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ÖZET

Yüksek Lisans Tezi

Mısır Bitkisinde Anter Kültürü Olanakları Üzerine Araştırmalar

Soner Yiğit SARIER

Namık Kemal Üniversitesi
Fen Bilimleri Enstitüsü

Tarla Bitkileri Anabilim Dalı

Danışman: Prof. Dr. Kayıhan Z. Korkut

Bu çalışmanın içeriği bazı kendilenmiş mısır hatlarında in vitro androgenesisi anter kültürü

yolu ile aktarılması ve 7–10 gün sürecek ön soğuk uygulaması yaptıktan sonra anterlerin

kombine edilen dört embriyo indüksiyon ortamına (IMSS & YPm &N6&P II Besi Ortamı)

aktarılmasıdır. Ön soğuk uygulanmasından sonra, anterleri kallus oluşturması için indüksiyon

ortamına transfer edilmiştir. Bu üç faktörlü bir deneme olup üç tekrarlamalı olarak tamamıyla

şansa bağlı deneme planına göre dizayn edilmiştir. Her bir tekrarlamadaki petri kabı 30 anter

içermektedir. Her biri 28oC sıcaklıkta 3–4 hafta tutulduktan sonra TARİST istatistik

programında (ANOVA) varyans analizi yapılmıştır. Sonuçlara göre mısır hatlarının anter

kültürüne yanıtlarının kullanılan besi ortamına göre değişebileceği, hatların en iyi yanıt

gösterdikleri besi ortamlarının YPI ve MS olup, en yüksek yanıtı SM-53 genotipinden ve en

yüksek interaksiyonu SM-53 hattı ve YPI (2,4-D + IBA) besi ortamının verdiği sonucuna

varılmıştır.

Anahtar kelimeler: androgenesis, haploid, besi ortamı, kallus, anter kültürü

2010, 56 sayfa
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ABSTRACT

MSc. Thesis
Studies on Anther Culture Possibilities in Maize

Soner Yiğit SARIER

Namık Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Kayıhan Z. Korkut

This study involves in vitro androgenesis of Zea mays L. some inbred lines via anther culture.

combination of four embryo induction media (MS & YPI &N6&P II Media) and cold

pretreatment duration (7 to 10 days). After cold pretreatment, anthers were transferred to the

induction media to induce of callus. The experiment was carried out in a 3-factorial

experiment (based on a completely randomized design) with 3 replications. Each replication

consisted of one petri-dish containing 30 anthers. They were grown in a growth chamber at

28°C at 3–4 weeks. And then analysis of variance (ANOVA) was carried out using the

TARİST statistical software. Accordining to result, anther culture responses of maize lines

was varied accordining to the used plant media. The highest anther culture responses of

maize lines were obtained from YPI and MS medium . SM-53 line between maize genotypes

was gave the best response. The highest response for anther culture was obtained in SM-53

line and in YPI media (2,4- D + IBA).

Keywords: androgenesis, haploidy, medium, callus, anther culture

2010, 56 pages
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ

2,4-D 2,4 Diklor fenoksi asetik asit

ABA Absisik asit

BAP Benzil amino pürin

DH Double Haploid

EKÖF En küçük önemli fark

IAA Indol asedik asit

IBA Indol bütirik asit

6BA Bütirik asit

CIMMYT Uluslar arası mısır ve buğday  araştırma merkezi

KO Kareler ortalaması

KT Kareler toplamı

ELS Embriyo benzeri yapı (Embryo like structures)

MS Murashige and Skoog besi ortamı

NAA Naftalin asetik asit

PAA Fenil asetik asit

SD Serbestlik derecesi

N 6 Nistch (besi ortamı)

AC Anter kültürü

MC Mikrospor kültürü

DK Değişim katsayısı

mg Miligram

L Litre

cm Santimetre
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1. GİRİŞ

Dünya tahıl ekiliş ve üretiminde önemli bir paya sahip olan mısır bitkisi; ekim alanı

yönünden buğday ve çeltikten sonra üçüncü, üretim yönünden ise buğdaydan sonra ikinci

sırayı almaktadır.

Günümüzde insanların beslenmesi açısından yaşamsal öneme sahip olan tahıllarda,

üretim ve kalite sorunlarının çözülmesi için genetik varyabilitenin sınırlarına yaklaşılmıştır.

Bu nedenle, önemli kültür bitkilerinin ıslahında kullanılacak yeni ve daha geniş varyabiliteye

gereksinim vardır. Böyle bir genetik varyabiliteyi elde etmek, geleneksel bitki ıslahı

yöntemlerinin etkinliğini arttırmak ve ıslah süresini kısaltmak için yeni teknolojilere

gereksinim vardır. Bu teknolojiler içinde en yaygın yararlandığımız biyoteknolojidir.

Biyoteknoloji kısaca, yaşayan doku ve organları kullanarak, uygun yöntem ve tekniklerle

istenilen ürünlerin elde edilmesi anlamına gelir. Geleneksel bitki ıslahı yöntemlerinin

modifiye edilmesinde biyoteknolojiden yararlanılmaktadır.

Bitki biyoteknolojisinin temelleri 1838 yılında Schwann ve Schleiden in Totipotens

Teorisi  ile atılmıştır. Tek bir hücreden bölünme ve farklılaşma yoluyla organ ve tam bitki

elde etme potansiyeline “ Tottipotensi” denir. Bitki hücreleri bu özelliğe sahiptir. Kallus ise,

düzenli olmayan hücrelerin oluşturduğu yara dokusudur. Doku kültüründe yapılan

çalışmaların çoğunda kallus safhasından geçilerek başarıya ulaşılır.

Bitki biyoteknolojisindeki ciddi gelişmeler 1900 lü yıllarda başlamıştır. Watson ve

Crick tarafından genetik yapıların moleküler düzeyde tanımlanması, özellikle bitkilerde

moleküler tekniklerin kullanılmasının önünü açmıştır.

1970 li yıllarda haploid bitkilerin elde edilmesi, protoplast kaynaştırması ve somatik

melezleme, taksonomik veya genetik olarak farklı türler arasındaki eşeysel uyuzmazlık

engellerin aşılması, mutasyonlar, DNA formundaki genetik materyal transferleri gibi önemli

çalışmalar yapılmıştır. Günümüzde ise haploid bitkilerin elde edilmesinde anter kültürü

yaygın olarak kullanılan bir biyoteknolojik yöntemdir (Vasil ve ark. 1994). Bir türün normal
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kromozom sayısının yarısına (n) sahip olan eşey hücreleri yani gametlerinden yararlanılarak,

o türün gametik kromozom sayısını taşıyan haploid bitkilerin elde edilmesine

“haploidizasyon” adı verilmektedir.

Somatik hücrelerdeki kromozom sayısı, ait oldukları bitki türünün gamet hücrelerinde

bulunan kromozom sayısı kadar olan bitkilere haploid bitkiler adı verilmektedir. Haploidler,

her bir lokustaki allellerden yalnız bir seriyi içermekte ve bu özellikleri ile ıslah

çalışmalarında önemli yer tutmaktadırlar.

Anter kültürü veya dihaploid elde etmede amaç eldeki materyali en hızlı şekilde

homozigot hale getirmektir. Somatik hücrelerdeki kromozom sayısı, ait oldukları bitki

türünün gamet hücrelerinde bulunan kromozom sayısı kadar olan bitkilere haploid bitkiler

denir. Haploid materyali kolkhisin veya pronamid gibi kimyasallar kullanılarak katlanması ile

dihaploid materyal elde edilir. Haploid materyalde doğal olarak spontan olarak kromozom

katlanması % 0,001 ile % 0,01 oranındadır. Dihaploid elde etmenin başlıca amaçları:

 Hat veya çeşitlerin arzu edilen karakterlerinin fiske edilebilmesi,

 Kombinasyon ıslahının kolaylaştırılması,

 Islahçıların dihaploidleri kullanarak marker ve haritalama çalışmalarına daha fazla hız

kazandırarak çabuklaştırmaktır.

Ayrıca haploid bitkilerin homolog kromozomlarından sadece bir takımı içermesi,

resesif mutasyonların açığa çıkartılmasına olanak sağlamaktadır. Bunlara ek olarak, haploid

bitkilerin kromozom sayılarının katlanması sayesinde % 100 homozigot saf hatlar elde

edilebilmektedir. Böylece uzun yıllar süren (7–10 yıl) saflaştırma işlemi birkaç ay gibi kısa

sürede yapılabilmekte; kombinasyon ıslahı ve F1 çeşit ıslahı programlarında zaman yönünde

önemli düzeyde kazanç sağlanabilmektedir.

Haploid bitkikerin tarihi A.D. Bergner tarafından 1921’ de rapor edilmiş olan Datura

stromonium L.’ un haploid üretimini gözlemlenmesiyle başlamıştır. Bunu bazı türlerde

gözlem ve keşifler izlemiş olup Nicotiana tabacum (Clauser ve Mann 1924) ve Triticum

compactum (Gains ve Aase 1926) izlemiştir.

Haploid ve dihaploidler erkek ya da dişi gametik hücrelerden elde edilir. Bu

hücrelerden erkek gametik hücreleri içeren polenler yani mikrospor hücreleri iki çekirdek
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(vejatatif ve generatif olmak üzere) içerirler. Her bir polen hücresi yalnızca erken gelişim

safhasında sporotofik özellik gösterir ve bu safhada totipotent özellik gösterebilir (Touraev ve

ark. 2001). Haploid ya da dihaploid elde edilmesinde yapılan çalışmalar sonucunda iki önemli

safha söz konusudur. Bunlardan ilki; androgenik indüksiyon süreci, ikincisi haploid ya da

dihaploidlerin indüksiyon sürecidir. İndüksiyon safhası anterlere yapılan ön uygulamalardan

önceki safhadır. Rejenerasyon safhası ise in vitro köklendirme safhasını izleyen safhadır.

Elde edilmesi olası haploid bitkilerin; bitki yetiştirme ve ıslahı gibi uygulamalı

birimlerle ilgili konularda sağlamış oldukları avantajları aşağıdaki gibi gruplandırarak

sıralamak mümkündür.

  Haploidleri kullanmanın en başta gelen avantajı, tam bir homozigotiyi elde etme

olanağı sunmasıdır. Dihaploid hatların kullanılmasıyla genetik ve ıslah çalışmalarını yapmak

kolaylaşmakta ve sonuca daha çabuk ulaşulabilmektedir. F1 çeşitlerinin geliştirilmesinde

homozigot hatlar arasında üstün kombinasyon yeteneği verenlerinin belirlenmesi yöntemi

kullanıldığından, haploidinin hibrit çeşit ıslahında özel bir önemi bulunmaktadır. Dihaploid

bitkilerden elde edilen saf hatlar F1 çeşit ıslahında ebeveyn olarak kullanılabilir.

