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OZET

Anter killtiri teknifinin kullanimi ile bitkilerden homozigot
hatlar kolaylikla elde edilmektedir.Bunlar gerek genetik aragtirma-
larda, gerekse taram alaninda genig bir kullanima sahiptirler.

Haploid bitkilerin elde edilmesi ise 3 agamada gergeklegmekte-

dir,

1. Embryoid olugumu

2e Bitki regenerasyonu

3. Bitki geligimi.

_ Genotipleri birbirinden farkli T.aestivum (BugZday)tun 6 kiil-
tir gegidi Uzerinde yapailan anter kultird caligmalari sonucunda;
genotipin, embryoid olugturma yetenegi iizerinde etkili oldugu sap- ;-
tanmigtar.Buna bagli olarék 2 no'lu (Bw.5) kiiltiir gegidinde embryoid
olusumu en yiiksek,3 no'lu(Bw.8) kiiltiir cesidinde ise en diisiik ol-
dugu gorilmiigtilr.Diger gesitlerde ise embryoid olugumu bu degerler
arasindadar,

Anter kiiltiri calismalari esnasinda bir problem olarzk karga-
miza ¢ikan albino bitkilerin olugumunun da hem genetik hem de gev-
resel faktorlere bazli oldugu gbriilmiigtiir.l no'lu(Bw.2) ve 2 no'lu
(Bw.5) gesitler 18°C de yetigtirildiklerinde albino bitki olugmadiia
halde,23°C de ortaya c¢ikmaglardir.4 no'lu(Bw.9) gesit ise 1800 de
albino bitki olugturdufu halde,23°C de olugturmamigtar.

Her iki aragtirma gegidinin de embryo verimi kati besi orte-
m1 izerinde yliksek olmustur fakat,albino bitkilerin olusum frekan~
sinda da bir artis gozlenmigtir. "

Bu galigmada elde olunan bulgulara gore,anter killtiri galag-
malari sonunda elde edilen gerek albino,gerekse yegil bitkilerin
meydana gelmesi bagta genotip olmak lizere gevre kogullara ile kul~

lanilan besi orifamaina bagli oldugu anlagilmigtar.



SUMMARY

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 culture are produced by a three-step o

procedure.

1. Embryoid induction
2o Plant regeneration
3. Plantlet development,

The Performans in anther culture of 6 genotypes of bread
wheat on embryoid induction;genotype,the effects of femperature
growth conditions on donor plants,the effects of liquid,semi-solid
and solid medie.6 genotypes were examined and it is shown that ge-

"notypes produced different frequency of embryoid induction.Bwd had
the highest but,Bw.8 had the lowest frequency of embryoid induction.
The performans of other genotypes are intermediate .

The albino plantlet formation is serious problem in anther
culturesIt occurs being connected with genetic and growth conditions.
There isn't any plantlet formation when Bw.2 and Bw.5 were grown
at 18°C put they had albino Plantlets at 23°C.On the contrary,Bw.S
had albino plantlets at 18°¢c but not at 23°%.,

Both of research material had the highest embryoid induction
on solid medium but,2t is observed rising of albino plantlet also.

The fesults showed that b@th albino and green plants formatiion

frequency depends on genotype,growth conditions and medium struciure.
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1. GIRIS
Bundan on bin yal Once,bitki ve hayvan aislahaiyla baslayan,
buglin adana BIYOTEKNOLOJI dedifimiz olgu giiniimiizde;Doku Kiiltiirleri,
Gen Teknolojisi,Enzim ve Fermantasyon Teknolojisi v.b. deZigik ga-
ligmalara kendine konu edinmigtir,

Dinya niifusunun siirekli olarak artmasi ve kisaitli kaynak-
laran giin gegtikge tilikenmesi kargasainda,bitkisel iriinlere duyulan
ihtiyag¢larin gelecek yallarda giderek artacagi bilinen bir gercgek-
tir.Bitki doku kiliiirii galagmalara;bitkilerin fizyoloji,biyokimya
ve genetik yapalariyla ilgili bilinmeyen birgok konuyu agiZa gika-
rarak,kisa siirede ve sanarli alanda,bol ve kaliteli Uriin elde etme-
yi hedeflemigtir.Bugiin hiicre,protoplast,embryo, ovaryum,polen veya
meristem dokusundan in vitro kogullards tam bir bitki elde etmek
sorun olmaktan gikmigtair.Bitki doku kiltiirid teknigi ile bitkilerin
islahi,hazla Uretimi,viriisten arandirilmasi,uzun siireli muhafazasi
ve gegitli metabolitlerin elde edilmesi gergeklegtirilmigtir(GONUL-
SEN 1987).

Doku kil tiiri galagmalarinan bitki aislahina saglayacaZi
katkilardan biri,haploid bitkilerin elde edilmesidir.Bugiin,anter
veya mikrospor -kiiltiri( FOROUGHI-WEHR ET AL.,1982;CHU ET AL.,1988),
yunurtalak kiltird (YANG ET AL.,1982),tlrler arasi melezleme( JENSEN
1976; INAGAKI 1985a),kimyasal madde uygulamasa(PIERIC 1987b) gibi
teknikler kullanilarak haploid bitkiler elde edilebilmektedir,Anter
kiilltlirti teknigi ile,olgunlagmamis anterler yapay besi ortamina ino~:
kule edilerek,mikrosporlaran kallus veya embryoid olusturmasi teg-
vik edilmektedir.Polen daneleri yapay besi ortaminda embryoid bir
gelisme gosterirler.Bu gelisme,normal olmayan g¢evre gartlarinin
hiicrenin tim gizli enerjisinin(totipotensi) ortaya ¢ikmasina sebep
olmasa geklinde agaklanmaktadir.Anter kiiltiri yoluyla Nicotiaha ta-
bacum (Tiitiin),Capsicum annum(Biber),Solanum melongena( Patlican),

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

(Bugday), Zea mays(Misir),Oryza sativa(Celtik),Solanum tuberosum
(Patates),yumurtalaik kiltirid yoluyla Arpa,Bugday,Gestik,Masar,
Cucumis melo(Kavun),Citrillus vulgaere(Karpuz)'larda haploid bitki-

¢

ler elde edilmigtir,



Tiirlerarasi melezleme teknigi ile ise;T.aestivum'un Hordeum bulbo-

sum veya Zea gays ile melezlenmesinden sonra embryo gelisimi esna-
sinda bulbosum veya misardan gelen kromozomlaran eliminasyonu sonu-
cu elde edilen haploid embryohnun,besi ortamainda geligtirilmesiyle
haploid bitkiler elde edilmigtir.Bugdaygillerde yumurtalik kiiltiriy-
le haploid bitki elde edilmesindeki bagari,anter kiiltiiriine gére gok
dijgiiktiir, Tlirlerarasi melezleme ise heniiz sadece birkag bugday gesi-
dinde bagara ile uygulanmaktadir.Buna ragmen,anter kiltiril teknigi,
yaygan bir gekilde kullanilmaktadair,Bunun nedenlerinden biri de
bitkilerin iirettikleri polenlerin miktarainin gokluZudur(DING AND QUYAN
QUYANG 1984).

