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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BUGDAY MELEZ POPULASYONLARININ ANTER KULTURUNE YANITLARI

Feyza CAY

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. ismet BASER

Calismada, 3 ekmeklik bugday melez popiilasyonunda iki farkli ¢igek tozu gelisim
doneminin anter kiiltiirline etkisi ve 4 makarnalik bugday melez populasyonunda anter
kiiltiiriine iki farkli baslangi¢ ortaminin etkisi arastirilmistir. Buna ilave olarak calismada
Wi4F besi ortami kullanilarak erken tek cekirdekli doneminde olan 12 ekmeklik bugday
melez populasyonun anter kiiltiirine yanit1 belirlenmistir.

Calismada, anterlerden gelisen kallus, albino bitkicik, yesil bitkicik ve seraya aktarilan
bitki sayilart belirlenmistir. Iki farklt besi ortaminin (WayF, Cy7F) anter kiiltiirii lizerine
etkileri incelendiginde kallus sayisinda besi ortaminin etkisi dnemli bulunurken, albino
bitkicik, yesil bitkicik ve seraya transfer edilen bitki sayisi {izerine etkisi 6nemsiz
bulunmustur.

Cigek tozu gelisim donemlerinin anter kiiltiirii tizerine etkisi incelendiginde ise erken
tek ¢ekirdekli donemde ¢igek tozu igeren anterlerden sonraki donemlere gore daha yiiksek
yesil bitkicik ve seraya aktarilan bitki sayisi elde edilmistir. Oniki bugday melez
popiilasyonun anter kiiltiiriine yaniti incelendiginde melez popiilasyonlar arasinda istatistik
olarak 6nemli farklilik oldugu belirlenmistir.

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda melez popiilasyonlar arasi1 ve yesil bitkicik yaniti
acisindan farklilik istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Yesil bitkicik sayis1 1.50-70.50 adet
arasinda, seraya aktarilan bitki sayisi ortalama olarak 1.00-59.25 adet arasinda degismistir. En
fazla bitkicik sayis1 ve seraya aktarilan bitki sayis1 70.50 adet ve 59.25 ile Golia/Syrena melez
popiilasyonundan elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Androgenesis, haploid, besi ortami, kallus, anter kiiltiirii.

2012 , 64 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

RESPONSES OF SOME WHEAT HYBRID POPULATIONS TO ANTHER CULTURE

Feyza CAY

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. ismet BASER

The objetives of this study were to determine the effects of two different pollen development
periods to the anther culture in 3 bread wheat hybrid populastions and to determine the effects of two
different induction mediums to the anther culture in four durum wheat hybrids. In addition to this,
response of twelve bread hybrid wheat populations in their early uninucleate period to anter culture
were determined by using W,4F medium.

In the study, the number of calluses which developed from anthers, albino plantlets, green
plantlets and the plants which transferred to the greenhouse were determined. Based on the results of
the study, the effects of two different mediums (W4F, C17F) on number of calluses were satistically
significant. However, the effects of two different mediums on number of albino plantlets, green
plantles and the plants which transferred to the greenhouse were not statistically significant.

Anther culture with pollens in their early uninucleate period produced higher numbers of
green plantlets and plants which transferred to the greenhouse comparing to later stage (mid
uninucleate period). It was found out that the differences among responces of twelve bread wheat
hybrid populations to the anther culture were statistically significant.

Based on the analysis of LSD, the differences between hybrid populations and the responses
about in terms of green plantlets found statistically significant. Green plantlets numbers changed
between 1.50 to 70.50, in case of the plants which transferred to the greenhouse numbers changed
between 1.00 to 59.25. The maximum numbers of plantlets and the plants which transferred to the

greenhouse, obtained from Golia/Syrena hybrid population respectively 70.50 units and 59.25 units.

Keywords : Androgenesis, haploidy, medium, callus, anther culture.

2012 , 64 pages
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1. GIRIS
Bugday, Graminea familyasindan, ¢igeklenmesi basak seklinde, tohumlari

kullanilabilen, {ilkemizde genis bir alanda kiiltiirii yapilan bir yillik otsu bitkidir.

Genis adaptasyon yetenegi yaninda besleme degerinin yliksek olmasi, isleme ve
depolama kolayligi nedeniyle diinyada diger kiiltlir bitkileri igerisinde ekilis ve iiretim
bakimindan ilk sirada olan bugdaymn 2009 yilinda ekilis alaninin azalmasina karsilik tiretim

miktar1 20.6 milyon tona yiikselerek dekara verim 254 kg/da olmustur (Anonim 2010).

Insan beslenmesi agisindan yasamsal oneme sahip olan tahillarda, verim ve kalite
sorunlarin ¢dziilmesi i¢in genetik varyabilitenin sinirina yaklagilmistir. Bu sebeple, 6nemli
kiiltiir bitkilerinin 1slahinda kullanilacak yeni ve daha genis varyabiliteye ihtiyag¢ vardir. Bunu
elde etmek, 1slah siiresinin etkinligini artirmak ve 1slah siiresini kisaltmak icin yeni
teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu teknolojiler i¢inde en fazla yararlandigimiz ise
biyoteknolojidir.

Glinlimiizde 1slah edilecek bugday cesitlerinde verim, kalite ve hastaliklara tolerans
gibi bircok 6zelligin bir arada olmasi hedeflenmektedir. Bu amaglar1 basarmak icin 1slahgilar
geleneksel 1slah tekniklerine yeni bitki biyoteknolojik metotlar1 da entegre etmeye

caligmaktadirlar.

Biyoteknolojinin temelleri totipotensi teorisi ile baglamistir. Tek bir hiicreden boliinme

ve farklilasma yoluyla organ ve tam bitki elde etme potansiyeline “totipotensi” denir.

Doku kiiltlirii caligmalarinda bitkilerin eseysel olarak g¢ogalabilmelerinin yanisira
govde, dal, yaprak gibi herhangi bir pargasindan eseysiz olarak da ¢ogalabilme (totipotensi)
Ozelligi, onlarin In vitro kosullarda, uygun besin ortami igerigiyle tiim bitki seklinde
gelismelerini olas1 hale getirmektedir. Steril kosullarda ve uygun besi ortaminda, tek bir
anactan istenildigi kadar c¢ogaltim yapilmasina olanak saglamaktadir. Doku kiiltiiri
tekniklerinin, bitkileri, genetik potansiyellerinin amaca uygun yonlendirilmesi agisindan

bliylik 6nem tasidigi anlagilmaktadir (Acar 1997).



Bitki 1slahi ¢alismalarinda, basariyr etkileyen iki onemli konu vardir. Bunlar;
varyasyon ve seleksiyondur. Varyasyon, kiigiik degismelerle yillar boyunca kendiliginden
oldugu gibi; melezleme, mutasyon ve poliploidi ile de yapay olarak olusturulabilir.
Seleksiyon amaca uygun bitkilerin segilmesidir. Seleksiyon yapilirken siirekli kontrolle
karsilagtirma yapilir. O yorede yetisen standart gesitleri asabilen materyaller segilerek, daha
istlin  cesitlerin  gelistirilmesi saglanir. Son yiizyilda, klasik 1slah yontemlerinden
yararlanilarak {stiin verimli ve kaliteli bircok cesit gelistirilmesine ragmen basta hastalik ve
zararlilar olmak tizere bazi biyotik ve abiyotik ¢evresel baskilara karsi dayaniklikta istenilen

sonuca ulasilamamistir (Ozgen ve ark. 2000).

Biyoteknolojik yontemler ile bitkilerin tarimsal niteliklerinin gelistirilmesi amaciyla
laboratuvar kosullarinda uygulanan doku kiiltiirii teknikleri, zamanla tarla kosullarinda
yapilan c¢alismalarda kargilasilan sorunlarin giderilmesinde kullanilmaya baslanmistir.
Sonuglarin daha kisa siirelerde alinabildigi, bitkilerin hiicre, doku ve c¢esitli organlarmin
kullanildigi bu calismalarda, bitkilere biyoteknolojik sistemler igin gelismis tim yontemler

uygulanabilmektedir.

Bitki biyoteknolojisindeki ciddi gelismeler 1900°li yillarda baslamistir. 1902°de
Haberlandt ilk aseptik kiiltiir denemesini, White 1934’te ilk kok kiiltiri denemesini
gerceklestirmistir. Gautheret ve Nobecourt Daucus carota (havug) ile 1939°’da ilk bitki
kiiltlirtinii  yapmuslardir. 1954 yilinda Murashige ve Skoog yeni bir besi ortami
gelistirmiglerdir. 1960 yilinda Maheswari anter, Cocking protoplast kiiltiir denemelerini
gerceklestirmiglerdir. Watson ve Crick tarafindan genetik yapilarin molekiiler diizeyde
tamimlanmasi, 6zellikle bitkilerde molekiiler tekniklerin kullanilmasinin 6niinii agmistir (Vasil

ve Therge 1994).

Somatik hiicrelerdeki kromozom sayisi, ait olduklar: bitki tiiriiniin gamet hiicrelerinde
bulunan kromozom sayist kadar olan bitkilere haploid bitkiler adi verilir. Haploidler gametik
kromozom setinin birini igerirler ve bu 6zellikleri sayesinde 1slah ¢alismalarinda 6nemli yer

tutmaktadirlar.

Gilinlimiizde haploid bitkilerin elde edilmesinde anter kiiltiirli yaygin olarak kullanilan

bir biyoteknolojik yontemdir.



Bir hiicrede haploidlerin tarihi A.D. Bergner tarafindan 1921°de rapor edilmis olan
Datura stromonium L.’un haploid iiretimini gézlemlemesiyle baslamistir. Daha sonra bunu
Nicotiana tobacum (Clausen ve Mann 1924) ve Triticum compactum (Gaines ve Aase 1926)

gibi bazi tiirlerde gozlem ve kesifler izlemistir.

Haploidler konusunda ilk basarili uygulamalar; Datura anterlerinin kullanimindan
haploid embriyo ve bitkilerin elde edilmesi ile Guha ve Mahershwari tarafindan 1964’te elde

edilmistir.

Haploidlerin kullaniminin kazandirdigi en 6nemli avantaji, tam bir homozigotiyi elde
etme olanagi sunmasidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla genetik ve 1slah ¢alismalarini
yapmak hizlanmakta ve kolaylasmaktadir. F; cesitlerinin gelistirilmesinde homozigot hatlar
arasinda Ustlin kombinasyon yetenegi verenlerin belirlenmesi yontemi kullanildigindan,
haploidinin hibrit ¢esit 1slahinda 6zel bir 6nemi bulunmaktadir. Dihaploid bitkilerden elde

edilen saf hatlar F; gesit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilir.

Kombinasyon 1slahinda da sonuca ¢ok kisa siirede ulasmayr saglayan haploidi
seviyesinde F; kademesindeki melez bitkilerden haploid ¢ekerek farkli genotiplerde bulunan
ve tek bir genotipte bulunmasi arzu edilen 6zelliklere sahip bitkiler kazanilmas1 miimkiindiir.
Ozellikle yabanci ddllenen bitkilerde heterozigoti orami gok yiiksek oldugundan bunlarda
homozigot hatlarin elde edilebilmesi i¢cin 7-10 generasyon boyunca kendileme yapmak
gerekmekte, kendine dollenen bitkilerde bile ayn1 amag igin 5-7 generasyon boyunca
kendileme islemine gerek duyulmaktadir ancak dihaploidizasyon yontemi devreye girdiginde

homozigot hatlara tek generasyonda ulagmak olasidir.

Haploid bitkiler farkli patojen ve bunlarin fizyolojik irklarina karsi In vitro seviyede
secime olanak vermekte, hastaliklara dayaniklilik ¢alismalarinda zaman, yer ve maddi kazang

saglamaktadir.

Fazla miktarda haploid bitki {iretimi saglayacak olan anter kiltiirii ile istenilen
homozigot hatlarin se¢imi ve yeni cesitlerin gelistirilmesi mimkiindiir. Haploid bitkiler
genetik analizlerde, 1slah c¢alismalarinda ve benzer caligmalarda kullanilan genetik

materyallerdir.



Gramineae familyasi igerisinde yer alan tahil ve bugdaygil yem bitkilerinde uygulanan
doku kiiltiirii teknikleri; kallus kiiltiirti, embriyo kiiltiirli, anter kiiltiirli, hiicre siispansiyon
kiiltiiri ve protoplast kiiltiirii olarak sayilabilir. Kallus kiiltiirli, bitkilerin degisik organ
dokularinin kallus (farklilasmamis hiicre yi1gini) olusturmaya tesvik edilmesidir. Kallus elde
etmek icin kok, kotiledon, hipokotil, yaprak ayasi, damar, ¢igek durumu, embriyo (olgun ve
olgunlasmamis), govde segmentleri vb. bitki kisimlari eksplant olarak kullanilmaktadir.
Kallus embriyogenik olabilir veya olmayabilir. Ancak, kallus dokusundan bitki rejenerasyonu

icin embriyogenik kallus 6nem tagimaktadir.

Kallus tiirleri, In vitro ¢ogaltimda, kiiltiirde ortaya ¢ikan somaklonal varyasyondan
yararlanmada, hiicre silispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmast ve gen transferlerinin

uygulanabilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Biiriin 1996).

Anter  kiiltiirli, igerisinde olgunlagmamis polenleri bulunduran anterlerin,
tomurcuklarindan ayrilarak In vitro kosullarda yapay besin ortamlarina yerlestirilmesi ve

burada olgunlagsmamis polenlerden haploid embriyolar elde edilmesine verilen isimdir.

Anter kiiltliriiniin temel prensibi, normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya doniisecek
olan polenin gametik gelisme yonii; heniiz tek cekirdekli donemdeyken somatik gelisim
yoniine dogru g¢evrilmekte ve boylece “androgenesis” olarak adlandirilan olusum

gerceklesmektedir. Androgenesiste en zor olusum gametofik safthadan sporotifik sathaya

gecistir

Anter kiiltiirii veya dihaploid elde etmede amaglardan biri eldeki materyali en hizli
sekilde homozigot hale getirmektir. Haploid bitkilerin colchicine gibi kimyasallar ile

katlanmas1 sayesinde % 100 homozigot saf hatlar elde edilir.