Kombinasyon ıslahında da sonuca çok kısa sürede ulaşmayı sağlayan haploidi seviyesinde F1

kademesindeki melez bitkilerden haploid çekerek; farklı genotiplerde bulunan ve tek bir

genotipte bulunması arzu edilen özelliklere sahip bitkiler kazanılması mümkündür. Özellikle

mısır bitkisi gibi yabancı döllenen bitkilerde heterozigoti oranı çok yüksek olduğundan

bunlarda homozigot hatların elde edilebilmesi için 7–10 generasyon boyunca kendileme

yapmak gerekmekte; kendine döllenen bitkilerde bile aynı amaç için 5–7 generasyon

kendileme işlemine gerek duyulmaktadır. Ancak dihaploidizasyon yöntemi devreye

girdiğinde homozigot hatlara tek generasyonda ulaşmak olasıdır.

 Haploid bitkiler, somatik hibridizasyon işleminin dihaploid protoplastlara göre

daha kolay yapılabilmesine olanak tanımaktadır. Ayrıca iki haploid protoplastın birleşmesinin

sonucu “diploid” olacağından; protoplast kültürü kullanılarak yapılan somatik hibridizasyon

tekniğinin bilinen dez avantajlarının büyük bir kısmı ortadan kalkacaktır.

Haploid bitkiler, farklı patojen ve patojenlerin fizyolojik ırklarına karşı in vitro

seviyede seçime olanak vermekte, hastalıklara dayanıklılık çalışmalarında zaman, yer ve

maddi kazanç sağlamaktadır.
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Dihaploid hatların güncel uygulamalarından biri de gen haritalarının çıkartılmasında

kullanımlarıdır.

Dihaploid hatlardan oluşan bir populasyonda; heterozigoti nedeniyle ortaya çıkan

intermediyer eksprasyonlara rastlanmaz. Bu nedenle fenotipik işaretleyicilerin (marker)

tanınması çok daha etkin olabilmektedir. Dihaploid hatlarda herhangibir gen, ister bitki isterse

marker seviyede olsun (genellikle RFLP analizleri ile belirlenmektedir); 1:1 oranında

açılacaktır. Bu durum özellikle poligenik olarak kontrol edilen bir karakterin haritası

çıkarılıyorsa önem taşımakta ve kolaylık sağlamaktadır.

Fazla miktarda haploid (n kromozomlu) bitki üretimi sağlayacak olan anter kültürü ile

istenilen mutant tiplerin seçimi ve yeni çeşitlerin geliştirilmesi mümkündür. Haploid bitkiler

ıslah çalışmalarında genetik analizlerde ve benzer çalışmalarda kullanılan genetik

materyallerdir. Haploid bitkilerin ıslah çalışmalarında kullanılabilmesi için, o türe ait haploid

bitkilerin istenildiği zaman yeterli miktarda ve kolay elde edilebilmesi gerekmektedir.

Süre kısaltılmasının yanında anter kültürü bahsedildiği üzer, bitki ıslahının değişik

alanlarında önemli bir kaynak olarak kullanılmaktadır. Anter kültürü ile elde edilen

materyalin kromozom sayısının pronomid ve kolkhisin gibi kimyasallar kullanılarak ikiye

katlanması ile % 100 homozigot bitkilerin elde edilmesi özellikle de mısır bitki gibi yabancı

döllenenlerin melez çeşit ıslahında, ıslah süresinin kısaltılması ve etkinliğinin arttırılması için

umut olmuştur.

Melez mısır ıslahında, anter kültürü ile homozigot dihaploid mısır hatlarının

eldesi mümkündür. Bu nedenle melez çeşit ıslahının etkinliği artacak ve ıslah süresi

kısalacaktır.

Yapmış olduğumuz bu tez çalışması ile, melez mısır ıslahı programında kullanılacak

uygun anter kültürü yöntemi konusunda bilgi sahibi olunacaktır. Bu amaçla 12 mısır hattı

üzerinde 5 farklı besi ortamı kullanılacaktır.  Anter kültürü yöntemi ile haploid kallus ya da

bitkiler elde ederek anter kültürüne elverişli mısır hat ya da hatlarını saptamak, mısır

hatlarının farklı besi ortamlarına olan yanıtlarını ölçmek ve mısır bitkisinde anter kültürü için

uygun besi ortamlarının bulunması yapılan çalışmanın temel amacıdır.
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2. KAYNAK ÖZETLERİ

Kapalı tohumlu bitkilerde kısa bir gametofik safha ve tamamen sporotifik safhaya

bağlı bir yaşam vardır. Erkek gametofitler bitkilerden polen tanesi ya da mikrospor

oluşturmak üzere gönderilirler. Polen taneleri haploid yapıda olup her bir genden tek bir

kopyaya sahiptir. Erkek gametofit fonksiyonlarını uygun şartlar altında androgenesis

meydana getirmesi, başlı başına polen tanelerinin sporotifik gelişim yetisinde olmasına

bağlıdır. 1920 li yıllarda çeşitli türlerde haploid bitkilerin spontan olarak üretildiği

keşfedilmiştir. Spontan haploid bitkiler, iki ebeveynden gelen iki set kromozomdan ziyade tek

ebeveynden gelen tek set kromozom içermekteydiler. Yüksek bitkilerden Datura stromonium

un haploid üretimlerinin gözlemlenmesiyle double haploidlerin tarihi süreci başlamıştır

(Bergner 1921).

Bunu izleyen yıllarda haploidler arasındaki ıslah programı tanımlanmış bu bağlamda

parthenogenesis yolu ile kromozomları katlanmış haploid mısır bitkicikleri geliştirilmiştir

(Chase 1952).

Androgenesis, erkek gamet hücresine ait mikrosporların sporatifik gelişime

yönlendirilmesidir. Mikrospor normal olarak vejatatif ve generatif olmak üzere 2 çekirdek

içeren polen hücresine dönüşmek için programlanmıştır. Androgenesis te her bir gelişim

safhasında sporotifik gelişime yönlendirilip totipotent özellik ile döl eldesi ana amaçtır.

Androgenesis sürecinde çoğu yöntem 2 ana in vitro safhadan ibaret olup 1. si androgenik

sürece indüksiyon, 2. si haploid ya da double haploid rejenarasyonudur.

İndüksiyon safhasında bitkilere sıklıkla ön uygulamalar yapılıp bunu rejenerasyon safhasında

in vitro köklenme izler. Mikrospor gelişim safhasında direkt olarak androgenik embriyo

oluşabilir buda literatürde “embriyo benzeri apı” ELS olarak geçer. ELS uygun kültür

şartlarında çimlenerek direkt olarak bitkiye dönüşür.

Sonraki yıllarda geliştirilen birçok doku kültürü yöntemiyle birlikte ıslahçılar 1950 ler

de kendi haploid bitkilerini in vitro koşullarda üretmek için mikrospor kültürü gibi yöntemler

kullanmışlardır.
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İlk kez 1953 yılında Tulecke, Ginkgo bloba bitkisine ait olgun polenlerin kültür

koşullarında haploid kallus oluşturmak üzere uyarılabileceğini gözlenmiştir.

1964 yılında ilk önemli gelişmeyi Guha ve Maheshwari gerçekleştirmiş, Datura

innoxia bitkisinin kültüre alınan anterlerinde mikrosporlarından haploid embriyo oluşumu

sağlanmıştır (Guha ve Maheshwari 1966).

Bu çalışmalara benzer çeltik (Oryza sp.) üzerinde çalışan Nuzeki ve Oono (1968,

1970); Guha ve ark. (1970) başarılı çalışmalar yaparken; Kameya ve Hinata (1970) da

Brassica türlerinde uygun sonuçlar almışlardır.

Haploid bitkilerle ilgili ilk uluslarası sempozyum 1974 yılında Kanada nın Guelph

eyaletinde “yüksek birkilerde haploidi” adı altında yapıldı. Haploid bitkilerde en çok çalışılan

bitkiler arpa, buğday, triticale, mısır, çeltik ve kanoladır.

Kessel ve ark. (1977), oksijen düzeyi düşük olduğu kültürlerde artan adenosine

düzeyinin Daucas caroto da yeşil bitkicik oranını azalttığını bulmuşlardır.

Immura ve Harada (1980),aspirasyon ile azalan atmosferik basınç uygulamasıyla tütün

anterlerinde ön soğuk uygulamasının polen embriyogenesisini arttırdığını belirlemişlerdir.

1982 yılında Maheshwari ve ark. 26 familyanın 60 cinsinin 171 türünde anter

kültürüne olumlu yanıt almışlardır. Mısır da anter kültürü çalışmaları izleyen yıllarda devam

etmiştir (Genovesi 1980; Maheshwari ve ark. 1982; Narayanaswamy ve George 1982; Bajaj

1983; Johri ve Rao 1984; Dunwel 1985; Heterle ve Bors 1985; Foroughy – Wehr ve Wenzel

1988).

Mısırda anter kültürüne yanıt birçok genotipin yanıtsız olmasıyla yüksek oranda

genotipe bağlıdır. Yanıt yeteneği yüksek genotiplerin anterlerinin  %18 inden daha

fazlasından yanıt alındığı bazı sonuçlarda belirtilmiştir (Genovesi ve Collins 1982).

Bunu izleyen yıllarda birçok çalışma yapılmış ve yaklaşık 250 farklı bitki türünde in

vitro androgenesis  (erkek gametten haploid uyartımı) tekniğinden başarılı sonuçlar elde

edilmiştir (Bajaj 1983; George ve Sherrington 1984; Pierik 1989).
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Hassawi ve Liang (1990), buğday ve triticale de yaptıkları çalışmada; çeşit,

inkübasyon sıcaklığı ve çiçek tozu gelişim döneminin anter kültürü üzerine etkilerini

araştırmışlardır. İnkübasyon sıcaklığının kallus oluşturma ve bitki rejenerasyonu üzerine fazla

etkisi olmadığını fakat çiçek tozu gelişim dönemi ile çeşit interaksiyonun kallus oluşumunu

önemli derecede arttırdığını bulmuşlardır.

 Bu bulgular sonucu androgenesis oluşumu elde edildiğinden sonraki çalışmalar;

—tekniği daha fazla geliştirmek,

—mikrosporlardan bitki eldesi için esas gerekli dış etmenlerin bulunması

—androgenesis oluşumuna neden olan mekanizmayı anlamak amacıyla yapılmıştır.

