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ÖZET 

Anter kültürü tekniğinin kullanımı ile bitkilerden homozigot 

hatlar kolaylıkla elde edilmektedir.Bunlar gerek genetik araştırma­

~arda,gerekse tarım alanında geniş bir_ kullanıma sahiptirler. 

Haploid bitkilerin elde edilmesi ise 3 aşamada gerçekleşmekte-

dir. 

ı. Ernbryoid olu~u 

2. Bitki regenerasyonu 

3. Bitki gelişimi. 

Genetipleri birbirinden farklı T.aestivum (Buğday)•un 6 kül­

tür çeşidi üzerinde yapılan an ter kül türü çalışmaları· sonucunda; 

genotipin,embryoid oluşturma yeteneği üzerinde etkili olduğu sap~ 

tanmıştır.Buna bağlı olarak 2 no•lu (Bw.5) kültür çeşidinde embryoid 

oluşumu en yüksek,3 no 1 lu(Bw.8) kültür çeşidinde ise en düşük ol­

duğu gör~lmüştür.Diğer çeşitlerde ise embryoid oluşumu bu değerler 

arasındadır. 

An ter kül türü çalışmaları esnasında bir problem olarak karş·ı­

mıza çıkan albino bitkilerin oluşumunun da hem genetik hem de çev­

resel faktörlere bağlı olduğu görülmüştür.l no'lu(Bw.2) ve 2 no'lu 

(Bw.5) çeşitler l8°C de yetiştirildiklerinde albino bitki oluşmad~~ı 
o o halde,23 C de ortaya çıkmışlardır.4 no'lu(Bw.9) çeşit ise 18 c de 

albino bitki oluşturduğu halde,23°C de oluşturmamıştır. 

Her iki araştırma çeşidinin de embryo verimi katı besi orte­

mı üzerinde yüksek olmuştur fakat,albino bitkilerin oluşum frekan­

sında da bir artış gözlenmiştir. 

Bu çalışmada elde olunan butgulara göre,anter kültürü çalış­

maları sonunda elde edilen gerek albino,gerekse yeşil bitkilerin 

meydana gelmesi başta genetip olmak üzere çevre koşulları ile kul­

lanılan besi ortamına bağlı olduğu anlaşılmıştır. 



SUIV11\1ARY 

Homozygous lines are obtained from wheat (T.aestivum) via 

anther culture easily.They are used both genetic researches and 

in agriculture widely. 

Haploids via anther cul ture are produced by a three-step : :.~ 

procedure. 

ı. Embryoid induction 

2. Plant regeneration 

3. Plantlet development. 

The Performans in anther culture of 6 genotypes of bread 

wheat on embryoid induction;genotype,the effects of temperature 

growth conditions on donor plants,the effects of liquid,semi-solid 

and solid media.b genotypes were examined and it is shown that ge-

. notypes produced different frequency of em~ryoid induction.Bvf.) had 

the highest but,Bw.s had the lowest frequency of embrsoid induction. 

The performans of other genotypes are intermediate • 

The albino plantlet formatian is serious problem in anther 

culture.It occurs being connected with genetic and growth conditions. 

There isn't any plantlet formatian when Bw.2 and Bw.5 were grown 
o . o 

at 18 C but they had albino Plantlets at 23 c.on the contrary,Bw.9 

had albino plantlets at 18°C but not at 23°C. 

Both of research material had the highest embryoid induction 

on solid medium but,ıt is observed rising of albino plantlet also. 

The results showed that bOth albino and green plants formatian 

frequency depends on genotype,growth conditions and medium str~ctUl'e. 
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ı. GİRİŞ 

Bundan on bin yıl önce,bitki ve hayvan ıslahıyla başlayan, 

bugün adına BİYOTEKNOLOJİ dediğimiz olgu günümüzde;Doku Kültürleri, 

Gen Teknolojisi,Enzim ve Fermantasyon Teknolojisi v.b. değişik ça­

lışmaları kendine konu edinmiştir. 

Dünya nüfusunun sürekli olarak artması ve kısıtlı kaynak­

ların gün geçtikçe tükenınesi karşısında,bitkisel ürünlere duyulan 

ihtiyaçların gelecek yıllarda giderek artacağı bilinen bir gerçek­

tir.Bitki doku kültürü çalışmaları;bitkilerin fizyoloji,biyokimya 

ve genetik yapılarıyla ilgili bilinilieyen birçok konuyu açığa çıka­

rarak, kısa sürede ve sınırlı alanda,bol ve kaliteli ürün elde etme­

yi hedeflemiştir.Bugün hücre,protoplast,embryo,ovaryum,polen veya 

meristem dokusundan in vitro koşullarda tam bir bitki elde etmek 

sorun olmaktan çıkmıştır.Bitki doku kültürü tekniği ile bitkilerin 

ıslahı,hızlı üretimi,virüsten arındırılması,uzun süreli muhafazası 

ve çeşitli metabolitlerin elde edilmesi gerçekleştirilmiştir(GÖliDL­

ŞEN 1987). 

Doku kültürü çalışmalarının bitki ıslahına sağlayacağı 

katkılardan biri,haploid bitkilerin elde edilmesidir.Bugün,anter 

veya mikrospor kültürü(FOROUGHİ-WEHR ET AL.,l982;CHU ET AL.,l988), 

yumurtalık kültürü (YANG ET AL.,l982),türler arası melezleme(JENSEN 

1976; INAGAKİ 1985a),kimyasal madde uygulaması(PİERİC 1987b) gibi 

teknikler kullanılarak haploid bitkiler elde edilebilmektedireAnter 

kül türü tekniği ile, olgunlaşmamış anterler yapay besi ortamına ino--. 

kule edilerek,mikrosporların kallus veya embryoid oluşturması teş­

vik edilmektedir.Polen daneleri yapay besi ortamında embryoid bir 

gelişme gösterirler.Bu gelişme,noroal olmayan çevre şartlarının 

hücrenin tüm gizii enerjisinin(totipotensi) ortaya çıbnasına sebep 

olması şeklinde açıklanmaktadır.Anter kültürü yoluyla Nicotiana ta~ 

bacum (Tütün),Capsicum annum(Biber),Solanum melongena(Patlıcan), 

Brassica oleracea(Lahana),Hordeum vulgare(Arpa),Triticum aestivum 

(Buğdey),Zea mays(Mısır),Oryza sativa(Çeltik),Solanum tuberosum 

(Pa tates ),yumurtalık kül türü yoluyla Arpa,Buğdey, Çeştik,Mısır, 

Cucumis melo(Kavun),Citrillus vulgare(Karpuz)'larda haploid bitki­

ler elde edilmiştir. 
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Türlerarası melezleme_tekniği ile ise;T.aestivum'un Hordeum bulbo­

~ veya Zea mays ile melezlenmesinden sonra embryo gelişimi esna­

sında bulbosum veya mısırdan gelen kromozomların eliminasyonu sonu­

cu elde edilen haploid embryonun,besi ortamında geliştirilmesiyle 

haploid bitkiler elde edilmiştir.Buğdaygillerde yumurtalık kültürüy­

le haploid bitki elde edilmesindeki başarı,anter kültürüne göre çok 

düşüktür.Türlerarasi melezleme ise henüz sadece birlmç buğday çeşi­

dinde başarı ile uygulanmaktadır.Buna rağmen,anter kültürü tekniği, 

yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.Bunun nedenlerinden biri de 

bitkilerin ürettikleri polenlerin miktarının çokluğudur(DİNG AND QUYAN 

QUYANG 1984). 

Dünyada ilk kez doğal haploid bitkiler,BLAKESLEE VE ARKADAŞ­

LARI(l922) tarafından saptanmıştır.Ancak,haploid bitkilerin in vit­

ro'da üretimi 1964 yılında Datura innoxia polenlerinden gerçekleş­

tirilmiştir( GUHA AND IvlOHESWARİ 1964).Daha sonra bunu Nicotiana ta­

bacum,oryza sativa,Brassica oleracea,Hordeum vulgare ve Lolium mul­

tiflorum üzerinde yapılmış anter kültürü çalışmaları takip etmiş­

tir(BOURGİN AND NİTSCH 1967;NİTSCH ET AL;>,l969,1970;CLAPHAM 1971; 

KAMEYA AND HİNATA 1970). T.aestivum(Buğday) üzerinde ilk anter kül­

türü çalışmalarına·l970'li yıllarda rastlanmıştır(CHU ET AL.,l973; 

QUYANG ET AL.,l973;PİCARD AND DE BUYSER 1973).İlk çalışmalarda ba­

şarılı sonuçlar alınamamışsa da yöntemde yapılan değişiklikler so­

nucunda haploid buğday bitkileri elde edilebilmiş ve ıslah program­

larında kullanılmaya başlanmıştır. 

