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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Misir Bitkisinde Anter Kiiltiirii Olanaklar1 Uzerine Arastirmalar
Soner Yigit SARIER

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Kayihan Z. Korkut

Bu caligmanin igerigi baz1 kendilenmis misir hatlarinda in vitro androgenesisi anter kiiltiirii
yolu ile aktarilmasi ve 7-10 giin silirecek 6n soguk uygulamasi yaptiktan sonra anterlerin
kombine edilen dort embriyo indiiksiyon ortamina (IMSS & YPm &N6&P II Besi Ortami)
aktarilmasidir. On soguk uygulanmasindan sonra, anterleri kallus olusturmasi igin indiiksiyon
ortamina transfer edilmistir. Bu {i¢ faktorlii bir deneme olup ti¢ tekrarlamali olarak tamamiyla
sansa bagli deneme planina gore dizayn edilmistir. Her bir tekrarlamadaki petri kab1 30 anter
icermektedir. Her biri 28°C sicaklikta 3—4 hafta tutulduktan sonra TARIST istatistik
programinda (ANOVA) varyans analizi yapilmistir. Sonuglara gore misir hatlarinin anter
kiiltiirtine yanitlariin kullanilan besi ortamina gore degisebilecegi, hatlarin en iyi yanit
gosterdikleri besi ortamlarinin YPI ve MS olup, en yiiksek yanitt SM-53 genotipinden ve en
yiiksek interaksiyonu SM-53 hatti ve YPI (2,4-D + IBA) besi ortaminin verdigi sonucuna

varilmstir.

Anahtar kelimeler: androgenesis, haploid, besi ortami, kallus, anter kiiltiirii

2010, 56 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
Studies on Anther Culture Possibilities in Maize

Soner Yigit SARIER

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

Supervisor: Prof. Dr. Kayihan Z. Korkut

This study involves in vitro androgenesis of Zea mays L. some inbred lines via anther culture.
combination of four embryo induction media (MS & YPI &N6&P II Media) and cold
pretreatment duration (7 to 10 days). After cold pretreatment, anthers were transferred to the
induction media to induce of callus. The experiment was carried out in a 3-factorial
experiment (based on a completely randomized design) with 3 replications. Each replication
consisted of one petri-dish containing 30 anthers. They were grown in a growth chamber at
28°C at 3—4 weeks. And then analysis of variance (ANOVA) was carried out using the
TARIST statistical software. Accordining to result, anther culture responses of maize lines
was varied accordining to the used plant media. The highest anther culture responses of
maize lines were obtained from YPI and MS medium . SM-53 line between maize genotypes
was gave the best response. The highest response for anther culture was obtained in SM-53

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

Keywords: androgenesis, haploidy, medium, callus, anther culture
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1. GIRIS

Diinya tahil ekilis ve iiretiminde énemli bir paya sahip olan musir bitkisi; ekim alani
yoniinden bugday ve ¢eltikten sonra iigiincii, liretim yoniinden ise bugdaydan sonra ikinci

siray1 almaktadir.

Gilinliimiizde insanlarin beslenmesi agisindan yasamsal oneme sahip olan tahillarda,
iiretim ve kalite sorunlarinin ¢6ziilmesi i¢in genetik varyabilitenin sinirlarina yaklasilmistir.
Bu nedenle, onemli kiiltiir bitkilerinin 1slahinda kullanilacak yeni ve daha genis varyabiliteye
gereksinim vardir. Boyle bir genetik varyabiliteyi elde etmek, geleneksel bitki 1slahi
yontemlerinin etkinligini arttirmak ve 1slah siiresini kisaltmak icin yeni teknolojilere
gereksinim vardir. Bu teknolojiler i¢inde en yaygin yararlandigimiz biyoteknolojidir.
Biyoteknoloji kisaca, yasayan doku ve organlari kullanarak, uygun yontem ve tekniklerle
istenilen {irlinlerin elde edilmesi anlamina gelir. Geleneksel bitki 1slahi yOntemlerinin

modifiye edilmesinde biyoteknolojiden yararlaniimaktadir.

Bitki biyoteknolojisinin temelleri 1838 yilinda Schwann ve Schleiden in Totipotens
Teorisi ile atilmistir. Tek bir hiicreden boliinme ve farklilasma yoluyla organ ve tam bitki
elde etme potansiyeline ““ Tottipotensi” denir. Bitki hiicreleri bu 6zellige sahiptir. Kallus ise,
diizenli olmayan hiicrelerin olusturdugu yara dokusudur. Doku kiiltiiriinde yapilan

caligmalarin ¢cogunda kallus sathasindan gecilerek basariya ulagilir.

Bitki biyoteknolojisindeki ciddi gelismeler 1900 lii yillarda baglamigtir. Watson ve
Crick tarafindan genetik yapilarin molekiiler diizeyde tanimlanmasi, 6zellikle bitkilerde

molekiiler tekniklerin kullanilmasinin 6niinii agmustir.

1970 1i yillarda haploid bitkilerin elde edilmesi, protoplast kaynastirmasi ve somatik
melezleme, taksonomik veya genetik olarak farkl: tiirler arasindaki eseysel uyuzmazlik
engellerin asilmasi, mutasyonlar, DNA formundaki genetik materyal transferleri gibi 6nemli
caligmalar yapilmistir. Gliniimiizde ise haploid bitkilerin elde edilmesinde anter kiiltiirti

yaygin olarak kullanilan bir biyoteknolojik yontemdir (Vasil ve ark. 1994). Bir tiiriin normal



kromozom sayisinin yarisina (n) sahip olan esey hiicreleri yani gametlerinden yararlanilarak,
o tiirtin gametik kromozom sayisini1 tagiyan haploid bitkilerin elde edilmesine

“haploidizasyon” ad1 verilmektedir.

Somatik hiicrelerdeki kromozom sayisi, ait olduklar: bitki tiiriiniin gamet hiicrelerinde
bulunan kromozom sayis1 kadar olan bitkilere haploid bitkiler ad1 verilmektedir. Haploidler,
her bir lokustaki allellerden yalniz bir seriyi icermekte ve bu 6zellikleri ile 1slah

caligmalarinda 6nemli yer tutmaktadirlar.

Anter kiiltiirii veya dihaploid elde etmede amag eldeki materyali en hizli sekilde
homozigot hale getirmektir. Somatik hiicrelerdeki kromozom sayisi, ait olduklar1 bitki
tiirliniin gamet hiicrelerinde bulunan kromozom sayis1 kadar olan bitkilere haploid bitkiler
denir. Haploid materyali kolkhisin veya pronamid gibi kimyasallar kullanilarak katlanmasi ile
dihaploid materyal elde edilir. Haploid materyalde dogal olarak spontan olarak kromozom
katlanmas1 % 0,001 ile % 0,01 oranindadir. Dihaploid elde etmenin baslica amaglari:

Hat veya ¢esitlerin arzu edilen karakterlerinin fiske edilebilmesi,
Kombinasyon 1slahinin kolaylastirilmasi,
Islahgilarin dihaploidleri kullanarak marker ve haritalama ¢alismalarina daha fazla hiz

kazandirarak cabuklastirmaktir.

Ayrica haploid bitkilerin homolog kromozomlarindan sadece bir takimi igermesi,
resesif mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasina olanak saglamaktadir. Bunlara ek olarak, haploid
bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasi sayesinde % 100 homozigot saf hatlar elde
edilebilmektedir. Boylece uzun yillar siiren (7—10 yil) saflastirma islemi birkag ay gibi kisa
siirede yapilabilmekte; kombinasyon 1slah1 ve F; ¢esit 1slah1 programlarinda zaman yoniinde

onemli diizeyde kazang saglanabilmektedir.

Haploid bitkikerin tarihi A.D. Bergner tarafindan 1921 de rapor edilmis olan Datura
stromonium L.” un haploid iiretimini gézlemlenmesiyle baglamistir. Bunu baz: tiirlerde
gbzlem ve kesifler izlemis olup Nicotiana tabacum (Clauser ve Mann 1924) ve Triticum

compactum (Gains ve Aase 1926) izlemistir.

Haploid ve dihaploidler erkek ya da disi gametik hiicrelerden elde edilir. Bu

hiicrelerden erkek gametik hiicreleri i¢eren polenler yani mikrospor hiicreleri iki ¢ekirdek



(vejatatif ve generatif olmak iizere) igerirler. Her bir polen hiicresi yalnizca erken gelisim
sathasinda sporotofik 6zellik gosterir ve bu sathada totipotent 6zellik gosterebilir (Touraev ve
ark. 2001). Haploid ya da dihaploid elde edilmesinde yapilan ¢alismalar sonucunda iki 6nemli
safha s6z konusudur. Bunlardan ilki; androgenik indiiksiyon siireci, ikincisi haploid ya da
dihaploidlerin indiiksiyon siirecidir. Indiiksiyon safhasi anterlere yapilan 6n uygulamalardan
onceki sathadir. Rejenerasyon sathasi ise in vitro koklendirme sathasini izleyen sathadir.
Elde edilmesi olas1 haploid bitkilerin; bitki yetistirme ve 1slah1 gibi uygulamali
birimlerle ilgili konularda saglamis olduklar1 avantajlar1 asagidaki gibi gruplandirarak

siralamak mimkiindiir.

Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam bir homozigotiyi elde etme
olanagi sunmasidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla genetik ve 1slah ¢alismalarini yapmak
kolaylasmakta ve sonuca daha ¢abuk ulasulabilmektedir. F; cesitlerinin gelistirilmesinde
homozigot hatlar arasinda iistiin kombinasyon yetenegi verenlerinin belirlenmesi yontemi
kullanildigindan, haploidinin hibrit ¢esit 1slahinda 6zel bir 6nemi bulunmaktadir. Dihaploid
bitkilerden elde edilen saf hatlar F; ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilir.
Kombinasyon 1slahinda da sonuca c¢ok kisa siirede ulagsmay1 saglayan haploidi seviyesinde F;
kademesindeki melez bitkilerden haploid g¢ekerek; farkli genotiplerde bulunan ve tek bir
genotipte bulunmasi arzu edilen dzelliklere sahip bitkiler kazanilmasi miimkiindiir. Ozellikle
misir bitkisi gibi yabanci dollenen bitkilerde heterozigoti orami ¢ok yiliksek oldugundan
bunlarda homozigot hatlarin elde edilebilmesi i¢cin 7-10 generasyon boyunca kendileme
yapmak gerekmekte; kendine dollenen bitkilerde bile ayni amag¢ i¢in 5—7 generasyon
kendileme islemine gerek duyulmaktadir. Ancak dihaploidizasyon yontemi devreye

girdiginde homozigot hatlara tek generasyonda ulasmak olasidir.