Nicotiana, Tabacum ve Brassica türlerinde moleküler, biyokimyasal ve fizyolojik açıdan

birçok araştırma ile haploid embriyogenesis mekanizması anlaşılmaya çalışıldı.

Kallus safhasının karışmadığı mikrosporlardan direkt embriyogenesisin yanı sıra

dolaylı olarak yüksek etkinlik sağlayan mikrospor kültürü gelişim sistemlerinde

uygulanabilirlik araştırıldı. Gametofik değişimlerden oluşacak embriyonik ihtiyaçların özel

koşullar gerektirdiği ortaya kondu.

Anter kültüründe genotip sınırlandırmalarını gidermek için araştırıcılar daha yüksek

yanıta sahip hatları geliştirmek için çalışmışlardır. Yapılan genetik analizler göstermiştir ki

androgenik yanıt yüksek oranda kalıtımı olan bazı karakterlerin genleri tarafından kontrol

edilmektedir (Morigneux ve ark. 1994).

Bazı çalışmalarda da anter kültürüne yanıtta dominant genler tarafından kontrol edilen

basit bir kalıtıma sahip özellik olarak bahsedilmektedir (Sheridon 1982; Petolina ve

Thompson 1987; Barloy ve ark. 1989, Afele ve Konnenberg 1990). Hızlı genetik kazançla

ilgili olan bu öneriler yanıtı düşük olan germplazma yanıtı yüksek olanlardan bu karakter

transfer edilebilir.

Pescitelli ve ark. (1990), anterlerin izolasyonu tekniğinin, düşük sıcaklık

uygulamasının ve sakaroz seviyesinin mısır bitkisinde mikrospor kültürüne etkisini

araştırmışlardır. İzolasyon tekniğinde pensler yardımıyla kesilerek alınan anterlerin ezilerek

alınan anterlere göre 3 kat daha fazla ELS elde edilebileceğini ortaya koymuşlardır. Ön



8

sıcaklık uygulaması (150c de 4gün) yapılan mikrosporların ön sıcaklık uygulaması

yapılmayanlara göre 2 kat daha fazla ELS edilebileceğini ve ayrıca en yüksek yanıt aldıkları

sakaroz konsantrasyonun % 8–9.5 olduğunu yaptıkları çalışmalar ile ortaya koymuşlardır.

Afele ve Konnenberg (1990), iki mısır kendilenmiş hattında, DBTS (P1) ve B-73 (P2),

onların F1, F2ve ilk generasyon geriye melezleri F1 x DBTS (B1) ve F1 x B-73 (B2) kullanarak

in vitroda kültüre almışlardır. Bu generasyonlarda 3 farklı karakterin etkisini ölçmüşlerdir;

anter yanıtı (%), embriyo sıklığı (%) ve anter verimliliği. Yapılan çalışmada P1, F1, F2 ve B1

generasyonlarında embriyo sıklığı ve anter kültürüne yanıtta önemli fark olmadığı ancak P1 ve

B2 generasyonlarında diğer generasyonlara oranla daha düşük yanıt aldıklarını belirtmişlerdir.

fakat anter verimliliğinde F2 generasyonun diğer generasyonlara oranla biraz daha yüksek

olduğunu belirtmişlerdir.

Anter kültürü ile bitkilerin elde edilmesinden sonra uygun genler korunarak her anter

kültürü seleksiyonu için uygun bir işlemdir ve yanıt düzeyinin artışı ile uygun genler

toplanabilir (Petolina ve ark. 1988). Anter kültürüne yanıtın genetik temelini daha iyi anlamak

ve uygun bitki rejenerasyonu için üç araştırıcı grubu kromozomal bölgeleri belirlemişlerdir.

Ayrıca bu kromozomal bölgeler RFLP (restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi) analizi

kullanılarak bunlarla ilişkili bölgeleri belirlenmiştir (Armstrong ve ark. 1992; Cowen ve ark.

1992; Wan ve ark. 1992).

Wan ve ark. (1992), Pa91 x FR16, H99 x Pa91 ve H99 x FR16 isimli üç mısır F1

melezinden geliştirilen kallus ya da embriyo benzeri yapılardan RFLP analizi ile yapılan

kromozomal inceleme sonucunda rejenere kallus oluşumu ile ilişkili görülebilecek 1, 2 (ikinci

bölgeler), 3, 6 ve 8 olmak üzere kromozomlar üzerinde 6 kromozomal bölge belirlemişlerdir.

Bu bölgeler arasında ikinci kromozomun uzun kolunun en sonunda bir ve sekizinci

kromozomun uzun kolunun üzerinde diğer bir bölge embriyo benzeri yapı oluşumu ile ilişkili

görülebileceğini belirlemişler. Diğer dört bölge embriyo benzeri yapı ya da kallus

oluşumunun biri ya da her ikisi ile ilişkili olabileceğini açıklamışlardır.

Bu raporlar bitki rejenerasyonu ya da anter kültürüne yanıt için önemli görülebilen

bazı yaygın bölgelerle ilişkili görülmektedir. Birinci ve ikinci kromozomun üzerindeki
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sentromere yakın bölgeler anter ve doku kültürü çalışmalarının her ikisinde de belirlenmiştir

(Armstrong ve ark., 1992; Wan ve ark., 1992).

Üçüncü kromozom üzerindeki bölge üç araştırıcın hepsi tarafından belirlenmiştir.

Armstrong ve ark. (1992) ile Cowen ve ark. (1992) her ikiside 9 kromozom üzerindeki

bölgenin bitki rejenerasyonu ve anter kültürüne yanıt için önemli olduğunu belirlemişlerdir.

RFLP analizleri mısırda anter kültürüne yanıtın ve kallus oluşumunun genetik temelini

saptamada ve de önceki genetik çalışmalar ile uyumlu olmuştur (Sheridon 1982; Petolina ve

Thompson 1987; Barloy ve ark. 1989; Afele ve Kannanber 1990). Anter kültürüne yanıtın

bitki rejenerasyonunu izlemesi, yüksek derecede ilişkili olan bölgelerde anterlerin yanıtı ile

genotiplerin kolay tanınmasına izin vermek için daha kesin haritalamaya ihtiyaç vardır. Düşük

yanıt veren ya da hiç yanıt vermeyen genotiplere yüksek yanıtlı genotiplerden gen transferi,

yanıtı bitki rejenerasyonu izlemesi olayını kolaylaştırabilmesi olasıdır.

Saisingtong ve ark. (1996), mısır bitkisinde anter kültürü süresince kolkhisin

kullanarak kromozom katlanması isimli çalışmalarında 5 – 1000 m/L aralığında kolkhisin

eklenmiş besi ortamlarına 1–7 gün arasında 140Csıcaklık uygulamışlardır. En yüksek yanıtı

ETH-M 36 isimli genotipten 250 mg/L de 7 günlük ön uygulamadan 9,9 dihaploid bitki /100

anter olacak şekilde elde etmişlerdir.

Petolino ve Thompson (1997), mısır bitkisinde anter kültürüne yanıtı 4 ticari

hattın diallel melezlenmesinden elde olunan melezleri kullanarak in vitro da incelemişlerdir.

Yapılan çalışma sonucunda genotipler arasında önemli farklılıklar gözlamlemişlerdir. Yapılan

çalışmada H-99 x FR-16 ve PA-91 x FR-16 meezlerinin ebeveynlere oranla anter kültürüne

daha yüksek yanıt verdiklerini ortaya koymuşlardır.

Zhongchen ve ark. (2000), anter kültürü ile haploid bitki üretiminin mısır bitkisinde

saf hat elde etmede önemli bir araç olduğunu belirtmişlerdir. Bu doğrultuda 50 farklı

kombinasyondan 200 ün üzerinde saf hat elde etmişlerdir. Buna ekolarak bunların melez

kombinasyonlarından bazılarını tarımsal üretimde kullanmışlardır. Yapılan çalışmalarında

haploid bitki eldesinde kullandıkları besi ortamlarıdan en fazla yanıt aldıkları ortamın

bileşiminde 2 mg/L 2,4-D, % 0.5 lik aktif karbon, 500 mg/L kazein hidrolisat, 0.2 mg/L TIBA

ve % 15 sakaroz eklenmiş N–6 besi ortamı olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca haploid tekniğini
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kullanarak ıslah süresinin büyük oranda kısaldığını çünkü melez çeşit ıslahında gerekli saf

hatların bir yıl içinde elde edilebileciğini ortaya koymuşlardır.

Korkut ve ark. (2001), yaptıkları çalışmada yerli ve yabancı ekmeklik buğday çeşit ile

hatlarında haploid ve dihaploid elde edilme olanaklarını araştırmışlardır. Ekmeklik buğday

genotiplerinin kallus, albino ve yeşil bitki yanıtlarını düşük bulmuşlardır. 25 genotipten 23 ü

kallus geliştirmiş. Bunlardan 3 tanesinde hiçbir organogenesis görülmemiş, 20 tanesinde ise

organogenesis görülmüştür. 20 genotipin 15 inden ise yeşil bitki elde etmişlerdir.

İzleyen yıllarda mısır bitkisinin kültüre alınan anterlerinde dihaploid bitki

rejenerasyonları sayısını arttırabilecek en etkili kromozom katlama yöntemlerinin

belirlenmesine çalışılmıştır. Kromozom katlama çalışmalarında kolkhisin ve pronamid

kullanılmış olup, 0, 125, 250, 500, 1000 mg/l kolkhisin ve 0, 2,5, 5, 10, 20 ve 40 μM

pronamid uygulanarak her bir konsantrasyonda 3, 5 ve 7 gün süreyle tutulmuştur.

“Kolkhisin uygulamasında en yüksek kromozom katlaması % 35,3 ile 125 mg/l

konsantrasyonda 3 günlük uygulamadan alınmıştır. Pronamid ise % 34,8 ile 20 μM

konsantrasyonda yine 3 günlük süreden alınmıştır (Wan ve ark. 2003).

Mısır bitkisinde yapılan diğer bir çalışmada anter kültüründe kolkhisinin embriyo

üretimi ve dihaploid üzerine etkisidir. Bu amaçla MS ve YPU besi ortamları kullanılmuş ve

ön uygulama olarak 0, 100, 200, 300, 400 mg/l olmak üzere 5 farklı konsantrasyonda

kolkhisin, 0, 3, 6, 9 gün olmak üzere uygulanmıştır. Ardından anterler kolkhisin içermeyen

indüksiyon ortamına alnmış, sonuç olarak 250 mg/l konsantrasyonunda 6 gün tutulan

anterlerden en yüksek yanıt alınmıştır (Mohommodi, Moieni ve Jajali-Javaran 2007).

