiirii olanaklarin
belirlemek amaciyla yapilan bu arastirmadan elde edilen bulgular, ¢eltik genotiplerinin anter
kiiltiiriine yamtlarimin farkli oldugunu, kullanilan Indika tipi celtik genotiplerinin anter
kiiltiiriine Japonika tipinden daha i1yi yanit verdiklerini gdstermistir.

Celtik genotiplerinin anter kiiltiiriine yanitlarinin kullanilan besi ortamina gore
degisebilecegi, genotiplerin en iyi yanit verdikleri besi ortamlarinin “B5- NAA+2,4 D siv1” ve
“N6 - NAA+2.4 D s1iv1” ortamlar1 oldugu bulunmustur. Iki besi ortamimin ortak paydalarindan
celtikte anter kiiltiirti icin besi ortaminda NAA+2,4 D sivi komponentlerinin énemli oldugu

sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Anter kiiltiirti, haploid, ¢eltik 1slahi, dihaploid, besi ortami1
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ABSTRACT

MSec. Thesis

ANTHER CULTURE POSSIBILITIES ON SOME RICE VARIETIES AND LINES
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Supervisor : Prof. Dr. Kaythan Z. KORKUT

This study was conducted to determine the anther culture possibility of twenty six rice
genotypes in 5 different media. The resaults of the research showed that the responces of rice
genotypes to anther culture was different, and Indica type rice genotipes gave better responces
to anther culture than Japonica types.

It found that, according to the medium used, the responces of variaties may be
changed and the rice genotipes gave the best responces to the liquid “B5- NAA+2,4-D” and
the liquid “N6 - NAA+2,4-D” media. The liquid NAA+2,4-D component is common for the
both media. Therefore it can be concluded that the liqued NAA+2,4-D component is of great

importance for rice anther culture.

Keywords : Anther culture, haploidy, rice breeding, double-haploid, medium
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1. GiRiS

Oryza cinsi 20 yabani tiir ve 2 kiiltlir tlirli igermektedir. Bu iki kiiltiir tiirleri Asya
kiltiirti (O. sativa) ve Afrika kiiltiiri (O. glaberrima) olup her ikisi de A genomuna sahiptir.
Bir ¢ok cins diploid (2n=24)’tir ve 7 cins ise tetraploid (4x=48)’tir (Bajaj, 1991).

Kiiltiirii yapilan celtik gesitleri; 1930 yilinda Kato tarafindan indika ve Japonika olmak
tizere 2 eko-cografik gruba ayrilmistir. 1979 yilinda Nanda ve Chaudhury, 3. grup olarak
Javanika’y1 eklemistir. indika grubunda yer alan cesitler Asya’nin nemli tropik ve subtropik
bolgelerine; Japonika grubundaki geltikler subtropik bolgelerin ¢ok sicak olmayan bolgelerine
yayilmistir. Javonika grubundaki celtikler, genellikle Endonezya’nin belli bélgelerinde

yetistirilmektedir. (Kiin, 1994)

Cizelge 1. Indica, Japonica ve Javonica gesit gruplarmin genel 6zellikleri (Kiin, 1994)

indika Japonika Javonika
Adaptasyonu Daha ¢ok tropik Daha ¢ok subtropik Tropik ve subtropik
Glin uzunluguna tepki | Duyarlilik degisir duyarhilik degisir Az duyarli
Bitki boyu Genellikle uzun Genellikle kisa Uzun
Kardeslenme Cok kardeslenir Orta diizeyde kardeslenir | Az kardeslenir
Cimlenme durgunlugu | Fazla Orta Az
Yapraklar Genis, parlak yesil | Dar, koyu yesil Genis-kalin, acik yesil
Bayrak yapragi Dikge Yatikca Yatik¢a
Kavuz tuyluligii Kisa, sik tiiylii Uzun, seyrek titylii Uzun, kalmn tiiyli
Kilgik durumu Genellikle kilgiksiz | Genellikle kilgikli Genellikle kilgikl
Tane sekli Uzun, ince Kisa, genis, yuvarlak Kisa, genis, kalin
Tane dokme Kolay tane doker Az doker Doékmez
Pigme 6zelligi Tane bigimini korur | Lapalasir Tane bi¢imini korur

Tropik veya indika tipi c¢eltik (Oryza sativa) 7 bin yil 6nce Giiney Cin’de
ekilmekteyken daha sonralar1 Japonya ve diger Asya iilkelerine yayilmistir. Celtik Avrupa’da
8. ve 9. yiizyllarda Ispanya ve Portekiz’de ekilmis; 10. yiizyildan sonra Giiney Italya’da
ekilmeye baslanmistir. Giinlimiizde ise diinyanin bir¢cok bdélgesinde ekilmektedir (Chang,
1985).

Diinya tahil ekilis ve tiretiminde dnemli bir paya sahip olan celtik bitkisi; ekilis alani
yoniinden bugdaydan sonra ikinci, iiretim yoniinden ise bugday ve misirdan sonra tglincli

siray1 almaktadir. Celtik bitkisinden elde edilen piring, insan viicut enerjisi gereksiniminin %



23’tni ve protein gereksiniminin % 16’k kismini karsilayabilen ¢ok onemli bir gida
maddesidir (Arias ve ark. 2000).

Diinya’nin birgok bolgesinde her yil aglik ve yetersiz beslenme binlerce insani
olumsuz etkilemektedir. 1988 IRRI verilerine gore Celtik (Oryza sativa L.) bitkisi 144.641
milyon hektar ekilis alanina ve 468.275 milyon ton tiretime sahiptir (Bajaj, 1991).

Insanin yeterli ve dengeli bir sekilde beslenerek yeryiiziindeki varligini devam
ettirebilmesi icin; bitki besin maddeleri tiretiminin artirilmast gerekmektedir. Artan insan
niifusuna paralel olarak 320 milyon ton olan piring tiiketimi 6niimiizdeki 20 yil i¢inde 420
milyon tona ulasacaktir (Arias ve ark., 2000).

Tirkiye’de ¢eltik tiretimi 1990 yilinda 51 bin hektar iken bu tarihten sonra ¢eltik
dretimi siirekli bir artig egilimi gostermis ve 2007 yilinda 100 bin hektar dolayinda olmustur.
Tirkiye’de 1979 yilinda yapilan melezlemelerden ilk geltik cesitleri gelistirilmis ve daha
sonraki yillarda yeni gesitler birbirini izlemistir. 1997 yilindan sonra Melezleme yoluyla 1slah
edilen cesitlerin devreye girmesi ile tohumluk iiretimi siirekli bir artis egilimi gdstermis ve
introdiiksiyon yoluyla tescil edilen gesitlerin iiretimi hizla azalmigtir. Celtik tohumlugu
gereksinimi onceleri dis alimla karsilanirken, yapilan 1slah ¢alismalari sonucunda artan tiretim
sayesinde 2007 yilindan itibaren az da olsa yurt disina sertifikali olarak celtik tohumlugu ihrag
edilmeye baslanmistir (Beser ve ark. 2008).

Glniimiizde insanlarin beslenmesi agisindan yasamsal 6neme sahip olan tahillarda,
tiretim ve kalite sorunlarinin ¢6ziimii i¢in genetik varyabilitenin sinirlarina yaklasilmistir. Bu
nedenle, 6nemli kiiltiir bitkilerinin 1slahinda kullanilacak yeni ve daha genis genetik
varyabiliteye gereksinim vardir. Boyle bir genetik varyabiliteyi elde etmek, klasik bitki 1slah1
yontemlerinin etkinligini artirmak ve siiresini kisaltmak icin yeni teknolojilere gereksinim
vardir. Bu teknolojiler i¢inde en yaygin yararlandigimiz biyoteknolojidir.

Bitki biyoteknolojisinin temelleri 1838 yilinda Schwann ve Schleiden’in Totipatens
Teorisi ile atilmistir. Bitki biyoteknolojisindeki ciddi gelismeler 1900'lii yillarda baslamistir.
Watson ve Crick tarafindan genetik yapinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi, &zellikle
bitkilerde molekiiler tekniklerin kullanilmasinin oniinii agmistir. 1970°1i yillarda haploid
bitkilerin elde edilmesi, protoplast kaynastirmasi ve somatik melezlemeler, taksonomik veya
genetik olarak farkli tiirler arasindaki eseysel uyusmazlik engellerinin asilmasi, mutasyonlar,
DNA formundaki genetik materyal transferleri gibi ©nemli c¢aligmalar yapilmistir.
Glinlimiizde ise haploid bitkilerin elde edilmesinde anter kiiltiirii yaygin olarak kullanilan bir

biyoteknoloji yontemidir (Vasil ve ark., 1994).



Cok geng cicektozu hiicrelerinden haploid bitkilerin elde edilmesi teknigine anter
kiiltiirii ad1 verilmektedir. flk cigekli haploid bitkiler Blakesler ve arkadaslari tarafindan 1922
yilinda agiklanmasina karsin, o yillarda kromozom katlamasi basarilamadigi i¢in bu konuda
pek fazla c¢alisma yapilmamistir. Anter kiltlirliniin  haploid bitkilerin {iretiminde
kullanilmasina kadar sinirli sayida ¢aligmalar yapilmigtir.

Anter kiiltiirii yontemi ile haploid bitkilerin elde edilmesi bitki 1slahi ¢aligmalarinda
cok onem tasimaktadir. Haploid bitkilerin kromozom sayilarini katlayarak, kisa silirede
homozigotluga ulasmak olasidir. Boylece c¢esit 1slahi icin gereken zamanin kisaltilmasi
saglanabilir. Ayrica, haploid bitkilerde katlama sirasinda resesif 6zellikleri belirleyen genler,
homozigot halde muhafaza edilebilir (Lynch ve ark., 1991).

Fazla miktarda haploid (n kromozomlu) bitki iiretimi saglayacak olan anter kiiltiirii ile
istenilen mutant tiplerin se¢imi ve yeni kiiltiivarlarin gelistirilmesi miimkiindiir. Haploid
bitkiler 1slah c¢aligmalarinda genetik analizlerde ve benzer ¢alismalarda kullanilan 6nemli
mataryellerdir, haploid bitkilerin 1slah ¢aligmalarinda kullanabilmesi i¢in, o tiire ait haploid
bitkilerin istenildigi zaman yeterli miktarda ve kolay elde edilebilmesi gerekmektedir.
Kendine dollenen bitkilerde 6-7 yil gibi ¢ok uzun siire kendileme generasyonuna ihtiyag
duyulurken, anter kiiltlirli yontemi ile bu siire oldukc¢a kisaltilmaktadir. Siire kisaltiminin
yaninda anter kiiltiiri, 1slahin degisik alanlarinda 6énemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir.
Anter kiiltiirii ile elde edilen haploid bitkilerde kromozom sayisinin ikiye katlanmasi ile
homozigot bitkilerin elde edilmesi 6zellikle yabanci d6llenen bitkilerde melez ¢esit 1slahinda,
1slah siirecinin kisaltilmasi ve 1slah etkinligin artirilmasi i¢in umut olmustur.

