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OZET

CAVDARDA (Secale cereale L.) ANTER KULTURUNDE PLOIDI, ON ISLEM VE
BESIi ORTAMI iCERIGININ ETKiSi

Bu aragtirmada, c¢avdarda anter kiiltiirlinde ©&nemli bir problem olan rejenerasyon
kapasitesinin farkli uygulamalarla arttirilmasi amaglanmistir. Diploid ve tetraploid kiiltiir
cavdarma ait anterlerin in-vitro kiiltiirtinde, farkli uygulamalarin kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna etkisi belirlenmeye ¢aligilmisgtir.

Denemede kiiltiir ortami olarak modifiye edilmis Ny ortam1 kullanilmistir. Arastirma tesadiif
parsellerinde 20 tekerriirlii faktoriyel deneme desenine gore kurulmustur. Faktor olarak 6n
islem [soguk uygulanmis (1 hafta +4 °C’de karanlikta bekletme) ve uygulanmayan], ploidi
[diploid ve tetraploid (Secale cereale L.) ], karbon kaynaklar1 (120 g/l maltoz ve 90 g/l
sakaroz) ve hormonlar (2 mg/I 2,4-D, 0.5 mg/l kinetin ve 1 mg/l IAA) uygulanmistir.

Tarla sartlarinda yetistirilen ¢avdar basaklarina ait anterler, bayrak yapraktan kilgiklarin
goriindiigii donemde alinmis ve besi ortamlarina ekilmistir. Ornekler 16 saat aydinlik / 8 saat
karanlik olacak sekilde 2000-2200 lux arasinda degisen aydinlatma kosullarinda 22 °C’de
tutulmustur.

Aragtirma sonuclarina gore varyans analizi, MSTAT-C paket programinda yapilmis, anter
tepki oran1 ve kallus oranina ait yiizdeliklere a¢1 transformasyonu uygulanmistir.

Aragtirma sonucunda 6n islem uygulamasiin anter tepki orani, kallus olusumu ve kallus
biiyiikliigii iizerine 6nemli etkisi belirlenmistir. Soguk uygulamasi anter tepki orani ve kallus
biiylikliiglinii azaltmig, kallus oranim ise arttirmistir. Yine, soguk uygulanmis anterlerden
olusan kalluslarda kok gelisiminin soguk uygulanmayanlara gore daha fazla oldugu ortaya
konulmustur.

Ploidi seviyesinin anter tepki orani {izerine istatistiksel olarak onemsiz, kallus olusumu ve
kallus biiylikliigii lizerine ise 6nemli etkileri belirlenmistir. Nitekim tetraploidlerde kallus
biiylikliigli ve kallus olusturan anter orani diploidlerden daha fazla, tepki gdsteren anter orani
ise daha diisiik bulunmustur.

Karbon kaynaklariin incelenen ii¢ Ozellik (anter tepki orani, kallus orami ve kallus
biiylikliigli) tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmus ve maltoz kullanildiginda
kallus oran1 ve kallus biiyiikliigii artmis, anter tepki orani ise azalmistir.

Denemede ele alinan hormonlarin tepki gosteren anter orani ve kallus biiylikligii iizerine
etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Incelenen 6zellikler (anter tepki orani, kallus
orant ve kallus biiyiikliigli) tizerine 2,4-D ve IAA in etkileri benzer olmus ve aralarinda
onemli fark tespit edilmemistir.

Incelenen tiim faktdrlerin (6n islem x ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon) birbirleriyle olan
interaksiyonu istatistiksel olarak 6nemli olmustur. Buna gore, arastirmada transforme
olmayan degerler dikkate alimdiginda, tepki gosteren anter orami % 27.00-97.50, kallus
olusturan anter oram1 % 13.00-28.00, kallus biiytlikligi ise 1.03- 6.03 mm arasinda
degismistir.

ANAHTAR KELIMELER : Cavdar, anter kiiltiirii, kallus, haploid bitki
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ABSTRACT

EFFECT OF PLOIDY, PRE-TREATMENT AND CONTENT OF NUTRIENT
MEDIA IN ANTHER CULTURE OF RYE (Secale cereale L.)

The objective of this research is to enhance regeneration capasity which is an important
problem for anther culture in rye by applying different treatments. The effect of different
treatments on callus induction and plant regeneration in in vitro culture of anthers from
diploid and tetraploid true ryes was evaluated.

In study, modified Ny medium used as culturing medium. Study was designed as factorial
trial desing of 20 repetition on randomised plots. As factors, pre-treatment [cold treated
(incubation at 4 °C for a week in the dark) and non-cold treated], ploidy [diploid and
tetraploid (Secale cereale L.)], carbon sources (120 g/l maltose and 90 g/l sucrose) and
hormones (2 mg/1 2,4-D, 0.5 mg/l kinetin and 1 mg/l IAA) were treated.

Anthers from rye spikes which were grown in the field were isolated when the spines of the
flag leaf appeared and placed onto nutrient media. Patterns were incubated at 22 °C in 16 h /
8 h day/night photoperiod and light conditions which were 2000-2200 lux.

Analysis of variance according to results of research was made using statistically package
programme MSTAT-C, for ratio of anther response and callus, percentages were transformed
to arcsin \P.

In this study it was determined that the effect pre-treatment was an important factor on
anther response ratio, callus induction and callus size. Both anther response ratio and callus
size decreased with cold treatment whereas callus ratio increased with cold treatment.
Moreover results showed that the root formation at calli formed from anthers which cold
treatment were applied was greater than that of non-treatment.

While effect of ploidy level on anther response ratio was found to be statistically non
significant and that of callus formation and callus size was statistically significant. Likewise,
callus size and anther ratio forming callus in tetraploids were higher than that of diploids, but
anther response ratio in diploids was lower than that of in tetraploids

Effect of carbon sources on three characteristics (anther response ratio, callus ratio and callus
size) examined was statistically significant and callus ratio and callus size increased when
maltose was used as carbon source, but anther response ratio decreased.

It was found that use of hormones were statistically significant on anther response ratio and
callus size. Effects of 2,4-D and IAA were similar for characteristics (anther response ratio,
callus ratio and callus size) examined in this study and there was no significant differences
between hormones used.

Interaction of all factors (pre-treatment x ploidy level x carbon sources x hormones)
examined in this study was statistically significant. According to this, when non-
transformed data were evaluated it was found in this research that the ratio of anther
response, anthers forming callus, and the size of callus were 27.00-97.50 %, 13.00-28.00 %
and 1.03-6.03 mm., respectively.

KEY WORDS: Rye, anther culture, callus, haploid plant
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1.GIRiS

Cavdar (Secale cereale L.), Secale cinsinin kiiltlire alinmis tek tiirii olup, sicaklik ve
nem istegi en diisiik olan tahildir. Cimlenme ve ilk gelisme dénemlerinde 0°'C’ de
gelismesini yavas da olsa siirdlirebilmektedir. Ayrica, bitki kar ortlisii olmaksizin
30°C gibi diisiik sicakliklara dayanabilmektedir (Kiin, 1988). Diinya’da cavdarin
ekim alant 7.5 milyon ha; verimi 261.1 kg/da; iiretimi 19.5 milyon tondur.
Ulkemizde ise ekim alan1 150 bin ha; verimi 184.7 kg/da; {iretimi 277 bin tondur.
(Anonymous, 2004).

Cavdarda 1slah calismalar1 diger bitki tlirlerinde oldugu gibi, basta seleksiyon ve
melezleme 1slah1 olmak tizere klasik yontemlerle yapilmaktadir. Ancak seleksiyon ile
istenilen ozellikleri kombine eden tek bir bireyin elde edilmesindeki olanaksizliklar,
melezleme 1slahinda ise yiiksek heterozigot kalitsal yapi, uzun generasyon siiresi,
uygun genetik Ozelliklere sahip melezlerin se¢iminin uzun zaman almasi, bagh
genler nedeniyle istenmeyen bazi Ozelliklerin dollere geg¢mesi ve melezleme
depresyonu nedeniyle kendilemenin engellenmesi gibi bir takim dezavantajlar ile

son derece uzun bir siireci gerektirmektedir.

Bitki 1slahgilart son zamanlarda, stabil verime sahip, kaliteli ve stres faktorlerine
genetik olarak dayanikli yeni g¢esitler gelistirmek tiizere modern teknikleri
(biyoteknoloji) kullanmaktadirlar (Bohorova, 1988; Skoric, 1993). Biyoteknolojinin
sinirlart ¢ok genis olup degisik uygulama alanlarimi i¢ine almaktadir. Doku kiiltiirii
genel bir deyim olup, izole edilmis bitki organlar1 (kokler, siirgiin uglari, embriyolar
vb.), anterler ve polen (haploidler {iiretiminde), kallus dokulari, hiicreler ve
protoplastlarin 6zel ve steril kosullarda kapali ve genellikle cam kaplarda ( in vitro)
yapay besi ortamlarina konularak biiylimeye birakilmasi seklinde tanimlanabilir. Bu
nedenle yontemin diger adlart “Mikro iiretim” veya “Aseptik kiltiir’diir

(Ingram,1980; Goniilgen, 1987).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri igerisinde haploid bitkilerin elde edilmesini saglayacak

1slah caligmalarina hizmet eden anter kiiltiirii ayr1 bir 6neme sahiptir. Anter kiiltiirii



teknigi ile mikrosporlardan haploid bitkilerin elde edilmesi organagenesis ya da
embriyogenesis yolu ile ger¢eklesmektedir. Klasik 1slah yontemleri ile kendilenmis
homozigot hatlarin elde edilmesi uzun yillar alan tiirlerde, anter kiiltiirii teknigi ile
elde edilen bitkilerin kromozomlar1 katlanarak daha kisa zamanda homozigot hatlar
ya da bitkileri elde etmek miimkiin olabilmektedir (Choo ve ark., 1985; Morrison ve
ark., 1986; Snape, 1989). Yine sitolojik arastirmalarda, melezleme 1slahinda
mutasyon 1slahinda ve aneuploid bitkilerin elde edilmesinde anter kiiltiirii teknigi

kullanilabilmektedir (Pierik, 1987; Er ve Canpolat, 1992; Ekingen, 1994).

Anter kiiltiiri teknigi ilk defa Datura innoxia (Guha ve Maheshwari, 1964)
bitkisinde basar1 ile kullanilmistir. Daha sonra konu ile ilgili arastirmalar hizla
yogunlagmis ve glinlimiizde 26 familyadan 60 cinse ait 171 bitki tiirlinde basarili
sonuclar elde edilmistir. Cin’de yapilan arastirmalarda anter kiltiiri teknigi
kullanilarak 81 celtik ve 20 bugday c¢esit/hatt1 ile 100 misir hatt1 gelistirilmistir. Yine
Avrupa’nin anter kiiltiirii yoluyla gelistirilmis ,ilk bugday ¢esidi ‘Florin’ ad1 ile tescil

edilmistir (Veilleux, 1994).

Anter kiiltiirii uygulamalarinin 6zellikle tahillarda bazi problemleri bulunmaktadir.
Bu teknigin yaygin olarak kullanilmasini engelleyen en onemli faktérlerden birisi
farkli genotiplerin anter kiiltlirline farkli reaksiyon gostermesidir. Yine, yapilan
arastirmalarda donor bitkilerin yetisme kosullari, mikrosporlarin gelisme devresi,
anterlerin kiiltiire alinmadan once veya sonra diisiik sicaklifa maruz birakilmasi ve
in-vitro kiiltiir ortam1 anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorler olarak ortaya
cikmistir (Fadel ve Wenzel, 1990; Yildirim ve ark., 1990; Flehinghaus ve ark. 1991;
Hatipoglu ve Geng, 1992; Daniel, 1993; Immonen, 1999; Dagiistii, 2002).

Bu calismada tetraploid ve diploid kiiltiir cavdarinda anter kiiltiirii teknigi
kullanilarak haploid bitkilerin elde edilmesi planlanmistir. Arastirmada farkl
uygulamalarin (6n islem, ploidi, karbon kaynagi ve biiyiimeyi diizenleyicileri)
embriyonik kallus olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Uygun ortamlar
belirlendikten sonra, ileride yapilacak calismalarla haploid bitkilerin oraninin

arttirtlmasina ¢alisilacak ve kolgisin uygulanarak homozigot bitkiler elde edilecektir.



Bu bitkiler, S. cereale x S. montanum melezlemelerinde kullanilarak, yem bitkisi

olarak degerlendirilecek yeni cesitlerin elde edilmesine calisilacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Haploid bitkilerin bitki 1slahindaki 6nemi anlasildiktan sonra, degisik bitki tiirlerinde
anter ya da polenlerin kiiltiire alinmasi iizerine ¢ok sayida arastirma yapilmustir. {1k
anter kiltliri ¢alismalar1 La Rue, Tulecke, Guha ve Mahashuari tarafindan
yapilmistir (Nitsch, 1983). Haploid tiretim caligmalarinin ¢ogunda sadece kallus elde
edilebilirken, bazilarinda ise embriyo gelisimi saglanabilmistir. Ik haploid bitkiler
Datura innoxia’da anter kiiltiiri yoluyla elde edilmistir (Guha ve Maheshwari,
1964). Daha sonra da Bourgin ve Nitsch (1967) tiitiinde haploid bitkileri elde etmeyi
basarmislardir. Kendine tozlasan arpa (Hordeum vulgare L. ), bugday (Triticum
avestivum L.) ve g¢eltik (Oryza sativa L.) gibi bitkilerin 1slah programlarinda
seleksiyon etkinligi ve zaman kazanci yoniinden Double Haploid (DH) bitkiler

kullanilmigtir (Jain ve ark., 1996).

Tahillarda anter kiiltiiri yoluyla yesil bitkilerin rejenerasyonunun olduk¢a zor
oldugu, yesil bitki rejenerasyonunun kompleks bir genetik sistem tarafindan kontrol
edildigi ve bu sistemin de gevresel faktorler tarafindan etkilendigi bildirilmistir
(Immonen ve Anttila, 1998; Zhou, 1996). In-vitro sartlarinda androgenesis ve
somatik embriyogenesiste c¢ekirdek ve stoplazmada bulunan genetik faktorler
onemlidir (Henry ve ark., 1994). Bugday iizerine yapilan bir ¢calismada, embriyo ve
kallus olusumuna ayr1 kromozomlar tizerinde bulunan genlerin etkili oldugu ortaya
konulmustur (Lazar ve ark., 1987). Yine, celtikte anterlerden ve olgunlasmamis
embriyolardan bitki rejenerasyonunun farkli genler tarafindan kontrol edildigi
bildirilmistir (Mikami ve Kinoshita, 1988). Nicotiana tabacum’da 1 anterden 20
haploid bitki iiretilmesine karsin, 10 bin bugday anterinden yalnizca bir bitkinin elde
edildigi ileri stiriilmiistiir (Straub, 1977). Knudsen ve ark. (1989), tarafindan farkl
arpa varyetelerin kullanildig1 bir ¢alismada, varyetelere gore kalluslardan embriyo
olusumu ve yesil rejenerantlarin oranimin 6nemli derecede farkli oldugu ortaya

konulmus ve tiim varyetelerde ortalama % 1.6 oraninda yesil bitki elde edilmistir.