Widholm ve ark. (2008) mısır bitkisinde kallus oluşumu ve anter kültürüne yanıtta

kromozomal bölgelerin RFLP analizi ile belirlenmesi isimli çalışmalarında, RFLP analizinde

3 F1 hattından (PA-91 x FR-16, PA-91 x H-99, H-99 x FR-16) elde edilen kalluslar

kullanılmıştır. PA-91 ve FR-16 melezlerinde kromozomlar üzerlerinde yaptıkları RFLP

analizi sonucunda 8 kromozomal bölge elde etmişlerdir. Bunlar 1., 2.(2 bölge), 3., 6. ve 8.

kromozom üzerinde kallus oluşumundan ELS ye dönüşümü sağlayan 8 bölge bulmuşlardır.
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3. MATERYAL ve YÖNTEM

3.1. Materyal

Çalışmada Namık Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla Bitkileri bölümü

tarafından geliştirilmiş kendilenmiş hatlar S-6 kendileme generasyonuna kadar geliştirilmiş,

yurtdışı ve yurt içinden toplanan atdişi mısırlardan silaj amaçlı geliştirilen mısır hatları

materyal olarak kullanılmışlardır. Bu şekilde geliştirilen 7 kendilenmiş hat kullanılmıştır.

Kullanılan kendilenmiş hatların isimleri Çizelge 3.1.1. de verilmiştir.

Çizelge 3.1.1. Kullanılan hatlar

SM-47
SM-14
SM-53
SM-147
SM-195
SM-204
SM-201
SM-259
SM-293
SM-132
SM-107
SM-138

Anter kültürüne yanıtın aynı türler arasındaki genotipler arasında bile farklılık

gösterdiği durumlarda ortak besi ortamı önerimi zordur. Bunun için çalışmamızda N–6, MS,

YPI, P II besi ortamları ile bu ortamların 2,4-D, IBA, NAA ve kinetin hormonları ile

desteklenmiş 5 farklı ortam kullanılmıştır. Kullanılan besi ortamları ve bu ortamların içeriği

Çizelge 3.1.2. ve Çizelge 3.1.3. de verilmiştir.

Çizelge 3.1.2. Kullanılan besi ortamları

1 YPI 2,4-D + IBA

2 MS 1  2,4-D + NAA

3 MS 2  IBA + Kinetin

4 N 6   2,4-D + NAA

5 P II IBA + Kinetin
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Çizelge 3.1.3. Kullanılan besi ortamları ve bileşimleri
Besi ortamı YPI N-6 MS-1 P II MS-2

Bileşik mg/l

KNO3 2,500 2,830 1900 1000 1900

NH4NO3 165 - 1650 200 1650

CaCl2 176 166 - - -

KH2PO4 510 400 170 300 170

MgSO4 370 185 370 200 370

(NH4)SO4 - 463 - 200 -

ZnSO4 8.6 1.5 8.6 3 8.6

KI 0.83 - 0.83 0.5 0.83

MnSO4 22.3 4.4 22.3 8 22.3

H3BO3 6.2 1.6 6.2 3 6.2

Na2MoO4 0.25 - 0.25 - 0.25

CuSO4 0.025 - 0.025 - 0.025

CoCI2 0.025 - 0.025 - 0.025

Na2EDTA 37.3 37.3 37.3 20 37.3

FeSO4 27.8 27.8 27.8 - 27.8

Thıamıne HCL 0.5 - - 1 -

Myo-Inositol 100 - 100 100 100

2,4-D 1 1 - - 1

IBA 1 - 1 1 1

NAA - 2 1 - -

Kinetin - - - 1 1

Sakaroz 120,000 40,000 30,000 30,000 30,000

PH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

2.Yöntem

Kendilenmiş mısır bitkilerine ait tohumlar Namık Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi

deneme alanına mısır bitkisi ekim sezonunda el ile ekilmiştir. Her hat iki sıra elle ekilmis

olup, sıra arası 70 cm, sıra üzeri bitkiler arası 25 cm tutulmuştur. Parsel uzunluğu 5 m olarak

alınmıştır. Böylece, her sırada 21 bitkinin yetişmesi sağlanmıştır. Çalışmada kullanılan mısır

hatlarındaki ekim, bakım ve gübreleme işlemleri diğer mısır tarlalarındaki gibi uygulanmıştır.

Anter kültürü çalışması, 12 mısır genotipi ve 5 besi ortamında denemeye alınmıştır.

Çalışma 3 tekrarlı olarak, tesadüf parsellerinde bölünmüş parseller deneme desenine göre

labaratuar koşullarında yürütülmüştür. Çalışmamızda 5 besi ortamı ana parsellerde, 12

genotip ise alt parsellerde yer almıştır.
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3.2.1. Anter kültürü

Anter kültürü esas olarak; içerisinde olgunlaşmamış polenleri (mikrosporları)

bulunduran anterlerin, tomurcuklarından ayrılarak in vitro koşullarda yapay besin ortamlarına

yerleştirilmesi ve burada olgunlaşmamış polenlerden haploid embriyolar elde edilmesi olayına

verilen isimdir. Haploid embriyogenesisi arttıran en etkili faktör erkek bitkinin gametofik

dokusudur.

Anter kültürü temel prensibi, normal koşullarda iki çekirdekli yapıya dönüşecek olan

polen tanesinin gametik gelişme yönü; henüz tek çekirdekli dönemdeyken somatik gelişme

yönüne doğru çevrilmekte ve böylece ‘mikrospor androgenesisi’ veya sadece ‘androgenesis’

olarak adlandırılan oluşum gerçekleşmektedir. androgenesiste en zor oluşum gametofik

safhadan sporotifik safhaya geçiştir.

Henüz olgunlaşmamış ve içerisinde birinci polen mitozu aşamasına gelmiş tek

çekirdekli mikrosporları bulunduran anterler, anter kültürü için uygun başlangıç materyalidir.

Mısır bitkisi monoik bir bitki olup dişi ve erkek çiçekler aynı bitkide fakat farklı yerlerdedir.

Bizim yararlanıcağımız kısım mısır bitkisindeki anterler olup, karışık salkım çiçek

durumunda gövde ucundaki erkek çiçek kavuzlarının içinde yer almakta ve her bir erkek çiçek

üç anter içermektedir. Başlangıç materyali olarak kullanılacak ve birinci polen mitozu

aşamasına gelmiş tek çekirdekli mikrosporları bulunduran anterler ise bitkide morfolojik

olarak, tepe püskülünün çıkmasına yakın dönemde üst yapraklar tarafından sarılmış

halidir.Şekil 3.2.2.1. de anter kültürüne ait şemalar görülmektedir.
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Şekil 3.2.1.1. Anter kültürü akış şeması (Bohajvani ve Razdan 1996)

Anter kültürü, polen oluşumu sırasında anterlerin çiçek tomurcuklarından çıkarılıp

steril koşullarda besi ortamına aktarılması ile başlar. Anterler bu kültür ortamında mitoz

bölünme ile gelişirler. Anter kültürü çalışmasının diğer in vitro haploid bitkilerde etme

tekniklerine göre avantajı, bir anter içerisinde çiçek tozlarının bulunması ve uygun bir in vitro

kültür sistemi ortaya konulabildiğinde bir anterden çok daha fazla sayıda haploid bitki elde

ediebilmesidir.

Anter kültürü çalışmasında kullanılan başlıca evreler; donor(verici) bitkinin seçilmesi,

çiçek tozu gelişim dönemi, önsoğuk uygulanması ve sterilizasyon işlemleri, besi ortamlarının

hazırlanması, anterlerin besi ortamına aktarılması ve anterlerin inkübasyonudur. Bu devreler

alt başlıklar halinde tek tek açıklanmıştır.

Diploid
sporofit

Çiçek
tomurcuğu

anterler

Androgenik
embriyo ve
bitkiler

Besi ortamına
aktarılan
anterler

Haploid
sporofit

Haploid sporofitlerden
geliştirilen kallus
yapıları

Haploid sporofit
kalluslar

Kalluslardan bitki
rejenarasyonu

Diploid sporofit

Kolkhisin uygılaması
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3.2.1.1.  Verici (donor) bitkinin seçilmesi

Yaptığımız çalışmanın ilk aşamasını verici bitkilerin seçimi oluşturmaktadır.

Verici bitkinin gücü ve yetişme koşulları anter kültürüne yanıtta oldukça etkilidir.

Güçlü gelişen bitkiler zayıf gelişen bitkilerden daha yüksek yanıt vermekte ve iyi uyumlu

genotipler arasında bile, iyi yanıt vermede günden güne ve bitkiden bitkiye değişimin olduğu

belirlenmiştir.

Yaptığımız araştırmada ise, genotiplerin bulunduğu her sıradaki bitkiler sürekli olarak

gözlemlenmiş ve her sıradan en iyi gelişim gösteren bitkiler verici olarak seçilmiştir.

3.2.1.2. Çiçek tozu gelişim dönemi

İn vitro androgenesisin başarıyla uyartılmasında etkili olan en önemli faktörlerden

birisi, anterlerin donor bitkiden izole edildiği anda mikrosporların içindeki bulundukları

gelişme dönemidir. Mısır ve diğer birçok bitkide en iyi sonuçlar, tek çekirdekli mikrospor

erken aşamasındaki mikrosporları içeren anterlerden alınmaktadır. Mikrosporlar içerisinde

nişasta depolamaya başladıktan sonra, gelişmeyi sporotifik yöne kaydırmak ve haploid

embriyo elde etmek için yapılacak uyarılar etkili olamamaktadır. Anterlerin içindeki

mikrosporların gelişme dönemi sitolojik gözlemlerle belirlenmektedir.

Mikrospor gelişme aşaması asetokarmin ile hızlı boyama ile saptanabileceği gibi,

patates ve kolzada olduğu gibi kalın bir polen duvarı söz konusu ise, bir gece tespit

çözeltisinde bekletmenin ardından asetokarmin ile boyama yöntemi kullanılarak da

belirlenebilir. Ayrıca fleuresans mikroskobu ve preparat hazırlanmasında buna uygun

merkürik asit, DAPI gibi boyaların kullanılması ile çok çabuk ve mikrospor çekirdeklerinin

çok net bir şekilde görülmesi olasıdır. Flouresans boyalarla yapılan boyama, hem

mikrosporgenesis aşamalarının tam olarak ortaya konması ve hem de laboratuarda iş akışı

içerisinde hızla gözlem yapılabilmesini sağlar.
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Mısırda anter kültürüne alınan mikrospor hücrelerinin stoplazmasında yer alan

ribozomlar düşük yoğunluktadır. İlk yapısal değişim ön hücresel seviyede yani nüklear

kromatinlerin yoğunlaşmaya başladığı dönemdir. Çekirdeğin sahip olduğu bu özel ipliksi

komponenentler nadir olarak bulunsa da düşük yoğunluktaki ribozomlar ile 2–3 kat fazla

sayıda artan çekirdeksel açıklıkların birinci polen mitozunun hemen öncesinde görülen

yapısal değişimler olduğu bilinmektedir.