Celtik 1slahinda da anter kiiltiirii ile homozigot di-haploid ¢eltik hatlar1 elde etmek
miimkiindiir. Boylece, yeni ¢esitlerin 1slahinda yontemin etkinligi artirilacak ve 1slah siiresi
kisaltilacaktir. Bu ¢alisma, boyle bir kapsamli ¢alismanin ilk ayagini olusturmaktadir.

Bu calisma ile celtik 1slah1 programinda kullanilabilecek uygun anter kiiltiirii yontemi
konusunda bilgi sahibi olunacaktir. Bu temel bilgi kullanilarak islah ¢alismalar1 sonucunda
gelistirilen celtik cesitleri ile oniimiizdeki yillarda tescil edilmesi diisiiniilen bazi celtik
hatlarinin anter kiiltiiriine olan tepkilerini 6lgmek miimkiin olabilecektir. Anter kiiltiirti
yontemi ile haploid bitki elde ederek anter kiiltiiriine elverisli g¢eltik ¢esitlerini saptamak,
celtik cesitlerinin farkli besi ortamlarina olan tepkilerini 6lgmek ve celtikte anter kiiltiiri

yontemi i¢in uygun besi ortamlarini bulmak bu ¢alismanin baglica amacidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Anter kiiltiirii tekniginin gelistirildigi ilk yillarda haploid bitkilerin elde edilmesinin
ancak Solanaccae ve Gramineae gibi belirli bazi bitki familyalarindaki tiirlerde miimkiin
olabilecegi diistiniilmiistiir. ilk defa 1967 yilinda Bourgin ve Nitsch, Nicotiana sylvestris ve
Nicotiana tabacum tiirlerinde anter kiiltiirii yoluyla haploid bitkileri elde etmislerdir. Bourgin
ve Nitsch’in bu basarilardan sonra genetikciler ve bitki 1slahgilari, diger bitki tiirlerinde de
haploid bitkilerin elde edilmesi i¢in biiyiik ¢aba harcamiglardir.

Kessel ve ark. (1977), oksijen diizeyinin diisiik oldugu kiiltlirlerde artan adenosine
diizeyinin yesil bitkicik oranin1 Daucas carota’da azalttigini bulmusladir.

Imamura ve Harada (1980), aspirasyon ile azalan atmosferik basing uygulamasi ile
tiitlin anterlerine 6n soguk uygulamasinin polen embriyogenesisini artirdigini belirtmislerdir.

Hassawi ve Liang (1990), bugday ve triticale’de yaptiklar1 caligmada; cesit,
inkiibasyon sicakligi ve c¢icek tozu gelisimi doneminin anter kiiltirii tzerine etkilerini
arastirmslardir. Inkiibasyon sicakliginin kallus olusturma ve bitki jenerasyonu iizerine fazla
etkisi olmadigini fakat ¢icek tozu gelisim donemi ile ¢esit interaksiyonunun kallus olusumunu
6nemli derecede artirdigini bulmuslardir.

Hatipoglu ve ark. (1994), ekmeklik bugday islahinda anter kiiltiiriinden yararlanma
olanaklar tizerine yiriittiikleri calismada genotipin anter kiiltiirii reaksiyonunu biiytik 6lgiide
etkiledigi sonucuna varmislardir.

Korkut ve ark. (2001), yaptiklar1 ¢alismada yerli ve yabanci kékenli emeklik bugday
cesit ile hatlarinda haploid ve dihaploid genotiplerin elde edilme olanaklarini arastirmislardir.
Ekmeklik bugday genotiplerinin kallus, albino ve yesil bitki yanitlarimi diisiik bulmuslardir.
Yirmibes genotipten 23’1 kallus gelistirmis, bunlardan 3 tanesinde hicbir orgonogenesis
goriilmemis, 20 tanesinde ise orgonogenesis goriilmistiir. Yirmi genotipin 15’inden ise yesil
bitki elde etmislerdir.

Stirek (2002)’e gore artik giinimiizde birgok bitki tiirtinde 6zellikle ¢eltik de dahil
bircok tahilda anter kiiltiirii yoluyla haploid bitkiler elde edilebilmektedir. Celtikte anter
kiiltiiric yontemi ile ilk haploid bitkiler Niizeki ve Oono tarafindan 1968 yilinda elde
edilmisgtir.

Cin’de yapilan bir arastirmada celtik 1slahinda 1slah siiresini kisaltmak ve 1slah
etkinligini arttirmak ic¢in anter kiiltiirlinden yararlanilmistir (Hua ve ark.. 1983). Ayrica,

geleneksel 1slah yontemi ile anter kiiltiiriine dayanan haploid 1slah yontemi karsilagtirilmagtir.

4



Bu amagla, Wan-87 ve America Rice No.l melezleri kullanilmistir. Yapilan ¢alismaya ait

anter kiiltiirii ile ¢eltik 1slahinin akis diyagrami Sekil 2°de verilmistir.

Wan-87 — Hat 1264

— F|-F»-F3-F4-F5--- Geleneksel yontem
America Rice No.1 — — Hat 1251-1

—— Hua-Yu 78-246

— H;-H»- nter kiiltiiri

— Hua-Jian 2910

Sekil 2. Anter kiiltiirii ile geltik 1slah1 akis diyagrami (Hua ve ark., 1983).

Bu aragtirmada geleneksel 1slah yontemiyle Fs generasyonunda 2 hat gelistirmek
miimkiin olmustur. Oysa, anter kiiltiirii ile desteklenmis yontemle 2 yil daha 6nce sonuca
ulagilmustir. Stabil 2 anter kiiltiirii hatti H, generasyonundan secilmistir. Bitki boyu, salkim
uzunlugu, salkimda dane sayisi ve bayrak yapragi ayasi alami ozelliklerinde tekdiizelik
acisindan bu 4 hat arasinda Snemli fark bulunmamistir. Oysa, anter kiiltiirii hatlarinda
varyasyon katsayisi, geleneksel yontem hatlarinin varyasyon katsayisindan daha diisiik
bulunmustur. Bu da anter kiiltiiri yontemi ile hatlarin daha ¢abuk duruldugunu yani
variyabilitenin daha ¢abuk azaldigini gostermektedir.

Geleneksel eseysel melezleme yontemi ile homozigot hatlarin gelistirilmesinde en az
5-7 generasyona ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat anter kiiltiirii ile iki generasyonda homozigot
hatlar elde edilebilir. 1976 yilinda haploid 1slah1 sonucu ilk ticari ¢eltik ¢esidi tescil edilmistir.
Daha sonralar1 bu yolla 100°e yakin ¢esit gelistirilmistir (Lynch ve ark., 1991)

Afza ve ark. (2000), Taipei 309 Japonika ¢eltik ¢esidinde salkimin farkli pargalarindan
alman anterlerin kallus olusturma potansiyellerini incelemislerdir. Bu calisma sonucunda

salkimin farkli pozisyonlarindan alinan anterlerin kallus olusturma yeteneklerinin de farkl
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oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar daha yiiksek etkinlikte anter kiiltlirli yapabilmek
icin salkimin alt bolgelerinden alinan anterlerin kullanilmasinin daha dogru olacagini ortaya
koymustur.

Arias ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢aligmada, Taipei-309 celtik ¢cesidinde siirgiin elde
edilmis ve silirgiin elde edilmemis bitkilerden aliman anterleri karsilagtirmiglardir.
Embriyogenik benzeri her yapi icin en yliksek sayida yesil bitkilerin, siirgiin elde edilmis
bitkilerden alinan anterlerden olustugunu bulmuslardir.

Bishnoi ve ark. (2000) “Indika x Basmati celtik melezinde anter kiiltiirii ¢alismalarr”
isimli yaptiklar1 calismada; gelistirilmis anter kiiltiirii yontemi kullanilarak cesitli Indika x
Basmati ¢eltik F; melezlerinde ve/veya F, bitki populasyonlarinda yiiksek frekanslarda yesil
fertil dihaploid bitkiler elde etmislerdir. Alt1 indika (HKR120, HKR86-3, HKR-86-217, PR-
106, Gobind ve CH2 ¢ift ciice), iki Basmati (Basmati-370, Taraori Basmati) celtik cesitleri ve
14 Heterotik Indika x Basmati F/F, melezlerinin 6n soguklama islemine (10 °C 10 dakika)
tabi tutulmus salkimlart agar ile katilastiritlmis N6M, Heh5M ve RZM modifiye edilmis besi
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. En iyi kallus olusturma frekansi (%2.6-78) % 4 (w/v) maltoz,
2,4-D, NAA ve kinetin iceren RZM besi ortamindan elde edilmistir. F; melezleri ve anag
celtik cesitleri ile karsilastirildiginda F, bitkilerinin anter kiiltiiriine daha uygun oldugu
goriilmiistir. RZM besi ortaminda tam 30 dakikada Indika Basmati F, bitkilerinden
androgenesis frekanslart % 31-78 olarak elde edilmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda bu
degerler Japonika celtik ¢esitleri ve Japonika anaclar1 igeren ¢eltik melezleri i¢in daha 6nce
aciklanan degerlerden daha yiiksek olarak bulunmustur. Yiiksek bitki rejenerasyon frekanslari
(her 1000 anter i¢in 67-337 yesil bitki) cesitli F; melezlerinden (Gobint x Basmati 370 ve
HKR120 x Taraori Basmati ) ve F, bitkilerinden (Gobind x Basmati 370, Gobind x Taraori
Basmati, HKR86-3 x Taraori Basmati) elde edilmistir. Bu melezlerden 498 bitki 6rnegi
saksilara sasirtilmistir ve % 90’1 canli kalmayr basarmistir. Bu bitkilerin % 8-78’1 % 5’in
tizerinde basakgik fertilitesi gostermis ve diploittir. Ayrica haploid bitkilerin % 18’inde % 0.1
kolkisin soliisyonuna batirma ile diploitlestirme gergeklestirilmistir. Bu calismada anter
kiltiirii isleminin iyilestirilmesi saglanmistir. Bdylece daha once yayinlanan sonuglarla
karsilastirldiginda Rekalsitrant indika x Basmati celtik melezlerinde yesil bitkilerin elde
edilmesi bir kac¢ kat arttirilmistir. Bu ¢alisma; Indika celtiklerinden arzulanan genlerin
Basmati celtigine anter kiiltlirlinii bir 1slah araci olarak kullanarak aktarilmasi iglemini
hizlandirmistir.