Bitki genotipi androgenetik haploidlerin tesvikinde dnemli bir etkiye sahiptir (Johri

ve Rao, 1984). Androgenik kapasite lizerinde genotipin rolii misir (Petolino ve Jones,



1986), ekmeklik bugday (Bullock ve Baenziger, 1982; Liang ve ark., 1987,
Foroughi-Wehr ve Zeller, 1990; El Haddoury ve ark., 1993), ¢eltik (Abe ve
Futsuhara, 1986) ve tiitiinde (Hatipoglu ve Sakin, 1996) yapilan ¢aligmalarda ortaya

konulmustur.

Tirler arasinda, kallus veya embriyoidlerin rejenerasyon kabiliyetleri yoniinden
farklilik oldugu gibi, tiir icinde de farkliliklar goriilmekte ve genotipler yiiksek
tepkimeli, disiik tepkimeli veya duyarli-duyarli olmayan genotipler seklinde

isimlendirilmektedir (Dunwell ve ark., 1987; Larsen ve ark., 1991).

Androgenik cavdar haploidlerin tiretimi ilk olarak Wenzel ve Thomas (1974)
tarafindan bildirilmis ve anter kiiltiirii yoluyla ¢cavdarda double haploidlerin elde
edilmesi tlizerinde gilinlimiize kadar bir ¢ok ¢aligma yapilmistir (Wenzel ve Thomas,
1974; Thomas ve ark., 1975; Wenzel ve ark., 1977; Flehinghaus ve ark., 1991;
Daniel, 1993; Flehinghaus-Roux ve ark., 1995). Ancak cavdar, uygulanan islemlere
kars1 zor tepkime veren bir tiir oldugu i¢in, embriyonik kallus ve embriyoidlerin
orani ¢ok diisiik oranda kalmistir (Wenzel ve Foroughi-Wehr, 1990). Cavdarda anter
kiiltiiriinde elde edilen basar1 bir ¢cok faktore bagli olup, donor bitkinin genotipi bu
faktorlerin basinda gelmektedir (Wenzel ve ark., 1976; Bajaj, 1983; Milewska-
Pawliczuk, 1987; Flehinghaus ve ark., 1991; Guo ve Pulli, 2000). Cavdar iizerinde
yapilan bir ¢alismada, rejenerasyon oranmnin % 0.01-% 0.20 arasinda oldugu ortaya

konulmustur (Flehinghaus ve ark., 1991).

Farkli ¢avdar genotiplerinin ve kiiltiir ortamimin kullanildigi bir ¢alismada tiim
genotipler i¢in uygun tek bir ortam belirlenememistir. Arastirmada genotiplerin
ortama tepkisi farkli olmustur. Genotiplere gore kallus olusum oran1 % 0.00-% 11.94

arasinda degismistir (Rakoczy-Trojanowska ve ark., 1997).

Celiktas ve Hatipoglu (1997) tarafindan arpa iizerine yapilan bir ¢alismada kiiltiire
alman 14400 anterden tiim varyantlarin ortalamasi olarak % 0.27’lik bir tepki oram

elde edilmis ve bu oranin genotiplere bagl olarak % 0.00-1.31 arasinda degistigi

ortaya konulmustur.



Saidi ve ark. (1997), Triticum turgidum ssp. durum bugdayinda 17 genotip iizerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, haploid embriyolarin olusumunun 1726 ¢esidinde %
25.37°ye kadar ulastigin1 gostererek genotipin etkisinin 6nemli oldugunu ortaya

koymuslardir.

Anter kiiltliriinde basariy1 etkileyen en 6nemli faktorlerden biri de polenin gelisme
donemidir. izole edilecek anterin, polen tanesinin gelisme safhasi bakimindan en
uygun sathada olmasi gerekir. Bu safha ¢ok kisa bir zaman periyodunu kapsar ve
mayoz boliinme sonucu olusan tetrat ile baglar ve ilk polen mitozu ile biter. Bitki
genotipleri arasinda ve i¢inde c¢ok degiskenlik olmakla birlikte en yiiksek anter
tepkisi, polen tanesinin tek g¢ekirdekli oldugu donemde elde edilmistir. Yapilan
aragtirmalar da ilk polen mitozu civarindaki bir evrenin c¢avdarda androgenetik
olusum i¢in optimal oldugu ortaya konulmustur (Wenzel ve Thomas,1974; Thomas
ve ark., 1975; Flehinghaus-Roux ve ark., 1995) Yine, baz1 genotiplerde erken iki-
cekirdekli evredeki mikrosporlarin daha etkili oldugu bildirilmektedir (Lorenz,
1989). Diger taraftan He ve Quyang (1984), bugdayda anter Kkiiltlirlinde tek
cekirdekli evrenin diginda mikrospor kullanilirsa, albimizimin arttigint ileri

surmustur.

Arpa flizerinde yapilan bir arastirmada, basaklarin orta kisimlarinda bulunan
basakgiklara ait ¢igeklerden alinan anterlerin, anter kiiltliriinde haploid bitki tiretimi
icin uygun oldugu ortaya konulmustur (Huang ve Sunderland, 1982; Powell, 1988).
Yine ekmeklik ve makarnalik bugday genotiplerinde yapilan bir ¢alismada,
basaklarin orta kisimlarinda bulunan basakgiklara ait c¢igceklerden alinan anterlerde
orta ve ge¢ tek cekirdekli mikrospor doneminin kiiltiir icin uygun oldugu tespit

edilmistir (Gtirel ve ark., 1993).

Farkli indica celtik ¢esitlerinin kullanildig1 bir ¢alismada, en yiiksek kallus olusumu
i¢in en iyl mikrospor evresinin orta-tek ¢ekirdekli evre oldugu belirlenmis ve bu evre
basakg¢iklarin sarims1 yesil renk aldigr donem olarak tespit edilmistir (Shahjahan ve
ark., 1992). Yine, Yin ve ark. (1976), Japonica celtik ¢esidinde kallus olusumu i¢in

en iyl mikrospor doneminin geg¢-tek ¢ekirdekli evre oldugu ve basakgiklarin sarimsi



yesil renk aldig1 ve erkek organlarin uzunlugunun dis kavuzlarinin 1/2- 1/3 arasinda

oldugu donem olarak belirlemislerdir.

Cavdar iizerine yapilan bir c¢alismada yesil bitkilerin rejenerasyonunda anter
uzunluklarinin etkisi arastirilmistir. Arastirma sonunda 4.5 ve 5.5 mm uzunlugundaki
anterlerden yesil bitki elde edilememis fakat 5 mm uzunlugundaki anterlerden en iyi
yesil bitki rejenerasyonu gozlemlenmistir. Ayrica mikrosporlarin tek ¢ekirdekli bir

evrede daha uygun olduklarini da belirlenmistir (Immonen ve Anttila, 1998).

Afza ve ark. (2000) tarafindan Japonica ¢eltik ¢esidinde salkimin farkli kisimlarinin
kallus olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Arastiricilar farkli basakc¢ik
pozisyonlarinin, anterlerin kallus olusturabilme yetenekleri iizerine 6nemli derecede
etkili oldugunu bildirmislerdir. Alt kisimdan alinan basakg¢iklara ait anterlerden
kallus olusturabilme yetenegi % 20, orta kisitmda % 12, u¢ kisimlardan alinan
basakciklarda ise % 8 oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar asimilasyon
irlinlerinin, aminoasitlerin ve karbonhidratlarin basak¢igin alt kisimlarinda {ist
kisimlarina gore daha fazla bulundugunu ve bu durumun kallus olusum yetenegini
etkileyebildigini bildirmislerdir. Yine donor bitkilerde olusan hormonlarin
(endogenous) ve aminoasitlerin dagiliminin, farkli kisimlardan alinan anterlerin

kallus olusum yetenegini etkileyebilecegi Bei (1992) tarafindan bildirilmistir.

Anter kiiltiirii ¢alismalarinda basaga veya antere uygulanan belirli 6n islemler
mikrospor gelisimi iizerine olumlu etki yapmaktadir. Anter kiiltiiriinde etkili
yontemlerden birisi de soguk uygulamasidir. Anterler kiiltiire alinmadan belirli bir
siire soguk kosullarda muhafaza edildiklerinde polenlerden kallus olusumu
artmaktadir. Soguk uygulamasinin, mikrosporlarin daha uzun siire canli kalmasini ve
yaslanmasini geciktirdigi Bajaj (1983) tarafindan ileri siiriilmiistlir. Yine anterlerin
On isleme tabi tutulmasi ile zayif veya giiglii olmayan anterlerin ve mikrosporlarin
oldirildigl, boylece basaklarin kuvvetli ve canli mikrosporlarca zenginlestirildigi
(Vasil, 1980), androgenesis i¢in baslica aminosit ve proteinlerin serbest birakildigi ve
polen duvar1 yaslhiliginin gecikmesini sagladigi farkli arastiricilar tarafindan

bildirilmistir (Fang ve Liang, 1985; Xie ve ark., 1997; Kiviharju ve Pehu, 1998).



Tahillarda anter kiiltiiriinde, stres uygulamasinin gametofik gelismeyi engelledigi ve
mikrosporlarda polen embriyogenesisini tetiklemek i¢in gerekli oldugu ileri

stiriilmiistiir (Heberle- Bors ve ark., 1996).

Cavdarda androgenesisin sikligini arttirmak i¢in birgok calismada hasattan sonra
basaklara soguk uygulamasi yapilmistir (Thomas ve ark., 1975; Lorenz, 1989;
Flehinghaus ve ark., 1991; Daniel, 1993; Guo ve Pulli, 2000). Yine basaklara diisiik
sicaklik uygulamast celtik (Genovesi ve Maggill, 1979) ve arpa (Huang ve
Sunderland, 1982) bitkilerinde androgenesisi tesvik etmede olumlu bir faktdr olarak

bulunmustur.

Arpada farkli hat ve ¢esit kullanilarak yapilan bir ¢calismada anterlere 0, 7, 14, 21 ve
28 giin siirelerle +4 °C’de soguk 6n uygulamasi yapilmistir. Arastiricilar genotiplere
gore On uygulama siiresi degismekle birlikte, tepki gdsteren anter oran1 yoniinden 14
giinliik siirenin uygun oldugu bildirilmistir (Szarejko ve Kasha, 1991). Yine ¢avdar
tizerinde yapilan bir ¢aligmada en yiiksek yesil bitki rejenerasyonu 2-4 haftalik soguk
uygulamasindan elde edilmistir (Immonen ve Anttila, 1996). Diger taraftan Deimling
ve Flehinghaus-Roux (1996) ¢avdarda 1 hafta +4 °C’lik soguk 6n islem uygulamasini

Onermislerdir.

Farkli cavdar genotiplerinin kullanildig1 diger bir ¢calismada, tek ¢ekirdekli gelisme
dénemindeki mikrosporlari igeren basaklar 4 °C ve karanlikta su i¢inde 0-5 hafta siire
ile soguk oOn islem uygulamasina maruz birakilmistir. Arastirmada 1-4 hafta
arasindaki soguk On islem uygulamasi arasinda anter tepki orani yoniinden bir farkin
olmadig1 bildirilmistir (Ma ve ark., 2004). Yine, Lezin ve ark. (1996), farkli arpa
genotiplerini kullanarak yaptiklar1 bir calismada, 4 °C 14 giinlik soguk
uygulamasinin anterlerde kallus olusumunu ve buna baglh olarak yesil bitki
rejenerasyonunu arttiracagini saptamislardir. Yine, Saidi ve ark. (1997), farkh
makarnalik bugday genotiplerinde 3 °C ve 8 giinliik soguk uygulamanin tim

genotipler i¢in optimal oldugunu bulmuslardir.



Kiiltiirde kullanilan besin ortaminin yapisi, bilesimi ve oOzellikle icerdigi biliyiime
diizenleyici madde tipi ve konsantrasyonlari, tiim bitkilerde oldugu gibi ¢cavdarda da
anter kiiltiiriinden elde edilen basarty1 dogrudan etkileyen faktoérler arasinda yer
almaktadir. Genel olarak besin ortaminin kompozisyonu, inorganik besin maddeleri,
hormonlar ve seker olmak iizere {i¢ unsurdan olusmaktadir. Aralarinda ¢ok az
degisiklik olan White, Murashige ve Skoog, Laismaier ve Skoog, Blaydes, Nitch ve
Chu’nin makro ve mikro inorganik besin maddeleri bugiine kadar kullanilmakta

olup, bitki tiirlerine bagli olarak da bazi degisikliklere ugratilmistir.

Degisik tahil tiirleri i¢in en uygun ortami belirlemek zordur. Tirler veya hatta
genotipler, farkli besin ortamlarina ihtiya¢ duyabildiklerinden dolay1 genel bir oneri
verilememektedir (Giirel ve ark., 1992). Anter kiiltiirii tekniginde basariya
ulagilabilmesi i¢in optimum baslangi¢c ve rejenerasyon kiiltiir ortamlar1 se¢ilmelidir

(Dagiistii, 2002).

Tahillarda anter ve mikrospor kiiltiirlerinde yesil bitki rejenerasyonu onemli bir
problem olmustur. Arpa bitkisinde anter kiiltiirii i¢cin baslangi¢ ortamlar1 olarak
Patates Ekstrakt ortami 2, modifiye edilmis MS ve Ng ortamlar1 ¢ogunlukla
kullanilmaktadir (Jing ve Hu, 1987). Farkli ekmeklik bugday genotipi ilizerinde
yapilan bir ¢calismada izole edilen anterler 2 mg/l 2,4-D (2,4 diklorofenoksi asetik
asit) iceren modifiye yapilmis MS ortaminda kiiltiire alindiginda anterlerin

olusturdugu embriyoid yiizdesinin % 3.7-28.0 arasinda degistigi ve anterlerden elde

edilen yesil bitki yilizdesinin ise % 22.4 oldugu belirlenmistir (Lachermes, 1989).