Haploid bitkiler, somatik hibridizasyon isleminin dihaploid protoplastlara gore
daha kolay yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Ayrica iki haploid protoplastin birlegsmesinin
sonucu “diploid” olacagindan; protoplast kiiltiirii kullanilarak yapilan somatik hibridizasyon

tekniginin bilinen dez avantajlarinin biiyiik bir kism1 ortadan kalkacaktir.

Haploid bitkiler, farkli patojen ve patojenlerin fizyolojik irklarina karsi in vitro
seviyede secime olanak vermekte, hastaliklara dayaniklilik ¢aligmalarinda zaman, yer ve

maddi kazang saglamaktadir.



Dihaploid hatlarin giincel uygulamalarindan biri de gen haritalarinin ¢ikartilmasinda

kullanimlaridir.

Dihaploid hatlardan olusan bir populasyonda; heterozigoti nedeniyle ortaya ¢ikan
intermediyer eksprasyonlara rastlanmaz. Bu nedenle fenotipik isaretleyicilerin (marker)
taninmasi ¢ok daha etkin olabilmektedir. Dihaploid hatlarda herhangibir gen, ister bitki isterse
marker seviyede olsun (genellikle RFLP analizleri ile belirlenmektedir); 1:1 oraninda
acilacaktir. Bu durum 6zellikle poligenik olarak kontrol edilen bir karakterin haritasi

cikariliyorsa 6nem tagimakta ve kolaylik saglamaktadir.

Fazla miktarda haploid (n kromozomlu) bitki tiretimi saglayacak olan anter kiiltiirii ile
istenilen mutant tiplerin se¢imi ve yeni ¢esitlerin gelistirilmesi miimkiindiir. Haploid bitkiler
1slah ¢alismalarinda genetik analizlerde ve benzer ¢alismalarda kullanilan genetik
materyallerdir. Haploid bitkilerin 1slah ¢alismalarinda kullanilabilmesi i¢in, o tiire ait haploid

bitkilerin istenildigi zaman yeterli miktarda ve kolay elde edilebilmesi gerekmektedir.

Siire kisaltilmasinin yaninda anter kiiltiirli bahsedildigi tizer, bitki 1slahinin degisik
alanlarinda 6nemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir. Anter kiiltiirii ile elde edilen
materyalin kromozom sayisinin pronomid ve kolkhisin gibi kimyasallar kullanilarak ikiye
katlanmasi ile % 100 homozigot bitkilerin elde edilmesi 6zellikle de misir bitki gibi yabanci
dollenenlerin melez ¢esit 1slahinda, 1slah siiresinin kisaltilmasi ve etkinliginin arttirilmasi igin
umut olmustur.

Melez misir 1slahinda, anter kiiltiirii ile homozigot dihaploid misir hatlarinin
eldesi miimkiindiir. Bu nedenle melez ¢esit 1slahinin etkinligi artacak ve 1slah siiresi
kisalacaktir.

Yapmis oldugumuz bu tez ¢aligmasi ile, melez misir 1slah1 programinda kullanilacak
uygun anter kiiltlirii yontemi konusunda bilgi sahibi olunacaktir. Bu amacla 12 misir hatti
tizerinde 5 farkli besi ortami kullanilacaktir. Anter kiiltiirii yontemi ile haploid kallus ya da
bitkiler elde ederek anter kiiltiirline elverisli misir hat ya da hatlarin1 saptamak, misir
hatlarinin farkli besi ortamlarina olan yanitlarini 6l¢gmek ve musir bitkisinde anter kiiltiirii i¢in

uygun besi ortamlarinin bulunmasi yapilan ¢alismanin temel amacidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kapal1 tohumlu bitkilerde kisa bir gametofik satha ve tamamen sporotifik safhaya
bagli bir yasam vardir. Erkek gametofitler bitkilerden polen tanesi ya da mikrospor
olusturmak tizere gonderilirler. Polen taneleri haploid yapida olup her bir genden tek bir
kopyaya sahiptir. Erkek gametofit fonksiyonlarin1 uygun sartlar altinda androgenesis
meydana getirmesi, basli basina polen tanelerinin sporotifik gelisim yetisinde olmasina
baglidir. 1920 li yillarda c¢esitli tiirlerde haploid bitkilerin spontan olarak {iretildigi
kesfedilmistir. Spontan haploid bitkiler, iki ebeveynden gelen iki set kromozomdan ziyade tek
ebeveynden gelen tek set kromozom i¢ermekteydiler. Yiiksek bitkilerden Datura stromonium
un haploid iiretimlerinin gozlemlenmesiyle double haploidlerin tarihi siireci baslamistir

(Bergner 1921).

Bunu izleyen yillarda haploidler arasindaki 1slah programi tanimlanmis bu baglamda
parthenogenesis yolu ile kromozomlar1 katlanmis haploid misir bitkicikleri gelistirilmistir

(Chase 1952).

Androgenesis, erkek gamet hiicresine ait mikrosporlarin  sporatifik  gelisime
yonlendirilmesidir. Mikrospor normal olarak vejatatif ve generatif olmak lizere 2 ¢ekirdek
iceren polen hiicresine doniismek ic¢in programlanmistir. Androgenesis te her bir gelisim
sathasinda sporotifik gelisime yonlendirilip totipotent 6zellik ile dol eldesi ana amagtir.
Androgenesis siirecinde ¢ogu yontem 2 ana in vitro sathadan ibaret olup 1. si androgenik
stirece indiiksiyon, 2. si haploid ya da double haploid rejenarasyonudur.

Indiiksiyon safhasinda bitkilere siklikla 6n uygulamalar yapilip bunu rejenerasyon safhasinda
in vitro koklenme izler. Mikrospor gelisim safhasinda direkt olarak androgenik embriyo
olusabilir buda literatiirde “embriyo benzeri ap1” ELS olarak gecer. ELS uygun Kkiiltiir

sartlarinda ¢imlenerek direkt olarak bitkiye dontisiir.

Sonraki yillarda gelistirilen bir¢ok doku kiiltiiri yontemiyle birlikte 1slah¢ilar 1950 ler
de kendi haploid bitkilerini in vitro kosullarda tiretmek i¢in mikrospor kiiltiirii gibi yontemler

kullanmislardir.



Ilk kez 1953 yilinda Tulecke, Ginkgo bloba bitkisine ait olgun polenlerin kiiltiir

kosullarinda haploid kallus olusturmak {izere uyarilabilecegini gdzlenmistir.

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

saglanmistir (Guha ve Maheshwari 1966).

Bu calismalara benzer celtik (Oryza sp.) lizerinde ¢alisan Nuzeki ve Oono (1968,
1970); Guha ve ark. (1970) basarili calismalar yaparken; Kameya ve Hinata (1970) da

Brassica tiirlerinde uygun sonuglar almislardir.

Haploid bitkilerle ilgili ilk uluslarast sempozyum 1974 yilinda Kanada nin Guelph
eyaletinde “yliksek birkilerde haploidi” adi altinda yapildi. Haploid bitkilerde en ¢ok calisilan

bitkiler arpa, bugday, triticale, musir, ¢eltik ve kanoladir.

Kessel ve ark. (1977), oksijen diizeyi diisilk oldugu kiiltiirlerde artan adenosine

diizeyinin Daucas caroto da yesil bitkicik oranini azalttigini bulmuslardir.

Immura ve Harada (1980),aspirasyon ile azalan atmosferik basing uygulamasiyla tiitiin

anterlerinde 6n soguk uygulamasinin polen embriyogenesisini arttirdigini belirlemislerdir.

1982 yilinda Maheshwari ve ark. 26 familyanin 60 cinsinin 171 tiiriinde anter
kiiltliriine olumlu yanit almiglardir. Misir da anter kiiltiirii caligmalar izleyen yillarda devam
etmistir (Genovesi 1980; Maheshwari ve ark. 1982; Narayanaswamy ve George 1982; Bajaj
1983; Johri ve Rao 1984; Dunwel 1985; Heterle ve Bors 1985; Foroughy — Wehr ve Wenzel
1988).

Misirda anter kiiltiiriine yanit bir¢ok genotipin yanitsiz olmasiyla yiiksek oranda
genotipe baglidir. Yanit yetenegi yiliksek genotiplerin anterlerinin = %18 inden daha

fazlasindan yanit alindig1 bazi sonuglarda belirtilmistir (Genovesi ve Collins 1982).

Bunu izleyen yillarda birgok calisma yapilmis ve yaklagik 250 farkli bitki tiiriinde in
vitro androgenesis (erkek gametten haploid uyartimi) tekniginden basarili sonuglar elde

edilmistir (Bajaj 1983; George ve Sherrington 1984; Pierik 1989).



Hassawi ve Liang (1990), bugday ve triticale de yaptiklart c¢aligmada; cesit,
inkiibasyon sicaklifi ve cicek tozu gelisim doneminin anter kiiltiirii iizerine etkilerini
arastirmislardir. Inkiibasyon sicakliginin kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu iizerine fazla
etkisi olmadigin1 fakat cigcek tozu gelisim donemi ile ¢esit interaksiyonun kallus olusumunu

onemli derecede arttirdigini bulmuslardir.

Bu bulgular sonucu androgenesis olusumu elde edildiginden sonraki ¢alismalar;

—teknigi daha fazla gelistirmek,

—mikrosporlardan bitki eldesi icin esas gerekli dig etmenlerin bulunmasi

—androgenesis olusumuna neden olan mekanizmay1 anlamak amaciyla yapilmstir.

Nicotiana, Tabacum ve Brassica tiirlerinde molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik agidan

bir¢ok arastirma ile haploid embriyogenesis mekanizmasi anlasilmaya c¢alisildu.

Kallus sathasimnin karismadigi mikrosporlardan direkt embriyogenesisin yani sira
dolayli olarak yiiksek etkinlik saglayan mikrospor kiiltiiri gelisim sistemlerinde
uygulanabilirlik arastirildi. Gametofik degisimlerden olusacak embriyonik ihtiyaglarin 6zel

kosullar gerektirdigi ortaya kondu.

