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Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) anter kultirunde, genotip, besi ortami ve
oksin ¢esidinin haploid bitki Gretimine etkisini saptamak amaciyla yuruttlen bu arastirmada,
t¢ farkl oksin gesidinden (2,4-D, Dicamba, Picloram) birisinin 2 mg/l konsantrasyonunu
iceren iki farkl besi ortaminda (P2 ve N6) kiltire alinan 8 ekmeklik bugday gesidi ve 1
ekmeklik bugday hatti ile bunlara ait 8 F; melezinin anterlerinde, reaksiyon gdsteren anter
orani, 100 anter basina rejenere olan bitki sayisi, yesil bitki sayisi ve albino bitki sayis
saptanmustir.

Arastirma sonuglari, genotipin anterlerden haploid bitki rejenerasyonunu etkileyen en
O6nemli faktor oldugunu ortaya koymustur. Aragtirmada, anter reaksiyon oranm ortalamasi %
2.6 olarak saptanmistir. Besi ortam: ve oksin ¢esidinin anter reaksiyon orani tUzerinde direkt
etkileri olmamasina karsilik, besi ortami x oksin ve besi ortam: x genotip interaksiyonlar: ve
genotipin anter reaksiyon oranini1 énemli derecede etkiledigi ortaya ¢ikmustir.

Yz anter basina ortalama bitki rejenerasyon orani 1.7, yesil bitki rejenerasyon orani
0.8 ve albino bitki rejenerasyon oran1 1 olarak saptanmustir. Dicamba veya picloram igeren
ortamlarda 2,4-D iceren ortamlara gore daha yiiksek bitki ve yesil bitki rejenerasyon orani
elde edilmigtir. Esperial x 1013 melezi anterleri dicamba veya picloram iceren P2
ortaminda, Bologna ve Alora cesitlerinin anterleri ise dicamba iceren N6 ortaminda diger
besi ortami x oksin kombinasyonlari gére daha yiiksek bitki rejenerasyon orani ve yesil bitki
rejenerasyon oran gostermisler, diger genotiplerin bitki rejenerasyon oram ve yesil bitki
rejenerasyon orani besi ortami X oksin kombinasyonuna bagli olarak 6nemli derecede
farklilik gdstermemistir. Albino bitki rejenerasyon oranini genotip, besi ortami ve oksin
cesidi 6Gnemli derecede etkilememistir.

Arastirmadan elde edilen bulgulara dayanarak, ekmeklik bugday islah programlarinda
anter klltarinden etkin bir sekilde yararlanabilmek icin, islah programinda yer alan her
genotip i¢in uygun besi ortami ve oksin ¢esidinin saptanmasi gerektigi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler : Ekmeklik Bugday, Anter kilturd, Genotip, Besi ortami, Oksin
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This study was conducted to determine the effects genotype, medium and auxin kind on
the haploid plant regeneration in wheat (Triticum aestivum L.) anther culture.

In the study, the spikes from the plants of 8 bread wheat cultivars, one bread wheat line
and 8 F1 hybrids of them were cultured on the two different media (P2 and N6) containing 2 mg/I
of one of the three different auxins (2,4-D, dicamba and picloram). In the experiment, percentage
of anthers produced callus or embryoid, numbers of regenerated plants, green plants as well as
albino plants were determined.

Results of the study showed that genotype was most important factor affecting plant
regeneration from anthers of wheat. In the experiment, the averaged percentage of responding
anthers forming callus or embryoid was determined as 2.6 %. The responding anthers percentage
was significantly influenced by genotype and interactions of medium x auxin and medium x
genotype while medium and kind of auxin did not directly affect the responding anther
percentage.

The averaged numbers of regenerated plants and green plants as well as albino plants per
100 cultured anthers were determined as 1.7, 0.8 and 1, respectively. The anthers cultured on the
medium with dicamba or picloram showed significantly higher ratios of plant and green plant
regeneration than those cultured on the medium with 2,4-D. The anthers of F1 hybrid Esperial x
1013 gave higher ratios of plant and green plant regeneration on the P2 medium with dicamba or
picloram than on the other combinations of medium and auxin. On the other hand, anthers of the
cultivars Bologna and Alora showed higher ratios of plant and green plant regeneration on the N6
medium with dicamba than the other combinations of medium and auxin. None of the
combinations of the medium and auxin resulted in significantly changing in the ratios of plant
and green plant regeneration of other genotypes tested. The ratio of albino plant regeneration was
not significantly influenced by genotype, medium and kind of auxin. From the results of study, it
was concluded that in order to effectively exploit the anther culture in the breeding program of
wheat, medium and kind of auxin should be determined for each genotype in the breeding
program.

KeyWords: Bread wheat. anther culture, genotype, medium, auxin
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1. GIRIS

Bugday ulkemiz insaninin temel besin maddesini olusturmaktadir. Nitekim,
2009 yil verilerine gore tlkemizde Kisi basina yilda tuketilen bugday miktar: 199,8
kg’dir (FAO, 2013). Bu tiketim miktar1 esas alindiginda tlkemizin 2013 yih
tiketim amagli bugday ihtiyaci 15.3 milyon ton iken, 2023 yilinda bu miktarin 16.8
milyon tona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (TUIK, 2013). Ulkemizde 2012 yih
verilerine gore 7.530 milyon ha'lik bugday ekim alanindan 20.1 milyon ton civarinda
bugday elde edilmistir (TUIK, 2013). Halen ulkemiz bugday acisindan kendi
kendine yeterli ve hatta ihracatci bir tGlkedir. Ancak, artan niifusa bagli olarak bugday
uretiminin de artirllmasi gerekir. Tarimda Uretim artis1, Uretim alanlarinin arttiriimasi
velveya birim alandan elde edilen verimin artirilmas: ile olanakhidir. Gundimuzde,
uretim alanlarint daha fazla arttirmak olanakl: degildir. Nitekim, 1950 yilindan sonra
cok onemli artis gosteren islenen tarim alani miktari, 2001-2012 yillari arasinda
yaklasik 3 milyon hektarlik bir azalma gostermistir (TUIK, 2013). Bu durumda
verim artisi, ancak birim alandan elde edilen verimin artirilmas: ile mimkdinddir.
2012 y1l verilerine gore, Ulkemizde bugday verimi ortalamas: 267 kg/da’dir (TUIK,
2013). Ancak, ulkemizde bugday ekim alanlarinin gogunlugunun kurak ve yar1 kurak
bolgelerde bulunmasi nedeniyle, bugday tretim ve verimi yildan yila degisen iklim
kosullarina bagh olarak ¢ok énemli degisimler gostermektedir. Nitekim, 2001-2012
yillart arasinda bugday Uretimimiz 17.234 milyon ton ile 21.5 milyon ton arasinda
degismistir. Bugday verim ve Uretimimizdeki bu degisimler nedeniyle, bir bugday
ihrag ulkesi olan ulkemizin bu 0zelligi sureklilik gostermemektedir. Diger taraftan,
ulkemizde Uretilen bugday cesitlerinin kalite 6zelliklerinin genellikle diisiik olmasi
nedeniyle ihracatta sorunlar cikmakta ve hatta kendi un sanayimiz icin pacal
yapilmak Uzere yiksek fiyatlar 6denerek disaridan kaliteli bugday ithal edilmektedir.

Kalkinma ¢abasi igindeki bir tarim tlkesi olan ve niifusu hizla artan tlkemizde
halkin en énemli besin kaynagini olusturan ve ayn: zamanda bir ihra¢ Grind olan
bugdayin uUretimindeki inis ve cikiglar ve dretimi yapilan bugday cesitlerinin
genellikle kalitesinin dusik olmasi ulke kalkinmasini olumsuz yonde etkilemektedir.

Bugday verimindeki yillara bagli olarak énemli dustslerin minimize edilmesi ve
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kalitesinin yukseltilmesi halkimizin yeterli dizeyde beslenebilmesini garanti altina
alacagi gibi, tlkemiz kalkinmasinin sirekli olmasini da saglayacaktir.

Bugday verimindeki yillara bagli olumsuz degisimlerin 6nlenebilmesi ve
verimin ve kalitenin daha ylksek duzeylere eristirilebilmesi igin, soguk, kurak ve
hastaliklar gibi degisik stres faktorlerine dayanikh ve yiksek dane kalitesine sahip
bugday cesitlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Ulkemizdeki tarimsal kuruluslar tarafindan yukarida bahsedilen bugday
cesitlerinin 1slahina yonelik ¢alismalar surdirtulmektedir. Ancak, halen yaygin olarak
uygulanmakta olan klasik 1slah yontemleri ile bir bugday ¢esidinin gelistirilmesi igin
yogun bir isguctine ve uzun yillara gereksinim duyulmaktadir. Diinyada 20.yuzyilin
son ¢eyreginden beri biyoteknolojik yontemler adi verilen bazi yeni tekniklerin 1slah
programlarinda kullanilmas: ile kultr bitkilerinde 1slah surecinin kisaltilabilecegi
Uzerinde durulmakta ve bu yonde yogun arastirmalar strdurilmektedir. Bu yeni
tekniklerden birisi, kisa surede homozigot hatlarin elde edilmesine olanak saglayan
anter kaltura teknigidir. 1973 yilindan beri anter kdltliri tekniginin bugdayda
uygulanmasina yonelik yogun arastirmalar ydritulmektedir (Henry ve De Buyser,
1990). Bu yogun arastirmalar ilk meyvelerini vermis ve anter kiltiri teknigi
kullanilarak Fransa'da Florin ticari adiyla bir ¢esit (De Buyser ve ark., 1987), Cin'de
Jinghua No 1 ( Hu ve ark., 1983) ve 764 ( Hu ve ark., 1988) cesitleri ve
Macaristan’da ‘GK Delibab’ ¢esidi ( Pauk ve ark., 1995) gelistirilmis ve ciftciye
ulastinlmigtir.  Kanada’da en fazla yetistirilen bes bugday cesidinden 3’lnin
katlanmis haploid tekniginden vyaralanilarak elde edilen cesitler oldugu
bildirilmektedir (Beanziger ve DePAuw, 2009). So6z konusu cesitlerin
gelistirilmesinde klasik 1slah ydntemine gore 4-5 yilhk bir zaman tasarrufu
saglanmistir (De Buyser ve ark., 1987). Son yillarda elde edilen bu basarili sonuglara
ragmen, anter Kkiltari tekniginin bugday islah programlarinda yaygin olarak
kullanilmasini engelleyen heniiz ¢6ztulmemis birgok problem bulunmaktadir

Yapilan arastirmalarda farkli bugday genotiplerinin anter kiltirine farklh
reaksiyon gosterdikleri gozlemlenmistir (Foroughi-Wehr ve Zeller, 1990; Ghaemi ve
Sarrafi, 1994; Hou ve ark. 1994; Hatipoglu ve Dogramaci, 1995; Hu, 1997;
Hatipoglu ve ark., 1998; Holme ve ark., 1999; Chaudhary ve ark., 2003; Hatipoglu
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ve ark., 2005; Pratap ve ark., 2006; Khiabani ve ark., 2008; Graude ve ark., 2010; El
Hennawy ve ark., 2011; Tawkaz, 2011) Genotip yaninda, dondr bitkilerin yetisme
kosullar: (Altintas ve ark., 2005; Ozii ve Hatipoglu, 2006), besi ortaminin bilesimi
(Karsai ve ark., 1994; Karimzadeh ve ark., 1995) , besi ortaminin fiziksel durumu
(Hatipoglu ve Dogramaci, 1995), anterlere Kkiltir 6ncesi soguk uygulamasi (Xynias
ve ark., 2001), kaltlrin birkag guninde yuksek sicaklik uygulamas: (Lazar ve ark.
1984; Jones ve Petolino, 1987) ve anterlere gama isin1 uygulamasinin bugday
kaltirnde etkileri arastirilmistir (Takwaz, 2011).

Bu ¢alismada, genotip, besi ortami ve besi ortamindaki oksin ¢esidinin bugday

anter kultirunde haploid bitki olusumuna etkilerinin saptanmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

He ve Ouyang (1984), Bazi bugday genotiplerinde haploid kallus ve yesil
bitki olusumunun anterlerin degisik asamalarindan olusabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica genotiplerin geneli igin polen cekirdeklerinin orta ve ge¢ tek cekirdekli
donemde kallus ve bitkicik olusturma kapasitelerinin en yiksek oldugunu
bildirmislerdir.

Andersen ve ark.(1987), 215 kishk bugday genotipinin anter kiltiriine kars
tepkilerini saptamak amaciyla yaptiklari calismada, 200 genotipten mikrospor
embriyosu veya kallus elde edildigini ve 93 genotipten yesil bitki elde edildigini, 215
genotipten kiltire alinan toplam 58980 anterden % 3.3’0inln reaksiyon gosterdigini,
ortalama olarak kdltire alinan her 100 anterden 1.3 yesil bitki elde edildigini
bildirmektedirler.

Deaton ve ark. (1987), anter kdltlrine reaksiyonun genetik yoénini
degerlendirmek ve androgenetik performans: seleksiyonla gelistirme olasiligi Gizerine
uc bugday cesidi kullanarak yaptiklari arastirmada; 3 ebeveyn hat, bunlarin F;
hibritleri, F;’ler ve geri melezler kullanarak kallus Gretimi ve rejenerasyon
kapasitelerini degerlendirmislerdir. Melezlerin U¢ farkli generasyonunun kallus
olusumu bakimindan 6nemli varyasyon gosterdigini, ancak rejenerasyon icin genetik
varyasyonun énemli olmadigini tespit etmislerdir

Jones ve Petolino (1988), kishk bugdayda surdirdikleri anter kalttrd
calismalarinda sivi besi ortaminin agar eklenerek katilastirilmis ortama gore yaklasik
iki kat daha fazla verimli oldugunu bildirmislerdir. Agar eklenerek katilagtirilmis
ortama aktif karbon ilave edilmesi embriyo Uretimini énemli 6l¢lde arttirmis, ancak
aktif karbon iceren ortamda elde edilen embriyolardan bitki rejenerasyonunun aktif
karbonsuz ortamdakilere gore daha dusik oldugunu saptamiglardir. Ficoll igeren
ortamdan elde edilen embriyolarda sivi ortamdakilere gore iki kati kadar bitki
rejenere oldugunu bildirmislerdir.