Dinyada ilk kez dogal haploid bitkiler,BLAKESLEE VE ARKADAG-
LART(1922) tarafindan saptanmigtir.Ancak,haploid bitkilerin in vit-
rotda iiretimi 1964 yilinda Datura innoxig polenlerinden gergekles-
tirilmistir( GUHA AND MOHESWARI 1964).Daha sonra bunu Nicotiana ta-

bacunm,Qryza sativa,Brassica oleracea,Hordeum vulgare ve Lolium mul-

tiflorum lizerinde yapilmigs anter kiiltlirid galasmalari takip etmig-
tir(BOURGIN AND NITSCH 1967;NITSCH ET ALZ2,1969,1970;CLAPHAM 1971;
KAMEYA AND HINATA 1970). Teaestivum(Bugday) iizerinde ilk anter kiil-
tliirii galagsmalarana 1970'1i yallarda rastlanmlgtlr(CHU ET AL.,1973;
QUYANG ET AL.,1973;PICARD AND DE BUYSER 1973).1I1k galagsmalarda ba-
garaili sonuglar alinamamigsa da ySntemde yapalan degigiklikler so-
nucunda haploid bugday bitkileri elde edilebilmis ve aslah program-
laranda kullanilmaya baglanmigtar,

Haploid bitkiler,0zellikle genetik aragtlrmalaf ve bitki s~
lahi yonilinden biyiik onem taglmaktadlrlar.Geleneksél 1slah ySntemle-
riyle homozigot diploid bitkilerin elde edilmesi ig¢in,uzun zaman is-
teyen bir seleksiyon ve homozigotlagtirma agamasi gerekmektedir.Bu
zaman siireci,bitkilerin ¢igek biyolojileri ve lizerinde g¢alisilan
0zelliklerin kalatsal yapisina gtre dedismektedir(5-10 yal),Halbuki
haploid bitkilerin kromozomlarinin 2 katina ¢ikarilmasi 1 generas-
kullanilarak zamandan tasarruf saglanilmaktadir(DE BUYSER ET AL.,1985;
DE BUYSER ET AL.,1987;LIANG ET AL.,1987;PIERIC 1987b).Kendine dtlle-
nen bitkilerde veya yabanci ddllenen bitkilerde,zaman alici olsa da
‘kendilemelerle homozigotluk saflanabilmektedir fakat,kendine uyug-
mazlarda bunu elde etmek miimkiin degzildir.Anter kiiltiiri yoluylas bu
sorun ortadan kaldirilmaktadar.Diger taraftan,homozigot diploid



bitkiler genleri ya resessif homozigot yada dominant homozigot ola-
rek igerirler.Arzu edilen resessif karekterli genotiplerin segimi
gok onemlidir.Geleneksel aslah yontemleriyle bunlaran elde edilmesi
oldukga zordur.Her generasyonda tek bitki seleksiyonu yapilsa bile
heterozigot yapa ve dolayisiyle -agilma nedeniyle istenen karektere
sahip bitkiler,istatistiki hatalar veya yeni kombinasyonlaran goz-
den kagmasiyla daha sonraki generasyonlarda kaybedilebilmektedir
(DAOFEN 1986).Anter kiiltiird teknigi kullanilarak,arpa mozaik viri-
siine dayaniklaligi saglayan resessif homozigot genleri igeren geno-
tipe sahip bitkiler liretilmigtir(FOROUGHI WEHR AND FRIEDT 1984),
Anter kiultiird teknifZinin difer bir yarari da besi ortamina inokule
edilen gametik hiicrelerden rekombinantlarin veya mutant tiplerin
se¢ilerek geligtirilmesi ve bitki aslahinda kullanllﬁalarldlr(YE
ET AL.,19873PALSONI ET AL.,1988).

Anter killiiri tekniginin kullanimi,dzellikle tahil grubu bit-
kilerinin ;slah programlarainda biiyiik bir potansiyele sahiptir,Fakat;
‘anter donor bitkilerinin yetigtirilme kogullari,hasat edilen bagak-
lara inokulasyon dncesi uygulanan vernelizasyon islemi(dn uygulama)
polen geligim devreleri,anter donor bitkilerinin genotipi,besi or-
taminan bilesimi ve fiziksel yapasi,in vitro kogullari,albinizm gi-
bi faktorler haploidlerin elde edilmesindeki bagariyi sinirlandirmak-

tadir,.
l.1. ANTER DONOR BITKILERIN GENOTIPI

Embryoid olusumu,bitki regenerasyonu(farklilagmasi) ve ye-' . -
gil bitkilerin geligim yetenegi,anterlerin alindagi donor bitkile~
rin genotiplerine baglidar,Yukaridaki bu lg unsurun,farkli ve bagim-
SL12 bir genetik mekanizma ile kontrol edilmig olabileceZi agiklan-
maktadar( HENRY AND DE BUYSER,1985).Dijer bir aragtirmaya gbre -ise,
bunlarin sitoplazma ve gekirdekle ilgili genetik faktorler tarafin-
dan bagimsiz olarak kontrol edilmig olabilecefi gbriigli savunularak,
yukaraidaki agiklama desteklenmektedir(EKIZ 1990).

Petunya bitkisi lizerinde yaptigar anter kiiltilirii ¢alismala-
rindan elde ettigi bulgulara gtre RAQUIN(1982),polenlerden embryoid
olugum frekansinin,polendeki genler tarafindan degil,polen hiicrele-
rini saran diploid yapadaki dokularda bulunan hiicrelerdeki genler

tarafindan kontrol edildigini bildirmigtir.



Teaestivum ile ilgili calasmalarda da ayni sonug elde edilmigtir
(QUYANG ET AL.,1983).DiZer bir aragtirmaya gore ise,anter geperi
hilorelerindeki suda ¢dzlinebilir protein igerizi ile tapetum hiicre-
lerinin dejenerasyon zamani genotiplere gdre farklilaklar goster-
mektedir(LIANG ET AL.,1980).

1.2, ANTER DONOR BITKILERININ YETISTIRILDIGI
CEVRE KOSULILARI '

Anter donor bitkilerinin ig¢inde bulunduklari gevre kogul-
lari da anter kiiltiriiniin bagarasa Ulzerine etkili olmaktadir,.(evre
kogullari olarak 6zellikle isi,asik ile topraktaki besin maddeleri
onemli faktorlerdir,

Dogal kosullarda yetigtirilen materyale ait-mikrosporla-
rin embryoid verimi bakimindan daha uygun olduklara saptanmagtar
( SCHAEFFER ET AL.,1979).Ancak bu olgu tartigmali olup,gerek tarla-
da gerekse sera gartlaranda yetigtirilen anter donor bitkilerinin
embryoid veriminde gok bariz bir fark gozlenmemigtir(DE BUYSER AND
HENRY 1979;WONG AND CHEN 1980;BULLOCK ET AL.,1982).Farkla yallards
yapilmig olan bugday anter kiltiiri galismalarindan,kallus olusumu
ve yegil bitki geligimi frekansanin farkli oldufu gbzlenmigtir.Ye-
tistirme yeri ve kogullari ayni olsa bile farkla yil ve mevsimler
anter killtiriiniin bagsarasani farkla gekilde etkilemektedir(QUYANG
ET AL.,1983).

Bugday anter donor bitkilerinin yetigtirildizi seralarda
15-2000 gece,20-25°C gindiiz aisi rejimi yaygan sekilde kullanilmsk-
tadir§FOROUGHI ET AL.,1982;CHU AND HILL 1988).Genotip ve genotip
x gevre iliskisi kallus olusumu lizerine Onemli olup,optimum gevre
sartlari genotiplere gore degigmektedir(JONES AND PETOLINO 1987).

Anterlerin alindagi bagaklaran donor bitki lizerindeki ko-~u
numlari bile embryoid verimi lizerine etkili olmaktadigZHANG VE AR-
KADASLARI(1987);birkaQ bugday cegidi ile yaptlklarl anter kultird
¢aligmalarinda ana bagaga ait polenlerin,yan basaklara ait polen-
lerden daha fazla sayida embryoid verdiklerini rapor eitmiglerdir.
Ayrica,ana siirglin ilizerindeki bagaktan alinan anterlerden olugan
yesil bitkiciklerin orani,albinolara gbre gok fazladar(wWANG AND
CHEN 1980).