Haploid bitkiler,özellikle genetik araştırmalar ve bitki ıs­

lahi yönünden büyük önem taşımaktadırlar.Geleneksel ıslah yöntemle­

riyle homozigot diploid bitkilerin elde edilmesi için,uzun zaman is­

teyen bir seleksiyon ve homozigotlaştırma aşaması gerekmektedir.Bu 

zaman süreci,bitkilerin çiçek biyolojileri ve üzerinde çalışılan 

özelliklerin kalıtsal yapısına göre değişmektedir(5-10 yıl).Halbuki 

haploid bitkilerin kromozomlarının 2 katına çıkarılması 1 generas­

yonluk süreyi gerektirmektedir.Görüldüğü gibi,anter kültürü tekniği 

kullanılarak zamandan tasarruf sağlanılmaktadır(DE BUYSER ET AL.,l985; 

DE BUYSER ET AL.,l987;LİANG ET AL.,l987;PİERİC 1987b).Kendine dölle­

nen bitkilerde veya yabancı döllenen bitkilerde,zaman alıcı olsa da 

kendilemelerle homozigotluk sağlanabilmektedir fakat,kendine uyuş­

mazlarda ..bunu elde etmek mümkün değildir.Anter kültürü yol.uyla .bu 

sorun ortadan kaldırılmaktadır.Diğer taraftan,homozigot diploid 
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bitkiler genleri ya resessif homozigot yada dominant homozigot ola­

rak içerirler.Arzu edilen resessif karakterli genotiplerin seçimi 

çok önemlidir.Geleneksel ~slah yöntemleriyle bunlar~n elde edilmesi 

oldukça zordur. Her generasyonda tek bi tki seleksiyonu yap~ lsa b"ile 

heterozigot yap~ .ve dolay~sJ.yle·açılma nedeniyle istenen lcarektere 

sahip bitkiler,istatistiki hatalar veya yeni kombinasyonlarJ.n göz­

den kaçmasJ.Yla daha sonraki generasyonlarda kaybedilebilmektedir 

(DAOFEN 1986).Anter kültürü tekniği kullanılarak,arpa mozaik virü­

süne dayanıklJ.lJ.ğJ. sağlayan resessif homozigot genleri içeren geno­

tipe sahip bitkiler üretilmiştir(FOROUGHİ WEHR AND FRİEDT 1984). 

Anter kültürü tekniğinin diğer bir yararı da besi ortamJ.na inekule 

edilen gametik hücrelerden rekombinantların veya mutant tiplerin 

seçilerek geliştirilmesi ve bitki ıslahJ.nda kullanılmalarıdJ.r(YE 

ET AL.,l987;PALSONİ ET AL.,l988)e 

Anter kültürü tekniğinin kullanJ.mJ.,özellikle tahil grubu bit­

kilerinin J.slah programlarJ.nda büyük bir potansiyele sahiptir.Fakat; 

anter donor bitkilerinin yetiştirilme koşulları,hasat edilen başak­

lara inakulasyon öncesi uygulanan vernalizasyon işlemi(ön uygulama) 

polen gelişim dev.releri,anter donor bitkilerinin genotipi,besi or­

tamJ.nJ.n bileşimi ve fiziksel yapısJ.,in vitro koşullarJ.,albinizm gi­

bi faktörler haploidlerin eldt'; edilmesindeki başarıyJ. sınJ.rlandJ.rmak­

tadJ.r. 

1.1. ANTER DONOR BİTKİLERİN GENOTİPİ 

Embryoid oluşumu, bi tki regenerasyonu( farklJ.laşmasJ.) ve ye-­

şil bitkilerin gelişim yeteneği,anterlerin alındJ.ğJ. donor bitkile­

rin genetiplerine bağlJ.dJ.r.YukarJ.daki bu üç unsurun,farklı ve bağJ.m­

SJ.Z bir genetik mekanizma ile kontrol edilmiş olabileceği açJ.klan­

maktadJ.r(HENRY AND DE BUYSER,l985).Diğer bir araştırmaya göre -ise, 

bunlarJ.n siteplazma ve çekirdekle ilgili genetik faktörler tarafın­

dan bağımsJ.z olarak kontrol edilmiş olabileceği görüşü savunularak, 

yukarJ.daki açıklama desteklenmektedir(EKİZ 1990). 

Petunya bitkisi üzerinde yaptJ.ğJ. anter kültürü çalışmala­

rJ.ndan elde ettiği bulgulara göre RAQUİN(l982),polenlerden embryoid 

oluşum frakansınJ.n,polendeki genler tarafJ.ndan değil,polen hücrele­

rini saran diploid yapJ.daki dokularda bulunan hücrelerdeki genler 

tarafJ.ndan kontrol edildiğini bildirmiştir. 
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T.aestivum ile ilgili çalışmalarda da aynı sonuç elde edilmiştir 

(QUXANG ET AL.,l983).Diğer bir araştirmaya göre ise,anter çeperi 

hücrelerindeki suda çözünebilir protein içeriği ile tapetum hücre­

lerinin dejenerasyon zamanı genotiplere göre farklılıklar göster­

mektedir(LİANG ET AL.,l980). 

1.2. ANTER DONOR BİTKİLERİNİN YETİŞTİRİLDİGİ 

ÇEVRE KOŞULLARI 

Anter donor bitkilerinin içinde bulundukları çevre koşul­

ları da anter kültürünün başarısı üzerine etkili olmaktadır.çevre 

koşulları olarak özellikle ısı,ışık ile topraktaki besin maddeleri 

önemli faktörlerdir. 

Doğal koşullarda yetiştirilen materyale ait-mikrosporla­

rın embryoid verimi bakımından daha uygun oldukları saptan~~ştır 

(SCHAEFFER ET AL.,l979).Ancak bu olgu tartışmalı olup,gerek tarla­

da gerekse sera şartlarında yetiştirilen anter donor bitkilerinin 

embryoid veriminde çok bariz bir fark gözlenmemiştir(DE BUYSER AND 

HENRY 1979;WONG AND CHEN 1980;BULLOCK ET AL.,l982).Farklı yıllarda 

yapılmış olan buğday anter kültürü çalışmalarından,kallus oluşumu 

ve yeşil bitki gelişimi frekansının farklı olduğu gözlenmiştir.Ye­

tiştirme yeri ve koşulları aynı olsa biie farklı yıl ve mevsimler 

anter kültürünün başarısını farklı şekilde etkilemektedir(Q~IANG 

ET AL.,l983). 

Buğday anter donor bitkilerinin yetiştirildiği seralarda 

15-20°C gece,20-25°C gündüz ısı rejimi yaygın şekilde kullanılmak­
tadır~FOROUGHİ. ET AL.,l982;CHU ~{D HİLL 1988).Genotip ve genotip 

x çevre ilişkisi kallus oluşumu üzerine önemli olup,optimum çevre 

şartları genotiplere göre değişmektedir(jONES AND PETOLD{O 1987). 

Antarıerin alındığı başakların donor bi tki üzerindeki ko-:c:, 

numları bile embryoid verimi, üz er ine etkili olmaktadı:r;ZHAHG VE AYJ.­

KADAŞLARI( 1987) Jbirkaç buğday çeşidi ile yaptıkları an ter kül türU 

çalışmalarında ana başağa ait polenlerin,yan başaklara ait polen­

lerden daha fazla sayıda embryoid verdiklerini rapor etmişlerdir. 

Ayrıca,ana sürgün üzerindeki başaktan alınan anterlerden oluşan 

yeşil bitkiciklerin oranı,albinolara göre çok fazladır(WANG AND 

CHEN 1980 ). 
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1.3.'POLEN GELİŞME DEVRESİ 

Besi ortam~na ekimi yap~lan anterlerin içindeki mikrospor­

lar~n gelişme devreleri,bitkiciklerin oluşmas~nda önemli bir fak­

tördür.Bu devreler;mikrospor içindeki çekirdeğin büyüklüğü,şekli, 

pozisyonu ve geniş bir vakuol 1un varl~ğ~ veya yokluğu ile karekte­

rize edilmektedir(Şekil l).Şekil l'de görüldüğü gibi,mikrosporun 

tek çekirdekli devresinin başlang~c~nda çekirdek mikrosporun orta­

s~nda küresel bir yap~da olup,hücrede çimlenrne por'u ve vakuol 

yoktur.Erken tek çekirdekli devrede yine çekirdek mikrosporun or­

tasında ve küresel yapıdad~r,çemlenme por'u oluşmuş,vakuol henüz 

ortaya çıbna~ştır.orta tek çekirdekli devrede mikrospor biraz da­

ha büyümüş,vakuol oluşmuş ve çekirdek mikrosporun membran~na doğru 

hareket etmiştir.Geç tek çekirdekli devrede ise vakuol 1 ün hacmi en 

üst seviyeye ulaşm~ş,çekirdek ise çimlenme por'unun tam karş~sında 

yerini almıştır ve şekli ovaldir.Daha sonra tekrar küresel şekil 

al~r,hacmi artarak vakuol'e bask~ yapar ve onun membran~n~ i~eri 

çöktürür,böylece mikrosporun premitosis devresi başlar. 