Sesek ve ark. (1988), yedi bugday genotipinde; reaksiyon gosteren anter
oraninin % 4.8 ile 15 arasinda degistigini, kulttre alinan 100 anter basina ortalama

2.2 bitki dretildigini; aym zamanda yesil bitki rejenerasyon frekansinin genotipler
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arasinda da % 1.1 ile 3.6 arasinda degistigini bildirmigleridir.

Feng ve Ouyang (1989), bugday anter kilturiinde ortamdaki KNOj3
konsantrasyonunun yesil bitki rejenerasyonunu énemli derecede etkiledigini, KNO3
seviyesi yiilksekken yesil bitki frekansinin da yiiksek oldugunu; 15-20 mML™ KNO;
konsantrasyonun yiiksek yesil bitki frekans: icin en uygun, NH,"’tun 2-7 mML™
konsantrasyonunun ise kallus indlksiyonu ve yesil bitki rejenerasyonu igin en uygun
oldugunu saptamislar. Kontrol amaciyla kullanilan NOs ve NH;" icermeyen
ortamda oldukga distik sonuglar alindigint bildirmislerdir.

Chu ve ark. (1990) bugday anter kulturiinde sakkaroz kullanmak yerine
monosakkaritleri denediklerini, polen embriyoid induksiyon frekansinin 0.21 M
glikoz iceren sivi ortamda 0.21 M sakkaroz iceren ortama gore genotiplere bagh
olarak 2-10 kat fazla gerceklestigini; ayrica fruktoz yada glikoz + fruktoz + mannitol
karisiminin sakkarozdan daha iyi sonug verdigini, 0.21 M glikoz iceren rejenerasyon
ortamina transfer edildiginde embriyoidlerin % 40-50°si bitkicik olustururken,
sakkaroz iceren ortamda bu oran % 0-30 oldugunu bildirmektedirler. Glikoza
kiyasla sakkarozun polen embriyo gelisimini engelledigini, bunun nedeninin ise
sakkarozun anter kltiirtinde etilen Gretimine yol agmasi olabilecegini bildirmislerdir.

Foroughi-Wehr ve Zeller (1990) arastirmalarinda ekmeklik bugdayin yazlik
ve kislik cesitleri ile makarnalik bugdayin anter kultirtine etkinliklerini arastirmslar;
kallus ve embriyo frekansinda genotiplere gore farklilik gézlemlemislerdir. Genel
olarak kislik bugday cesitlerinde anter rejenerasyon miktarinin daha ylksek
oldugunu, o6zelliklede 1B.1R bugday-cavdar lokasyonu tasiyan kishk cesitlerde
frekansin yuksek oldugunu belirlemiglerdir. Makarnalik bugdayda embriyogenik
reaksiyon alinmasina ragmen bitki elde edilmedigini bildirmislerdir. Alloplasmik
bugday hatlarinda haploid bitki olusumunu kontrol eden genin 1B.1R
translokasyonunun cavdar segmenti Uzerinde oldugunu;  bazi cesitlerin bu
translokasyonu tasimalarina ragmen disuk androgenetik tepki gdsterdiklerini
bildirmislerdir.

Hassawi ve ark. (1990), 5 ekmeklik bugday cesidi ve 2 tritikale hattinin
anterlerini kinetin ile kombine edilmis 7 farkli oksin ( 2,4,5-T, pCPA, dicamba,
picloram, IBA, IAA, 2,4-D) iceren veya IBA ile kombine edilmis 4 farkl sitokinin
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(BAP, 2-ip, zeatin, ve Kinetin) iceren 85D12 ortaminda kultire almiglar ve en
yuksek kallus indiksiyonunun 2,4-D iceren ortamda gerceklestigini,  cesitler
arasinda kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu acisindan 6nemli farkliliklar
oldugunu saptamiglardir.

Last ve Brettel (1990), bugday anter kultlriinde besi ortamina sakkaroz yerine
maltoz ilave edildiginde, embriyoid formasyonunun 3-4 kat arttigin1 saptamislardir

Kao ve ark. (1991) kallus dokusunda bulunan hicrelerin anaerobik sartlarda
lactate ve alkol dehydrogenase drettigini,  bunlarin birikiminin hcrelerdeki
organellere zarar verebilecegini ve bunun sonucunda albino bitki olusumu
go6zlenecegini savunmuslardir. Mikrosporlardan direk embriyo olusturmak igin taze
besi ortami gerektigini, ayrica embriyolardan yuksek frekansta yesil bitki elde etmek
icinse iyi bir havalandirmanin gerekli oldugu bildirmiglerdir.

Simonson ve Baenziger (1992), bugday anter kdltiriinde besi ortami
katilastirma maddesinin etkilerini, 3 farkli katilastirma maddesinden (ficoll-400,
bugday nisastas1 ve misir nisastasi) biri ile katilastirilmis iki farkli besi ortami (P1 ve
85D12) kullanarak arastirmiglardir.  Anterlerin embriyoid indiiksiyon frekans: P1
ortaminda musir nisastas: (0.67) ve bugday nisastas: (1.50) ile, ficol-400 (0.47)
kullanilan ortamdan daha yiiksek sonug verdigini; 85D12 ortaminda ficoll, misir
nisastast ve bugday nisastas1 kullanildiginda benzer embriyoid frekanslari elde
edildigini (sirayla 0.51, 0.50 ve 0.52); daha sonra olusan embriyoidlerin katilagtirma
maddesi olarak bacto-agar, misir nisastasi veya bugday nisastasindan biri kullanilan
MS ortamina transfer edildigini ve sonugta benzer rejenerasyon frekanslarinin
go6zlendigini (sirayla 0.15, 0.20 ve 0.22) bildirmisledir.

Ziauddin ve ark. (1992), phenylacetic asit oksininin bugday anter ve arpa
anter/mikrospor kilttrt tzerine etkilerini arastirdiklarini;; PAA kullanildiginda
indlksiyon oraninin kontrole gore onemli farkliliklar gostermedigini, ancak hem
bugday anter kilttrinde hem de arpa mikrospor kultirinde daha fazla miktarda yesil
bitki rejenerasyonu elde edildigini, bununla birlikte arpa anter kiltirinde PAA
kullaniminin yarari olmadigini bildirmislerdir.

Ball ve ark. (1993), bugday anter kulturinde besi ortaminda farkl 2,4-D ve
IAA konsantrasyonlari ile kallus indiiksiyon siresinin etkilerini belirlemek amaciyla
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yaptiklar: arastirmada, bitki biyume duzenleyicisi konsantrasyonunun kallus sayisi,
yesil ve albino bitki sayisi ve bitki rejenerasyonunu onemli derecede etkiledigini,
indiksiyon ortamina IAA’in yerine 2,4-D ilave edildiginde reaksiyonun arttigin,
2,4-D’li ortamda bitki rejenerasyonunun azaldigini, ortama 0.3-mg I IAA ilavesinin
ise yesil bitki yuzdesini artirdigin saptamislardir.

Ghaemi ve ark. (1993) tetraploid ve hexaploid bugdaylarin anter kilturine
tepkilerini arastirdiklarini ve yiksek oranda genetik varyasyon belirlediklerini
bildirmiglerdir.

Orshinsky ve Sadasivaiah (1994), 10 bugday cesidi kullanarak 3 farkli besi
ortaminin embrioid indiksiyonu ve bitki rejenerasyonu uzerine etkisini aragtirdiklar
calismada; embrioid indlksiyonu ve vyesil bitki rejenerasyonunun donor bitki
genotipi ve besi ortami tarafindan etkilendigini, incelenen 10 genotipin 9’undan hem
yesil, hem de albino bitki, birinden ise sadece albino bitki elde edildigini; aym
zamanda besi ortamimnin spontan kromozom katlanmasini da etkiledigini
bildirmislerdir.

Czaplicki (1994), bazi kishk ve yazlik bugday genotiplerinde anterlerden ,
kalus ve bitki olusumuna ; besi ortami, genotip , ortam katilastiricisi, karbon
kaynagi, ficol ve soguk On uygulamalarimin etkilerini arastirmak amaciyla
strdurdugu arastirmalarda anterlerden kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunu
genotip ve besi ortaminin énemli 6lcude etkiledigini saptamistir. Kallus olusumu
acgisindan en uygun besi ortaminin C17 ve P2 ortamlari oldugunu ve sakkarozun
etkin bir karbonhidrat kaynag: oldugunu, kati ortamin sivi ortama goére daha etkin
sonu¢ verdigini, en iyi ortam Katilagtincimin agaroz oldugunu, soguk ile 0n
muamelenin 2 haftaya kadar ¢ikarilmasinin kalus olusumu ve bitki rejenerasyonunu
ylkseltigini, meydana gelen bitkilerin +4-5 °C de 6 hafta tutulmasinin kendiliginden
kromozom katlanmasini artirdigint belirtmistir

Hatipoglu ve Dogramaci (1995), ekmeklik bugday anter kultiiriinde anter
reaksiyon orani ve bitki rejenerasyonunun P2 ortaminda 85D12 ortamindan daha iyi
oldugunu, agar veya bugday nisastas: ile katilastirilmis besi ortamlarinin misir
nisastasi ile katilagtirilan ortamlardan daha Ustiin oldugunu saptamislardir.

Otani ve Shimada (1995) 4 ekmeklik bugday ve 8 tetraploid bugday (T.
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dicoccum, T. durum, T. persicum, ve T. turgidum) genotipinin anter Kkilturu
reaksiyonlarin1 4 farkli besi ortami (C17, W14, MN6 ve Potato-2) kullanarak
arastirdiklarini; her besi ortaminda embriyo olusumu icin genetik varyasyon
gozlendigini, ekmeklik bugday cesitlerinin hepsinden ve 3 tetraploid bugday
genotipinden (T. dicoccum var. farrum, T. durum var. agricunum ve T. persicum var.
stramineum) yesil bitki elde edildigini, ancak bu Ug¢ tetraploid bugdayda yesil bitki
rejenerasyon oraninin oldukga disuk oldugunu (sirayla % 0.9, 9.5 ve 2.0), 4 bugday
cesidinin Ggunden (BW2559, Glennson-81 ve Seri-82) oldukca yuksek yesil bitki
rejenerasyonu (sirayla % 22.2, 23.6 ve 28.7) elde edildigini bildirmislerdir.
Calismada kullanilan diger tetraploid bugday genotiplerinden sadece albino bitkiler
elde edildigini, albinizmin tetraploid bugday anter kalturinde sinirlayici bir faktér
oldugunu bildirmislerdir.

Hu (1997), haploid bitkilerde kromozom katlamasi yoluyla bir generasyonda
homozigot diploidlerin elde edilebilecegini bildirmislerdir. Bdylece, haploidlerin
1slah sirecini kisaltacagini, resesif karakterlerin haploidlerde gézlemlenebilecegini;
bunun 6zellikle mutasyon islah1 ve mutant genetik arastirmalar: agisindan ¢ok degerli
oldugunu; anter kultirinden yaklasik % 90 oraninda haploidler ve homozigot
diploidler; bununla birlikte bugdayda ve misirda % 10 oraninda aneuploidler elde
edildigini, aneuploidlerin de kromozom transferlerinde, dolayisiyla yeni genetik
calismalar ve 1slah denemelerinde kullanilabilecegini bildirmektedir.

Rakoczy ve ark. (1997), yaptiklar: arastirmada genotipin ve kultir ortaminin
cavdar anter kaltir( Uzerine etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar reaksiyon
oraninin 6nemli derecede genotipe bagl oldugunu, tum genotipler icin farkl
ortamlar kullanilmas: gerektigini, cavdarda en yiksek indiksiyon oraninin CI
ortamindan elde edildigini saptamiglardir.

Agurto (1998), 7 ekmeklik bugday genotipinden izole ettigi anterleri 3 farkh
besi ortaminda (MNG6, P2 ve Liang ortamlari) kdltiire almis ve genotip ve besi
ortaminin hem anter reaksiyon oranini ve hemde bitki rejenearsyon oranini énemli
derecede etikledigini, ayrica bu Ozellikler agisindan besi ortami X genotip
interaksiyonunun da istatistiksel olarak énemli oldugunu saptamstir.

Hatipoglu ve ark. (1998), 7 ekmeklik bugday F; melezi tzerinde yaptiklari
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calismalarda; genotipin hem kallus ve/veya embryoid induksiyonu hem de bitki
rejenerasyonu acisindan 6nemli oldugunu; 100 anter basina yesil bitki
rejenerasyonunun 0.06 ile 4.07 arasinda degistigini saptamiglardir.

Holme ve ark. (1999), kilture aldiklar dogu Avrupa ve kuzeybati Avrupa
bugday hatlarindan dogu Avrupa hatlar: igin ortalama 100 anter basina 3.6 yesil bitki
elde ederken, bu oran:1 kuzeybat: Avrupa hatlar: i¢in 0.4 olarak bildirmisler.

Jauhar ve Chibbar (1999) haploidi ve transgenik yontemlerin birlikte
kullanilmasint énermisler; genlerin haploid asamada transferinden sonra yapilacak
kromozom katlamasiyla transgenlerin daha stabil olabilecegini ortaya koymuslardir.