Şekil  3.2.1.2.1. Mikrosporgenesis (S. S. Bohajvani ve N. K. Razdan, 1996)

Pollen mother cell

Tetrad

Pollen forming

Hücre duvarı
Diploid 2n kallus

mikrosporgenesis

Polen ana hücresi

Hücre duvarı

mikrosporlar

Mikrospor çekşrdeği
vakuol

Polen mitozu 1

Vejatatif
çekirdek

Vejatatif
hücre Polen mitozu 2

Vejatatif
çekirdek

Polen formasyonu

Mayoz 1 Mayoz 2
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Resim 3.2.1.2.1. Erken univalent safhadaki tepe püskülü (orjinal)

Bu sonuçlar göstermiştir ki bu devrede sporotifik gelişmeler için normal gametofitik

gelişimde mikrospora geçiş için en uygun dönemdir. Resim 3.2.1.2.1. de erken ünivalent

safhadaki mısır bitkisine ait tepe püskülleri ve resim 3.2.1.2.2. Erken univalent dönemde

tarlada mısır bitkisi görülmektedir.

Morfolojik olarak univalent dönemdeki mikrosporların bulunduğu dönemde tepe

püskülü bitki sapı üzerindeki yapraklar içerisinde lokalize olmuş ve henüz çıkmamışken sabah

7-9 yada öğleden sonra 4-6 saatlerinde, yani anterlerdeki çiçek tozları erken ünivalent

dönemde iken tepe püskülünü saran yapraklar ile kesilerek alınmıştır (Change ve Neufter

1989). Bu dönemde genellikle anterler parlak sarı olmakla beraber kendiliğinden açan hafif

sarı anterlerin pozitif sonuç vermediği de gözlenmiştir (Genovesi 1990).
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Resim 3.2.1.2.2. Tek çekirdekli dönemde tarlada mısır bitkisi (orjinal)

3.2.1.3. Ön soğuk uygulaması ve sterelizasyon

Çiçek tomurcuklarına yapılan bazı ön uygulamalar, mikrosporların kültür sırasındaki

gelişmesi üzerine olumlu etki yapmaktadır. Anter kültüründe en etkili ön uygulama,

tomurcuklara yapılan soğuk şoklardır. 4-10Co ler arasında, 72 saat ile 4 haftaya kadar tutulan

tomurcuklar, polen rejenerasyonu bakımından olumlu yanıtlar vermiştir (arpa: Sunderland ve

ark. 1981; patates: Wenzel ve Uhrig 1981; mısır: Genovesi ve Collins 1982; buğday: Lazar ve

ark. 1985; biber: Morrison ve ark. 1986). Mısırda anter kültürü uygulamaları üzerine bütün
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yayınlar yüksek yanıt için önemli olan on soğuk şoklamasından önce erken ünivalent

devredeki mikrosporlara seleksiyon yapılması gerektiğini göstermektedir.

Abiotik stresin çok önemli bir rolü androgenik indüksiyon ilk olarak tütünde

uygulandı (Ducken ve Heberle-Bors 1976; Heberle-Bors ve Reinert 1981). Monokotiledon ve

dikotiledon bitkilerin her ikisinde de düşük ve yüksek sıcaklık şokları indüksiyonun erken

safhasında ön uygulama olarak kullanılmış olup uygun protokoller geliştirilmiştir.

Donor bitkilerden alınan tepe püsküllerine yapılacak ön soğuk uygulaması, sporofit

gelişmenin alternatif programı için mikrosporların doğrudan bir gametofitik gelişme olan

gelişme programına çevirmek için oldukça önemlidir (Genovesi ve Collins 1982).

1990 ların başında tahıl androgenesisi 4oC-7oC olarak 3–4 hafta arpanın androgenik

indüksiyonunda kullanılmıştır (Olsen 1987; Ziauddin ve ark. 1990; Medhorit ve Lörz 1993;

Scott ve Lyne 1994; Evas ve Betty 1994; Solmankallio- Motilla ve ark. 1995).

Buğday da ön soğuk uygulaması 1 haftanın üzerinde uygulanmıştır (Gustafson ve ark.

1995; Redho ve ark. 1995). Aynı şekilde triticale  (Slusar ievciz –Jerzino ve Panitka 1997;

Meciniok ve ark. 2008; Gonzales ve ark.- Jouve 2000; Immonen ve Robinson 2000; Tuvesson

ve ark. 2003; Wedzony ve ark. 2003) ve çavdarda (Immonen ve Antilla 2000; Immonen ve

Tenhola-Roinian 2003) benzer uygulamalar yapılarak başarılı sonuçlar elde edilmiştir.

Androgenik etkiyi geliştirmek için mısır bitkisinde ön soğuk uygulamaları 7oC olarak

tepe püskülüne uygulanmış ve başarı sağlanmıştır (Barnabas et al. 2003a). Ayrıca bunun

yerine ön uygulamada sıcaklığı 14oC olarak ayarlayıp, besi ortamının içine mannitol koyarak

da başarılı sonuçlar elde edilmiştir (Nogeli ve ark. 1999; Zhang ve ark. 2003).

Bu bilgiler ışığında, melez mısır ıslah programındaki parsellerdeki bitkilerden alınan

tepe püskülleri ön soğuk uygulaması yapılması amacıyla içinde su bulunan kaplara konmuş ve

üzerleri ışık almasını engellemek amacıyla alüminyum folyo ile hafifçe kapatılmıştır.

Bu aşamadan sonra materyaller Namık Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla

Bitkileri Bölümüne ait dolaplara konularak 70C de 7–10 gün süreyle ön soğuk uygulamasına

tabi tutulmuşlardır (Resim 3.2.1.3.1.).
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Resim 3.2.1.3.1. Ön soğuk uygulaması yapılan tepe püskülleri (orjinal)

Anter kültüründe ön soğuk uygulamasının önemli etki yapmasının en önemli nedeni;

nişasta birikiminin bloke edilerek, tek çekirdekli mikrospor döneminde tutulan mikrospor

sayısın arttırılması, anter duvarlarının yaşlanmasının geciktirilmesi ve absisik asit gibi bazı

engelleyici maddelerin azaltılmasıdır (Arias 2000).

Bu uygulamalardan sonra tepe püskülleri Namık Kemal Üniversitesi Tarla Bitkileri

Bölümü Biyoteknoloji Labaratuarında sterelizasyon işlemi yapılmıştır. Bu işlem için tepe

püsküllerini saran yapraklar uzaklaştırılmıştır.

Ardından tepe püskülleri içinde 2–3 damla Twin–80 bulunan % 2 lik sodyum

hipoklorit solusyonunda 15 dakika süreyle çalkalanarak yüzey sterelizasyonu işlemi

yapılmıştır (Resim 3.2.1.3.2.). Daha sonra bu tepe püskülleri steril kabin içinde steril su ile 3

kez durulanmıştır (Barnabas, 2003a).
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Resim 3.2.1.3.2. Anterlerin %2 lik sodyum hipoklorit ile sterelizasyonu ve durulanması

(orjinal)

3.2.1.4. Besi ortamlarının hazırlanması

Anter kültüründe genel olarak ilk aşamada gametofik dokuları sportifik gelişmeye

dönüştürme yönünde uyaracak oksinler gerekli iken; bitkiciğe dönüşüm aşamasında

sitokininlerin varlığına gerek duyulur. Mısır bitkisinde anter kültürü çalışmalarında en yaygın

olarak kullanılan oksinler; IBA, NAA ve 2,4-D dir. Sitokinin kaynağı olarak ise genellikle

kinetin kullanlmaktadır (Şahin 2009).

Bizde bu amaçla çalışmamızda, MS 1 sıvı ortamına 1 mg 2,4-D + NAA ilavesi, N 6

sıvı ortamına 2 mg NAA ve 1 mg 2,4-D, MS 2 sıvı, P II sıvı ortamlarına 1 er mg IBA ve

Kinetin, YPI ortamına 2,4-D ve IBA ilave edilerek Ph 5.8 e ayarlanmıştır.

Besi ortamları labaratuar koşullarında 0,001 hassas terazi kullanılarak bileşiklerden

stoklar hazırlanmıştır. Daha sonra stoklar ile besi ortamları hazırlanmış ve hazırlanan besi

ortamları otoklavda sterilize edilmiştir. Sterilize edilen sıvı besi ortamları sterilize edilen

kaplarda bırakılarak anterlerin aktarılması esnasında daha önceden steril edilen (1800c de

2saat)  petri kaplarına dökülmüştür. Petri kaplarının boyutuna göre her petri kabına ortslsms

30 adet mısır bitkisi anteri aktarılmıştır.
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3.2.1.5. Anterlerin Besi Ortamına Aktarılması

Henüz olgunlaşmamış ve içerisinde birinci polen mitozu aşamasına gelmiş tek

çekirdekli mikrosporları bulunduran anterler, anter kültürü için uygun başlangıç materyalidir.

Bu safhadaki anterleri içeren ve daha önce steril hale getirilmiş tepe püsküllerinin içerdiği

tomurcukların içerisinden çıkarılan anterler önceden hazırlanmış ve otoklavlanarak steril hale

getirilmiş besin ortamlarının üzerine yerleştirilmiştir (Resim 3.2.1.5.1.).

Anterlerin tomurcuk içerisinden çıkarılması sırasında ezilmemesine ve flamentlerinin, anterle

birleştiği noktadan kesilerek uzaklaştırılmasına dikkat edilmiştir.

Petri kaplarında katı, yarı katı ve sıvı olarak hazırlanmış ve önceden otoklovlanarak

steril olan besin ortamlarına 30 adet olacak şekilde anterler aktarılmıştır. Aktarım işlemi

bitiminde petri kaplarının kenarları parafilm ile kapanarak herhangi bir enfeksiyona karşı, dış

ortamdaki atmosferle olan ilişki kesilmiştir.