Anter kültürünün başar~sı,mikrospor gelişme devresinin deği­

şimi ile çok yakından ilişkilidir.Optimum anter gelişme devresi 

tür ve çeşitlere göre değişmektedir(QUYANG ET AL.,l983).Buğdaygil­

lerde inakulasyon için en uygun anterler "orta tek çekirdekli"yada 

"geç tek çeki -~dekli" gelişme devresindeki mikrosporlara sahip olan­

lardır(QUYANG ET AL.,l973;PAN AND KAO 1978;DİNG AND QUYAJ:lG 1984; 

HUANG 1986)."0rta veya geç tek çekirdekli devre"li mikrosporlam 

sahip anterler haricindekiler inakulasyon için kullanılırlarsa,em­

bryoid verimi aniden düşer.Tütün,Datura gibi bazı diğer dikatiledon 

türlerde ise"iki çekirdekli" mikrospor devresi inakulasyon için 

daha uygun olmakta~r(HUANG 1986). 

1.4. BAŞAKLARDJ VERNAlİZASYONU (ÖN UYGULAMA) 

Anter donor bitkilerden hasat edilen başaklar,anterlerin 

inokülasyonundan önce 3-5°0 de 48 saat süreyle soğuk bir ortamda 

belüetildiklerinde,embryoid veriminin arttığ~ bildirilmistir(PAN 

ET AL.,l975).Bu ol~ aynı zamanda hasat edilen başaklar~n 2-7 gün 

süreyle depolanabilmelerine de olanak sağlamakta~r(DE BUYSER AND 

HENRY 1979). 
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1.5. BESİ ORTAMLARINll~ BİLEŞDlLERİ 

Başlang~ç besi ortamlar~n~n bileşimleri,bu konunun en can 

alıc~ noktasıd~r.Çeşitli araşt~rıc~lar taraf~ndan bu konu ile i~­

gili9yoğun çal~şmalar yapılmaktad~r.Besi ortamlar~nın isimleri de 

çoğu kez bu ortamlar~ geliştiren araşt~rıc~ların isimleriyle an~l­

maktadır.örneğin "MS besi ortam~"(MURASHİGE AND SKOOG 1962),"1\liller 

besi ortam~"(MİLLER 196.3),"N
6 

besi ortamı"(CHU 1978),"Cl besi or­

tam~ "(WEİ 1982),"Patates besi ortam~"(LAZAR ET AL.,l985;QUYANG 

1986;SAGİ AND BARNABAS 1989),buğday anter kültürü çal~şmalar~nda 

yaygın şekilde kullanılmaktadır.Besi ortamların~n bileşimleri;or­

ganik ve inorganik bileşikler,özellikle B grubu olmak üzere vita­

minler ve bitki büyüme maddelerinden oluşmaktadır.Besi ortamın~n 

ana bileşiklerinden olan şeker,hem karbon kaynağ~ hem de ozmotik 

basınç düzenleyicisi olarak iş görmektedir.Besi ortam~ içindeki 

optimum şeker konsantrasyonunun %7-10 olduğu rapor edilmiştir(QU­

YANG ET AL.,l97.3;PAN ET AL.,l975;CHU AND HİLL 1988).AgN0.3 ise eti­

len oluşumunu önlemekte,hücre bölünmesini ise teşvik etmektedir. 

Buğda;yda 5-10 mg/1 AgN0.3 konsantrasyonu, kallus ·kül türlerinde sür­

gün oluşumunu hızland~rmaktadır(PUID{HAUSER ET AL.,l987). 

Bitki hormonları olarak oksinler(2,4-D:2,4 dichlorophenox­

yacetic asit,NAA:Naftalen asetik asit,IAA:İndol asetik asit),sito­

kininler(kinetin,zeatin,6 benzilaminopurin) yaygın şekilde kullanıl­

maktadırlar.Bir hormonun diğerlerine göre önceliği,farklı kombinas­

yonları,konsantrasyonları anter kültürünün sonucunu ~tkilemektedir. 

2,4-D,polenlerden embryoidlerin oluşumunu teşvik etmektedir.Anter­

lerin inokülasyonundan sonra ilk 12 gün içinde besi ortamında 2,4-D 

bulunmad~ğı takdirde embryogenesis oluşmamaktadır(HENRY AND DE BUYSER 

198l).Ancak hücre ymğ~nlarının oluşumu için gerekli olan bu madde, 

daha sonraki aşamada embryoid'lerden bitkiciklerin farklılaşabilmesi 

için ortanıdan uzaklaştır~lması gerekmektedir( IvlARSOLAİS AND K.ASHA 

1985;LİANG ET AL.,l987).İyi bir besi ortamı,hormonlar,amino _asit 

ve organik tuzların kombinasyonundan oluşmaktad~r.Serine,Proline,arginin 

aspartik asit,alanin,glutamin(CHU AND HİLL 1988) ve myo-inositol 

(ZHANG ET AL.,l987) ile desteklenen besi ortamlar~ embryoid oluşu­

munu,embryoid büyüklUğünü,bitki farklılaşması ile yeşil bitki geli­

şimini artırmaktadır. 
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Embryoidlerin farkl~la§mas~ ile bitkiciklerin olu§umu,embryo­

id'in farkl~laşma yeteneğine bağl~ bir olgudur.Embryoidlerden fark­

l~laşına ile bitkioiklerin elde edilmeleri için haz~rlanan"Regeneras­

yon Besi Ortam~" nın seçimi,"Başlang~ç Besi Ortam~" kadar hassas 

değildireBu iki besi ortam~ aras~ndaki en önemli fark,oksin ve şeker 

konsantrasyonu ile ilgilidir.Regenerasyon besi ort~ndaki oksin ve 

şeker konsantrasyonu diğerine nazaran daha düşük tutulmaktad~r.Şe­

ker konsantrasyonunun % 3 gibi bir oranda bulunmas~ gerektiği,aksi 

halde regenerasyon oran~n~n düştüğü bildirilmi~tir(ZHUANG AND XU 

1983,HU 1986).Regenerasyon besi ortam~nda kullan~lan oksinlerin de 

(NAA,IAA) konsantrasyonlar~n~n düşük olmas~ gerektiği rapor edilmiş­

tir. 

Embryoidlerin farkl~laşması sonucu oluşan bi tkiciklerin geli~.:.:',. · 

tirildiği "Bitki Geliştirme Besi Ortam~"nın bileşiminin de hemen he­

men "Regenerasyon BeEli Ortamı" ile ay n~ olduğu, sadece oksin ve si to:ı: 

kinin konsantrasyonlar~n~n daha düşük tutulması yada hiç kullan~l­

maması gerektiği bildirilmiştir. 

1.5.1. Besi Ortamlarının Fiziksel Özellikleri 

Yapılan çok say~da literatür incelemesine göre besi ortamları­

nın s~vı,yar~-katı yada kat~·olduğu görülmüştür.Bu ortamlar genel­

likle agar ile katılaştırılmaktadır.Ancak besi ortamı,ağar yerine 

agarose ile katılaştırıldığ~nda daha iyi sonuçlar al~ndığı~ göste­

ren çalışmalar da bulunmaktadır.Bu çalışmalardan birinde agarın ge­

lişmeyi engelleyici bir ma.dde içerdiği bildirilmiştir(LYNE ET AL., 

1984).Buğday anter kültürü çalışmalarında sıvı besi ort~,tak~ besi 

ortamına göre daha fazla tercih edilmektedir(CHU AND HİLL 1988;HENRY' 

AND DE BUYSER 198l;LAZAR ET AL.,l985).Besi ortamın~n fiziksel yapı­

sıyla ilgili araştırmalarda s~vı besi ortam~nın,agar ile katılaştı­

rılmış besi ortamına göre kallus oluşturması bakımından daha iyi, 

fakat katı besi ortamının da bitkicik farklılaşması oran~ bakımından 

sıvı besi ortamına göre daha iyi olduğu gözlenmiştir(WEİ 1982;LAZAR 

ET AL.,l985;ZHOU AND KONZAK 1989)~Sıvı besi ortamJ..nın katJ.. besi or­

tamına göre daha iyi olmasının nedeni,anter kültürü sırasJ..nda bitki 

dokusundan bırakılan kültürü olumsuz şekilde etkileyecek maddelerin 

hızlı dağılJ..mını ve mikrosporlar~n besin maddelerine ve hormanlara 

daha iyi yuklaş~mlarının sağlanmas~ndanchr( I,AZıi.R ET AL. ,1985; ZHOU . . .. 