1.3, POLEN GELISME DEVRESI

Besi ortamina ekimi yapilan anterlerin igindeki mikrospor-
larin geligme devreleri,bitkiciklerin olusmasinda Onemli bir fak-
tordiirsBu devreler;mikrospor igindeki gekirdegfin buytklugu,sekli,

pozisyonu ve genig bir vakuol'un varlifi veya yoklugu ile karekte-

sevsae

tek gekirdekli devresinin baglangicinda gekirdek mikrosporun orta-
sanda kiiresel bir yapida olup,hiicrede ¢imlenme por'u ve vakuol
yoktur.Erken tek gekirdekli devrede yine ¢ekirdek mikrosporun or-
tasinda ve kiiresel yapidadar,gemienme por'u olugmug,vakuol henliz
ortaya cgikmamigtir.Orta tek gekirdekli devrede mikrOSpbr biraz da-
ha bliylimlig, vakuol olugmug ve gekirdek mikrosporun membranina doZru
hareket etmigtir.Ge¢ tek gekirdekli devrede ise vakuol'iin hacmi en
list seviyeye ulagmig,cekirdek ise gimlenme por'unun tam karsgisinds
yerini almagtair ve sekli ovaldir.Daha sonra tekrar kiiresel gekil
alir,hacmi artarak vakuol'e baska yapar ve onun membranini igeri
goktiiriir,bdylece mikrosporun premitosis devresi baslar,

Anter kiltiriniin bagarisi,mikrospor geligme devresinin degi-
simi ile gok yakandan iligkilidir.Optimum anter gelisme devresi
tiir ve gegsitlere gbre defismektedir(QUYANG ET AL.,1983).Bugdaygil-
lerde inokulasyon igin en uygun anterler "orta tek gekirdekliyada
"geg tek geki-dekli" gelisme devresindeki mikrosporlara sahip olan-
lardir(QUYANG ET AL.,1973;PAN AND KAO 1978;DING AND QUYANG 1984;
HUANG 1986)."Orta veya geg tek gekirdekli devre"li mikrosporlara
sahip anterler haricindekiler inokulasyon ig¢in kullanilarlarsa,em-
bryoid verimi aniden dﬁger.Tﬁtﬁn,Dafura gibi bazi diger dikotiledon
tiirlerde ise™iki gekirdekli" mikrospor devresi inokulasyon icin

daha uygun olmaktadir( HUANG 1986).

ls4. BASAKLARIN VERNALIZASYONU (ON UYGULAIA)

Anter donor bitkilerden hasat edilen bagaklar,anterlerin
inokiillasyonundan tnce 3-5°C de 48 saat siireyle soguk bir ortamda
bekletildiklerinde,embryoid veriminin arttizi bildirilmistir(PAN
ET AL.,1975)eBu olay ayni zamanda hasat edilen bagaklaran 2-7 gin
slireyle depolanabilmelerine de olanak saglamektadir(DE BUYSER AND
HENRY 1979).
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1.5. BESI ORTAMLARININ BILESIMLERI

Baglangig besi ortamlarinin bilegimleri,bu konunun en can
alici noktasidar.Gesitli aragtiracilar tarafindan bu konu ile il-
gili,yogun calismalar yapilmaktadir.Besi ortamlaranin isimleri de
goBu kez bu ortamlari geligtiren aragtaracilarin isimleriyle anil-
maktadlf.ﬁrneéin "lS besi ortama"(MURASHIGE AND SKOOG 1962),"Hiller
besi ortama"(MILLER 1963), "N, besi ortami"(CHU 1978),"C1l besi or-
tami "(WEL 1982),"Patates besi ortami"(LAZAR ET AL.,1985;QUYANG
1986; SAGI AND BARNABAS 1989),bugday anter kiiltliri galismalarinda
yaygin sekilde kullanilmaktadir.Besi ortamlarinin bilesimlerij;or-
ganik ve inorganik bilegikler,bzellikle B grubu olmak lizere vita-
minler ve bitki bliyline maddelerinden olugmaktadir.Besi ortaminin
ana bilegiklerinden olan geker,hem karbon kaynagi hem de ozmotik
basang diizenleyicisi olarak ig gdrmektedir.Besi ortami ig¢indeki
optimum seker konsantrasyonunun %7-10 oldugu rapor edilmigtir(QU-
YANG ET AL.,1973;PAN ET AL.,1975;CHU AND HILL l988).AgNO3 ise eti~
len olugumunu Snlemekte,hlicre bollinmesini ise tegvik etmektedir,
Bugdayda 5-10 mg/l AgNO3 konsantrasyonu,kallus kiiltiirlerinde sir-
glin olugumunu hizlandirmaktadir( PURNHAUSER ET AL.,1987).

Bitki hormonlara olarak oksinler(2,4-D:2,4 dichlorophenox-
yacetic asit,NAA:Naftalen asetik asit,IAA:Indol asetik asit)ysito-
kininler(kinetin,zeatin,6 benzilaminopurin) yaygin sekilde kullanil-
maktadirlar,Bir hormunun digerlerine gore Onceligi,farkli kombinas~
yonlari, konsantrasyonlari anter kiiltirlnin sonucunu etkilemektedir.
2,4~D,polenlerden embryoidlerin olugumunu tegvik etmektedir.Anter-
lerin inokilasyonundan sonra ilk 12 giin iginde besi ortaminda 2,4-D
~bulunmadiZi takdirde embryogenesis olugmamaktadir(HENRY AND DE BUYSER
1981),Ancak hiicre ymZanlarinin olugumu igin gerekli olan bu madde,
daha sonraki agamada embryoid'lerden bitkiciklerin farklalasgsabilmesi
igin ortamdan uzaklagtirilmasi gerekmektedir(MARSOLAIS AND KASHA
1985;LIANG ET AL.,1987).Iyi bir besi ortami,hormonlar,amino asit
ve organik tuzlaran kombinasyonundan olugmaktadar.Serine,Proline,arginin
aspartik asit,alanin,glutamin(CHU AND HILL 1988) ve myo-inositol
( ZBEANG ET AL.,1987) ile desteklenen besi ortamlari embryoid olugsu-~
munu, embryoid biyiukliZiini,bitki farklilagmasi ile yesil bitki geli~
simini artairmaktadar.



Embryoidlerin farklilagmasi ile bitkiciklerin olugumu,embryo-
id'in farklilasma yeteneZine bagli bir olgudur.Embryoidlerden fark-
lalagma ile bitkiciklerin elde edilmeleri igin hazirlanan"Regeneras-
yon Besi Ortama" nin segimi,"Baglangig Besi Ortami" kadar hassas
defildir.Bu iki besi ortami arasindaki en dnemli fark,oksin ve geker
konsantrasyonu ile ilgilidir.Regenerasyon besi ortamindaki oksin ve
gseker konsantrasyonu dijerine nazaran daha diigiik tutulmaktadar.Je-
ker konsantrasyonunun % 3 gibi bir oranda bulunmasi gerektigi,aksi
halde regenerasyon oraninin digkigu bildirilmistir( ZHUANG AND XU
1983,HU 1986 ).Regenerasyon besi ortaminda kullanilan oksinlerin de
(NAA,TAA) konsantrasyonlarinin digiik olmasi gerektigi rapor edilmig-

tir.

Embryoidlerin farklilasmasi sSonucu olusan bitkiciklerin geli§+fr'

' tirildigi "Bitki Geligtirme Besi Ortami'nin bilegiminin de hemen he-

men "Regenerasyon Bedi Ortama" ile ayni olduZu,sadece oksin ve sito=

kinin konsantrasyonlaranin daha diigiikk tutulmasi yada hi¢ kullanil-

mamasi gerektigi bildirilmistir, '
1l.5¢1e Besi Ortamlarinin Piziksel Ozellikleri