Cavdar lizerine yapilan calismalarda biiyiime diizenleyicilerinin diisiik seviyelerde
veya hi¢ igermeyen modifiye edilmis N (Flehinghaus ve ark., 1991; Daniel, 1993) ve
190-2 ortami (Guo ve Pulli, 2000) kullanilmistir. Yine ¢cavdar da modifiye edilmis Ng
ortami kullanarak yapilan bir arastirmada 100 adet anterden 20 adet yesil bitki
rejenerasyonu elde edilmis ve baslangi¢ besi ortaminin komposizyonu degistirilerek

rejenerasyon oraninin artirilabilecegi ileri siirtilmiistiir (Flehinghaus ve ark., 1991).
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Farkli ¢cavdar inbred hatlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada anter kiiltiirli iizerine
ortamlarin etkisi arastirllmistir. Baglangi¢ ortami olarak modifiye edilmis iki Ng
ortami (CI ve CIP) ile patates ekstrath iki ortam (P2C ve P2I) kullanilmistir.
Genotiplere gore kallus olusumu iizerine ortamlarin etkisi farkli olmus ve genotip x
ortam interaksiyonu onemli bulunmustur. Arastirmada en yiiksek kallus orani Ng
ortamina dayandirilan CI ortamindan elde edilmistir (Rakoczy—Trojanowska ve ark.,

1997).

Silva ve ark.(1997) tarafindan yapilan bir calismada, anter tepki oraninin Ng
ortaminda (% 30.32) MS ortamindan (% 6.90) daha i1yi oldugu ortaya konulmustur.
L. temulentum lizerinde yapilan bir aragtirmada, modifiye edilmis LS-3 (Linsmaier
ve Skoog ) ortami ve Ng ortami kullanilmigtir. Aragtirmada anter tepki oranit Ng
ortaminda % 0.06, LS-3 ortaminda ise % 30 olarak belirlenmis ve L. temulentum’da
anter kiiltiirii i¢in LS-3 ortaminin daha uygun oldugu onerilmistir (Wang ve ark.,

2005).

Anter kiiltiiriinde bitki rejenerasyonunu ve kallus olusumunu etkileyen faktorler
arasinda sicaklik, kiiltiir ortam1 komposizyonu da (oksinler, aminoasitler ve karbon
kaynaklar1) yer almaktadir. Genellikle kallus olusumu i¢in yalniz basina ve
sitokininlerle beraber kullanilan oksinler [IAA (Indol asetik asit), IBA (Indol butirik
asit), NAA (Naftalin asetik asit), 2,4-D vs.]; hiicre boliinmesi, apikal dormansinin
degistirilmesi, kallus veya diger organlarda farklilasmanin saglanmasi amaciyla
sitokininler [kinetin, BAP (Benzil amino purin), zeatin vs.] ve nadirende olsa bitkinin
normal gelismesinin hizlandirilmasi amaciyla giberalinler, besi ortamina ilave
edilirler. Yalnz tek bir oksinin kullanimi yerine bitki biiylime diizenleyicilerinin
kombinasyonunun kullanilmasi daha iyi sonuglar verebilmektedir. Ciinkii BA (Benzil
adenin) c¢ok hiicreli gelismeyi saglarken, 2,4-D iki ¢ekirdekli polenin bozulmasini
azaltmakta ve NAA’de baslangi¢ kiiltiir evresinde androgenesisin frekansini tesvik
etmektedir. In vitro kiiltiir ¢alismalarinda besi ortammm en &nemli dgelerinden
birisini olusturan biiylime diizenleyicilerinin etkisi bitki tiiriine ve kullanilan

eksplanta gore degismektedir (Hatipoglu, 1993).
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Tahillarda anter kiiltiiriinde kallus olusumu i¢in bitki gelisme diizenleyicileri i¢inde
oksinler esastir. Kallus olusumu kiiltiir ortamindaki varolan oksinlerin tipi veya
seviyesi ile diizenlenebilir. 2,4-D embriyonik olmayan kalluslarin olusumunu ve hizl
hiicre ¢ogalimin1 tesvik ederken, IAA ve NAA direk androgenesisi tesvik
edebilmektedir (Ball ve ark.,1993).

Farkli kislik ve yazlik bugday cesitlerinin kullanildigi bir ¢alismada, 2,4-D ilave
edilen MS ortaminin anterde kallus olusumu {izerine olumlu etkisinin bulundugu
belirlenmistir (Dube, 1984.). Diger taraftan ekmeklik bugdayda modifiye edilmis Ng
ortamina 2 mg/l 2,4-D, 1 mg/l NAA ve % 9 (w/v) sakarozun ilave edilmesi ile polen

embriyoidlerin gelismesi saglanmistir. (Chu ve Hill, 1988).

Farkl1 arpa hat ve gesitlerine ait anterler farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren (2, 4,
6, 8 mg/l) Ny ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda tepki gosteren anter

oraninin genotiplere gore degistigi ve istatistiki olarak kallus olusumu {izerine 2,4-D

konsantrasyonlarinin etkisinin olmadigi belirlenmistir (Celiktas ve Hatipoglu, 1997).

Celtik iizerinde yapilan bir c¢alismada, Ng ortamma 4 mg/l 2,4-D eklenmesi
mikrosporlardan kallus olusumunu 6nemli 6l¢iide tesvik etmistir (Shimada ve ark.,

1999).

Kiiltiir yulafi (4Avena sativa) ve yabani yulaf (Avena sterilis) lizerinde yapilan bir
arastirmada, 2,4-D ve kinetinin etkileri incelenmistir. Her iki genotipte de embriyo
tiretimi 2,4-D’nin yliksek konsantrasyonlarinda (5-6 mg/l) elde edilmis, kinetinin
yiiksek konsantrasyonlari ise bozulmalara neden olmustur (Kiviharju ve Tauriainen,

1999).

Celtik bitkisinde yapilan bir ¢alismada, anterden kallus olusumu tizerine farkli oksin
konsantrasyonlarinin (2,4-D, NAA ve IAA) ve karbon kaynaklarinin (maltoz ve
sakaroz) etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda kallus olusumu {izerine farklh
oksin konsantrasyonlarmin etkileri genotipe bagli olarak degismis ve oksinlerin

kallus olusumu i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. En fazla kallus olusumu 8 giinliik
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soguk uygulamasinda, 10.74 uM NAA ve 30 g/l maltoz iceren ortamda elde
edilmistir (Trejo-Tapia ve ark., 2002).

Besin ortaminin karbonhidrat ihtiyacin1 temin etmek ve ortamin ozmotik basincinin
ayarlanmasi amaciyla ilave edilen sekerin miktari, bitki genotipine bagh olarak anter
tepkisini etkileyebilmektedir. Yiiksek diizeyde kullanilan seker, enerji kaynagi olarak
solunumu ve metabolik aktiviteyi hizlandirarak, hiicre boliinmesi ve embriyoid
olusumunu artirmaktadir (Kandeler, 1987). Bununla birlikte, sekerin anter kiiltiirtinde
diploid hiicrelerin bdliinmesini engelledigi, buna karsilik haploid hiicrelerin

boliinmesini tesvik ettigi ileri siirtilmiistiir (Vidalie, 1984).

Mikrospor embriyogenesisinde karbon kaynaklari 6nemli rol oynamaktadir. Ortamda
sakarozun diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi durumunda yesil bitkicik liretiminin
organogenesis yoluyla meydana geldigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise dogrudan
embriyogenesisin olustugu bildirilmistir (Sorvari ve Schieder, 1987). Genel olarak %
6-12 arasindaki sakarozun uygun oldugu belirlenmistir (Vasil, 1980). Daha 6nceki
calismalarda sakaroz en cok kullanilan karbon kaynagi olmasma ragmen, son
zamanlarda arastiricilar maltoz gibi diger karbonhidratlari da kullanmaya
baslamiglardir (Hu ve ark., 1991). Arpada anter kiiltiiriinde sakaroz yerine maltozun
kullanilmastyla rejenerasyon oraninda 6nemli artigin meydana geldigi Hunter (1987)
tarafindan bildirilmistir. Tahillarda maltozun embriyo gelisiminin arttirilmasinda ve
yesil bitki rejenerasyonunda onemli bir etkiye sahip oldugu Kuhlmann ve Foroughi-

Webhr (1989) tarafindan ileri siiriilmiistiir.

Cavdar iizerinde yapilan bir ¢alismada, karbonhidrat kaynaklarimin (sakaroz ve
maltoz) farkli konsantrasyonlari, sicaklik uygulamalar1 ve katilagtirma maddelerinin
etkileri incelenmistir. Baglangi¢ ortaminda maltozun olumlu bir etkisinin oldugu
belirlenmistir. En yiiksek rejenerasyon orani, 120 g/l maltoz ve 90 g/l sakarozda elde

edilmistir (Flehinghaus ve ark., 1991).

Triticale {lizerine yapilan bir ¢aligmada haploid bitki olusumu iizerine farkli ortam ve

karbonhidrat kaynaklarinin (maltoz ve sakaroz) etkisi arastirilmistir. Arastirma
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sonucunda embriyoid olusumu % 0.00-11.90, yesil bitki rejenerasyonu ise % 0.00-
0.88 arasinda degismistir. En fazla yesil bitki rejenerasyonu maltoz uygulamasindan

elde edilmistir (Marciniak ve ark., 1998).

Arpada farkl kiiltiir ortamlarina (MS, Ng ve NN) 2,4-D, kinetin, BAP, NAA, maltoz
ve sakarozun degisik konsantrasyonlar1 eklenmis ve en yiiksek bitki rejenerasyonu
MS ortamina 2.4 umol/l kinetin, 4,4 umol/l BAP, 2.7 umol/l NAA, 87.7 umol/l

sakaroz ilave edilmesiyle saglanmistir (Dedicova ve ark., 1999).

Cavdar iizerinde yapilan galigmalarda anter kiiltiirtinde % 6, % 9 ve % 12 maltoz
seviyeleri kat1 kiiltlir ortamlarinda kullanilmistir (Flehinghaus ve ark., 1991; Daniel,
1993; Rakoczy-Trojanowska ve ark., 1997). Cavdar iizerinde yapilan farkli bir
arastirmada, mikrospor embriyogenesisi ve bitki rejenerasyonu i¢in en uygun seker
konsantrasyonunun % 6’lik maltoz oldugu belirlenmistir (Guo ve Pulli, 2000). Yine
Ma ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢cavdarda en fazla kallus olusumu
ve yesil bitki rejenerasyonu sirasiyla % 6 ve % 9’luk maltoz seviyesinde tespit

edilmistir.

Farkli ekmeklik bugday varyetelerinin kullanildigi bir calismada genotipin etkisi,
basaklara 6n islem uygulamasi, ortamin ve ortama ilave edilen karbon kaynaklarinin
etkisi incelenmistir. En yiiksek kallus olusumu, basaklara 2 hafta 4 °C 6n islem
uygulamasindan elde edilmis, genotipler arasinda kallus olusumunda Onemli
farkliliklar belirlenmemis ve c¢esitler arasindaki kallus olusumu % 3-7 arasinda
degismistir. Ortama ilave edilen karbon kaynagi olarak sakarozun uygulanmasi,

kallus olusumunda 6nemli bir artis saglamistir (Dagiistii, 2002).

Androgenesisi kontrol eden en Onemli faktorlerden birisi de donor bitkilerin
fizyolojik kosullaridir (Vasil, 1980; Chen, 1988; Hatipoglu ve Sakin, 1996). Anter
alim zamaninda bitkilerin fizyolojik durumlari, anterdeki mikosporlarin sporofitik

potansiyelini etkilemektedir (Giirel ve ark., 1992).
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Donor bitkilerin yetisme kosullar1 da anter kiiltiirtinde etkili bir faktér olmaktadir.
Bitkilerin yetistirildigi donemdeki sicaklik, 151k yogunlugu, giinliik 1siklanma stiresi,
havadaki CO, konsantrasyonu ve bitkinin beslenme kosullar1 basta olmak iizere tiim
cevresel faktorler, bu bitkiden alinan anterlerden elde dilecek bagarty1 etkilemektedir

(Dodds ve Roberts, 1985).

Genelde arazide yetistirilen bitkilerin, bliylime odas1 veya serada yetistirilenlere gore
daha iyi donor bitkiler olduklar1 belirtilmistir. 20000 liix altinda yetisen bitkilerden
alan anterlerin tepkisi, daha diisiik 11k intensitesi altinda biiyiiyen bitkilerden daha
yuksektir (Giirel ve ark., 1992). Farkli arpa cesitleri kullanilarak yapilan bir
arastirmada arazide yetistirilen donor bitkiden alinan anterlerden meydana gelen
ortalama yesil rejenerantlarin oran1 % 22.80, biiylime odalarinda yetistirilen donor
bitkilerden alinan anterlerin olusturdugu yesil rejenerantlarin orani ise % 14.30

olmustur (Knudsen ve ark., 1989).

Kiiltiirlerin inkiibasyonu sirasindaki gece-giindiiz sicakligi, fotoperiyodik diizen, CO,
oran1 ve kiiltiiriin siiresi de anter kiiltiirinde basariy1 etkileyen faktorlerdendir.
Tahillarda anter Kkiiltiirii i¢in ortam sicaklign 20-26 °C arasinda degisim
gostermektedir. Genellikle karanlik aydinlik ortamdan daha etkili bulunmustur.
Ayrica fotoperiyot ve 151k intensitesi arastiricilara gore degisiklik gdsterebilmektedir

(Jing ve Hu, 1987; Li ve ark., 1991).

Kiiltiirde kullanilan besi ortaminin kati, sivi ve yar1 kat1 olmasi da anter kiiltiiriinde
basariyi etkileyen faktorler arasinda sayilmaktadir. Nitekim Zhou ve Konzak (1989),
bugday anter kiiltiiriinde sivi ortamlarin kallus uyarilmasinda daha iyi sonug
verdigini, ancak kati ortamlara gore daha diisiik oranlarda bitki rejenerasyonunu
saglandigini ortaya koymuslardir. Yine, farkli bugday ¢esidi ile gerceklestirilen anter
kiiltiiri c¢aligmalar1 sonucunda, kati besin ortaminin, yari-kati ve sivi besin
ortamlarina goére embriyoid verimi bakimindan daha iyi sonuglar verdigi Engin

(1991) tarafindan bildirilmistir.
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Kiiltiir ortaminda kallus olusumu {izerinde anterlerin yerlestirme yogunlugu da etkili
olabilmektedir. Kiiltiir ortaminda anter yogunlugunun fazla olmasi durumunda cansiz
mikrosporlarin kiiltiir ortamina toksik maddeler yayabildigi ve bu durumda uygun
mikrosporlarin gelismesini olumsuz yonde etkileyebilecegi Cho ve Zapata (1990)

tarafindan bildirilmistir.

avdar tizerine yapilan bir ¢alismada optimum kiiltiir yogunlugu i¢in cm”’de 1.5-2.
Cavdar tizerine yapilan bir ¢al da opti kiiltiir yogunlugu igi >de 1.5-2.0

arasinda anter bulunmasinin uygun oldugu ortaya konulmustur (Ma ve ark., 2004).