Daigen ve ark. (2000) “Japonika celtik cesidi Koshihikari’de etkili anter kiiltiirii
yontemi” konulu caligmalarinda; Japonika ¢eltik c¢esidi Koshihikari’yi yiiksek yeme
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kalitesinde celtik c¢esidi 1slah1 icin melezlemede ana¢ olarak kullanmislardir. Anter kiiltiirii
yontemi kisa bir siire iginde yeni bir geltik cesidi 1slah etmek amaciyla gelistirilmistir. Son
yillarda ¢ok sayida cesit bu sayede iiretime sunulmustur. Bununla birlikte Koshihikari’nin
anter kiiltiirii etkinligi diigiik bulunmustur. Anter kiiltiirii etkinligini arttirmak i¢in Koshihikari
kallus kiiltiirtine uygun bir kiiltiir besi ortami gelistirilmistir. Bu besi ortami R2 besi ortaminin
bir modifikasyonudur. Yani R2 ortamindaki KNO; ve (NH4),SOs 1/5 ortaminda
sulandirtlmigtir. SmM aspartik asit ve 5 mM gulitamin eklenmistir. Vitaminler yerine BS besi
ortam1 konulmustur. Boylece DKN (sulandirilmis KNO3) ortami1 elde edilmistir. DKN besi
ortaminin bazal (ana) besi ortami olarak kullanildigi anter kiiltiirli yonteminde 3 asamada
Koshihikari anterleri kiiltiire alinmistir. Verici bitkiler serada yetistirilmistir. DKN besi
ortami iizerinde her anter i¢in yesil bitki rejenerasyon orami 4.3 kati bulunmustur. Verici
bitkiler tarlada yetistirildiginde anter kiiltiirii ile celtik 1slahinda kullanilan 2 R2 besi
ortamindakine kiyasla 21.4 kat daha fazla kallus olugsmustur. Buradan Koshihikari ¢eltik
cesidinin anterlerinin kiltire alinmasinda 3 agsamali anter kiiltiirii yontemi ve DKN besi
ortam1 kombinasyonunun daha etkili oldugu sonucuna vartlmistir.

Dane ve Meri¢ (2001), “baz1 geltik cesitlerinde (Oryza sativa L.) anter kiiltiirii yoluyla
kallus tiretimi ve kallusun sitolojik 6zelliklerinin incelenmesi” konulu ¢alismalarinda Oryza
sativa nin Japonika alt tiirline ait 4 celtik cesidine N6 ve BS besi ortamlarinda anter kiiltiirii
teknigi yontemini uygulamislardir. Biitiin ¢esitler her iki ortamda da benzer sekilde cevap
vermistir. BS besi ortamindaki kallus olusum oranmi Siirek-95’te % 318, Baldo ¢esidinde
%122, Rocca gesitinde % 74 ve Osmancik’ta % 88 olarak saptamislardir. N6 besi ortamindaki
kallus olusum oranini ise Siirek 95°te % 262, Baldo’da % 148 Rocca’da % 95 ve Osmancik’ta
% 76 olarak gozlemislerdir. Kalluslarin mikrospor ve cicektozu tanelerinden olustugu
gozlenmistir. Cigektozu tanelerinden embriyonik olmayan kallus, mikrosporlardan ise
embriyonik kallus olusturmuslardir. Cicektozu tanelerinin ve mikrosporlarin bazi sitolojik
degisiklikler gegirdigi goriilmustiir. Kallus gelisiminin ileri evrelerinde ¢ok sayida tiimor,
iletim sistemi gelisimi ve kallus hiicrelerinde nisasta birikimi ortaya ¢ikmistir. Kallusun
histolojisinde bazi bolgeler PAS ile daha kuvvetli boyanmistir. Flow sitometri sonuglart kallus
hiicrelerinin % 58.3 tinlin diploit % 41.7’sinin ise aneuploid oldugunu gostermistir.

Boyadjiev (2002), “anter kiiltiirii yontemi ile Bulgar celtik ¢esitlerinin gelistirilmesini
kolaylastirmay1 zenginlestiren biyoteknoloji uygulamalari” isimli ¢alismasinda, Japonika x
Indika F, hibrit kombinasyonundan DH hatt1 saglanmasi icin MS kat1 ve N6 kat1 ortamlarini
kullanmistir. Ortama kallus indiiksiyonu i¢in 2.0 mg/l 2,4-D ve bitki gelisimi i¢in ise 0.5 mg/1

kinetin ilave etmistir. N6 media ortamina toplam 2975 adet anter ilave edilmistir. Bunlardan 4
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adet F; Japonika x Indika, 2 adet F; Japonika x Japonika melezi kullanilmistir ve 1 adet
Marina DH ise standart olarak kullanilmistir. Bu calismadan 458 adet kallus saglanmis
(%15.3) 379 adet kallus yeni besi ortamina aktarilmig ve bunlardan da 164 adet albino bitki
ile 86 adet yesil bitki elde edilmistir. MS besi ortamina ise 2988 adet anter konulmus, 335
adet kallus elde edilmis (%11.2) ve 264 adet kallus yeni besi ortamina aktarilmistir. Bu
caligmadan 54 adet albino bitki ile 93 adet yesil bitki elde edilmistir.

Quintero ve ark. (2002) “celtik anter kiiltlirii i¢in gegici olarak daldirma sistemi
(RITA)” isimli ¢alismada, anterleri RITA sistemine daldirmanin diger sivi besi ortamlarina
nazaran faydalarini incelemislerdir. Bunlar, anterlerin yeni besi ortamina aktarilmasidaki
kolayliklar, 6zdevinim rahatligi, artan sterilizasyon, kolay yikanma gibi faydalar olmustur.
Anter kiiltiirii i¢in Indika celtik ¢esitlerinden Cica 8, Cimarron, Fedearroz 2000, CT 11275
cesitleri kullanilmig ve Japonika cesidi olarak ise CT 6241-17-1-5-1 hatti kullanilmistir.
Verici bitkiler tarlada yetistirilip hasat edildikten sonra anterler RITA ortaminda tutulmustur.
Standart ortam olarak ise bebek mamas1 besi ortam1 kullanilmigtir. Olusan kalluslar yeni besi
ortamina taginmigtir.

Shahnewaz ve ark. (2003), haploid c¢eltik bitkileri elde etmek i¢in geg¢ tek c¢ekirdekli
mikrospor evresindeki 3 ¢eltik ¢esidinin anterlerini kullanmislardir. Oksinlerin ve kinetin
(sitokinin) cesitli kombinasyonlari ve yogunluklar1 ile desteklenmis Z2 besi ortaminda
anterler kiiltire alinmistir. Kiiltiire aliman anterler i¢inde 2,4-D 2.0 mg/L, NAA 2.5 mg/L,
kinetin 0.5 mg/L igeren Z2 besi ortaminda en iyi kallus olusturma gozlenmistir. Anterlerden
elde edilen kalluslardan haploid bitkiciklerin rejenerasyonu i¢in bu kalluslar 1.0 mg/L NAA,
1.0 mg/L kinetin, 1.0 mg/L BAP ile zenginlestirilmis ve modifiye edilmis MS besi ortamina
transfer edilmistir. Daha sonra 1sikta 251 °C de inkiibe edilmistir. BRRI Dhan-29 ¢esidi hem
yesil hem de albino bitkiler olusturmustur. Oysa BR-3 c¢esidi salt yesil bitkiler olusturmustur.
BRRI Dhan-29 c¢esidinden elde edilen yesil bitkicikler incelendiginde % 69.2 oraninda
haploid bitkiler olustugu ortaya ¢ikmuistir.

Chu ve ark. (2005), yaptiklar1 1slah g¢alismalarinda koprii ana¢ kullanarak ¢eltik
melezlemeleri yapmis ve bunun i¢in de anter kiiltiirinden yararlanmiglardir. Japonika tip
celtiklerin anter kiiltiirii ile melezlenmesinde % 6 basar1 saglarken Indika tipi celtiklerin
melezlenmesindeki basar1 %1’in altinda olarak hesaplamislardir. Javanika tipi celtiklerle
yapilan anter kiiltiirii melezlemelerinde % 1.2 basar1 elde etmislerdir. Javanika tipi ¢eltikler;
Japonika ile Indika tipi eko-cografik irklar1 arasinda yer almaktadir. Melez bahgesi icin bu

calismada anter kiiltlirli yapilabilirligi yiiksek olan tipler koprii ana¢ olarak kullanilmistir.



Giiney Amerika’nin ileri gelen yoresel cesitleri ile melezlenen koprii anaglar anter kiiltiirtine
alinabilirlikte dongiisel ilerleme gostermislerdir.

Otani ve ark. (2005) anter kiiltiirii kullanarak transgenik celtikte dihaploid elde etmeye
caligmiglardir. Bunun i¢in yabanci iki homozigot gen kullanmislardir. Transgenik hatlar anter
kiiltiirtine farkli yanitlar vermistir. Mikrospor tiiremis kallustan yesil bitkicikler rejenere
edilmistir. % 5.9 - 88.9 oraninda rejenere edilmis bitkilerle bircok tohum seraya koyulmustur.
Analiz sonunda ise ayni olduklar1 ya da yabanci gen igermedikleri ve transgen edilenlerden

hi¢ heterezigot bitki elde edilmedigi gortilmustiir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada materyal olarak Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan tescil
edilmis olan Japonika tipe ait Serhat 92, Beser, Demir, Ece, Edirne, Duragan, Osmancik-97
celtik cesitleri ile yerli Akgeltik ve Sarikil¢ik gesitlerinin yan1 sira IRRI’den getirtilen indika
tipi Aeron kodlu bazi hat ve ¢esitler olmak lizere toplam 26 geltik genotipi kullanilmigtir.

Cizelge 3.1.1°de bu hat ve gesitlere ait bilgiler bulunmaktadir.

Cizelge 3.1.1. Kullanilan hatlar/gesitler ve pedigrileri

Sira No | Cesit Pedigri Numarasi

1 Aeron 14 IR79915-B-83-4-4

2 Aeron 15 IR78875-176-B-1-B
3 Aeron 17 IR79971-B-204-1-4
4 Aeron 21 IR81024-B-61-3

5 Aeron 32 IR80508-B-57-4-B

6 Aeron 33 IR81024-B-21-3

7 Aeron 37 IR80508-B-57-2-B

8 Aeron 53 IR80508-B-194-2-B
9 Aeron 61 IR79907-B-481-2-3
10 Akeeltik Yerel Cesit

11 Beser Ipsala Mutasyon

12 CL-161 Kaynag bilinmiyor
13 Demir 84050-TR778-5-1

14 Duragan 94038-TR1607-4-3-1
15 Ece 90059-TR1251-4-1-2
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16 Edirne 88029-TR1054-6-1-1

17 IR 50 IR2153-14-1-6-2/IR 28//IR36
18 Irton 306 94052-TR1621-2-1-1-1

19 Kiziltan 94010-TR1579-1-2-2

20 MB 36 81020-TR295-3-1-2

21 Osmancik 82017-TR427-1-1-1-1

22 (DS 14) Sarikilgik Yerel Cesit

23 (DS 15) Serhat 92 7954-TR54-14-1-1

24 Thaibonnet 723761/7232278//L-201

25 TR 2343 Rocca mutasyon/Sakka-102
26 YRF 204 M. 46-1 YRF 204 Mutant

durumda, c¢eltik ¢esitleri i¢in ortak bir besi ortami1 énermek zordur. Bunun i¢in ¢alismamizda
N6 (Chu ve ark., 1975) ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) besi ortamlari ile bu ortamlarin 2,4-D
ve NAA hormonu ile desteklenmis ortamlar1 katilarak 5 farkli besi ortami kullanilmigtir.
Kullanilan besi ortamlar1 Cizelge 3.1.2.°de verilmistir. N6 ve B5 besi ortamlarinin icerigi

Cizelge 3.1.3 ve Cizelge 3.1.4’te verilmistir. Kati N6 besi ortami elde etmek icin ortama agar

katilmistir.