Anter kiiltiirii, yaygmn olarak desteklenen, bugdaydaki gelismeler i¢in homozigot
double haploid hatlar tiretmekte kullanilir ve bu son birkag yil i¢inde birgok 1slah programi

arasinda gitgide onemli bir teknik haline gelmistir (Henry ve De Buyser 1990).

Bugday, en o6nemli besin maddelerden biri olmasi nedeniyle, In vitro kiiltiirde
rejenerasyonu cok calisilan bir bitkidir (Delporte ve ark. 2001). Bugdayin doku kiiltiiriinde
kallus olusturmasi ve olusan kalluslardan bitki rejenerasyonu genellikle eksplant kaynagi,



genotip ve kiiltiir ortamina baghdir (Ozgen ve ark. 1998). Genotipin etkisi hiicresel veya
sitoplazmik bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Bugdayda doku kiiltiirii yanit1 tek veya birkag
kromozomla kontrol edilir (Ozgen ve ark. 2001).

Bugdayda farkli eksplant kaynaklar1 somatik kallus kiiltiirii i¢in kullanilmaktadir. Bu
eksplant arasinda olgunlagsmis embriyo, olgunlagsmamis yaprak ve ¢igek durumu, mezokotil,
tohum, apikal meristem (Ozgen ve ark. 1996), anter ve izole edilmis mikrosporlar (Delporte
ve ark. 2001) bulunmaktadir. Bu dokularin biitiin bir bitkiye rejenere olabilme kabiliyeti
birbirinden farklidir (Delporte ve ark. 2001).

Kendine dollenen bitkilerde, adapte olmus cesitlerin eksik ya da uygun olmayan
karakterlerini 1slah etmek amaciyla kullanilan geri melezleme yoluyla 1slahta, melez bitkinin
5-6 generasyon adapte olmus cesit ile melezlenmesi ve daha sonrada kendileme ile saf
hatlarin elde edilmesi gerekmektedir. Boyle bir 1slah programinda, DNA markorlerine dayali
seleksiyon ve haploid sistemi kullanilarak kisa siirede adapte olmus ¢esidin uygun olmayan

karakterleri 1slah edilebilmektedir.

Yabanci dollenen bitkilerde melez ¢esit 1slahinda ise, ebeveyn olarak kullanilacak saf
hatlarda haploid teknikleri ile haploid bitkilerin elde edilmesi ve elde edilen bitkilerde
kromozom katlamasi yapilarak kisa siirede ¢ok sayida haploid bitki elde edilebilmesi
saglanmaktadir. Buna karsilik s6z konusu bitkilerde klasik yontemle saf hat eldesi 8-10

generasyon kendileme ile miimkiin olabilmektedir.

Bir¢cok onemli bitkide oldugu gibi bugdayda da anter kiiltiirii gibi 6zel doku kiiltiirii
metotlart homozigot hatlarin tiretiminde etkili olabilmektedir. Bugdayda In vitro androgenesis
yoluyla tek bir generasyonla homozigot hatlar gelistirilmektedir. Bu yontemle 1slahgilarin
melezlemeden sonra homozigot hatlar elde etmek i¢in harcadiklari siire en az 4-5 yil azalmas,
bu da islahgilara oldukca fazla bir zaman tasarrufu saglamistir. Bununla birlikte tarla
denemelerinde homozigot hatlar daha gercek¢i agronomik performans gosterdiklerinden daha
etkili bir seleksiyon yapilabilmektedir. Bugdayin klasik 1slahindaki mevcut sorunlari
asabilmek icin, doku kiiltiirii ve biyoteknolojik yontemlerden yararlanmak kaginilmazdir.

Genetik miihendisligi tekniklerinden yararlanilarak gen aktarmada onemli bir adim olan



kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu ¢alismalarinda basarinin biiyiik 6l¢lide genotip ile bagh
oldugu bilinmektedir (Sehirali ve Ozgen 1998).

Bu calismada, 19 farkli bugday melezinde, farkli ¢igek tozu gelisim doneminin, farkli
baslangi¢ besi ortamlarinin ve farkli bugday melez kombinasyonlarinin anter kiiltiiriinde yanit

tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Androgenesis, erkek gamet hiicresine ait mikrosporlarin sporatifik gelisime
yonlendirilmesidir. Mikrospor normal olarak vejetatif ve generatif olmak iizere 2 ¢ekirdek
iceren ¢icek tozu hiicresine doniismek i¢in programlanmistir. Androgenesiste her bir gelisim
safhasinda sporofitik gelisime yonlendirilip totipotent 6zellik ile dol eldesi ana amagtir.
Androgenesis siirecinde ¢ogu yontem 2 ana In vitro safhadan ibaret olup birincisi androgenik
siirece indiiksiyon, ikincisi haploid ya da double haploid rejenerasyonudur. Indiiksiyon
sathasinda bitkilere siklikla 6n uygulamalar yapilip bunu rejenerasyon sathasinda In vitro
koklenme izler. Mikrospor gelisim safhasinda direkt olarak androgenik embriyo olusabilir bu
da literatiirde *“ embriyoya benzeri yap1 “ (ELS) olarak gecer. Embriyoya benzer yap1 uygun

kiiltiir sartlarinda ¢imlenerek direkt olarak bitkiye dontistir.

Kapal1 tohumlu bitkilerde kisa bir gametofitik satha ve tamamen sporotifik sathaya
bagli bir yasam vardir. Erkek gametofitler bitkilerden ¢i¢ek tozu ya da mikrospor olusturmak
tizere gonderilirler. Cigek tozlar haploid yapida olup her bir genden tek bir kopyaya sahiptir.
Erkek gametofit fonksiyonlarin1 uygun sartlar altinda androgenesis meydana getirmesi, bash
basina ¢icek tozlarinin sporofitik gelisim yetenegine baglidir. Spontan haploid bitkiler, iki
ebeveynden gelen iki set kromozomdan ziyade tek ebeveynden gelen tek set kromozom
igerirler.

Ik kez 1953 yilinda Tulecke Ginkgo biloba bitkisine ait olgun ¢igek tozlarinin kiiltiir
kosullarinda haploid kallus olusturmak iizere uyarilabilecegini gozlemlemistir (Tulecke
1953).

1964 yilinda ilk 6nemli gelismeyi Guha ve Maheshwari gerceklestirmis, Datura
innoxia bitkisinin kiiltliire alinan anterlerinde mikrosporlarindan haploid embriyo olusumu

saglanmistir (Guha ve Maheshwari 1966).

Anter kiiltiirine yanit bircok genotipin yanitsiz olmasiyla yiliksek oranda genotipe
baghdir. Yanit yetenegi yiiksek genotiplerin anterlerinin % 18’inden daha fazla yanit alindig:

bazi sonuglarda belirtilmistir (Genovesi ve Collins 1982).

Bazi ¢alismalarda da anter kiiltiiriine yanitta dominant genler tarafinda kontrol edilen

basit bir kaliima sahip 6zellik olarak bahsedilmektedir (Afele ve Kannenberg 1990). Hizli



genetik kazangla ilgili olan bu Oneriler yanmiti diisiik olan germplazma yanit1 yiiksek

olanlardan bu karakter transfer edilebilir.

1973’de anter kiiltiirii ile bugdayda katlanmis haploid bitki {iretimi bagladiktan sonra
haploid bitki {iretimi gitgide artis gostermistir. Bir¢ok lilkede basarili sonuglar alinmis, bu
teknikle Fransa’da Florin (De Buyser ve ark. 1987), Cin’de Jinghua No 1 (Hu ve ark. 1983)
ve 764 (Hu ve ark. 1988), Macaristan’da GK Delibab (Pauk ve ark. 1995) gelistirilerek

cift¢ilerin hizmetine sunulmustur.

Bunu izleyen yillarda bir¢ok calisma yapilmis ve yaklasik 250 farkli bitki tlirtinde In
vitro androgenesis (erkek gametten haploid uyartimi) tekniginden basarili sonuglar elde
edilmistir (Bajaj 1983, George ve Sherrington 1984, Pierik 1989).

Maddock ve ark. (1983), farkli bugday genotipleri iizerinde siirdiirdiikleri aragtirmada;
geng basaklardan kallus olusturma oranlarinin genotipe bagli olarak degistigini ve olusan

rejenerantlarda fenotipik varyasyon gozlendigini bildirmektedirler.

Anter kiiltiiriinde yanit biiyiikk oranda anterlerin alindig1 bitkinin genotipik yapisina
baglidir (Tomes 1990, Razdan 1992, Saidi ve ark. 1997). Bu nedenle anter kiiltiiriinde haploid
bitki iretilmek istenen genotipten yliksek diizeyde adrogenetik yanit alabilmek igin
bagvurulacak ilk yontem her genotip icin kiiltiir kosullarint optimum hale getirmek (Dunwell
1981), digeri ise anter kiiltiiriinde kallus yada embriyo olusturma kapasitesi yiiksek
genotiplerle diisiik olan genotipleri melezleyerek melez ddllerden yanit1 yiiksek olan dolleri

anter kiiltiirinde kullanmaktir (Henry ve De Buyser 1985).

Lorz (1989), tahillarda In vitro kosullarda yiiriitillen bitki rejeneasyon ¢aligsmalarinda
cok hiicreli eksplantlarla basariya ulagildigini ve tahillara alternatif gen aktarim yontemlerinin

uygulanabilecegini belirtmistir.

Anter kiiltiirliniin basaris1 genotipe bagl olarak degismekle beraber; kallus olusumu,
bitki rejenerasyonu, katlanmis haploid bitki miktar1 gibi faktorler de basariyr etkilemektedir
(Szakacs ve ark. 1989).



Pescitelli ve ark. (1990), yaptiklar1 bir ¢aligmada anterlerin izolasyonu tekniginin,
diisiik sicaklik uygulamasinin ve sakaroz seviyesinin misir bitkisinde mikrospor kiiltiiriine
etkisini arastirmislardir. Izolasyon tekniginde pensler yardimiyla kesilerek alman anterlerin
ezilerek alinan anterlere gore 3 kat daha fazla embriyoya benzer yapi elde edilebilecegini
ortaya koymustur. On sicaklik uygulamas1 ( 15°C’de 4 giin ) yapilan mikrosporlarm 6n
sicaklik uygulamasi yapilamayanlara gore 2 kat daha fazla embriyoya benzer yapi elde
edilebilecegini ve ayrica en yliksek yanit aldiklar1 sakaroz konsantrasyonunun % 8-9.5

oldugunu yaptiklar ¢caligmalar ile ortaya koymuslardir.

Hassawai ve Liong (1990), bugday ve tritikalede yaptiklar1 c¢alismada; cesit,
inkiibasyon sicakligi ve c¢icek tozu gelisim doneminin anter kiiltiirii {lizerine etkilerini
arastirmuslardir. Inkiibasyon sicakligmin kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu iizerine fazla
etkisinin olmadigin1 fakat cicek tozu gelisim donemi ile ¢esit interaksiyonunun kallus

olusumunu 6nemli derecede arttirdigini bulmuslardir.

Lashermes ve ark. (1991), Bati Asya ve Kuzey Afrika’dan elde edilen bazi bugday
genotiplerinde anter kiltlirii ¢alismalarinda; genotipler arasinda varyasyon gozlendigi elde

edilen sonuglarin bitki 1slahi ¢alismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Anter kiiltiirline yanitin genetik temelini daha 1yi anlamak ic¢in uygun bitki
rejenerasyonu i¢in ii¢ arastirict grubu kromozomal boélgeleri belirlemislerdir. Ayrica bu
kromozomal bolgeler RFLP (restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi) analizi kullanilarak
bunlarla iliskili bolgeler belirlenmistir (Armstrong ve ark. 1992). Bu bolgeler arasinda ikinci
kromozomun uzun kolunun en sonunda bir ve sekizinci kromozomun uzun kolunun {izerinde
diger bir bdlgenin embriyo benzeri yapt olusumu ile iligkili goriilebilecegini belirlemisler,
diger dort bolgenin embriyo benzeri yap1 ya da kallus olusumunun biri ya da her ikisi ile

iliskili olabilecegini agiklamislardir.

Bitki rejenerasyonu ya da anter kiiltlirline yanit igin birinci ve ikinci kromozomun

tizerindeki sentromere yakin bélgelerin 6nemli oldugu belirlenmistir (Armstrong ve ark.

1992).



Doku kiiltiirii  tekniklerinin bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun
yonlendirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasidigi anlagilmaktadir. Bugdayin klasik 1slahindaki
mevcut sorunlar1 asabilmek i¢in, doku kiiltiirii ve biyoteknolojik yontemlerden yararlanmak

kagimilmazdir (Ozgen ve Akar 1993).

Abd-el Maksoud ve ark. (1993), bugdayda anter kiiltiiriinde genotip ve ortamin
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda; reaksiyonun genotiplere bagl olarak ortalama % 0.54 ile
% 7.81 arasinda degistigini, kullanilan farkli ortamlardaki reaksiyon oranlarinin da
istatistiksel olarak dnemli oldugunu saptamis ve diger pek ¢ok tiirde oldugu gibi bugdayda da
bu tip ¢alismalarda reaksiyonda en 6nemli faktorlerden birinin genotip; ayrica dondr bitkilerin
yetistikleri kosullar ve bunlarin birbiriyle olan etkilesimlerinin de O6nemli oldugunu

bildirmislerdir.

Hatipoglu ve ark. (1994), 10 bugday genotipi ile yaptiklari ¢alismalarinda anter
kiiltiirii, rejenerasyon oranmin genotiplere bagli olarak % 0 — 13 arasinda degistigini ve

ortalama % 2.69 olarak gerceklestirdigini saptamislardir.