Besi ortaminin pH seviyesi invitroda biiylimeyi etkileyebilmektedir. 5.0-6.5 arasinda
degisen pH derecelerinin in vitro bilylime i¢in uygun oldugu kabul edilmektedir.
pH’1n 4.5°dan daha diisiik veya 7’den daha biiylik olmasi genellikle invitro biiyiime
ve gelismeyi tamamen durdurmaktadir (Hatipoglu, 1993). Yine besin ortaminin anter
kiiltlirii icin en uygun pH degerinin 5.6-5.8 arasinda olmasi gerektigi degisik
arastiricilar tarafindan ileri siiriilmiistiir (Stamp ve Meredith, 1988; Altamura ve ark.,

1992; Salunkhe ve ark., 1999).

Anter kiiltiirii ¢calismalarinda albino bitkilerin olusumu tahillarda énemli bir sorun
olusturmaktadir. Day ve Ellis (1984), ekmeklik bugdayda albimizime kloroplast
DNA’sinda bozulmanin sebep oldugunu ortaya koymustur. Yine albimizim sorunu
arpa (Jinhe ve ark., 1991) ve ekmeklik bugdayda (Zhou ve ark.,1991; Trottier ve

ark., 1993) uygun ortamlar kullanilarak ¢6ziimlenmeye calisilmistir.

Anter kiiltiiriinde diger bir olumsuzluk, anter dokularindan kaynaklanabilecek fenolik
bilesikler, biiyiime engelleyicileri ve bir takim toksik maddeler mikrospor gelisimini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Anter kiiltiirinde, kiiltiir sirasinda oksidasyon
olay1 da meydana gelebilmektedir. Oksidasyon olay1, oksijen ile fenolik maddelerin
birlesmesi olarak ifade edilebilir ve bitki dokularinda kararma meydana
getirmektedir. Oksidasyonu engellemek icin aktif komiir ortama ilave edilmekte ve
bodylece besi ortaminda olusan toksik bilesikleri absorbe etmekte, boylelikle hiicre ve
dokular1 bu zararli bilesiklerin etkisinden korumaktadir (Hatipoglu, 1993). Ayrica
embriyogenesisi engelleyen ABA (Absisik asit) absorbe edilerek kiiltiirde basari
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oranit artirilmaktadir (Johansson, 1983). Aktif komiir, aym1 zamanda besi
ortamlarinda 6nemli olan oksinleri de absorbe edebildigi i¢in, bu durumu da goéz
Oniline alarak ortama konulacak oksin miktarmin iyi ayarlanmasi gerekmektedir

(Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997).

Cavdarin anter ve mikrospor kiiltiirleri ile iliskili olan sorunlari; embriyonik kallus
olusumu, diisiik bitki rejenerasyonu ve yiiksek albino bitki oran1 oldugundan, degisik
teknikler bu sorunlarin ¢éziimlenmesine yardimci olabilmesi i¢in siirekli arastirilmali

ve optimum uygulamalar belirlenmelidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirmamizda, SDU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’ne ait arastirma
uygulama arazisinde yetistirilen tetraploid kiiltiir ¢avdar1 (Secale cereale L.), ve
diploid kiiltlir cavdar1 (Secale cereale L.) populasyonuna ait anterler kullanilmistir.

Arastirma, SDU’ye ait merkezi doku kiiltiirii laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.2. Metot

3.2.1. Denemenin Diizenlenmesi

Diploid ve tetraploid kiiltiir cavdarina ait tohumlar 2003 yil1 sonbaharinda (Ekim-
Kasim) 15 giinliik aralarla 3 farkli zamanda tarla kosullarina ekilmistir. 2004 yih
Nisan ay1 sonundan itibaren uygun bitkilerin anterleri ¢aligmada kullanilmigtir.
Arastirmada on islem uygulamasi, ploidi, karbon kaynaklari ile hormonlarin kallus
ve haploid bitki olusumuna etkileri belirlenmeye c¢alisilmis ve kullanilan modifiye
edilmis Ng ortami, Cizelge 3.2.2.1’e¢ goére olusturulmustur. Arastirma sonuclar

tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore analiz edilmistir.

3.2.2. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Modifiye edilmis N¢ ortami kallus olusumunu saglamak i¢in kallus olusum ortami ve
gelisme ortami olarak iki boliimde hazirlanmistir (Cizelge 3.2.2.1). Ortamda
kullanilacak inorganik maddeler ve organik maddelerinin 6nceden hazirlanmis stok
solusyonlart kullanilarak besi ortamlar1 hazirlanmis, ardindan kullanilacak olan
karbon kaynaklar1 (120 g/l maltoz ve 90 g/l sakaroz) (Flehinghaus ve ark., 1991) ve
hormonlar (2 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l kinetin ve 1 mg/l IAA) (Flehinghaus ve ark.,
1991; Daniel, 1993) uygun miktarda (Cizelge 3.2.2.2) bu ortama ilave edilmis ve pH
5.8’e ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan bu besi ortamlarina katilastirict madde

olarak agar, gerekli miktarda (Cizelge 3.2.2.1) ilave edilmis ve bu ortam iyice
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kanistirllip berrak renk alana kadar kaynatilmistir. Besi ortamlar1 kiiciik boy
kavanozlara (5 cm ¢apinda) 25 ml olacak sekilde dokiilmiis ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Daha sonra bu kavonozlar steril kabin icerisine konularak ortamin

katilagmasi beklenmis ve anterlerin dikimi i¢in hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.2.2.1. Modifiye edilmis Ng ortaminda kallus olusum ortami ve gelisme
ortaminin igerigi

Kimyasal Maddeler Kallus Olusum Ortami Gelisme Ortam
........................ mg/l......oooooiiiii
(NH4),SO4 463.00 231.50
KNO; 2830.00 1415.00
KH,PO4 400.00 200.00
MgS0,.7H,0 185.00 92.50
CaCl,.2H,0O 166.00 83.00
MnSO4.4H,0O 4.40 2.20
ZnS0O,4.7H,O 1.50 0.75
H;BO;3 1.60 0.80
KI 0.80 0.40
FeNa,EDTA.2H,0O 40.00 40.00
Glycine 2.00 2.00
Glutamine 160.00 320.00
Thiamine HCI 1.00 1.00
Pyridoxine HCI 0.50 0.50
Nicotinic acid 0.50 0.50
2,4-D # -
Kinetin # 2.00
IAA # -
........ T ) P PO UUUPRUPO
Sakkoroz # 20.00
Maltoz # -
Agar 5.00 5.00
Aktive edilmis karbon - 2.00
PH 5.8 5.8

# Cizelge 3.2.2.2’e gore konsantrasyonlar kullanilacaktir.
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Cizelge 3.2.2.2 Ploidi seviyeleri ve karbon kaynaklarina (maltoz ve sakaroz) gore
IAA, 2,4-D ve kinetinin konsantrasyonlar1

Ploidi Karbon Kaynag Hormon Konsantrasyonlari
Konsantrasyonlar (g/1) (mg/l)

2,4-D (2 mg/l)

Maltoz (120 g/1) Kinetin (0.5 mg/I)
e IAA (1 mg/)

Diploid Kiiltiir
Cavdar 2,4-D (2 mg/l)
Sakaroz (90 g/1)

(Secale cereale L.)

Kinetin (0.5 mg/1)

IAA (1 mg/l)

2,4-D (2 mg/1)

Maltoz (120 g/1) Kinetin (0.5 mg/1)
Tetraploid Kiiltiir 1AA (1 mg/l)
Cavdan 2,4-D (2 mg/1)
(Secale cereale L.) Sakaroz (90 g/l) Kinetin (0.5 mg/l)

IAA (1 mg/l)

3.2.3. Anterlerin Alinmasi ve On Islem Uygulamasi

Anter kiiltiirii ¢alismalarinda basar1 oranini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi,
donor bitkinin mikrospor gelisim sathasidir. Bu nedenle kiiltiire alma islemlerinden
once sitolojik incelemelerle anterlerde tek ¢ekirdekli mikrospor donemi belirlenmeye
calisilmigtir. Sitolojik incelemelerde asetokarmin teknigi kullanilmistir (Immonen ve
Anttila, 1998). Karinlanmadan itibaren her giin basak Ornekleri alinarak tek
cekirdekli donemin yaklasik olarak basaklarin morfolojik tanimlamasi yapilmaya
calisilmigtir (Sekil 3.2.3.1; Sekil 3.2.3.2 ve Sekil 3.2.3.3). Basaklarin orta

kisimlarinda bulunan basakgik igerisindeki anterlerin alinmasina 6zen gosterilmistir

Her genotipten uygun donemdeki basak ornekleri alinmistir. Bu basak 6rneklerinin
yarist dogrudan kiiltiir ortamina konulmustur. Diger yarisi, igerisinde su bulunan cam
kavanozlarda +4 °C’de 1 hafta karanlikta soguk islemine tabi tutulmustur (Immonen,
1999). Ornek basaklar sapli olarak almmus ve bayrak yaprak hari¢ diger yaprak

aksamlar1 uzaklastirilmistir (Immonen ve Anttila, 1999).
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&

Sekil 3.2.3.1. Mikrospor gelisme evreleri (a-tetrat donemi-erken donem, b-geg tetrat
dénemi-uygun donem, c-tek ¢ekirdekli donem-uygun dénem)

b c

Sekil 3.2.3.2. Diploid cavdarin basak donemleri (a-erken basak donemi, b-uygun

basak donemi, c-ge¢ basak donemi )

Sekil 3.2.3.3. Tetraploid ¢avdarin basak donemleri (a-erken basak donemi, b-uygun
basak donemi, c-gec¢ basak donemi)

3.2.4. Anterlerin Sterilizasyonu

Farkli uygulamalara tabii tutulan 6rnek basaklar, saf su ile yikandiktan sonra yiizey

sterilizasyonu ig¢in steril kabin icerisinde % 0.5 polyoxyethylenesorbitan monooleate
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(Tween 80) igeren % 1.2°1lik sodyum hypoklorit ¢ézeltisinde 20 dakika siire ile steril
edilmistir (Immonen, 1999). Daha sonra 5 kez steril saf su icinde yikanan
basaklardan izole edilen anterler, anter kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in hazir hale

getirilmigtir.

3.2.5. Anterlerin Besin Ortamina Alinmasi

Kallus olusumunun saglanmasi amaciyla kallus olusum ortaminda her uygulama igin

20 tekerriir olusturulmustur. Anterler, ig¢erisinde 25 ml besin ortami bulunan kii¢iik

kavanozlarda (5 cm ¢apinda) kiiltiire alinmistir (Sekil 3.2.5.1).

Sekil 3.2.5.1. Anterlerin dikim asamasinda ¢ikarilmasi

Kallus olusum ortami ic¢in her uygulamada kiiclik kavanozlara 10’ar adet anter
konulmustur (20x10=200 adet anter). Modifiye edilmis N¢ ortaminda her genotip i¢in
240 adet (2 o6n islem x 20 tekerriir x 2 karbon kaynagi x 3 hormon) olmak iizere

toplam 480 kavanoz kullanilmistir.

Tiim uygulamalarda, anterler karanlikta 4 hafta tutulmus ve daha sonra aydinlik
ortama tasmmustir. Kalluslar, gelisme durumlarina gére 12-14 hafta bu ortamda
tutulduktan sonra anterlerin kallus olusturabilme yetenekleri degerlendirilmis ve
olusan bu kalluslar cam deney tiiplerinde (14 cm boy, 2.5 cm c¢ap) alt kiiltiire

almmistir (Sekil 3.2.5.2). Alt kiiltiirler 3 giin karanlikta tutulduktan (Flehinghaus ve
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ark., 1991) sonra giindiiz/gece fotoperiyodunda 4-5 ay arasinda tutulmustur. Kok
olusturan ve gelisen bitkicikler, icerisinde 1:1 oraninda steril torf ve perlit karigimi
bulunan saksilara aktarilmig, bununla beraber bitkiciklerin sarsint1 ge¢irmemesi i¢in
dis kosullara aligtirarak iizerleri naylon torba ile kapatilmig, giinde iki defa
havalandirarak bu islem 5-6 giin tekrarlanmis bir hafta sonra torbalar tamamen

kaldirilmastir.

Sekil 3.2.5.2. Steril kabinde alt kiiltiire alma islemleri

3.2.6. Kiiltiir Kosullar:

Fotoperiyot: Tetraploid ve diploid kiiltiir cavdarlarinin alindig kiiltiir kaplari, kallus
olusumu icin 4 hafta (Giirel ve ark., 1993) ve alt kiiltiirler icin ilk 3 giin karanlik
kosullarda birakilmiglardir (Flehinghaus ve ark., 1991). Bunun disindaki biitiin
kiiltiirlerde 16 saat aydinlik- 8 saat karanlik fotoperiyot uygulanmistir ( Giirel, 1994;
Immonen ve Anttila, 1998).

Aydinlatma: Laboratuvar kosullarinda flouresan lambalar ile saglanmis ve
aydinlatma 2000-2200 lux arasinda degismistir (Gtirel ve ark., 1993).

Sicakhik: Kallus olusumu i¢in karanlik kosullarda kiiltiirler 25 °C’de tutulmus, alt
kiiltiirlerin karanliktaki ilk 3 gilinlik kiltiir sicakligt 27 °C olmus daha sonraki
aydinlik-karanlik kosullarindaki sicaklik 22 °C’ye disiiriilmistiir. (Flehinghaus ve
ark., 1991). Arastirmamizda kullanilan gelisme odasi Sekil 3.2.6.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2.6.1. Gelisme odasinin genel goriiniisii

3.2.7. Arastirmada incelenen Konular

Denemede ele alinan faktorlerin, baslangic ortaminda anter reaksiyon orani ve
rejenerasyon orani iizerine etkileri belirlenmistir. Yontem boliimiinde belirtilen siire
sonunda her bir anterin kallus olusturabilme yetenegi ve bu kalluslardan meydana
gelen albino ve yesil embriyoidlerin oran1 %’de olarak belirlenmeye g¢alisiimistir.
Ayrica uygulamalara gdére meydana gelen bitkiciklerin kromozom sayilar1 tespit
edilmeye calisilmistir. Rejenerantlarin kdk ucu kromozomlarinin incelenmesinde

Feulgen boyama metodunu kullanilmistir (Sagsoz ve ark., 1997).