Anter kiiltlirinde yanitin ayni tiirdeki genotipler arasinda bile farklilik gosterdigi bir

Cizelge 3.1.2. Kullanilan besi ortamlari

No Besi Ortamm

1 N6 Kati

2 N6 NAA Kati

3 N6 NAA 2,4-D Sivi
4 BS Siv1

5 B5 NAA 2,4-D Siv1
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Cizelge 3.1.3. N6 Besi ortami

Konsantrasyon |  Stok soliisyon Litre basina
Stok Bilesik
(mg/L) (g/L) diisen stok (ml)
G-1 KNOs3 2500 250 10.00
(NH4)2SO4 134 13.40
G-2 10.00
MgS0,4.7H,0 150 15.00
G-3 NaH,P04.H,O 150 15.00 10.00
MnSO4.H20 10.0 1.00
G-4 H;BO; 3.00 0.30 10.00
ZnS04.7H,0 1.50 0.15
G-5 KI 0.75 0.075 10.00
Na;Mo004.2H,0 0.25 0.025
G-6 CuS04.5H,0 0.025 0.0025 10.00
CoCl,.6H,O 0.025 0.0025
Na,EDTA 37.25 3.725
Demir, Tuz ve
FeS0O4.7H,0 27.85 2.785 10.00
Kalsiyum
CaCl,.2H,0 150 15.00
Myo-Inositol 160
Nikotinik asit 1.00 100 mg/100 ml 1.00
Vitamin Pyridoxine HCl 1.00 100 mg/100 ml 1.00
Thiamine HCI 10.0 100 mg/1 ml 10.00
Hormonlar 24-D 1.00 10.00 10.00
Sukroz 20000
Diger
Agar 8000
pH 5.6-5.8
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Cizelge 3.1.4. BS Besi ortami

Bilesik (mg/L)
MgS0,4.7H,0 250
NaH,PO4.H,O 150
KNO; 2500
CaCl,.2H,0 150
(NH4)>S04 134
H;BOs 3.00
MnSO4.H,O 10.00
ZnS04.7H,0 2.00
Na;Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
KI 0.75
Na,Edta 37.30
Myo-inositol 100
Tiamin 10.00
Pyridoxine 1.00
Nikotinik asit 1.00
Glisin 200
Sukroz 20.00
Hormon 2.4 D 1.00
pH 5.8
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3.2. Yontem

Anag bitkilere ait geltik tohumlar1 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisti tarlalarinda
celtik ekim sezonunda ekilmistir. Caligmada kullanilan geltik tarlalarindaki ekim bakim ve
giibreleme isleri diger ¢eltik tarlalarinda oldugu gibi yapilmustir.

Anter kiiltiirli galismasi, 26 ¢eltik genotipi 5 besi ortami lizerinde denemeye alinmistir.
Calisma 3 tekrarlamali olarak tesadiif parsellerinde boliinmiis parseller deneme desenine gore
laboratuar kosullarinda yiiriitilmistiir. Yirmi alt1 genotip ana-parsellerde, 5 besi ortamu ise

alt-parsellerde yer almistir.

3.2.1. Anter Kkiiltiirii

Anter kiiltiirt, bir bitkiden izole edilen anterlerin uygun bir besi ortamina alinarak yeni
bitkilerin yetistirilmesi teknigidir. Anter kiltiiriiniin temel prensibi; normal olarak erkek
gameti olusturacak ¢igektozu hiicresinin gelismesini durdurmak ve somatik hiicrelerde oldugu
gibi c¢icektozu hiicresini dogrudan bir bitki olusturmaya zorlamaktir. Sekil 3.2.1.1°de
goriildiigi gibi ¢eltik bitkisinde her ¢igekte alt1 adet anter bulunmaktadir.

Sekil 3.2.1.1. Celtik bitkisine ait anterler

Anter kiiltiirii, polen olusumu sirasinda anterlerin ¢icek tomurcuklarindan cikarilip
steril kosullarda besi ortamina aktarilmasi ile baslar. Anterler bu kiiltiir ortaminda mitoz

boliinme gecirerek gelisirler. Olusan kalluslarin gelisme siireglerinin tamamlanmas1 sonucu
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haploid bitkicikler elde edilir. Sekil 3.2.1.2°de celtik anterinden elde edilmis bir kallus

goriilmektedir.

Sekil 3.2.1.2. Celtik anterinden elde edilmis kallus

Elde edilen haploid bitkilerin kromozom sayilart yaygin olarak kullanilan mutajen
olan kolkisin ya da diger mutagenler kullanilarak 2 katina ¢ikarilir. Kromozom katlamasi
saglanarak elde edilen bitkilerin homozigotlugu % 100 homozigotluga ¢ok yakindir. Sekil

3.2.1.3’de anter kiiltiirli calismasina ait bir sema goriilmektedir.
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Sekil 3.2.1.3 Anter kiiltiirii semast

Anter kiiltiirii caligsmasiin diger in vitro haploid bitki elde etme tekniklerine gore
avantaji, bir anter icerisinde binlerce ¢igektozunun bulunmasi ve uygun bir in vitro kiiltiir
sistemi ortaya konulabildiginde bir anterden ¢ok daha fazla sayida haploid bitki elde
edilebilmesidir.

Anter kiiltiirii ¢alismasinda kullanilan baglica evreler; bitki materyalinin se¢imi, ¢icek
tozu gelisim donemi, 6n soguk uygulamasi ve sterilizasyon islemleri, besi ortamlarinin
hazirlanmasi, anterlerin besi ortamina aktarilmasi ve anterlerin inkubasyonudur. Bu evreler alt

basliklar halinde tek tek agiklanmistir.

3.2.1.1 Bitki materyalinin sec¢imi
Bu calismanin birinci asamasinda verici bitkilerin secimi gergeklestirilmistir. Anter
kiltiiri ¢alismasi igin yapilan literatiir arastirmalarinda g¢ogunlukla indika tip celtikler

kullanildig: i¢in ¢alismada daha ¢ok indika tip genotipler verici bitki olarak secilmistir.

3.2.1.2 Cicek tozu gelisim donemi

Anter kiiltiiriindeki basar1 kullanilan besi ortaminin yapisina ve kiiltiire alinan ¢igek
tozunun gelisme devresine baghdir. Haploid bitki elde etmek i¢in anterleri belirli donemde
ortama almak gerekir. Resim 3.2.1.2°de alinma zamanina uygun bir celtik resmi

goriilmektedir.
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Resim 3.2.1.2. Erken bivalent dénemde alinmis geltige ait resim (orijinal)

Anterler birinci ¢igek tozu mitosisi doneminde kiiltiire alinirsa haploid bitkiler elde
edilebilir. Celtik salkimi bayrak yapragindan heniiz ¢ikmamigken sabah saat 7-9 arasi ya da
6gleden sonra 4-6 arasi saatlerinde, yani anterlerdeki ¢igek tozlari orta tek cekirdekli erken
bivalent donemde iken bitkilerdeki salkimlar sapla birlikte kesilerek alinmistir. Bayrak
yapragi kulak¢ik merkezi ile ikinci alt bayrak yapraginin kulak¢ik merkezinden olan mesafesi

5 ile 9 cm arasinda iken alinmistir (Arias, 2000).

3.2.1.3 On Soguk uygulamas ve anterlerin sterilizasyonu

Deneme parsellerindeki bitkilerden alinan c¢eltik salkimlart 6n soguk uygulamasi
yapilmasi amaciyla i¢cinde su bulunan kaplara konmus ve {stleri hafifce kapatilmistir. Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ne ait soguk odada 8 giin boyunca +6 °C de karanlik ortamda
bekletilmislerdir (Resim 3.2.1.3.1).
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Anter kiiltiiriinde soguk uygulamasinin olumlu etki yapmasinin nedeni; nisasta
birikiminin bloke edilmesi, tek ¢ekirdekli mikrospor déneminde tutulan mikrospor sayisinin
artirilmasi, anter duvariin yaslanmasiin geciktirilmesi ve absisik asit gibi bazi engelleyici

maddelerin etkisinin azaltilmasidir (Arias, 2000).

’

-

Resim 3.2.1.3.1. +6 °C “de soguk isleme tabi tutulan geltikler (orijinal)

Daha sonra celtiklerin salkimlarina Namik Kemal Universitesi Tarla Bitkileri Bolimii
Biyoteknoloji Laboratuvar1’ nda sterilizasyon islemi uygulanmistir. Bu islem i¢in salkimlar
laboratuar ortaminda sap ve yapraklarindan uzaklastirilmistir.

Salkimlar i¢inde 3 damla Twin 80 bulunan % 2’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda
20 dakika siire ile calkalanmistir (Resim 3.2.1.3.2). Daha sonra bu geltikler steril kabin i¢inde

steril su ile 3 kez durulanmistir (Arias ve ark., 2000).
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Resim 3.2.1.3.2. Sterilizasyon iglemi sirasindaki geltikler (orijinal)

3.2.1.4. Besi ortamlariin hazirlanmasi

Anter kiiltiirtinde ilk asamada gametofitik dokular1 sporofitik gelismeye doniistiirme
yoniinde uyaracak oksinler gerekli iken; bitkicige doniisim asamasinda sitokininlerin
varligina gereksinim duyulur. 2,4-D ve NAA’in siklikla kullanildig: ¢eltik anter kiilttirlerinde
oksin kaynagi olarak IAA kullanilmaktadir.

Bu amagla, ¢alismamizda N6 (Chu ve ark., 1975) ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) besi
ortamlari ile bu ortamlarin 2,4-D ve NAA hormonu ile desteklenmis ortamlar1 kullanilmistir.

Calismamizda BS Sivi ve N6 Sivi ortamlarina 2 mg/L naftalin asedik asit ve 0.5 mg/L
kinetin ilave edilerek besi ortamimin pH’1 5.8’e ayarlanmustir.

N6 besi ortamlart ve B5 besi ortamlar1 laboratuar kosullarinda 0.001 hassas terazi
kullanilarak bilesiklerden ¢izelgelerdeki miktarlar alinip stoklar hazirlanmistir. Daha sonra
stoklar otoklavda sterilize edilmistir. Sterilize edilen besi ortamlarindan kati olanlar ayni giin
laboratuarda steril kabin i¢inde petri kaplarina dokiilmiistiir, sivi olanlar ise sterilize
edildikleri kaplarda birakilarak anterlerin aktarilmasi esnasinda steril petri kaplarina
dokiilmiistiir. Petri kaplarina 10 ml besi ortam1 konulmustur. Her petri kabina 100 adet geltik

anterleri aktarilmistir.
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3.2.1.5. Anterlerin besi ortamina aktarilmasi

Steril hale getirilen salkimlardan alinan anterler steril pensler ile ¢ikarilarak daha 6nce
petri kaplarinda hazirlanmis steril besi ortamlari tizerine aktarilmislardir.

Anterlerden kahverengi ve acgik sart renkli olanlar, anter kiiltiirine yanit
vermeyeceklerinden dolayi kiiltiire alinmamuistir. Yesil renge sahip olan anterler, anter kiiltiirii
caligmasi i¢in en uygun olanlaridir.