Hatipoglu ve Dogramaci (1995), ekmeklik bugdayda (Triticum aestivum L.) genotip,
besi ortam1 ve besi ortami katilagtirma maddesinin haploid bitki {iretimine etkisini saptamak
amaciyla yaptiklar anter kiiltlirii ¢alismalarinda; 10 ekmeklik bugday ve hattindan alinan
anterleri iki farkli besi ortami1 (85 D12 ve P2) ve ti¢ farkli besi ortami katilagtirma maddesinde
(agar, bugday nisastas1 ve misir nisastasi) kiiltiire alindiklarini, reaksiyon gosteren anter orani
ve rejenerasyon oraninin biiyiik dl¢iide genotip, besi ve besi ortami katilastirma maddesinin

etkisi altinda oldugunu bildirmislerdir.

Moieni ve ark. (1997), 7 hekzaploid bugday genotipinin anter kiiltiiriine iki farkli sivi
ortam (CHB ve W14) ve androgenik uygulamalarin etkisini arastirmislardir. IBPT 19 genotipi
her iki ortamda da embriyo olusumu, yesil bitki rejenerasyonu ve toplam bitki rejenerasyonu
icin diger genotiplerden daha yiiksek sonuglar vermistir. IBPT 19 genotipinde, CHB
ortaminda her 100 anterden 68’1 embriyo lretirken, W14 ortaminda bu saymin 25.6’ya

diismesi anter kiiltiiriinde genotip ve ortamin 6nemli oldugunu ortaya koymustur.
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Machii ve ark. (1998), 107 japon bugday genotipi ile yaptiklar1 caligmada; anter ve
olgunlasmamis embriyo kullanarak, kallus ve rejenerasyon olusumu belirlenmeye
calismiglardir. Anter kiiltiirinde 107 genotipten 83’iinde kallus olusumu ve bunlardan da
45’inde bitki rejenerasyonu elde edilmistir. Olgulasmamis embriyo Kkiiltiiriinde ise,
genotiplerin % 97’sinde, % 90 oraninda kallus olusumu elde edilirken, anter kiiltiiriine gore
daha ¢ok miktarda albino bitki olusumu saptanmistir. Arastiricilar, doku kiiltiiriinde bitki

rejenerasyonun genotipe gore degistigini belirtmislerdir.

Baser ve ark. (1999), bugdayda anter kiiltiirii {izerine yaptiklari ¢aligmalarda bugdayda
yanitin genotiplere gore degistigini, baz1 genotiplerden yiiksek yanit alinirken bazilarindan
yanit alinamadigint belirtmislerdir. Calismaya alinan genotiplerde kallus, albino ve yesil

bitkicik sayisinin genotiplere gore farkli oranda degisim gosterdigini ortaya koymuslardir.

Belli cografik bolgelerdeki genotiplerde daha giiclii bir genotip bagliliginin bulundugu
bugdayda anter kiiltliriniin Cin, Avrupa’nin merkezi ve dogusunda kuzey ve bati Avrupa’ya
gore daha etkin bicimde kullanilabildigi Holme ve ark. (1999) tarafindan ortaya konulmustur.
Dogu Avrupa bugday hatlar1 100 anter basina 3.6 bitki olustururken; kuzey-bati Avrupa
hatlar1 100 anter basina 0.4 bitki olusturmustur.

Bugdayda anter kiiltiiriine bagli androgenetik haploidlerin etkili bir sekilde 1slah
programlarinda kullanilabilmesi i¢in fazla sayida genotipte ve yeterli sayida katlanmis haploid

bitkinin ekonomik bir sekilde iiretilebilmesi gerekmektedir (Barbanas ve ark. 2001).

Korkut ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢caligmada yerli ve yabanci ekmeklik bugday ¢esit ve
hatlarinda haploid ve dihaploid elde etme olanaklarini arastirmiglardir. Ekmeklik bugday
genotiplerinin kallus, albino ve yesil bitkicik yanitlarini diisik bulmuslardir. Yirmibes
genotipten 23’1 kallus gelistirmistir. Bunlardan 3 tanesinde higbir organogenesis goriilmemis,
20 tanesinde ise organogenesis goriilmiistiir. Yirmi genotipin 15’inden ise yesil bitkicik elde

etmislerdir.

Katlanmis haploid teknigi kullanilarak arpada 96, kolzada 47, bugdayda ise 20 cesit
gelistirilmistir (Thomas ve ark. 2003).
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Korkut ve ark. (2003) ekmeklik bugday genotiplerinde yaptiklari ¢aligmalarda anter

kiiltiiriinde genotiplere gore degismekle birlikte yiiksek oranda yanitlar elde etmislerdir.

Konieczny ve ark. (2003), Polonya’nin 10 bugday c¢esidinden anter eksplanti
kullanarak haploid bitki elde etmek icin bir ¢alisma yapmustir. En fazla (% 9.1) kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonu (% 0.8) Apollo ¢esidinden elde edilmistir. Buradan hareketle

kallus olusumunun ve bitki rejenerasyonunun genotipe gore degisebilecegi sOylenebilir.

Double haploidlerin ilk {iretildigi yillardan glinimiize kadar bir¢ok problem
(indiiksiyon ortami, karbon kaynaklar1 gibi) ¢oziilmiistiir. Double haploid bitki oraninin
yalnizca genotipe degil ayn1 zamanda indiiksiyon ortamina bagli olarak degistigi (Orshinsky
ve Sadasivaiah 1994); 6n soguk uygulamasmin dogal katlanmis haploid miktarini artirdigi

(Pauk ve ark. 2003) belirtilmistir.

Avustralya’da oldugu gibi anter kiiltiirii ekmeklik bugday islahinin vazgegilmez bir

parcasi (Cakir ve ark. 2003) olarak kullanilmaktadir.

Belchev ve ark. (2004), double haploid bitki elde edilerek 1slah siiresinin kisaltilmasi

i¢in, anter kiiltiiriinde elde edilen sonuglarin genotipe bagli oldugunu bildirmislerdir.

Hassawai ve ark. (2005), bugday bitkisinde, ¢igek tozu kallusunun olusum miktarinin
ve bitki rejenerasyonunun genotipe bagli oldugunu belirtmistir.

Katlanmis haploid bitki {iretimi i¢in hala en biiylik sorun genotip bagimlig1 olarak
goriilmektedir (Engindzii 2006, Ahmet ve Adak 2007).

Katlanmis haploidlerin eldesinde en yaygin olarak kullanilan metod bitki tiirline bagl
olarak degisim gostermektedir. En basarili sonuglar géz oniine alindiginda, arpa i¢in embriyo
kurtarma, kolza i¢in mikrospor kiiltiirli, bugday icin ise anter kiiltiirii en bagarili sonuglarin
elde edildigi yontemlerdir. Avrupa’da yetistirilen arpa ¢esitlerinin % 50’sinin katlanmis

haploid teknikleriyle gelistirilmis ¢esitler oldugu bildirilmektedir (Foster ve ark. 2009).

Celtik genotiplerinin anter kiiltiiriine yanitlarinin kullanilan besi ortamina gore

degisebilecegi; genotiplerin en iyi yanit verdikleri besi ortamlarinin “B5- NAA+2.4 D siv1” ve
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“N6 — NAA+2.4 D siv1” ortamlar1 oldugu bulunmustur. Yirmialtt ¢eltik genotipinin 5 farkli
besi ortaminda anter kiiltiirii olanaklarin1 belirlemek amaciyla yapilan calisma g¢eltik
genotiplerinin anter kiiltiiriine yanitlarinin farkli oldugunu, kullanilan Indika tipi celtik
genotiplerinin anter kiiltlirline Japonika tipinden daha iyi yanmit verdiklerini gostermistir

(Korkut 2009).

Sarier (2010), anter kiiltiiri lizerine yaptig1 ¢alismasinda 5 farkli besi ortami ((MS-2)
(IBA+Kinetin), YPI (2,4-D+IBA), MS-1 (2,4-D+NAA), N-6 (2,4-D+NAA) ve P I
(IBA+Kinetin)) kullanmis ve anter kiiltiiriinde yanitin besi ortami ve kullanilan genotipe gore

degistigini belirtmistir.

Salantur ve ark. (2011), bazi kislik ekmeklik bugday F, popiilasyonlarmin anter
kiiltiiriinde bitki rejenerasyonuna tepkisinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapmuislardir.
Arastirma sonuglarina gore kullanilan 15 popiilasyondan katlanmis haploid bitki elde edilmis,
4 popiilasyonda sadece kallus olusumu goézlenmis; 2 popiilasyon ise anter kiiltiiriine hicbir

tepki gostermemistir.

Marker destekli seleksiyon ve genetik haritalama ¢alismalarinda da kullanilan DH

poplilasyonlarin iiretilmesinde bu yontem yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii deneme alaninda ekmeklik ve
makarnalik bugday genotipleri arasinda yapilan melezlemeler ¢aligmada materyal olarak
kullanilmistir. F; generasyonunda bitkiler arasinda se¢im yapilamamasi sebebiyle materyal
olarak F, ve daha sonraki F3-F,; generasyonlarin bitki materyali olarak kullanilmasinin uygun
oldugu belirtilmistir (Pauk ve ark. 2003). Bu yiizden arastirmamizda 1slah programinda yer
alan F3; bugday popiilasyonundan faydalanilmistir. Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii deneme alaninda F; ve F, tohumlar yetistirilmistir. F3 generasyonu tohumlari
Macarsitan’da bulunan Tahil Arastirma Enstitiisii’ndeki deneme alanlarinda ekim yapilmistir.
Ekimi yapilan bitkilerde gerekli bakim islemleri yapilmistir. Anter kiiltiiri islemleri

uygulanan genotiplerin listesi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan melezler

Makarnahik Melezler
1) Svevo/ Zenit

2) Gediz 75/ Yavaros 79 // IDSN 209
3) Fuatbey/ Zenit

4) Svevo / IDSN 165
Ekmeklik Melezler
1) Krasunia/ Sana

2) Sana/ Krasunia

3) Golia/ Syrena

4) Pehlivan / Sana

5) Sadova/ Sana

6) F 85/ Sana

7) Pehlivan/F 85

8) Syrena/ Krasunia
9) F 85/ Pehlivan
10) Pehlivan / Sadova
11) F 85/ Golia

12) Syrena / Pehlivan
13) Sadova / Pehlivan
14) Pehlivan / Bezostoja 1
15) Krasunia / Syrena
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Anter kiiltiirline yanitin ayni tiirler arasindaki genotipler arasinda bile farklilik

gosterdigi durumlarda ortak besi ortami 6nerimi zordur. Bunun i¢in ¢calismamizda Wy4F, Cy7F

ve 190-2 Cu besi ortamlar1 kullanilmistir. Kullanilan besi ortamlariin igerikleri Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan besi ortamlar1 i¢erikleri (mg /1)

Besi ortam W F C7F 190-2 Cu
KNO3 2.000 1.400 1.000
KCI - - 40.0
NHsH,PO4 380.0 - -
(NH4)2SO,4 - - 200.0
NHsNO3 - 300.0 -
KH,PO4 - 400.0 300.0
C&(NOg)z X 4H,0 - - 100.0
CoCl, x 6H,0 0.025 0.025 -
MgSQO, x 7H,0 200.0 150.0 200.0
Na,MoO, x 2H,0 0.005 - -
NAEDTA - 37.25 37.300
NAEDTA x 2H,O | 37.300 - -
FeSO,4 x 7TH,0 27.800 27.850 27.800
MnSO4 x 4H,0 8.0 11.200 8.0
ZnSO4 x 7TH,0 3.0 8.600 3.0
HsBO3 3.0 6.200 3.0

Kl 0.500 0.830 0.500
CuSOQO4 x 5H,0 0.025 0.025 0.500
CaCl;, x 2H,0 140.0 150.0 -
K>SO, 700.0 - -
myo-Inositol - 100.0 100.0
Thiamine HCI 2.000 1.000 1.0
Pyridoxine HCI 0.500 0.500 0.500
Nicotinic acid - 0.500 0.500
Nicotionic acid 0.500 - -
D-Biotin - 1.500 -
2,4-D 2.0 2.000 -
Glycine - 2.000 2.0
Sucrose - 90.000 30.000
Maltose 80.000 - -
Kinetin 0.500 0.500 0.500
Folic acid - 0.500 -

NAA - - 0.500
Gelrite - - 2.800
Agar 6.000 5.500 -

pH 5.800 5.800 5.800
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3.2 Yontem

Calismada ele alinan bugday melezlerinde basak gelisimleri izlenmis ve basaklardaki
anterlerdeki ¢igek tozlart mikroskop altinda incelenerek erken tek ¢ekirdekli oldugu donemde
basaklar alinmis daha sonra Wy4F baslangi¢ besi ortami olarak kullanilarak asagida ayrintilari

verildigi sekilde anter kiiltiiri yapilmistir.
3.2.1. Anter Kkiiltiirii uygulamasi

Anter kiiltiirli, cicek tozu olusumu sirasinda anterlerin ¢igek tomurcuklarindan
cikarilip steril kosullarda besi ortamina aktarilmasi ile baslar. Anterler bu kiiltiir ortaminda
mitoz boliinme ile gelisirler. Anter kiiltiirii galismasinin diger In vitro haploid bitki elde etme
tekniklerine gére avantaji, bir anter igerisinde ¢ok sayida ¢i¢ek tozunun bulunmasi ve uygun
bir In vitro kiiltiir sistemi ortaya konulabildiginde bir anterden ¢ok daha fazla sayida haploid
bitki elde edilebilmesidir.