Resim 3.2.1.5.1. Besi ortamlarının petri kaplarına aktarımı (orjinal)
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Resim 3.2.1.5.2. Anterlerin kavuzlarından ayrılması (orjinal)

Resim 3.2.1.5.3. Anterlerin besi ortamına aktarımı (orjinal)



24

3.2.1.6. Anterlerin inkubasyonu

Anterlerin aktarılması tamamlandıktan sonra anterlerin konulduğu petri kapları 28oc

sıcaklıkta ayarlanan inkübatöre konarak karanlıkta bırakılmıştır. Bu aşamadan sonra gelişme

iki farklı doğrultuda seyredebilmektedir; ya doğrudan embriyo oluşumu gerçekleşmekte ve 6–

8 hafta içerisinde toprağa transfer edilebilecek gelişme düzeyine ulaşmış bitkiler elde

edilebilmekte; ya da haploid kallus dokusu oluşmakta ve kallustan bitki rejenerasyonu yoluna

gidilmektedir. Bunlardan ilkine direkt androgenesis ikincisine ise indrekt androgenesis denir.

Bizim çalışmamızda yaklaşık 5 hafta süresince anterlerden kallus gelişimi yani indrekt

androgenesis izlenmiştir.

Resim 3.2.1.6.1. Anterlerin 280C de ikübasyonu(orjinal)



25

3.2.2. Biyometrik değerlendirme

Yaklaşık 5 hafta sonunda elde edilen kallusların sayımları yapılmıştır. Sonuçları

incelediğimizde, kallus sayılarının normal dağılım göstermediği görülmüştür. Varyans

analizinden önce sayım sonuçlarının normal dağılım göstermediği durumlarda bazı

matematiksel işlemler sonucu değişkenler normal dağılıma yaklaştırılabilirler. Varyans

analizlerinin temel varsayımlardan birinin veya bir kaçının geçerli olmadığı durumlarda,

uygulanacak normal varyans analizi metodlarının hassasiyeti zayıftır. Böyle durumlarda

uygulanacak transformasyonlar yardımıyla geçerli olmayan varsayımlar geçerli kılınır. Ancak

uygulanacak bir transformasyonla bütün varsayımların düzeltilmesi beklenemez.

Çalışmamızda Sokal ve Rohlf tarafından (1969) önerilen yöntemlere göre transformasyonlar

yapılmıştır. En çok uygulanan dönüştürmeler karekök ve kogaritma transformasyonlarıdır.

Transformasyonlar yapıldıktan sonra, bütün testler veya güven sınırları bu yeni değere

göre bulunur. Transformasyonlar, bazı durumlarda normal dağılm göstermeyen değişkenler,

bazım matematiksel işlemler sonucu normal dağılım şekline yaklaştrılabirler.

Çizelge 3.2.2.1. Orijinal kallus sayıları istatistikleri

Ortalama 14.164166

Standart Sapma 4.4513978

Ortalamanın Standart Hatası 0.3317876026

Üst % 95 Ortalama 14.82110545

Alt % 95 Ortalama 13.507226

N 180
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Çizelge 3.2.2.2. Kullanılan besi ortamlarına göre genotiplerin oluşturduğu orjinal kallus
sayıları
Ana parsel TekerrürAlt parsel 1 2 3 Ortalama

SM-47 21.00 1.00 17.64 13.213
SM-14 25.00 38.44 32.00 31.813
SM-53 21.00 38.44 16.00 25.146
SM-147 42.00 0.00 41.00 27.666
SM-195 41.00 32.00 0.00 24.333
SM-204 41.00 32.00 0.00 24.333
SM-201 28.00 0.00 16.00 14.666
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00

M
S-

1 
(2

,4
-D

 +
 N

A
A

)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 29.00 49.00 50.97 42.999
SM-14 25.00 29.00 16.00 23.333
SM-53 70.00 81.00 27.60 59.533
SM-147 21.00 12.96 54.30 29.420
SM-195 31.13 67.50 25.00 41.210
SM-204 31.00 21.00 25.00 25.666
SM-201 21.00 40.96 25.00 29.986
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00

M
S-

2 
(I

B
A

 +
 K

in
et

in
)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 65.00 65.00 65.00 65.000
SM-14 12.96 25.00 9.00 15.653
SM-53 73.00 81.00 70.90 74.966
SM-147 21.00 16.97 21.00 19.656
SM-195 25.00 21.00 22.00 22.666
SM-204 25.00 21.00 22.00 22.666
SM-201 25.00 16.00 29.00 23.333
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00

Y
PI

(2
,4

-D
 +

 IB
A

)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 0.00 26.00 8.666
SM-14 27.96 34.28 4.00 22.080
SM-53 49.00 67.50 61.00 59.166
SM-147 0.00 27.66 6.00 11.220
SM-195 40.96 16.97 0.00 18.313
SM-204 33.00 16.97 4.97 18.313
SM-201 16.97 26.00 0.00 14.323
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00N

-6
 (2

,4
-D

 +
 N

A
A

)

SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
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SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 41.50 4.97 15.49
SM-14 2.23 9.00 4.00 5.076
SM-53 6.40 0.00 12.96 6.453
SM-147 0.00 0.00 6.00 2.000
SM-195 12.96 6.00 0.00 6.200
SM-204 12.96 6.00 4.97 7.976
SM-201 0.00 0.00 10.95 3.650
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00

P 
II

 (I
B

A
 +

 K
in

et
in

)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00

3.2.2.1. Karekök transformasyonları

Bu transformasyonlar, sayımla elde edilmiş verilerin, varyans analizine uygun hale

getirilmesi amacıyla uygulanır. Bu durumda populasyon ’poisson’ dağılış tipindedir.

Sayılarak elde edilen veriler genellikle poisson dağılışı gösterirler.

Bu tip dağılım gösteren verilerde varyansı stabil hale getirmek için karekök

dönüştürmesi yapılmalıdır. ‘poisson dağılışı’ gösteren verilerde en uygun transformasyon tipi,

karekök transformasyonlarıdır.

Bunlara varyans analizi ygulanmaz. Bu gibi gözlemlere varyans analizi uygulanması

için bunların normal dağılıma dönüştürmeleri gerekir. Bu dönüşüm yöntemleri karekök ü

alınmak suretiyle yapılmaktadır (Çizelge 3.2.2.1.2.). Ancak bu transformasyonu kullanmak

için dağılımın mutlaka poisson dağılımı göstermesine gerek yoktur. Eğer uygulanan karekök

transformasyonu varyansı stabil hale getiriyorsa dağılımın poisson olup olmadığna

bakılmaksızın karekök transformasyonu uygulanabilir (Çizelge 3.2.2.1.1.).

Çizelge 3.2.2.1.1. Karekök transformasyonu istatistikleri

Ortalama 3.032388

Standart Sapma 1.547941472

Ortalamanın Standart Hatası 0.115376745

Üst % 95 Ortalama 3.260833908

Alt % 95 Ortalama 2.8039420292

N 180
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Çizelge 3.2.2.1.2. Kullanılan besi ortamlarına göre genotiplerin oluşturduğu kallus sayılarının
 karekök transformasyonuna göre değerleri

Ana parsel Tekerrür
Alt parsel 1 2 3 Ortalama

Orijinal
Kallus

Değerleri
SM-47 4.58 1.00 4.20 3.260 13.213
SM-14 5.01 6.20 5.67 5.626 31.813
SM-53 4.58 6.20 4.00 4.926 25.146
SM-147 6.49 1.00 6.40 4.630 27.666
SM-195 6.40 5.67 1.00 4.356 24.333
SM-204 6.40 5.67 1.00 4.356 24.333
SM-201 5.33 1.00 4.00 3.443 14.666
SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

M
S-

1 
(2

,4
-D

 +
 N

A
A

)

SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 5.38 7.00 7.14 5.173 42.999
SM-14 5.00 5.38 4.00 4.793 23.333
SM-53 8.42 9.00 5.26 7.560 59.533
SM-147 4.58 3.60 7.37 5.183 29.420
SM-195 5.58 8.22 5.00 6.266 41.210
SM-204 5.38 4.58 5.00 4.986 25.666
SM-201 4.58 6.40 5.00 0.829 29.986
SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

M
S-

2 
(I

B
A

 +
 K

in
et

in
)

SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 8.06 8.06 8.06 8.060 65.000
SM-14 3.60 5.00 3.00 3.866 15.653
SM-53 8.54 9.00 8.42 8.646 74.966
SM-147 4.59 4.12 4.58 4.430 19.656
SM-195 5.00 4.58 4.69 4.756 22.666
SM-204 5.00 4.58 4.69 4.756 22.666
SM-201 5.00 4.00 5.38 4.793 23.333
SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

Y
PI

(2
,4

-D
 +

 IB
A

)

SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 1.00 1.00 5.10 2.366 8.666
SM-14 5.26 3.78 2.00 3.680 22.080
SM-53 7.00 8.22 7.81 7.946 59.166
SM-147 1.00 5.26 2.45 2.903 11.220
SM-195 6.40 4.12 1.00 3.840 18.313
SM-204 5.74 4.12 2.23 4.030 18.313
SM-201 4.12 5.10 3.31 4.176 14.323
SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00N

-6
 (2

,4
-D

 +
 N

A
A

)

SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
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SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 1.00 6.44 2.23 3.223 15.49
SM-14 2.23 3.00 2.00 2.410 5.076
SM-53 6.40 1.00 3.60 3.666 6.453
SM-147 1.00 1.00 2.45 1.483 2.000
SM-195 3.60 2.45 1.00 2.50 6.200
SM-204 3.60 2.45 2.23 2.760 7.976
SM-201 1.00 1.00 3.31 1.770 3.650
SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

PI
I (

IB
A

 +
K

in
et

in
)

SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

3.2.2.2. Logaritma transformasyonları

Ölçüm ile elde edilmiş verilerde varyanslar muamele ortalamalarının kareleriyle

orantılı oldukları zaman varyansları stabil hale getirmek için logaritmik transformasyonları

kullanılır. Bu daha çok çarpık dağılım gösteren populasyonlar için uygun bir dönüştürmedir.

Yani dağılımı normal dağılıma dönüştürmak için gereklidir. Sağa yatık bir dağılım gösteren

verilere logaritmik bir transformasyon uygulandığında dağılımın simetriye yaklaştığı görülür.

Negatif değerli verilere logaritmik transformasyon uygulanmaz. Verilerde 10 dan küçük

değerler varsa log (1+x) transformasyonu kullanılır (Çizelge 3.2.2.2.1., 3.2.2.2.2.).