AND KONZAK,l989).KatJ. haldeki "Regenerasyon Besi Ortam~" ile s~VJ. 
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yapıdaki arasında önemli bir farkın bulunmadığı,yalnız sıvı regene­

rasyon besi ortamının katıya oranla daha sağlıklı köklenme ve geliş­

me sağladığı rapor edilmiştir. 

1.6. ANTER KÜLTÜRÜNÜN ORTAM ŞARTLARI 

Anter donor bitkilerinin yetiştirildiği çevre şartları olduğu 

gibi kültür periyodu sırasında da başarıyı etkileyen çevre şartları 

bulunmakta olup,bunlar özellikle ısı,ışık,kültürün bekleme süresi 

ve oksijen olarak bildirilmiştir. 

An ter kültürü çalı şmaları nda, an terlerin inokülasyonundan son­

ra embryoidlerin oluşum periyoduna kadar ışığa gereksinim olmadığı 

gösterilmiştir(QUYANG 1986).Embryoidlerin"Regenerasyon Besi Ortamı­

na" alınmalarından sonraki gelişme periyodunda ise, Ir~orofil Oluşumu 

için ışığa gereksinim duyulmaktadır. 

Antarıerin inokülasyonundan sonraki ısının,özellikle embryôid 

oluşum devresinde çok önemli olduğu,sadece 2~3°0 lik ısı farklılık­

larının bile embryoid veriminde önemli derecede dalgalanmalara ne­

den olduğu bildirilmiştir(Lİ 197B).Kültür ortamı ısısı,l7°0 den 

30°0 ye yükseldikçe embryoidlerden bitkiciklerin regenerasyonu ora­

nında bir artış olmasına rağmen,yüksek sıcaklıkta yetil bitkilerin 

albinolara oranı düşmektedir(QUYANG l986).Çeşitli araştırmalar so­

nucunda,kültür ortamı optimum ısısının 25~27°0 arasında olmasına 

rağmen,bu ısının genotipe bağlı olarak değişebildiği de saptanmış­

tır(QUYANG ET AL.,l983). 

Başlangıç besi ortamında kültürün bekleme süresi de bitki 

regenerasyonunu etkilemektedir(QUYANG ET AL.,l983).Embryoidlerden 

bitkiciklerin regenerasyonu kabiliyeti,ilk oluşan embryoidlerde da­

ha sonra oluşanlara göre daha yüksektir. 

Anter kültürünü etkileyen diğer bir faktör de oksijen olup, 

içlerine besi ortamı konulan petri,tüp veya kavanozların besi orta­

mı dışında kalan kısımlarındaki hava boşluğunun,yüksek oranda gaz 

değişimi sağlaması nedeniyle emb+,yoid gelişimini teşvik ettiği be~ 

lirtilmiştir. 

Besi ortamıarının PH'sı da başarılı bir çalışma için önemlidir. 

~irçok besi ortamı için kullanılan PH değerleri 5.2 ile 6.2 arasında 

olmaktadır(PİERİC 1987a;ZHOU AND KONZAK 1989). 
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1.7.ALBİNİZM 

Buğdaygiller üzerinde yapılan anter kültürü çalışmalarında 

sağlıklı bitkilerin elde edilmelerini etkileyen önemli faktörler­

den biri de albinizm'dir.Bir klorofil kusuru olan albinizm'in me­

kanizması oldukça k~ışık olup,genetik ve fizyolojik faktörlerle 

ortaya çıkmaktadır(ANDERSEN ET AL.,l987).Doku kültürü çalışmalarin­

da albino bitkilerin oluşumu arzu edilen bir durum olmayıp,bunla­

rın meydana gelmesini engelleyen faktörlerin•uygun devredeki mik-
' rosporlara sahip anterlerin seçimi,besi ortamının bileşimi,kültür 

ortamının çevre şartları ve anter donor bitkilerin genotipi olduğu 

belirtilmiştir(QUYANG ET AL.,l983;HU 1986;LİANG ET AL.,l987). 

Kültür ortamı ısısının,albino bitkilerin meyd~ gelmesi 

üzerinde etkili olduğu görülmüştür.25-27°C lik kültür ortamı ısı­
sında albino bitkilerin oluşum oranı yeşil bitkilere göre az,21-22°C 

de ise daha fazladır( SİMONDS 1989) .Ancak bazı araştır:ı.cılar tarafın­

dan albino bitkilerin oluşum oranının,kültür ortamı ısısı ile değiş-_ 

mediği gösterilmiştir(PİCARD AND DE BUYSER 1975). 

Albinizm oran:ı.,anterlerin donor bitkilerden alınması esnas:ı.nda 

mikrosporlar içindeki proplastidlerin metamorfizm derecesine bağlı 

olarak değişmektedir.Gametofitik devrede proplastidlerin kloroplast­

lar:ı. geliştirme yeteneklerini kaybettikleri bildirilmiştir(HUANG 

1986 ).Besi ortam:ı.na inokülasyonu yapılan anterlerin mikrosp-orların­

daki proplastidlerin metamorfizmi gerçekleşmiş ise bunlardan geli­

şen bitkiciklerin albino olduğu belirtilmiştir.Buğday~il mikrospor­

larJ.nda proplastidlerin metamor:t-izmi orta veya geç tek çekirdekli 

devrede tamamlanrrıaktadır.Bu nedenle Triticum aestivum ve ·Hordeum , 

vulgare 1 nin gelişmiş devredeki mikrosporları,anter kültürü için kul­

lan:ı.ldJ.ğ:ı.nda,albino bitkilerin oluşum oranı artmaktadJ.r.İki çekir-. 

dekli yada daha yaşlJ. mikrosporlar kullanıldığ:ı.nda ise,oluşan bit­

kilerin tümü albino olmaktadır.Halbuki,Nicotiana tabacum,Datura 

stramoniıw ve diğer baz:ı. dikatiledon bitkilerinde tahlllara göre 

anter kültürü için,daha geç devredeki mikrosporlar kullanılmaktadır. 

Bu bitkilerde proplastidlerin metamorfizmi,mikrosporun "geç iki çe­

kirdekli devre" sine kadar gerçekleşmemektedir.Bu nedenle albino 

bitki oluşumu da seyrektir. 
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Geniş literatür bilgisine dayal~ olarak,çok çeşitli alanlarda 

uy gulaınalar~ olan doku kül türü tekniklerine karş~ duyulan ilgi, yur­

dumuzda son y~llarda artm~şt~r.Ancak gelişmiş ülkelerde bitki ~sla­

h~ ve üretimi gibi tar~m alanlar~nda yayg~n olarak kullamlan bu 

teknikler yurdumuzda henUz yenidir.İşte bu gerçekten hareket ederek 

ileride yap~lacak araşt~rmalara yol göstermesi amac~la,bu çal~şma 

yapılm~şt~r.Çal~şmamızda;~şl~k ekmeklik buğd~(T.aestivum) çeşit­

leri kullamlarak,anter kültürünUn başar~s~nı s~mrlan~ran faktör­

lerden genotip,besi ortamı ve anter donor bitkilerinin yetiştiril­

dikleri çevre ~s~s~ etkilerinin ortaya konulmas~,amaçla~şt~r • 

. 2. MATERYAL VE METODLAR 

2.1. MATERYAL 

:Bu çal~şmada,bir kültür bitkisi olan T.aestivum (Buğday) 1 un 

6 kültür çeşidi kullan~lmıştır(Tablo 1). 

Tablo ı. Çal~şmada Kullanılan Buğday Çeşitleri(p:lB/lR 

Translokasyonlu Varyeteler,Orijinleri:USA,Q:lB/lR 

Translokasyonlu Varyete,Orijini: USSR). 