Anterler izole edilirken ¢ok dikkatli davranmak ve anterleri yaralamamak gerekir.
Anterlere inokiilasyon esnasinda zarar verilirse bu anterler besi ortaminda yanit vermezler.

Kapali olan filamentler Resim 3.2.1.5.1, 3.2.1.5.2 ve 3.2.1.5.3’te gorildiigi gibi ince
bir pens ile dikkatli bir sekilde agilarak, anterler stamenlerinden alinmis ve i¢inde besi ortami1

bulunan petri kaplarina konulmustur.

Resim 3.2.1.5.1. Filamentlerin agilmasi (orijinal)
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Resim 3.2.1.5.2. Anterleri ¢ikarilan geltik (orijinal)

4

Resim 3.2.1.5.3. Anterlerin ¢ikartilmasi (orjinal)

Anterleri ¢ikarirken stamentlerinden tamamen koparildigina dikkat edilmistir. Petri

kabina stament ya da disi organ girmemistir.
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Petri kaplar1 iizerine, Resim 3.2.1.5.4 ve Resim 3.2.1.5.5’te goriildiigii gibi, cesit, besi
ortami ve aktarilma tarihi yazilmis ve petri kaplarinin agzi lesco film ile kapatilarak sikica

sartlmaistir.

Resim 3.2.1.5.4. Duragan (orijinal) Resim 3.2.1.5.5. (DS 14) Sarikil¢ik (orijinal)

3.2.1.6. Anterlerin inkubasyonu
Anterlerin aktarildigi petri kaplari, 28 °C’de inkubatorde karanlikta birakilmustir.

Burada yaklasik 5 hafta siiresince anterlerden kallus gelisimi izlenmistir. Kallus gelisimi

gosteren anterler yeni besi ortamina aktarilmistir (Resim 3.2.1.6).
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Resim 3.2.1.6. Inkiibatére koyulan petri kaplari (orijinal)

3.2.2. Biyometrik degerlendirme

Yaklasik 5 hafta sonunda elde edilen kalluslarin sayimi yapilmistir. Sonuglar
incelendiginde, kallus sayilarinin normal dagilim gostermedigi goriilmistiir. Varyans
analizinden Once sayim sonuglarinin normal dagilim gostermedigi durumlarda bazi
matematiksel islemler sonucu degiskenler normal dagilim sekline yaklastirilabilirler, bunun
icin  transformasyonlar yapilmaktadir. Calismamizda Sokal ve Rohlf (1969) tarafindan
Onerilen yonteme gore transformasyon yapilmistir. En ¢ok uygulanan doniistiirmeler; Karekok
ve Logaritma donlistiirmeleridir.

Doniistiirmeler yapildiktan sonra, biitiin testler veya giiven sinirlart bu yeni degere
gore bulunur. Eger sonuglar normal degerlere gore rapor edilmek isteniyorsa bu takdirde
ortalamalar orijinal birimlere doniistiiriilebilir. Fakat dontistiirtilmiis degerlerden hesaplanan
standart sapma veya varyansin geri orijinal birimlere doniistiirilmesi olanagi yoktur.
Doniistiiriilmiis  degerlerden hesaplanan ortalamalarin  orijinal degere doniistiiriilmesi,
dontistirmede uygulanan islemin tersi uygulanmak suretiyle miimkiin olmaktadir. Yani
karekok doniistiirmesi uygulandigr hallerde ortalamanin karesini, logaritmik dontistiirmelerde
ise ortalamalarin antilogaritmasini almak yeterlidir. (Yurtsever, 1989)

Sekil 3.2.2’de yer alan orjinal kallus sonuglarina gére JMP Programinda yapilan
normalite grafigine bakildiginda gercek kallus degerlerine ait dnemlilik degeri 0.864 oldugu
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goriilmektedir. Karekok Transformasyonuna ait dnemlilik degeri 0.928 bulunurken Logaritma
Transformasyonuna ait 6nemlilik degeri 0.892 olarak bulunmustur.

Karekok  Transformasyonunun normalitesinin, gercek  kallus  degerlerinin
normalitesinden ve Logaritma Transformasyonuna ait normalite testinden, daha normal bir
dagilim gosterdigi ve Karekok Transformasyona ait dnemlilik derecesinin de digerlerinden
daha biyiik oldugu i¢in calismamizda Karekok Transformasyon yontemi kullanilmistir.

Yapilan JPM Istatistik Programina ait normalite sonuglar1 ve grafikleri asagida verilmektedir.

0 10 20 30 40 5 60 70 80 9N

Normal(22,041,21,3392)
Sekil 3.2.2. Gergek kallus sonuglarinin normalite grafigi

Ortalama 22.041026
Standart Sapma 21.339184
Ortalamanin Standart Hatasi 1.0805516
Ust % 95 Ortalama 24.165478
Alt % 95 Ortalama 19.916574
N 390

Tahmin Edilen Paremetreler

Tip Parametre | Tahmin Alt % 95 Ust % 95
Lokasyon |[Mu 22.04103 19.91657 24.16548
Dagilim Sigma 21.33918 19.93932 22.95206
Uygunluk Testi

Onemlilik (W) Olasilik (P) <W

0.864356 0.0000
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3.2.2.1 Karekdk transformasyonu

Karekok Transformasyonu uygulandiginda normaliteye ait onemlilik degeri 0.928

bulunmugtur.

1
4 5

— —
N -
W -

— Normal(4,11448,2,37202)

Sekil 3.2.2.1 Karekokii alinmis kallus sonuglarinin normalite grafigi

Ortalama 4,1144832
Standart Sapma 2,3720203
Ortalamanin Standart Hatasi 0,1201119
Ust % 95 Ortalama 4350633
Alt % 95 Ortalama 3,8783334
N 390

Tahmin Edilen Paremetreler

Tip Parametre | Tahmin Alt % 95 Ust % 95
Lokasyon |Mu 4,114483 3,878333 4,350633
Dagilim Sigma 2,372020 2,216415 2,551304
Uygunluk Testi

Onemlilik (W) Olasilik (P) <W

0,927865 0,0000
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3.2.2.2 Logaritma transformasyonu
Logaritma Transformasyonuna ait normalitenin Onemlilik degeri 0.892 olarak

bulunmugtur.

Normal(2,66054,1,24071)

Sekil 3.2.2.2. Logaritmasi alinmis kallus sonug¢larinin normalite grafigi

Ortalama 2.6605367
Standart Sapma 1.2407124
Ortalamanin Standart Hatasi 0.0665092

Ust % 95 Ortalama 2.7913485

Alt % 95 Ortalama 2.5297249

N 348

Tip Parametre |Tahmin  [Alt % 95 |Ust % 95
Lokasyon |Mu 2.660537 [2.529725 |2.791349
Dagilim Sigma 1.240712 |1.154873 |1.340443

Onemlilik (W) Olasilik (P) <W

0.892154 0.0000

Transforme edilmis degerler ile varyans analizi ve onemlilik testleri Steel ve Torrie
(1960) tarafindan Onerilen yonteme gore JMP istatistik paket programi kullanilarak
yapilmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Elde edilen kallus sayilar1 tesadiif parsellerinde boliinmiis parseller deneme deseni
modeline gore varyans analizine tabii tutulmus ve belirlenen 6nemlilik testi sonug¢larina gore
genotip ve besi ortamlar1 anter kiiltiiriine yanitta kallus gelisimi tizerine etkileri 6nemli
bulunmustur. Calismada genotiplerin farkli besi ortamlarinda yanitlarini ortaya koyan
genotipxbesi ortami interaksiyonu 6nemli bulunmustur.

Bu denemede incelenen 26 genotipin 5 farklt besi ortami iizerinden ortalama kallus

olusturma sayilarina ait varyans analiz sonuglart Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Varyans analiz ¢izelgesi

Varyasyon Kaynagi SD (KO F hesap F (izelge
Genotip 25 |83.0869 |70.1443 | 1.70 *
Hata 1 52 |1.18451 |3.1987

Besi Ortami 4 10.76 29.0564 | 2.37*
GenotipxBesiOrtam 100 {2.08195 [5.6221 | 1.22%
Interaksiyonu

Hata 2 208 | 0.3703

Genel 389

* 1 0.05 olasilikla istatistik olarak 6nemlidir. CVv=15.30

Cizelge 4.1°deki varyans analiz tablosundan da goériildigu gibi, genotiplerin olusturdugu
kallus sayilar1 arasindaki farkliliklar, farkli besi ortamlarinda olusan kallus sayilari ve
genotiplerin farkli besi ortamlarinda olusturduklart kallus sayilar1 arasindaki farkliliklar
istatistik olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu denemenin varyasyon katsayisi (CV)
degeri 15.30 bulunmugtur. Tahillar i¢cin genellikle 13.00 degeri giivenilir bir katsayidir.
Burada elde edilen 15.30 degeri bu denemenin sonuglarina yiiksek oranda giivenebilinecegini

gostermektedir.
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Bu sonuglar ¢eltikte anter kiiltliriinde, genotipik fakliliklarin ve besi ortamlarinin kallus
olusturma tizerine onemli etki yaptigin1 gostermektedir.

Calismamizda elde edilen bu sonuglar Bishnoi ve ark. (2000) “Indika x Basmati geltik
melezinde anter kiiltiirii isimli ¢alismalar1 ve Boyadjiev (2002) “anter kiiltiirii yontemi ile
Bulgar c¢eltik c¢esitlerinin gelistirilmesinde  biyoteknoloji uygulamalar1” isimli yaptig1
caligmalar ile benzer sonuglar1 vermistir.