Çizelge 3.2.2.2.1. Logaritma transformasyonu istatistikleri

Ortalama 0.66450000

Standart Sapma 0.8452654021

Ortalamanın Standart Hatası 0.06300236327

Üst % 95 Ortalama 0.7892446802

Alt % 95 Ortalama 0.5397553198

N 180
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Çizelge 3.2.2.2.2. Kullanılan besi ortamlarına göre genotiplerin oluşturduğu kallus sayılarının
         logaritma transformasyonuna göre değerleri

Ana parsel Tekerrür
Alt parsel 1 2 3 Ortalama

Orijinal
Kallus

Değerleri
SM-47 1.32 0.00 1.24 0.853 13.213
SM-14 1.39 1.58 1.50 1.490 31.813
SM-53 1.32 1.58 1.20 1.366 25.146
SM-147 1.63 0.00 1.61 1.080 27.666
SM-195 1.61 1.50 0.00 1.036 24.333
SM-204 1.61 1.50 0.00 1.036 24.333
SM-201 1.44 0.00 1.20 0.813 14.666
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

M
S-

1 
(2

,4
-D

 +
 N

A
A

)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 1.46 1.69 1.70 1.616 42.999
SM-14 1.39 1.46 1.20 1.350 23.333
SM-53 1.84 1.90 1.44 1.726 59.533
SM-147 1.32 1.11 1.73 1.386 29.420
SM-195 1.49 1.83 1.41 1.576 41.210
SM-204 1.49 1.32 1.41 1.406 25.666
SM-201 1.32 1.61 1.41 1.446 29.986
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

M
S-

2 
(I

B
A

 +
 K

in
et

in
)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 1.81 1.81 1.82 1.813 65.000
SM-14 1.11 1.40 1.00 1.170 15.653
SM-53 1.86 1.90 1.85 1.870 74.966
SM-147 1.32 1.23 1.32 1.290 19.656
SM-195 1.39 1.32 1.34 1.350 22.666
SM-204 1.39 1.32 1.34 1.350 22.666
SM-201 1.39 1.23 1.46 1.360 23.333
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Y
PI

(2
,4

-D
 +

 IB
A

)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 0.00 1.41 0.470 8.666
SM-14 1.44 1.15 0.60 1.063 22.080
SM-53 1.69 1.83 1.78 1.766 59.166
SM-147 0.00 1.44 0.84 0.760 11.220
SM-195 1.61 1.23 0.00 0.946 18.313
SM-204 1.51 1.23 0.77 0.390 18.313
SM-201 1.23 1.41 0.00 0.880 14.323

N
-6

 (2
,4

-D
 +

 N
A

A
)

SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 1.61 0.77 0.793 15.49
SM-14 0.50 1.00 0.70 0.733 5.076
SM-53 0.87 0.00 1.11 0.660 6.453
SM-147 0.00 0.00 0.84 0.28 2.000
SM-195 1.09 0.84 0.00 0.643 6.200
SM-204 1.09 0.84 0.77 0.900 7.976
SM-201 0.00 0.00 1.04 0.346 3.650
SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

P 
II

 (I
B

A
 +

 K
in

et
in

)

SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA

Araştırmada indrekt androgenesisi yani yaklaşık 5 hafta sonunda ortaya çıkan kallus

gelişimi incelenmiştir. Bu çalışma melez mısır ıslahının ilk basamağı olan kendilenmiş hat

elde sürecinin hem daha kısa zamanda tamamlanmasını hem de klasik yöntemlerle mümkün

olmayan %100 homozigot hat eldesi amacıyla uygulanacak anter kültürü olanaklarını

belirlemek için yapılmıştır.

Bu amaçla 12 mısır genotipi 5 farklı besi ortamında üç tekrarlamalı olarak kullanılmış.

Elde edilen kallusların sayımı yapılmıştır. Bu sayımlar sonucu, incelenen 12 farklı genotipten

her birinin 3 tekrarlama üzerinden 5 farklı besi ortamında kallus oluşturma sayılarına iki

faktörlü tesadüf parselleri bölünmüş parseller deneme deseni modeline göre varyans analizi

uygulanmıştır. Çalışmamızda, belirlenen önemlilik testi sonuçlarına göre, besi ortamlarının,

genotiplerin ve genotip x besi ortamı interaksiyonu anter kültürüne yanıtta kallus gelişimi

üzerine etkisi önemli bulunmuştur.

Bu çalışmada incelen 12 genotipin 5 farklı besi ortamı üzerinden ortalama kallus

oluşturma sayılarına ait varyans analiz sonuçları Çizelge 4.2. de alt kısımda verilmiştir.

Çizelge 4.1. Kullanılan besi ortamlarına göre genotiplerin kallus sayılarının varyans

         analiz çizelgesi

FDeğerleri

ÇizelgeVaryasyon Kaynağı Serbestlik Derecesi Kareler Ortalaması

0.05 0.01

Hesaplanan

Besi ortamı 4 21.612 3.480 5.990 16.511**

Hata-1 10 1.309

Genotip 11 55.474 1.750 2.180 33.445**

G*B 44 3.202 1.000 1.000 1.930**

Hata-2 110 1.659

Genel 179 4.831

DK (%) 51.05

*  = %5 alfa seviyesinde önemli
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** =%1 alfa seviyesinde önemli

Çizelge 4.2. deki varyans analiz tablosunda görüldüğü gibi, besi ortamlarının

oluşturduğu kallus sayıları arasındaki farklılıklar, genotipler arasındaki farklılıklar ve bunların

interaksiyonu istatistiki olarak % 99 düzeyinde önemli bulunmuştur.

Bu denemede varyasyon katsayısı % 51.05 bulunmuştur. Tahıllar için doku kültürü

çalışmalarında genellikle 13.00 güvenilir bir katsayıdır. Burada elde ettiğimiz 51.05 değeri bu

araştırmanın sonuçlarında önemli bir değişim olduğunu göstermektedir. Ayrıca bu sonuçlar

mısır bitkisinde anter kültüründe genotipik faklılıklar, besiortamlarının ve bunların

interaksiyonunun kallus oluşturma sayısı üzerine önemli etki yaptığını göstermektedir.

Çalışmamızda kallus oluşturma sayısına etki eden varyantlar alt kısımda çoklu

karşılaştırma testi sonuçları ile birlikte önemlilik gruplarına göre verilmiştir.

4.1. Kallus oluşturma sayılarına göre hatların karşılaştırılması

Yapılan varyans analizi sonuçlarına göre istatistikî olarak %99 önemlilik seviyesinde

hatlar arasında kallus sayısı açısından fark olduğu yapılan çalışma ve analiz sonucu ile ortaya

konmuştur.

Çizelge 4.1.1. Hatların kallus oluşturma sayılarına göre karşılaştırılması

Genotipler Tansformasyon

Değerleri

Orijinal

Kallus

Değerleri

Önemlilik

Grupları

SM-53 6.497 45.0528 a

SM-47 4.683 29.0360 b

SM-195 4.314 22.5440 bc

SM-204 4.191 19.7908 bc

SM-14 4.071 19.5910 bc

SM-201 3.902 17.1916 bc

SM-147 3.726 17.0992 c

SM-259 1.000 0.000 d

SM-293 1.000 0.000 d

SM-132 1.000 0.000 d
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SM-107 1.000 0.000 d

SM-138 1.000 0.000 d

EKÖF= 0.55

Bu aşamadan sonra hatlara çoklu karşılaştırma testi uygulanmış ve sonuçlar çizelge

4.1.1. de gösterilmiştir. Denemeye alınan mısır hatları arasında istatistiki olarak en yüksek

sayıda (45.0528) kallus oluşturma oranını SM-53 hattı vermiştir.

Bu hattı sırasıyla SM-47 genotipi 29.0360 kallus sayısıyla alt grupta yer alarak (B),

SM-195 genotipi 22.5440 kallus sayısıyla, SM-204 genotipi 19.7908 kallus sayısıyla, SM-14

genotipi 19.5910 kallus sayısıyla, SM-201 genotipi 17.1916 kallus sayısıyla ve SM-147

genotipi 17.0992 kallus sayısıyla ikinci grup olarak izlemiştir. Ayrıca 5 hattan ise hiç yanıt

alınamamıştır. Tüm genotiplerin kallus oluşturma genel ortalaması ise 3.032 dir. Denemeye

alınan mısır genotiplerden 7 tanesi (SM-53, SM-47, SM- 195, SM-204, SM-14, SM-201, SM-

147) ortalamanın üzerinde kallus sayısı vermiştir.

Çalışmamızda da görülmekte olup anter kültüründe yanıt yüksek oranda genotipe

bağlıdır. Miao ve ark.(1978), 159 genotipten yalnızca dokuzundan yanıt alabildiklerini rapor

etmişlerdir. Dieu ve Beckert (1986), Avrupa Kuzey Amerika Çin ve Hindistan dan toplanan

94 genotipin 5 tanesinin (%5.3) yanıt verdiğini belirtmişlerdir. Petolina ve Jones (1986), ABD

de mısır kuşağında yetiştirilmekte olan 30 genotipin 12 sinden (%30.8) yanıt almışlardır.

Bizde benzer şekilde bizim çalışmamızda 12 genotipin 7 tanesinden yanıt (%58.3) alınmıştır.

4.2. Kallus oluşturma sayılarına göre besi ortamlarının karşılaştırılması

Yapılan varyans analizi sonrasında kullanılan besi ortamları arasında fark olduğu

istatistikî olarak % 99 güven sınırları içinde ortaya konmuştur. Bu amaçla uygun besi ortam

ya da ortamlarını belirlemek amacıyla Eköf çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır.

Bu yüzden uygun besi ortamlarının belirlenmesi için Eköf çoklu karşılaştırma analizleri

yapılmış ve sonuçlar aşağıda verilmiştir.
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Çoklu karşılaştırma testi sonucunda üç farklı sınıf elde edilmiş olup ilk sınıfta iki,

ikinci sınıfta iki ve üçüncü sınıfta bir besi ortamı yer almaktadır.

Bu istatistiki verilerden yola çıkarak, MS 2(IBA + Kinetin) ve YPI(2,4-D + IBA) besi

ortamlarının aynı sınıfta (A) yer aldığı ve bunların arasında istatistiki olarak farkın önemsiz

olduğu, MS 1 (2,4-D + NAA), N-6 (2,4-D,NAA) besi ortamının alt sınıfta (B) yer aldığı ve P

II (IBA + Kinetin) besi ortamlarının ise iki alt sınıfta (C) yer aldığı ortaya konmuştur (Çizelge

4.2.1.).