3.2.8. Verilerin istatistiksel Analizi

Arastirma, tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore diizenlenmis ve
elde edilen veriler bilgisayarda MSTAT-C paket programi kullanilarak analiz
edilmistir. Onemli bulunan farkliliklarin, LSD veya Duncan ¢oklu karsilastirma testi
ile kontrolii yapilmistir. Anter tepki orani ve kallus oranina agi transformasyonu

uygulanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Tepki Gosteren Anter Orani

Tepki gosteren anter oranini belirlemede, gelisme gosteripte kallus olusturmayan ve

kallus olusturmus anterler kriter olarak ele alinmistir (Sekil 4.1.1).

Sekil 4.1.1. Kiiltiir ortaminda anterlerin gelisimi (a-kallus olusturanlar, b-gelismis
ancak kallus olusturmayanlar, c-gelisme gostermeyenler)
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Tepki gosteren anter oranina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.1 ve incelenen

faktorlerin anter tepki oranina (%) ait degerleri Cizelge 4.1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1.1. Cavdarda (S. cereale) tepki gosteren anter oranina ait varyans analiz
sonugclari

Varyasyon Serbestlik Tepki Gosteren Anter Oram
Kaynaklan Derecesi F Degerleri
On islem (1) 1 103.6345
Ploidi (2) 1 3.4987
Karbon (3) 1 78.6060
Hormon (4) 2 415127
1x2 1 49.4409"
1x3 1 3.2359
1x4 2 3.7995"
2x3 1 20.2550"
2x4 2 6.5279"
3x4 2 12.8833"
1x2x3 1 1.1698
1x2x4 2 0.8816
1x3x4 2 23.2332"
2x3x4 2 9.0021"
1x2x3x4 2 8.5898"
Hata 456
Genel 479

* %S5, ** % 1 seviyesinde dnemlidir.

On islemin etkisi

Anter tepki orani iizerine 6n islemin etkisi dnemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge
4.1.1). Ele alman faktorlerin genel ortalamasi olarak +4 °C’de 1 hafta siire ile
basaklarin karanlik bir ortamda tutulmasi kiiltiir ortamina konulan anterlerin tepki
oranini azaltmistir. Nitekim soguk uygulamasinda anter tepki oran1 % 63.72 iken, 6n

islem yapilmayanlarda % 76.74 olarak belirlenmistir (Sekil.4.1.2).

Ploidinin etkisi

Tepki gosteren anter sayisi lizerine ploidinin etkisi dnemli olmamistir (Cizelge
4.1.1). Ancak diploidlerde anter tepki orami daha yiiksek bulunmustur. Tim
varyantlarin ortalamasi olarak diploidlerde anter tepki oran1 % 71.42 tetraploidlerde

ise % 69.03 olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.3).
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Cizelge 4.1.2. Cavdarda (S. cereale) on islem, ploidi, karbon kaynagi ve hormon
uygulamalarinda anter tepki oranlar (%)

On Ploidi Karbon Hormon
: . o Genel Ortalama
Islem Seviyesi Kaynag 2.4-D Kinetin IAA Ortalama
Diploid Maltoz | 80.00 | 76.05' | 76.00 | 73.46' | 48.00 | 50.68' | 68.00 | 66.73'
Sakaroz 78.00 73.86 83.00 77.50 94.00 89.08 | 85.00 80.15
On Ortalama 79.00 74.96 79.50 75.48 71.00 69.88
Uygula | oploid | Maltoz | 87.50 | 81.81 | 87.50 | 81.74 | 73.00 | 69.57 | 82.67 | 77.71 | 81.08 76.74!
-masiz
Sakaroz 91.00 84.58 77.50 72.55 97.50 90.00 88.67 82.38
Ortalama 89.25 | 83.20 82.50 77.15 85.25 79.79
Divloid Maltoz 65.50 62.72 59.50 60.44 53.50 53.89 | 59.50 | 59.02
iploi
Sakaroz 89.00 81.18 81.00 75.94 87.00 82.28 85.67 79.80
Soguk | Ortalama 77.25 71.95 70.25 68.19 70.25 68.09
Dvsul 65.58 | 63.72
Yg‘i | Tetraploid | Maltoz | 60.00 | 59.14 | 27.00 | 37.15 | 72.00 | 68.01 | 53.00 | 54.77
-mali
Sakaroz 62.00 58.80 66.50 63.64 64.00 61.38 | 64.17 61.27
Ortalama 61.00 | 5897 | 46.75 | 50.40 | 68.00 | 64.70
Ortalamalar arasindaki ¢oklu karsilastirmalar sekil ve ¢izelgelerde ayrica verilmistir.
1: Transforme olmus degerler.
80+
g
5 70 —
g H On uygulamasiz
g § 601 O Soguk uygulamal
1
D
s 501
<
40

Sekil 4.1.2. Anter tepki oranina 6n islemin etkisi

On islem

Karbon kaynaklarinin etkisi

Anter tepki orani iizerine karbon kaynaklarinin etkisi istatistiki olarak Onemli

(p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.1.1). Karbon kaynag1 olarak maltoz kullanildiginda

anter tepki orani daha diisiik olmustur. Nitekim karbon kaynagina gore anter tepki

orani maltozda % 64.56 sakarozda % 75.90 olarak belirlenmistir (Sekil.4.1.4).
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Sekil 4.1.4. Anter tepki oranina karbon kaynaklarinin etkisi

Hormonlarn etkisi

Aragtirmada 3 farkli hormonun (2,4-D, kinetin ve IAA) anter tepkileri {izerine
etkileri incelendiginde, en yiiksek tepki orani 2,4-D uygulamasindan (% 72.27) elde
edilmis olup, bunu TAA (% 70.61) ve kinetin (% 67.80) izlemistir (Sekil 4.1.5).
Arastirmada kullanilan hormonlarin anter tepki oranina etkisi 6nemli (p<0.01)
bulunmustur (Cizelge 4.1.1). Ancak 2,4-D ve IAA uygulamasindan elde edilen anter
tepki oranlari arasindaki fark Oonemli olmamustir. Ayni sekilde kinetin ve IAA
uygulamasinda anter tepki oranlar1 sayisal olarak farkli olmasina ragmen bu fark

onemli bulunmamustir.
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Sekil 4.1.5. Anter tepki oranina hormonlarin etkisi

Faktérlerin interaksiyonu

Cavdarda on islem ve ploidi seviyesi arasindaki interaksiyon onemli (p<0.01)
bulunmustur (Cizelge 4.1.1). Dogrudan kiiltiir ortamina aktarilan anterlerde
tetraploidlerde tepki oram1 daha yiiksek oldugu halde (% 80.04) o6n islem
uygulandiginda bu oran ©nemli derecede (% 58.02) diismiistiir. Diploidlerde
basaklara kiiltlirden 6nce On islem uygulanip uygulanmamasi anter tepki oraninda
istatistiksel olarak fark yaratmamistir. Ancak tetraploidlerde soguk uygulama
yapilmasi anter tepki oranimnin % 80.04’den % 58.02’ye diigmesine neden olmus ve

istatistiksel olarak dnemli derecede farklilik gézlenmistir.(Sekil 4.1.6)

Denemede, 6n islem x karbon kaynaklari interaksiyonu dnemsiz olmakla birlikte
(Cizelge 4.1.1) anter tepki orami 6n uygulamasiz sakarozda en yiiksek, soguk

uygulamali maltoz kullaniminda ise en diisiik olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.7).

On islem x hormon interaksiyonu istatiksel olarak onemli (p<0,05) bulunmus
(Cizelge 4.1.1) ve anter tepki oranlart % 59.29-79.08 arasinda degismistir. Genel
olarak 6n islem uygulanmayanlarda her 3 hormon icinde anter tepki oranlar1 daha
yiiksek bulunmus ve bu oranlar, 2,4-D uygulamasinda % 79.08, kinetin
uygulamasinda % 76.31 ve IAA uygulamasinda % 74.83 olarak belirlenmistir. On
islem yapilmamis uygulamalarda kullanilan hormonlarin tiimiinde anter tepki oram

yoniinden farklilik bulunmamistir. Soguk uygulama yapilanlarda ise kinetinden elde
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edilen anter tepki oram1 Oonemli seviyede digerlerinden diisilk bulunmustur (Sekil

4.18).
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Sekil 4.1.6. Anter tepki oranina 6n islem x ploidi interaksiyonunun etkisi
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Sekil 4.1.7. Anter tepki oranina 6n islem x karbon kaynaklari interaksiyonunun etkisi

Denemede faktor olarak kullanilan ploidi x karbon kaynaklar: interaksiyonu dnemli
(p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.1.1). En yiiksek anter tepki orani diploid ve
tetraploidlerde sakaroz uygulamasindan elde edilmistir (sirasiyla % 79.97 ve %
71.82). Diploid ve tetraploidlerde maltoz kullanimi anter tepki oraninda benzer

sonuclar1 vermis ve bu gruplar arasinda farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.1.9).
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Sekil 4.1.8. Anter tepki oranina 6n islem x hormon interaksiyonunun etkisi
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Sekil 4.1.9. Anter tepki oranina ploidi x karbon kaynaklar1 interaksiyonunun etkisi

Ploidi seviyesine gore hormon uygulamalarinin anter tepki oranina etkisi, istatistiksel
olarak dnemli (p<0.01) seviyede degisiklik gostermis (Cizelge 4.1.1) ve en diisiik
anter tepki orani tetraploidlerde kinetin uygulamasinda, diploidlerde ise IAA
uygulamasinda tespit edilmistir. Diploid cavdarda hormonlar arasindaki farklilik
onemli bulunmaz iken, tetraploidlerde kinetin uygulamasinda anter tepki orani

onemli seviyede diisiik bulunmustur (Sekil 4.1.10).
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Sekil 4.1.10. Anter tepki oranina ploidi x hormon interaksiyonunun etkisi

Yine karbon kaynaklari x hormon etkilesimi istatistiksel olarak onemli (p<0.01)
bulunmus (Cizelge 4.1.1) ve anter tepki oranlart %60.54-80.69 arasinda degismistir.
Genel olarak sakaroz uygulamasinda denemede kullanilan tiim hormonlarda anter

tepki oran1 maltoza gore daha yiiksek olmustur (Sekil 4.1.11.).
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Sekil 4.1.11. Anter tepki oranina karbon kaynaklar1 x hormon interaksiyonunun
etkisi

Denemede ele alinan faktorlerin ii¢lii interaksiyonlar1 degerlendirildiginde 6n islem x
ploidi x karbon kaynaklar1 interaksiyonu istatistiksel olarak 6nemsiz (Cizelge 4.1.1)

olmakla birlikte anter tepki oran1 % 54.77-82.38 arasinda degismistir (Cizelge 4.1.2).
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Yine 6n islem x ploidi x hormon arasindaki interaksiyon istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmus (Cizelge 4.1.1) ve anter tepki oranlar1 % 50.40-83.20 arasinda degismistir
(Cizelge 4.1.2).

On islem x karbon kaynaklari x hormon arasindaki interaksiyon istatistiksel olarak
cok 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.1.1). En diisiik anter tepki orani soguk
uygulamali, maltoz ve kinetin uygulamasindan elde edilmis, en yiiksek ise on
uygulamasiz sakaroz ve IAA uygulamasindan elde edilmistir (% 89.54). On islem x
hormon interaksiyonuna baktigimizda 6n uygulamasiz ve 2,4-D uygulamasi en
yuksek anter tepki oranini vermesine ragmen, bu durum tiglii interaksiyonda IAA’de
belirlenmigtir. Anter tepki oraninda 2,4-D’nin 6n uygulamasiz tiim etkilesimlerinde
farklilik g6zlemlenmemistir. Ancak IAA, 6n islem uygulamasi ve karbon kaynagina

gore onemli farkliliklar gozlenmistir. (Cizelge 4.1.3).

Cizelge 4.1.3. Anter tepki oranina On islem x karbon kaynaklari x hormon
interaksiyonunun etkisi

On Islem Karbon Hormon Anter Tepki Oram
Kaynaklan (%)

2,4-D 83.75 78.93' b

Kinetin 81.75 77.60 be

On uygulamasiz | Maltoz IAA 60.50 60.12 d

2,4-D 84.50 79.22 b

Sakaroz Kinetin 80.25 75.02 be

TIAA 95.75 89.54 a

2,4-D 62.75 60.93 d

Maltoz Kinetin 43.25 48.80 e

Soguk uygulamalh TAA 62.75 60.95 d

2,4-D 75.50 69.99 ¢

Sakaroz Kinetin 73.75 69.79 ¢

TIAA 75.50 71.83 be

LSD degeri: 8.106

1: Transforme olmus degerler.

Ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon interaksiyonu incelendiginde, anter tepki
oranina etkisi énemli (p<0.01) olmustur (Cizelge 4.1.1). Anter tepki oram1 % 52.28-
85.68 arasinda degismistir. En yiiksek anter tepki orani, diploid kiiltiir ¢avdarina ait
anterlerin sakaroz ve IAA igeren ortamda kiiltiire alinmasi ile elde edilmis (% 85.68)

ancak bu durum diger ploidi seviyesinde (tetraploid) dnemli seviyede azalmistir (%
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75.69). 2,4-D’nin ploidi ve karbon kaynaklar ile etkilesimi sonucunda elde edilen

anter tepki oranlar1 yoniinden farklilik olusmamustir. (Cizelge 4.1.4).

Cizelge 4.1.4. Anter tepki oranma ploidi x karbon kaynaklart x hormon
interaksiyonunun etkisi

Ploidi Karbon Kaynaklar: Hormon Anter Tepki Oram
Seviyesi (%)
2,4-D 72.75 69.38' b-d
Maltoz Kinetin 67.75 66.95 de
Diploid TIAA 50.75 52.28 f
2,4-D 83.50 77.52 b
Sakaroz Kinetin 82.00 76.72 be
TAA 90.50 85.68 a
2,4-D 73.75 70.48 b-d
Maltoz Kinetin 57.25 59.45 ef
Tetraploid TAA 72.50 68.79 b-d
2,4-D 76.50 71.69 b-d
Sakaroz Kinetin 72.00 68.09 cd
TAA 80.75 75.69 b-d
LSD degeri: 8.106

1: Transforme olmus degerler.

Tiim faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimi istatistiksel olarak onemli (p<0.01)
bulunmustur (Cizelge 4.1.1). En yiiksek anter tepki orani, tetraploidlerde sakaroz ve
IAA kullanilan ortamdan elde edilmistir. Arastirmada anter tepki orani iizerine ele
aliman faktorlerin genel olarak degerlendirmesi yapildiginda, 2,4-D’nin uygulanan
islemlerden daha az etkilendigi ve 6zellikle soguk 6n islem uygulamasi yapildiginda

hormonlarin etkisinin 6nemli seviyede degisebildigi sdylenebilir (Cizelge 4.1.5).