Anter kiiltiiriinde genotip siirlandirmalarini gidermek icin arastiricilar daha yiiksek
yanita sahip hatlart gelistirmek i¢in ¢alismiglardir. Yapilan genetik analizler gostermistir ki
androgenik yanit yiiksek oranda kalitimi olan bazi karakterlerin genleri tarafindan kontrol

edilmektedir (Morigneux ve ark. 1994).

Bazi ¢aligmalarda da anter kiiltiirline yanitta dominant genler tarafindan kontrol edilen
basit bir kalittma sahip Ozellik olarak bahsedilmektedir (Sheridon 1982; Petolina ve
Thompson 1987; Barloy ve ark. 1989, Afele ve Konnenberg 1990). Hizl1 genetik kazancla
ilgili olan bu oneriler yaniti diisiik olan germplazma yanit1 yiiksek olanlardan bu karakter

transfer edilebilir.

Pescitelli ve ark. (1990), anterlerin izolasyonu tekniginin, diisiik sicaklik
uygulamasmin ve sakaroz seviyesinin misir bitkisinde mikrospor Kkiiltiirtine etkisini
arastirmislardir. izolasyon tekniginde pensler yardimiyla kesilerek alinan anterlerin ezilerek

alinan anterlere gore 3 kat daha fazla ELS elde edilebilecegini ortaya koymuslardir. On



sicaklik uygulamas1 (15° de 4giin) yapilan mikrosporlarm 6n sicakhk uygulamas
yapilmayanlara gore 2 kat daha fazla ELS edilebilecegini ve ayrica en yiiksek yanit aldiklar

sakaroz konsantrasyonun % 8-9.5 oldugunu yaptiklari ¢aligmalar ile ortaya koymuslardir.

Afele ve Konnenberg (1990), iki misir kendilenmis hattinda, DBTS (P;) ve B-73 (P»),
onlarin Fy, Fyve ilk generasyon geriye melezleri F; x DBTS (B)) ve F; x B-73 (B;) kullanarak
in vitroda kiiltiire almislardir. Bu generasyonlarda 3 farkli karakterin etkisini 6lgmiislerdir;
anter yanit1 (%), embriyo siklig1 (%) ve anter verimliligi. Yapilan calismada Py, Fy, F, ve B,
generasyonlarinda embriyo siklig1 ve anter kiiltiiriine yanitta 6nemli fark olmadig ancak P, ve
B, generasyonlarinda diger generasyonlara oranla daha diigiik yanit aldiklarini belirtmislerdir.
fakat anter verimliliginde F, generasyonun diger generasyonlara oranla biraz daha yiiksek

oldugunu belirtmislerdir.

Anter kiiltiirii ile bitkilerin elde edilmesinden sonra uygun genler korunarak her anter
kiltlirii seleksiyonu i¢in uygun bir islemdir ve yamit diizeyinin artis1 ile uygun genler
toplanabilir (Petolina ve ark. 1988). Anter kiiltiiriine yanitin genetik temelini daha iyi anlamak
ve uygun bitki rejenerasyonu igin ii¢ arastirict grubu kromozomal bolgeleri belirlemislerdir.
Ayrica bu kromozomal bolgeler RFLP (restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi) analizi
kullanilarak bunlarla iligkili bolgeleri belirlenmistir (Armstrong ve ark. 1992; Cowen ve ark.

1992; Wan ve ark. 1992).

Wan ve ark. (1992), Pa91 x FR16, H99 x Pa91 ve H99 x FR16 isimli ii¢ misir F;
melezinden gelistirilen kallus ya da embriyo benzeri yapilardan RFLP analizi ile yapilan
kromozomal inceleme sonucunda rejenere kallus olusumu ile iliskili goriilebilecek 1, 2 (ikinci

bolgeler), 3, 6 ve 8 olmak iizere kromozomlar iizerinde 6 kromozomal bolge belirlemislerdir.

Bu bolgeler arasinda ikinci kromozomun uzun kolunun en sonunda bir ve sekizinci
kromozomun uzun kolunun iizerinde diger bir bolge embriyo benzeri yap1 olusumu ile iligkili
gorllebilecegini belirlemisler. Diger dort bolge embriyo benzeri yapt ya da kallus

olusumunun biri ya da her ikisi ile iligkili olabilecegini agiklamislardir.

Bu raporlar bitki rejenerasyonu ya da anter kiiltiirline yanit i¢in énemli goriilebilen

baz1 yaygin bolgelerle iligkili goriilmektedir. Birinci ve ikinci kromozomun {izerindeki



sentromere yakin bdlgeler anter ve doku kiiltiirii ¢aligmalarinin her ikisinde de belirlenmistir

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

Ugiincii kromozom {izerindeki bdlge ii¢ arastiricin hepsi tarafindan belirlenmistir.
Armstrong ve ark. (1992) ile Cowen ve ark. (1992) her ikiside 9 kromozom iizerindeki

bolgenin bitki rejenerasyonu ve anter kiiltiiriine yanit i¢in 6nemli oldugunu belirlemislerdir.

RFLP analizleri misirda anter kiiltiiriine yanitin ve kallus olusumunun genetik temelini
saptamada ve de Onceki genetik ¢alismalar ile uyumlu olmustur (Sheridon 1982; Petolina ve
Thompson 1987; Barloy ve ark. 1989; Afele ve Kannanber 1990). Anter kiiltiiriine yanitin
bitki rejenerasyonunu izlemesi, yiiksek derecede iliskili olan bolgelerde anterlerin yaniti ile
genotiplerin kolay taninmasina izin vermek i¢in daha kesin haritalamaya ihtiya¢ vardir. Diisiik
yanit veren ya da hi¢ yanit vermeyen genotiplere yiiksek yanitli genotiplerden gen transferi,

yanit1 bitki rejenerasyonu izlemesi olaymi kolaylastirabilmesi olasidir.

Saisingtong ve ark. (1996), misir bitkisinde anter Kkiiltiiri siiresince kolkhisin
kullanarak kromozom katlanmas1 isimli ¢aligmalarinda 5 — 1000 m/L araliginda kolkhisin
eklenmis besi ortamlarina 1-7 giin arasinda 14°Csicaklik uygulamislardir. En yiiksek yaniti
ETH-M 36 isimli genotipten 250 mg/L de 7 giinliik 6n uygulamadan 9,9 dihaploid bitki /100

anter olacak sekilde elde etmislerdir.

Petolino ve Thompson (1997), misir bitkisinde anter kiiltiiriine yanit1 4 ticari
hattin diallel melezlenmesinden elde olunan melezleri kullanarak in vitro da incelemislerdir.
Yapilan ¢aligma sonucunda genotipler arasinda 6nemli farkliliklar gézlamlemislerdir. Yapilan
calismada H-99 x FR-16 ve PA-91 x FR-16 meezlerinin ebeveynlere oranla anter kiiltiiriine

daha yiiksek yanit verdiklerini ortaya koymuslardir.

Zhongchen ve ark. (2000), anter kiiltiirii ile haploid bitki {iretiminin misir bitkisinde
saf hat elde etmede Onemli bir ara¢ oldugunu belirtmislerdir. Bu dogrultuda 50 farklh
kombinasyondan 200 {in iizerinde saf hat elde etmislerdir. Buna ekolarak bunlarin melez
kombinasyonlarindan bazilarin1 tarimsal iiretimde kullanmislardir. Yapilan g¢aligmalarinda
haploid bitki eldesinde kullandiklar1 besi ortamlaridan en fazla yanit aldiklari ortamin
bilesiminde 2 mg/L 2,4-D, % 0.5 lik aktif karbon, 500 mg/L kazein hidrolisat, 0.2 mg/L. TIBA
ve % 15 sakaroz eklenmis N—6 besi ortami1 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica haploid teknigini



kullanarak 1slah siiresinin biiyiik oranda kisaldigini ¢iinkii melez ¢esit 1slahinda gerekli saf

hatlarin bir y1l i¢inde elde edilebilecigini ortaya koymuslardir.

Korkut ve ark. (2001), yaptiklar1 ¢calismada yerli ve yabanci ekmeklik bugday cesit ile
hatlarinda haploid ve dihaploid elde edilme olanaklarin1 arastirmiglardir. Ekmeklik bugday
genotiplerinin kallus, albino ve yesil bitki yanitlarini diisiik bulmuslardir. 25 genotipten 23 i
kallus gelistirmis. Bunlardan 3 tanesinde hi¢bir organogenesis goriillmemis, 20 tanesinde ise

organogenesis goriilmiistiir. 20 genotipin 15 inden ise yesil bitki elde etmislerdir.

Izleyen yillarda nusir bitkisinin  kiiltire alman anterlerinde dihaploid bitki
rejenerasyonlart  sayisini  arttirabilecek en etkili kromozom katlama yontemlerinin
belirlenmesine c¢alisilmistir. Kromozom katlama calismalarinda kolkhisin ve pronamid
kullanilmig olup, 0, 125, 250, 500, 1000 mg/l kolkhisin ve 0, 2,5, 5, 10, 20 ve 40 uM
pronamid uygulanarak her bir konsantrasyonda 3, 5 ve 7 giin siireyle tutulmustur.

“Kolkhisin uygulamasinda en yiiksek kromozom katlamasi % 35,3 ile 125 mg/l
konsantrasyonda 3 giinliik uygulamadan alinmistir. Pronamid ise % 34,8 ile 20 puM

konsantrasyonda yine 3 giinliik siireden alinmistir (Wan ve ark. 2003).

Misir bitkisinde yapilan diger bir ¢alismada anter kiiltiiriinde kolkhisinin embriyo
tiretimi ve dihaploid {izerine etkisidir. Bu amagla MS ve YPU besi ortamlar1 kullanilmus ve
Oon uygulama olarak 0, 100, 200, 300, 400 mg/l olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda
kolkhisin, 0, 3, 6, 9 giin olmak {izere uygulanmistir. Ardindan anterler kolkhisin igermeyen
indiiksiyon ortamina alnmig, sonug¢ olarak 250 mg/l konsantrasyonunda 6 giin tutulan

anterlerden en yiiksek yanit alinmistir (Mohommodi, Moieni ve Jajali-Javaran 2007).