Zeng ve Konzak (1999), anter kaltiriine iyi reaksiyon goésteren bir bugday
cesidi olan Pavon 76 cesidi ile yurattikleri arastirmada 45 gun sdre ile 0.5 mg/l 2,4-
D iceren P4 ortaminda kultiire edilen anterlerin en dusuk reaksiyon ve rejenerasyon
orant gosterdiklerini, buna karsilik 1 mg/l 2,4-D iceren P4 ortaminda kultir edilen
anterlerin daha yiiksek reaksiyon ve rejenerasyon orani gosterdigini, 2 veya 4 mg/I
2,4-D iceren P4 ortaminda anterlerin 10 giinden fazla bekletilmesinin reaksiyon orani
ve rejenerasyon oranini olumsuz etkiledigini saptamislardr.

Can ve ark. (2002), 1 ekmeklik bugday cesidi, 3 ekmeklik bugday hatt: ve 6
ekmeklik bugday melezinden aldiklar1 anterleri farkli konsantrasyonlarda 2,4-D
iceren (1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/l) P2 veya degistirilmis MS ortaminda kulttre almislar ve
genotiplere baglh olarak anter reakisyon oraninin % 0.6 ile % 15 arasinda degistigini
ve ortalama % 4.9 olarak saptandigin, yesil bitki rejenerasyon oraninin ise O ile 11.6
yesil bitki/100 anter arasinda degistigini ve ortalama 2.5 olarak saptandigini, besi
ortamlarinin anter reaksiyon oraninda farklilik yaratmadigini, yesil bitki rejenerasyon
oran1 (zerindeki etkisinin ise genotiplere baglh olarak farklilik gosterdigini
bildirmiglerdir.

Dagustu (2002), Tlrk ekmeklik bugday cesitlerinde anter kilturiuni etkileyen
faktorler Gzerinde yapmis oldugu arastirmada, 5 farkli cesitte (Basri Bey, Golia,
Marmara 86, Gonen, Pehlivan), basaklara soguk 6n uygulamasinin (+4 °C’de 1, 2 ve
3 hafta), indiiksiyon ortaminin (N6 ve P2) ve indlksiyon ortamina eklenen karbon
kaynaklarinin  (Sukrose ve Maltose) anter kultirine etkilerini arastirmistir.
Arastirmada genellikle anter kilttrtne iyi reaksiyon gostermeyen ekmeklik bugday

10
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cesitleri kullanilmigtir. 3 haftalik soguk 6n uygulamasinda kallus olusumu olmazken,
2 haftalik soguk 6n uygulamasinda en ylksek kallus indlksiyonu elde edilmistir.
Cesitler arasinda 1000 anter basina reaksiyon orani 3.0-7.0 arasinda degismis,
cesitler arasinda reaksiyon oran: bakiminda ¢ok buyuk farklar gozlenmedigi, sukroz
iceren kallus indlksiyon ortaminin kallus uretiminde Onemli bir artis sagladig
saptanmastir.

Chaudhary ve ark. (2003), 9 kislik ekmeklik bugday1 ana, 2 ekmeklik bugday1
ise baba olarak kullanarak elde ettikleri 18 F; melezi ve ebeveynlerin anter kilturiine
reaksiyonlarint incelemisler ve kallus olusturma orani, kalluslarin rejenere olma
orani ve Yyesil bitki rejenerasyon orani agisindan incelenen genotipler arasinda ¢ok
onemli farkliliklar bulundugunu saptamislardr.

Hassawi (2004), iki bugday cesidi ile strdirdigi arastirmada 2 mg/l 2,4-D+
1 mg/l kinetin iceren ortamda kilture alinan anterlerin 2 mg/l IAA + 1 mg/l kinetin
iceren ortama gore énemli derecede daha yuksek kallus ve yesil bitki olusturdugunu
saptamistir.

Altintas ve ark. (2005), farkli zamanlarda ekilen iki farkli ekmeklik bugday
cesidinden aldiklar1 anterlere farkli surelerle soguk uygulamas: yaptiktan sonra P2
ortaminda kiltiire almiglar ve bugday anter kiltiirinde haploid bitki olusumunu
etkileyen en énemli faktoriin genotip oldugunu, ortalama anter reaksiyon oraninin %
4.9, bitki rejenerasyon oraninin 7.2 bitki/100 anter, yesil bitki rejenerasyon oraninin
ise 2.6 yesil bitki/100 anter olarak saptandigini bildirmektedirler.

Hassawi ve ark (2005), 5 bugday cesidi ile sirddrdikleri arastirmada
genotiplere bagl olarak anter reaksiyon oraninin % 1.5 ile % 3.6 arasinda degistigini
saptamiglardir.

Hatipoglu ve ark. (2005), t¢ ekmeklik bugday cesidi ile yuruttikleri anter
kaltury arastirmalarinda gesitlerin anter reaksiyon orani ve yesil bitki rejenerasyon
oramt acgisindan istatistiksel olarak ©6nemli derecede farklilik gosterdigini
saptamiglardir.

Kim ve Baenziger (2005), anter kulttrunde iyi reaksiyon gosteren bir bugday
genotipi olan Pavon cesidi ile yurattikleri arastirmada, 2 mg/l 2,4-D, Dicamba,
Picloram, IAA, IBA veya PAA igeren 85D12 ortaminda kiltlire alinan anterlerden en

11
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yuksek reaksiyon oraninin % 13.1 ile PAA igeren ortamdan elde edildigini, ancak
s0z konusu protokoliin genotipe bagimlilik gosterdigini saptamiglardr.

Dagusti  (2008), 4 ekmeklik bugday cesidi ve bunlarin karsilikl
melezlenmesi ile elde edilen 12 F; melezinde sirdirdigl arastirmada, anter
kiltarine reaksiyon agisindan genotipler arasinda ¢ok dnemli farkliliklar oldugunu
saptamustir.

Condic-Spika ve ark. (2008), ekmeklik bugdayda 20 F1 melezi ile
surdurdikleri anter kiltlrt arastirmasinda kallus olusturan anter oranimi % 47.2,
basak basina yesil bitki rejenerasyon oranini 5.8, kendiliginden katlanmis haploid
bitki oranini ise % 47.9 olarak saptamislardur.

Yildirim ve ark. (2008), 3 ekmeklik bugday cesidi ve 1 ekmeklik bugday hatt:
ile bunlarin 6 adet melezlerinin anterleri ile ydrattikleri arastirmada, genotiplere
bagh olarak anter reaksiyon oraninin % O ile % 14.84 arasinda, Yesil bitki
rejenerasyon oraninin 0 ile11.13 yesil bitki /100 anter ve albino bitki rejenerasyon
oraninin 0 ile 2.58 albino bitki /100 anter arasinda degistigini saptamislardir.

Grauda ve ark. (2010), 4 kishk, 10 yazlik F2 ekmeklik bugday: ile
strddrdikleri anter kiltart arastirmasinda AMC, AMC+2.5 mg/l CuSO,4 ve 190-0
gibi Uc farkli ortam: test etmisler ve en uygun ortamin AMC+2.5 mg/l CuSO,
oldugunu saptamiglardir.

Al-Ashkar (2013), 4 melez ve bu melezlerin ebeveyninden olusan 5 ekmeklik
bugday genotipi ile yuruttligl anter kultlr( arastirmasinda, genotiplere bagli olarak
anter reaksiyon oraninin % 4.67 ile % 9.42 arasinda, yesil bitki rejenerasyon
oraninin ise % 5.5 ile % 2.42 arasinda degistigi saptamistir.

12
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirmada bugday genotipi olarak, Esperial genotipinin ana ve
Kr.Odeskaya, Tosunbey, 1013, A.Odeskaya, Bologna, Alora, Sensos, Sagittario ve
Ozkan genotiplerinin baba olarak kullanilmas: ile elde edilen 8 F; melezi ve 9

ebeveyn genotip test edilmistir.
3.1.1. Deneme Yerinin iklim Ozellikleri

Denemenin yudrutaldigl Ekim 2011- Nisan 2012 doneminde Adana ili igin
kaydedilen bazi iklim degerleri ile bu degerlerin uzun yillar ortalamalart Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemenin Ydrdtuldugu Donem ve Bu Doéneme Ait Uzun Yillar
Ortalamas: Bazi Onemli Iklim Degerleri

Aylar Ort. Sicakhk °C Ort. Nem (%) Toplam Yagis (mm)
Uzun | 2011 | 2012 | Uzun | 2011 | 2012 | Uzun | 2011 | 2012
Yillar Yillar Yillar

Ekim 21.5 21.2 60.0 48.5 419 9.4

Kasim 15.5 12.9 63.0 54.5 79.5 | 339

Aralik 111 10.1 66.0 65.5 1339 | 172.6

Ocak 9.6 8.6 66.0 70.9 108.7 267.5

Subat 10.5 9.3 66.0 55.0 88.1 101.2

Mart 135 12.1 66.0 52.1 66.9 44.6

Nisan 17.5 18.8 69.0 62.5 57.1 12.8

Ort/Toplam | 14.2 13.3 65.1 58.4 576.1 642

Kaynak: Adana Meteoroloji Bélge Mudurltgi, 2013

Cizelge’de izlendigi gibi, denemenin yurutaldugi Ekim 2011 —Nisan 2012

donemi 13.3 °C ortalama sicaklik, % 58.4 ortalama nispi nem ve 642 mm’lik yags
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ile uzun yillar ortalamasina (14.2 °C ortalama sicaklik, % 65.1 ortalama nispi nem ve
576.1 mm toplam yagis) gore daha serin ve yagish bir donem olmustur. Nisan ay1
disindaki tim aylarda ortalama sicaklik uzun yillar ortalamasina gore daha dusik
olmustur. Ekim, Kasim, Mart ve Nisan aylar1 normale gére daha kurak, Aralik, Ocak

ve Subat aylar1 ise normale gore daha yagish gegmistir.

3.2.Metod

3.2.1 Donor Bitkilerin Yetisme Kosullar:

2011 yilinda C.U Ziraat Fakiiltesi deneme alaninda, genotiplere ait tohumlar; 1
Ekim, 15 Ekim ve 30 Ekim tarihlerinde olmak uUzere (¢ farkli ekim zamaninda
kontrolsuz sera kosullarinda, 15 Kasimda ise agik arazide ekilmistir.

Sera kosullarindaki ekimde, her ekim tarihinde her bir genotipe ait bes tohum
ayri ayr toprak harci ( 2 tarla toprag: + 1 kum+ 1 ciftlik glbresi ) ile doldurulmus
viollere ekildi ve violler sera icersine yerlestirildi. Bitkiler yeterince gelistikten sonra
14x14x14 cm boyundaki saksilara aktarildi. Bitkilerin bu saksilara aktarilmasindan
sonra 4 aylik siire¢ boyunca toplam doz 16 kg/ da azot, 8kg/ da P,Os ve 8 kg/ de K,O
olacak sekilde hazirlanan giibre solusyonu ile haftada bir kez glibreleme yapild:.

Acik arazi kosullarinda ekimde ise, bolge kosullarinda uygulanmakta olan
gubreleme dozu ile gibrelenmis arazide 30 cm araliklarla hazirlanmis siralara her

genotipten 10 tohum 15 cm sira Gzeri mesafesinde el ile ekilmistir.

3.2.2. Donor Bitkilerin Hasad

Anter kultird calismalarinda reaksiyon oranini etkileyen en 6nemli faktorlerden
birisi de dondr bitkinin hasat edildigi donemdeki mikrospor gelisim safhasidir ve
bunun kdltire alma islemi 6ncesinde sitolojik inceleme ile tespit edilmis olmasi
gerekir (Lorz ve ark. 1988). Sitolojik inceleme icin basagin orta kismindaki
ciceklerden alinan anterler, Gzerine bir damla asetokarmin damlatilmis lam Gzerinde

hafif parcalandiktan sonra lam (zerine lamel kapatilmis ve hazirlanan preparat
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mikroskop altinda incelenmistir. Yapilan sitolojik incelemede Henry ve De Buyser
(1990) tarafindan 6nerilen orta veya ge¢ tek cekirdekli donemde mikrosporlara sahip
anterleri iceren basaklar alinmustir.

Sitolojik inceleme dncesi tarladan materyal aliminda yapilan morfolojik gézlem
sonucu, basagin ucunun bayrak yapragin altindaki yapragin kulakc¢ig:r hizasina
gelmesi durumu dikkate alinmis ve bu safhada olan bitkiler hasat edilmistir. Fakat
bunun polen gelisim safhasini belirlemede kesin sonucu vermemesi dolayis: ile
yukarida belirtilen sitolojik yontem kullanilarak bitki materyalinin alimina karar

verilmistir.

3.2.3. Soguk On Muamelesi

Uygun polen safhasinda olan basag: iceren saplar kesilmistir. Daha sonra bu
saplar yapraklardan temizlenerek ve yeterince kisaltilarak icinde bir miktar su
bulunan cam tlpler icerisinde, +4 °C’de 3 giin sireli soguk uygulamasina tabi

tutulmak Uzere buzdolabina yerlestirilmislerdir.