Bu denemede incelenen 26 genotipin her birinin 3 tekrarlama {izerinden 5 farkli besi

ortamindaki ortalama kallus olusturma sayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Genotiplerin tekrarlamalara gore besi ortamlarindaki kallus sayilari

Tekrarlama
Genotip Besi ortamlar: 1 11 I11 | Ortalama
B5 Siv1 7.90 8.60 8.20 8.23
B5 NAA 2.4-D Siv1 8.20 8.90 8.40 8.50
Irton 306 N6 Kat1 7.80 6.00 7.00 6.93
N6 NAA Kati 8.00 6.60 7.10 7.23
N6 NAA 2.4 D Sivi 8.20 6.80 7.30 7.43
BS Sivi 8.00 7.70 7.20 7.63
B5 NAA 2.4-D Sivi 8.70 8.60 8.40 8.57
Aeron 33 N6 Kat1 6.20 6.30 6.20 6.23
N6 NAA Kati 6.40 6.50 6.40 6.43
N6 NAA 2.4 D Sivi 6.60 6.80 6.50 6.63
BS Sivi 7.30 7.70 7.50 7.50
B5 NAA 2.4-D Sivi 9.50 9.30 9.30 9.37
Aeron 14 N6 Kat1 6.30 5.20 6.20 5.90
N6 NAA Kati 6.00 5.70 5.60 5.77
N6 NAA 2.4 D Sivi 6.40 7.00 5.80 6.40
BS Siv1 7.20 6.20 8.00 7.13
B5 NAA 2.4-D Sivi 7.60 8.60 8.80 8.33
Cl-161 N6 Kat1 7.80 4.00 4.60 5.47
N6 NAA Kati 8.20 6.30 5.30 6.60
N6 NAA 2.4 D Sivi 8.00 7.00 5.50 6.83
BS Siv1 6.60 6.90 6.80 6.77
B5 NAA 2.4-D Sivi 7.50 7.60 7.30 7.47
Aeron 17 N6 Kat1 6.50 6.20 6.20 6.30
N6 NAA Kati 6.80 6.70 6.40 6.63
N6 NAA 2.4 D Siv 6.90 7.10 6.60 6.87
Aeron 21 B5 Siv1 6.40 6.30 7.70 6.80
B5 NAA 2.4-D Sivi 7.90 8.00 8.00 7.97
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N6 Kati 5.60 5.50 5.60 5.57
N6 NAA Kati 5.80 6.00 5.70 5.83
N6 NAA 2.4 D Sivi 6.20 6.30 5.80 6.10
B5 Sivi 5.10 4.50 2.40 4.00
B5 NAA 2.4-D Siv1 6.20 5.50 3.30 5.00
MB 36 N6 Kat1 5.50 6.60 7.50 6.53
N6 NAA Kat1 6.40 7.50 8.20 7.37
N6 NAA 2.4 D Sivi 6.60 8.30 8.10 7.67
B5 Sivi 7.00 7.20 6.60 6.93
B5 NAA 2.4-D Sivi 7.30 7.00 7.70 7.33
YRF 204 Mutant 46-1 |N6 Kati 5.50 3.30 5.70 4.83
N6 NAA Kati 5.60 3.60 5.70 4.97
N6 NAA 2.4 D Sivi 6.00 3.90 5.90 5.27
B5 Siv1 6.00 6.30 7.30 6.53
B5 NAA 2.4-D Sivi 5.70 8.20 8.20 7.37
Thaibonnet N6 Kati 5.00 4.40 3.00 4.13
N6 NAA Kati 5.30 4.60 3.30 4.40
N6 NAA 2.4 D Sivi 5.80 4.90 3.50 4.73
B5 Sivi 5.00 3.70 4.40 4.37
B5 NAA 2.4-D Sivi 5.70 6.00 5.60 5.77
Serhat 92 N6 Kati 4.50 4.20 4.40 4.37
N6 NAA Kati 4.70 4.60 4.90 4.73
N6 NAA 2.4 D Sivi 4.90 4.80 5.10 4.93
B5 Siv1 5.70 6.00 5.70 5.80
B5 NAA 2.4-D Sivi 6.00 6.20 6.00 6.07
Aeron 32 N6 Kati 5.30 3.00 3.20 3.83
N6 NAA Kati 5.50 3.30 3.20 4.00
N6 NAA 2.4 D Sivi 5.80 3.70 3.30 4.27
B5 Siv1 3.70 4.00 3.00 3.57
B5 NAA 2.4-D Sivi 4.50 5.00 3.30 4.27
Duragan N6 Kati 4.40 5.10 4.40 4.63
N6 NAA Kati 4.50 5.50 4.90 4.97
N6 NAA 2.4 D Sivi 5.10 4.90 5.30 5.10
B5 Sivi 4.10 3.20 2.80 3.37
B5 NAA 2.4-D Sivi 4.40 3.30 3.00 3.57
TR 2343 N6 Kati 4.70 4.60 3.30 4.20
N6 NAA Kati 5.20 5.20 3.60 4.67
N6 NAA 2.4 D Sivi 5.50 5.40 3.60 4.83
B5 Siv1 5.40 3.00 4.60 4.33
B5 NAA 2.4-D Sivi 5.70 5.90 5.00 5.53
Beser N6 Kati 3.60 1.40 3.30 2.77
N6 NAA Kati 4.00 4.20 3.30 3.83
N6 NAA 2.4 D Sivi 4.40 3.90 3.50 3.93
B5 Siv1 3.70 4.00 3.30 3.67
Sarikilgik B5 NAA 2.4-D Sivi 4.40 4.50 4.20 4.37
N6 Kati 3.60 3.70 3.50 3.60
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N6 NAA Kati 3.90 4.00 4.00 3.97
N6 NAA 2.4 D Sivi 4.20 4.60 4.10 4.30
B5 Siv1 2.80 1.00 2.40 2.07
B5 NAA 2.4-D Sivi 3.20 1.70 3.00 2.63
IR 50 N6 Kati 4.20 2.40 3.30 3.30
N6 NAA Kati 4.50 3.00 3.30 3.60
N6 NAA 2.4 D Sivi 4.90 3.30 3.60 3.93
B5 Sivi 3.20 3.20 2.40 2.93
B5 NAA 2.4-D Siv1 3.70 3.50 3.30 3.50
Edirne N6 Kat1 2.40 1.00 2.00 1.80
N6 NAA Kati 2.80 1.70 2.40 2.30
N6 NAA 2.4 D Sivi 2.80 2.00 2.60 2.47
B5 Sivi 3.50 1.00 1.40 1.97
B5 NAA 2.4-D Sivi 4.60 1.70 1.40 2.57
Osmancik N6 Kati 3.20 1.70 1.70 2.20
N6 NAA Kati 3.70 2.20 3.00 2.97
N6 NAA 2.4 D Sivi 3.30 2.40 3.20 2.97
B5 Sivi 1.40 0.00 0.00 0.47
B5 NAA 2.4-D Sivi 1.40 1.70 1.00 1.37
Ece N6 Kati 2.20 2.40 0.00 1.53
N6 NAA Kati 2.60 3.00 2.60 2.73
N6 NAA 2.4 D Sivi 3.20 3.20 3.00 3.13
B5 Siv1 0.00 0.00 0.00 0.00
B5 NAA 2.4-D Sivi 0.00 0.00 2.40 0.80
Akgeltik N6 Kati 2.80 2.40 2.60 2.60
N6 NAA Kati 3.00 2.60 3.00 2.87
N6 NAA 2.4 D Sivi 2.40 2.40 3.20 2.67
B5 Siv1 1.70 1.00 1.00 1.23
B5 NAA 2.4-D Sivi 2.40 1.70 1.00 1.70
Kiziltan N6 Kati 2.20 1.00 1.70 1.63
N6 NAA Kati 2.40 2.00 2.00 2.13
N6 NAA 2.4 D Sivi 2.40 2.20 2.00 2.20
B5 Siv1 1.00 0.00 1.40 0.80
B5 NAA 2.4-D Siv1 1.40 1.00 1.70 1.37
Demir N6 Kati 2.40 0.00 2.20 1.53
N6 NAA Kati 3.20 1.40 2.80 2.47
N6 NAA 2.4 D Sivi 2.60 1.40 3.00 2.33
B5 Siv1 0.00 0.00 0.00 0.00
B5 NAA 2.4-D Siv1 0.00 1.40 0.00 0.47
Aeron 37 N6 Kati 1.40 1.00 1.00 1.13
N6 NAA Kati 1.00 1.70 1.00 1.23
N6 NAA 2.4 D Sivi 2.00 1.40 1.70 1.70
B5 Siv1 1.00 1.40 1.00 1.13
Aeron 15 B5 NAA 2.4-D Siv1 0.00 0.00 0.00 0.00
N6 Kati 0.00 0.00 1.00 0.33
N6 NAA Kati 0.00 1.00 0.00 0.33
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N6 NAA 2.4 D Sivi 1.40 1.00 1.00 1.13
BS5 Sivi 0.00 0.00 0.00 0.00
B5 NAA 2.4-D Sivi 1.00 1.00 1.00 1.00
Aeron 53 N6 Kat1 0.00 0.00 0.00 0.00
N6 NAA Kati 0.00 0.00 0.00 0.00
N6 NAA 2.4 D Sivi 1.00 0.00 1.00 0.67
BS5 Sivi 0.00 0.00 0.00 0.00
B5 NAA 2.4-D Sivi 1.00 1.00 1.00 1.00
Aeron 61 N6 Kati 0.00 0.00 0.00 0.00
N6 NAA Kati 0.00 0.00 0.00 0.00
N6 NAA 2.4 D Sivi 0.00 1.00 1.00 0.67

4.1. Kallus Olusturma Sayilarina Gore Cesitlerin Karsilastirnlmasi

Cizelge 4.1.1.’de gorildugi gibi denemeye alinan celtik genotipleri arasinda istatistik
olarak en yiiksek sayida (58.88) kallus olusturma oranini Irton-306 genotipi vermistir. Bu
genotipi kallus sayis1 bakimindan sirasiyla Aeron-33 ¢esidi 50.41 kallus sayis1 ve Aeron-14
cesidi de 48.81 sayisiyla ikinci grup olarak izlemistir. CL-161 genotipi ise 47.24 kallus
sayistyla istatistik olarak 3. grubu olusturmustur.

Akgeltik (3.19), Kiziltan (3.17) ve Demir (2.89) ¢esitleri ise en az sayida kallus
olusturan genotipler olmustur. Tiim genotiplerin kallus olusturma genel ortalamas1 15.76’dur.
Aeron-15, Aeron-53 ve Aeron-63 genotiplerinden kallus yanit1 alinamamistir. Bu genotiplerin
Tiirkiye iklim kosullarinda kurakliga dayanaksiz genotipler oldugunu diisiinmekteyiz.

Denemeye alinan celtik genotiplerinden 15 adedi genel ortalamanin {izerinde kallus
olusturmustur. Genotipler arasinda kallus sayis1 bakimindan ilk ona giren gesitler indika tipi
genotipler olmustur. Calismamizda Japonika tiplerine ait ¢eltiklerin kallus sayilar1 daha diisiik
bulunmugtur. Bu sonug; Daigen ve ark. (2000)’1n Japonika celtik c¢esidinin anter kiiltiiri
etkinliginin diisiik oldugu sonucu ile uyumludur. Oysa elde ettigimiz bu sonu¢ Chu ve ark.
(2005)’in  sonucu ile uyumsuzdur, yapilan calismada koprii ana¢ kullanarak celtik
melezlemeleri i¢in anter kiiltiiriinden yararlanilmistir. Japonika tip celtiklerin anter kiiltiirii ile
melezlenmesinde %6 basar saglarken Indika tipi geltiklerin melezlenmesinde %1 in altinda
basar1 hesaplamiglardir. Bunun nedeni olarak ¢alismalarinda Giiney Amerika’nin ileri gelen
yoresel ¢esitlerini koprii ana¢ olarak kullanmis olmalarin1 gosterebiliriz. Bizim kullanmig
oldugumuz Indika tipi celtik/hatlar ise IRRI’den getirtilen ve Tiirkiye’de yetistirilen geltik
cesit/ hatlaridir.
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Cizelge 4.1.1. Cesitlerin tekrarlamalara gore kallus olusturma degerleri

Cesitler Tekrarlamalar Tran:lzi;orrlna§y0n %gnijlilnslal ‘ 2nen;lilik
1 11 I gerleri (%g)er eri [Gruplan