Widholm ve ark. (2008) musir bitkisinde kallus olusumu ve anter kiiltliriine yanitta
kromozomal bolgelerin RFLP analizi ile belirlenmesi isimli ¢alismalarinda, RFLP analizinde
3 F; hattindan (PA-91 x FR-16, PA-91 x H-99, H-99 x FR-16) elde edilen kalluslar
kullanilmistir. PA-91 ve FR-16 melezlerinde kromozomlar iizerlerinde yaptiklar1 RFLP
analizi sonucunda 8 kromozomal bolge elde etmislerdir. Bunlar 1., 2.(2 bolge), 3., 6. ve 8.

kromozom tizerinde kallus olusumundan ELS ye doniisiimii saglayan 8 bdlge bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri boliimii
tarafindan gelistirilmis kendilenmis hatlar S-6 kendileme generasyonuna kadar gelistirilmis,
yurtdisi ve yurt icinden toplanan atdisi musirlardan silaj amaclh gelistirilen misir hatlar
materyal olarak kullanilmislardir. Bu sekilde gelistirilen 7 kendilenmis hat kullanilmistir.

Kullanilan kendilenmis hatlarin isimleri Cizelge 3.1.1. de verilmistir.

Cizelge 3.1.1. Kullanilan hatlar

SM-47

SM-14

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

Anter kiiltiirline yanitin ayni tiirler arasindaki genotipler arasinda bile farklilik
gosterdigi durumlarda ortak besi ortami onerimi zordur. Bunun i¢in ¢alismamizda N-6, MS,
YPI, P II besi ortamlar1 ile bu ortamlarin 2,4-D, IBA, NAA ve kinetin hormonlan ile
desteklenmis 5 farkli ortam kullanilmigtir. Kullanilan besi ortamlart ve bu ortamlarin igerigi

Cizelge 3.1.2. ve Cizelge 3.1.3. de verilmistir.

Cizelge 3.1.2. Kullanilan besi ortamlari

1 | YPI2,4-D +1IBA
MS 1 2,4-D + NAA
MS 2 IBA + Kinetin
N6 2,4-D+NAA
P 1I IBA + Kinetin

2
3
4
5
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Cizelge 3.1.3. Kullanilan besi ortamlar1 ve bilesimleri

Besi ortanu YPI ‘ N-6 | MS-1 PII MS-2
Bilesik mg/l
KNO; 2,500 2,830 1900 1000 1900
NH.NO; 165 - 1650 200 1650
CaCl, 176 166 - - -
KH,PO, 510 400 170 300 170
MgSO4 370 185 370 200 370
(NH4)SO4 - 463 - 200 -
ZnSO4 8.6 1.5 8.6 3 8.6
KI 0.83 - 0.83 0.5 0.83
MnSO4 223 44 223 8 223
H;BO; 6.2 1.6 6.2 3 6.2
Na,MoOy 0.25 - 0.25 - 0.25
CuSO4 0.025 - 0.025 - 0.025
CoClL, 0.025 - 0.025 - 0.025
Na,EDTA 37.3 37.3 373 20 37.3
FeSO, 27.8 27.8 27.8 - 27.8
Thiamme HCL 0.5 - - 1 -
Myo-Inositol 100 - 100 100 100
2,4-D 1 1 - - 1
IBA 1 - 1 1 1
NAA - 2 1 - -
Kinetin - - - 1 1
Sakaroz 120,000 40,000 30,000 30,000 30,000
PH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
2.Yontem

Kendilenmis musir bitkilerine ait tohumlar Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi

deneme alanina musir bitkisi ekim sezonunda el ile ekilmistir. Her hat iki sira elle ekilmis

olup, sira aras1 70 cm, sira iizeri bitkiler aras1 25 cm tutulmustur. Parsel uzunlugu 5 m olarak

alimmistir. Boylece, her sirada 21 bitkinin yetismesi saglanmistir. Calismada kullanilan misir

hatlarindaki ekim, bakim ve giibreleme islemleri diger misir tarlalarindaki gibi uygulanmistir.

Anter kiiltiirii calismasi, 12 musir genotipi ve 5 besi ortaminda denemeye alinmustir.

Calisma 3 tekrarli olarak, tesadiif parsellerinde boliinmiis parseller deneme desenine gore

labaratuar kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Calismamizda 5 besi ortami ana parsellerde, 12

genotip ise alt parsellerde yer almistir.
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3.2.1. Anter kiiltiirii

Anter kiiltiiri esas olarak; icerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlar)
bulunduran anterlerin, tomurcuklarindan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin ortamlarina
yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar elde edilmesi olayina
verilen isimdir. Haploid embriyogenesisi arttiran en etkili faktdr erkek bitkinin gametofik
dokusudur.

Anter kiiltiirii temel prensibi, normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya doniisecek olan
polen tanesinin gametik gelisme yonii; heniliz tek ¢ekirdekli donemdeyken somatik gelisme
yoniine dogru ¢evrilmekte ve boylece ‘mikrospor androgenesisi’ veya sadece ‘androgenesis’
olarak adlandirilan olusum gerceklesmektedir. androgenesiste en zor olusum gametofik

safhadan sporotifik sathaya ge¢istir.

Heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek
cekirdekli mikrosporlart bulunduran anterler, anter kiiltiirii i¢in uygun baslangic materyalidir.
Misir bitkisi monoik bir bitki olup disi ve erkek cigekler ayni bitkide fakat farkli yerlerdedir.
Bizim yararlanicagimiz kistm musir bitkisindeki anterler olup, karisik salkim c¢igek
durumunda gévde ucundaki erkek ¢igcek kavuzlarinin i¢inde yer almakta ve her bir erkek ¢igek
tic anter icermektedir. Baslangi¢ materyali olarak kullanilacak ve birinci polen mitozu
asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlart bulunduran anterler ise bitkide morfolojik
olarak, tepe piskiiliniin ¢ikmasina yakin donemde st yapraklar tarafindan sarilmis

halidir.Sekil 3.2.2.1. de anter kiiltiiriine ait semalar goriilmektedir.
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Sekil 3.2.1.1. Anter kiiltiirii akis semas1 (Bohajvani ve Razdan 1996)

Anter kiltlirii, polen olusumu sirasinda anterlerin ¢icek tomurcuklarindan ¢ikarilip
steril kosullarda besi ortamina aktarilmasi ile baslar. Anterler bu kiiltiir ortaminda mitoz
boliinme ile gelisirler. Anter kiiltiirii ¢alismasinin diger in vitro haploid bitkilerde etme
tekniklerine gore avantaji, bir anter igerisinde ¢igek tozlarinin bulunmasi ve uygun bir in vitro
kiltlir sistemi ortaya konulabildiginde bir anterden ¢ok daha fazla sayida haploid bitki elde

ediebilmesidir.

Anter kiiltiirii calismasinda kullanilan baslica evreler; donor(verici) bitkinin se¢ilmesi,
cicek tozu gelisim donemi, 6nsoguk uygulanmasi ve sterilizasyon islemleri, besi ortamlarinin
hazirlanmasi, anterlerin besi ortamina aktarilmasi ve anterlerin inkiibasyonudur. Bu devreler

alt bagliklar halinde tek tek aciklanmistir.
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3.2.1.1. Verici (donor) bitkinin secilmesi

Yaptigimiz caligmanin ilk agsamasini verici bitkilerin se¢imi olusturmaktadir.

Verici bitkinin giicli ve yetisme kosullar1 anter kiiltiiriine yanitta oldukca etkilidir.
Giglii gelisen bitkiler zayif gelisen bitkilerden daha yiiksek yanit vermekte ve iyi uyumlu
genotipler arasinda bile, 1y1 yanit vermede giinden giline ve bitkiden bitkiye degisimin oldugu

belirlenmistir.

Yaptigimiz aragtirmada ise, genotiplerin bulundugu her siradaki bitkiler siirekli olarak

gbzlemlenmis ve her siradan en iyi gelisim gosteren bitkiler verici olarak secilmistir.

3.2.1.2. Cigek tozu gelisim donemi

In vitro androgenesisin basariyla uyartilmasinda etkili olan en onemli faktdrlerden
birisi, anterlerin donor bitkiden izole edildigi anda mikrosporlarin ig¢indeki bulunduklari
gelisme donemidir. Misir ve diger bir¢ok bitkide en iyi sonuglar, tek ¢ekirdekli mikrospor
erken asamasindaki mikrosporlar1 iceren anterlerden alinmaktadir. Mikrosporlar igerisinde
nisasta depolamaya basladiktan sonra, gelismeyi sporotifik yone kaydirmak ve haploid
embriyo elde etmek icin yapilacak uyarilar etkili olamamaktadir. Anterlerin igindeki

mikrosporlarin gelisme donemi sitolojik gozlemlerle belirlenmektedir.

Mikrospor gelisme asamasi asetokarmin ile hizli boyama ile saptanabilecegi gibi,
patates ve kolzada oldugu gibi kalin bir polen duvart s6z konusu ise, bir gece tespit
cozeltisinde bekletmenin ardindan asetokarmin ile boyama yontemi kullanilarak da
belirlenebilir. Ayrica fleuresans mikroskobu ve preparat hazirlanmasinda buna uygun
merkiirik asit, DAPI gibi boyalarin kullanilmasi ile ¢cok ¢abuk ve mikrospor ¢ekirdeklerinin
cok net bir sekilde goriilmesi olasidir. Flouresans boyalarla yapilan boyama, hem
mikrosporgenesis asamalarinin tam olarak ortaya konmasi ve hem de laboratuarda is akisi

igerisinde hizla gézlem yapilabilmesini saglar.
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Misirda anter kiiltlirline alinan mikrospor hiicrelerinin stoplazmasinda yer alan
ribozomlar diisiik yogunluktadir. ilk yapisal degisim 6n hiicresel seviyede yani niiklear
kromatinlerin yogunlasmaya basladigi donemdir. Cekirdegin sahip oldugu bu 6zel ipliksi
komponenentler nadir olarak bulunsa da diisiik yogunluktaki ribozomlar ile 2-3 kat fazla
sayida artan ¢ekirdeksel agikliklarin birinci polen mitozunun hemen oncesinde goriilen

yapisal degisimler oldugu bilinmektedir.