Anter kiiltiiri calismasinda kullanilan baslica sathalar;

- Verici bitkinin se¢ilmesi,

- Cicek tozu gelisimi,

- On soguk uygulanmast,

- Besi ortaminin hazirlanmasi,

- Sterilizasyon,

- Anterlerin besi ortamina aktarilmasi,

- Kalluslarin gelisimi ve rejenerasyon ortamina aktarilmasi,

- Kalluslardan gelisen albino ve yesil bitkiciklerin sayilarinin belirlenmesi ve yesil
bitkiciklerin test tliplerine aktarilmasi,

- Test tiiplerinde gelisen bitkiciklerin toprak bulunan kiiclik tliplere aktarimi ve
vernalizasyon yapilmasi,

- Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenmesi,

- Haploid bitkilerde kromozom katlamasi,

- Spontan double haploid bitkilerin iklime alistirilmasi,

- Bitkilerin saksilardan seraya aktarilmasi,

- Bitkilerin hasadi.

Bu safhalar alt basliklar halinde tek tek agiklanmustir.
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3.2.1.1. Verici ( donor ) bitkinin se¢ilmesi

Yapilan calismanin ilk asamasini verici bitkilerin se¢imi olusturmaktadir. Verici
bitkinin giicii ve yetisme kosullar1 anter kiiltiirline yanitta oldukca etkilidir. Giiglii gelisen
bitkiler zayif gelisen bitkilerden daha yiiksek yanit vermektedirler. Ayrica ana basaklardan
alman Orneklerden kardes basaklara gore daha iyi yanit elde edilmektedir. Yaptigimiz
calismada deneme alaninda yetistirilen saglikli ve giiclii gelisen bitkilerde ana basaklar

secilerek materyal olarak kullanilmistir.

3.2.1.2. Cigek tozu gelisim donemi

In vitro da androgenesis iizerine etkili olan en 6nemli faktorlerden birisi de dondr bitki

tizerinden izole edildigi anda anterlerde bulunan ¢igcek tozlariin gelisme donemidir.

Gelisen bitkilerin ¢igek tozlarindaki gelisim donemlerini belirlemek i¢in tarlada
gelisen bitkilerden tesadiifi olarak bitkiler segilir. Bu bitkilerin basaklarindan ug, orta ve alt
kisimdan asetokarmin ile boyama icin anterler alinir. Bu mikrosporlar bir lamel {izerinde
asetokarmin ile boyanarak bir 1s1n mikroskobu altinda incelenir. In vitro da androgenesis i¢in
optimum ¢i¢ek tozu gelisim donemi erken tek cekirdekli gelisim donemidir (Resim 3.1.)
Calismamizda bu donemdeki basaklar materyal olarak kullanilmistir. Ayrica ¢igek tozu
gelisiminin etkisini belirlemek i¢in iki farkli donemde ¢icek tozunu iceren anterlerde ¢alisma

yapilmustir.
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Resim 3.1 Mikrospor gelisim donemleri a) tetrad déonemi b) erken tek ¢ekirdekli donem c) erken-
orta tek ¢ekirdekli donem d) orta tek ¢ekirdekli donem e) orta-geg tek cekirdekli donem
f) ge¢ tek cekirdekli donem g) ilk mikrospor boliinmesinin anafaz donemi h) iki
cekirdekli donem (Szarejko 2003).

3.2.1.3. On Soguk Uygulama

Cigek tomurcuklarina yapilan bazi 6n uygulamalar, mikrosporlarin kiiltiir sirasindaki
gelismesi iizerine olumlu etki yapmaktadir. Anter kiiltiiriinde en etkili 6n uygulama,
tomurcuklara yapilan soguk soklardir. 4 — 10 °C’ler arasinda, 72 saat ile 4 haftaya kadar
tutulan tomurcuklar, polen rejenerasyonu bakimindan olumlu yanitlar vermistir (Bajaj 1990).

Calismamizda basaklarda 2 farkli uygulama yapilmistir. Deneme alanindan basaklar
alimmis ve erken tek cekirdekli fakat vakuol tam olusmadigi donemde ¢icek tozlari iceren

basaklar anter kiiltiirinde kullanilmistir. Ayrica ¢alismada 3 melez popiilasyonunda anterler
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cicek tozlarmin gelisim donemlerinin anter kiiltiirii iizerine etkisini belirleme i¢in iki farkl

donemde olan anterler alinmig ve anter kiiltiirii uygulanmistir.

A. Basaklarda anterler erken tek ¢ekirdekli donemde ancak vakuol heniiz tam olusmamus.

B. Basaklarda anterler erken tek ¢ekirdekli donemde ve vakuol olusmus.

3.2.1.4. Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Anter kiiltiiri caligmalarinda kullanilan besi ortamlart sivi ya da kati olabilir. Sivi
ortam saf suda besleyicilerin ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Ancak hiicrelerin hasar gormemesi
icin ortamin ozmotik potansiyelinin iyi ayarlanmasi (izotonik) gerekir. Bu amagla ¢ozeltiye
bir miktar sakkaroz ilave edilmisir. Ayrica doku kiiltiirii galismalar1 nispeten hassas ¢alismalar
oldugu ve hiicrelerde metabolik faaliyetlerin saglikli yiiriitiilebilmesi gerektigi i¢in ortamin
pH degeri de onem tasir; ne ¢ok asidik ne de c¢ok bazik olmalidir. Bu amagla uygun
tamponlarla (% 1 lik HCI veya NaOH gibi) ortam pH’mnin 5.5-5.8 arasinda olmasi
saglanmigtir. Kati ortamin hazirlanis asamalar1 sivi ortamla aymidir. Ancak, ortamin
hazirlanis1 tamamlandiktan sonra katilastirmak amaciyla % 0.7- 1.3 arasinda agar ilave

edilmistir.

3.2.1.5. Sterilizasyon

Heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci ¢igek tozu mitozu agamasina gelmis tek
cekirdekli mikrosporlar1 bulunduran anterler, anter kiiltiirii i¢in uygun baslangi¢ materyalidir
(Resim 3.2.).

Calismamizda, soguk odadan alinan basaklardan sap ve yapraklar uzaklastirilmistir
(Resim 3.3.). Daha sonra basaklar, su + % 1-2 ‘lik sodyum hipoklorid ve birka¢ damla
damlatilmis Tween-20 bulunan soliisyonda 20 dakika siiresince ¢alkalanmistir (Resim 3.4.).
Daha sonra bu bagaklar steril kabin icerisinde 3-4 defa steril su ile yikanmis ve steril kaplar
icine transfer edilmistir.

Anterlerin basakg¢ik igerisinden ¢ikarilmasi sirasinda ezilmemesine ve flamentlerinin,

anterle birlestigi noktadan kesilerek uzaklastirilmasina dikkat edilmistir.
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Resim 3.2. On soguk uygulamasi yapilmis ve sterilizasyona hazir basaklar (orjinal)

16/05/2010

Resim 3.3. Bugday basaklarinda sterilizasyon Oncesi yaprak ve kilgiklarin
uzaklastirilmasi (orjinal)
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Resim 3.4. Basaklarin % 2 lik sodyum hipokloridle sterilizasyonu (orjinal)

3.2.1.6. Anterlerin Besi Ortamina Aktarilmasi

Sterilizasyon isleminden sonra steril hale getirilen basaklardan anterler, yine steril
kabin altinda steril penslerle alinarak daha Once hazirlanmis olan besi ortami iizerine
aktarilmigtir (Resim 3.5.). Calismamizda anter kiiltiirinde yanit {izerine baslangig¢ besi
ortaminin etkisini belirlemek i¢in iki farkli besi ortami kullanilmistir (Wy4F ve Ci7F). Bu
amagla hazirlanan sivi besi ortamlarina anterler aktarilmigtir. Her petri kabina 15’er ml besi
ortam1 konmus ve her genotipten 4 petri kab1 tekrarlama olarak kullanilmistir. Her bugday
genotipinden hazirlanan 4 petri kabina her petri kabinda 150 adet anter olmak tizere 600 anter

aktarilmastir.

21



Resim 3.5. Baslangi¢ ortamina aktarilan anterler (orjinal)

3.2.1.7. Anterlerin inkiibasyonu

Petri kaplarina aktarilan anterler 32°C’de karanlik inkiibatorde 3 giin birakilmig
(Resim 3.6.), daha sonra 28°C’de inkiibatore alinmistir (Resim 3.7.). Bu asamadan sonra
gelisme iki farkli dogrultuda olabilir; birincisi, anterlerden ya dogrudan embriyo olusumu
gerceklesmekte ve 6-8 hafta igerisinde topraga transfer edilebilecek gelisme diizeyine ulagmis
bitkiler elde edilebilmekte, ikincisi ise, haploid kallus dokusu olugsmakta ve kallustan bitki
rejenerasyonu yoluna gidilebilmektedir. Bunlardan ilkine direkt androgenesis ikincisine ise
indirekt androgenesis denir.

Calismamizda 4-5 hafta siiresince anterlerden kallus gelisimi yani indirekt

androgenesis seklinde gelisim olmustur ve bunlar {izerinde gerekli islemler yapilmistir.
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Resim 3.7. Anterlerin inkiibatorde 28 °C’de birakilmasi (orjinal)
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3.2.1.8. Kalluslarin Gelisimi ve Rejenerasyon Ortamina Aktarilmasi

Kallus, saglikli bitki hiicrelerinin boliinmesi ile meydana gelen, organize olmamis
sekilsiz dokulardan olusan hiicre topluluklaridir.

Bitki tiirlerine gore degisen siirelerde, genellikle 4-5 haftadan sonra anterlerden kallus
gelisimi gézlenmistir (Resim 3.8.) ve bu anterlerden gelisen kalluslar 1-2 cm ¢apina ulastiktan
sonra hazirlanan kat1 190-2 Cu besi ortami tizerine aktarilmislardir (Resim 3.9.). Genotiplerin
gelistirdigi kallus sayisina gore petri kab1 kullanilmis, her genotipten kallus gelisim durumuna
gore 2-3 kez kallus aktarimi yapilmstir.

Bu kalluslarin bulundugu kaplar 8 saat 151k altinda (50 minimol s m®) % 50 nemin

bulundugu iklim odalarinda 28 °C’de tutulmustur.

21/07/2010

Resim 3.8. Elde edilen kalluslar (orjinal)
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Resim 3.9. Yeni besi ortamina aktarilmis kalluslar ( orjinal)

3.2.1.9 Kalluslardan Gelisen Albino ve Yesil Bitkicik Sayilarinin Belirlenmesi ve

Test Tiiplerine Aktarilmasi

Kalluslardan bir kism1 yesil bitkicik, bir kismi albino bitkicik tiretirken bazi kalluslar
yanit vermemistir. Gelisen yesil ve albino bitkiciklerin sayis1 kaydedilmistir. Yesil bitkicikler,
hazirlanan taze 190-2 Cu besi ortami bulunan petri kaplarina aktarilip daha sonra iklim
odasina gonderilmistir.(Resim 3.10.).

Bu petri kaplarinda gelisen yesil bitkicikler, belirli bir gelisimi gosterince hazirlanmis
olan test tiiplerine (i¢inde yine taze 190-2 Cu bulunan) aktarilip (Resim 3.11.), tekrar iklim
odasina gonderilmistir ( Resim 3.12.).

Rejenerasyon ortaminin igerigi bitki biiyiime diizenleyicileri disinda aynmidir ve
sakaroz orani % 1.5 azaltilmistir. Albino bitkicikler ise gerekli sayimlart yapildiktan sonra

atilmistir.
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Resim 3.11. Gelisen yesil bitkiciklerin test tiiplerine aktarimi (orjinal)
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Resim 3.12. Test tiiplerine aktarilmis yesil bitkicikler (orjinal)

3.2.1.10. Test Tiiplerinde Gelisen Bitkilerin Toprak Bulunan Kii¢iik Tiiplere

Aktarim ve Vernalizasyon Yapilmasi

Bu test tiiplerinde yeterli siirglin ve kok gelisimini gosteren bitkiler 6zel kompost
topragi igeren kiiglik plastik saksilara aktarilmistir (Resim 3.13.). Dis ortama aligmalari igin 3-
4 giin siiresince iizerlerine naylon torbalar gecirilmis ve iklime alistirma yapilmistir (Resim
3.14.). Bitkilerden vernalizasyon ihtiyac1 olanlar soguk odada (2-4 °C de, 16 saat 62.5

mikromol m s™ 1s1k yogunlugunda) 5-6 hafta siiresince birakilmistir (Resim 3.15.).
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Resim 3.13. Test tiiplerinde gelisen bitkiciklerin kii¢iik saksilara aktarimi (orjinal)

Resim 3.14. Bitkilerde iklime alistirma (orjinal)
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Resim 3.15. Vernalizasyon ihtiyaci olan bitkilerin soguk odada tutulmasi (orjinal)

3.2.1.11. Bitkilerde Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

Bitkilerde ploidi diizeyi farkli yontemler kullanilarak belirlenmektedir.

Fenotipik olarak: Haploid bitkiler steril kisa ve dar yaprakli ¢ok sayida haploid kiigiik
salkim ve kiigiik bagak¢iklara sahip olduklart gézlenmistir (Resim 3.16.).
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Resim 3.16. Fenotipik olarak haploid (6nde) ve double haploid bitkiler (arkada) (orjinal)

Stoma hiicrelerine bakilarak: Degisik bitki tiirlerinde stomalarin biiyiikliigii ile ploidi
diizeyi arasinda onemli iliskiler belirlenmistir. Haploid bitkilerin stomalarinin double
haploidlerinkine gore daha kiigiik oldugu, dolayisiyla birim alanda daha fazla stoma
bulundugu saptanmistir. Normal diploid bitkilerde stoma hiicreleri dlgiildiigiinde daha biiytik
iken, haploid bitkilerde daha kiigiik oldugu gézlenmistir (Resim 3.17.).
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Resim 3.17. Stoma hiicrelerine bakarak ploidi diizeyinin belirlenmesi (orjinal)

Kromozom sayimi yapilarak: Bitkilerin genellikle kok ucglarindan yapilan kromozom
sayimlart gilivenilirligi en fazla olan yontemdir. Saglikli bir gelisme gosteren taze kok

uclarindan alinan 6rnekler, kromozom sayimlari i¢in en uygun materyaldir.