1 |Irton 306 8.02 |7.40 |7.60 7.667 58.88 A
2 | Aeron 33 7.18 |7.18 |6.94 7.100 50.41 AB
3 |Aeron 14 7.10 [6.98 |6.88 6.987 48.81 AB
4 |CL-161 7.76 1642 |6.44 6.873 47.24 ABC
5 |Aeron 17 6.86 |6.90 |6.66 6.807 46.33 BC
6 |Aeron 21 6.38 |6.42 |6.56 6.453 41.65 B-D
7 |MB 36 5.96 16.48 |5.90 6.113 37.37 C-E
8 | YRF 204 Mutant 46-1 6.28 |5.00 |6.32 5.867 3442 DE
9 | Thaibonnet 556 [5.68 |5.06 5.433 29.52 EF
10 [ Serhat 92 496 [4.66 |4.88 4.833 23.36 FG
11 | Aeron 32 5.66 |4.44 |4.28 4.793 22.98 FG
12 [ Duragan 4.44 1490 (4.18 4.507 20.31 GH
13 | TR 2343 478 1434 |3.26 4.127 17.03 GH
14 | Beser 4.62 |3.68 |3.94 4.080 16.65 GH
15 | Sarikilgik 396 |4.16 |3.82 3.980 15.84 H
16 |IR 50 3.92 1228 |3.12 3.107 9.65 I
17 | Edirne 298 [2.28 [2.54 2.600 6.76 )
18 [ Osmancik 3.66 |1.80 |2.14 2.533 6.42 I-K
19 | Ece 2.16 |2.06 |1.32 1.847 3.41 J-L
20 | Akgeltik 1.64 |1.48 |2.24 1.787 3.19 KL
21 [ Kiziltan 222 |1.58 [1.54 1.780 3.17 KL
22 | Demir 2.12 0.76 |2.22 1.700 2.89 LM
23 | Aeron 37 0.88 [1.10 [0.74 0.907 0.82 MN
24 | Aeron 15 0.48 [0.68 [0.60 0.587 0.34 N
25 | Aeron 53 0.40 [0.20 [0.40 0.333 0.11 N
26 | Aeron 61 0.20 [0.40 [0.40 0.333 0.11 N

EKOF (0.05) =0.797
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4.2. Kallus Olusturma Sayilarina Gore Besi Ortamlarinin Karsilastirilmasi

Denemeye alinan 5 farkli besi ortami arasinda B5-NAA+2,4-D sivi besi ortaminda
istatistik olarak en yiiksek sayida (19.86) kallus elde edilmistir.

Bu besi ortamint N6-NAA+2,4-D sivi ortam1 17.63 kallus sayisi ile ikinci olarak
izlemistir. N6 Kat1 ortami ise 12.35 adet kallus sayisi ile en az sayida kallus olusturan besi

ortami olmustur.

Cizelge 4.2.1. Besi ortamlarinda olusan kallus sayilari

Besi Ortam [ekrariama Ortalama I(z;ijlilnsal ‘ g:ﬁg}::llk
1 11 111 Degerleri

B5 NAA 2,4-D Stv1 4.54 |4.51 |4.32 |4.46 19.86 A

N6 NAA 2,4 D Sivi 4.48 4.07 14.05 [4.20 17.63 B

N6 NAA Kati 421 |[3.80 |3.76 |[3.92 15.40 C

BS5 Sivi 4.00 [3.57 |3.66 [3.74 13.99 C

N6 Kati 397 | 3.13 | 3.45 |3.51 12.35 D

EKOF (0.05) =0.192

Bu bulgular Shahnewaz ve ark. (2003)’nin yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri bulgu
olan 2,4D ve NAA katildiginda en iyi sayida kallus olusturma bulgusunu dogrulamaktadir.
Shahnewaz ve ark.,(2003) oksinlerin ve kinetinin (sitokin) g¢esitli kombinasyonlari ve
yogunluklari ile desteklenmis Z2 besi ortaminda anterleri kiiltiire almislardir. Kiiltlire alinan
anterler i¢inde 2.0 mg/L 2,4-D, 2.5 mg/L NAA ve 0.5 mg/L kinetin i¢ceren Z2 besi ortaminda
en iyi kallus olusturma gozlenmistir. Anterlerden elde edilen kalluslardan haploid bitkiciklerin
rejenerasyonu i¢in bu kalluslar 1.0 mg/LL NAA, 1.0 mg/L kinetin, 1.0 mg/L BAP ile
zenginlestirilmis ve modifiye edilmis MS besi ortamina transfer edilmistir.

Calismamiz, Dane ve ark. (2001) ‘Bazi ¢eltik cesitlerinde (Oryza sativa L.) anter
kiltiirti yoluyla kallus tiretimi ve kallusun sitolojik 6zelliklerinin incelenmesi’ konulu ¢alisma
ile de benzer diismektedir. Yapilan caligmada celtik cesitlerine N6 ve B5 besi ortamlar

kullanilmigtir fakat biitiin ¢esitler her iki ortamda da benzer sekilde cevap vermistir. Bizim
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yaptigimiz ¢aligmada ise N6 ve B5 sivi besi ortamlart NAA ve 2,4 D katilarak daha zengin
hale getirilmistir ve NAA ile 2,4-D katilmis besi ortamlari katilmamis olan besi ortamlarimiza
gore daha c¢ok kallus olusturmustur.

Calismaniz ayrica Bishnoi ve ark. (2000) “Indika x Basmati celtik melezinde anter
kiiltiirti ¢aligmalarr” isimli ¢alisma ile uyum halindedir. Yapilan bu calismada en iyi kallus
olusturma frekansi 2,4-D, NAA ve Kinetin iceren RZM besi ortamindan elde edilmisti. Bu da

gosteriyor ki 2,4-D ve NAA igeren besi ortamlar1 anter kiiltiirii i¢in daha elverisli olmaktadir.

4.3. Cesitlere Gore En Uygun Besi Ortamlar:

Cizelge 4.3.1.’den de gortuldugu gibi Aeron 14 genotipi, BS NAA+2,4-D sivi besi
ortaminda istatistik olarak en yiiksek sayida (87.73) kallus olusturmustur.

Bunu sirasiyla Aeron 33 genotipi BS NAA s1v1 besi ortaminda kullanildiginda 73.39 adet
kallus sayisi ile ve Irton 306 genotipi yine BS NAA+2,4-D stvi besi ortaminda kullanildiginda
72.25 adet kallus sayisiyla ikinci grup olarak izlemislerdir. CL-161 ¢esidi ise yine ayni besi
ortaminda kullanildiginda 69.44 kallus sayisiyla izleyerek istatistik olarak 3. grubu
olusturmustur.

Aeron 37 ve Akgeltik genotipleri BS s1vi ortaminda; Aeron 53 ile Aeron 61 genotipleri
B5 s1vi, N6 NAA kat1 ve N6 kat1 ortaminda; Aeron 15 ise B5 NAA 2,4-D sivi1 besi ortaminda
en az sayida kallus olusturan genotipler olmuslardir.

Genotiplerin besi ortamlarina goére kallus olusturma genel ortalamasi 15.73 adettir.
Ortalamay1 gecgen besi ortami kallus interaksiyonu 65 adettir .

Calismamizda indika tip celtik genotiplerinin NAA ve 2,4-D katilan B5 besi ortaminda
kullanildiginda en iyi kallus yanitin1 verdigi belirlenmistir. Bu da besi ortamlarinin
genotiplere gore degisebilecegini gostermektedir. Daigen ve ark. (2000) ‘Japonika celtik
cesidi Koshihikari’de etkili anter kiiltiirii yontemi’ isimli ¢alismalarinda Koshihikari isimli
¢esitin anter kiltiirii etkinligini japonika tipine ait oldugu i¢in disiik bulmuslardir. Ve anter
kultiirti etkinligini arttirmak i¢in Koshihikari kallus kiiltiirline uygun bir kiiltiir besi ortami1
gelistirmiglerdir. Bu besi ortami R2 besi ortaminin bir modifikasyonudur. Yani R2
ortamindaki KNOj ve (NH4),SO4 1/5 ortaminda sulandirilmistir. SmM aspartik asit ve 5 mM

Gulitamin eklenmistir ve vitaminler yerine BS besi ortamini kullanmiglardir.
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Yaptigimiz ¢alismada ¢esit ve besi ortamina gore kallus olusumunun 6nemli oranda

degistigi, bu nedenle de her genotipe goére besi ortaminin ayr1 énem arz edecegi sonucu

cikmaktadir.