Hiicre duvari

mikrosporgenesis
Hiicre duvari
Diploid 2n kallus Polen ana hiicresi mikrosporlar
Mayoz 1 ___ Mayoz2
Mikrospor ¢eksrdegi Vejatatif Vejatatif Tetrad
vakuol ¢ekirdek hiicre Polen mitozu 2
Polen mitozu 1 Vejatatif
MILOSIE 1 cekirdek
o T TS
) — .) — » » [ ~F
(=]
O

Polen formasyonu T

Sekil 3.2.1.2.1. Mikrosporgenesis (S. S. Bohajvani ve N. K. Razdan, 1996)
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Resim 3.2.1.2.1. Erken univalent safhadaki tepe piiskiilii (orjinal)

Bu sonuglar gostermistir ki bu devrede sporotifik gelismeler i¢in normal gametofitik
gelisimde mikrospora gecis icin en uygun donemdir. Resim 3.2.1.2.1. de erken iinivalent
safhadaki misir bitkisine ait tepe piiskiilleri ve resim 3.2.1.2.2. Erken univalent dénemde

tarlada misir bitkisi goriilmektedir.

Morfolojik olarak univalent doénemdeki mikrosporlarin bulundugu dénemde tepe
piiskiilii bitki sap1 lizerindeki yapraklar igerisinde lokalize olmus ve heniiz ¢ikmamisken sabah
7-9 yada Ogleden sonra 4-6 saatlerinde, yani anterlerdeki ¢igek tozlar1 erken {iinivalent
donemde iken tepe piiskiiliinii saran yapraklar ile kesilerek alinmistir (Change ve Neufter
1989). Bu donemde genellikle anterler parlak sar1 olmakla beraber kendiliginden agan hafif

sar1 anterlerin pozitif sonug¢ vermedigi de gozlenmistir (Genovesi 1990).
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Resim 3.2.1.2.2. Tek ¢ekirdekli donemde tarlada misir bitkisi (orjinal)

3.2.1.3. On soguk uygulamasi ve sterelizasyon

Cigek tomurcuklarina yapilan bazi 6n uygulamalar, mikrosporlarin kiiltiir sirasindaki
gelismesi tizerine olumlu etki yapmaktadir. Anter kiiltiirlinde en etkili 6n uygulama,
tomurcuklara yapilan soguk soklardir. 4-10C° ler arasinda, 72 saat ile 4 haftaya kadar tutulan
tomurcuklar, polen rejenerasyonu bakimindan olumlu yanitlar vermistir (arpa: Sunderland ve
ark. 1981; patates: Wenzel ve Uhrig 1981; misir: Genovesi ve Collins 1982; bugday: Lazar ve

ark. 1985; biber: Morrison ve ark. 1986). Misirda anter kiiltiirii uygulamalar1 {izerine biitiin
18



yayinlar yiiksek yanit i¢cin onemli olan on soguk soklamasindan Once erken {iinivalent

devredeki mikrosporlara seleksiyon yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Abiotik stresin ¢ok Onemli bir rolii androgenik indiiksiyon ilk olarak tiitiinde
uygulandi (Ducken ve Heberle-Bors 1976; Heberle-Bors ve Reinert 1981). Monokotiledon ve
dikotiledon bitkilerin her ikisinde de diisiik ve yiiksek sicaklik soklari indiiksiyonun erken

safhasinda 6n uygulama olarak kullanilmis olup uygun protokoller gelistirilmistir.

Donor bitkilerden alinan tepe piiskiillerine yapilacak 6n soguk uygulamasi, sporofit
gelismenin alternatif programi i¢in mikrosporlarin dogrudan bir gametofitik gelisme olan

gelisme programina ¢evirmek i¢in olduk¢a dnemlidir (Genovesi ve Collins 1982).

1990 larin basinda tahil androgenesisi 4°C-7°C olarak 3—4 hafta arpanin androgenik
indiiksiyonunda kullanilmistir (Olsen 1987; Ziauddin ve ark. 1990; Medhorit ve Lorz 1993;
Scott ve Lyne 1994; Evas ve Betty 1994; Solmankallio- Motilla ve ark. 1995).

Bugday da 6n soguk uygulamasi 1 haftanin iizerinde uygulanmistir (Gustafson ve ark.
1995; Redho ve ark. 1995). Ayni sekilde triticale (Slusar ievciz —Jerzino ve Panitka 1997;
Meciniok ve ark. 2008; Gonzales ve ark.- Jouve 2000; Immonen ve Robinson 2000; Tuvesson
ve ark. 2003; Wedzony ve ark. 2003) ve ¢avdarda (Immonen ve Antilla 2000; Immonen ve

Tenhola-Roinian 2003) benzer uygulamalar yapilarak basarili sonuglar elde edilmistir.

Androgenik etkiyi gelistirmek i¢in musir bitkisinde 6n soguk uygulamalar1 7°C olarak
tepe plskiiliine uygulanmis ve basar1 saglanmistir (Barnabas et al. 2003a). Ayrica bunun
yerine 6n uygulamada sicakligi 14°C olarak ayarlayip, besi ortaminin i¢ine mannitol koyarak

da basarili sonuglar elde edilmistir (Nogeli ve ark. 1999; Zhang ve ark. 2003).

Bu bilgiler 1s181nda, melez misir 1slah programindaki parsellerdeki bitkilerden alinan
tepe piiskiilleri 6n soguk uygulamasi yapilmasi amaciyla i¢inde su bulunan kaplara konmus ve

tizerleri 151k almasini engellemek amaciyla aliiminyum folyo ile hafif¢e kapatilmistir.

Bu asamadan sonra materyaller Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimiine ait dolaplara konularak 7°C de 7-10 giin siireyle n soguk uygulamasina

tabi tutulmuslardir (Resim 3.2.1.3.1.).
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Resim 3.2.1.3.1. On soguk uygulamas: yapilan tepe piiskiilleri (orjinal)

Anter kiiltiirtinde 6n soguk uygulamasinin 6nemli etki yapmasinin en énemli nedeni;
nisasta birikiminin bloke edilerek, tek c¢ekirdekli mikrospor doneminde tutulan mikrospor
sayisin arttiritlmasi, anter duvarlarinin yaslanmasinin geciktirilmesi ve absisik asit gibi bazi

engelleyici maddelerin azaltilmasidir (Arias 2000).

Bu uygulamalardan sonra tepe piiskiilleri Namik Kemal Universitesi Tarla Bitkileri
Boliimii Biyoteknoloji Labaratuarinda sterelizasyon iglemi yapilmistir. Bu islem i¢in tepe

piiskiillerini saran yapraklar uzaklagtirilmistir.

Ardindan tepe piskiilleri i¢cinde 2-3 damla Twin—80 bulunan % 2 lik sodyum
hipoklorit solusyonunda 15 dakika siireyle calkalanarak ylizey sterelizasyonu islemi
yapilmistir (Resim 3.2.1.3.2.). Daha sonra bu tepe piiskiilleri steril kabin i¢inde steril su ile 3
kez durulanmistir (Barnabas, 2003a).
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Resim 3.2.1.3.2. Anterlerin %2 lik sodyum hipoklorit ile sterelizasyonu ve durulanmasi

(orjinal)

3.2.1.4. Besi ortamlarinin hazirlanmasi

Anter kiiltiiriinde genel olarak ilk asamada gametofik dokular1 sportifik gelismeye
doniistiirme yoniinde uyaracak oksinler gerekli iken; bitkicige donilisiim asamasinda
sitokininlerin varligina gerek duyulur. Misir bitkisinde anter kiiltiirii ¢alismalarinda en yaygin
olarak kullanilan oksinler; IBA, NAA ve 2,4-D dir. Sitokinin kaynagi olarak ise genellikle
kinetin kullanlmaktadir (Sahin 2009).

Bizde bu amagla ¢alismamizda, MS 1 sivi ortamina 1 mg 2,4-D + NAA ilavesi, N 6
stvi ortamina 2 mg NAA ve 1 mg 2,4-D, MS 2 sivi, P II sivi ortamlarina 1 er mg IBA ve
Kinetin, YPI ortamina 2,4-D ve IBA ilave edilerek Ph 5.8 e ayarlanmistir.

Besi ortamlar1 labaratuar kosullarinda 0,001 hassas terazi kullanilarak bilesiklerden
stoklar hazirlanmistir. Daha sonra stoklar ile besi ortamlari hazirlanmis ve hazirlanan besi
ortamlar1 otoklavda sterilize edilmistir. Sterilize edilen sivi besi ortamlar1 sterilize edilen
kaplarda birakilarak anterlerin aktarilmasi esnasinda daha 6nceden steril edilen (180°% de
2saat) petri kaplarina dokiilmiistiir. Petri kaplarinin boyutuna goére her petri kabina ortslsms

30 adet musir bitkisi anteri aktarilmigtir.
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3.2.1.5. Anterlerin Besi Ortamina Aktarilmasi

Henliz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek
cekirdekli mikrosporlart bulunduran anterler, anter kiiltiirii i¢in uygun baslangi¢ materyalidir.
Bu safhadaki anterleri iceren ve daha once steril hale getirilmis tepe piiskiillerinin igerdigi
tomurcuklarin igerisinden ¢ikarilan anterler 6nceden hazirlanmis ve otoklavlanarak steril hale
getirilmis besin ortamlarinin tizerine yerlestirilmistir (Resim 3.2.1.5.1.).

Anterlerin tomurcuk icerisinden ¢ikarilmasi sirasinda ezilmemesine ve flamentlerinin, anterle

birlestigi noktadan kesilerek uzaklastirilmasina dikkat edilmistir.

Petri kaplarinda kati, yar1 kat1 ve sivi olarak hazirlanmis ve 6nceden otoklovlanarak
steril olan besin ortamlarna 30 adet olacak sekilde anterler aktarilmistir. Aktarim islemi
bitiminde petri kaplarinin kenarlar1 parafilm ile kapanarak herhangi bir enfeksiyona karsi, dis

ortamdaki atmosferle olan iliski kesilmistir.