Flow stometri kullanilarak: Diger yontemlerin etkili olarak ¢alismadigi flow sitometri,
hiicrelerin tek tek floresan dedektorden gegerken emdikleri 1sinin analizine dayanan bir

yontemdir.
3.2.1.12. Haploid Bitkilerde Kromozom Katlamasi

Haploid bitki eldesinde kromozom katlamasi baslangi¢ ortamina ilave edilen colchisin
ile elde edilebilecegi gibi, elde edilen bitkiciklerde de kromozom katlamasi iglemi
yapilabilmektedir. Elde edilen haploid bitkilerde kromozom katlamasi asagidaki gibi
yapilmustir.

1) Gelistirilen bitkiler serada uygun bir ortama alinmistir. Bu bitkiler, saksilardan
sokiilerek topraklar1 yikanmustir. Bitkilerin kokleri 1 cm kalacak sekilde ve kesilen
kokiin besleyebilecegi oranda iist kismindan da yapraklardan belirli oranda kesilmistir
(Resim 3.18.).
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Resim 3.18. Bitkilerin koklerinin kisaltilmasi (orjinal)

2) Bu bitkilerin kokleri % 0,1 colchisin +% 2 DMSO + su soliisyonunda 4-5 saat

birakilmistir. Burada bitkilerin kokleri siviya daldirilarak soliisyonda bekletilmistir.

Resim 3.19. Kisaltilan bitki koklerinin hazirlanan soliisyonda bekletilmesi (orjinal)
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3) Daha sonra bitkiler soliisyondan alinarak akan ¢esme suyu altinda yikanmistir

(Resim 3.20.).

Resim 3.20. Bitkilerin akan ¢esme suyu altinda yikanmasi (orjinal)

4) Kokleri yikanan bitkiler tekrar seradaki saksilarda topraga aktarilmustir. Bitkilerin
topraga daha iyi tutunmasi i¢in birka¢ giin nemli ortamda tutulmustur. Boylece,

bitkilerin dis ortam kosullarina daha uyumlu olmasi saglanmistir (Resim 3.21.).

Resim 3.21. Bitkilerin tekrar topraga aktarilmasi (orjinal)
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5) Saksilardaki bitkiler belirli bir gelisim siiresinden sonra daha biiyiik plastik torbalara

aktarilmigtir. Hasada kadar seraya transfer edilmis ve daha sonra gerekli bakim ve

gbzlem islemleri yapilmistir.

3.2.1.13. Bitkilerin Seraya Aktarilmasi

Soguk odada gelisen bitkiler daha sonra i¢inde 1/3 kompost bulunan plastik torbalara
(yaklasik 1 T’lik) aktarilmistir ve tlizerine etiket bilgileri yazilmistir (Resim 3.22.). Bu

bitkilerde gerekli sulama ve giibreleme islemleri yapilmistir.

Resim 3.22. Serada yetisen bitkiler (orjinal)
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3.2.1.14. Bitkilerin Hasat Edilmesi

Calisma sonunda toprakli ortama aktarilan bitkiler gerekli kiiltiirel bakim isleri
yapilarak hasada kadar serada gelismis, hasatta her bitki ayr1 ayr1 hasat ve harman yapilmistir

(Resim 3.23.). Bu bitkilerden hasat edilen tohumlar ayr1 ayr1 paketlenerek gelecek yil igin

ekime hazirlanmstir.

b)

Resim 3.23. Hasat zamaninda double haploid (a) ve haploid bitkiler (b) (orjinal)
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Arastirma, bugday melezlerinde iki farkli baglangi¢c ortami, iki farkli cicek tozu
gelisim donemi ve farkli melez bugday popiilasyonlarinin anter kiiltiirlinde yanit iizerine
etkilerinin ortaya konmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bugdayda mevcut sorunlarin ¢éziimii
yoniinden doku kiiltiirii tekniginin énemli bir yontem oldugu belirtilmistir (Ozgen ve Akar
1993).

Bu amagla 4’ii makarnalik olmak tizere 19 bugday melezi kullanilmistir. 4 makarnalik
bugday melezinde iki fakli baslangic besi ortami1 incelenmistir. 3 ekmeklik melezin, erken tek
¢ekirdekli donemde, vakuol olusmus ve vakuol olusmamis donemlerine gore anter kiiltiiriine
yanitlar1 belirlenmistir. Ayrica 12 bugday melezinde ise anter kiiltiirline yanit incelenmistir.
Anterlerden gelisen, kallus, albino bitkicik, yesil bitkicik sayisi ve seraya aktarilan bitki

sayilar1 belirlenmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3 te verilmistir.

Cizelge 4.1. Dort makarnalik bugday cesidinin iki farkli besi ortaminda anter kiiltiiriine

yanitlari
Melez Besi ortamm | Kallus Albino Yesil Topraga aktarilan
popiilasyon bitki bitki yesil bitki
Svevo/Zenit
W4F 8 - - -
W4F 11 - 1 1
W4F 4 - 2 2
W4F 7 - 0 0
Cy/F 9 - - -
Cy/F 13 - - -
Cy/F 9 - - -
Gediz 75/Yavaros 79//IDSN 209
W4F 14 2 0 -
W4F 35 5 1 1
W4F 11 4 - -
W4F 13 - - -
Cy/F 16 1 - -
Cy/F 36 - - -
Cy/F 29 1 - -
Cy/F 17 - - -
Fuatbey/Zenit
W4F 30 6 3 3
W4F 9 - - -
W4F 10 6 - -
W4F 9 1 - -
Cy/F 10 3 6 2
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CF 8 6 - -
CyF 3 - - -
CuF 4 - - -
Svevo/ IDSN 165
W4F 4 1 - -
WF 14 1 - -
WF 9 - - -
W4F 15 - - -
CF 23 1 - -
CyF 23 - - -
CF 22 - - -
C7F 12 1 - -

Cizelge 4.2. Uc ekmeklik bugday melezinin iki farkli ¢icek tozu gelisim déneminde anter
kiiltiirtine yanitlar

Melez Cicek tozu | Kallus | Albino Yesil Topraga aktarilan
popiilasyon gelisim donemi bitki bitki yesil bitki
Krasunia/Sana
A 330 55 31 29
A 314 48 34 32
A 295 68 44 43
A 371 108 29 27
B 292 94 14 9
B 120 59 14 13
B 290 59 7 7
B 362 62 7 6
Pehlivan/F 85
A 63 6 10 10
A 14 3 9 8
A 39 9 8 5
A 59 5 7 7
B 63 14 11 7
B 40 7 4 4
B 89 11 16 10
B 42 10 8 7
F 85/Pehlivan
A 52 5 2 2
A 25 6 3 2
A 18 6 2 2
A 31 5 5 4
B 23 5 16 16
B 36 5 25 21
B 26 1 14 12
B 28 4 10 8

A. Basaklarda anterler erken tek ¢ekirdekli donem vakuol heniiz tam olusmamis
B. Basaklarda anterler erken tek ¢ekirdekli donemde ve vakuol olusmus
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Cizelge 4.3. Oniki ekmeklik bugday melezinin anter kiiltiiriine yanitlari

Melez Besi Kallus Albino Yesil Topraga aktarilan
popiilasyon Ortami bitki bitki yesil bitki
Sana/Krasunia
Wi, F 28 - 2 2
Wi4F 8 - - -
W4F 22 1 - 1
W4F 17 - -
Golia/Syrena
Wi, F 192 30 81 67
Wi4F 317 29 82 69
W4F 242 17 82 70
W4F 72 14 37 31
Pehlivan/Sana
Wi, F 308 34 0 0
W4F 172 31 3 1
Wi, F 334 65 6 6
W4F 114 45 7 5
Sadova/Sana
W4F 219 36 0 0
W4F 93 36 4 4
Wi, F 160 23 3 2
W4F 199 34 5 4
F 85/Sana
W, F 154 37 0 -
W4F 126 32 1 1
Wi, F 180 59 5 1
W, F 109 35 1 -
Syrena/Krasunia
W, F 219 48 2 1
W4F 348 72 15 13
W, F 130 21 5 1
W,F 130 16 2 2
Pehlivan/Sadova
W, F 42 5 6 6
Wi, F 60 6 5 3
Wi, F 31 1 3 1
Wi, F 36 6 9 7
F 85/Golia
Wi, F 72 33 8 8
Wi, F 236 49 25 24
Wi, F 254 63 13 6
W4F 243 101 10 9
Syrena/Pehlivan
Wi, F 69 10 22 21
W4F 69 14 25 24
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Wy,F 65 11 26 25
Wi, F 81 33 27 23
Sadova/Pehlivan
Wi, F 33 4 7 6
Wi, F 32 4 8 6
W4F 24 0 4 2
W4F 16 14 6 5)
Pehlivan/Bezostaja 1
W4F 23 10 1 1
W4F 29 7 3 2
Wy,F 3 1 1 1
W4F 22 3 1 1
Krasunia/Syrena
Wi, F 59 9 3 3
W4F 33 6 4 1
Wi, F 16 5 4 3
Wi, F 23 4 2 2

4.1. Besi ortami

4.1.1. Kallus sayis1
Dort makarnalik bugday Fs; popililasyonunda farkli besi ortaminin etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan calismada elde edilen kallus sayilarinda varyans analizi

yapilmis, analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Dort makarnalik bugday F3 popiilasyonunda farkli besi ortamlarinda elde edilen
kallus sayilar1 i¢in varyans analizi

Varyasyon Serbestlik | Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklar derecesi Ortalamasi 0.05 0.01
Melez popiilasyon 3 257.708 3.499* 3.490 5.950
Hata, 12 73.646

Besi ortami 1 50.000 1.820 4.750 9.330
Melez popiilasyon X |3 119.083 4.334* 3.490 5.950
Besi ortamu int.

Hata, 12 27.479

Genel 31 77.222

*) ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde istatistik olarak dnemlidir.
**) ortalamalar arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde istatistik olarak onemlidir

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen c¢esitlerin kallus sayilar1 arasindaki
farkliliklar istatistik olarak 0.05 diizeyinde bulunurken, uygulanan iki farkli baslangi¢

ortamimin etkisi ise istatistik olarak onemsiz bulunmustur. Melez popiilasyonlarinin besi
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ortamlarma tepkileri olan melez popiilasyon X besi ortami interaksiyonu ise istatistik olarak
0.05 diizeyinde dnemli bulunmustur. Buradan; melez popiilasyonlarinin besi ortaminda kallus
olusturma oranlarinda faklilik oldugu anlasilmaktadir. Istatistik olarak 6nemli bulunan
ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin EKOF testi yapilmis ve sonuglari

Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Dort makarnalik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen
kallus sayisinda onemlilik gruplari

Melez popiilasyon Kallus | Melez popiilasyon x Besi | Kallus

sayisl ortamu int. sayisi
Gediz75/Yavaros 79//IDSN 209 |21.375 a | Ged/Yav//IDSN 209 x Ci7F 24.500 a
Svevo/IDSN 165 15.250 ab| Svevo/Zenit x Cy7F 20.000 ab
Fuatbey/Zenit 10.375 b | Ged/Yav//IDSN 209 x Wy4F 18.250 abc
Svevo/Zenit 8.750 b | Sana/Krasunia x W14F 14.500 bcd

Kallus Svevo/IDSN 65 x W4F 10.500 cde

Besi Ortamlari sayisl Svevo/Zenit x W4F 10.000 de

CyF 15.188 Svevo/IDSN 65 x Wy4F 7.500 de
WF 12.688 Fuatbey/Zenit x Cy7F 6.250 e
EKOF (0.05) 9.35 EKOF (0.05) 9.35

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda, melez popiilasyonlar arasinda iki fakli grup olustugu
goriilmiistiir. En yiiksek kallus sayis1 21.38 adet ile Gediz 75/Yavaros 79//IDSN 209 adli
genotipte elde edilirken, bunu 15.25 adet kallus sayisi ile Svevo/IDSN 165 melez
poplilasyonu izlemistir. En diisiik kallus sayist ise 8.70 adet ile Svevo/Zenit melez
popiilasyonunda olmus, bunu 10.38 adet ile Fuatbey/Zenit melez popiilasyonu izlemistir. Besi
ortamlar1 arasindaki farklilik istatistik olarak onemsiz bulunmustur. En yiiksek kallus sayisi
15.19 adet ile C17F besi ortaminda elde edilirken, W14F besi ortaminda ise 12.69 adet kallus
elde edilmistir. Degisik arastiricilar yaptiklar1 ¢alismada baslangic besi ortaminin anter

kiiltliriine yanitta 6nemli diizeyde etkili oldugunu belirtmislerdir.

Melez popiilasyonlarin besi ortamlarina tepkileri gdzden geg¢irildiginde, en yiiksek
kallus sayis1 24.50 adet ile Gediz 75/Yavaros 79//IDSN 209 ile Ci7F besi ortaminda elde
edilmistir. Bu ¢esidi 20.00 adet kallus sayis1 ile Svevo/Zenit C17F besi ortamindaki kallus
sayist izlemistir. Gediz 75/Yavaros 79//IDSN 209 melez popiilasyonu Wi4F besi ortaminda

18.25 adet kallus sayisi ile {giincli sirada yer almistir. En diisiik kallus sayisi ise

40



Fuatbey/Zenit melez popiilasyonunun C;7F besi ortamindaki 6.25 adet kallus vermesi ile
olmus, bunu Svevo/IDSN 165 melez popiilasyonun Wi4F besi ortamindaki 7.50 adet kallus

sayis1 izlemistir.