Cizelge 4.3.1. Genotip x besi ortam1 interaksiyonu ve 6énemlilik gruplar

Orijinal
No [ Genotip x Besi Ortami gzggsiformasyon gzgeli'Sleri g:ﬁg}:::_llk

()
1 |Aeron 14 x B5 NAA 2,4-D Sivi 9.37 87.80 A
2 [Aeron 33 x B5S NAA 2,4-D Siv1 8.57 73.44 AB
3 |Irton 306 x B5S NAA 2,4-D Siv1 8.50 72.25 AB
4 |CL-161 x BS NAA 2,4-D Siv1 8.33 69.39 BC
5 |Irton 306 x B5 Sivi 8.23 67.73 B-D
6 |Aeron 21 x B5S NAA 2,4-D Sivi 7.97 63.52 B-E
7 |MB 36 x N6 NAA 2,4 D Siv1 7.67 58.83 B-F
8 | Aeron 33 x B5 Sivi 7.63 58.22 B-F
9 |Aeron 14 x B5 Siv1 7.50 56.25 C-G
10 |Aeron 17 x BS NAA 2,4-D S1iv1 7.47 55.80 C-G
11 [Irton 306 x N6 NAA 2,4 D Siv1 7.43 55.20 C-G
12 |Thaibonnet x B5S NAA 2,4-D Si1vi 7.37 54.32 C-H
13 [MB 36 x N6 NAA Kati 7.37 54.32 C-H
14 | YRF 204 Mutant 46-1 x B5 NAA 2,4-D Sivi 7.33 53.73 D-H
15 |Irton 306 x N6 NAA Kati 7.23 52.27 E-1
16 [CL-161 x B5 Sivi 7.13 50.84 E-J
17 [ YRF 204 Mutant 46-1 x B5 Siv1 6.93 48.02 F-K
18 [Irton 306 x N6 Kat1 6.93 48.02 F-K
19 | Aeron 17 x N6 NAA 2,4 D Sivi 6.87 47.20 F-L
20 |CL-161 x N6 NAA 2,4 D Siv1 6.83 46.65 F-L
21 |Aeron 21 x B5 Siv1 6.80 46.24 F-M
22 [Aeron 17 x BS Siv1 6.77 45.83 F-N
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23 [Aeron 17 x N6 NAA Kat1 6.63 43.96 G-O
24 | Aeron 33 x N6 NAA 2,4 D Sivi 6.63 43,96 G-O
25 |CL-161 x N6 NAA Kat1 6.60 43.56 G-O
26 [Thaibonnet x B5 S1v1 6.53 42.64 G-P
27 [MB 36 x N6 Kat1 6.53 42.64 G-P
28 [Aeron 33 x N6 NAA Kati 6.43 41.34 H-Q
29 [Aeron 14 x N6 NAA 2,4 D Siv1 6.40 40.96 H-Q
30 |Aeron 17 x N6 Kat1 6.30 39.69 I-Q
31 |Aeron 33 x N6 Kati 6.23 38.81 J-R
32 |Aeron 21 x N6 NAA 2,4 D Sivi 6.10 37.21 K-R
33 |Aeron 32 x BS NAA 2,4-D Sivi 6.07 36.84 K-S
34 |Aeron 14 x N6 Kat1 5.90 34.81 L-T
35 [Aeron 21 x N6 NAA Kati 5.83 33.99 M-T
36 |Aeron 32 x B5 Sivi 5.80 33.64 N-U
37 |Serhat 92 x B5S NAA 2,4-D Sivi 5.77 33.29 0-U
38 |Aeron 14 x N6 NAA Kati 5.77 33.29 O-U
39 |Aeron 21 x N6 Kati 5.57 31.02 P-v
40 [Beser x BS NAA 2,4-D Sivi 5.53 30.58 Q-vV
41 |CL-161 x N6 Kat1 5.47 29.92 Q-v
42 [ YRF 204 Mutant 46-1 x N6 NAA 2,4 D Sivi 5.27 27.77 R-W
43 |Duragan x N6 NAA 2,4 D Sivi 5.10 26.01 S-X
44 |MB 36 x B5S NAA 2,4-D Sivi 5.00 25.00 T-X
45 | YRF 204 Mutant 46-1 x N6 NAA Kati 4.97 24.70 T-Y
46 |Duragan x N6 NAA Kati 4.97 24.70 T-Y
47 |Serhat 92 x N6 NAA 2.4 D Sivi 4.93 24.30 T-Z
48 | YRF 204 Mutant 46-1 x N6 Kat1 4.83 23.33 U-[
49 |TR 2343 x N6 NAA 2,4 D Sivi 4.83 23.33 U-[
50 |Serhat 92 x N6 NAA Kat1 4.73 22.37 V-\
51 |Thaibonnet x N6 NAA 2.4 D Sivi 4.73 22.37 V-\
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52 | TR 2343 x N6 NAA Kati 4.67 21.81 V-\
53 |Duragan x N6 Kat1 4.63 21.44 V-]
54 |Thaibonnet x N6 NAA Kati 4.40 19.36 W-A
55 |Sarikil¢ik x B5 NAA 2,4-D Siv1 4.37 19.10 W-~
56 |Serhat 92 x B5 Sivi 4.37 19.10 w-A
57 |Serhat 92 x N6 Kat1 4.37 19.10 w-A
58 |Beser x BS Sivi 4.33 18.75 W-_
59 |Sarikilgik x N6 NAA 2,4 D Sivi 4.30 18.49 W- -
60 |Aeron 32 x N6 NAA 2,4 D Sivi 4.27 18.23 X-!
61 |Duragan x BS NAA 2,4-D Sivi 4.27 18.23 X-'
62 | TR 2343 x N6 Kat1 4.20 17.64 X-'
63 | Thaibonnet x N6 Kat1 4.13 17.06 X-'
64 | Aeron 32 x N6 NAA Kati 4.00 16.00 Y-a
65 |MB 36 x BS5 Sivi 4.00 16.00 Y-a
66 |Sarikilgik x N6 NAA Kati 3.97 15.76 z-a
67 |IR 50 x N6 NAA 2,4 D Sivi 3.93 15.44 [-b
68 |Beser x N6 NAA 2,4 D Sivi 3.93 15.44 [-b
69 |Beser x N6 NAA Kati 3.83 14.67 \-c
70 |Aeron 32 x N6 Kati 3.83 14.67 \-c
71 |Sarikil¢ik x B5 Sivi 3.67 13.47 ]-d
72 |IR 50 x N6 NAA Kat1 3.60 12.96 A-e
73 |Sarikil¢ik x N6 Kati 3.60 12.96 e
74 | TR 2343 x B5S NAA 2,4-D Sivi 3.57 12.74 A-f
75 |Duragan x BS Sivi 3.57 12.74 Af
76 |Edirne x B5S NAA 2,4-D Siv1 3.50 12.25 N-g
77 | TR 2343 x BS Sivi 3.37 11.36 _-h
78 |IR 50 x N6 Kati 3.30 10.89 -1
79 |Ecex N6 NAA 2,4 D Siv1 3.13 9.80 a-j
80 [Osmancik x N6 NAA 2.4 D Sivi 2.97 8.82 b-k
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81 |Osmancik x N6 NAA Kat1 2.97 8.82 b-k
82 |Edirne x B5 Sivi 2.93 8.58 c-1
83 |Akgeltik x N6 NAA Kati 2.87 8.24 c-1
84 |Beser x N6 Kat1 2.77 7.67 d-m
85 |Ece x N6 NAA Kati 2.73 7.45 d-m
86 |Akgeltik x N6 NAA 2,4 D Sivi 2.67 7.13 e-n
87 |IR 50 x B5 NAA 2,4-D Siv1 2.63 6.92 e-n
88 | Akeeltik x N6 Kat1 2.60 6.76 f-o
89 |Osmancik x B5 NAA 2,4-D Sivi 2.57 6.60 g-0
90 |Edirne x N6 NAA 2,4 D Siv1 2.47 6.10 h-p
91 |Demirx N6 NAA Kati 247 6.10 h-p
92 |Demirx N6 NAA 2,4 D SIvi 2.33 543 i-q
93 |Edirne x N6 NAA Kat1 2.30 5.29 7-q
94 [Kiziltan x N6 NAA 2,4 D Sivi 2.20 4.84 Jr
95 [Osmancik x N6 Kati 2.20 4.84 Jr
96 |[Kiziltan x N6 NAA Kati 2.13 4.54 k-r
97 |IR 50 x BS Sivi 2.07 4.28 k-s
98 |Osmancik x B5 Sivi 1.97 3.88 1-t
99 [Edirne x N6 Kat1 1.80 3.24 m-t
100 | Aeron 37 x N6 NAA 2.4 D Sivi 1.70 2.89 n-u
101 [ Kiziltan x B5 NAA 2,4-D Sivi 1.70 2.89 n-u
102 [ Kiziltan x N6 Kati 1.63 2.66 0-vV
103 | Demir x N6 Kat1 1.53 2.34 p-v
104 [Ece x N6 Kat1 1.53 2.34 P-v
105 [Ece x B5 NAA 2,4-D Sivi 1.37 1.88 q-w
106 | Demir x B5 NAA 2,4-D Siv1 1.37 1.88 q-w
107 [ Aeron 37 x N6 NAA Kat1 1.23 1.51 r-X
108 [ Kiziltan x BS5 Sivi 1.23 1.51 r-X
109 | Aeron 37 x N6 Kati 1.13 1.28 S-X
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110 [ Aeron 15 x N6 NAA 2,4 D Sivi 1.13 1.28 $-X
111]Aeron 15 x B5 Sivi 1.13 1.28 S-X
112 | Aeron 53 x B5S NAA 2,4-D Sivi 1.00 1.00 t-x
113 [ Aeron 61 x B5 NAA 2,4-D Sivi 1.00 1.00 t-x
114 [ Akgeltik x B5 NAA 2.4-D Sivi 0.80 0.64 u-y
115 [Demir x B5 Sivi 0.80 0.64 u-y
116 [ Aeron 53 x N6 NAA 2,4 D Sivi 0.67 0.45 v-y
117]Aeron 61 x N6 NAA 2,4 D Sivi 0.67 0.45 V-y
118 ] Aeron 37 x B5 NAA 2,4-D Sivi 0.47 0.22 w-y
119 [Ece x B5 Sivi 0.47 0.22 w-y
120 | Aeron 15 x N6 Kati 0.33 0.11 X-y
121 ]| Aeron 15 x N6 NAA Kati 0.33 0.11 X-y
122 | Aeron 61 x B5 Sivi 0.00 0.00 y
123 | Aeron 53 x B5 Sivi 0.00 0.00 y
124 | Aeron 53 x N6 Kat1 0.00 0.00 y
125]| Aeron 53 x N6 NAA Kati 0.00 0.00 y
126 | Aeron 61 x N6 NAA Kati 0.00 0.00 y
127] Aeron 15 x B5 NAA 2,4-D Sivi 0.00 0.00 y
128 [ Akgeltik x B5 Siv1 0.00 0.00 y
129 | Aeron 61 x N6 Kat1 0.00 0.00 y
130| Aeron 37 x B5 Sivi 0.00 0.00 y
EKOF (0.05)= 0.980

Bu arastirmada kullanilan besi ortamlar1 ve bu besi ortamlarinda genotiplerin
performasyonlar ile ilgili orijinal resimler (Resim 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9,
4.10 ve 4.11) asagida verilmistir.
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Resim 4.1. N6 NAA 2.4-D Siv1 besi ortaminda Duragan genotipi kallusu.

Resim 4.2. N6 Kati besi ortaminda DS 14 (Sarikil¢ik) genotipi kallusu.

Resim 4.3. N6 Kat1 besi ortaminda DS 14 (Sarikil¢ik) genotipi kallusu-1.
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Resim 4.4. B5 Sivi besi ortaminda DS 15( Serhat 92) genotipi kallusu.

Resim 4.5. B5 Sivi besi ortaminda DS 15 (Serhat 92) genotipi kallusu-1

41



Resim 4.6. BS Sivi besi ortami DS 15 (Serhat 92) genotipi kallusu-2

Resim 4.7. N6 Siv1 besi ortaminda Aeron 21 genotipi kallusu.
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Resim 4.8. N6 NAA 2,4-D Sivi besi ortaminda Duragan genotipi kallusu-1.

Resim 4.9. B5S NAA 2,4-D Aeron 17 genotipi kallusu.
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Resim 4.10. B5 Sivi besi ortaminda DS 15 (Serhat 92) genotipi kallusu-3

ot O ,er\...‘."

g

Resim 4.11. N6 NAA kat1 besi ortaminda Akgeltik genotipi kallusu.
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5. SONUC

Yirmi alt1 ¢eltik genotipinin 5 farkli besi ortaminda anter kiiltiirii olanaklarin1 belirlemek
amaciyla yapilan bu arastirmadan elde edilen bulgular, celtik genotiplerinin anter kiiltiiriine
yamtlarinmn farkli oldugunu, kullanilan indika tipi ¢eltik genotiplerinin anter kiiltiiriine daha
iyi yanit verdiklerini gostermistir.

Celtik genotiplerinin anter kiiltiirine yanitlariin  kullanilan  besi ortamina gore
degisebilecegi, genotiplerin en iyi yanit verdikleri besi ortamlarinin “B5- NAA+2,4-D siv1”
ve “N6-NAA+2,4-D sivi” ortamlart oldugu bulunmustur. ki besi ortaminin ortak
paydaslarindan celtikte anter kiiltiirii i¢in besi ortaminda NAA+2,4-D s1vi kompomentlerinin
o6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda anter kiiltlirii tekniginin ¢eltik 1slah1 ¢alismalarinda gelecekte
onemli bir ara¢ olabilecegi deneysel olarak kanitlanmigtir. Bu saptama, bitki 1slahi
programlarinda yeni stratejiler belirlenirken biyoteknolojik yontemlerin de mutlak dikkate

alinmasi gerektigini vurgulamaktadir.
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