Resim 3.2.1.5.1. Besi ortamlarinin petri kaplarina aktarimi (orjinal)
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Resim 3.2.1.5.2. Anterlerin kavuzlarindan ayrilmasi (orjinal)

Resim 3.2.1.5.3. Anterlerin besi ortamina aktarimi (orjinal)
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3.2.1.6. Anterlerin inkubasyonu

Anterlerin aktarilmasi tamamlandiktan sonra anterlerin konuldugu petri kaplar1 28°c
sicaklikta ayarlanan inkiibatore konarak karanlikta birakilmigtir. Bu asamadan sonra gelisme
iki farkli dogrultuda seyredebilmektedir; ya dogrudan embriyo olusumu gergeklesmekte ve 6—
8 hafta icerisinde topraga transfer edilebilecek gelisme diizeyine ulasmis bitkiler elde
edilebilmekte; ya da haploid kallus dokusu olugmakta ve kallustan bitki rejenerasyonu yoluna
gidilmektedir. Bunlardan ilkine direkt androgenesis ikincisine ise indrekt androgenesis denir.
Bizim c¢alismamizda yaklasik 5 hafta siiresince anterlerden kallus gelisimi yani indrekt

androgenesis izlenmistir.

Resim 3.2.1.6.1. Anterlerin 28°C de ikiibasyonu(orjinal)
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3.2.2. Biyometrik degerlendirme

Yaklasik 5 hafta sonunda elde edilen kalluslarin sayimlar1 yapilmistir. Sonuglari
inceledigimizde, kallus sayilarmin normal dagilim gostermedigi goriilmistiir. Varyans
analizinden Once sayim sonuglarinin normal dagilim gostermedigi durumlarda bazi
matematiksel islemler sonucu degiskenler normal dagilima yaklastirilabilirler. Varyans
analizlerinin temel varsayimlardan birinin veya bir kagmin gegerli olmadigi durumlarda,
uygulanacak normal varyans analizi metodlarinin hassasiyeti zayiftir. Boyle durumlarda
uygulanacak transformasyonlar yardimiyla gecerli olmayan varsayimlar gecerli kilinir. Ancak
uygulanacak bir transformasyonla biitiin varsayimlarin  diizeltilmesi beklenemez.
Calismamizda Sokal ve Rohlf tarafindan (1969) onerilen yontemlere gore transformasyonlar
yapilmistir. En ¢ok uygulanan doniistiirmeler karekdk ve kogaritma transformasyonlaridir.

Transformasyonlar yapildiktan sonra, biitiin testler veya giiven sinirlar1 bu yeni degere
gore bulunur. Transformasyonlar, bazi durumlarda normal dagilm gostermeyen degiskenler,

bazim matematiksel islemler sonucu normal dagilim sekline yaklastrilabirler.

Cizelge 3.2.2.1. Orijinal kallus sayilari istatistikleri

Ortalama 14.164166
Standart Sapma 4.4513978
Ortalamanin Standart Hatas1 | 0.3317876026
Ust % 95 Ortalama 14.82110545
Alt % 95 Ortalama 13.507226

N 180
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Cizelge 3.2.2.2. Kullanilan besi ortamlarina gore genotiplerin olusturdugu orjinal kallus

sayilari
Ana parsel Alt parsel I Tezk errur 3 Ortalama
SM-47 21.00 1.00 17.64 13.213
. SM-14 25.00 38.44 32.00 31.813
:ﬂ: SM-53 21.00 38.44 16.00 25.146
Z. SM-147 42.00 0.00 41.00 27.666
+ SM-195 41.00 32.00 0.00 24.333
@ SM-204 41.00 32.00 0.00 24.333
ol SM-201 28.00 0.00 16.00 14.666
— SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
E SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 29.00 49.00 50.97 42.999
SM-14 25.00 29.00 16.00 23.333
= SM-53 70.00 81.00 27.60 59.533
"aé SM-147 21.00 12.96 54.30 29.420
v SM-195 31.13 67.50 25.00 41.210
+ SM-204 31.00 21.00 25.00 25.666
ZE SM-201 21.00 40.96 25.00 29.986
::/ SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
A SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
= SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 65.00 65.00 65.00 65.000
SM-14 12.96 25.00 9.00 15.653
SM-53 73.00 81.00 70.90 74.966
;<§ SM-147 21.00 16.97 21.00 19.656
i SM-195 25.00 21.00 22.00 22.666
A SM-204 25.00 21.00 22.00 22.666
< SM-201 25.00 16.00 29.00 23.333
o SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
& SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 0.00 26.00 8.666
— SM-14 27.96 34.28 4.00 22.080
jé SM-53 49.00 67.50 61.00 59.166
Z SM-147 0.00 27.66 6.00 11.220
5 SM-195 40.96 16.97 0.00 18.313
<+ SM-204 33.00 16.97 497 18.313
S SM-201 16.97 26.00 0.00 14.323
h SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
< SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
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SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 41.50 4.97 15.49
SM-14 2.23 9.00 4.00 5.076
= SM-53 6.40 0.00 12.96 6.453
= SM-147 0.00 0.00 6.00 2.000
g SM-195 12.96 6.00 0.00 6.200
f SM-204 12.96 6.00 4.97 7.976
< SM-201 0.00 0.00 10.95 3.650
@ SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00
= SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00
A SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00

3.2.2.1. Karekok transformasyonlari

Bu transformasyonlar, sayimla elde edilmis verilerin, varyans analizine uygun hale
getirilmesi amaciyla uygulanir. Bu durumda populasyon ’poisson’ dagilis tipindedir.
Sayilarak elde edilen veriler genellikle poisson dagilis1 gosterirler.

Bu tip dagilim gosteren verilerde varyansi stabil hale getirmek icin karekdk
doniistiirmesi yapilmalidir. ‘poisson dagilis1” gdsteren verilerde en uygun transformasyon tipi,
karekok transformasyonlaridir.

Bunlara varyans analizi ygulanmaz. Bu gibi gézlemlere varyans analizi uygulanmasi
icin bunlarin normal dagilima doniistiirmeleri gerekir. Bu doniisiim yontemleri karekok i
alinmak suretiyle yapilmaktadir (Cizelge 3.2.2.1.2.). Ancak bu transformasyonu kullanmak
icin dagilimin mutlaka poisson dagilimi gostermesine gerek yoktur. Eger uygulanan karekok
transformasyonu varyansi stabil hale getiriyorsa dagilimin poisson olup olmadigna

bakilmaksizin karekok transformasyonu uygulanabilir (Cizelge 3.2.2.1.1.).

Cizelge 3.2.2.1.1. Karekok transformasyonu istatistikleri

Ortalama 3.032388
Standart Sapma 1.547941472
Ortalamanin Standart Hatas1 | 0.115376745
Ust % 95 Ortalama 3.260833908
Alt % 95 Ortalama 2.8039420292
N 180
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Cizelge 3.2.2.1.2. Kullanilan besi ortamlarina gore genotiplerin olusturdugu kallus sayilarinin

karekok transformasyonuna gore degerleri

Ana parsel Tekerriir Orijinal
Alt parsel Ortalama Kallus
1 2 3 N .
Degerleri
SM-47 4.58 1.00 4.20 3.260 13.213
~ SM-14 5.01 6.20 5.67 5.626 31.813
< SM-53 4.58 6.20 4.00 4.926 25.146
f SM-147 6.49 1.00 6.40 4.630 27.666
) SM-195 6.40 5.67 1.00 4.356 24.333
:'“ SM-204 6.40 5.67 1.00 4.356 24.333
= SM-201 5.33 1.00 4.00 3.443 14.666
n SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
= SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 5.38 7.00 7.14 5.173 42.999
SM-14 5.00 5.38 4.00 4.793 23.333
= SM-53 8.42 9.00 5.26 7.560 59.533
‘é SM-147 4.58 3.60 7.37 5.183 29.420
v SM-195 5.58 8.22 5.00 6.266 41.210
+ SM-204 5.38 4.58 5.00 4.986 25.666
g SM-201 4.58 6.40 5.00 0.829 29.986
E SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
A SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
= SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 8.06 8.06 8.06 8.060 65.000
SM-14 3.60 5.00 3.00 3.866 15.653
SM-53 8.54 9.00 8.42 8.646 74.966
%E SM-147 4.59 4.12 4.58 4.430 19.656
i SM-195 5.00 4.58 4.69 4.756 22.666
A SM-204 5.00 4.58 4.69 4.756 22.666
< SM-201 5.00 4.00 5.38 4.793 23.333
S SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
& SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 1.00 1.00 5.10 2.366 8.666
< SM-14 5.26 3.78 2.00 3.680 22.080
<Z: SM-53 7.00 8.22 7.81 7.946 59.166
+ SM-147 1.00 5.26 2.45 2.903 11.220
A SM-195 6.40 4.12 1.00 3.840 18.313
:n SM-204 5.74 4.12 2.23 4.030 18.313
o SM-201 4.12 5.10 3.31 4.176 14.323
Z SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
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SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-47 1.00 6.44 2.23 3.223 15.49
SM-14 2.23 3.00 2.00 2.410 5.076
e SM-53 6.40 1.00 3.60 3.666 6.453
8= SM-147 1.00 1.00 245 1.483 2.000
,g SM-195 3.60 2.45 1.00 2.50 6.200
% SM-204 3.60 2.45 2.23 2.760 7.976
< SM-201 1.00 1.00 3.31 1.770 3.650
@ SM-259 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
E SM-293 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-132 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-107 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
SM-138 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

3.2.2.2. Logaritma transformasyonlari

Olgiim ile elde edilmis verilerde varyanslar muamele ortalamalarmin kareleriyle
orantili olduklar1 zaman varyanslar stabil hale getirmek icin logaritmik transformasyonlari
kullanilir. Bu daha ¢ok c¢arpik dagilim gosteren populasyonlar i¢in uygun bir doniistiirmedir.
Yani dagilimi normal dagilima doniistiirmak i¢in gereklidir. Saga yatik bir dagilim gdsteren
verilere logaritmik bir transformasyon uygulandiginda dagilimin simetriye yaklagtig1 goriiliir.
Negatif degerli verilere logaritmik transformasyon uygulanmaz. Verilerde 10 dan kiigiik

degerler varsa log (1+x) transformasyonu kullanilir (Cizelge 3.2.2.2.1., 3.2.2.2.2.).