4.1.2. Albino bitkicik sayis1

Dort makarnalik bugday Fs popililasyonunda farkli besi ortamimin etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada elde edilen albino bitkicik sayilarinda varyans
analizi yapilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen gesitlerin albino bitkicik
sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.05 diizeyinde énemli bulunurken, uygulanan
iki farkli baslangig ortamimin etkisi ise istatistik olarak Onemsiz bulunmustur. Melez
popiilasyonlariin besi ortamlarina tepkileri ise istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur. Bu da
melezlerin besi ortaminda albino bitkiCik olusturma oranlarinda farkliligin istatistik olarak
onemli olmadigimi gostermektedir. Istatistik olarak énemli bulunan ortalamalar arasindaki

farkliliklar ortaya koymak icin EKOF testi yapilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Dort makarnalik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen
albino bitkicik sayisinda 6nemlilik gruplart

Melez popiilasyon Kallus | Melez popiilasyon x Besi ortam int. | Kallus

sayis1 sayis1
Fuatbey/Zenit 4.400 a |Fuatbey/Zenit x Cq7F 4.50
Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 | 2.600 ab |Fuatbey/Zenit x W14F 4.33
Svevo/Zenit 1.000 b | Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 x Wi4F| 3.67
Svevo/IDSN 165 1.000 b | Svevo/Zenit x Wy4F 1.00
Besi ortamm Kallus |Svevo/Zenit x Cy7F 1.00

sayisl Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 x C.7F | 1.00
Wy, F 2.636 Svevo/IDSN 165 x Wy4F 1.00
Cy7F 1.875 Svevo/IDSN 165 x Cy7F 1.00
EKOF (0.05) 2.219 EKOF (0.05)

Yapilan onemlilik testi sonucunda melez popiilasyonlar arasinda iki fakli grup
olusmustur.  En yiiksek albino bitkicik sayisi 4.40 adet ile Fuatbey/Zenit melez
popiilasyonunda elde edilirken, bunu 2.60 adet albino bitkicik sayis1 ile Gediz 75/Yavaros
79//IDSN 209 melez popiilasyonu izlemistir. Svevo/Zenit ve Svevo/IDSN 165 melez

popiilasyonunda ise ayn1 sayida kallus olusmustur. Denemeye alinan iki farkli baglangic besi
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ortamlart arasindaki farklilik istatistik olarak dnemsiz bulunmustur. En yiiksek albino bitkicik
sayist 2.64 adet ile Wy4F besi ortaminda elde edilirken, C17F besi ortaminda ise 1.90 adet
albino bitkicik elde edilmistir.

Melez popiilasyonlarinin besi ortamlarina tepkileri gosteren melez popiilasyon X besi
ortami interaksiyonu da onemsiz bulunmustur. En yiiksek albino bitkicik sayist 4.50 adet ile
Fuatbey/Zenit ¢esidinde ve C17F besi ortaminda elde edilmistir. Bunu 4.33 adet albino bitkicik
sayisi ile yine Fuatbey/Zenit melezinin Wy,F besi ortamindaki albino bitkicik sayisi izlemistir.
Gediz 75/Yavaros 79//IDSN 209 melez popiilasyonu Wy4F besi ortaminda 3.67 adet albino
bitkicik sayist ile {iglincii sirada yer almistir. Svevo/Zenit ve Fuatbey/Zenit melezlerinin iki
besi ortamindaki kallus sayilar1 ve Gediz 75/Yavaros 79//IDSN 209’un Ci7F numarali besi

ortamindaki kallus sayilar1 1.00 ile ayn1 degerleri vermislerdir.

4.1.3. Yesil bitkicik sayis1

Dort makarnalik bugday Fs; popililasyonunda farklt besi ortaminin yesil bitkicik
sayisina etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada elde edilen yesil bitkicik
sayilarinda varyans analizi yapilmistir.

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen melezlerin yesil bitkicik sayilari
arasindaki farklilik, uygulanan iki farkli baslangi¢ ortammin etkisi ve g¢esitlerin besi
ortamlarina tepkileri olan melez popiilasyon x besi ortami interaksiyonu istatistik olarak
Onemsiz bulunmustur. Bu da c¢esitlerin besi ortaminda kallus olusturma oranlarinda faklilik
olmadigin1 gostermektedir. Bu dort makarnalik bugday F3; popiilasyonunda fakli besi

ortaminda elde edilen yesil bitkicik sayilar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Dort makarnalik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen yesil

bitkicik sayilar
Melez popiilasyon Kallus | Melez popiilasyon X Besi ortamu int. |Kallus
sayisi sayisi
Fuatbey/Zenit 1.714 | Fuatbey/Zenit x C,7F 2.00
Svevo/Zenit 0.917 | Svevo/Zenit x Wy4F 1.50
Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 | 0.667 | Fuatbey/Zenit x W14F 1.33
Svevo/IDSN 165 0.000 | Gediz75/Yavaros79//IDSN209 x Wy4F |0.67
Besi ortam Kallus | Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 x C,7F |0.67
sayis1 | Svevo/Zenit x Cy7F 0.62
Cy/F 1.136 | Svevo/IDSN 165 x Wy4F 0.00
W,F 1.125 | Svevo/IDSN 165 x C7F 0.00
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Denemeye alinan ¢esitler arasinda en yiliksek ortalama yesil bitkicik sayis1 1.71 adet ile
Fuatbey/Zenit genotipinde elde edilirken, bunu 0.92 adet yesil bitkicik sayis1 ile Svevo/Zenit
melez popiilasyonu izlemistir. En disik deger ise hi¢ yesil bitkicik elde edilemeyen
Svevo/IDSN 165 melez popiilasyonunda olmustur. Besi ortamlari arasindaki farklilik istatistik
olarak 6nemsiz bulunmustur. En yiiksek yesil bitkicik sayis1 1.14 adet ile C17F besi ortaminda
elde edilirken, W14F besi ortaminda ise 1.12 adet yesil bitkicik elde edilmistir.

Melez popiilasyonlarin besi ortamlarina tepkileri goézden geg¢irildiginde, en yiiksek
yesil bitkicik sayist 2.00 adet ile Fuatbey/Zenit melezinden Ci7F besi ortaminda elde
edilmistir. Bu ¢esidi 1.50 adet yesil bitkicik sayisi ile Svevo/Zenit melezinin Wi4F besi
ortamindaki yesil bitkicik sayisi izlemistir. Fuatbey/Zenit melez popiilasyonu Wi4F besi
ortaminda 1.33 adet yesil bitkicik sayisi ile liglincli sirada yer almistir. Svevo/IDSN 165
melezin Wy F ve Ci7F besi ortamlarinda yesil bitkicik elde edilememistir. Anter kiiltiiri
tizerine farkli baslangic ortaminin etkisini arastiran arastiricilar besi ortamina gore farkl
oranda kallus, albino ve yesil bitkicik elde edildigini bulmuslardir (Moieni ve ark. 1997,
Orshinsky ve Sadasivaiah 1994, Pauk ve ark. 2003).

4.1.4. Seraya aktarilan bitki sayisi

Dort makarnalik bugday F3 popiilasyonunda farkli besi ortamimim etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan calismada elde edilen seraya aktarilan bitki sayilarinda varyans
analizi yapilmistir.

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen melez popiilasyonlarinin seraya aktarilan
bitki sayilar1 arasindaki farklilik, uygulanan iki farkli baslangi¢ ortamiin etkisi ve melez
popiilasyonlarinin besi ortamlarina tepkileri olan melez popiilasyon x besi ortami
interaksiyonu istatistik olarak onemsiz bulunmustur. Buda ¢esitlerin besi ortaminda seraya
aktarilan bitki sayisi olusturma oranlarinda faklilik olmadigin1 géstermektedir. Calismada elde

edilen ortalama degerler Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Dort makarnalik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen
seraya aktarilan bitki say1s1

Melez popiilasyon Kallus | Melez popiilasyon X Besi ortamu int. Kallus
sayisl sayisi
Fuatbey/Zenit 1.143 | Svevo/Zenit x Wi4F 1.50
Svevo/Zenit 0.917 | Fuatbey/Zenit x Wy4F 1.33
Gediz75/Yavaros79//IDSN 209| 0.667 | Fuatbey/Zenit x C17F 1.00
Svevo/IDSN 165 0.000 | Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 x Wi,F | 0.67
Besi ortam Kallus | Gediz75/Yavaros79//IDSN 209 x C,,F 0.67
sayis1 | Svevo/Zenit x Cy7F 0.62
W,F 1.125 | Svevo/IDSN 165 x Wy4F 0.00
Cy/F 0.773 | Svevo/IDSN 165 x Cy7F 0.00

Denemeye alinana melez popiilasyonlar1 arasinda en yiiksek seraya aktarilan bitki sayisi
1.14 adet ile Fuatbey/Zenit genotipinde elde edilirken, bunu 0.92 adet kallus sayisi ile
Svevo/Zenit melez popiilasyonu izlemistir. En diisiik seraya aktarilan bitki sayisi ise hig bitki
elde edilemeyen Svevo/IDSN 165 melez popiilasyonunda olmustur. Besi ortamlari arasindaki
farklilik istatistik olarak onemsiz bulunmustur. En yiiksek seraya aktarilan bitki sayis1 1.13
adet ile W14F besi ortaminda elde edilirken, C;7F besi ortaminda ise 0.77 adet seraya aktarilan
bitki sayisi elde edilmistir.

Melez popiilasyonlarin besi ortamlarina tepkileri gézden geg¢irildiginde, en yiliksek
seraya aktarilan bitki sayis1 1.50 adet ile Svevo/Zenit melez popiilasyonunun WisF besi
ortaminda elde edilmistir. Bu melezi 1.33 adet kallus sayis1 ile Fuatbey/Zenit melezinin W 14F
besi ortamindaki seraya aktarilan bitki sayisi izlemistir. Fuatbey/Zenit melez popiilasyonunun
Cy7F besi ortami 1.33 adet seraya aktarilan bitki sayisi ile iiglincli sirada yer almistir.
Svevo/IDSN 165 melezinin Wy4F ve C17F besi ortamlarinda ise hig bitki elde edilememistir.
Anter kiiltiiriinde besi ortaminin yanit tizerine 6nemli etki yaptig1 belirtilmistir (Korkut 2009,
Sarier 2010).

4.2. Cicek tozu gelisim donemi
4.2.1.Kallus sayis1
Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda farkli ¢icek tozu gelisim doneminin anter

kiiltiiriine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada elde edilen kallus sayilarinda

varyans analizi yapilmis, analiz sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Ug ekmeklik bugday Fs popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen kallus
sayilar1 i¢in varyans analizi

Varyasyon Kaynaklari Serbestlik | Kareler F hesap F cizelge
derecesi Ortalamasi 0.05 0.01

Melez popiilasyon 2 176007.292 | 63.586** | 4.260 | 8.020

Hata-1 9 2768.028

Cigek tozu gelisimi 1 1666.667 1.085 5.120 | 10.560

Melez popiilasyon x Cicek | 2 3177.042 2.069 4.260 | 8.020

tozu int.

Hata-2 9 1535.806

Genel 23 17337.819

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen cesitlerin kallus sayilar1 arasindaki
farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, uygulanan iki farkli baslangi¢
ortaminin etkisi ise istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur. Melez popiilasyonlarinin ¢igek
tozuna tepkileri olan melez popiilasyon x c¢icek tozu interaksiyonu ise istatistik olarak
onemsiz bulunmustur. 250 farkli bitki tiirtinde In vitro da androgenesis tekniginde basarili
sonuglar elde edilmistir (Bajaj 1983, George ve Sherrington 1984, Pierik 1984). Istatistik
olarak 6nemli bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin EKOF testi

yapilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen kallus
sayisinda onemlilik gruplar

Melez popiilasyon Kallus sayis1 | Melez popiilasyon x Cicek | Kallus sayisi
tozu int.

Krasunia/Sana 296.750 a Krasunia/Sana x B 327.500

Pehlivan/F 85 51.125 b Krasunia/Sana x A 266.000

F 85/Pehlivan 29.875b Pehlivan/F 85 x A 58.500

Cicek tozu gelisim donemi | Kallus sayis1 | Pehlivan/F 85x B 43.750

B 134.250 F 85/Pehlivan x B 31.500

A 117.583

EKOF(0.05) 118.05 F 85/Pehlivan x A 28.250

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda c¢esitler arasinda ii¢ fakli grup olusmustur. En yiiksek
kallus sayis1 296.75 adet ile Krasunia/Sana melez popiilasyonundan elde edilirken, bunu
51.13 adet kallus sayist ile Pehlivan/F 85 melez popiilasyonu izlemistir. En diisiikk kallus
sayist ise 29.87 adet ile F 85/Pehlivan melez popiilasyonunda olmustur. Cicek tozu gelisim

donemleri arasindaki farklilik istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur. En yiiksek kallus sayisi
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134.25 adet ile erken tek ¢ekirdekli donem ve vakuol tam olusmusken elde edilirken, erken
tek ¢ekirdekli donem ancak vakuol tam olugsmadiginda ise 117.58 adet kallus elde edilmistir.

Melez popiilasyonlarin gigek tozuna tepkileri gozden gegirildiginde, en yiiksek kallus
sayis1 327.50 adet ile Krasunia/Sana melezi ile erken tek ¢ekirdekli donem ve vakuol tam
olusmusken elde edilmistir. Bu gesidi 266.00 adet kallus sayis1 ile Krasunia/Sana melezinin
erken tek ¢ekirdekli donem fakat vakuol tam olusmadigindaki kallus sayisi izlemistir. Yine
Pehlivan/F 85 melez popiilasyonun erken tek ¢ekirdekli donem ve vakuol tam olusmamis hali
58.50 adet kallus sayisi ile tligiincii sirada yer almistir. En diisiik kallus sayisi ise F
85/Pehlivan melez popiilasyonunun erken tek ¢ekirdekli donem fakat vakuol tam olugmamis
halinde ve 28.25 adettir.

4.2.2 . Albino sayis1
Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda farkli ¢icek tozu gelisim déneminin etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada elde edilen albino bitkicik sayilarinda varyans

analizi yapilmis, analiz sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda fakl besi ortaminda elde edilen albino
bitkicik sayilari i¢in varyans analizi

Varyasyon Kaynaklari Serbestlik | Kareler F hesap F cizelge
derecesi Ortalamasi 0.05 0.01

Melez popiilasyon 2 10524.667 | 82.215** | 4.260 8.020

Hata-1 9 128.014

Cigek tozu gelisimi 1 2.042 0.010 5.120 10.560

Melez popiilasyon x Cicek | 2 26.167 0.122 4.260 8.020

tozu int.