3.2.4. Deneme Plan

Arastirmada, yukarida belirtilen 8 F1 melezi ve 9 ebeveyn genotipten alinan
anterler farkli oksinleri (2,4-D, Dicamba ve Picloram) iceren farkli iki temel besi
ortaminda (P2 ve N6 Ortami) kilture alinmistir. Arastirma tesaduf bloklarinda
bolinen-bolinmis parseller deneme desenine gore dizenlenmis olup, ana parselleri
temel besi ortamlari, alt parselleri oksin c¢esidi ve alt-alt parselleri genotipler
olusturmustur. Arastirmada, icersinde 30 adet anter kdltir edilen 60 X 15 mm
boyutlarindaki petri kutusu bir deneme Unitesi olarak kabul edilmistir. Arastirmada,

her bir muamele kombinasyonu 4 kez tekrarlanmustir.
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3.2.5. Kullanilan Besi Ortamlarn Ve Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

Arastirmada anterlerden kallus ve/veya embriyo olusturmak (indiksiyon)igin
kullanilan P2 ortami (Chuang ve ark., 1978) ve N6 ortami (Chu ve ark., 1975)’nin

bilesimleri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Anter Kultiirinde Kullamlan indiiksiyon Ortamlarinin Bilesimi

Bilesik Konsantrasyon (mg/l)
P2 Ortami N6 Ortami

MgS0,.7H,0 125 185
KH,PO, 200 400
KNO; 1000 2830
Ca (NO3),.4H,0 100
(NH,)2.S04 100 463
KCI 35
CaCl,.2H,0 - 166
Kl - 0.8
H3BO3 - 1.6
MnS0O,.4H,0 - 4.4
ZnS0,.7 H,0 - 1.5
FeSO,4.7H,0 27.8 27.8
Na,EDTA 37.3 37.3
Thiamin.HCI 1 1
Nicotinic acid - 0.5
Pyridoxine.HCI - 0.5
Glycine - 2
Glutamine 0.59/l -
Kinetin 0.5 0.5
Sucrose 90 g/l 90 g/l
Sivi patates ekstrakti 100 ml/I -
Agar 6 g/l 6
pH 5.8 5.8
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3.2.5.1. Makro Elementlerin Stok Solusyonlarimin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan temel besi ortamlar: olan P2 ve N6 besi ortamlarinda
birim hacimde bulunmasi gereken bircok maddenin miktarlarinin ¢ok disiik olmasi
ve her besi ortami hazirlanmasinda bu maddelerin tekrar tekrar tartilmas: gok zor ve
zaman alict olacagindan bu maddelerin stok solusyonlar: hazirlanmistir (Hatipoglu,
2013).

Kl, CoCl,.H,0, CuS045H,0, Na;M0042H,0 ve jelat (FeS04.7H,O ve
Na,EDTA) disindaki bilesenlerin litrede bulunmasi gereken miktarlarinin 10 kati
hassas terazide tartilmigtir. 2000 ml’lik bir beher kap bidestile su ile ¢alkalanip 100
ml bidestile su ilave edilmis ve icerisine bir manyet atilip magnetik karistirici tizerine
yerlestirilmistir. Daha sonra karisim: olusturacak olan elementler sirasi ile beher kap
icerisine ilave edilmiglerdir. Cozeltideki elementler iyice ¢oziindukten sonra, 0l¢
silindiri yardimu ile ¢ozeltinin hacmi 1000 ml’ye tamamlanmis ve her biri 150 ml
hacme sahip 10 ayr plastik kaba 100’er ml paylastirilmistir. Plastik kaplar izerine
yapistirilan etiketlere besi ortaminin adi ve ortamin yapilis tarihi yazilarak derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. KI, CoCl,.H,O, CuS0,4.5H,0 ve Na,M00,.2H,0
bilesenlerinin ise, besi ortami igerisinde en rahat bir sekilde kullanilabilecek
oranlarina gore (genelde 100 mg/100 ml’lik), ayri ayri stok sollsyonlart

hazirlanmastir.

3.2.5.2. Jelat (FeSO,4.7H,0 ve Na,EDTA) Hazirlanmasi

1.8625 g Na,EDTA bir magnetik karistirici zerine yerlestirilmis 1 litrelik
beher kapta 200 ml bidestile su icinde ¢ozulmils ve c¢ozelti 90 °C’ ye kadar
isitilmagtir. Sicakhik belirtilen dizeye eristiginde ¢ozelti igerisine 1.3925 g FeSO,
ilave edilmis ve iyice karistirllmigtir. Daha sonra karisimin sicakligi oda sicakligina
erisinceye kadar sogutulmus ve karistmin hacmi 250 ml’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan jelat koyu renkli pyrex sise icinde muhafaza edilmistir.
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3.2.5.3. Vitamin Stok Solusyonlarinin Hazirlanmasi

Besi ortaminda bulunan Thiamin.HCI, Phyridoxine.HCl ve Nicotinik asit
vitaminlerinin her birisinden hassas terazide 100’er mg tartilarak, her birisi 150
ml’lik beherler igerisinde 20-30 ml bidestile su ile ¢ozilmis ve daha sonra hacmi
100 ml’ye tamamlanip, pyrex siseler icerisinde buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Myo-inositoliin stok sollisyonu hazirlanmamis, ortam hazirlanirken gerekli miktar

(100 mg) tartilarak ilave edilmistir.

3.2.5.4.Buyume Dizenleyicilerinin Stok Soltsyonlarinin Hazirlanmasi

Besi ortamlar1 icin gerekli olan 2,4-D, Dicamba, Picloram, ve Kinetin’in stok
solusyonlarinin hazirlanmasinda vitaminlerin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda
izlenen yontem izlenmistir. Her bir biylme dizenleyicisinden 100 mg tartilmis ve
tartim kabina birka¢ damla 1 N KOH damlatilarak 6n ¢6zme uygulandiktan sonra
150 ml’lik beher icerisine bosaltilmis ve manyet Kkaristirict Gzerinde 40-50 °C’de
karistirilarak tamamen ¢6ztilmesi saglanmistir. Daha sonra ¢6zeltilerin hacimleri 100

ml’ye tamamlanarak pyrex sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.5.5. Stok Solusyonlardan Yararlanarak Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan besi ortamlarinin her birinin hazirlanmasinda asagidaki
yontem izlenmistir.

Karisim I;Derin dondurucuda muhafaza edilen 100 mI’lik makro ve mikro
element stok sollsyonu, buzu c¢ozindikten sonra magnetik Kkaristirici (zerinde
bulunan 1 litrelik beher icerisine bosaltilarak iyice karistirilmis ve (zerine stok
solisyonda bulunmayan, mikro elementler, ©6nceden hazirlanmis olan stok
soliisyonlarindan gereken miktarlarda ilave edilmistir. Ayrica, P2 ortamina 100 ml
patates ekstrakti ilave edilmistir. S6z konusu ekstrak; hassas terazide 100 g patatesin
tartihp kiglk bir kap icerisinde kiglk kiguk dogranip ve iyice saf su ile yikandiktan
sonra icerisine 200 ml bidestile su konulup kaynamaya baslamasindan itibaren kisik
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ateste 30 dakika kaynatildiktan sonra, iki kez ince bezden suzllmesi ile elde
edilmistir. Karisgimin hacmi bidestile su ile 750 ml’ye tamamlanmis ve Onceden
kalibrasyonu yapilmis olan pH metrede, 1 N KOH ve 1 N HCI yardimi ile karisimin
pH's1 5.8’e ayarlanmistir. Karisim 250°ser mililitrelik ¢ esit parcaya ayrilmis ve her
parca 500 ml’lik pyrex siselere doldurulmustur. Magnetik karigtiricilar (zerine
yerlestirilen siselerin her birine 2 g agar ilave edilmis ve siselerin agzi kapatildiktan
sonra aliminyum folyo ile sarilmustir. Siseler 1sitihp kaynama sicakhigina
yaklastiklarinda otoklava alinmislardir. Karisim |1, otoklavda 121 °C ‘de 1.2 bar
basing altinda 15 dakika sure ile sterilize edilmistir.

Karisim I1;Magnetik karistirici Gzerine yerlestirilmis olan bir 250 ml’lik beher
icerisine 50 ml ¢ift destile su ilave edilmis ve hazirlanacak besi ortaminda bulunmasi
gerekli olan sakkaroz behere bosaltilmis, iyice ¢Ozindikten sonra, ortamda
bulunmas: gerekli vitaminler ve oksin disindaki blylme duzenleyicileri ilave
edilmistir. Karigimin hacmi bidestile su ile 210 ml’ye tamamlandiktan sonra, ¢ozelti
70’er ml’lik Ug esit parcaya ayrilmis ve her birisi 100 mI’lik behere bosaltilmistir.
Esit hacimdeki U¢ c¢ozeltiden birisine 2 mg/l olacak sekilde 2,4-D, birisine 2 mg/I
Dicamba ve bir digerine ise 2 mg/l Picloram ilave edilmistir. Daha sonra her bir
¢ozeltinin son hacmi bidestile su ile 83.3 mI’ye tamamlanmistir. Her bir karisim Il
cozeltisinin pH’s1 1 N KOH ve 1 N HCI ¢ozeltilerinin yardimi ile 5.8°e ayarlanmistur.
Daha sonra karisim Il c¢ozeltileri steril kabin igerisinde, ucunda steril 0.2 m delik
capina sahip steril filtre takili emme basma pompas: vasitas: ile steril pyrex cam
siseler icerisine filtre edilmistir.

Otoklavdan cikarilan karisim | c¢ozeltileri steril kabin icerisinde bulunan
magnetik karistiricilar tzerine yerlestirilmis ve karisimlarin sicakhigi 60-70 °C
civarina geldiginde her birisine karisim Il ¢dzeltilerinin birisi ilave edilmis ve iyice
karistirtlmistir. Hazir hale gelen (g farkli besi ortami, kabin igerisinde ucunda steril
pipet bulunan bir pipet pompasi yardimi ile, 60 x 15 mm boyutlarindaki steril cam
kaltur kaplarina 7°ser ml bosaltilmistir. Kdiltir kaplar: icindeki besi ortaminin
sicakligi oda sicakhgina dislp katilastiginda, kultlr kaplari plastik muhafaza
kutulart icine yerlestirilmis ve en erken 24 saat sonra kullanilmak (zere oda

sicakliginda muhafaza edilmislerdir.
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3.2.6. Basaklarin Sterilizasyonu ve Anterlerin Besi Ortamina Yerlestirilmesi

Soguk uygulama suresi tamamlanan basaklar, ¢cesme suyu ile calkalandiktan
sonra, steril kabin icerisinde 6nce % 96’lik alkol ile 1 dakika ¢alkalanmis, daha sonra
yuzey gerilimini azaltmak igin igine birka¢ damla Tween 20 ilave edilmis olan %
10’luk sodyum hypoklorit ¢ozeltisi icinde 15 dakika sire ile galkalanarak sterilize
edilmislerdir. Bu islemlerden sonra basaklar en az 4 kez steril destile su ile yikanmis
ve siselere sadece basagin altindaki bogumu islatacak miktarda steril saf su ilave
edilmistir.

Sterilize edilen basaklar uzun bir pens yardim: ile siseden ¢ikarihp basag:
saran kilif ¢ikarilmis ve basak steril kabin igersine gerekli sterilizasyon islemleri
yapilarak yerlestirilmis olan binokdlere yerlestirilmistir. Alt ve Ustteki heniiz tam
gelismemis 3-4 basakc¢ik haricindeki basakgiklardaki anterler giceklerden steril
pensler yardimiyla ¢ikarilmis ve her birisinde (¢ farkli oksin igeren iki farkli temel
besi ortami kombinasyonundan (6 farkli kombinasyon) birisi bulunan steril cam
petrilerin (60 x 15 mm) igine 30’ser tane olacak sekilde yerlestirilmistir. Petrilerin
etrafi parafilmle sarilmig ve Uzerine genotip, besi ortami kombinasyonu ve kiltire

alma tarihi yazilmustir.

3.2.7. Anterlerden Embriyoid Olusumu

Kualtlr ortamina yerlestirilen anterler 28 °C sicaklik ve % 70 oransal nem
kosullarinin saglandigi Nive Marka ID 500 model iklim dolaplarinda inkibe
edilmistir. Anterlerden embriyoid ve/veya Kalluslar olustuktan sonra her petri
kutusunda embriyoid ve /veya kallus olusturan anterlerin (reaksiyon goésteren
anterler) sayis1 saptanmigtir. Daha sonra bu degerler 100 anter basina reaksiyon

goOsteren anter sayisi olarak hesaplanmstir.
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3.2.8. Bitki Rejenerasyonu

Indiiksiyon siresi sonunda olusan embriyoid ve kalluslar rejenerasyon
ortamina aktarilmistir. Rejenerasyon ortami olarak Henry ve De Buyser (1990)
tarafindan Onerilen rejenerasyon ortami (Cizelge 3.3) kullanilmistir. S6z konusu
ortamin hazirlanmasinda indiksiyon ortamlarinin  hazirlanmasinda kullanilan
yontemler kullanilmastir.

Aktarilan kilturler bitkicikler olusuncaya kadar indiksiyon kosullarinda
muhafaza edilmis, daha sonra 25 °C’de ve 16 saatlik 1500 liix 151k kosullarin:
saglayan iklim odasina yerlestirilmistir. Petri kaplar1 icersinde rejenere olan
bitkicikler yeterince gelistiginde, her petri kutusunda olusan toplam bitkicik sayisi,
yesil bitkicik sayis1 ve albino bitkicik sayis1 saptanmis ve bu bitkicik sayilari ortama

konulan 100 anter basina bitkicik sayisi olarak hesaplanmistir.