S~ra No: Kod. No: Kültür Çeşitleri 

ı Bw.2 Seri 82a//Veerya/Sunbird 

2 l3w.5 Sunbird//Clementa/Alondrab 

3 Bw.B Cham-4/76529 A5-3 . 

4 l3w.9 EGVD-14/Roshan 

5 Bw.l5 a a Hodhad /Sudan 

6 Bw.l7 Pavon 76(varyete) 

1 

Araştırma materyalleri,diğer bir ifade ile Y~şl~k ekmeklik 

buğday çeşitleri xiCARDA ve~CIMMYT'in ~slah programlar~ndan alın­
m~şt~r. 

xiCARDA; International Center For Agricultural Research in Dry 

Areas,Halep/SURİYE 

xxCIMMYT; International lviaize and Vfueat Improvement Center Meksiko city 
~ 

MEKSİKA 



- 12 -

2.2. METODLAR 

2.2.1. Donor Bitkilerin Elde Edilmesi 

Araşt~rmada kulla~lan anterlerin al~n~ğ~ donor bitki to­

humlar~,önce petri kutular~nda çimlendirilmişlerdir.Tohumlar çim­

lenir çimle~mez içinde ı:ı:ı ora~nda toprak,çiftlik gübresi ve 

kum kar~ş~~ bulunan saksılara şaşırtılarak,uygun sera koşulların­

da yetiştirilmişlerdir(Resim 1). 

Resim ı. Sera Şartlarında Donor Bitkilerin Yetiştirilmesi 

Burada bitkiler 2-3 kardeşli hale geldiklerinde,2 hafta süre 

ile vernelizasyona tabi tutulmuslardır.Vernelizasyon işleminden 

sonra bitkiler iki gruba ayrılmışlar ve bunlardan l.grup gündüz 

18°0-gece 12°C,2.grup ise 23°0 gündüz-17°0 gece ısıs~na tabi tu­

tulmuşlar~r.Her iki durumda da uygulanan fotoperiyod 16 saat ışık 

ve 8 saat karanlıktır.Fotoperiyod uygulamasında güneş ~şığına ek 

olarak 5000 lüx 1 lük floresans lambalarından yararlanılmıştır.To­

humların ekiminden başakların hasat edilmesine kadar olan yetiştir­

me periyod~yaklaşık 8 hafta sürmüştür. 
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2.2.2. Ba~akların Hasat Edilmeleri 

Bitkiler hergün kontrol edilerek,uygun devrede olan ba~aklar 

sabah saatlerinde hasat edilmişlerdir.Hasat esnasında Şekil 2'de 

görüldüğü gibi,ba~ağın bayrak yaprağının tabanı ile onun uzantısı 

olan ve başağı · saran kının çıktığı birinci boğum(Şekil 2,bo.l) 

arasındaki uzunluk(Şekil 2,C) ve başakların kalınlığı göz önünde 

bulundurulmuştur.Ayrıca mikrosporların gelişimi hakkında bilgi ve­

ren morfolojik diğer bir kriter de,başağın ligula bölgesindeki Y~n­

dan dışarı çılmn aristalar (kılçıklar) olmuşturCŞekil 2).Anter kül­

türü için uygun olan ba~aklar 2.boğumdan (Şekil 2,bo.2) kesilerek 

içinde su bulunan bir kavanoza konulmuşlardır. 

c 

kt 

- - __ ] ~ 
~~ \,o.l 

ı ı 
ı ı 
rı ) bo. ı . 

Şekil 2. Uygun Devredeki Bir Başak (A:Başağın Verimli Kısmı 

B: Pedisel,C: Kın Uzunluğu,bo.l: Birinci Boğum,bo.2:İkinci 

Boğum,Kı: Arista(kılçıklar),ba:Bayrak Yaprak). 
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2.2.3. Ön uygulama 

Hasat edilip içinde su bulunan kavanozlara yerleştirilen 

başaklar , inokulasyondan önce +4 °C de karanl.J.kta 2-7 gün süreyle 

muhafaza edilerek ön işleme tabi tutulmuşlardır,Resim 2 ) . 

•· 

Resim 2. Ön İşlem İçin HazJ.rlaTh~J.Ş Başaklar 

2. 2o4• Besi OrtamlarJ.nJ.n HazJ.rlanmasJ. 

Anterlerin inokulasyonundan,bitkiciklerin elde edilmesine 

kadar " BaşlangJ.ç Besi OrtamJ.","Regenerasyon Besi OrtamJ.","Bitki 

Geliştirme Besi Or t amJ. " olmak üzere 3 farklJ. besi ortamJ. kullanıl­

maktadır. Her birinin hazJ.rlanış yöntemi aynıdJ.r.Besi ortamlarJ.nın 

hazJ.rlanmasJ. SJ.rasında. ; Fe EDTA , AgNo
3

,sucrose ve agarose gibi J.SJ.­

ya dayanJ.klJ. kimyasal maddelerin karışımından oluşan çözelti , 128c 

J.SJ. ve 1 Atm. basınca ayarlanmış otoklavda sterilize edilmiştir. 

Besi ortamlarJ.nJ.n bileşimlerinde yer alacak olan J.sıya dayanJ.kSJ.Z 

diğer kimyasal maddeler de 0 . 45 ~uk por ' lara sahip filtre kağı­

dından süzülerek steriliBe edilmişlerdir.FarklJ. sterilizasyon iş­

lemine tabi tut ulan bu kimyasal çözeltiler daha sonra birbiriyle 

karış~J.rJ.larak s t er il koşullarda petrilere boşaltılmJ.şlardJ.r. 
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2.2.5. Anterlerin İnokülasyonu 

Soğuk uygulamas~ndan sonra başaklar,yaprak kınlarından ayr~­

~ak,anterlerinin inakülasyon için uygun devrede olup olmadıkları 

kontrol edilmiştir(Resim 3). Bu amaçla başağ~n orta-bölges~de bu­

lunan bir spikula (başakç~k) 1 ya ait olan anterlerin,üzerinde 1 dam­

la % 1-2 asetakarmin bulunan lam üzerine konularak,ezme preparat 

yöntemiyle preparatlar~ haz~rlanm~ş ve binaküler alt~nda incelen­

mişlerdir. 

Resim 3. Başaklar~n inakülasyon işlemi İçin Haz~rlanmas~ 

Uygun devredeki mikrosporlara (Resim 4) sahip olan başaklar 

korunarak,diğerleri at~lm~şlardır.Uygun devredeki başaklar,%1.3 Na 

hipoklorit (çamaş~r suyu) solusyonunda 3 dakika süreyle bekletile­

rek sterilize edilmişlerdir.Daha sonra,steril koşullarda bidestile 

suyun içinden 2 kez geçirilmişlerdir. 
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Resim 4. Uygun Devredeki Mikrosporlar 

Başlangıç besi ortamları I,II,III,IV, olmak üzere farklı bi­

leşimlerde hazırlanmışlardır.Ancak bunlardan I,II,III no'lu besi 

ortamları,anterlerin inokülasyonu işleminde kullanılmışlardır(Tab­

lo 2,Resim 5,Resim 6). Bir başağa ait anterler, içinde yaklaşık 

~ mlt başlangıç besi ortamı bulunan uygun büyüklükteki (9-12cm) 

petri kaplarına inoküle edilmişlerdir(Resim ?,Resim B).İnokülas­

yondan 10 gün sonra,anterlere zarar verilmeden II(yarı-katı) ve 

III(sıvı) no'lu besi ortamları ayarlanabilir bir pipet yardımıyla 

petrilerden alınarak yerlerine,içinde IAA(indol asetik asit) bulu­

nan ve 2,4-diklorofenoksi asetik asit ) konsantrasyonu düşük olan 

IV (yarı katı) no'lu başlangıç besi ortamı konulmuştur.Ancak,katı 

olan I no'lu başlangıç besi ortamı değiştirilmemiş aynen bırakıl­

mıştır. 
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Tablo 2. Başlangıç Besi Ortamları <Murashige ve Skoog 1962'den 
deQiştirilmiştir) <' sonuçları etkilediQi düşünülen deQerler) 

Kimyasal maddel~r 
mg/1 

Makro Elementler 
KN03 
CaC12.2H20 
Mg504.7H20 
KH2P04 
NH4N03 
Fe EDTA 

Mikro Elementler 
Mn504.4H20 
Zn504.7H20 
H3803 
KI 
Cu504.5H20 
Na2Mo04.2H20 
AgN03 

Vitaminler 
Biotine 
Ascorbic acid 
Nicotinic acid 
Pyridoxine 
Thiamine HCl 

Organik Elementler 
Gl u tamine 
Myo- inositol 
Agarose 
Sucrose 
2,4- D 
IAA 
pH 

I 
<katı> 

1900 
440 
370 
170 
165 
65, 1 

22,3 
8,6 
6,2 
0,83 
0,025 
0,25 

10 

0,4 
0,4 
0,4 
0,4 
0,4 

750 
100 

6000 * 
85500 

ı * 
5,8 

I I 
<yarı katı) 

1900 
440 
370 
170 
165 
65' 1 

22,3 
8,6 
6,2 
0,83 
0,025 
0,25 

10 

0,4 
0,4 
0,4 
0,4 
0,4 

750 
100 

2000 *. 
85500 

2 * 
5,8 

I I I 
<sıvı) 