Yapalan ¢ok sayada literatiir incelemesine gore besi ortamlari-
nin sivi,yara-kati yada kati oldugu goriilmiistiir.Bu ortamlar genel-
likle agar ile katilagtarilmaktadar.Ancak besi ortami,agar yerine
agarose ile katilagtirildifanda daha iyi sonuglar alandifim goste-
ren ¢alaigmalar da bulunmaktadir.Bu galismalardan birinde agarin ge-
ligmeyi engelleyici bir madde igerdigi bildirilmigtir(LYNE ET ALe, -
1984 ),Bugday anter killtiiri galasmalaranda sava besi ortami,taki besi
ortamina gdre daha fazla tercih edilmektedir(CHU AND HILL 1988;HENRY
AND DE BUYSER 1981;LAZAR ET AL.,1985).Besi ortaminin fiziksel yapi-
siyla ilgili aragtarmalarda sivi besi ortaminin,agar ile katalagti-
rilmis besi ortamaina gore kallus olugturmasi bakimindan daha iyi,
fakat kati besi ortaminin da bitkicik farklalagmasi orani bakimandan
sivi besi ortamina gdre daha iyi oldugu gozlenmistir(WEI 1982;LAZAR
ET Al.,1985;ZHOU AND KONZAK 1989).Sivi besi ortaminin kati besi or-
tamina gdre daha iyi olmasinan nedeni,anter kiiltlrii sirasinda bitki
dokusundan barakilan kiiltiiri olumsuz gsekilde etkileyecek maddelerin
hizli dagilimina ve mikrosporlarin besin maddelerine ve hormanlara
daha iyi yaklagamlarainin saflanmasindandar(LAZAR ET AL.,1985;ZHOU
ANDbKONZAK,1989)eKat1 haldeki "Regenerasyon Besi Ortama" ile siva



yapidaki arasinda onemli bir farkin bulunmadiZi,yalniz sivi regene-
rasyon besi ortaminin katiya oranla daha saZlikli kGklenme ve gelis

me sagladigi rapor edilmigtir,
l.6. ANTER KULTURUNUN ORTAM SARTLARI

Anter donor bitkilerinin yetigtirildigi gevre gsartlaria oldugu
gibi killtiir periyodu sarasainda da bagariyil etkileyen gevre sgartlari
bulunmakta olup,bunlar Szellikle isi,asik,kiiltliriin bekleme siiresi
ve oksijen olarak bildirilmigtir, :

Anter kliltiiri galigmalaranda,anterlerin inokiilasyonundan son-
ra embryoidlerin olusum periyoduna kadar igifa gereksinim olmadigl
gbsterilmistir(QUYANG 1986 ).Embryoidlerin"Regenerasyon Besi Ortamai-
na" alanmalaraindan sonraki geligme periyodunda ise,klorofil olugumu
icin isaZa gereksinim duyulmaktadar.

Anterlerin inokiilasyonundan sonraki isinin,dzellikle embryoid
olusum devresinde gok 6nemli-oldugu,sadéce 2-3°%C 1ik 1s1 farklilik-
larainan bile embryoid veriminde onemli derecede dalgalanmalara ne-
den oldugu bildirilmistir(LI 1978).Kiiltiir ortama 131s1,17°C den
30°C ye ylikseldik¢e embryoidlerden bitkiciklerin regenerasyonu ora=-
ninda bir artig olmasina ragmen,yliksek sacaklikta yegil bitkilerin
albinolara orani diismektedir(QUYANG 1986).Cesitli aragtirmalar so-
nucunda, kiil tiir ortamy optimum isisinin 25-27°C arasinda olmasina
ragmen,bu isinin genotipe bagli olarak degigebildigi de saptanmig-
tar(QUYANG ET AL.,1983).

Baglangig¢ besi ortamainda kliltirin vekleme siliresi de bitki
regenerasyonunu etkilemektedir(QUYANG ET AL.,l983).Eﬁbryoidlerden
bitkiciklerin regenerasyonu kabiliyeti,ilk olugan embryoidlerde da~
ha sonra oluganlara gore daha yuksektir.

Anter killturinil etkileyen diger bir faktor de oksijen olup,
iglerine besi ortami konulan petri,tiip veya kavanozlaran besi orta-
m1i disinda kalan kasimlarandaki hava boglugunun,yiksek oranda gaz
degisimi saglamasi nedeniyle embryoid geligimini tesvik ettiZi be-
lirtilmigtir,

Besi ortamlarinin PH'si da bagarili bir galagma igin 6nemlidir,
Birgok besi ortama ig¢in kullanilan PH degerleri 5.2 ile 6.2 arasinda
olmaktadir( PIERIC 1987a;ZHOU AND KONZAK 1989). |
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1.7.ALBINIZM

Bugdaygiller iizerinde yapalan anter killtiirii galigmalarinda
saglikli bitkilerin elde edilmelerini etkileyen Snemli faktorler-
den biri de albinizm'dir.Bir klorofil kusuru olan albinizm'in me-
kanizmasi oldukga karaigik olup,genetik ve fizyolojik faktorlerle
ortaya g¢ikmaktadir(ANDERSEN ET AL.,1987).Doku kiltiiri galigmalarin-
da albino bitkilerin olugumu arzu edilen bir durum olmayip,bunla-
ran meydana gelmesini engelleyen faktérleringuygun devredeki mik-
rosporlara sahip anterlerin segimi,besi ortaminin bilegsimi,kiiltir
ortaminin gevre sartlari ve anter donor bitkilerin genotipi oldugu
belirtilmistir(QUYANG ET AL.,1983;HU 1986;LIANG ET AL.,1987).

Kiiltiir ortama asisinin,albino bitkilerin meydans gelmesi
lizerinde etkili oldugu gbrﬁlmﬁstur.25-27oc lik kiltir ortami isi-
sinda albino bitkilerin olusum orani yegsil bitkilere gore az,21—22°C
de ise daha fazladir(SIMONDS 1989).Ancak bazi arastiricilar tarafin-
dan albino bitkilerin olusum oraninin,kiltiir ortami asisi ile degig- .
medigi gbsterilmigtir(PICARD AND DE BUYSER 1975).

Albinizm orani,enterlerin donor bitkilerden alinmasi esnasinda
mikrosporlar igindeki proplaétidlerin metamorfizm derecesine bagla
olarak deZismektedir.Gametofitik devrede proplastidlerin kloroplast-
lari gelistirme yeteneklerini kaybettikleri biidirilmi§tir(HUANG
1986 ).Besi ortamina inokiilasyonu yapilan anterlerin mikrosporlarin-
aaki proplastidlerin metamorfizmi gercgeklegmis. ise bunlardan geli-
gen bitkiciklerin albino oldufu belirtilmigtir.BuZdaygil mikrospor-
larinda proplastidlerin metamorfizmi orta veya geg tek gekirdekli

devrede tamamlanmaktadir.Bu nedenle Triticum aestivum ve Hordeum -

vulgare'nin geligmig devredeki mikrosporlari,anter kiilltiird igin kul-
lanildaZanda,albino bitkilerin olusum orani artmakitadar.Iki cekir-.
dekli yada daha yagli mikrosporlar kullanildiZinda ise,olusan bit-

kilerin timi albino olmaktadir.Halbuki,Nicotiana tabacum,Datura
stramonium ve diger bazi dikotiledon bitkilerinde tamllara gore
anter killtiri ig¢in,daha geg¢ devredeki mikrosporlar kullanllmaktad1f.
Bu bitkilerde proplastidlerin metamorfizmi,mikrosporun "geg¢ iki ge-
kirdekli devre" sine kadar gergek1e§meméktedir.Bu nedenle albino

bitki olugumu de seyrektir.
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1

Genig literatiir bilgisiné dayalia olarak,gok gegitli alanlarda
uygulamalari olan doku.kﬁltﬁrﬁ tekniklerine kargi duyulan ilgi,yur-
dumuzda son yillarda artmistar.Ancak gelismig lilkelerde bitki asla-
hi ve lretimi gibi tarim alanlaranda yaygin olarak kullanilan bu
teknikler yurdumuzda heniiz yenidir,Iste bu gercekten hareket ederek
ileride yapllacék aragtirmalara yol gbostermesi amaciyla,bu g¢alagma
yapilmigtir,Galigmamizdaskislik ekmeklik bugday(T.aestivum) gegit-
leri kullanmilarak,anter kiiltiriiniin basarasaimi sanirlandiran faktor-
lerden genotip,besi ortami ve anter donor bitkilerinin yetigtiril-

dikleri gevre isisa etkilerinin ortaya konulmasi,amaglanmigtir.

24 MATERYAL VE METODLAR

2els MATERYAL

Bu galigmada,bir kiiltir bitkisi olan T.aestivum (Bugday)'un
6 killtiir gegidi kullanalmigtir(Tablo 1).