21



3. MATERYAL VE METOD

Hatice TOGAC

Cizelge 3.3.. Kullanilan Rejenerasyon ve Gelisme Ortamlarinin Bilesimleri

Bilesik Rejenerasyon Ortam Gelisme Ortam
mg/I mg/l
KNO; 950 1000
Ca (NO3),.4H,0 - 500
MgS0,.7H,0 - 715
(NH4),S04 185 -
KH,PO, 85 300
KCI - 65
NH;NO3 825 1000
CaCl,.2H,0 220 -
FeS0,4.7H,0 13.9 13.9
Na,EDTA 18.6 18.6
MnS0O,4.4H,0 22.3 4.9
ZnS0,.7H,0 8.6 2.7
H3BO; 6.2 1.6
KI 0.83 0.75
Na;Mo00,4.2H,0 0.25 -
CuS04.5H,0 0.025 -
CoCl,.6H,0 0.025 -
Sucrose 20 g/l 20 g/l
Mesoinositol 100 100
Glycine 2 20
Phyridoxine.HCI 0.5 5
Thiamin.HCI 0.1 1
Nicotinik asit 0.5 5
NAA 0.5 -
IAA - 1
Kinetin 0.5 -
Agar 6 g/l 6 g/l
pH 5.8 5.8
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3.2.9. Rejenere Olan Bitkiciklerin Gelismesi

Rejenere olan yesil bitkicikler 25 ml gelisme ortami bulunan cam siselere
aktarilmistir. Gelisme ortam: olarak Henry ve De Buyser (1990) tarafindan Onerilen
ortam (Cizelge 3.3) kullanilmigtir. S6z konusu ortamin hazirlanmasinda; ortam
bilesenlerinin stok sollisyonlar: ve seker icersinde 1 It’lik beher igerinde ¢ozilmis ve
son hacim 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra ¢ézeltinin pH’s1 1 N KOH ve 1 N HCI
cozeltilerinin yardimi ile 5.8’e ayarlanmistir. Cozelti Uzerine agar ilave edildikten
sonra bir magnet karistirict Gzerinde kaynama derecesine kadar isitilmis. Kaynama
derecesindeki ¢ozelti bir pipetor yardimiyla her birisine 30 ml olacak sekilde cam
blyltme siselerine bosaltilmis ve siselerin agizlari otoklava dayanikli plastik
kapaklarla kapatilmistir. Daha sonra icgersinde gelisme ortami bulunan siseler
otoklavda 121 °C “de 1.2 bar basing altinda 15 dakika stre ile sterilize edilmistir.
Otoklavdan cikartilan siseler kullanilincaya kadar oda sicakhiginda dolaplarda
muhafaza edilmistir.

Steril kabin igersinde her bir petri kutusunda sayim: yapilan yesil bitkicikler
2-3’erli gruplar halinde icersinde gelisme ortami bulunan biyitme siselerine
aktariimistir. Gelisme ortaminda 1500 liix 1siklanma ve 25 °C’de muhafaza edilen
bitkicikler, yeterince gelistikten sonra, bu siselerden c¢ikartilarak saksilara
sasirtilmistir.  Saksilara sasirtilan bitkiler bir hafta sire ile plastik 6rti altinda

muhafaza edilmis ve ortama adaptasyonlar: saglanmstir.
3.2.10 Arastirmada Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmadan elde edilen veriler tesadif bloklarinda, béliinen bolinmis
parseller deneme desenine uygun olarak, MSTATC istatistik paket programindan
yararlanilarak varyans analizine tabi tutulmustur. Reaksiyon orani ile ilgili verilere
varyans analizi uygulanmadan &nce Arcsin Jx +0.001 transformasyonu,
rejenerasyon orani, yesil bitki rejenerasyon orani ve albino bitki rejenerasyon orani
degerlerine ise +x+0.5 transformasyonu uygulanmistir. Varyans analizi sonucu

onemli ¢ikan genotip ortalamalar: ve genotip X besi ortami, genotip x oksin ¢esidi ve
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besi ortami1 x oksin ¢esidi interaksiyonlarinin karsilastirilmasinda Duncan testi, oksin

cesidi ortalamalarinin karsilastiriimasinda ise LSD testi kullanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Reaksiyon Gosteren Anter Oram

Kltir baslangicindan bir hafta sonra yapilan gozlemlerde, anterlerde buyime
ve sisme oldugu ve anterlerin beyazlastigi gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Anter
yuzeyinde kallus ve embriyoidlerin gortlmesi olay: en erken kiltur baslangicindan
iki hafta sonra, en gec¢ dort hafta sonunda yapilan gozlemlerde ortaya ¢ikmistir. Dort
haftanin sonunda yapilan goézlemlerde bazi anterlerde sadece kallus (Sekil 4.2),
bazilarinda sadece embriyoid (Sekil 4.3), bazilarinda ise hem embriyoid hem de

kallus olusumu gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Kilture Alinan Anterlerde Sisme ve Beyazlagma ( Kiiltir baslangicindan
bir hafta sonra)
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Sekil 4.2. Kultire Alinan Anterlerde Kallus Olusumu ( Kiltar baslangicindan dort
hafta sonra)

Sekil 4.3. Kulttre Alinan Anterlerde Embriyoid Olusumu ( Kaltur baslangicindan
dort hafta sonra)
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Sekil 4.4. Kultire Alinan Anterlerde Kallus ve Embriyoid Olusumu ( Kuiltar
baslangicindan dort hafta sonra)

Farkli bugday genotiplerinden alinan ve farkli oksinleri iceren farkli besi
ortamlarinda kiltire alinan anterlerde saptanan reaksiyon oran1 degerlerine
uygulanan varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Cizelgede izlendigi
gibi, genotip faktorl anter reaksiyon oranini istatistiksel olarak onemli derecede
etkilemistir. Ayrica besi ortami x oksin ve besi ortami x genotip interaksiyonlarinin
istatistiksel olarak énemli oldugu ortaya ¢ikmstir.

Arastirmada, tim uygulamalarin ortalamas: olarak saptanan anter reaksiyon
oran1 % 2.6 olmustur (Cizelge 4.2). Bu deger, Andersen ve ark. (1987), Sesek ve ark.
(1988), Hatipoglu ve Dogramaci. (1995), Hatipoglu ve ark. (1998), Altintas ve
ark.(2005) ve Condic-Spika ve ark. (2008)’nin saptadig:i degerlerin altindadir.
Arastirmamizda literatirde bildirilen degerlerin altinda anter reaksiyon orani elde
edilmesine neden olarak, arastirmalarda incelenen genotiplerin farkliligi, donor
bitkilerin yetisme kosullari arasindaki farkhiklilar ve in vitro kaltur kosullarinin
farkliligi gosterilebilir.
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Cizelge 4.1. Farkli Oksinleri igceren Farkli Besi Ortamlarinda Kdltire alinan Farkl
Ekmeklik Bugday Genotiplerine Ait Anterlerde Reaksiyon Orani (%)
Ile Ilgili Varyans Analiz Sonugclar

Kareler F-

Varyasyon Kaynagi SD Ortalamasi Degeri
Tekerrlr 3 75.056 3.5201
Besi Ortami 1 37.921 1.7785
Hatal 3 21.322
Oksin 2 11.227 0.6921
Besi Ortami X OKksin 2 95.703 5.8993 *
Hata2 12 16.223
Genotip 16 103.916 4.5754**
Besi Ortami X Genotip 16 39.709 1.7484*
Oksin X Genotip 32 23.942 1.0542
Besi Ortami X Oksin X Genotip 32 17.189 0.7568
Hata3 288 22.712
Genel 407

*) P< 0.05 Hata Sinirlart igersinde Onemli; **) P<0.01 Hata Sinirlar: icersinde Onemli

Arastirmada incelenen iki farkli temel besi ortam: (P2 ve N6) anter reaksiyon
oraninda istatistiksel olarak énemli bir farklilik yaratmamstir. (Cizelge 4.1) Nitekim
P2 ortaminda kilture alinan antrelerin ortamla % 2.9’u kallus ve/veya embriyoid
olusturmasina karsilik, N6 ortaminda kiltire alinan anterlerin ortalama % 2.3’0
kallus ve/veya embriyoid olusturmustur (Cizelge 4.2). Bu bulgu, ekmeklik bugday
anter kdltiriinde reaksiyon orani ve rejenarsyon acisindan P2 ortaminin 85D12
ortamindan daha tstun oldugunu saptayan Hatipoglu ve Dogramaci (1995) ve Agurto
(1998)’nun bulgularindan ve MNG6 (sukroz yerine maltoz iceren N6 ortami)
ortaminin P2 ve Liang ortamindan daha Gstun oldugunu saptayan Agurto (1998)’nun
bulgularindan farklilik gostermektedir. Ekmeklik bugday anter kiltirinde P2 ve
degistirilmis MS ortami arasinda anter reaksiyon orani agisindan istatistiksel olarak
onemli farklihk olmadigini saptayan Can ve ark. (2002)’min bulgular1 ise bu
arastirmada saptanan bulguyu desteklemektedir.

Arastirmada test edilen t¢ farkli oksin (2,4-D, Dicamba ve Picloram) anter
reaksiyon oraninda istatistiksel olarak énemli bir farklilik yaratmamistir (Cizelge
4.1). Nitekim, 2,4-D iceren ortamlarda kultiire alinan anterlerin ortalama reaksiyon

oran % 2.7 olmasina karsilik, Dicamba iceren ortamlarda kultlire alinan anterlerde

28




-

Hatice TOGAC

UZPULILGIY JEIE]D [2EISTEIST FPINSU2 1 IEINE B1BY () =4 210F 21ms2] UE Ity E[ETUE[ENC WaU=1508 21181 qATY 122120 FPTOEI S TS LAY

“TPZIEHIET

"TPZIEYIE] USPULLGIG JETE[C [#SqUSTIEIS] SPIISUR31 ME[IIS 1B £ =g =105 sunss) (ST E[EME[EHO UsU21505 [ JIEY qOIATL] 82U 2PTHSIa il ITJES T4y _,M

& WEIOTId

9°¢C EQUIEAT

LT a+c
9¢ XY L1 av i +VIT 6¢ (4> 8¢ 9¢ 40
44d9¢ gv 87 [ L€ 9¢ adged 9¢ £l 0¢ OLENISEY
44d7d VIt [t [ [ Iactl LY L1 00 SOSTRS
TIL1 av L1 0¢ L1 61 4081 [ £l 8¢ TEAZO
V6L av [T 0¢ XY 8¢ adgoc L€ 0¢ Fe EIOTW
av ce Vit 61 9t L€ Qg LE |53 6 ¢ [t Eus0[og
061 dV 81 L1 61 XY d00¢ 9¢ LT 80 £101
4061 v ot 80 81 £t 061 L1 81 [c Asquuso
ddg¢e¢ av ot 0¢ Fl L1 adre it L ¥ BABYSIPOTH]
1.0 d11 L1 80 [ d¢0 80 00 00 Ten2dsg
d9+1 dT171 80 90 61 dd 51 £l 00 it eusojog X eradsy
av it Ve £¢ 4 6¢ g38F L 61 L9 UENZQ) X [BIRdsT
ddg¢e¢ av 81 [c L1 91 adgecd 9¢ 80 [t I i
acsT av i1 0 61 LC ToF1 L1 90 81 EARYNSIPQ T X [EMRdsH
V09 avoe e < (4> Vo6 96 O¢IT £¢ £101 X [em=dsy
ddr< av el [ [ Fe adgecd 6¢ L€ 61 BABYSIPQ'V X [BHRdST
adgscd av T 80 XY Fe adgre L€ gt L A2qUnsoT X [eHadsy
S(IHdIE| sV O¢L £¢ Ft 61 Jdrc 8¢ ¢ 31 SOSRG X [EHRdsT

EUETEUD Pid ~id d-rC | BWEEUD Pid ~id arc
BUWETEL) N d dnouacy

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

APRI2IUY MY 2umR[dnouany

{24) TIE[EUIRTELI) TUEI) UOATSHESY
AepEng YIPRUXT IR{IE] URIN[E AIMI[NY EPINIR[UEILY 1s2g IPIE] U2I251 UR2[WSY() IR 7'+ 2ERZIH

29



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Hatice TOGAGC

bu oran % 2.6 ve Picloram iceren ortamlarda kiltire alinan anterlerde ise % 2.5
olarak gerceklesmistir.

Arastirmada 2,4-D dicamba ve piclorama gore daha yuksek anter reaksiyon
oramt saglamasina karsilik, oksinler ararsindaki bu farkliligin istatistiksel olarak
Onemli olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Bu bulgular inceledikleri 7 oksin arasinda 2,4-
D’nin kallus indiksiyonu agisindan daha Ustiin oldugunu saptayan Hassawi ve ark.
(2990)’nin bulgular ile uyusmamaktadir.

Varyans analizi sonuglari, anter reaksiyon orani agisindan besi ortami x oksin
interaksiyonunun istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gdstermistir (Cizelge 4.1). Bu
sonug, oksinlerin anter reaksiyon orani lzerindeki etkisinin besi ortamlarina bagh
olarak farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Nitekim, P2 ortaminda incelenen
oksinlerin anter reaksiyon oram Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak ©6nemi
olmamasina karsilik, N6 ortaminda 2,4-D iceren ortamlarda ortalama anter reaksiyon
oran1 picloram iceren ortamlardaki ortalamaya gore istatistiksel olarak 6nemli

derecede daha yiksek olmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5).

P2
N6 Besi Ort.

(%) 1uelQ uoAISyeay Jaluy

2,4-D Dicamba Picloram
Oksin Cesidi

Sekil 4.5. Bugday Anter Kultirinde Farkl: Oksinlerin Farkli Besi Ortamlarinda
Anter Reaksiyon Oranina Etkisi
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Dicamba igeren ortamlarda saptanan ortalama anter reaksiyon orani ise 2,4-D
ve picloram igeren ortamlarda saptanan ortalamadan istatistiksel olarak farksiz
olmustur.

Arastirmada incelenen 17 bugday genotipinin anter reaksiyon orani agisindan
istatistiksel olarak énemli derecede farklilik gosterdigi ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.1).
Incelenen genotipler arasinda yer alan Esperial x 1013 melezi % 6’lik anter
reaksiyon oran ortalamas: ile en yuksek anter reaksiyon orani ortalamasi gdsteren
genotip olmustur (Cizelge 4.2). S6z konusu genotip Esperial x Ozkan, Bologna ve
Alora disindaki diger tim genotiplerden istatistiksel olarak 6nemli derecede daha
yuksek anter reaksiyon orani gostermistir.  Esperial genotipi ise % 0.7 anter
reaksiyon orani ortalamasi ile incelenen genotipler arasinda en dusik anter reaksiyon
oranm ortalamasi gosteren genotip olmustur. Esperial x Kr. Odeskaya ve Esperial x
Bologna melezleri de Esperial genotipinden istatistiksel olarak farkli olmayan anter
reaksiyon orani ortalamasi gostermislerdir. Esperial ve 1013 genotiplerinin anter
reaksiyon orani agisindan diisuk reaksiyon gosteren genotipler olmasina karsilik, bu
iki genotipin melezinin her iki ebeveynden daha yuksek anter reaksiyon orani
gostermesi, bu melezlemede heterosis ortaya ¢iktigini gostermektedir (Acquaah,
2007).