1900 
440 
370 
170 
165 
65' 1 

22,3 
8,6 
6,2 
0,83 
0,025 
0,25 

10 

0,4 
0,4 
0,4 
0,4 
0,4· 

IV 
<yarı sıvı) 

1900 
440 
370 
170 
165 
65' 1 

22,3 
8,6 
6,2 
0,83 
0,025 
0,25 

10 

0,4 
0,4 
0,4 
0,4 
0,4 

750 750 
100 100 

2000 
85500 85500 

4 * 0,5 * 
2 * 

5,8 5,8 
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Resim 5. Laminar Akımlı Steril Çalışma Kabini ve 

İçlerinde Besi Ortamları Bulunan Kaplar 

Res'im 6. Laminar Akımlı Steril Kabin İçinde, 

Başaklardan Anterlerin Temini 

İnokülasyon esnasında dişi organların besi ortamına konuJmama­

sına dikkat edilmiştir.İnokülasyon işlemi tamamlanmış olan petri kap­

ları,kontaminasyonu önlemek amacıyla,steril kabin içinde plastik ban­

dajlarla kapatılmışlardır. 
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Resim 7. İnoküle Edilmiş Anterler 

) 
Resim s. İnoküle Edilmiş Anterin Yakından Görünüşü 

inakülasyon işlemi tamamlanan kültürler,2&+1°C de karanlık koşul­
larda inkuöasyona tabi tutulmuşlardır(Resim 9).İnokülasyondan 4 hafta 

sonra ise,kültür kaplarında gözle bile rahatlıkla görülebilen hücre yı­

ğınları oluşmuşturCResim 10). 
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Resim 9. İnkübasyona Tabi Tutulan Kültürler 

Resim 10. Anterlerin Üzerinde Hücre Yığınlarının Oluşumu 

Kültür kapları her hafta kontrol edilerek,l~2 mm lik büyüklüğe 

erişen hücre yığınları,regenerasyon besi ortamına yine steril kabin 

içerisinde alınmışlardır (Re sim ll). 
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Tablo 3. Reg ene~as yon Bes i O~tamı 

Mak~o Elementle~ 

KN03 
CaC12.2H20 
MgS04.7H20 
KH2P04 
NH4ND3 
Fe EDTA 

Mik~o Elementle~ 

MnS04.4H20 
ZnS04.7H20 
H3B03 
KI 
Na2Mo04.2H20 
CuS04.5H20 
AgN03 

Vitamin le~ 

Bi ot ine 
Asco~bic acid 
Nicotinic acid 
Py~idoxine acid 
Thiamine HCl 

O~ganik Elementle~ 

Gl u tamine 

Myo- Inotisol 

Case in hyd~olisat 
Aga~ose 

Suc~ose 

IAA 
Adjusted pH 

o.ı"\o.I\CW\) 

mg/I 

1900 
440 
370 
170 
165 
. 65' 1 

22,3 
8,6 
6,2 
0,83 
0,25 
0,02 
5 

0,4 
0,4 
0,4 
0,4 
0,4 

750 

100 

250 
6000 

34200 
2 
5,8 
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Resim ıı. Regenerasyon Besi Ortamına Aktarılacak Hale Gelmiş 

Embryoidlerin Görünüşü 

Hücre yığınlarının transfer edildiği ve içlerinde "Regenerasyon 

Besi Ortamı" bulunan kül tür kapları, 24 + 1 °C de karanlıkta 5 gün sürey­

le inkübatörde bekletilmişlerdir(Tablo 3,Resim 12). 

Resim 12. Regenerasyon Besi Ortamına Aktarılmış Bir 

Embryoidin Görünüşü 
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Daha sonra embryoidler, kül tür orta.ın:ı. J.SJ.SJ. ayn:ı. olmak suretiyle 

5000 lux 1 lük bir J.ŞJ.k ve 16 saat lik fotoperiyoda maruz bJ.rakJ.l­

mJ.şlardJ.r.YaklaşJ.k 3-4 hafta süre ile embryoidlerden bitkicikler 

oluşunoaya dek,kültür kaplarJ. burada bJ.rakJ.lmJ.şlardJ.r(Resim 13). 

Resim 13. Embryoid 1 den Regenere Olan Bitkicik TaslaklarJ. 

Resim 14. "Bi tki Geliştirme Besi Ortam:ı. '"na Aktar:ı.lmeya 

Uyewı :Bitkioik 
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Tablo 4. Bit ki Geliştirme Besi Ortamı 

Macro Elementler 

KN03 
CaC12 .2H20 
Mg 504 .7H20 
KH2P04 
NH4N03 
Fe EDTA 

Mi cro Elementler 

Mn 504 .4H20 
Zn504 .7H20 
H3B03 
KI 
Na2 Mo04. 2H20 
CuS04.5H20 

Vitaminler 

Biotine 
Ascorbic acid 
Ni cotinic acid 
Pyridoxine acid 
Thiamine HCl 

Organik Elementler 

Gl u tamine 

Myo- inositol 

Sucrose 
Agar 
IAA 
Adjusted pH 

mg ll 

1900 
440 
370 
170 
165 
65' 1 

22,3 
8,6 
6 , 2 
0,25 
0,83 
0,025 

0,4 
0,4 
0,4 
0,4 
0,4 

750 

100 

20000 
6000 

0,5 
5 , 8 
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Yeşil bitkicikler oluşmaya başladıktan sonra kültür kapları steril 

kabin içine alınarak,bitkiciklerin daha iyi gelişebilmeleri amacıy­

la içlerinde "Bitki Geliştirme Besi OrtamJ." bulunan tüplere şaşJ.rtıl­

mışlardır(!rablo +Resim 14). 

2.2.6. Bitkilerin Saksılara Şaşırtılması 

Bitkiler toprağa dikilebilecek büyüklüğe eriştiklerinde "Bitki 

Geliştirme Orta.m:ı." ndan alınııuşlardır(Resim 15,Resim 16).Verimsiz kı­

sımları temizlenip,gerekli budamalar yapılmış ve içlerinde 1:1:1 ora­

nında toprak,kum,yamnış ahır gübresi Y~rışımı bulunan küçük saksJ.lara 

şaşırtılmışlardır. 

Resim 15. Kül tür Geliştirme OdasJ.nda Gelişmelerini Sürdüren 

Bir Grup Bitkiden Görünüş 
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-ı 

Res~~ 16. Toprağa Şaşırtılacak Büyüklüğe Erişmiş Bitkilerden 

İkisi 

Bitkiler,sera şartlarına alıştırılmak amac~la 1 hafta süreyle, 

saksıların üzeri ince bir plastik ile örtülerek,laboratuvarda bekle­

tilmişlerdir.Daha sonra sera şartlarına alıştırılmı?lardır(Resim 17). 

Resim 17. Sera şartlarına Alınan Saksılanmış Bitkiler 
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2.2.1. Kolşisin Uygulamas~ 

Anterlerden oluşan bitkiler çoğunlukla monoploid'dirler.Bu 

nedenle de sterildirler.Bitkilerin verimli hale getirilebilmeleri, 

diğer bir deyişle diploid hale getirilebilmeleri için,kolşisin uy­

gulamas~ yap~lmıştır.Bitkiler 3-4 yapraklı hale geldilderinde bu­

lundukları saksılardan çıkar~ldılar,kökleri topraklarından arın­

dırılarak uçtan itibaren 3-4 cm lik kısımları kesildi.Bitkiler bu 

haliyle içinde % 0.1 lik kolşisin* eriyiği bulunan bir kap içine 

kök ve gövdeleriyle birlikte daldırüarak 22°C ısıda 4 saat tutul­

dular.Daha sonra,su ile yılcanarak yeniden saksılara dikildiler. 

2.2.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Elde edilen verilerin değerlendirilmesinde aşağıdaki formül­

lerden yararlanılmıştır. 

%E = E 
---X 100 

A 

% Eb = Eb ----x 100 
E 

% Yb = Yo 
----.x 100 

A 

*%0.1 kolşisin eriği hafırlamak için; ı gr.koişisin içinde 20 mlt 

DMSO(Dimethyle sulfoxi<le) ve 0.3 mlt Tween 20 bulunan ;ı. lt saf suda 

çözündür~müştür. 

E= Embryoid sayısı 

A= İnoküle edilen ante~lerin toplam sayısı 

100= Sabite 

Eb= Bitkicik oluşturari embryoidlerin sayısı 

· .. :Y.b= Yeşil bi tki sayısıi 
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3. BULGULAR 

3.1. ANTERLERDEN OLUŞAN HÜCRE YIGINLARI 

Başlang~ç besi ortam~na inoküle edilen anterlerin üzerin­

de oluşan hücre yığ~nlar~n~n mikroskobik incelenmesi sonucunda)em­

bryoid,yar~ embryoid ve kallus tipinde oluşumlar olduklan saptan­

m~şt~r(Şekil 3). 