Hata-2 9 214.792

Genel 23 1051.694

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen g¢esitlerin albino bitkicik sayilari
arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, uygulanan iki farkli
cicek tozu gelisim doneminin etkisi ise istatistik olarak Onemsiz bulunmustur. Melez
popiilasyonlarin ¢icek tozu gelisim dénemlerindeki tepkilerini gosteren melez popiilasyon X

cicek tozu interaksiyonu ise istatistik olarak onemsiz bulunmustur. Istatistik olarak énemli
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bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklari ortaya koymak ig¢in EKOF testi yapilmis ve

sonuclar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Ug ekmeklik bugday Fs popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen albino
bitkicik sayisinda 6nemlilik gruplari

Melez popiilasyon Kallus Melez popiilasyon x Cicek | Kallus sayisi
sayis1 tozu int.
Krasunia/Sana 69.125 a Krasunia/Sana x B 69.750
Pehlivan/F 85 8.125b Krasunia/Sana X A 68.500
F 85/Pehlivan 4.625b Pehlivan/F 85 x A 10.500
Cicek tozu gelisim donemi | Kallus Pehlivan/F 85 x B 5.750
sayisl
A 27.583
B 27.000 F 85/Pehlivan x B 5.500
EKOF(0.05) 34.28 F 85/Pehlivan x A 3.750

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda ¢esitler arasinda iki fakli grup olusmustur. En yiiksek
albino bitkicik sayis1 69.13 adet ile Krasunia/Sana melezinden elde edilirken, bunu 8.13 adet
kallus sayisi ile Pehlivan/F 85 melez popiilasyonu izlemistir. En diisiik albino bitkicik sayisi
ise 4.63 adet ile F 85/Pehlivan melez popiilasyonunda olmustur. Gelisim dénemleri arasindaki
farklilik istatistik olarak onemsiz bulunmustur. En yiiksek albino bitkicik sayis1 27.58 adet ile
erken tek cekirdekli donem fakat vakuol heniiz olusmamisken elde edilirken, erken tek
¢ekirdekli donem ve vakuol tam olusmusken ise 27.00 adet albino bitkicik elde edilmistir.
Aragtiricilar yaptiklari ¢calismada ¢igek tozu gelisim doneminin anter kiiltiiriinde yanit iizerine
onemli etki yaptigini belirtmislerdir (Hassawai ve Liong 1990, Machii ve ark. 1998).

Melez popiilasyonlarin ¢icek tozuna tepkileri gozden gegirildiginde, en yiiksek albino
bitkicik sayis1 69.75 adet ile Krasunia/Sana melezinde erken tek ¢ekirdekli donem ve vakuol
tam olusmusken elde edilmistir. Bu melezi 68.50 adet albino bitkicik sayis1 ile
Krasunia/Sana’nin erken tek c¢ekirdekli donem ve vakuol heniiz olusmamis dénemindeki
kallus sayisi1 izlemistir. Pehlivan/F 85 melez popiilasyonun erken tek c¢ekirdekli donem ve
vakuol heniiz olusmamis dénemindeki 10.50 adet albino bitkicik sayisi ile tigiincii sirada yer
almistir. En diisiik albino bitkicik sayisi ise F 85/Pehlivan popiilasyonunun erken tek

¢ekirdekli donem fakat vakuol olusmamis doneminde ve 3.75 adettir.
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4.2.3. Yesil bitkicik sayisi

Ug ekmeklik bugday Fs popiilasyonunda farkli ¢icek tozu gelisim doneminin anter

kiltlirii iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢calismada elde edilen yesil bitkicik

sayilarinda varyans analizi yapilmais, analiz sonuglar1 Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen yesil
bitkicik sayisi i¢in varyans analizi

Varyasyon Serbestlik | Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklari derecesi Ortalamasi 0.05 0.01
Melez popiilasyon 2 484.042 31.944** 4.260 8.020
Hata-1 9 15.153

Cicek tozu gelisimi 1 77.042 3.296 5.120 10.560
Melez popiilasyon X | 2 713.042 30.504 4.260 8.020
Cigek tozu int.

Hata-2 9 23.375

Genel 23 122.520

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen melez popiilasyonlarin yesil bitkicik
sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, uygulanan
iki farkli gigek tozu gelisim doneminin etkisi ise istatistik olarak énemsiz bulunmustur. Melez
popiilasyonlarin ¢igek tozuna tepkileri olan melez popiilasyon x ¢igek tozu interaksiyonu ise
istatistik olarak énemsiz bulunmustur. Istatistik olarak énemli bulunan ortalamalar arasindaki

farkliliklar ortaya koymak icin EKOF testi yapilmis ve sonuclar1 Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14. Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda fakli besi ortaminda elde edilen yesil
bitkicik sayisinda 6nemlilik gruplari

Melez popiilasyon Kallus sayis1 | Melez  popiilasyon  x | Kallus

Cicek tozu int. sayisi
Krasunia/Sana 22.500 a Krasunia/Sana x B 34.500
F 85/Pehlivan 9.625Db F 85/Pehlivan x A 16.250
Pehlivan/F 85 8.500 b Krasunia/Sana x A 10.500
Cicek tozu gelisim donemi Kallus sayis1 | Pehlivan/F 85 x B 8.500
B 15.333 Pehlivan/F 85 x A 8.500
A 11.750 F 85/Pehlivan x B 3.000
EKOF(0.05) 11.73
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Yapilan Onemlilik testi sonucunda melez popiilasyonlar arasinda iki fakli grup
olusmustur. En yiiksek yesil bitkicik sayist 22.50 adet ile Krasunia/Sana melez
popiilasyonundan elde edilirken, bunu 9.63 adet yesil bitkicik sayis1 ile F 85/Pehlivan melez
popiilasyonu izlemistir. En diisiik yesil bitkicik sayis1 ise 8.50 adet ile Pehlivan/F 85 melez
popiilasyonunda olmustur. Cigek tozu gelisim donemleri arasindaki farklilik istatistik olarak
onemsiz bulunmustur. En yiiksek yesil bitkicik sayis1 15.33 adet ile erken tek g¢ekirdekli ve
vakuol olusmus donemde elde edilirken, erken tek c¢ekirdekli fakat vakuol olugsmamis
donemde ise 11.75 adet yesil bitkicik elde edilmistir. Arastiricilar anter kiiltiirtinde yesil
bitkicik oraninin 6nemli oranda degisim gosterdigini belirtmislerdir (Genovesi ve Collins
1982, Maddock ve ark. 1983, Lorz 1983).

Cesitlerin ¢icek tozuna tepkileri gozden gegirildiginde, en yiiksek yesil bitkicik sayist
34.50 adet ile Krasunia/Sana genotipi ile erken tek cekirdekli ve vakuol olusmus donemde
elde edilmistir. Bu ¢esidi 16.25 adet yesil bitkicik sayisi ile F 85/Pehlivan melezin erken tek
cekirdekli fakat vakuol olusmamis donemindeki kallus sayisi izlemistir. Krasunia/Sana melez
poplilasyonu erken tek ¢ekirdekli fakat vakuol olusmamis donemindeki 10.50 adet yesil bitki
sayist ile Uglincii sirada yer almustir. En diisiikk yesil bitkicik sayist ise F 85/Pehlivan

popiilasyonunun erken tek ¢ekirdekli ve vakuol olugsmus doneminde ve 3.00 adettir.

4.2.4. Seraya aktarilan bitki sayisi

Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda farkli cigek tozu gelisim déneminin anter
kiiltiirii tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada elde edilen seraya aktarilan

bitki sayilarinda varyans analizi yapilmis, analiz sonuglar1 Cizelge 4.15’de verilmistir.

Cizelge 4.15. Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda fakl1 besi ortaminda elde edilen kallus
sayilar1 i¢in varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklari derecesi Ortalamasi 0.05 0.01
Melez popiilasyon 2 448.875 31.967** | 4.260 8.020
Hata-1 9 14.042

Cigek tozu gelisgimi | 1 108.375 5.363* 5.120 10.560
Melez popiilasyon X | 2 660.125 32.666** | 4.260 8.020
Cigek tozu int.

Hata-2 9 20.208

Genel 23 114.549

49



Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen cesitlerin seraya aktarilan bitki sayilar
arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, uygulanan iki farkli
cigek tozu gelisim doneminin etkisi de istatistik olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Melez popiilasyonun ¢igek tozuna tepkileri olan melez popiilasyon x ¢igek tozu interaksiyonu
ise istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Istatistik olarak &nemli bulunan
ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin EKOF testi yapilmis ve sonuglari
Cizelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.16. Ug ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda fakl1 besi ortaminda elde edilen seraya
aktarilan bitki sayisinda 6nemlilik gruplari

Melez popiilasyon Kallus sayis1 | Melez popiilasyon x Cicek | Kallus

tozu interaksiyonu sayisi
Krasunia/Sana 20.750 a Krasunia/Sana x B 32.750
F 85/Pehlivan 8.375b F 85/Pehlivan x A 14.250
Pehlivan/F 85 7.250 b Krasunia/Sana x A 8.750
Cicek tozu gelisim donemi Kallus sayis1 | Pehlivan/F 85 x B 7.500
B 14.250 a Pehlivan/F 85 x A 7.000
A 10.000 b F 85/Pehlivan x A 2.500
EKOF(0.05) 11.29

Yapilan onemlilik testi sonucunda cesitler arasinda iki fakli grup olusmustur. En yiiksek
seraya aktarilan bitki sayis1 20.75 adet ile Krasunia/Sana genotipinden elde edilirken, bunu
8.37 adet seraya aktarilan bitki sayisi ile F 85/Pehlivan melez popiilasyonu izlemistir. En
diigiik seraya aktarilan bitki sayist ise 7.25 adet ile Pehlivan/F 85 melez popiilasyonunda
olmustur. Cicek tozu gelisim donemleri arasindaki farklilik istatistik olarak Onemli
bulunmustur. En yiiksek seraya aktarilan bitki sayis1 14.25 adet ile erken tek cekirdekli ve
vakuol olusmus donemde elde edilirken, erken tek cekirdekli fakat vakuol olusmamis
donemde ise 10.00 adet seraya aktarilan bitki sayisi elde edilmistir. Arastiricilar anter
kiiltiiriinde yanitta farkli kromozomal bélgelerin etkili oldugunu belirtmislerdir (Petolina
1998, Armstrong ve ark. 1992, Wang ve ark. 1993).

Melez popiilasyonlarinin ¢igek tozuna tepkileri gbzden gecirildiginde, en yiiksek
seraya aktarilan bitki sayist 32.75 adet ile Krasunia/Sana melez popiilasyonu ile erken tek
cekirdekli ve vakuol olusmus donemde elde edilmistir. Bu cesidi 14.25 adet seraya aktarilan
bitki sayis1 ile F 85/Pehlivan melezin erken tek cekirdekli fakat vakuol olusmamis donemde
seraya aktarilan bitki sayisi izlemistir. Krasunia/Sana melez popiilasyonu erken tek ¢ekirdekli

fakat vakuol olugsmamis donemindeki 8.75 adet seraya aktarilan bitki sayisi ile tiglincii sirada
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yer almigtir. En diisiik seraya aktarilan bitki sayisi ise F 85/Pehlivan popiilasyonunun erken

tek ¢ekirdekli fakat vakuol olusmamis doneminde ve 2.50 adettir.
4.3. Ekmeklik bugday melez popiilasyonlarinda anter kiiltiiriine yanit
4.3.1. Kallus sayis1
Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda yapilan anter kiiltiiriinde elde edilen kallus

sayilarinda varyans analizi yapilmis, varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.17’de verilmistir.

Cizelge 4.17. Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonlarinda elde edilen kallus sayilari i¢in
varyans analizi

Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklan | derecesi Toplam Ortalamasi 0.05 0.01
Melez 11 326371.167 | 29670.106 7.944** 1 2.000 2.670
popiilasyon

HATA 36 134451.500 3734.764

Genel 47 460822.667 | 9804.738

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen cesitlerde kallus sayilar1 arasindaki
farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Istatistik olarak &nemli
bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklari ortaya koymak i¢in EKOF testi yapilmis ve

sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonlarinda elde edilen kallus sayilarinda
onemlilik gruplar

Melez popiilasyonlar Kallus sayisi
Pehlivan/Sana 232.000 a
Syrena/Krasunia 206.750 ab
Golia/Syrena 205.750 ab
F 85/Golia 201.250 ab
Sadova/Sana 167.750 ab
F 85/Sana 142.250 bc
Syrena/Pehlivan 71.000 cd
Pehlivan/Sadova 42.250 d
Krasunia/Syrena 32.750d
Sadova/Pehlivan 26.250 d
Pehlivan/Bezostoja 1 19.250d
Sana/Krasunia 18.750 d
EKOF(0.05) 89.02
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Denemeye alinan bugday popiilasyonlarinda kallus sayis1 17.75-232.00 adet arasinda
degismistir. En fazla kallus sayis1 232.00 adet ile Pehlivan/Sana melezinde elde edilirken,
bunu, 206.75 adet kallus sayisi ile Syrena/Krasunia, 205.75 adet ile Golia/Syrena melez
popiilasyonu, 201.25 adet ile F 85/Golia ve 167.75 adet ile Sadova/Sana melez bugday
popiilasyonlar1 izlemistir. Anter kiiltiiriinde kallus yanit1 yoniinden 18.75 adet ile
Sana/Krasunia melez popiilasyonu en disiik degeri verirken, bunu 19.25 adet ile
Pehlivan/Bezostoja 1, 26.25 adet ile Sadova/Pehlivan ve 32.75 adet ile Krasunia/Syrena melez
bugday popiilasyonlar1 izlemistir. Elde edilen verilerden de gorildiigi gibi tiim melez
kombinasyonlarinda kallus yanit1 elde edilmistir. Bu genotiplerden 6 tanesinde yiiziin
tizerinde kallus elde edilmistir. Anter kiiltiirinde kallus yanitinin genotiplere gore degistigi

belirtilmistir (Henry de Buyser 1985, Szakacs ve ark. 1989, Baser ve ark. 1999, Korkut ve
ark. 2003).