Anter reaksiyon oraninin genotiplere bagh olarak farklilik gostermesi ile ilgili
bulgularimiz, Foroughi Wehr ve Zeller (1990), Rakoczy ve ark. (1997), ,Hatipoglu
ve ark. (1998), Holme ve ark. (1999), Chaudhary ve ark. (2003), Hassawi ve ark
(2005), Kim ve Baenziger (2005), Dagustu (2008) ve Al-Ashkar (2013)’1n
bulgularini desteklemektedir.

Varyans analizi sonuclar: anter reaksiyon orani agisindan besiortamix genotip
interaksiyonunun istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gdstermektedir (Cizelge 4.1)
Bu sonug, genotiplerin anter reaksiyon oranlarinin besi ortamlarina bagli olarak
onemli derecede farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Nitekim, P2 ortaminda
Esperial x 1003 melezi incelenen diger 16 genotipe gbre énemli derecede daha
yiksek anter reaksiyon oran: ortalamas: (% 9.0) gostermesine karsilik, N6 ortaminda
ayni genotip diger genotiplerden istatistiksel olarak farklilik gostermeyen anter
reaksiyon orani ortalamas: gostermistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6).
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P2 ortaminda anter reaksiyon oran: agisindan alt siralarda yer bulan Bologna,
Sensos ve Sagittario genotipleri N6 ortaminda (st siralarda yer almislar ve Esperial x
Bologna ve Esperial genotiplerine gore istatistiksel olarak énemli derecede daha
yuksek, diger genotiplerden ise istatistiksel olarak farkli olmayan anter reaksiyon
orani ortalamasi gostermislerdir

Aragtirmada, anter reaksiyon oran: agisindan besi ortami X genotip
interaksiyonunun istatistiksel olarak énemli olmasi ile ilgili bulgular Agurto (1998)

ve Can ve ark. (2002)’nin bulgularin: destekler niteliktedir.

4.2. Bitki Rejenerasyon Oram

Kultir baslangicindan 6-7 hafta sonra anterlerden olusan kallus ve
embriyoidler, rejenerasyon ortamina aktarildiktan sonra, genellikle 7-10 gun
icerisinde karanlik kosullarda surgiin ve kokgukleri bulunan kiigiik bitkicikler ortaya
cikmastir (Sekil 4.7).

N ===
Sekil 4.7. Kallus ve Embriyoidlerden Rejenere Olan Bitkicik (Kultir baslangicindan
6 hafta sonra)
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Embriyoid ve kalluslardan bitki rejenerasyonu ile ilgili gbzlemlerimiz Feng ve
Quyang (1989)’1n gbzlemleri ile uyum icinde bulunmaktadir

Bazi1 embriyoid ve kalluslardan uzun sire rejenerasyon gerceklesmemistir. Bu
embriyoid ve Kkalluslar yeniden rejenerasyon ortamina aktarilmislardir. Yeniden
rejenerasyon ortamina aktarilan bu embriyoid ve kalluslardan bazilar: ikinci ortamda
rejenere olmalarina Kkarsilik, bazilart koyu bir renk alarak canliliklarin
kaybetmislerdir. ikinci rejenerasyon ortaminda kallus ve embriyoidlerden bitki
rejenerasyonu ile ilgili gozlemlerimiz Pauk ve ark. (1991)’nin gozlemleri ile uyum
icinde bulunmaktadir. Bazi1 embriyoid ve kalluslarin rejenerasyon ortaminda 6limdai
ile ilgili g6zlemler Andersen ve ark. (1987) tarafindan da belirtilmektedir..

Karanlik kosullardan 1sikli ortama aktarilan bitkiciklerin ¢ogunda 2-3 glinde
klorofil olusumu gerceklesmis ve yesil renk almislardir (Sekil 4.8). Rejenerasyon
ortaminda iyi gelisme gostererek yeterli blyuklige erisen bitkicikler 2-3 hafta sonra

gelisme ortamina aktariimiglardir.

Sekil 4.8. Gelisme Ortamina Aktarilabilecek Hale Gelmis Yesil Bitki (Kaltdr
baslangicindan 8 hafta sonra)

Bazi bitkilerde ise klorofil olusumu gerceklesmemis ve bu bitkiler daha sonra

kuruyarak olmuslerdir. Gelisme ortamina aktarilan bitkicikler 4 hafta icinde
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yeterince buylyerek saksiya aktarilabilecek hale gelmisler (Sekil 4.9) ve kucuk
saksilara aktarilmiglardir (Sekil 4.10).

Sekil 4.9. Gelisme Ortaminda Saksiya Aktarilacak Hale Gelmis Yesil Bitkiler
(Kultar baslangicindan 12 hafta sonra)

Sekil 4.10. Saksilara Aktarilmig Olan Yesil Bitkiler (Kaltlr baslangicindan 12 hafta
sonra)
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Farkli oksinleri iceren farkli besi ortamlarinda kultiire alinan farkli bugday
genotiplerine ait anterlerde saptanan bitki rejenerasyon orani degerlerine uygulanan

varyans analizi sonuglari1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli Oksinleri iceren Farkli Besi Ortamlarinda Kdltire alinan Farkl
Ekmeklik Bugday Genotiplerine Ait Anterlerde Rejenerasyon Orani
(bitkicik/100 anter) ile ilgili Varyans Analiz Sonuclar

Varyasyon Kaynagi SD Kareler Ortalamasi F-Degeri
Tekerrlr 3 1.079 3.265
Besi Ortami 1 .0.04 0.013
Hatal 3 0.330

Oksin 2 5.839 7.220**
Besi Ortami X Oksin 2 0.812 1.004
Hata2 12 0.809

Genotip 16 3.026 4.160**
Besi Ortami X Genotip 16 3.092 4.251**
Oksin X Genotip 32 1.370 1.884**
Besi Ortami X Oksin X Genotip 32 1.348 1.854**
Hata3 288 0.727

Genel 407

**) P< 0.01 Hata Sinirlar1 icersinde Onemli

Cizelgede izlendigi gibi, oksin gesidi ve genotip bitki rejenerasyon oranini
istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemistir. Ayrica, besi Ortam1 X genotip, oksin
X Genotip ve besi ortami x oksin x genotip interaksiyonlarinin bitki rejenerasyon
orani acisindan istatistiksel olarak énemli oldugu ortaya ¢ikmstir.

Arastirmada tim uygulamalarin ortalamas: olarak, kiltire alinan 100 anter
basina 1.7 bitki elde edilmistir (Cizelge 4.4). Saptanan bu ortalama bitki rejenerasyon
oranm1 Altintag ve ark. (2005)’nin Seri 82 ve Gen¢ 99 cesitleri ile strddrdikleri
arastirmalarda elde ettikleri ortalama bitki rejenerasyon orani degerinin (7.2 bitki/100
anter) altinda, Hatipoglu ve ark. (1998)’nin 7 bugday genotipi ile strddrdikleri
aragtirmada saptadiklari ortalama bitki rejenerasyon oraninin ise Uzerindedir. Bu
duruma neden olarak, kullanilan besi ortami, genotip ve donor bitkilerin yetisme

kosullarinin farkli olmasi gosterilebilir.
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Varyanas analizi sonuglari, arastirmada incelenen iki temel besi ortaminin bitki
rejenerasyon oraninda istatistiksel olarak énemli farklilik yaratmadigini gostermistir
(Cizelge 4.3). Nitekim, P2 ortaminda kiltiire alinan anterlerden elde edilen ortalama
bitki rejenerasyon 1.9 bitki/100 anter olmasina karsilik, N6 ortaminda kdiltire alinan
anterlerden elde edilen bitki rejenerasyon orani ortalamas: 1.5 bitki /100 anter
olmustur (Cizelge 4.4). Arastirmada elde edilen bu sonug, Czaplicki (1994),
Hatipoglu ve Dogramaci (1995), Agurto (1998) ve Grauda ve ark. (2010)’nin
bulgulart ile uyumlu degildir. Bu duruma neden olarak, arastirmalar arasindaki
incelenen besi ortamlari, oksin igerikleri, genotipler ve donor bitkilerin yetisme
kosullar1 agisindan farkliliklar gosterilebilir.

Arastirmada incelenen 3 farkli oksin bitki rejenerasyon oraninda istatistiksel
olarak 6nemli derecede farklilik yaratmistir (Cizelge 4.3). Nitekim, 2,4-D iceren
ortamlarda kulture alinan anterlerden elde edilen bitki rejenerasyon orani ortalamasi
0.5 bitki/100 anter olmasina karsilik, dicamba iceren ortamlarda kultire alinan
anterlerden elde edilen bitki rejenerasyon orani ortalamas: 2.7 bitki/100 anter ve
picloram iceren ortamlarda kultiire alinan anterlerden elde edilen bitki rejenerasyon
orant ortalamas: ise 2.2 bitki/100 anter olmus ve dicamba veya picloram igeren
ortamlarda kualtire alinan anterlerin 2,4-D ortaminda kdltire alinan anterlere goére
istatistiksel olarak ©nemli derecede daha yulksek bitki rejenerasyon oran
gosterdikleri ortaya cikmistir (Cizelge 4.4). Bu sonug, 2,4-D’nin  indlksiyon
ortaminda anter reaksiyon oranini artirdigi, ancak bitki rejenerasyon oranin
dustrdugunu saptayan Ball ve ark. (1993)’nin bulgular1 ile uyum icersindedir.

Arastirmada genotip faktorinun bitki rejenerasyon oranini istatistiksel olarak
onemli derecede etkiledigi ortaya cikmistir (Cizelge 4.3). Nitekim, genotiplere bagh
olarak bitki rejenerasyon oran: ortalamas: 10.4 bitki/100 anter ile O bitki/100 anter
arasinda degismistir (Cizelge 4.4). Anter reaksiyon orani agisindan oldugu gibi, bitki
rejenerasyon oran: agisindan da Esperial x 1013 melezi 10.4 bitki,/100 anter bitki
rejenerasyon orani ortalamasi ile incelenen diger 16 genotipe gore istatistiksel olarak
Onemli derecede daha yiiksek bitki rejenerasyon orani gostermistir. Esperial X
Bologna melezinin anterlerinden hig bitki rejenere olmamis ve bu melezin hem baba

genotipi olan Bologna cesidinden ve hem de Alora cesidinden istatistiksel olarak
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O6nemli derecede daha disUk bitki rejenerasyon oran: gostermistir. Bitki rejenerasyon
oraninin genotipe bagh olarak farklilik gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Hatipoglu
ve Dogramaci (1995), Hatipoglu ve ark (1998), Chaudhary ve ark. (2003), Altintas
ve ark. (2005), Dagustt (2008), Condic-Spica ve ark. (2008), Grauda ve ark. (2010)
ve Al-Ashkar (2013)’1n bulgularini desteklemektedir.

Varyans analizi sonuclari besi ortami X genotip interaksiyonunun istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu gdstermistir. (Cizelge 4.3). Bu durum, genotiplerin bitki
rejenerasyon oranlarinin besi ortamina bagl olarak 6nemli derecede farklilik
gosterdigini ortaya koymustur. Nitekim, P2 ortaminda, Esperial x 1013 melezi
disindaki tlm genotiplerin bitki rejenerasyon orani agisindan istatistiksel olarak
birbirinden farkli olmadigi, N6 ortaminda ise Bologna genotipinin Esperial X Sensos,
Esperial A.Odeskaya, Esperial x Kr.Odeskaya, Esperial X Bologna, Tosunbey, 1013,
ve Ozkan genotiplerine gore istatistiksel olarak onemli derecede daha yiiksek diger
genotiplerden ise istatistiksel olarak farkli olmayan bitki rejenerasyon oram
ortalamasi gosterdigi ortaya ¢cikmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11). Bu sonu¢ Agurto
(1998)’nun bulgularin: destekler niteliktedir.