Çizelge 4.2.1. Kallus oluşturma sayılarına göre besi ortamlarının karşılaştırılması

Besi Ortamları
Transformasyon

Değerleri

Orijinal Kallus

Sayıları
Önemlilik Grupları

MS-2 (IBA+Kinetin) 3.807 21.012 a

YPI (2,4-D+IBA) 3.693 20.328 a

MS-1 (2,4-D+NAA) 2.965 13.430 b

N-6 (2,4-D+NAA) 2.806 12.673 b

P II (IBA+Kinetin) 1.889 3.903 c

EKÖF=0.801

Sonuç olarak mısır bitkisinde genotiplerin besi ortamları üzerinde oluşturduğu kallus

sayıları arasındaki farklılıklar istatistik olarak % 99 oranında önemli bulunmuştur. Yapılan

istatistiki analiz sonucunda da görüldüğü gibi en yüksek yanıt YPI ve MS-2 besi

ortamlarından alınmıştır.

Elde olunan bulgular mısırda anter kültüründe, besi ortamlarının, genotiplerin ve

genotip x besi ortamının kallus oluşturma sayıları üzerine önemli etki yaptığını

göstermektedir.
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Yapılan tez  çalışmasında elde edilen sonuçlar Xu (2007) adlı araştırıcının mısır

bitkisinde anter kültüründe kromozom katlamaları üzerine yaptığı çalışma ile benzer sonuçlar

elde edilmiştir. Yaptıkları çalışmada FH x AP81 kendilenmiş hatlarını melezleyerek F1

melezlerini elde etmişlerdir. Anterleri N-6 ortamına aktarmışlar, aktarılan besi ortamında 2,4-

D 2 mg/l, kinetin 1 mg/l, BAP 1 mg/l eklemişlerdir. 40-60 gün sonra polen embriyogenesisi

şeklinde gelişim sağlamışlardır.

Çalışmamız ayrıca Zhangchen ve ark. (2000) yaptıkları araştırma ile de benzer

sonuçlar vermiştir. Çalışmalarında haploid bitki eldesinde kullandıkları besi ortamlarından en

fazla yanıt aldıkları ortamın 2 mg/L 2,4-D, % 0.5 aktif karbon, 500 mg/L kazein hidrolizat,

0.2 mg/L TIBA ve % 15 sakaroz eklenmiş N-6 besi ortamı olduğunu belirtmişlerdir

4.3. Genotiplere göre en uygun besi ortamları

Çizelge 4.3.1. den görüldüğü gibi SM-53 genotipi YPU (2,4-D+IBA) sıvı besi

ortamında istatistik olarak en yüksek sayıda (74.966) kallus oluşturmuştur.

Bunu sırasıyla SM-47 genotipi YPI (2,4-D+IBA) (a-b) sıvı besi ortamında

kullanıldığında 65.000 adet kalllus sayısı ile, SM 53 genotipi MS-2(IBA+ Kinetin) 59.533

kallus sayısıyla(a-c) ve yine SM-53 N-6 (2,4-D + NAA) 59.166 kallus sayısıyla (a-c), takiben

SM-47 (IBA+Kinetin) 42.999 kallus sayısıyla izlemiştir. SM-195 ise MS-2 (IBA + Kinetin)

olarak 41.210 kallus sayısıyla bir alt grupta (b-d) yer almıştır.

Yanıt oranları ve hatlara göre besi ortamları sırasıyla SM-53 YPI (2,4-D+IBA) besi

ortamı  a grubunda yer almakta bundan sonra; SM-47 YPI (2,4-D+IBA) besi ortamında, SM-

53 N-6 (2,4-D+NAA) besi ortamında ve SM-47 MS-2 (IBA+ Kinetin) besi ortamında en iyi

yanıtı vermişlerdir.

SM-259, SM-293, SM-132, SM-107 ve SM-138 genotiplerinden ise yanıt

alınamamıştır.
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Genotiplerin besi ortamına göre kallus oluşturma genel ortalaması 14.269 dur.

Ortalamayı aşan besi ortamı kallus interaksiyonu 26 adettir.

Yaptığımız bu çalışmada genotip ve besi ortamına göre kallus oluşumunun önemli

oranda değiştiği, bu nedenlede her genotipe göre besi ortamının ayrı önem arz edeceği sonucu

çıkmaktadır.

Çizelge 4.3.1. Genotiplere göre en uygun besi ortamları

Genotip ve Besi Ortamları Transformasyon

Değerleri

Orijinal Kallus

Sayıları

Önemlilik Grupları

SM-53 YPI 2,4-D + IBA 8.715 74.966 a

SM-47 YPI   2,4-D + IBA 8.124 65.000 a-b

SM-53 MS-2 IBA+Kinetin 7.780 59.533 a-c

SM-53 N-6 2,4-D+NAA 7.756 59.166 a-c

SM-47 MS-2 IBA+Kinetin 6.633 42.999 a-d

SM-195  MS-2 IBA+Kinetin 6.497 41.210 b-d

SM-14 MS-1 2,4-D+NAA 5.728 31.813 c-e

SM-201 MS-2 IBA+ Kinetin 5.566 29.986 d-e

SM-147 MS-2 IBA + Kinetin 5.515 29.420 d-f

SM-147 MS-1 2,4-D+NAA 5.354 27.666 d-f

SM-204 MS-2 IBA+ Kinetin 5.164 25.666 d-g

SM-53 MS-1 2,4-D+NAA 5.113 25.146 d-g

SM-195 MS-1 2,4-D+NAA 5.033 24.333 d-h

SM-204 MS-1 2,4-D+NAA 5.033 24.333 d-h

SM-201 YPI 2,4-D+IBA 4.933 23.333 d-h

SM-14 MS-2 IBA+Kinetin 4.933 23.333 d-h

SM-195 YPI 2,4-D+IBA 4.864 22.666 d-h

SM-204 YPI 2,4-D+IBA 4.864 22.666 d-h

SM-14 N-6 2,4-D+NAA 4.804 22.080 d-ı

SM-147 YPI 2,4-D+IBA 4.545 19.656 e-i

SM-204 N-6 2,4-D+NAA 4.394 18.313 e-i

SM-195 N-6 2,4-D+NAA 4.394 18.313 e-i
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SM-14 YPI 2,4-D+IBA 4.080 15.653 e-j

SM-47 P II IBA+Kinetin 4.060 15.490 e-j

SM-201 MS-1 2,4-D+NAA 3.958 14.666 e-j

SM-201 N-6 2,4-D+NAA 3.914 14.323 e-j

SM-47 MS-1 2,4-D+NAA 3.770 13.213 e-k

SM-147 N-6 2,4-D+NAA 3.495 11.220 f-k

SM-47 N-6 2,4-D+NAA 3.109 8.666 g-k

SM-204 P II IBA+Kinetin 2.995 7.976 h-k

SM-53 P II IBA+Kinetin 2.730 6.453 I-k

SM-195 P II IBA+Kinetin 2.683 6.200 i-k

SM-14 P II IBA+Kinetin 2.465 5.076 i-k

SM-201 P II IBA+Kinetin 2.156 3.650 j-k

SM-147 P II IBA+Kinetin 1.732 2.000 k-l

SM-259 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-259 MS-1 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-259 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 l

SM-259 MS-2 IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-259 P II IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-293 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-293 MS-1 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-293 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 l

SM-293 MS-2 IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-293 P II IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-132 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-132 MS-1 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-132 YP II 2,4-D+IBA 0.000 0.000 l

SM-132 MS-2 IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-132 P II IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-107 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-107 MS-1 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-107 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 l

SM-107 MS-2 IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-107 P II  IBA+Kinetin 0.000 0.000 l
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SM-138 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-138 MS-1 2,4-D+NAA 0.000 0.000 l

SM-138 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 l

SM-138 MS-2 IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

SM-138 P II IBA+Kinetin 0.000 0.000 l

EKÖF=2.08

Bu araştırmada kullanılan besi ortamları ve bu besi ortamlarında kullanılan

genotiplerin performanslarıyla ilgili orijinal resimler (Resim 4.1., 4.2., 4.3., 4.4., 4.5., 4.6.,

4.7., 4.8., 4.9. ve 4.10.) aşağıda verilmiştir.

Resim 4.1. SM–47 Elde edilen kalluslar 1.ve 2. tekrarlama YPI (orjinal)
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Resim 4.2. SM–47 anterleri 2.tekrarlama P II (orjinal)

Resim 4.3. SM–147 elde edilen kalluslar 3. tekrarlama YPI (orjinal)
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Resim 4.4. SM–195 elde edilen kalluslar 1.tekrarlama MS-2 (orjinal)

Resim 4.5. SM–47 elde edilen kalluslar 3. tekrarlama MS-2(orjinal)
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Resim 4.6. SM–204 elde edilen kalluslar 1.tekrarlama N-6 (orjinal)

Resim 4.7. SM–204 elde edien kalluslar 1.tekrarlama MS-2 (orjinal)
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Resim 4.8. SM–201 elde edilen kalluslar 3.tekrarlama YPI (orjinal)

Resim 4.9. SM–53 elde edilen kalluslar 3.tekrarlama MS-2 (orjinal)
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Resim 4.10. SM–147 elde edilen kalluslar 1.tekrarlama YPI (orjinal)
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5. SONUÇ

Bu çalışma melez mısır ıslahının ilk basamağı olan kendilenmiş hat elde sürecinin hem

daha kısa zamanda tamamlanmasını hem de klasik yöntemlerle mümkün olmayan %100

homozigot hat eldesi amacıyla uygulanacak anter kültürü olanaklarını belirlemek için

yapılmıştır. Bu amaçla 12 mısır genotipi 5 farklı besi ortamında üç tekrarlamalı olarak

kullanılmış. Elde edilen sayısal veriler ile hatlar ve besi ortamlarının normal dağılım

göstermediği görülmştür. Bu nedenle farklılığın belirlenmesi için varyans analizi

uygulanmıştır. Yapılan varyans analizi sonucunda % 99 güven sınırları içinde elde edilen

bulgular, genotip x besi ortamının interaksiyonunun, genotiplerin ve kullanılan besi

ortamlarının kallus sayılarına göre farklılık gösterdiği sonucuna varılmıştır.

Mısır genotiplerinin anter kültürüne yanıtlarının kullanılan besi ortamlarına göre

değişebileceği, genotiplerin en iyi yanıt verdikleri besi ortamlarının YPI (2,4-D + IBA) ve

MS 2 (IBA + Kinetin) olduğu belirlenmiştir. Genotipler arasında en yüksek yanıt SM-53, SM-

47 ve SM-195 genotiplerinden alınmıştır. Genotiplerin besi ortamına yanıtları farklı olurken,

anter kültüründe en iyi yanıtın SM-53 genotipinin YPI (2,4-D+IBA) besi ortamında  verdiği

sonucu elde edilmiştir. Bu iki besi ortamının 2,4-D ve IBA hormonları ile desteklenmesi

mısırda anter kültürüne yanıtı önemli oranda arttırmıştır.
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