4.2. Kallus Oram

Anterlerin kiiltiire alinmalarindan sonra 2-3 haftadan itibaren anterlerin sisip
patladigi ozellikle bu reaksiyonun diploidlerde daha o©nce bagladigi yapilan

gozlemlerde belirlenmistir.

Kiiltiir ortamindaki anterlerin karanlik ortamdan alindiktan sonra bazi anterlerin
patlayip gelismeden kaldiklar1 bazilariin sert embriyonik yapida bazilarinin ise sulu

embriyonik olmayan yapida olduklari gézlenmis ve sulu yapida olanlar gelisme
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ortamina aktarilmamislar ve bu tip hiicre yiginlarinda genellikle kisa siirede bozulma
meydana gelmistir. Sert hiicre yiginlar seklinde olan kalluslar daha sonra gelisme

ortamina aktarilmustir.

Cizelge 4.1.5. Anter tepki oranina 6n islem x ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon
interaksiyonunun etkisi

On islem Ploidi Karbon Hormon Anter Tepki Oram
Seviyesi Kaynaklan (%)
2,4-D 80.00 76.05" c-f
Maltoz Kinetin 76.00 73.46 c-h
TIAA 48.00 50.68 j
Diploid 2,4-D 78.00 73.86 c-g
Sakaroz Kinetin 83.00 77.50 a-e
. T1AA 94.00 89.08 ab
On 2,4-D 87.50 81.81 a-d
uygulamasiz Maltoz Kinetin _ |87.50 81.74 a-d
TAA 73.00 69.57 d-1
Tetraploid 2,4-D 91.00 84.58 a-c
Sakaroz Kinetin 77.50 72.55 c¢-h
TAA 97.50 90.00 a
2,4-D 65.50 62.72 g-j
Maltoz Kinetin 59.50 60.44 h-j
TAA 53.50 53.89 j
Diploid 2,4-D 89.00 81.18 a-d
Sakaroz Kinetin 81.00 75.94 b-f
TAA 87.00 82.28 a-d
Soguk 2,4-D 60.00 59.14 1j
uygulamah Maltoz Kinetin _ [27.00 37.15 k
TAA 72.00 68.01 e-1
Tetraploid 2,4-D 62.00 58.80 1j
Sakaroz Kinetin 66.50 63.64 f-j
TAA 64.00 61.38 g-j
LSD degeri: 11.46

1: Transforme olmus degerler.

Kallus oraninin belirlenmesinde embriyonik kalluslar degerlendirilmistir. Uygulanan
faktorlere gore sulu kallus oran1 % 0.00-21.33 arasinda degismistir. Genel olarak
soguk uygulamasi kallus olusumunu arttirdigi gibi, sulu kallus oranin1 da arttirmistir
(Soguk uygulandiginda % 10.87, uygulanmadiginda % 8.29). Ploidi seviyeleri
incelendiginde bu tip kallus orani diploidlerde (% 10.10) tetraploidlerden (%9.06)
daha yiiksek bulunmustur. Yine yiiksek oranda, sakarozda (% 9.79) ve 2,4-D
uygulamasinda (% 9.86) sulu kallus tespit edilmistir.
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Kallus oranina ait verilerin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.2.1 ve incelenen

faktorlerin kallus oranina etkisi Cizelge 4.2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2.1. Cavdarda (S. cereale) kallus oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kallus Oram
Kaynaklan Derecesi F Degerleri
On islem (1) 1 13.0747
Ploidi (2) 1 6.3375
Karbon (3) 1 43533
Hormon (4) 2 2.5294
1x2 1 0.0082
1x3 1 2.1505
1x4 2 7.1214”
2x3 1 1.1288
2x4 2 1.5175
3x4 2 1.9101
1x2x3 1 1.6366
1x2x4 2 0.9635
1x3x4 2 2.1983
2x3x4 2 1.9727
1x2x3x4 2 5.0153"
Hata 456
Genel 479

* 95, ** %]l seviyesinde onemlidir.

Cizelge 4.2.2. Cavdar (S. cereale)’da 6n islem, ploidi, karbon kaynaklar1 ve hormon
uygulamalarinda kallus oranlar1 (%)

. On Pl(.)idi Karbon Hormon Genel Ortalama
Islem Seviyesi Kaynag 2.4-D Kinetin IAA Ortalama
Diploid | Maltoz | 13.00 |20.87' | 13.50 | 21.28' | 1650 |23.57'| 14.33 |21.91'
Sakaroz | 14.00 | 21.69 | 13.00 | 20.87 | 14.00 | 21.69 | 13.67 | 21.42
On | Ortalama 13.50 | 21.28 | 13.25 | 21.08 | 15.25 | 22.63 1504 | 22.43"
Uygula Tetraploid | Maltoz | 14.50 | 22.02 | 17.50 | 24.03 | 17.00 | 23.90 | 16.33 | 23.32
s Sakaroz | 13.50 | 21.28 | 15.50 | 22.91 | 18.50 | 25.05 | 15.83 | 23.08
Ortalama 14.00 | 21.65 | 16.50 | 23.47 | 17.75 | 24.48
Diploid Maltoz | 22.00 | 26.40 | 17.00 | 23.77 | 15.50 | 22.43 | 18.17 | 24.20
Sakaroz | 21.50 | 26.83 | 14.00 | 21.69 | 14.50 | 21.95 | 16.67 | 23.49
Soguk | Ortalama 21.75 | 26.62 | 15.50 | 22.73 | 15.00 | 22.19 1833 | 24.56
U_.‘ryr‘la’;ia Tetraploid | Maltoz | 23.50 | 2832 | 14.00 | 21.69 | 28.00 | 31.01 | 21.83 | 27.01
Sakaroz | 19.00 | 2539 | 18.00 | 24.36 | 13.00 | 20.87 | 16.67 | 23.54
Ortalama 21.25 | 26.85 | 16.00 | 23.02 | 20.50 | 25.94
Genel Ortalama 17.63 | 24.10 | 1531 | 22.57 | 17.13 | 23.81

Ortalamalar arasindaki ¢oklu karsilastirmalar sekil ve ¢izelgelerde ayrica verilmistir.
1: Transforme olmus degerler.
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On islemin etkisi

Embriyonik kallus olarak tanimladigimiz sert yapili kalluslarin gelismesi iizerine 6n
islemin etkisi dnemli (p<0.01) olmustur (Cizelge 4.2.1). Basaklarin +4 °C’de 1 hafta
siirede tutulmasi sert kallus gelisimini 6nemli derecede arttirmistir. Nitekim, 6n
uygulamasiz olanlarda kallus olusum orant % 22.43 iken, soguk uygulama

yapilanlarda % 24.56 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. Kallus oranina 6n islemin etkisi

Ploidinin etkisi
Ploidi seviyesi kallus orani iizerine énemli (p<0.01) etkide bulunmus (Cizelge 4.2.1)
ve tetraploidlerin kallus olusumuna reaksiyonu daha fazla olmustur. Embriyonik

kallus oran1 diploidlerde % 22.75 iken, tetraploidlerde % 24.24 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.2. Kallus oranina ploidinin etkisi
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Karbon kaynaklarimin etkisi

Karbon kaynagi olarak kullandigimiz maltoz ve sakarozun kallus orani lizerine etkisi

o6nemli (p<0,05) bulunmus (Cizelge 4.2.1) ve maltoz kullanildiginda kallus oram %
24.11 iken, sakarozda % 22.88 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2.3).
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Sekil 4.2.3. Kallus oranina karbon kaynaklarinin etkisi

Hormonlarin etkisi

Kallus orami tizerine, kullanilan 3 farkli hormonun etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur (Cizelge 4.2.1). Ancak sayisal olarak en diisiik kallus oran1 % 22.57 ile
kinetin kullanilmasi durumunda elde edilmis, IAA ve 2,4-D uygulamalarinda

sonuglar birbirine yakin olmustur (Sekil 4.2.4).
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Sekil 4.2.4. Kallus oranina hormonlarin etkisi
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Faktérlerin interaksiyonu

Denemede uygulanan faktorlerin ikili interaksiyonlar1 incelendiginde 6n islem x
ploidi interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2.1). Farkli ploidi seviyesine
sahip cavdar genotiplerinin 6n iglem tepkileri benzer olmus ve her iki ploidi

seviyesinde de soguk uygulama yapildiginda embriyonik kallus gelisimi daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.2.5).
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Sekil 4.2.5. Kallus oranina 6n islem x ploidi interaksiyonunun etkisi

On islem x karbon kaynaklar etkilesiminde kallus oram % 22.25-25.60 arasinda
degismis ve bu farkliliklar 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.2.6).
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Sekil 4.2.6. Kallus oranina 6n islem x karbon kaynaklari interaksiyonunun etkisi
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Farkli 6n islem uygulamalarinda, kullanilan hormonlarin kallus gelisimi iizerine
tepkileri istatistiksel olarak 6nemli (p<0.01) bulunmus (Cizelge 4.2.1) ve 6n islem
uygulanmadiginda en yiiksek kallus orani, IAA kullaniminda (% 23.55) belirlenmis
ancak bu deger ile diger hormon uygulamalari arasindaki fark 6nemli bulunmamustir.
Soguk uygulama yapildiginda ise 2,4-D’de en yiiksek kallus orani (% 26.73) elde

edilmistir ve digerleri ile arasindaki fark 6nemli olmustur (Sekil 4.2.7).
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Sekil 4.2.7. Kallus oranina 6n islem x hormon interaksiyonunun etkisi

Farkli ploidi seviyelerinin karbon kaynaklarma karsi tepkisi benzer olmus ve
istatistiksel olarak ploidi x karbon kaynagi interaksiyonu Onemsiz bulunmustur

(Cizelge 4.2.1). En diisiik kallus olusum degerleri diploidlerde belirlenmistir (Sekil
4.2.8).
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Sekil 4.2.8. Kallus oranina ploidi x karbon kaynaklari interaksiyonunun etkisi
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Ploidi x hormon interaksiyonu da énemli bulunmamis (Cizelge 4.2.1), her iki ploidi

seviyesinde de en diisiik kallus oranlar1 kinetin uygulamasindan elde edilmistir (Sekil
4.2.9).
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2,4-D Kinetin 1AA
Hormonlar

Sekil 4.2.9. Kallus oranina ploidi x hormon interaksiyonunun etkisi

Karbon kaynaklar1 ve hormon etkilesimi dikkate alindiginda kallus oram1 % 22.39-
25.23 arasinda degismis ve bu farklilik 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.2.1).
Karbon kaynaklarina hormonlarin tepkisi benzer olmustur. Maltoz sekeri

kullanildiginda {i¢ hormon uygulamasinda, diger karbon kaynagina gore yiiksek

degerler elde edilmistir (Sekil 4.2.10).
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Sekil 4.2.10. Kallus oranina karbon kaynaklar1 x hormon interaksiyonunun etkisi



41

Kallus gelisimi iizerine faktorlerin ti¢lii kombinasyonlar1 incelendiginde 6n islem x
ploidi x karbon kaynaklari; 6n igslem x ploidi x hormon; 6n islem x karbon kaynaklar1
x hormon interaksiyonlar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmus (Cizelge 4.2.1) ve

tiim bu faktorlerin kallus oranina ait degerleri Cizelge 4.2.2°de gosterilmistir.

Kallus gelisimi iizerine tiim faktorlerin birlikte interaksiyonu (6n islem x ploidi x
karbon kaynaklar1 x hormon) istatistiksel olarak 6nemli olmustur (Cizelge 4.2.1).
Kallus olusumu tizerine ¢oklu interaksiyon degerleri incelendiginde oOn islem
yapilmayanlarda diger faktorlerin etkisi birbirine benzer olmus ve hepsi ayn1 grup
icerisinde yer almis, soguk uygulamasi diger faktorlerin etkisini azaltmis yada

arttirmistir (Cizelge 4.2.3).

Cizelge 4.2.3. Kallus oranina 6n islem x ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon
interaksiyonunun etkisi

On islem Ploidi Karbon Hormon Kallus Orani
Seviyesi Kaynaklan (%)
2,4-D 13.00  [20.87'¢
Maltoz Kinetin 13.50 21.28 ¢
TIAA 16.50 23.57 be
Diploid 2,4-D 14.00 21.69 ¢
Sakaroz Kinetin 13.00 20.87 ¢
. TIAA 14.00 21.69 ¢
On 2,4-D 1450 [22.02 ¢
uygulamasiz Maltoz Kinetin 17.50  [24.03 bc
TIAA 17.00 23.90 be
Tetraploid 2.,4-D 13.50 2128 ¢
Sakaroz Kinetin 15.50 22.91 be
TAA 18.50 25.05 bc
2,4-D 22.00 26.40 a-c
Maltoz Kinetin 17.00 23.77 be
TIAA 15.50 22.43 be
Diploid 2,4-D 21.50 26.83 a-c
Sakaroz Kinetin 14.00 21.69 ¢
TIAA 14.50 2195 ¢
Soguk 2,4-D 23.50 [28.32 ab
uygulamah Maltoz Kinetin 14.00  |21.69 ¢
TIAA 28.00 31.01 a
Tetraploid 2,4-D 19.00 25.38 a-c
Sakaroz Kinetin 18.00 24.36 bec
TIAA 13.00 20.87 ¢

LSD degeri: 5.274

1: Transforme olmus degerler.
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4.3. Kallus Biiyiikligii

Diploid ve tetraploid ¢avdara ait anterlerin baslangic besin ortaminda kiiltiire
alimmalarindan yaklasik olarak 3-3.5 ay sonra kallus biiyiikliigii degerlendirilmistir.
Kalluslarin biyiikliigli kumpas yardimi ile mm’lik olarak Ol¢iilmiis daha sonra
rejenerasyon ortamina aktarilmistir Kallus biiyiikliigii degerlerinin varyans analiz
sonuclar1 Cizelge 4.3.1 ve incelenen faktorlerin kallus biiytikliigiine etkisi Cizelge

4.3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3.1. Cavdarda (S. cereale) kallus biiyiikliigiine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kallus Biiyiikligii
Kaynaklan Derecesi F Degerleri
On islem (1) 1 39.3013"
Ploidi (2) 1 13.7063"
Karbon (3) 1 45.2460"
Hormon (4) 2 13.2559"
1x2 1 256.9726
1x3 1 39.0178"
1x4 2 0.1971
2x3 1 1.6697
2x4 2 10.5843"
3x4 2 19.2661°
1x2x3 1 41.4381"
1x2x4 2 0.6700
1x3x4 2 253946
2x3x4 2 0.2971
1x2x3x4 2 273184
Hata 456
Genel 479

**: %1 seviyesinde dnemlidir.

On islemin etkisi

Kallus biiyiikligii tizerine 6n islemin etkisi 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge
4.3.1). On islem uygulanmis (soguk uygulama yapilmis) anterlerden elde edilen
kallus biiytikliigiiniin, uygulanmayanlara gore daha kii¢iik oldugu tespit edilmistir.
Nitekim, aragtirmada ortalama kallus biiyiikliigli soguk uygulama yapilanlarda 2.70

mm digerlerinde ise 3.30 mm olarak 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.3.2; Sekil 4.3.1).
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Cizelge 4.3.2. Cavdarda (S. cereale) 6n islem, ploidi, karbon kaynaklar1 ve hormon
uygulamalarinda kallus biiyiikliikleri (mm)

' On Ploidi Karbon Hormon Genel
Islem Seviyesi Kayna@ 2,4-D Kinetin | IAA | Ortalama | Ortalama
Diploid Maltoz 2.15 2.54 3.12 2.60
On Sakaroz 2.65 2.10 1.55 2.10
Uygula- "Qrtalama 2.40 2.32 2.33
Mastz ™ Tetraploid Maltoz 3.69 6.03 5.96 5.23
Sakaroz 3.88 2.05 3.81 3.25
Ortalama 3.79 4.04 4.89 3.30
Diploid Maltoz 3.21 3.51 3.94 3.55
Soguk Sakaroz 3.35 2.78 2.92 3.02
Uygula- ["Qrtalama 3.28 315 | 343
mal Tetraploid Maltoz 1.69 1.03 2.93 1.88
Sakaroz 1.40 3.17 242 2.33
Ortalama 1.54 2.10 2.68 2.70
Genel Ortalama 2.75 2.90 3.33

Ortalamalar arasindaki ¢oklu karsilastirmalar sekil ve ¢izelgelerde ayrica verilmistir.