K~l\us 

An+er 

Şekil 3. Üzerinde Hücre Y~ğ~nlar~ Oluşmuş Bir Anterin Görünüşü 

Bunlardan embryoid'lerin· pürüzsüz, düzgün şekilli ve genellik­

le küresel yapıya sahip olup,koleoptil oluşturdukları görülmüştür 

(Resim l2).Kallusların pürüzlü yüzeye sahip oldukları ve gevşek 

hücre y~ğ~nlarından oluştukları,yar~-embryoid'lerin ise kallus ile 

embryoid görünümü arasında olduklar~ da ayrıca saptanınJ.ş bulun.rnak­

tad~r (Şekil 3). 

3.2. BUGDAYDA ANTER KÜLTÜRÜ ÜZERİNE GENOTİPİN ETKİSİ 

Kat~ besi ortamı (başlangıç besi ortamJ.) üzerine inoküle 

edilen 6 farkl~ genetip'deki buğday çeşitlerine ait anterlerden 

embryoid ve bitkicikler elde edilmiş ve çeşitler embryoid ve bitki 

verimi bakım~ndan karş~laştırJ.lmJ.şlardır(Tablo 5).Tablo 5'de gö­

rüldüğü gibi,3 ve +no'lu buğday çeşitlerinin embryoid verimleri­

nin diğerlerine oranla.çok düşük olduğu ve bitki oluşumu da göster­

medikleri saptanmışt~r~2 ve 6 no'lu buğday çeşitlerinin ise1 embryo­

id ve bitkicik oluşturma ba~m~ndan diğerlerine oranla en yüksek .: 

frekansa sahip olduklar~ görülmüştür. 
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2 no'lu buğday çeşidi ise diğerleriyle kıyaslandığında en yüksek 

embryoid verimi gösterdiği halde,embryoidlerden bitki regeneras­

yonu ve yeşil bitki gelişimi oranı ise en düşük değerdedir. 

3.3. DONOR BİTKİLERİN YETİŞTİRİLDİGİ ÇEVRE ISISININ 

EMBRYOİD OLUŞUMU VE BİTKİ GELİŞİMİ ÜZERİNE ETKİSİ 

Donor bitkilerin yetiştirildiği ortam ısısının embryoid 

verimi ve yeşil bitki oluşumu üzerine etkilerini araştırmak ama­

cıyla bitkiler, sıcaklığı ayarlanabilen seralarda yetiş tirilmişler­

dir.l ve 5 no'lu buğday çeşitleri a uygulamasında en yüksek embryoid 

verimini(%28.0,%24.5) ve yeşil bitki oluşumunu(%22.4,%11.9) göster­

mişlerdir(Tablo 6,Grafik 1). b uygulamasında ise 3 ve 4 no'lu buğ­

day_ çeşitlerinin embryoid verimlerinin ( %0. 2, %2.0) çok düşük oldu­

ğu,bu nedenle de bitkicik oluşturmadıkları saptanmıştır.2 ve 6 no'lu 

buğday çeşitlerinin ise b uygulamasında daha fazla embryoid verimi 

(%13.4,%11.7) ve yeşil bitki oluşumu(f~.7,%3.3) gösterdikleri göz­

lenmiştir. 

3. 4• EI'.ı:BRYOİD OLUŞUMU ÜZERİNE BESİ ORTAM m IN ETKİSİ 

2 buğday çeşidi ile yapılan karşılaştırmalı denemede besi 

ortamının,embryoid verimi ve bitkicik oluşumu üzerine etkileri in­

_celenmiştir.Elde edilen verilere göre 6 no'lu buğday çeşidinin,l 

no'lu buğday çeşidine göre,katı besi ortamı üzerinde hem embryoid 

verimi(7Sll.7),hem de toplam bitkicik oluşumu(7b4.6) bakımından daha 

üstün olduğu görülmüştür(Tablo 7).Bunun yanında aynı.çeşidin,farklı 

fiziksel yapıdaki besi ortamları üzerindeki durumu incelendiğinde 

ise 6 no'lu çeşit,katı besi ortamında en yüksek embryoid verimlle 

(%11. 7) sahip olmasına rağmen, sıvı besi ortamında en yüksek bi tki­

cik regenerasyonu göstermiştir.l no'lu buğday çeşidi de katı besi 

ortamında en yüksek(~SlO.l) sıvı besi ortamında en düşük(%7.0) embr­

yoid verimi vermesine rağmen,s:ı.vı besi ortamında en yüksek oranda 

(%4.4) yeşil bitki oluşumu sağladığı gözlenmiştir.l ve 6 no'lu ge­

notip~erin her ikisinin de katı besi ortamı üzerinde,diğer besi 

_ortamlarında olduğundan daha fazla albino bitkiler ürettikleri 

gözlenmiştir(Tablo 7). 



Tablo 5. Buğday ÇeşitlerininAnter Kültüründeki Performansları 

(Sera ısısı 23°0 gündüz,l7°C geoe,kullanılan besi ortamı I(katı) 

o ' ' \ 1 

EMBRYO %EMBRYO % BITKI REGENERASYON %BITKI OLUSUMU z \ 

~ ' ' \ 
\ \ 

SAYISI SAYISI FREKANS! YESIL BITKI ALBINO BITKI TOPLAM CIJ \ 

1 91 (890) * 10,1 41,1 3,4 0,5 4,2 

2 81 (606) 13,4 13,6 0,7 1,1 1,8 

3 1 (512) 0,2 - - - -

4 8 (395) 2,0 
. - - - -

5 115 (1063) 10,8 37,4 3,1 0,9 4,0 

6 86 (734) 11,7 39,5 3,3 1,3 4,6 
-- - ------ ---- ---- -----~ -----~- -------~-~ -------------

x İnokule edilen toplam anter sayısı. 

ı 
i 

\.o) 
o 



Tablo 6. Embryoid ve Bitkilerin Oluşumu Üzerine Anter Donor Bitkilerin 

Yetiştirildikleri Çevre Is~s~nın Etkisi 

' 1 
SIRA UYGUL.AMA. CEVRE ISISI EMBRYOID EM8RYOID Blll<ICI< 

NO (gunduı/gece) SAYISI (%) FEGEf\ERASYOM.J ~ 

a 18Cl12C 00(~* 28,0 80.0 

1 
b 23Cl17 C 91{~ 10,1 41,1 

a 18Cl12C 32(446) 7,2 9,7 

2 
b 23Cl17 C 81{606) 13.4 13,6 

a 18Cl12C 35(9~ 3.7 8,1 

3 
b 23Cl17 C 1(51~ 0.2 o. o 

a 18Cl12C 73(1~ 6,1 16,4 

4 
- b 23C/17 C 8{395) 2.0 0,0 

a 18C/12C 14.1(576} 24,5 49,4 

5 
b 23Cl17 C 115(1063) 10,8 37,7 

a 18C/12C 64{706} 9,1 34,4 

6 
b 23Cl17C 86(734) 11,7 39,5 

BITKI OLUSU MU fk) 

' 1 
YEŞIL ALBINO TOPLAM 

22.4 0,0 22.4 

3.4 0,8 4.2 

0,7 0,0 0.7 

0,7 1,1 1,8 

0,3 010 0,3 

o. o 0,0 o. o 

0,9 0,1 1,0 

o. o 0,0 o. o 

11,9 0,2 12.1 

3.1 0,9 4,0 

0,6 2,5 3.1 

3.3 1,3 4,6 

1...> 
1-' 
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Grafik ı. Donor Bitkilerin Yetiştirildiği Çevre Isıları 

% Embryold Frekans! 
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SIRA 

NO 

1 

6 

Tablo 7. Buğday Anter Kültürü Üzerine Katı,Yarı Sıvı ve Sıvı Besi Ortamlarının E~kisi 

(Sera ısısı 23°C gündUz,l7°C gece) 

-
1 , , 

BESI EMBRYOID %EMBAYOID % BITKICIK %BITKI OLUSUMU 
1 

1 . 
ORTAMI SAYISI SAYISI REGENERASYONU YESIL ALBINO TOPLAM ı 

1 

KATI 91 (890) 10,1 41,1 3.4 0,8 4,2 
~ 

YARI SM 38 (413) 9,2 .. 34,2 2.4 0,7 3,1 
i 

SM 35 (496) 7,0 71.4 4.4 0,6 5,0 

' 

KATI 86 (734) * 11,7 39,5 3,3 1,3 4,6 

YARI SM 36 (629) 5,7 61,1 2,5 0,9 3,4 . 