Tablo 1, Calismada Kullanilan Bugday Qesitleri(l:1B/1R
Translokasyonlu Varyeteler,Orijinleri:USA,@:1B/1R
Translokasyonlu Varyete,Orijinit USSR),

Sire Nog Kod No: Kiltiir Gesitleri
1 Bwe2 Seri 82%//Veery™/sunbird
2 Bw.5 | Sumbird//Clement®/Alondra’
3 Bw.8 Cham-4/76529 A5-3
4 Bwe9 EGVD-14/Roshan
5 Bw.15 Hodhad®/Sudan®
6 Bwel7 Pavon 76(varyete)

Aragtirma materyalleri,diger bir ifade ile kaglak ekmeklik
bugday gesitleri X1CARDA ve*xCIMMYT'in aslah programlarindan alin-

migtir,

*ICARDA; International Center For Agricultural Research in Dry
Areas, Halep/SURIYE

xxCIMMYT; International Maize and -Wheat Imprdvement Center Meksiko city
MEKSIKA |
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2.2 METODLAR
2e2ele Donor Bitkilerin Elde Edilmesi

Aragtirmada kullanilan anterlerin alindigi donor bitki to-
humlari,dnce petri kutular}nda gimlendirilmiglerdir, Tohumlar g¢im-
lenir gimlenmez ig¢inde 1l:1:1 oraninda toprek,c¢iftlik glibresi ve
kum karisimi bulunan saksilara gasirtilarak,uygun sera kogullarin-
da yetistirilmiglerdir(Resim 1).

Resim 1, Sera Sartlaranda Donor Bitkilerin Yetigtirilmesi

Burada bitkiler 2-3 kardegli hale geldiklerinde,2 hafta siire
ile vernelizasyona tabi tutulmuslardir,Vernelizasyon isleminden
sonra bitkiler iki gruba ayralmaslar ve bunlardan 1,grup glindiiz
18%-gece 12°C,2.grup ise 23°C giindiiz-17°C gece 1sisinz tabi tu-
tulmuglardir,Her iki durumda da uygulanan fotoperiyod 16 saat isik
ve 8 saat karanlaktar.Foioperiyod uygulamasinda glines 1gigina ek
olarak 5000 liix'lilk floresans lambalarandan yararlanilmistair,To-
humlaran ekiminden bagaklaran hasat edilmesine kadar olan yetigtir-

me periyodgdyaklaszk 8 hafte siirmiigtiir,
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26262 Bagzklaran Hasaet Edilmeleri

Bitkiler herglin kontrol edilerek,uygun devrede olan bagaklar
sabzh saatlerinde hasat edilmiglerdir.Hasat esnasinda Sekil 2'de

olan ve basagi saran kanin gaktaiZa birinci boZum(Sekil 2,bo.l)
arasindaki uzunluk(Sekil 2,C) ve basaklaran kalinliZi goz Oniinde
bulundurulmugiur.Ayraca mikrosporlarin gelisimi hakkinda bilgi ve-
ren morfolojik diger bir kriter de,basaZin ligula bdlgesindeki kan-
dan dagsari c¢ikan aristalar (kilciklar) olmustur(Sekil 2).Anter kiil-
tiri igin uygun olan bagaklar 2,bogumdan (Sekil 2,b0.2) kesilerek
iginde su bulunan bir kavanoza konulmuslardir.
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§ek11 2. Uygun Devredeki Bir Bagak (A:Bagagin Verimli Kisma
B: Pedisel,C: Kin Uzunlufu,bo.l: Birinei Bogum,bo,2:Ikinci
Bogum,Ki: Arista(kilgaklar),ba:Bayrak Yaprak).
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2e2¢3e On Uygulama

Hasat edilip iginde su bulunan kavanozlara yerlestirilén
bagaklar,inokulasyondan once +4°C de keranlakta 2-7 glin siireyle
muhafaza edilerek on isleme tabi tutulmuslardir{(Resim 2),

Resim 2, On Islem Igin Hazairlanmig Bagaklar

2e204s Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Anterlerin inokulasyonundan,bitkiciklerin elde edilmesine
kadar "Baglanglig Besi Ortama","Regenerasyon Besi Ortama',"Bitki
Gelistirme Besi Ortami" olmak lizere 3 farkli besi ortami kullanil-
maktadir.Her birinin hazairlanig yontemi aynidir.Besi ortamlaranin
hazarlanmasi sarasinda;Fe EDTA, AgNO Sucrose ve agarose gibi isa-
yve dayanikli kimyasal maddelerin karzglmlndan olugan Qozeltl,lzgc
1s1 ve 1 Atm, basinca ayarlanmig otoklavda sterilize edilmigtir,
Besi ortamlarainan bilesimlerinde yer alacak olan isiya dayaniksiz
diZer kimyasal maddeler de 0.45 mjluk por'lara sahip filire kagfa-
dindan siizlilerek sterilise edilmislerdir.Farkla sterilizasyon ig-
lemine tabi tutulan bu kimyasal g¢ozeltiler daha sonra birbiriyle
keraigtarilerak steril kogullarda petrilere bosaltalmaglardar,
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2+245¢ Anterlerin Inokillasyonu

SoZuk uygulamasindan sonra bagaklér,yaprak kainlarandan ayil-
larak,anterlerinin inokiilasyon ig¢in uygun devrede olup olmadiklari
kontrol edilmistir(Resim 3), Bu amegla bagaZin orta bolgesinde bu-
lunan bir spikuls (basskgik)'ya ait olan anterlerin,iizerinde 1 dam-
la % 1-2 asetokarmin bulunan lam lizerine konularak,ezme preparat
yontemiyle preparatlari hazirlanmis ve binckiiler altanda inceleh-

miglerdir, : i 5

Resim 3, Basaklaran Inokiilasyon Iglemi Icin Hazirlanmasi

Uygun devredeki mikrosporlare (Resim 4) sahip olan bagaklar
korunarak,digerleri atalmiglardir,Uygun devredeki bagaklar,%l.3 Na
hipoklorit (gamasir suyu) solusyonunda 3 dakika siireyle bekletile-
rek sterilize edilmiglerdir,Daha sonra,steril kosullarda bidestile
suyun iginden 2 kez gegirilmiglerdir,
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Resim 4, Uygun Devredeki Mikrosporlar

Baglangig¢ besi ortamlari I,IT,III,IV, olmak lizere farkli bi-
legimlerde hazzrlanmlslardzf.Ancak bunlardan I,IT,III notlu besi
ortamlari,anterlerin inokiilasyonu igleminde kullanilmiglardar(Tab-
lo 2,Resim 5,Resim 6), Bir bagaZa ait anterler,icinde yaklagsik
1® mlt baslangig besi ortami bulunan uygun biiylikliikteki (9-12cm)
petri kaplarina inokiile edilmiglerdir(Resim 7,Resim 8),Inokiilas-
yondan 10 giin sonra,anterlere zarar verilmeden II(yara-kati) ve
III(siva) no%lu besi ortamlaeri ayarlanabilir bir pipet yardimiyla
petrilerden alanarak yerlerine,iginde IAA(indol asetik asit) bulu-
nan ve 2,4-diklorofenoksi asetik asit) konsantrasyonu diisiik olan
IV (yara kati) no'lu baglangig besi ortami konulmustureAncak,kata
olan I no'lu baslanglg besi ortami deZistirilmemis aynen barakil-

mistair.