4.3.2. Albino bitkicik sayis1
Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda anter kiiltiirii uygulamasinda elde edilen
albino bitkicik sayilarinda varyans analizi yapilmis, varyans analiz sonuglari Cizelge 4.19°da

verilmigtir.

Cizelge 4.19. Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonlarinda elde edilen albino bitkicik sayilar
icin varyans analizi

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklarn | derecesi Toplam Ortalamasi 0.05 0.01
Melez 11 15224.129 | 1384.012 6.777** 2.000 2.670
popiilasyon

HATA 32 6535.417 204.232

Genel 43 21759.545 | 506.036

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen melez popiilasyonlarin albino bitkicik
sayilari arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, istatistik
olarak 6nemli bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin EKOF testi

yapilmis ve sonuglari Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.20. Oniki melez bugday F3 popiilasyonlarinda albino bitkicik sayisinda énemlilik

gruplari
Melez populayonlar | Kallus sayisi
F 85/Golia 61.500 a
Pehlivan/Sana 43.750 ab
F 85/Sana 40.750 abc
Syrena/Krasunia 39.250 abc
Sadova/Sana 32.250 abc
Golia/Syrena 22.500 abc
Syrena/Pehlivan 17.000 bc
Sadova/Pehlivan 7.333 bc
Krasunia/Syrena 6.000 bc
Pehlivan/Bezostoja 1 | 5.250 bc
Pehlivan/Sadova 4.500 bc
Sana/Krasunia 1.000 c
EKOF(0.05) 33.85

Yapilan Onemlilik testi sonucunda melez popiilasyonlar arasindaki farklilik onemli
bulunmustur. Anter kiiltiiriinde yanitin biiyiik oranda genotipe bagli oldugu ve 6nemli oranda
albino bitkicik elde edildigi belirtilmistir (Tomes 1990, Razdan 1992, Saidi ve ark. 1997).
Oniki bugday popiilasyonunda kallus sayist 1.00-65.50 adet arasinda degismistir. Bugday
melezlerinin tiiminden albino bitkicik elde edilirken, 6 adet melezde 20’nin {izerinde albino
bitkicik elde edilmistir. En yiiksek albino bitkicik sayis1 61.50 adet ile F 85/Golia genotipinde
elde edilirken, bunu 43.75 adet kallus sayisi ile Pehlivan/Sana melez popiilasyonu izlemistir.
40.75 adet ile F 85/Sana, 39.25 adet ile Syrena/Krasunia, 32.25 adet albino bitkicik sayis ile
Sadova/Sana ve 22.50 adet albino bitkicik sayisi ile Golia/Syrena melez popiilasyonu bu
melezleri izlemistir. Anterlerde albino bitkicik sayisinin melez popiilasyonlara ve diger
uygulamalara gére 6nemli oranda degistigi belirtilmistir (Baser ve ark. 1999, Korkut ve ark.
2003, Hassawai ve ark. 2005). En diisiik albino bitkicik sayis1 ise 1.00 adet ile Sana/Krasunia
melez popiilasyonunda olmustur. Bunu 4.5 adet kallus ile Pehlivan/Sadova, 5.25 adet kallus
ile Pehlivan/Bezostoja 1, 6.00 adet kallus ile Krasunia/Syrena ve 7.33 adet kallus sayisi ile

Sadova/Pehlivan melez bugday popiilasyonlar1 izlemistir.
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4.3.3. Yesil bitkicik sayisi

Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda anter kiiltiirii uygulamasinda elde edilen
yesil bitkicik sayilarinda varyans analizi yapilmis ve analiz sonuglart Cizelge 4.21°de

verilmigtir.

Cizelge 4.21. Oniki ekmeklik melez bugday F3 popiilasyonlarinda elde edilen yesil bitkicik
sayilar1 i¢in varyans analizi

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklar derecesi | Toplami | Ortalamasi 0.05 0.01
Melez popiilasyon | 11 16174.893 | 1470.445 23.799**| 2.090 2.840
HATA 30 1853.583 | 61.786

Genel 41 18.028.476 | 439.719

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen cesitlerde yesil bitkicik sayilari

arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde Onemli bulunmustur. Genetik
haritalama ¢aligmalarinda double haploidlerin 6nemli kaynak oldugu belirtilmistir (Anonim
2011). istatistik olarak énemli bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin

EKOF testi yapilmis ve sonuglari gizelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22. Oniki melez bugday F3; popiilasyonlarinda yesil bitkicik sayisinda 6nemlilik

gruplari
Melez popiilasyonlar | Yesil bitki sayisi
Golia/Syrena 70.500 a
Syrena/Pehlivan 25.000 b
F 85/Golia 14.000 bc
Sadova/Pehlivan 6.250 bc
Syrena/Krasunia 6.000 bc
Pehlivan/Sadova 5.750 bc
Pehlivan/Sana 5.333 bc
Sadova/Sana 4.000 bc
Krasunia/Syrena 3.250 bc
F 85/Sana 2.333 bc
Sana/Krasunia 2.000 c
Pehlivan/Bezostojal | 1.500 ¢
EKOF(0.05) 18.62

54




Yapilan 6nemlilik testi sonucunda melez populasyoblar arasinda yesil bitkicik
yanit1 yoniinden istatistik olarak énemli farklilik bulunmustur. Anterlerden elde edilen yesil
bitkicik sayisinin yiiksek oranda genotipe bagl olarak degistigi belirtilmistir (Lashermes ve
ark. 1991, Hatipoglu ve ark. 1994, Holme ve ark. 1999, Barbanas ve ark. 2001, Korkut ve ark.
2003, Konieczny 2003, Hassawai ve ark. 2005, Salantur ve ark. 2011). Yesil bitki sayis1 1.50-
70.50 adet arasinda degismistir. Ug¢ melez popiilasyonda ortalama olarak 10’un (4
tekrarlama) lizerinde bir diger ifade ile toplamda 50’nin {izerinde bitkicik elde edilmistir. En
fazla bitkicik sayis1 ortalama 70.50 adet ile Golia/Syrena genotipinde elde edilirken, bunu
25.00 adet bitkicik sayisi ile Syrena/Pehlivan melez popiilasyonu ve 14.00 adet ile F 85/Golia
melez popiilasyonlar1 izlemistir. En az yesil bitkicik sayis1 ise 1.50 adet ile
Pehlivan/Bezostoja 1 melez popiilasyonunda olmustur. Bunu 2.00 adet yesil bitkicik sayisi ile
Sana/Krasunia, 2.33 adet ile F-85/Sana ve 3.25 adet ile Krasunia/Syrena melez bugday

popiilasyonu izlemistir.

4.3.4. Seraya aktarilan bitki sayisi

Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda anter kiiltiirii uygulamasinda elde edilen
seraya aktarilan bitki sayilarinda varyans analizi yapilmis ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.23°de

verilmistir.

Cizelge 4.23. Oniki ekmeklik melez bugday F3 popiilasyonlarinda elde edilen seraya aktarilan
bitki sayilari i¢in varyans analizi

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F hesap F cizelge
Kaynaklarn | derecesi Toplam Ortalamasi 0.05 0.01
Faktor-A 11 11823.905 | 1074.900 22.407** | 2.090 2.840
HATA 30 1439.167 47.972

Genel 41 13263.071 | 323.490

Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen melez popiilasyonlarda seraya aktarilan
bitki sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Cok

sayida aragtirict anter kiltlirii ile seraya yesil bitki aktarmis ve bunlar iistiin 6zellikli yeni
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popiilasyonlar 1slah etmislerdir (De Buyser ve ark. 1987, Hu ve ark. 1983, Hu ve ark. 1988,
Pauk ve ark. 1995, Barnabas ve ark. 2000, Thomas ve ark. 2003). Istatistik olarak &nemli
bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin EKOF testi yapilmis ve

sonuglar1 Cizelge 4.24’de verilmistir.

Cizelge 4.24. Oniki ekmeklik bugday F3 popiilasyonunda seraya aktarilan bitki sayilar1 igin
onemlilik gruplari

Melez popiilasyonlar | Seraya aktarilan bitki sayisi
Golia/Syrena 59.250 a
Syrena/Pehlivan 23.250 b
F 85/Golia 11.750 bc
Sadova/Pehlivan 4.750 ¢
Syrena/Krasunia 4.250 ¢
Pehlivan/Sadova 4.250 ¢
Pehlivan/Sana 4.000 ¢
Sadova/Sana 3.333¢
Krasunia/Syrena 2.250 ¢
Sana/Krasunia 1.500 c
Pehlivan/Bezostaja 1 1.250 ¢

F 85/Sana 1.000 ¢
EKOF(0.05) 16.41

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda melez popiilasyonlar arasindaki farklilik istatistik
olarak onemli bulunmustur. Anter kiiltlirlinde yanitin dominant genler tarafindan kontrol
edilen basit bir kalitima sahip oldugu (Afele ve Kannenberg 1990) anter kiiltiiriinde en 6nemli
sorunun genotipe baglilik oldugu belirtilmektedir (Enginozii 2006, Ahmet ve Adak 2007,
Foster ve ark. 2009). Oniki bugday melezinde seraya aktarilan bitki sayist ortalama olarak
1.00-59.25 adet arasinda degismistir. Oniki melezin timiinde anter kiiltliriine yanit alinirken
yedi melezde elde edilen ortalama bitki sayis1 4’iin (toplam 16) iizerinde olmustur. En fazla
seraya aktarilan bitki sayis1 59.25 adet ile Golia/Syrena genotipinde elde edilirken, bunu 23.25
adet bitkicik sayis1 ile Syrena/Pehlivan ve 11.75 adet ile F 85/Golia melez popiilasyonlar1
izlemistir. En az bitki sayist ise 1.00 ile F 85/Sana melez popiilasyonunda olmus, bunu 1.25
adet ile Pehlivan/Bezostoja 1 ve 1.50 adet ile Sana/Krasunia melezinden elde edilen bitkicik
sayilar izlemistir. Degisik iilkelerde, giinlimiizde anter kiiltlirii bugday 1slahinin vazgegilmez

bir pargasidir (Cakir ve ark. 2003, Belchev ve ark. 2004).
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5. SONUC

Calismada F3; generasyonunda secilmis 19 ekmeklik ve makarnalik bugday melez

popiilasyonu materyal olarak kullanilmistir.

Calismada Cy17F ve WysF sivi besi ortamlart kullanilmistir. Iki farkli besi ortaminin
anter kiiltlirii iizerine etkileri incelendiginde kallus sayisinda besi ortaminin etkisi onemli
bulunurken, albino bitkicik, yesil bitkicik ve seraya transfer edilen bitki sayisi lizerine etkisi

Onemsiz bulunmustur.

Cigek tozu gelisim donemlerinin anter kiiltiirii tizerine etkisi incelendiginde erken tek
cekirdekli (vakuol tam olusmus) donemde ¢igek tozu igeren anterlerden daha yiiksek yesil

bitkicik ve seraya aktarilan bitki elde edilmistir.

Oniki bugday melez popiilasyonunda anter kiiltiiriine yaniti1 incelendiginde melez

popiilasyonlar arasinda 6nemli farklilik oldugu belirlenmistir.

Yapilan 6nemlilik testi sonucunda, melez popiilasyonlar arasinda yesil bitkicik yaniti
yoniinden istatistik olarak 6nemli farklilik bulunmustur. Yesil bitkicik sayis1 1.50-70.50 adet
arasinda, seraya aktarilan bitki sayisi ortalama olarak 1.00-59.25 adet arasinda degismistir.
En fazla bitkicik sayis1 ve seraya aktarilan bitki sayis1 70.50 adet ve 59.25 ile Golia/Syrena
genotipinde elde edilmistir. Bunu 25.00 adet bitkicik ve 23.25 adet seraya aktarilan bitki
sayist ile Syrena/Pehlivan ve 14.00 adet bitkicik ve 11.75 adet seraya aktarilan bitki sayist ile
F 85/Golia melez popiilasyonlar1 izlemistir. En az yesil bitkicik sayis1 1.50 adet ile
Pehlivan/Bezostoja 1’de ve seraya aktarilan bitki sayisi ise 1.00 adet ile F-85/Sana melez

popiilasyonunda bulunmustur.
Sonug olarak;

a. Besi ortamlarinin kallus sayisimi etkiledigi ancak gelisen albino, yesil bitkicik ve
seraya aktarilan bitki sayis1 tizerine etkisinin 6nemli olmadig,

b. Cigek tozu gelisim doneminin anter kiiltiirline yanitta 6nemli oldugu ve erken tek
cekirdekli (vakuol tam) donemin en uygun dénem oldugu,

c. Ekmeklik bugdayda anter kiiltiiriine yanitin olduk¢a yiiksek diizeyde oldugu,

incelenen tiim genotiplerden yanit alindigi,
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. Anter kiiltiiriinde yanitin yiiksek oranda genotipe bagli oldugu, bazi genotiplerde
200’e yakin bazilarinda ise az sayida bitkicik elde edildigi,

Makarnalik bugdayda yanitin olduke¢a diisiik oldugu,

En fazla kallus sayisinin, Pehlivan/Sana, Syrena/Krasunia ve Golia/Syrena melez
popiilasyonlarinda gorildiigi,

. Albino bitkicik sayis1 yoniinden F 85/Golia ve Pehlivan/Sana melez popiilasyonlarinin
ilk sirada oldugu,

. Yesil bitkicik sayis1 ve seraya aktarilan bitki sayist1 yoniinden Golia/Syrena,
Syrena/Pehlivan ve F 85/Golia melez popiilasyonlarinin en iyi deger verdigi,

Anter kiiltiiniin ekmeklik bugday melezleme 1slahinda oldukg¢a basarili sonuglar

verdigi belirlenmistir.
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