SM 22 (476) 4,6 63,6 2,7 0,2 2,9 

I.JJ 
I.JJ 

' 
' 
\ 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

4.1. ANTERLERDEN OLUŞAN HÜCRE YIGTI~LARI 

Başlangıç besi ortamına inoküle edilen anterler üzerinde, 

embryoidlerle birlikte embryoid-kallus ve kallus hücre yığınları 

da oluşmuştur.Regenerasyon besi ortamına bunların her üçünün de ak­

tarılmasına rağmen,sadece embryoidler regenere olmuş,diğerleri ge­

lişme göstermemişlerdir.Bu nedenle de tablo'larda kallus ve kallus­

embryoid verilerine yer verilmemiştir.Yapmış olduğumuz çalışmada, 

sadece embryoidlerin verimli,diğerlerinin verimsiz olması bunları 

meydana getiren hücrelerin farklı olabileceği düşüncesini ortaya 

çıkarmaktadır.HUANG(l984b),hücre yığınlarının farklılaşması ve ya­

pısı üzerine yaptığı araştırmalarda,embryoidleri•;stoplazmaca zen­

gin,iyi gelişmiş mitokondri ve plastidlere sahip hücrelerin meydana 
·' 

getirdiği•1ı2 veya 3 katmandan oluştuklarını, bu nedenle de farklıla-

şarak kök ve gövdecik oluşturma kabiliyetine sahip olduklarını göz­

lemiştir.Kallus 1 ların ise, büyük nukleus 'lara sahip hücrelerden me;ı.r­

dana geldiklerini,farklılaşmadıklarını ve regenerasyon besi ortamı­

na aktarıldıklarında dejenere olduklarını bildirmiştir(HU AND HUANG 

1987).Diğer taraftan anterin anatomik yapısı göz önüne alındığında; 

anter üzerinde farklı yerlerde bulunan hücrelerin,besi ortamı veya 

inkübasyon koşullarından farklı şekilde etkilenebileceği düşüncesi, 

bir anter üzerinde embryoid,eınbryoid-kallus ve kallus oluşumlarının 

nasıl meydana geldiğinin bir yanıtı olabilir. 

4.2. BUGDAYDA ANTER KÜLTÜRÜ ÜZERİNE GENOTİPİN ETKİSİ 

Yapılan denemeler sonucunda,donor bitki genotip'lerinin 

anter kültür çalışmalarında yeşil bitki oluşturma bakımından gös­

terdikleri varyasyon,anter kültürü tekniğinin bitki ıslah program­

larında geniş olarak kullanımını sınırlandJ.ran en önemli faktör dÜl'. 

Bu varyasyonun genetip-çevre ilişkilerinden dolayı ortaya çıkabile­

ceği açıklanmaktadır(LAZAR ET AL.,l984;SİMONDS 1989).Diğer taraftan, 

haploid bitkilerin elde edilmesindeki aşamalar olan embryoid oluşu­

mu,bitki regenerasyonu ile yeşil bitki gelişimi genetik olarak bir­

birinden bağımsız gen yada genler tarafından kontrol edildiğine da­

ir bilgiler olup(LAZAR ET AL.,l984;DEATON ET AL.,l987;SZAKACS ET AL., 

1988),elde ettiğimiz sonuçlar da bu durumu teyit etmektedir. 
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1 no'lu araşt~rma materyali 2,5 ve 6 no'lu çeşitlere nazaran daha 

az miktarda embryoid oluşturmas~na karş~n,yüksek değerde bitki re­

generasyonu ve yeşil bitki oluşumu sağlam~şt~r.Diğer taraftan 2 

no'lu çeşidin embryoid verimi,en yüksek olmas~na rağmen;bitki re­

generasyonu ve yeşil bitki gelişimi diğer çeşitlere göre düşük ol­

muştur( Tablo l,Tablo 5 ).Bunun yan~nda lB/lR translokasyonlu kromo~: ··. 

zornlara sahip olan genotiplerin yeşil bitki oluşturma kabiliyetle-· 

rinin daha fazla olduğu,ayr~ca bu kromozoma sahip buğday çeşitle­

rinde pas ve külleme hastal~klar~na dayan~kl~l~k olduğu ve bu bit­

kilerin bulunduklar~ ortama adaptasyon yeteneklerinin de yüksek 

olduğu bildirilmiştir(RAjAREM ET AL.,l983;HENRY AND DE BUYSER 1985; 

AGACHE ET AL.,l989l.Araşt~rmada kullan~lan 1,2 ve 5 no'lu donor 

bitkilerin embryoid,bitki regenerasyonu ve yeşil bitki oluşturma 

yeteneklerinin ortaya ç~kmas~~ sağlayan genleri translokasyon yo­

luyla içerdikleri bilinmektedir.İncelenen bitkilerden translokas­

yonlu olanlar~n,yeşil bitki verimi bakım~ndan translokasyonsuz ör­

neklere. oranla daha yüksek değerler gösterdikleri saptanmışt~~ 

(Tablo 5).Ancak translokasyonsuz bir örnek olan 6 no'lu genetipin 

deneme sonunda meydana getirdiği toplam bitkicik say~s~~n(%4.6), 

diğerle~ine göre en yüksek olduğu ve yukar~daki ifadeye ters düş­

tüğü görülmüştiir.Bu durum bir deney hatası m~, yoksa 6 no' lu çeşi'"'.~ .. 

din gerçekten genetipinden mi kaynaklandığ~ tart~şrnalıdır. 

4.3. DONOR BİTKİLERİN YETİŞTİRİLDİGİ ÇEVRE ISISININ 

EMBRYOİD OLUŞU:MU VE BİTKİ GELİŞİMİ ÜZERİNF. ETKİSİ 

Yeşil bitkilerin gelişiminin,donor bitkilerin yetiştiriı-· 

diği çevre koşullarıyla ilişkili olduğu; düşük sıcaklıklarda ye­

tiştirilen donor bitkilerden elde edilen anterlerin daha fazla em­

bryoid oluşturdukları,bunun yanında albino bitki sayıs~~n da düşük 

olduğu belirtilmiştir(SİMONDS 1989).1,2,3 no'lu çeşitler 18°C de 

hiç albino bitkicik oluşturmad~kları halde,23°C de albino bitkiler 

gözlenmiştir.6 no'lu buğday çeşidi ise yukarıdaki sonucun tam ter­

sini göstermiştir.Buna göre; ernbryoid oluşumu üzerine,s~caklık 

faktörü ve genotipin karşıl~kl~ etkileşim içinde oldukları anla­

ş~lm~ştır(Tablo l,Tablo 6).Literatür bilgisiyle de uygunluk gös­

termektedir(SİMONDS l989).Genotip-çevre ilişkisinin varl~ğ~,her 

genotipin istediği sıcakl~k isteği~n farklı olduğu gerçeğini or­

taya koymaktadır. 
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4.4. EMBRYOİD OLUŞUMU ÜZERİNE BESİ ORTAMININ ETKİSİ 

Buğday anter kültüründe,embryoid verimi üzerine kat1 besi 

ortam~n~n,diğer yar~-kat~ ve s~v~ besi ortamlar~na nazaran daha iyi 

sonuçlar verdiği görülmüş olup( Tablo J) benzer duruma Tütün ve Pirinç 

ile yap~lan çal~şmalarda da rastlanm~şhr(SUNDERLAND AND ROBERT 1977; 

CHEN ET AL.,1980;HENRY M~D DE BUYSER 1981). 

s~v~ besi ortamlar~,kültür kaplar~nın gir yerden diğer bir 

yere taş~nmasındaki zorluklar ve çok kolay kontamine olabilmeleri 

gibi nedenlerle kat~ besi ortamıarına nazaran olumsuzluklar içer­

mektedirler.Fakat tat~ besi ortamıarına göre olumlu yönleri de bu­

lunmaktad~r.s~vı besi ortamları;tuz(YE ET AL.,l987) PH,caco
3
(kireç) 

gibi maddelere dayanıklı bitki formlar~nın elde edilebilmesine iz, 

mikro ve makro besi elementlerinin. olumlu ve olumsuz etkilerinin in 

incelenmesine olanak sağlamaları nedeniyle tercih edilmektedirler. 

Anter inoküle ed~lmiş sıvı besi ortamları gerektiğinde bir pipet 

yardımıyla alınarak,yerine çeşitli amaçlarla yeni besi ortamları 

konulabilmektedir41Bu ise bilimsel çalışmalarda çeşitli kolaylıklar 

sağlamakt a~r. 
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