Tablo 2.
degistirilmistir)
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Baslangic Besi Ortamlara

(Murashige ve Skoog
(* sonuclari etkiledigi didsdnilen deqerler)

19262 " den

Kimyasal maddeler I I1I ITI Vv
mg/1 (kat1i) (yari kati) (sivi) (yari sivi)
Makro Elementler
KNO3 1200 1200 1200 1900
CaCl2.2H20 440 440 440 440
MgS04.7H20 370 370 S70 S70
KH2PD4 170 170 170 170
NH4ND3 165 165 165 165
Fe EDTA 65,1 65,1 69,1 < |
Mikro Elementler
MnS04.4H20 22y 22,3 22,3 PR
ZnS04.7H20 8.6 8,6 8,6 B,6
H3BO3 6,2 &, 2 6,2 5,2
KI 0,83 0,B3 0,83 0,83
CuS04.5H20 0,025 0,020 0,025 0,025
Na2ZMo04 .2H20 0523 0,25 0;25 Q25
AgNB3 10 10 10 10
Vitaminler
Biotine 0,4 0,4 0,4 0,4
Ascorbic acid 0,4 0,4 0,4 0,4
Nicotinic acid 0,4 0,4 0,4 0,4
Pyridoxine 0,4 0,4 0,4 0,4
Thiamine HC1 0,4 0,4 0,4" 0,4
Organik Elementler
Glutamine 750 720 790 750
Myo-inositol 100 100 100 100
Agarose 6000 X 2000 * = 2000
Sucrose 85500 85500 85500 85500
2,4-D 1 X% 2 % 4 X 0,5 %
18A = - = 2 %
pH 5.8 5,8 5,8 5,8




Resim 5, Laminar Akimli Steril Galigsma Kabinhi wve
I¢lerinde Besi Ortamlara Bulunan Kaplar

Resim 6, Laminar Akamli Steril Kabin Ig¢inde,
Bagaklardan Anterlerin Temini

Inokiilasyon esnasinda disi organlarin besi ortamina konulmama-
sina dikkat edilmigtir,Inokiillasyon islemi tamamlanmag olan petri kap-
lari, kontaminasyonu onlemek amaciyla,steril kabin iginde plastik ban-
dajlarle kepatilmiglerdir,
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Resim 7, Inokiile Edilmis Anterler

Resim 8, Inokiile Bdilmig Anterin Yakindan Goriintist

inokiilasyon islemi temamlanan kiiltiirler,2871°C de karanlik kosul-
larda inkilbasyona tabi tutulmuglardir(Resim 9),Inokiilasyondan 4 hafta
sonra ise,kiiltiir kaplarinda gozle bile rahatlikla gboriillebilen hiicre ya-
ginlara olusmustur(Resim 10),
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Resim 10. Anterlerin Uzerinde Hiicre YaZinlaranin Olusumu

Kiltir kaplari her hafta kontrol edilerek,l~2 mm lik biiyiikliige
erigen hiicre yiginlari,regenerasyon besi ortamina yine steril kabin
igerisinde alinmiglardir (Resim 11),



Tablo 3. Regenerasyon

- 0]

Besi Ortamai

Makro Elementler

KNO3
CaCl2.2H20
MgS04 .7H20
KH2P0D4
NH4ND3

Fe EDTA

Mikro Elementler

MnS04 . 4H20
ZnS04 . 7H20
H3BO3

KI
NaZMo04 . 2H20
CuS04.5H20
AgND3

Vitaminler

Biotine
Ascorbic acid
Nicotinic acid
Pyridoxine acid
Thiamine HC1

Organik Elementler

Glutamine
Myo—-Inotisol

Casein hydrolisat
Agarose

Sucrose

I1AA

Adjusted pH
{_ﬁ Uorlanms)

mg/1

1900
440
370
170
165
65,1

ONOND W
N U

[ T I B "

NOOO0WmN

O00O0C0CO
BbhBHB

750
100
250
6000
34200

5,8
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Resim 11, Regenerasyon Besi Ortamina Aktarilacak Hale Gelmisg

Embryoidlerin Goriinlsil

Hicre yaganlarinan transfer edildigi ve iglerinde "Regenerasyoh
Besi Ortama® bulunan kiiltiir kaplara,24 + 1°c de karanlakia 5 glin siirey-
le inkiibattrde bekletilmiglerdir(Tablo 3,Resim 12),

Resim 12, Regenerasyon Besi Ortamina Aktarilmig Bir
Embryoidin Goriinlisi
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Daha sonra embryoidler,kiiltiir orfami isisi ayni olmek suretiyle
5000 lux!liik bir 1gak ve 16 saat lik fotoperiyoda maruz barakil-
magslardar,Yaklasik 3=-4 hafta slire ile embryoidlerden bitkicikler
olusuncaya dek,kiiltiir kaplari burada birakilmislardir(Resim 13).

Resim 13, Embryoid'den Regenere Olan Bitkicik Taslaklari

Resim 14, "Bitki Geligtirme Besi Ortami '"na Aktarilmaya

Uygun Bitkicik
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Tablo 4. Bitki Gelistirme Besi Ortama

Macro Elementler

KNO3
CaCl2.2H20
MgS04.7H20
KH2FP04
NH4NO3

Fe EDTA

Micro Elementler

MnS04.4H20
ZnS04.7H20
H3BO3

KI

Naz2Mo04 .2H20
CuS504.5H20

Vitaminler

Biotine
Ascorbic acid
Nicotinic acid
Pyridoxine acid
Thiamine HC1

Organik Elementler

Glutamine
Myo—inositol

Sucrose
Agar

1AA
Adjusted pH

mg/1

1900
440
370
170
165 |

65,1

CONNDW

COOOCON
N ol

M W W W w

00000
FNTNI NN

730

100

20000

6000
0,5
5,8
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Yegil bitkicikler olusmeye bagladiktan sonra kiiltilr kaplari steril
kabin igine alanarak,bitkiciklerin daha iyi geligebilmeleri amaciy-
la iglerinde "Bitki Gelistirme Besi Ortami" bulunan tiiplere sasartil-

mislardar(Tablo 4.,Resim 14).
/I

242460 Bitkilerin Saksilara Sasirtilmasi

Bitkiler topraga dikilebilecek biiylikliiZe erigtiklerinde "Bitki
Gelistirme Ortama" ndan alinmislardir(Resim 15,Resim 16).Verimsiz ki-
saimlara temizlenip,gerekli budamalar yapilmis ve iglerinde 1:1:1 ora=
ninda toprak,kum,yanmig ahair giibresi karisim bulunan kiigiik saksilara
sagsirtilmiglardar,

Resim 15, Kultiir Gelistirme Odasinda Gelismelerini Siirdiiren
Bir Grup Bitkiden GOriiniig



Resim 16, TopraZa Sagairtilacak BiiyiikliiZe Erismis Bitkilerden

Ikisi

Bitkiler,sera gartlarana zlistiralmak amaczylas 1 hafta siireyle,
saksilaran lizeri ince bir plastik ile ortillerek,laboratuvarda bekle-
tilmislerdir,Daha sonrs sera sartlarina alistirilmislardar(Resim 17),

Resim 17, Sera Sartlarana Alinan Saksilanmig Bitkiler
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2¢2+7« Kolgisin Uygulamasa

Anterlerden olusan bitkiler goZunlukla monOploid'dirier.Bu '
nedenle de sterildirler.Bitkilerin verimli hale getirilebilmeleri,
diger bir deyisle diploid hale getirilebilmeleri igin,kolsisin uy-
gulamasi yapilmigtar.Bitkiler 3-4 yaprakli hale geldiklerinde bu-
lunduklari saksilardan gikaraldialar,kSkleri topraklarindan arain-
darilarak ugtan itibaren 3-4 cm lik kasamlari kesildi.Bitkiler bu
haliyle iginde % 0.1 1lik kol§isirit eriyigi bulunan bir kap igine
X6k ve govdeleriyle birlikte daldiralarak 22°C 1s1da 4 saat tutul-

dular.Daha sonra,su ile yikanarak yeniden saksilara dikildiler.

2e248s Verilerin DegZerlendirilmesi

Elde edilen verilerin deBerlendirilmesinde agafidaki formil-

lerden yararlanilmigtar.

E
%E = x 100
A
- ~ Eb
% Eb = X 100
E
Ao - P x 100
A !