. 3.30a
£ 2.70 b
g
= 3.
E B On uygulamasiz
% 2 O Soguk uygulamali
=
51
E 7
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On islem

Sekil 4.3.1. Kallus biiyiikliigline 6n islemin etkisi

Ploidinin etkisi

Ploidi seviyesinin kallus biiyiikliigii iizerine etkisi istatistiki olarak énemli (p<0.01)
bulunmustur (Cizelge 4.3.1).
diploidlerden (2.82 mm) daha biiyiik olarak belirlenmistir (Sekil.4.3.2).

Tetraploidlerde kallus biiyiikligii (3.17 mm)
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Sekil 4.3.2. Kallus biiyiikliigline ploidinin etkisi

Karbon kaynaklarinin etkisi

Karbon kaynagi olarak kullanilan maltoz ve sakarozun kallus biiytikliigli iizerine
etkisi onemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.3.1). Maltozun kullanildig1
uygulamalarda ortalama kallus biiyiikliigiiniin 3.32 mm, sakarozda ise 2.67 mm

oldugu ortaya konulmustur (Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.3. Kallus biiyiikliigiine karbon kaynaklarinin etkisi

Hormonlarn etkisi
Arastirmada kullanilan 3 farkli hormonun kallus biiytikliigii {izerinde etkisi
istatistiksel olarak 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.3.1). Kallus biiyiikligi

en yliksek IAA kullanilan uygulamada 6l¢iilmiis (3.33 mm) ve diger uygulamalardan
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(2,4-D ve kinetin) elde edilen sonuglar sirasiyla 2.75 ve 2.90 mm olarak birbirine

yakin bulunmustur (Sekil 4.3.4).
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Hormonlar LSD degeri: 0.3030

Sekil 4.3.4. Kallus biiyiikliigiine hormonlarin etkisi

Faktorlerin interaksiyonu

Denemede uygulanan faktorlerin ikili interaksiyonlari incelendiginde o6n islem x
ploidi interaksiyonu istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.3.1).
Farkli ploidi seviyesine sahip anterler, 6n islem uygulamasinda farkli reaksiyon
gostermis ve On islem uygulanmayanlarda tetraploidlerin kallus biiytikligl 4.24 mm

iken, soguk uygulamasinda 2.11 mm’ye diismiistiir (Sekil 4.3.5).
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Sekil 4.3.5. Kallus biiyiikliigline 6n islem x ploidi interaksiyonunun etkisi
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Kallus biiyiikliigii 6n islem x karbon kaynaklari interaksiyonuna gore incelendiginde,
sakaroz kullannmimin etkisi her iki uygulamada benzer olmus, ancak on islem
yapilmamis ¢aligmalarda maltoz kullaniminda en yiiksek kallus biiyiikliigii (3.2 mm)
elde edilmistir (Sekil 4.3.6). ikili interaksiyonun kallus biiyiikliigii iizerine etkisi
istatistiki olarak onemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.3.1)

]
6+ N
= 2 = =2 o
5 = e G
= 4 N (S
3 E 34 B On uygulamasiz
2 7 L O Soguk uygulamah
21
Maltoz Sakaroz
Karbon kaynaklari LSD degeri: 0.3499

Sekil 4.3.6. Kallus biiyiikliigiine 6n islem x karbon kaynaklari interaksiyonunun
etkisi

On islem ve hormon etkilesimi dikkate alindiginda kallus biiyiikligii 2.41-3.61 mm
arasinda degismis (Sekil 4.3.7.) ve ikili etkilesim istatistiki olarak Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.3.1).

@ On uygulamasiz

O Soguk uygulamah

Kallus biiyiikliigii (mm)

2,4-D Kinetin T1AA

Hormonlar

Sekil 4.3.7. Kallus biiyiikliigiine 6n islem x hormon interaksiyonunun etkisi
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Ploidi seviyesine gore karbon uygulamalarinin kallus biiyiikliigiine etkisi istatistiksel

olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.3.1). En yiiksek degerler tetraploidlerde (3.56

mm) ve diploidlerde (3.08 mm) maltoz kullaniminda elde edilmistir (Sekil 4.3.8).
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Sekil 4.3.8.Kallus biiyiikliigiine ploidi x karbon kaynaklar1 interaksiyonunun etkisi

Ploidi x hormon interaksiyonunun kallus biiyiikliigii iizerine etkisi Onemlidir

(p<0.01; Cizelge 4.3.1). Bununla birlikte en biiyiik kalluslar tetraploidlerde TAA

uygulamasinda (3.78 mm) belirlenmistir. Diploidlerde elde edilen degerler birbirine

yakin olmus ve istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir (Sekil 4.3.9).
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LSD degeri: 0.4286

Sekil 4.3.9. Kallus biiyiikliigiine ploidi x hormon interaksiyonunun etkisi
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Farkl1 karbon kaynaklarinda kullanilan hormonlarin kallus biiyiikliigi iizerine etkileri
istatistiksel olarak 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.3.1). Maltoz
kullanildiginda TAA tepkisi daha fazla olmus ve uygulanan hormonlara goére kallus
blylkligi 2.52-3.99 mm arasinda degismistir. Karbon kaynagi olarak sakaroz

kullanildiginda hormonlarin 6nemli bir etkisi olmamustir (Sekil 4.3.10).
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Sekil 4.3.10. Kallus biiytikliigiine karbon kaynaklart x hormon interaksiyonunun
etkisi

Kallus biiyiikliigii tizerine faktorlerin tiglii kombinasyonlari incelendiginde 6n islem
x ploidi x karbon kaynaklar1 etkilesimleri 6nemli (p<0.01) ¢ikmis (Cizelge 4.3.1) ve
kallus biiyiikliikleri 1.88-5.23 mm arasinda degismistir. Tetraploidlerde 6n iglemsiz
uygulamada maltoz kullanimi en biiyiik kalluslar1 (5.23 mm) meydana getirmesine
ragmen, soguk uygulama yapildiginda ortalama kallus biiytikligii 1.88 mm olmustur

(Cizelge 4.3.3).

On islem x karbon x hormon interaksiyonu kallus biiyiikliigiinii énemli (p<0.01)
seviyede etkilemistir (Cizelge 4.3.1). En biiyiik kallus olusumu (4.54 mm) 6n islem
yapilmamis, maltoz ve IAA uygulamasindan elde edilmis, en diisiik (2.08 mm) ise 6n
islemsiz uygulamada, sakaroz ve kinetin uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge

43.4).
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Cizelge 4.3.3. Kallus biiylikliigiine 6n islem x ploidi x karbon kaynaklari
interaksiyonunun etkisi

On Islem Ploidi Karbon Kallus Biiyiikliigii
Seviyesi Kaynaklan (mm)
Maltoz 2.60 de
Diploid Sakaroz 2.10 ef
On uygulamasiz Maltoz 523 a
Tetraploid Sakaroz 3.25 be
Maltoz 3.55b
Diploid Sakaroz 3.02 c¢d
Soguk uygulamah Maltoz 1.88 f
Tetraploid Sakaroz 2.33 ef
LSD degeri: 0.4949

Cizelge 4.3.4. Kallus biiyiikliigliine 6n islem x karbon kaynaklari x hormon
interaksiyonunun etkisi

On islem Karbon Hormon Kallus Biiyiikliigii
Kaynaklan (mm)
2,4-D 2.92 b-e
Maltoz Kinetin 4.28 a
) IAA 4.54 a
On uygulamasiz 2,4-D 3.27 be
Sakaroz Kinetin 2.08 f
TAA 2.68 c-f
2,4-D 245 d-f
Maltoz Kinetin 2.27 ef
T1AA 3.44b
Soguk uygulamah 2,4-D 2.37d-f
Sakaroz Kinetin 2.97 b-d
T1AA 2.67 c-f
LSD degeri: 0.6061

Uclii interaksiyonlardan 6n islem x ploidi x hormon interaksiyonlarinin istatistiki
olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.1). Kallus biiyiikligi 1.54-4.89
mm arasinda degismistir (Cizelge 4.3.2). Yine, ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon
interaksiyonlar1 6nemsiz olmakla birlikte (Cizelge 4.3.1) kallus biiytkligi 2.24-4.45
mm arasinda degismistir (Cizelge 4.3.2).

Tim faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimi istatistiksel olarak onemli (p<0.01)
bulunmustur (Cizelge 4.3.1) ve kallus biiyiikligii 1.03-6.03 arasinda degismistir
(Cizelge 4.3.5).
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Cizelge 4.3.5. Kallus biiyiikliigiine 6n islem x ploidi x karbon kaynaklar1 x hormon
interaksiyonunun etkisi

On islem Ploidi Karbon Hormon Kallus
Seviyesi | Kaynaklan Biiyiikliigii
(mm)
2,4-D 2.15 g-k
Maltoz Kinetin 2.54 e-1
TAA 3.12 b-g
Diploid 2,4-D 2.65 e1
Sakaroz Kinetin 2.10 h-k
. TAA 1.55j-1
On uygulamasiz 2,4-D 369 b-d
Maltoz Kinetin 6.03 a
TAA 5.96 a
Tetraploid 2,4-D 3.88 be
Sakaroz Kinetin 2.05 h-k
TAA 3.81 be
2,4-D 3.21 b-f
Maltoz Kinetin 3.51 b-e
TAA 3.94b
Diploid 2,4-D 3.35 b-f
Sakaroz Kinetin 2.78 d-h
TAA 2.92 ¢-h
Soguk uygulamal 2,4-D 1.69 1-1
Maltoz Kinetin 1.031
TIAA 2.93 ¢-h
Tetraploid 2,4-D 1.40 k1
Sakaroz Kinetin 3.17 b-f
TAA 2.42 f-j
LSD degeri: 0.8571

4.4. Gelisme Ortaminda Kok ve Bitkicik Olusumu

Kallus biiytikliigiiniin degerlendirildigi anterlerin sert yapili ve sarimsi yesil renkte
olan kalluslar1 (Sekil 4.4.1) gelisme ortamina aktarilmistir. Gelisme ortaminin igerigi
Cizelge 3.2.2.1°de verilmistir. Yumusak ve sulu yapida (Sekil 4.4.2) genel kallus

rengini tasimayanlar gelisme ortamina aktarilmamustir.

Genel olarak soguk uygulama yapilanlarda daha fazla kok olusumu goézlenmistir.

Diploid g¢avdar bitkilerine ait 6n uygulamasiz anterlerden karbon kaynagi olarak
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maltoz ve IAA igeren ortamlardan aktarilan kalluslarda yaklasik 2-3 ay sonra

koklenme meydana gelmistir (Sekil 4.4.3).

Sekil 4.4.1. Sert yapili kalluslarin genel goriiniimii

Sekil 4.4.3. Diploid ¢avdar anterlerinden olusan kalluslarin kok gelisimi
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On islem uygulanmis olanlarda ise sakarozun kullamldig1 ve 2,4-D ihtiva eden
ortamlardan aktarilan kalluslarda koklenme olmus ve bu siire 3 aydan daha uzun

stirmiistlr.

Tetraploidlerde ¢ok az sayida kokiin olustugu ve bu koklerinde ¢ok zayif oldugu
gozlenmistir ve bunlar asir1 tliylii ve ilizerinde embriyo benzeri striiktiirler meydana

getirmistir (Sekil 4.4.4).

Sekil 4.4.4. Gelisme ortamina aktarilan tetraploid ¢avdar kalluslarinda kok olusumu

Diploid bitkilerde kalluslardan olusan koklerden alinan kok ucu orneklerinde
kromozom sayisinin 2n=7 ve 14 oldugu ortaya konulmustur. Tetraploidlerde normal
bir kok olusumu saglanamadigindan sayim yapilamanustir. Diploidlerde baslangi¢
ortaminda 6n uygulama yapilan ve karbon kaynaginin maltoz oldugu, 2,4-D iceren
ortamdan aktarilan kalluslarda ¢ok az sayida bitkicik olusturulabilmis, bunlar steril
perlit ve torf karisimina aktarilmistir (Sekil 4.4.5). Ancak bu bitkicikler belirli bir
siire alistirma ortamina konulduktan 10 giin sonra 6lmiistiir. Olusan bitkicikler uzun

stire yasatilamadigindan kromozom sayimlar1 gergeklestirilememistir.
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Sekil 4.4.5. Diploid ¢avdar anterlerinden bitkicik rejenerasyonu
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5.TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada kiiltiir ¢avdarinin anterlerinden haploid bitkinin elde edilebilmesi i¢in
uygun invitro ortaminin belirlenmesine c¢alisilmistir. Bu amaca yonelik olarak
degisik faktorlerin (6n islem, ploidi, karbon kaynaklar1 ve hormonlar) kallus ve
somatik embriyolarin olusumu iizerine etkileri belirlenmistir. Arastirmada modifiye
edilmis Ng ortami ile kiiltiir ¢avdarlarinin diploid (2n=14) ve tetraploid (2n=28)
populasyonlar1 kullanilmistir. On islem uygulamasinda +4 °C’de 1 hafta siire ile
karanlikta basaklar sapli olarak su i¢inde tutulmustur. Modifiye edilmis Ng ortamina
karbon kaynagi olarak maltoz ve sakkaroz, hormon kaynaklar1 olarak da 2,4-D,
kinetin ve IAA ilave edilmistir. Baslangic ortami olarak bu faktorlerin anter
reaksiyonu, kallus olusumu ve biiyiikliigii lizerine etkileri belirlenmistir. Cavdarda
anter kiiltiirii ¢alismalarinda en biiyiikk sorun rejenerasyon kapasitesinin ¢ok diisiik
olmasidir (Flehinghaus ve ark., 1991). Bu nedenle bu sorunu gidermeye yonelik
olarak degisik arastiricilar tarafindan bir cok arastirma yapilmistir (Milewska-
Pawliczuk, 1987; Flehinghaus ve ark., 1991; Daniel, 1993; Rakoczy-Trejanowska ve
ark., 1997; Immonen ve Anttila, 1998; Immonen, 1999; Ma ve ark., 2004).