Genotiplerin bitki rejenerasyon oranlar: indtksiyon ortamindaki oksin gesidine
bagl: olarak ta 6nemli derecede farklilik gostermistir (Cizelge 4.3). Nitekim, 2,4-D
iceren ortamlarda kultiire alinan farkli genotiplerin anterleri bitki rejenerasyon orani
acisindan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik géstermemistir (Cizelge 4.5 ve Sekil
4.12). Dicamba iceren ortamlarda Esperial x 1013 melezinin anterleri ayn
ortamlarda kilture alinan diger genotiplerin anterlerine gore istatistiksel olarak
onemli derecede daha yiiksek bitki rejenerasyon orani ortalamasi gostermistir. S6z
konusu ortamlarda Esperial x Sensos, Esperial x Alora, Esperial x Bologna, Kr.
Odeskaya ve Ozkan genotipleri Esperial x 1013 melezi yaminda Bologna
genotipinden de istatistiksel olarak énemli derecede daha dustik bitki rejenerasyon
orani ortalamas: gostermislerdir. Picloram iceren ortamda ise, Esperial x 1013
disindaki tim genotipler s6z konusu genotipten 6nemli derecede daha disik,
birbirlerinden ise istatistiksel olarak farkli olmayan bitki rejenerasyon oran

ortalamalar1 gostermislerdir.
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Cizelge 4.5. Farkli Oksinleri igeren Besi Ortamlarinda Kilture alinan Farkh
Ekmeklik Bugday Genotiplerine Ait Anterlerde Rejenerasyon Orani
Ortalamalar: (bitkicik/100 anter)

Genotip Oksin Cesidi Ortalama
2,4-D Dicamba | Picloram
Esperial x Sensos 0.6 0.0c* 54Db 2.0 bc
Esperial xTosunbey 0.0 0.9 bc 06b 0.5 bc
Esperial x A.odenkaya 1.5 0.9 bc 06D 1.0 bc
Esperial x 1013 0.8 18.1a 124 a 104 a
Esperial x Kr.odeskaya 0.3 1.0 bc 04b 0.6 bc
Esperial x Alora 0.0 00c 34D 1.1 bc
Esperial x Ozkan 1.7 3.1bc 0.0b 1.6 be
Esperial x Bologna 0.0 0.0c 0.0b 0.0c
Esperial 0.0 1.7 bc 2.1b 1.3 bc
Kr.odeskaya 0.0 08¢ 1.3b 0.7 bc
Tosun bey 0.5 1.0 bc 0.2b 0.6 bc
1013 0.6 0.8 bc 06D 0.6 bc
Bologna 0.4 6.2b 16Db 2.7b
Alora 0.0 4.3 bc 4.2b 2.8 Db
Ozkan 2.3 0.6¢ 0.1b 1.0 be
Sensos 0.0 3.5 bc 0.3b 1.3 bc
Sacittario 0.0 2.9 bc 00b 1.0 bc
Ort 0.5B 2.7 A 20A 1.7

*) Ayni sutun icersinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gére P< 0.05 hata
sinirlart igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

+) Ayni satir icersinde benzer buyUk harf ile gosterilen ortalamalar LSD testine gére P< 0.05 hata
sinirlart icerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

Varyans analizi sonuglari besi ortami X oksin X genotip interaksiyonunun
istatistiksel olarak ©6nemli oldugunu g0stermistir. (Cizelge 4.3). Bu sonug,
arastirmada incelenen genotiplerin anter kilturunde bitki rejenerasyon oranlarinin
farkli oksinleri iceren farkli besi ortamlarinda farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. Nitekim, Esperial x 1013, Bologna ve Alora genotipleri disindaki
genotiplerde bitki rejenerasyon orani farkli besi ortami x oksin kombinasyonlarinda
istatistiksel olarak onemli bir farklilik gostermemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.13).
Esperial x 1013 melezi dicamba veya picloram igeren P2 ortaminda diger besi ortami
x oksin kombinasyonlarindakine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha
yiksek bitki rejenerasyon orani gostermistir. Bologna genotipi ise, dicamba iceren
N6 ortaminda diger besi ortami x oksin kombinasyonlarindakine gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede daha yiiksek bitki rejenerasyon orani gostermistir. Alora
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genotipi dicamba iceren N6 ortaminda 2,4-D veya dicamba igceren P2 ortami ve 2,4-
D iceren N6 ortamindakine gore istatistiksel olarak énemli derecede daha yiiksek

bitki rejenerasyon orani gostermistir.

4.3. Yesil Bitki Rejenerasyonu

Farkli oksinleri iceren farkli besi ortamlarinda kultire alinan farkli ekmeklik
bugday genotiplerinin anterlerinden elde edilen yesil bitki rejenerasyon oran

degerlerinde uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5.”de verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli Oksinleri iceren Farkli Besi Ortamlarinda Kultiire alinan Farkh
Ekmeklik Bugday Genotiplerine Ait Anterlerde Yesil Bitki
Rejenarasyon Orani (Yesil bitki/ 100 anter ile ilgili Varyans Analiz

Sonuglar
F-
Varyasyon Kaynagi SD Kareler Ortalamasi Degeri

Tekerrir 3 0.221 2.163
Besi Ortami 1 0.612 5.997
Hatal 3 0.102
Oksin 2 2.084 13.757**
Besi Ortami X OKksin 2 0.410 2.709
Hata2 12 0.151
Genotip 16 2.779 11.744**
Besi Ortami X Genotip 16 2.467 10.425**
Oksin X Genotip 32 0.845 3.571**
Besi Ortami X Oksin X Genotip 32 0.880 3.720**
Hata3 288 0.237
Genel 407

**) P< 0.01 Hata Sinirlar: igersinde Onemli

Cizelgede izlendigi gibi, oksin cesidi ve genotip yesil bitki rejenerasyon
oranmini istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemistir. Ayrica, besi ortami X
genotip, oksin x genotip ve besi ortami x oksin x genotip interakisyonlarinin
istatistiksel olarak onemli olduklari ortaya ¢ikmistir. Besi ortami ise yesil bitki
rejenerasyon oranin istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilememistir.

Arastirmada tim uygulamalarin ortalamas: olarak kulttire alinan 100 anter

basina 0.76 yesil bitki rejenere olmustur (Cizelge 4.7). Saptanan bu yesil bitki
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rejenerasyon oran: ortalamasi, Holme ve ark. (1999), Kuzeybati Avrupa ekmeklik
bugday cesitleri igin saptadiklar: 0.4 yesil bitki / 100 anter oranindan daha yuksek,
Dogu Avrupa ekmeklik bugday genotipleri icin saptadiklar: 3.6 yesil bitki/ 100 anter
oranindan ise daha dusuktur. Ayrica, arastirmada saptanan yesil bitki rejenerasyon
orani ortalamas:t Andersen ve ark. (1987)’nin 215 kislik ekmeklik bugday genotipi
icin saptadiklar1 ortalama yesil bitki rejenerasyon orani degerine (1.3 yesil bitk,/ 100
anter) ve Hatipogu ve ark. (1998) tarafindan 7 ekmeklik bugday genotipinde
saptanan yesil bitki rejenerasyon orani ortalamasina (1.2 yesil bitki/100 anter) da
yakindir. Buna Karsilik, Hatipoglu ve Dogramaci (1995), Can ve ark. (2002),
Hatipoglu ve ark. (2005), Condic-Spika ve ark. (2008) ve Al-Ashkar (2013)’1n
saptadiklar1 ortalama yesil bitki rejenerasyon orani degerlerinden daha dustktr.

P2 ortaminda kultire alinan anterlerin yesil bitki rejenerasyon orani ortalamasi
(1.1 yesil bitki/ 100 anter) N6 ortaminda kilture alinan anterlerin yesil bitki
rejenerasyon orani ortalamasina (0.4 yesil bitki/100 anter) gore daha ylksek olmustur
(Cizelge 4.7). Ancak, besi ortamlar1 arasindaki yesil bitki rejenerasyon oran
ortalamas: agisindan ortaya ¢ikan bu farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig:
ortaya ¢cikmistir. Bu sonug, Can ve ark. (2002)’nin bulgularini desteklemektedir.
Buna karsilik, Hatipoglu ve Dogramaci (1995), Agurto (1998) ve Grauda ve ark.
(2010)’nin bulgular1 bu arastirmada saptanan s6z konusu bulgularla ¢celismektedir.

Arastirmada test edilen oksinler yesil bitki rejenerasyon oranini istatistiksel
olarak ©nemli derecede etkilemistir (Cizelge 4.6). Nitekim, dicamba iceren
ortamlarda kulttre alinan anterlerden picloram veya 2,4-D igeren ortamlarda kulttre
alinan anterlere gore istatistiksel olarak dnemli derecede daha yiiksek yesil bitki
rejenerasyon oranit ortalamas: elde edilmistir (Cizelge 4.7). Picloram iceren
ortamlarda kulttre alinan anterler ise 2,4-D iceren ortamlarda kilture alinan anterlere
gore istatistiksel olarak daha yiuksek yesil bitki rejenerasyon orani ortalamasi
gostermislerdir.  2,4-D iceren ortamda kdltiire alinan anterlerden dusik yesil bitki
rejenerasyon orani elde edilmesi ile ilgili bulgular Ball ve ark. (1993)’nin bulgularin:
desteklemektedir.

Arastirmada test edilen 17 genotip yesil bitki rejenerasyon orani agisindan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farklik gostermistir (Cizelge 4.6). Genotiplere
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bagl olarak yesil bitki rejenerasyon orani ortalamas: O ile 8.6 yesil bitki/100 anter
arasinda degismistir (Cizelge 4.7). Kultiire alinan yiiz anterinden ortalama 8.6 yesil
bitki rejenere olan Esperial x 1013 melezi diger genotiplere gore istatistiksel olarak
onemli derecede daha yuksek yesil bitki rejenerasyon orani ortalamasi gostermistir.
Alora ve Bologna genotipleri ise Esperial x 1013 melezinden istatistiksel olarak
onemli derecede daha dusik yesil bitki rejenerasyon orani gostermelerine karsilik,
Esperial x Tosunbey, ve Ozkan disindaki genotiplerden istatistiksel olarak énemli
derecede daha yuksek yesil bitki rejenerasyon oran1 ortalamasi gostermislerdir. Yesil
bitki rejenerasyon oraninin genotiplere bagli olarak farklilik gostermesi ile ilgili
bulgularimiz Hatipoglu ve Dogramac (1995), Hatipoglu ve ark. (1998), Hatipoglu ve
ark. (2005), Dagustu (2008), Yildirim ve ark. (2008), Grauda ve ark. (2010) ve Al-
Ashkar (2013)’1n bulgular: ile uyum icerisindedir.

Varyans analizi sonuclari besi ortami x genotip interaksiyonunun istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.6). Bu sonug, genotiplerin yesil bitki
rejenerasyon oranlarinin besi ortamina bagl olarak 6nemli derecede farklilik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Nitekim, P2 ortaminda Esperial x 1013 melezi 16.9
yesil bitki/100’lik yesil bitki rejenerasyon orani ile test edilen diger tim
genotiplerden istatistiksel olarak ©nemli derecede daha yuksek yesil bitki
rejenerasyon orani gostermistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.14). S6z konusu ortamda
diger genotiplerin yesil bitki rejenerasyon orani ortalamas: istatistiksel olarak
birbirinden farksiz olmustur. N6 ortaminda ise, Alora ve Bologna genotipleri
Esperial x Tosunbey melezi disindaki genotiplerden istatistiksel olarak 6nemli
derecede daha yuksek yesil bitki rejenerasyon orani gostermisler, s6z konusu
genotipler disindaki genotipler arasinda yesil bitki rejenerasyon orani agisindan
istatistiksel bir farklilik ortaya cikmamustir. Bu sonug, Agurto (1998) ve Can ve ark.
(2002)’nin bulgularin: desteklemektedir.

Varyans analizi sonuglari genotiplerin yesil bitki rejenerasyon oranlarinin
indiksiyon ortamindaki oksin cesidine bagh olarak ta istatistiksel olarak énemli
derecede farklilik gosterdigini ortaya koymustur (Cizelge 4.6). Nitekim, test edilen
genotiplerin anterleri 2,4-D iceren induksiyon ortamlarinda kulttire alindiginda
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genotipler arasinda yesil bitki rejenerasyon orani agsindan istatistiksel olarak 6nemli
bir farklilik ortaya ¢ikmamustir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.15).

Cizelge 4.8. Farkli Oksinleri iceren Besi Ortamlarinda Kulttre alinan Farkh
Ekmeklik Bugday Genotiplerine Ait Anterlerde Yesil Bitki
Rejenerasyon Orani1 Ortalamalar: (yesil bitkicik/100 anter)

Genotip Oksin Cesidi Ortalama
2,4-D Dicamba | Picloram

Esperial X Sensos 0.0 0.0c 00b 0.0 C?
Esperial xTosunbey 0.0 0.6¢c 04b 0.3BC
Esperial x A.odeskaya 0.0 00c 0.0b 00C
Esperial x 1013 0.0 156a |103a 8.6 A
Esperial x Kr.odeskaya 0.0 00c 0.0b 0.0C
Esperial x Alora 0.0 0.0c 0.0b 00C
Esperial x Ozkan 0.0 00c 0.0b 0.0C
Esperial x Bologna 0.0 00c 0.0b 00C
Esperial 0.0 0.0c 00b 00C
Kr.odeskaya 0.0 0.0c 0.3b 0.1C
Tosunbey 0.0 00c 0.0b 00C
1013 0.0 0.6cC 00b 02C
Bologna 0.0 3.1b 1.2b 1.4B
Alora 0.0 4.2b 1.1b 1.8B
Ozkan 1.0 00c 0.0b 0.3BC
Sensos 0.0 0.4c 0.0b 01C
Sagittario 0.0 00c 0.0b 0.0C
Ort 0.1C 14A 0.8B 0.8

*) Aym sutun icersinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gére P< 0.05 hata
sinirlar icerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

+) Ayni satir icersinde benzer buyik harf ile gosterilen ortalamalar LSD testine gore P< 0.05 hata
sinirlar icerisinde istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

Buna Karsilik, Esperial x 1013 melezinin anterleri dicamba iceren ortamlarda
kilture alindiginda test edilen diger tim genotiplerin anterlerinden, Bologna ve Alora
genotiplerinin anterleri ise Esperial x 1013 melezi disindaki tim genotiplerin
anterlerinden istatistiksel olarak o6nemli derecede daha yuksek yesil bitki
rejenerasyon oram ortalamasi gostermislerdir. Picloram iceren indiksiyon
ortamlarinda ise, Esperial x 1013 melezinin anterleri diger tim genotiplerin
anterlerine gore istatistiksel olarak ©6nemli derecede daha yuksek vyesil bitki

rejenerasyon orani ortalamas: gostermistir. S6z konusu ortamlarda diger genotipler
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yesil bitki rejenerasyon orani acisindan istatistiksel olarak birbirinden farklilik
gOstermemistir.

Arastirmada test edilen genotiplerin yesil bitki rejenerasyon oranlari farkl: besi
ortam1 x oksin kombinasyonlarinda énemli derecede farklilik gostermistir (Cizelge
4.6). Nitekim, Esperial x 1013 melezinin anterleri dicamba iceren P2 ortaminda
kiltire alindiginda diger tum besi ortami X oksin kombinasyonlarindaki gore,
picloram iceren P2 ortaminda kiltire alindiginda ise dicamba icren P2 ortami
disindaki tiim besi ortami x oksin kombinasyonlarindaki gore istatistiksel olarak daha
yuksek yesil bitki rejenerasyon orani ortalamasi gostermistir (Cizelge 4.7 ve Sekil
4.16). Bologna ve Alora cesitlerinin anterleri ise dicamba iceren N6 ortaminda
kilture alindiklarinda diger besi ortam: x oksin kombinasyonlarindakine gore
istatistiksel olarak Onemli derecede daha yuksek yesil bitki rejenerasyon orani

ortalamasi gostermistir.