#%0.1 kolsisin erigi hagirlamek igin; 1 gr.kolgisin iginde 20 ml%
DMSO(Dimethyle sulfoxihe) ve 0.3 mlt Tween 20 bulunan 1 1t saf suda

¢Oziindlrilmlstir,

E
A= Inokiile edilen ante&lerin toplam sayisi
100= Sabite |

Eb= Bitkicik olusturaﬂ embryoidlerin sayasi
“Yb= Yegil bitki sayisi

[}

Embryoid sayaisa
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3. BULGULAR
3.1ls ANTERLERDEN OLUSAN HUCRE YIGINLARI

Baglangig besi ortamina inokiile edilen anterlerin lizerin-
de olusan hiicre yiginlaranin mikroskobik incelenmesi sonucunda;em-
bryoid,yari embryoid ve kallus tipinde olusumlar olduklari saptan-
mlstlr(Sekil 3)e

Em\:rgo?c‘ Kallus Nan E”"’brgo-\é

Sekil 3, Uzerinde Hiicre YigZanlari Olugsmug Bir Anterin Goriintisi

Bunlardan embryoidt!lerin piirlizsiiz, diizglin gekilli ve genellik-
le kiiresel yapaya sahip olup,koleoptil olusgturduklari gorilmigtir
(Resim 12),Kalluslaran piiriizlii ylizeye sahip olduklari ve gevsek
hiicre yaganlarindan olugtuklari,yari~embryoid'lerin ise kallus ile
embryoid goriinlmii arasinda olduklara da ayraica saptanmigs bulunmak-
tadir (Sekil 3). '

3¢2¢ BUGDAYDA ANTER XULTURU UZERINE GENOTIPIN ETKISI

Kati besi ortami (baslangig besi ortami) lizerine inokiile
edilen 6 farkli genotip'deki bugday gesitlerine ait anterlerden
embryoid ve bitkicikler elde edilmig ve gegitler embryoid ve bitki

verimi bakimindan kargalastirilmislardir(Tablo 5)eTablo 5'de g20-

nin digerlerine oranla, gok dliglik oldugu ve bitki olusumu da godster-
medikleri saptanmistir,2 ve 6 no'lu bugday gesitlerinin ise , embryo-
id ve bitkicik olugturma bakimindan digerlerine oranla en yliksek .
frekansa sahip olduklari goriilmiistiir,
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2 no'lu bugday g¢esidi ise digerleriyle kiyaslandiginda en yliksek
embryoid verimi gisterdigi halde,embryoidlerden bitki regeneras-

yonu ve yesil bitki gelisimi orani ise en diigiilk degerdedir.

3,3, DONOR BITKILERIN YETISTIRIIDIGI GEVRE ISISININ
EMBRYOID OLUSUMU VE BITKiI GELISIMI UZERINE ETKISI

Donor bitkilerin yetigtirildigi ortam 1sisinin embryoid
verimi ve yesil bitki olusumu lizerine etkilerini aragtirmak ama-
ciyla bitkiler,sicaklifi ayarlanabilen seralarda yetigtirilmigler-
dir.1l ve 5 no'lu bugday cegitleri a uygulamasinda en yliksek embryoid
verimini(%28.0,%24.5) ve yesil bitki olusumunu(%22.4,%11.9) goster-
mislerdir(Tablo 6,Grafik 1). b uygulamasinda ise 3 ve 4 no'lu bug-
day gegitlerinin embryoid verimlerinin (%0.2,%2.0) gok dliglik oldu-
gu,bu nedenle de bitkicik olusturmadiklara saptanmistir.2 ve 6 no'lu
bugday gesitlerinin ise b uygulamasinda daha fazla embryoid verimi
(%13.4,%11.7) ve yesil bitki olusumu(%0.7,%3.3) gosterdikleri gbdz-

lenmigtir.

3.4, EMBRYOID OLUSUMU UZERINE BESI ORTAMININ ETKiSI

2 buZday gegidi ile yapalan kargilagtirmali denemede besi
ortaminin,embryoid verimi ve bitkicik olusumu lzerine etkileri in-
celenmistir.Elde edilen verilere gdre 6 no'lu bugday gegidinin,l
no'lu bugday g¢egidine gbre,kati besi ortama lzerinde hem embryoid
verimi(%ll.7),hem de toplam bitkicik olugsumu(%4.6) bakimindan dahe
listiin oldugu goriilmiistir(Tablo 7).Bunun yaninda ayni.gesidin,farkla
fiziksel yapidaki besi ortamlara lzerindeki durumu incelendiginde
ise 6 no'lu gesit,kati besi ortaminda en yliksek embryoid verimine
(%11.7) sahip olmasina ragmen,sivia besi ortaminda en yiiksek bitki-
cik regenerasyonu gostermigtir.l no'lu bugday c¢egidi de kata besi
ortaminda en yiiksek(%l0.1) sivi besi ortaminda en diigiik(%7.0) embr-
yoid verimi vermesine ragmen,sivi besi ortaminda en yiiksek oranda
(%444) yesil bitki olugumu sagladigil gdzlenmistir.l ve 6 no'lu ge-
notiplerin her ikisinin de kati besi ortami lizerinde,difer besi
ortamlaranda olduZundan daha fazla albino bitkiler lirettikleri
gbzlenmigstir(Tablo 7).



Tablo 5. BuZday Cesitlerinin Anter Kiiltiurindeki Performanslari
(Sera asisi 23°% gﬁndﬁz,l?oc gece,kullanilan besi ortami I(kati)

O | EMBRYO | % EMBRYO % BITKI REGENERASYON| %BITKI  OLUSUMU

% SAYISI | SAYISI FREKANS| | YESLLBITK ALBINOBITK TOPLAM

1|91(890)*| 10,1 44,1 3.4 05 42

2 | 81(606) | 134 13,6 07 1,1 18
B 1(512) 02 i : : -

4| 8(@es) | 20 | . . : i

5 |115(1063) | 108 374 |3 09 4,0

6| 86(734) | 117 395 33 13 46

X tnokule edilen toplam anter sayisi.

-OE-




Tablo 6. Embryoid ve Bitkilerin Olugumu izerine Anter Donor Bitkilerin
Yetigtirildikleri Gevre Isisainin Etkisi

SIRA | UYGULAMA | CEVREISISl | EMBRYOD | EMBRYOD BITKICK BITKI OLUSUMU (%)
NO (gunduzigece) SAYISI %) REGENERASYONU (% | YESIL | ALBNO | TOPLAM
a 18CH2G 80(286)* 28,0 80,0 224 0,0 22.4
1 b 2BCNTC 91 (8900 10,1 a1 a4 0,8 42
a 18CH2C 32445 7.2 a7 07 0,0 07
2 b 2BCNTC 81(606) 124 13,6 07 11 18
a 186126 35(939) 37 8.1 03 | oo 0.3
3 b BCNTC 1513 02 0.0 0.0 0,0 0,0
a 18CH2C 731209 61 16,4 0.9 01 1,0
4 b 23CHTC 8{395) 2,0 0,0 0.0 00 0.0
a 18CH26 141(576) 245 494 11,9 02 121
> b 23CNTC 151063 108 87,7 a1 09 4,0
a 18CH2C B4{706) a1 344 06 25 a1
6 b 23CNTC 86(734) 1,7 39,5 33 13 46

_-[E..
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Grafik 1. Donor Bitkilerin YetigtirildiZi Cevre Isalara

% Embryoid Frekansl
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(Sera 1sis: 23°C giindiiz,17°C gece)

Tablo 7. Buiday Anter XKilltiri Uzerine Katai,Yari Sivi ve Sivi Besi Ortamlarinin Elkisi

% BITKICIK

SIRA BESI | EMBRYOID | % EMBRYOID %BITKI  OLUSUMU

" NO ORTAMI | SAYIS| SAYISI | REGENERASYONU | YESIL  ALBINO  TOPLAM
KATI 91 (890) 10,1 41,1 3.4 08 42
1 YARISIVI | 38 (413) 9,2 342 2.4 0,7 31
S 35 (496) 7.0 74 4.4 06 5,0
KATI 86 (734) * 11,7 395 33 13 46

6 YARISVI | 36 (629) 57 61,1 25 0.9 34
S 22 (476) 48 63,6 27 0.2 29

—EE-
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4. SONUCLAR VE TARTISNMA