Cizelge 3.2.2.2.1. Logaritma transformasyonu istatistikleri

Ortalama 0.66450000
Standart Sapma 0.8452654021
Ortalamanin Standart Hatas1 | 0.06300236327
Ust % 95 Ortalama 0.7892446802
Alt % 95 Ortalama 0.5397553198
N 180
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Cizelge 3.2.2.2.2. Kullanilan besi ortamlarina gore genotiplerin olusturdugu kallus sayilarinin

logaritma transformasyonuna gore degerleri

Ana parsel Tekerriir Orijinal
Alt parsel Ortalama Kallus
1 2 3 s
Degerleri
SM-47 1.32 0.00 1.24 0.853 13.213
Z SM-14 1.39 1.58 1.50 1.490 31.813
< SM-53 1.32 1.58 1.20 1.366 25.146
f SM-147 1.63 0.00 1.61 1.080 27.666
A SM-195 1.61 1.50 0.00 1.036 24333
:'“ SM-204 1.61 1.50 0.00 1.036 24.333
= SM-201 1.44 0.00 1.20 0.813 14.666
A SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
= SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 1.46 1.69 1.70 1.616 42.999
SM-14 1.39 1.46 1.20 1.350 23.333
= SM-53 1.84 1.90 1.44 1.726 59.533
B SM-147 1.32 1.11 1.73 1.386 29.420
v, SM-195 1.49 1.83 1.41 1.576 41.210
+ SM-204 1.49 1.32 1.41 1.406 25.666
= SM-201 1.32 1.61 1.41 1.446 29.986
= SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
A SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
= SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 1.81 1.81 1.82 1.813 65.000
SM-14 1.11 1.40 1.00 1.170 15.653
SM-53 1.86 1.90 1.85 1.870 74.966
< SM-147 1.32 1.23 1.32 1.290 19.656
% SM-195 1.39 1.32 1.34 1.350 22.666
A SM-204 1.39 1.32 1.34 1.350 22.666
<+ SM-201 1.39 1.23 1.46 1.360 23.333
g SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
& SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
_ SM-47 0.00 0.00 1.41 0.470 8.666
P SM-14 1.44 1.15 0.60 1.063 22.080
z SM-53 1.69 1.83 1.78 1.766 59.166
5 SM-147 0.00 1.44 0.84 0.760 11.220
) SM-195 1.61 1.23 0.00 0.946 18.313
o SM-204 151 1.23 0.77 0.390 18.313
\? SM-201 1.23 1.41 0.00 0.880 14.323
& SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-47 0.00 1.61 0.77 0.793 15.49
SM-14 0.50 1.00 0.70 0.733 5.076
= SM-53 0.87 0.00 1.11 0.660 6.453
= SM-147 0.00 0.00 0.84 0.28 2.000
g SM-195 1.09 0.84 0.00 0.643 6.200
f SM-204 1.09 0.84 0.77 0.900 7.976
< SM-201 0.00 0.00 1.04 0.346 3.650
@ SM-259 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
= SM-293 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
A SM-132 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-107 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SM-138 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Arastirmada indrekt androgenesisi yani yaklasik 5 hafta sonunda ortaya ¢ikan kallus
gelisimi incelenmistir. Bu calisma melez misir 1slahinin ilk basamagi olan kendilenmis hat
elde stirecinin hem daha kisa zamanda tamamlanmasini hem de klasik yontemlerle miimkiin
olmayan %100 homozigot hat eldesi amaciyla uygulanacak anter kiiltlirii olanaklarini
belirlemek i¢in yapilmistir.

Bu amagcla 12 misir genotipi 5 farkli besi ortaminda ii¢ tekrarlamali olarak kullanilmus.
Elde edilen kalluslarin sayim1 yapilmistir. Bu sayimlar sonucu, incelenen 12 farkli genotipten
her birinin 3 tekrarlama iizerinden 5 farkli besi ortaminda kallus olusturma sayilarina iki
faktorlii tesadiif parselleri boliinmiis parseller deneme deseni modeline gore varyans analizi
uygulanmistir. Calismamizda, belirlenen 6nemlilik testi sonuglarina gore, besi ortamlarinin,
genotiplerin ve genotip x besi ortami interaksiyonu anter kiiltliriine yanitta kallus gelisimi

tizerine etkisi onemli bulunmustur.

Bu calismada incelen 12 genotipin 5 farkli besi ortami {izerinden ortalama kallus

olusturma sayilarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.2. de alt kisimda verilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan besi ortamlarina gore genotiplerin kallus sayilarinin varyans

analiz cizelgesi

FDegerleri
Varyasyon Kaynagi | Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi1| Cizelge | Hesaplanan
0.05 | 0.01
Besi ortam1 4 21.612 3.480(5.990| 16.511**
Hata-1 10 1.309
Genotip 11 55.474 1.750(2.180 | 33.445%**
G*B 44 3.202 1.000[1.000| 1.930%**
Hata-2 110 1.659
Genel 179 4.831
DK (%) 51.05

* = 9%>5 alfa seviyesinde onemli
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** =%]1 alfa seviyesinde 6nemli

Cizelge 4.2. deki varyans analiz tablosunda goriildiigii gibi, besi ortamlarinin
olusturdugu kallus sayilar1 arasindaki farkliliklar, genotipler arasindaki farkliliklar ve bunlarin
interaksiyonu istatistiki olarak % 99 diizeyinde énemli bulunmustur.

Bu denemede varyasyon katsayist % 51.05 bulunmustur. Tahillar i¢in doku kiiltiiri
caligmalarinda genellikle 13.00 giivenilir bir katsayidir. Burada elde ettigimiz 51.05 degeri bu
arastirmanin sonuglarinda 6nemli bir degisim oldugunu gostermektedir. Ayrica bu sonuglar
misir  bitkisinde anter kiiltiirlinde genotipik fakliliklar, besiortamlarinin ve bunlarin

interaksiyonunun kallus olusturma sayisi iizerine 6nemli etki yaptigini géstermektedir.

Calismamizda kallus olusturma sayisina etki eden varyantlar alt kisimda c¢oklu

karsilagtirma testi sonuclart ile birlikte 6nemlilik gruplarina gore verilmistir.

4.1. Kallus olusturma sayilarina gore hatlarin karsilagtirilmasi

Yapilan varyans analizi sonuglarina gore istatistiki olarak %99 6nemlilik seviyesinde
hatlar arasinda kallus say1s1 agisindan fark oldugu yapilan ¢alisma ve analiz sonucu ile ortaya

konmustur.

Cizelge 4.1.1. Hatlarin kallus olusturma sayilarina gore karsilastiriimasi

Genotipler Tansformasyon Orijinal Onemlilik
Degerleri Kallus Gruplari
Degerleri

SM-53 6.497 45.0528 a
SM-47 4.683 29.0360 b
SM-195 4314 22.5440 be
SM-204 4.191 19.7908 be
SM-14 4.071 19.5910 be
SM-201 3.902 17.1916 be
SM-147 3.726 17.0992 C
SM-259 1.000 0.000 d
SM-293 1.000 0.000 d
SM-132 1.000 0.000 d
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SM-107 1.000 0.000 d

SM-138 1.000 0.000 d

EKOF= 0.55

Bu agamadan sonra hatlara ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmig ve sonuglar ¢izelge
4.1.1. de gosterilmistir. Denemeye alinan misir hatlar arasinda istatistiki olarak en yiiksek

sayida (45.0528) kallus olusturma oranini SM-53 hatt1 vermistir.

Bu hatti sirasiyla SM-47 genotipi 29.0360 kallus sayisiyla alt grupta yer alarak (B),
SM-195 genotipi 22.5440 kallus sayisiyla, SM-204 genotipi 19.7908 kallus sayisiyla, SM-14
genotipi 19.5910 kallus sayistyla, SM-201 genotipi 17.1916 kallus sayisiyla ve SM-147
genotipi 17.0992 kallus sayisiyla ikinci grup olarak izlemistir. Ayrica 5 hattan ise hi¢ yanit
alimamamuigtir. Tiim genotiplerin kallus olusturma genel ortalamasi ise 3.032 dir. Denemeye
alian musir genotiplerden 7 tanesi (SM-53, SM-47, SM- 195, SM-204, SM-14, SM-201, SM-

147) ortalamanin tizerinde kallus sayis1 vermistir.

Calismamizda da goriilmekte olup anter kiiltiirlinde yanit yiiksek oranda genotipe
baglhidir. Miao ve ark.(1978), 159 genotipten yalnizca dokuzundan yanit alabildiklerini rapor
etmislerdir. Dieu ve Beckert (1986), Avrupa Kuzey Amerika Cin ve Hindistan dan toplanan
94 genotipin 5 tanesinin (%5.3) yanit verdigini belirtmislerdir. Petolina ve Jones (1986), ABD
de misir kusaginda yetistirilmekte olan 30 genotipin 12 sinden (%30.8) yanit almislardir.

Bizde benzer sekilde bizim ¢aligmamizda 12 genotipin 7 tanesinden yanit (%58.3) alinmstir.

4.2. Kallus olusturma sayilarina gore besi ortamlarinin karsilastirilmasi

Yapilan varyans analizi sonrasinda kullanilan besi ortamlar1 arasinda fark oldugu
istatistiki olarak % 99 giiven sinirlar1 i¢inde ortaya konmustur. Bu amagla uygun besi ortam
ya da ortamlarin1 belirlemek amaciyla Ekof ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmastir.

Bu yiizden uygun besi ortamlarinin belirlenmesi i¢in Ekof ¢oklu karsilagtirma analizleri

yapilmis ve sonuglar asagida verilmistir.
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Coklu karsilagtirma testi sonucunda ii¢ farkli sinif elde edilmis olup ilk smifta iki,

ikinci sinifta iki ve tiglincii sinifta bir besi ortami yer almaktadir.

Bu istatistiki verilerden yola ¢ikarak, MS 2(IBA + Kinetin) ve YPI(2,4-D + IBA) besi
ortamlarinin ayni sinifta (A) yer aldig1 ve bunlarin arasinda istatistiki olarak farkin 6nemsiz
oldugu, MS 1 (2,4-D + NAA), N-6 (2,4-D,NAA) besi ortaminin alt sinifta (B) yer aldig1 ve P
IT (IBA + Kinetin) besi ortamlarimin ise iki alt siifta (C) yer aldig1 ortaya konmustur (Cizelge
4.2.1.).