4.4. Albino Bitki Rejenerasyonu

Farkli oksinleri iceren farkli besi ortamlarinda kulture alinan farkl ekmeklik
bugday genotiplerinin anterlerinden albino bitki rejenerasyon orani degerlerine
uygulanan varyans analiz sonuglari (Cizelge 4.9) da verilmistir. Cizelgede izlendigi
gibi, besi ortami, oksin ve genotip faktorleri ekmeklik bugday anterlerinden albino
bitki rejenerasyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik yaratmamastir.

Arastirmada, tim uygulamalarin ortalamasi olarak kultire alinan 100 anter
basina 1 albino bitki elde edilmistir (Cizelge 4.10). Saptanan bu ortalama deger,
Hatipoglu ve ark. (1998) ve Yildirim ve ark. (2008)’nin saptadigi degerlerden
(sirasiyla; 0.05 albino bitki /100 anter ve 0.5 albino bitki/100 anter) daha ylksek
olmasina karsilik, Hatipoglu ve Dogramaci (1995)’nun saptadigi ortalama albino
bitki rejenerasyon oranindan (2.7 albino bitki/100 anter) daha distktur.

P2 ortaminda kultiire alinan anterlerden elde edilen albino bitki rejenerasyon
oranm1 ortalamas: (0.8 albino bitki/ 100 anter) N6 ortaminda kiltire alinan
anterlerden elde edilen albino bitki rejenerasyon orani ortalamasindan (1.1 albino
bitki/100 anter) daha dusuk olmustur (Cizelge 4.10). Ancak, ortamlar arasinda
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Cizelge 4.9. Farkli Oksinleri igceren Farkli Besi Ortamlarinda Kdltire alinan Farkl
Ekmeklik Bugday Genotiplerine Ait Anterlerde Albino Bitki
Rejenerasyon Orani (albino bitkicik/100 anter) ile ilgili Varyans Analiz

Sonuglar
Varyasyon Kaynagi SD Kareler Ortalamas1 | F-Degeri

Tekerrar 3 0.747 3.296
Besi Ortami 1 0.445 1.964
Hatal 3 0.227

Oksin 2 1.375 2.215
Besi Ortami X Oksin 2 0.132 0.213
Hata2 12 0.621

Genotip 16 0.313 0.559
Besi Ortami X Genotip 16 0.451 0.805
Oksin X Genotip 32 0.628 1.121
Besi Ortami X Oksin X Genotip 32 0.336 0.600
Hata3 288 0.560

Genel 407

albino bitki rejenerasyon oran: agisindan ortaya ¢ikan bu farkin istatistiksel olarak
onemli olmadig: ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.9).

Picloram veya dicamba iceren ortamlarda kiltire alinan anterlerden 100 anter
basina ortalama 1.2 albino bitki rejenere olmasina karsilik, 2.4-D igeren ortamlarda
kalture alinan anterlerden 100 anter basina ortalama 0.5 albino bitki rejenere
olmustur (Cizelge 4.10). Ancak, yapilan varyans analizi sonuclari albino bitki
rejenerasyon orani acgsindan farkli oksinlerin istatistiksel olarak birbirinden farkl
olmadigi ortaya gikmustir.

Genotiplere bagli olarak 100 anter basina albino bitki rejenerasyon oran: 0.6
ile 2.0 arasinda degismistir (Cizelge 4.10). Esperial x Sensos ve Esperial x 1013
melezleri diger genotiplere goére daha yuksek albino bitki rejenerasyon oranlar: ile
dikkati cekmislerdir. Ancak, varyans analizi sonuglari genotipler arasinda albino
bitki rejenerasyon orani agisindan istatistiksel olarak énemli bir farklilik olmadigin
ortaya koymustur. Bu bulgular, ekmeklik bugday genotiplerinin anter kltiiriinde
albino bitki rejenerasyon orani agisindan farklilik oldugunu saptayan Hatipoglu ve

Dogramaci (1995) ve Yildirim ve ark. (2008)’nin bulgularint desteklememektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bugday anter kulturinde besi ortami (P2 ve NG6), oksin cesidi (2,4-D,
dicamba, picloram) ve genotiplerin haploid bitki olusumuna etkisini saptamak
amaciyla ydritilen bu arastirmada; bugday genotipi olarak, Esperial genotipinin ana
ve Kr.Odeskaya, Tosunbey, 1013, A.odeskaya, Bologna, Alora, Sensos, Sagittario ve
Ozkan genotiplerinin baba olarak kullanilmas: ile elde edilen 9 F; melezi ve 10
ebeveyn genotip test edilmistir.

S6z konusu genotiplerin sera ve arazi kosullarinda yetistirilen bitkilerinden
alinan anterler 2 mg/l 2,4-D, dicamba veya oksin iceren P2 veya N6 ortamlarinda
kiltire alinmastr.

Arastirmada elde edilen bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1) Arastirmada tum faktor kombinasyonlarinin ortalamas: olarak anter reaksiyon
orant % 2.6 olmustur. Anter reaksiyon orani genotiplere bagli olarak % 0.7 ile % 6
arasinda degismis ve bu degisimin énemli oldugu ortaya ¢cikmistir.

Esperial x 1013 melezi % 6 anter reaksiyon oran ile en yiksek anter
reaksiyon orani gosteren genotip olmustur. Esperial x Ozkan melezi ile Alora ve
Bologna cesitleri s6z konusu melezden istatistiksel olarak farksiz olan anter
reaksiyon oranlar1 géstermistir.

Besi ortamlar1 ve oksinler anter reaksiyon oranini istatistiksel olarak énemli
derecede etkilememistir. Ancak, P2 ortaminda test edilen oksinler anter reaksiyon
oraninda istatistiksel olarak dnemli farklilik yaratmamasina karsilik, N6 ortaminda
2,4-D piclorama gore istatistiksel olarak ©nemli derecede daha yiksek anter
reaksiyon orani saglamistir. Dicambanin anter reaksiyon orani a¢sindan etkinligi ise
hem 2,4-D ve hem de picloramdan istatistiksel olarak farksiz olmustur.

Genotiplerin anter reaksiyon oranlari besi ortamina bagli olarak farklilik
goOstermistir. P2 ortaminda kiltiire alinan Esperial x 1013 melezinin anterleri diger
tim genotiplerden istatistiksel olarak énemli derecede daha yuksek reaksiyon orani
ortalamas: gostermistir. N6 ortaminda ise s6z konusu melezin anterleri yalnizca
Esperial x Bologna melezi ve Esperial gesidinin anterlerinden istatistiksel olarak
daha yuksek reaksiyon orani gostermistir.
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2) Bitki rejenerasyon orani genotipler ve oksinlere bagh olarak istatistiksel olarak
onemli derecede farklilik gostermistir. Besi ortamlar: anterlerden bitki rejenerasyon
oraninda istatistiksel olarak 6nemli farklilik yaratmamistir. Besi ortami X genotip,
oksin x genotip ve besi ortami xoksin xgenotip interaksiyonlarinin istatistiksel olarak
onemli oldugu ortaya ¢ikmistir. TUm faktér kombinasyonlarinin ortalamas: olarak
ortalama bitki rejenerasyon orani 1.7 bitki/100 anter olarak gerceklesmistir.

Dicamba veya picloram iceren ortamlarda kiltire alinan anterler 2,4-D iceren
ortamlarda kdlture alinan anterlere gore istatistiksel olarak onemli derecede daha
yuksek bitki rejenerasyon orani ortalamasi gostermistir.

Genotiplere bagli olarak bitki rejenerasyon oram O ile 10.4 bitki/100 anter
arasinda degismis ve bu degisimin 6nemli oldugu ortaya ¢cikmistir.

Genotiplerin bitki rejenerasyon oranlari anterlerin kilttre alindig: ortama bagl
olarak farklilik gostermistir. P2 ortaminda Esperial x 1013 melezinin anterleri diger
tim genotiplerin anterlerine gore istatistiksel olarak 6énemli derecede daha yliksek
bitki rejenerasyon orani gostermis, diger genotipler arasinda bu acidan 6nemli
farklilik ortaya ¢ikmamistir. N6 ortaminda da Esperial x 1013 melezinin anterleri
diger genotiplere gore istatistiksel olarak ©nemli derecede daha yiksek bitki
rejenerasyon orani gostermistir. Ancak, sdz konusu ortamda Bologna ve Alora
cesitlerinin anterleri Esperial x Bologna melezinin anterlerinden istatistiksel olarak
onemli derecede daha yiiksek bitki rejenerasyon orani gostermistir.

2,4-D iceren ortamlarda genotipler arasinda bitki rejenerasyon orani agisindan
istatistiksel olarak 6nemli farklilik ortaya ¢ikmamasina karsilik, dicamba ve picloram
iceren ortamlarda Esperial x 1013 melezinin anterleri diger genotiplerin anterlerine
gore 6nemli derecede daha yiiksek bitki rejenerasyon orani gostermistir.

Esperial x 1013 melezinin anterleri dicamba veya picloram iceren P2
ortamlarinda diger besi ortam: X oksin kombinasyonlarindakine gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede daha yiiksek bitki rejenerasyon orani gostermis, Bologna ve
Alora cesitlerinin anterleri ise dicamba iceren N6 ortaminda diger besi ortami x oksin
kombinasyonlarindakine gore istatistiksel olarak énemli derecede daha yiiksek bitki

rejenerasyon orani gostermislerdir.
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3) VYesil Bitki rejenerasyon orani genotipler ve oksinlere bagl olarak istatistiksel
olarak 6nemli derecede farklilik gostermistir. Besi ortamlar: anterlerden yesil bitki
rejenerasyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli farklilik yaratmamistir. Besi ortami
X genotip, oksin x genotip ve besi ortami xoksin xgenotip interaksiyonlarinin
istatistiksel olarak énemli oldugu ortaya ¢ikmistir. Tim faktor kombinasyonlarinin
ortalamas: olarak ortalama yesil bitki rejenerasyon orani 0.8 yesil bitki/100 anter
olarak gerceklesmistir.

Dicamba iceren ortamlarda kdlture alinan anterler 2,4-D veya picloram iceren
ortamlarda kultiire alinan anterlere gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha
yuksek yesil bitki rejenerasyon orani ortalamasi gostermistir.  Picloram igeren
ortamlarda kultlire alinan anterler ise 2,4-D iceren ortamlarda kultlire alinan anterlere
gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek yesil bitki rejenerasyon orani
ortalamasi gostermistir.

Genotiplere baglh olarak yesil bitki rejenerasyon orani O ile 8.6 yesil bitki/100
anter arasinda degismis ve bu degisimin 6nemli oldugu ortaya ¢ikmustir.

Genotiplerin yesil bitki rejenerasyon oranlari anterlerin kilture alindig: ortama
bagl olarak farklilik gostermistir. P2 ortaminda Esperial x 1013 melezinin anterleri
diger tim genotiplerin anterlerine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha
yuksek yesil bitki rejenerasyon orani géstermis, diger genotipler arasinda bu agidan
onemli farklilik ortaya ¢ikmamustir. N6 ortaminda da Esperial x 1013 melezinin
anterleri diger genotiplere gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yuksek yesil
bitki rejenerasyon orani gostermistir. Ancak, s6z konusu ortamda Bologna ve Alora
cesitlerinin anterleri Esperial x 1013 melezinin anterlerine gore onemli derecede
daha dusuk yesil bitki rejenerasyon orani gostermesine karsilik, s6z konusu cesitler
Esperial x Tosunbey melezi ile Ozkan gesidi disindaki genotiplerin anterlerine gore
istatistiksel olarak ©nemli derecede daha ylksek yesil bitki rejenerasyon orani
gostermislerdir

2,4-D iceren ortamlarda genotipler arasinda yesil bitki rejenerasyon orani
acisindan istatistiksel olarak 6énemli farklilik ortaya ¢ikmamasina karsilik, Dicamba

ve picloram iceren ortamlarda Esperial x 1013 melezinin anterleri diger genotiplerin
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anterlerine gore Onemli derecede daha ylksek vyesil bitki rejenerasyon oran
gostermistir.

Esperial x 1013 melezinin anterleri dicamba veya picloram iceren P2

ortamlarinda diger besi ortami1 x oksin kombinasyonlarindakine gore istatistiksel
olarak Onemli derecede daha yuksek yesil bitki rejenerasyon orani gostermis,
Bologna ve Alora gesitlerinin anterleri ise dicamba iceren N6 ortaminda diger besi
ortami X oksin kombinasyonlarindakine goére istatistiksel olarak dnemli derecede
daha yesil ylksek bitki rejenerasyon orani gostermislerdir.
4) Tum faktér kombinasyonlarinin ortalamas: olarak ortalama albino bitki
rejenerasyon orani 1 albino bitki/100 anter olarak gerceklesmistir. Anterlerden albino
bitki rejenerasyon oraninda besi ortami, oksin ¢esidi ve genotip faktorleri istatistiksel
olarak énemli bir farklilik yaratmamustir.

Arastirmadan elde edilen sonuglara dayanarak, ekmeklik bugday islah
programlarinda anter kdltirinden etkin bir sekilde yararlanabilmek icin, 1slah
programindaki genotiplerin anter kiltirine reaksiyonlarinin bilinmesi gerektigi ve
s0z konusu genotipler icin uygun besi ortami x oksin c¢esidi kombinasyonunun

saptanmasi gerektigi sonucuna varilmastir.
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