4,1, ANTERLERDEN OLUSAN HUCRE YIGINLARI

Baglangig besi orfamlna inokiile edilen anterler izerinde,
embryoidlerle birlikte embryoid-kallus ve kallus hiicre yaginlara
"da olugmugtur.Régenerasyon besi ortamaina bunlaran her ligliniin de ak~-
tarilmasina ragmen,sadece embryoidler regenere olmug,digerleri ge-
ligme gbstermemiglerdir.Bu nedenle de tablo'larda kallus ve kallus-
embryoid verilerine yer verilmemigtir.Yapmigs oldugumuz ¢aligmada,
sadece embryoidlerin verimli,digerlerinin verimsiz olmasi bunlara
meydana getiren hiicrelerin farkla olabilecegi dliglincesini ortaya
¢ikarmaktadir.HUANG(1984b),hiicre yaZinlarinin farklailagmasi ve ya-
pisi lzerine yaptigar aragtirmalarda,embryoidlerik;stoplazmaca zen-
gin,iyi geligmigs mitokXondri ve plastidlere sahip hiicrelerin meydana
getirdigia';Z veya 3 katmandan olugtuklarini,bu nedenle de farklala-
gsarak kvk ve gdvdecik olugturma kabiliyetine sahip olduklarini géz-
lemigtir.Kallust'laran ise,blylik nukleus'lara sahip hiicrelerden mey-
dana geldiklerini,farklllasmadlklarlnl ve regenerasyoh besi ortami-
na aktarildaklaranda dejenere olduklarini bildirmistir(HU AND HUANG
1987).Diger taraftan anterin anatomik yapasi gtz Oniine alindiginda;
anter lizerinde farkli yerlerde bulunan hlicrelerin,besi ortami veya
inkiUbasyon kogullarandan farkli gekilde etkilenebilecegi dliglincesi,
bir anter tzerinde embryoid,embryoid-kallus ve kallus olugumlarinin

nasil meydana geldigZinin bir yanati olabilir,
442, BUGDAYDA ANTER XULTURU UZERINE GENOTIPIN ETKISI

Yapilan denemeler sonucunda,donor bitki genotiptlerinin
anter kiiltir galaismalarainda yesil bitki olugturma bakimindan gos-
terdikleri varyasyon,anter kiiltiri tekniginin bitki aislah program-
laranda genis olarak kullanimini sanarlandiran en dnemli faktordir,
Bu varyasyonun genotip-gevre iligkilerinden dolayi ortaya gikebile-~
cegi agaklanmaktadar(LAZAR ET AL.,1984;SIMONDS 1989).DiZer taraftian,
haploid bitkilerin elde edilmesindeki agamalar olan embryoid olugu~-
mu,bitki regenerasyonu ile yesil bitki gelisimi genetik olarak bir-
birinden bagimsiz gen yada genler tarafindan kontrol edildifine da-
ir bilgiler olup(LAZAR ET AL.,,1984;DEATON ET AL.,1987;SZAKACS ET AL.,
1988),elde ettifgimiz sonuglar da bu durumu teyit etmektedir,
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1 no'lu aragtirma materyali 2,5 ve 6 no'lu gesitlere nazaran dsha
az miktarda embryoid olugturmasina kargin,yliksek degerde bitki re-~
generasyonu ve yegil bitki olugumu saglamigtir.Diger taraftan 2
no'lu gesidin embryoid verimi,en yliksek olmasina ragmen;bitki re-
generasyonu ve yesil bitki geligimi difer gesitlere gire diigiik ol-
mug tur(Tablo 1,Tablo 5).Bunun yaninda 1B/1R translokasyonlu kromos=:
zomlara sahip olan genotiplerin yegil bitki olugturma kabiliyetle-
rinin daha fazla oldugu,ayrica bu kromozoma sahip buZday gegitle-
rinde pas ve kiilleme hastaliklarina dayanaiklalaik oldugu ve bu bit-
kilerin bulunduklari ortama adaptasyon yeteneklerinin de yiiksek
oldugu bildip;lmistir(RAJAREM ET AL.,1983;HENRY AND DE BUYSER 1985;
AGACHE ET AL.,1989).Arastarmada kullanilan 1,2 ve 5 no'lu donor
bitkilerin embryoid,bitki regenerasyonu ve yegil bitki olugsturma
yeteneklerinin ortaya gikmasini saglayan genleri translokasyon yo-
luyla icerdikleri bilinmektedir.Incelenen bitkilerden translokas-
yonlu olanlaran,yesil bitki verimi bakimindan translokasyonsuz or-
neklere oranla daha yillksek degerler gbosterdikleri saptanmagtair
(Tablo 5)eAncak translokasyonsuz bir Srnek olan 6 no'lu genotipin
deneme sonunda meydana getirdigi toplam bitkicik sayisinin(%4.6),
digerlerine gdre en yiiksek oldugu ve yukaridaki ifadeye ters dlig-
tUgli gorilmiigtir.Bu durum bir deney hatasi mi,yoksa 6 no'lu gegi~-i..

din gergekten genotipinden mi kaynaklandiZa tartigmaladar,

4.3. DONOR BITKILERIN YETISTIRILDIGI GEVRE ISISININ
EMBRYOID OLUSUMU VE BITKI GELISIMI UZERINE BTKISI

Yesil bitkilerin geligiminin,donor bitkilegin.yetistiril~f,;
digi gevre kogsullariyla iligkili oldugu; diligiik sicakliklarda ye-
tigtirilen donor bitkilerden elde edilen anterlerin daha fazla em~
bryoid olugturduklari,bunun yaninda albino bitki sayisinin da digiik
oldugu belirtilmigtir(SIMONDS 1989).1,2,3 no'lu gesitler 18°C de
hi¢ albino bitkicik olugturmadaklari halde,23°c de albino bitkiler
gozlenmistir.6 no'lu bugday gesidi ise yukaradaki sonucun tam ter-
sini gostermigtir,Buna gdre; embryoid olusumu iizerine,siacaklak
faktorii ve genotipin kargilikla étkilegim iginde olduklari anla-
silmgtair(Tablo 1,Tablo 6).Literatiir bilgisiyle de uygunluk gos-
termektedir(SIMONDS 1989).Genotip-gevre iligkisinin varliga,her
genotipin istedifi sicaklaik istefinin farkli oldugu gérgegini or-

taya koymaktadar,

-
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4.4, EMBRYOID OLUSUMU UZERINE BESI ORTAMININ ETKISI

Bugday anter kiiltiiriinde,embryoid verimi lizerine kati besi
ortaminin,diger yara~kati ve savi besi ortamlarina nazaran daha iyi
sonuglar verdigi gdriilmils olup(Tablo $) benzer duruma Tiitliin ve Piring
ile yapilan galagmalarda da rastlanmigtir(SUNDERLAND AND ROBERT 1977;
CHEN ET AL.,1980;HENRY AND DE BUYSER 1981), |

Sava besi ortamlari,kiiltiir kaplarinin bir yerden diger bir
yere taginmasaindaki zorluklar ve cok kolay kontamine olabilmeleri
gibi nedenlerle kati besi ortamlarina nazaran olumsuzluklar iger-
mektedirler.Fakat kata besi ortamlaraina gbre olumlu ydnleri de bu-
lunmaktadir.Sivi besi ortamlari;tuz(YE ET AL.,1987) PH,CaCOB(kireg)
gibi maddelere dayanaiklia bitki formlarinin elde edilebilmesine iz,
mikro ve makro bési elementlerinin’ olumlu ve olumsuz etkilerinin in
incelenmesine olanak saglamalara nedeniyle tercih edilmektedirler.
Anter inokille edilmig sivi besi ortamlari gerektiginde bir pipet
yardimiyla alinarak,yerine ¢gesitli amag¢larla yeni besi ortamlara
konulabilmektedir.Bu ise bilimsel g¢aligmalarda g¢esitli kolaylaklar

saglamaktadair.
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