Cizelge 4.2.1. Kallus olusturma sayilarina gore besi ortamlarinin karsilastirilmasi

Transformasyon Orijinal Kallus .
Besi Ortamlari Onemlilik Gruplari
Degerleri Sayilar
MS-2 (IBA+Kinetin) 3.807 21.012 a
YPI (2,4-D+IBA) 3.693 20.328 a
MS-1 (2,4-D+NAA) 2.965 13.430 b
N-6 (2,4-D+NAA) 2.806 12.673 b
P II (IBA+Kinetin) 1.889 3.903 C

EKOF=0.801

Sonug olarak misir bitkisinde genotiplerin besi ortamlar tizerinde olusturdugu kallus
sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistik olarak % 99 oraninda 6énemli bulunmustur. Yapilan
istatistiki analiz sonucunda da goriildiigi gibi en yiiksek yanit YPI ve MS-2 besi

ortamlarindan alinmistir.

Elde olunan bulgular misirda anter kiiltiiriinde, besi ortamlarinin, genotiplerin ve
genotip x besi ortaminin kallus olusturma sayilar1 {izerine Onemli etki yaptigini

gostermektedir.
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Yapilan tez c¢aligmasinda elde edilen sonuglar Xu (2007) adli arastiricinin misir
bitkisinde anter kiiltiirlinde kromozom katlamalar1 lizerine yaptig1 ¢calisma ile benzer sonuglar
elde edilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada FH x AP81 kendilenmis hatlarim1 melezleyerek F,
melezlerini elde etmislerdir. Anterleri N-6 ortamina aktarmislar, aktarilan besi ortaminda 2,4-
D 2 mg/l, kinetin 1 mg/l, BAP 1 mg/l eklemislerdir. 40-60 giin sonra polen embriyogenesisi

seklinde gelisim saglamiglardir.

Calismamiz ayrica Zhangchen ve ark. (2000) yaptiklar1 arastirma ile de benzer
sonuclar vermistir. Calismalarinda haploid bitki eldesinde kullandiklar1 besi ortamlarindan en
fazla yanit aldiklar1 ortamin 2 mg/L 2,4-D, % 0.5 aktif karbon, 500 mg/L kazein hidrolizat,
0.2 mg/L TIBA ve % 15 sakaroz eklenmis N-6 besi ortami1 oldugunu belirtmislerdir

4.3. Genotiplere gore en uygun besi ortamlar

Cizelge 4.3.1. den gorildigi gibi SM-53 genotipi YPU (2,4-D+IBA) sivi besi
ortaminda istatistik olarak en yliksek sayida (74.966) kallus olusturmustur.

Bunu sirasiyla SM-47 genotipi YPI (2,4-D+IBA) (a-b) sivi besi ortaminda
kullanildiginda 65.000 adet kalllus sayis1 ile, SM 53 genotipi MS-2(IBA+ Kinetin) 59.533
kallus sayisiyla(a-c) ve yine SM-53 N-6 (2,4-D + NAA) 59.166 kallus sayisiyla (a-c), takiben
SM-47 (IBA+Kinetin) 42.999 kallus sayisiyla izlemistir. SM-195 ise MS-2 (IBA + Kinetin)
olarak 41.210 kallus sayisiyla bir alt grupta (b-d) yer almustir.

Yanit oranlar1 ve hatlara gore besi ortamlar1 sirastyla SM-53 YPI (2,4-D+IBA) besi
ortami a grubunda yer almakta bundan sonra; SM-47 YPI (2,4-D+IBA) besi ortaminda, SM-
53 N-6 (2,4-D+NAA) besi ortaminda ve SM-47 MS-2 (IBA+ Kinetin) besi ortaminda en iyi

yanit1 vermislerdir.

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

allnamamastir.
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Genotiplerin besi ortamima gore kallus olusturma genel ortalamasi 14.269 dur.

Ortalamayi asan besi ortami1 kallus interaksiyonu 26 adettir.

Yaptigimiz bu caligmada genotip ve besi ortamina gore kallus olusumunun 6nemli

oranda degistigi, bu nedenlede her genotipe gore besi ortaminin ayri dnem arz edecegi sonucu

¢ikmaktadir.

Cizelge 4.3.1. Genotiplere gore en uygun besi ortamlari

Genotip ve Besi Ortamlari Transformasyon | Orijinal ~ Kallus | Onemlilik Gruplari
Degerleri Sayilar
SM-53 YP12,4-D + IBA 8.715 74.966 a
SM-47 YPI 2,4-D + IBA 8.124 65.000 a-b
SM-53 MS-2 IBA+Kinetin 7.780 59.533 a-c
SM-53 N-6 2,4-D+NAA 7.756 59.166 a-c
SM-47 MS-2 IBA+Kinetin 6.633 42.999 a-d
SM-195 MS-2 IBA+Kinetin | 6.497 41.210 b-d
SM-14 MS-1 2,4-D+NAA 5.728 31.813 c-¢
SM-201 MS-2 IBA+ Kinetin | 5.566 29.986 d-e
SM-147 MS-2 IBA + Kinetin | 5.515 29.420 d-f
SM-147 MS-1 2,4-D+NAA | 5.354 27.666 d-f
SM-204 MS-2 IBA+ Kinetin | 5.164 25.666 d-g
SM-53 MS-1 2,4-D+NAA 5.113 25.146 d-g
SM-195 MS-1 2,4-D+NAA | 5.033 24.333 d-h
SM-204 MS-1 2,4-D+NAA | 5.033 24.333 d-h
SM-201 YPI 2,4-D+IBA 4.933 23.333 d-h
SM-14 MS-2 IBA+Kinetin 4.933 23.333 d-h
SM-195 YPI 2,4-D+IBA 4.864 22.666 d-h
SM-204 YPI 2,4-D+IBA 4.864 22.666 d-h
SM-14 N-6 2,4-D+NAA 4.804 22.080 d-1
SM-147 YPI 2,4-D+IBA 4.545 19.656 e-1
SM-204 N-6 2,4-D+NAA 4.394 18.313 e-1
SM-195 N-6 2,4-D+NAA 4.394 18.313 e-1
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SM-14 YPI 2,4-D+IBA 4.080 15.653 e-]
SM-47 P 11 IBA+Kinetin 4.060 15.490 e-j
SM-201 MS-12,4-D+NAA | 3.958 14.666 e-j
SM-201 N-6 2,4-D+NAA 3.914 14323 e-j
SM-47 MS-12,4-D+NAA | 3.770 13213 e-k
SM-147 N-6 2,4-D+NAA 3.495 11.220 f-k
SM-47 N-6 2,4-D+NAA 3.109 8.666 gk
SM-204 P Il IBA+Kinetin | 2.995 7.976 h-k
SM-53 P II IBA+Kinetin 2.730 6.453 I-k
SM-195 P Il IBA+Kinetin | 2.683 6.200 i-k
SM-14 P 11 IBA+Kinetin 2.465 5.076 i-k
SM-201 P 11 IBA+Kinetin | 2.156 3.650 ik
SM-147 P Il IBA+Kinetin | 1.732 2.000 k-1
SM-259 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 1
SM-259 MS-1 2,4-D+NAA | 0.000 0.000 1
SM-259 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 1
SM-259 MS-2 IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-259 P I IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-293 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 1
SM-293 MS-12,4-D+NAA | 0.000 0.000 1
SM-293 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 1
SM-293 MS-2 IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-293 P I IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-132 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 1
SM-132 MS-1 2,4-D+NAA | 0.000 0.000 1
SM-132 YP 11 2,4-D+IBA | 0-000 0.000 1
SM-132 MS-2 IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-132 P Il IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-107 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 1
SM-107 MS-1 2,4-D+NAA | 0.000 0.000 1
SM-107 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 1
SM-107 MS-2 IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
0.000 0.000 1

SM-107 P I IBA+Kinetin
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SM-138 N-6 2,4-D+NAA 0.000 0.000 1
SM-138 MS-12,4-D+NAA | 0.000 0.000 1
SM-138 YPI 2,4-D+IBA 0.000 0.000 1
SM-138 MS-2 IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
SM-138 P Il IBA+Kinetin | 0-000 0.000 1
EKOF=2.08

Bu arastirmada kullanilan besi ortamlari ve bu besi ortamlarinda kullanilan
genotiplerin performanslartyla ilgili orijinal resimler (Resim 4.1., 4.2., 4.3., 4.4., 4.5., 4.6.,

4.7.,4.8.,4.9. ve 4.10.) asagida verilmistir.

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

Resim 4.3. SM-147 elde edilen kalluslar 3. tekrarlama YPI (orjinal)
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Resim 4.5. SM—47 elde edilen kalluslar 3. tekrarlama MS-2(orjinal)
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Resim 4.6. SM—204 elde edilen kalluslar 1.tekrarlama N-6 (orjinal)

LU
k Rkl ol

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

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

Bu ¢alisma melez misir 1slahinin ilk basamagi olan kendilenmis hat elde siirecinin hem
daha kisa zamanda tamamlanmasint hem de klasik ydntemlerle miimkiin olmayan %100
homozigot hat eldesi amaciyla uygulanacak anter kiiltiirii olanaklarini belirlemek igin
yapilmistir. Bu amacgla 12 misir genotipi 5 farkli besi ortaminda ii¢ tekrarlamali olarak
kullanilmis. Elde edilen sayisal veriler ile hatlar ve besi ortamlarinin normal dagilim
gostermedigi  goriilmstiir. Bu nedenle farkliligin  belirlenmesi i¢in varyans analizi
uygulanmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda % 99 giiven sinirlan i¢inde elde edilen
bulgular, genotip x besi ortaminin interaksiyonunun, genotiplerin ve kullanilan besi

ortamlarinin kallus sayilarina gore farklilik gosterdigi sonucuna varilmistir.

Misir genotiplerinin anter kiiltiiriine yanitlarimin kullanilan besi ortamlarina gore
degisebilecegi, genotiplerin en 1yi yanit verdikleri besi ortamlarinin YPI (2,4-D + IBA) ve
MS 2 (IBA + Kinetin) oldugu belirlenmistir. Genotipler arasinda en yiiksek yanit SM-53, SM-
47 ve SM-195 genotiplerinden alinmistir. Genotiplerin besi ortamina yanitlart farkli olurken,
anter kiiltiiriinde en iyi yanitin SM-53 genotipinin YPI (2,4-D+IBA) besi ortaminda verdigi
sonucu elde edilmistir. Bu iki besi ortaminin 2,4-D ve IBA hormonlar ile desteklenmesi

misirda anter kiiltiiriine yanit1 6nemli oranda arttirmistir.
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