Tarla sartlarinda yetistirilen bitkilerin anterleri kiiltlir ortamina alinmadan once,
mikrosporlarin gelisme donemi olarak yaklasik tek cekirdekli olduklari donem
mikroskopta belirlenmis ve basaklarin morfolojik tanimlamasi yapilmistir. Bagsaklar
bayrak yapraktan kil¢iklarimin goriilmeye basladigi  karinlanma déneminde
oldugunda, anterlerin bu doneme ait polenleri genel olarak bulundurdugu tespit
edilmistir. Degisik arastiricilar anter kiiltiiriinde basariyr etkileyen faktorlerden
birisinin, polen gelisme donemi oldugunu bildirmigler ve ilk polen mitozu
civarindaki bir evrenin ¢avdarda androgenetik olusum i¢in optimal donem oldugunu
ileri stirmiislerdir (Wenzel ve Thomas, 1974; Thomas ve ark., 1975; Flehinghaus-
Roux ve ark., 1995). Yine farkli bitkiler lizerinde yapilan ¢aligmalarda mikrosporun
tek ¢ekirdekli doneminin uygun oldugu bildirilmistir (Yin ve ark., 1976; Huang ve
Sunderland, 1982; He ve Quyang, 1984; Powell, 1988; Shahjahan ve ark., 1992;
Girel ve ark., 1993; Immonen ve Anttila, 1998).
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Aragtirmamizda faktér olarak kullanilan soguk o6n islem uygulamasi, incelenen
ozelliklere 6nemli etkide bulunmus, baslangicta anter responsunu azaltmis olsa da
daha sonraki donemde kallus olusturan anter oranini arttirmistir. Ancak olusan
kalluslarin biiylikliglinii azaltici bir etki yapmistir. Bu durumun kallus olusturan
anter sayisinin daha fazla olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Nitekim
kavanoz igerisinde fazla sayida kallus olusturan anterin bulunmasi kallus
biiyiikliigiinii olumsuz etkilemis olabilir. Kiiltiir ortamindaki CO; orani, fotoperiyotik
diizen ve anterlerin yerlestirme yogunlugu kallus olusumu tiizerine etkilidir (Jing ve
Hu, 1987; Li ve ark., 1991; Ma ve ark., 2004). Soguk 6n islem uygulamasinin,
kalluslarin gelisme ortamina aktarilmasi ile kdk olusumu ve somatik embriyonik
yapilarin olusmasinda olumlu etkisi gozlenmistir. Nitekim c¢avdarda basaklarin
dogrudan soguk o©n isleme tutulmasi, kallus olusumunu ve yesil bitki
rejenerasyonunu arttirdigl degisik arastiricilar tarafindan belirlenmistir (Flehinghaus
ve ark., 1991; Guo ve Pulli, 2000; Ma ve ark., 2004). On islem uygulamasinin
denemede ele alman faktorlerle Onemli interaksiyon gosterdigi belirlenmistir.
Nitekim androgenesis i¢in soguk 6n islem uygulamasimin genotip, donor bitkilerin
yetisme kosullari, kiiltlir sartlar1 gibi faktorlerle interaksiyon durumunda olabilecegi

Ma ve ark. (2004) tarafindan ileri stiriilmiistiir.

Soguk 6n islem uygulamasi bir ¢ok aragtiricilar tarafindan kullanilmigtir. Thomas ve
ark. (1975) 6 °C’de 3-5 giin, Lorenz (1989) 4-5 °C’de 8-14 giin, Flehinghaus ve
ark.(1991) 4 °C’de 1 hafta, Daniel (1993) +4 °C’de 7 giin, Ma ve ark. (2004) 4 °C’de
3-4 hafta soguk wuygulamasinin yesil bitki rejenerasyonunu arttirdigin
belirlemislerdir. Arastiricilar uygun silirenin genotipe ve kiiltiir sartlarina gore

degistigini ortaya koymuslardir.

Soguk uygulamasinin, bitkilerde androgenesisi tesvik etmesinin nedenleri arasinda
mikrosporlarin daha uzun siire canli kalmasi (Bajaj, 1983); polen embriyogenesisini
tetikledigi (Heberle-Bors ve ark., 1996); zayif ve giiclii olmayan anter ve
mikrosporlarin bu sekilde 6ldiiriilmesi ile basagin kuvvetli ve canli mikrosporlarla

zenginlestirilmesi (Vasil, 1980); aminoasitlerin ve proteinlerin serbest kalarak polen
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duvan yaghilhigim geciktirdigi (Fang ve Liang, 1985; Xie ve ark., 1997; Kiviharju ve
Pehu, 1998) gosterilmistir.

Invitro sartlarinda androgenesis ve somatik embryogenesiste, cekirdek ve
stoplazmada bulunan genetik faktorler etkili olabilmektedir (Henry ve ark., 1994).
Nitekim bu ¢alismada kallus biiytikliigii ve kallus olusturan anter orani tizerine farkl
ploidi seviyesine sahip genotiplerin etkisi onemli olmustur. Ancak anter tepki
oranina ploidi seviyesinin etkisi Onemsiz bulunmustur. Gelisme ortamindaki
tetraploidlere ait kalluslarin asini tiiylii ve ¢ok az kok olusturdugu gozlenmistir. Bu
tiiyliilik yapisina aktif karbonun sebep olacagi diisiiniilmektedir. Nitekim biber
bitkisinde anter kiiltiirli calismalarinda aktif komiir iceren ortamlar kullanilmis ancak
bu ortamlarda embriyoya doniisiimiin tamamlanamadigi ve sadece tiiylii kok
olusumunun goriildiigii ortaya konulmustur (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997).
Diploidlerde kiiltiir ortaminda anter responsu daha yiliksek bulunmus ve gelisme
ortamina aktarilan kalluslarin biiylik bir ¢ogunlugunda koék olusumu saglanmistir.
Rakoczy-Trojanowska ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, tiim genotipler
icin tek bir ortam belirlenememis ve genotiplere gore kallus olusumu % 0.00-11.94
arasinda degismistir. Flehinghaus ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
cavdarin Double Haploid (DH) hatti ve tetraploid TEKU c¢esidi kullanilmstir.
Double Haploidlerin anter kiiltiirii i¢in tetraploid cesitten daha uygun oldugu
belirlenmigtir. Bu farkliligin genetik komposizyondan kaynaklandigi ve Double
Haploid hattin homozigot ve androgenetik orjinli olmasindan dolay1 uygun genetik
faktorler icerebilecegi ileri siiriilmiistiir. Arastiricilar TEKU tetraploid varyetesinin
genetik yap1 olarak heterozigot bir populasyon olmasmnin ve bunlarin
mikrosporlarinin genetik olarak genis farklilik i¢cermesinin, rejenerasyon orani ve
kallus oramim1 azalttiin1i ortaya koymuslardir. Diploid ve tetraploid cavdarin
kullanildig1 bizim c¢alismamizda, transforme yapilmamis degerlere gore kiiltiir
ortamina alinan anterlerin tepki orani, diploidlerde (% 74.54) tetraploidlere gére daha
yiiksek bulunmustur. Diger taraftan kallus olusturan anter orani (% 17.67) ve kallus
blyiikligii (3.17 mm) tetraploidlerde daha fazla olmustur. Denemede uygulanan
diger faktorlerin etkisiyle kallus olusumu % 28.00°’e kadar yiikseltilmistir.
Diploidlerde ise bu oran % 22.00’e¢ kadar artmistir. Ancak tetraploidlerde olusan
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kalluslarda normal kok olusumu ve bitki rejenerasyonu saglanamamistir. Bu
durumun tetraploidlerde her allel i¢in diploidlerden (AA, Aa, aa) daha fazla
heterozigotlugun bulunmasi yaninda ortam faktorleri de etkili olmus olabilir. Bu
nedenle tetraploidler i¢in farkli ortam denenmesi uygun olacaktir. Nitekim
androgenetik haploidlerin tegvikinde bitki genotipinin 6nemli oldugu degisik bitkiler
tizerinde ¢alisan arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Johri ve Rao, 1984; Petolino ve
Jones, 1986; El Haddoury ve ark., 1993; Hatipoglu ve Sakin, 1996). Celiktas ve
Hatipoglu (1997) tarafindan arpa iizerine yapilan bir ¢alismada, anter tepki oran1 %
0.00-1.31 arasinda degismistir. Yine, ¢avdar iizerine yapilan bir ¢aligmada bu oranin
% 0.01-% 0.20 arasinda oldugu bildirilmistir. Cavdar iizerine yapilan ¢alismalarda
cavdarin uygulanan islemlere kars1 zor tepkime veren bir tiir oldugu ve embriyonik
kallus oraninin diisiik oranda kaldigi farkli arastiricilar tarafindan belirtilmistir
(Wenzel ve ark., 1976; Bajaj, 1983; Milewska-Pawliczuk, 1987; Flehinghaus ve ark.,
1991; Guo ve Pulli, 2000).

Genel olarak besin ortaminin komposizyonu inorganik besin maddeleri, hormonlar
ve seker olmak tizere 3 unsurdan olusmaktadir. Tahillarda uygun ortami belirlemek
zordur. Tirler hatta genotipler, farkli besin ortamlarina ihtiya¢ duyabildiklerinden
dolay1 genel bir Oneri verilememektedir. Anter kiiltiirii tekniginde basartya
ulagilabilmesi i¢in {lizerinde ¢alisilan genotipe goére optimum baslangic ve
rejenerasyon kiiltiir ortamlart belirlenmelidir (Dagiistii, 2002). Bu amagla yiiriitiilen
calismada modifiye edilmis N¢ ortamina degisik arastiricilar tarafindan Onerilen
hormon ve dozlari ilave edilmistir. Arastirmada kullanilan hormonlarin (2,4-D, TAA
ve kinetin) anter tepki oranina ve kallus biiyiikliigiine etkileri énemli bulunmus,
genel olarak incelenen ozellikler lizerine 2,4-D ve IAA’in etkileri benzer olmus ve
kinetin uygulamasina gore daha olumlu sonuglar elde edilmistir. Nitekim degisik
bitkiler lizerinde yapilan c¢alismalarda, anter kiiltiirtinde kallus olusumu ile bitki
rejenerasyonunda oksinler (IAA, IBA, NAA ve 2,4-D) ve sitokininler (kinetin, BAP,
zeatin  vs) ortamlara ilave edilmistir. Arastirma sonuglarinda  biiyiime
diizenleyicilerinin etkisinin, bitki tliriine ve diger uygulamalara gore degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Nitekim bugday iizerine yapilan ¢alismalarda, 2,4-D

ilavesinin anterden kallus olusumu {izerine olumlu etki yaptiZi ve polen
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embriyoidlerinin gelisimini sagladig1 otaya konulmustur (Dube, 1984; Chu ve Hill,
1988). Yine, arpada farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren (2, 4, 6, 8 mg/l ) Ng
ortami kullanilmis, tepki gosteren anter oraninin genotipe gore degistigi, kallus
olusumu {izerine 2,4-D’nin etkisi olmadig1 belirlenmistir (Celiktas ve Hatipoglu,
1997). Kiiltiir ve yabani yulaf {izerine yapilan diger bir ¢alismada, 2,4-D ve kinetinin
etkileri incelenmistir. Her iki genotipte de embriyo iiretimi 2,4-D’nin yiiksek
konsantrasyonlarindan (5-6 mg/l) elde edilmis, kinetinin yiiksek konsantrasyonlari
ise bozulmalara neden olmustur (Kiviharju ve Tauriainen, 1999). Celtik {izerine
yapilan diger bir calismada oksinlerin kallus olusumu i¢in gerekli oldugu oksin
konsantrasyonu ve ¢esidinin kallus olusumunu etkiledigi, en fazla kallus olusumunun

10.74 uM NAA uygulamasinda elde edildigi bildirilmistir (Trejo-Tapia ve ark.,
2002).

Diger arastirmacilarin bulgularina benzer olarak tepki gosteren anter orani, kallus
olusturan anter oranmi ve kallus biiylikliigli tiizerine tiim faktorlerin birlikte
etkilesimleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Bu durum invitro ortaminda
yapilan ¢alismalarda, bir¢ok faktoriin kiiltiir ortamindaki rejenerasyon iizerine etkili

oldugunu gostermektedir.

Bahsedilen tiim bu faktorler diginda, dogrudan tespit edemedigimiz diger ortam
sartlar1 da anterlerden elde edilebilecek basariy1 etkileyebilmektedir. Nitekim donor
bitkilerin yetisme kosullar1 (Dodds ve Roberts, 1985), ¢evre sartlari, kiiltiir ortami
(Jing ve Hu, 1987; Li ve ark., 1991) ve kiiltiire alinan anter yogunlugu (Cho ve
Zapata, 1990) gibi faktorler kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunu etkiledigi
degisik aragtirmacilar tarafindan ileri slriilmiistiir. Bu sonuglar, anter kiiltiirii
caligmalarinda bahsedilen faktorlerin olumsuz etkilerini azaltilmas1 yoniinde de

arastirmalarin yapilmasinin yararl olacagini géstermektedir.

Sonug olarak, ¢avdarda haploid bitkilerin elde edilmesi amaciyla yapilan anter
kiltirii calismasinda, incelenen oOzelliklerin uygulanan faktorlere gore Onemli
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Genel olarak degerlendirme yapildiginda, soguk

uygulamasinda karbon kaynagi olarak maltoz ve hormon olarak da 2,4-D ya da IAA
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kullanimlarinda daha yiiksek oranda kallus degerleri elde edilmistir. Ploidi gruplari

icinde ise kullanilan besin ortaminin diploidler i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir.
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