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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TUZLU KOSULLAR iCIN GELIiSTIiRILEBILECEK BUGDAY
GENOTIPLERININ ANTER KULTURUNE CEVABI

Ragbet Ezgi DURAN

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Juri: Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN (Danmisman)
Prof. Dr. N. Miinevver PINAR
Yrd. Do¢. Dr. Ali INCE

Bu ¢alisma, iilkemizde ekonomik 6nemi olan Triticum durum Desf. (makarnalik
bugday) (Gramineae)’'un ‘Kunduru 1149°, ‘Berkmen 469’ ve ‘DH-Berkmen’
genotiplerinin anter kiiltiiriine uygunlugunu belirlemek amaciyla yapilmistir. Ayrica
farkli siireli onislem kosullarinin genotiplerin kallus olusum miktarina olan etkisi
arastirilmis ve en uygun Onislem siiresi ve genotip belirlenmistir. Berkmen 469
genotipi % 0.62 kallus iiretimi ile anter kiiltiirline en iyi cevap vermis ve en iyi soguk
Oniglem siiresi her genotip i¢in 15 giin olarak bulunmustur. Olusan kalluslar tuzlu
kosullar i¢in genotipler gelistirilebilmesi amaci ile MS kiiltiir ortamina transfer
edilmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Triticum durum Desf., Gramineae, androgenez, soguk onislem,

kallus, tuzluluk.

2007, 52 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE RESPONSE TO ANTHER CULTURE OF WHEAT GENOTYPES FOR
IMPROVEMENT IN SALINE CONDITIONS

Ragbet Ezgi DURAN

Siileyman Demirel University Graduate School of Applied and Naturel Sciences
Biology Department

Thesis Committee: Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN (Supervisor)
Prof. Dr. N. Miinevver PINAR
Asst. Prof. Ali INCE

In this study, anther culture response to two different landraces (Triticum durum
Dest. cvs. Kunduru 1149, Berkmen 469) and DH-Berkmen cultivated in Turkey has
been investigated. In addition, effect of different period cold pretreatment on the calli
production was studied and optimum cold pretreatment period and genotype was
found. Berkmen 469 anthers were responded 0.62 % by highest producing calli in the
liquid BAC1 medium and optimum cold pretreatment was found 15 day for every
genotype. Also, produced calli transferred to MS regeneration media for the
genotypes improving for salt conditions.

Key words: Triticum durum Desf., Gramineae, androgenesis, cold pretreatment,

callus, salinity.

2007, 52 pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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Marsolais ve Kasha (1985) tarafindan gelistirilen arpa anter kiiltiir
ortami

Szarejko ve Kasha (1991) tarafindan gelistirilen arpa anter kiiltiir
ortami

Trottier vd. (1993) tarafindan gelistirilen doku kiiltiir ortami1
Hunter (1987) tarafindan gelistirilen kiiltiir ortam
Linsmaier ve Skoog tarafindan gelistirilen kiiltiir ortami
Kao vd. (1991) tarafindan gelistirilen kiiltiir ortami
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1. GIRIS

[k kez 1953 yilinda Tulecke, Ginkgo biloba L. bitkisine ait olgun polenlerin kiiltiir
kosullarinda haploid kallus olusturmak iizere uyarilabilecegini gozlemlemistir. 1964
yilinda ilk 6nemli gelismeyi Guha ve Maheshwari gerceklestirmis, Datura innoxia
Mill. bitkisinin kiiltiire alinan anterlerinde mikrosporlardan haploid embriyo olusumu
saglanmistir. Sonraki yillarda Bourgin ve Nitsch (1967), Nicotiana tabacum L.
tiiriinde anter kiiltiirii yoluyla tam bir haploid bitkiyi elde etmeyi basarmislardir. Bu
asamadan sonra birgok bitki tiirlinde erkek gametten haploid bitki elde etmek
amaciyla calismalar yapilmis, giinlimiize degin yaklasik 250 farkli bitki tiiriinde in
vitro androgenesis tekniginden basarili sonuclar elde edilmistir (Bajaj, 1983; George

ve Sherrington, 1984; Pierik, 1989).

Anter kiiltliri esas olarak; icerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlari)
bulunduran anterlerin, tomurcuklarindan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlagmamis polenlerden haploid embriyolar
elde edilmesi olayina verilen isimdir. Anter kiiltliri yapilarak, normal kosullarda iki
cekirdekli yapiya doniisecek olan polen tanesinin gametik gelisme yonii; heniiz tek
cekirdekli donemde iken somatik gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve bdylece
“mikrospor androgenesisi” veya sadece “androgenesis” olarak adlandirilan olusum

gergeklesmektedir.

Bugiine dek Angiospermlerde haploid uyartimin 37 familya, 88 cins ve 247 tiirde
gerceklestirilebildigi bildirilmektedir (Pierik, 1989). Ancak haploid iiretiminin
saglanabildigi bitki cins ve tilirlerini kesin ifadelerle siniflandirmak miimkiin
goriilmemektedir. Tek yillik veya otsu bitkiler anter kiiltiirii beklentilerine az veya
cok yanit verdigi halde, odunsu bitkilerde anter kiiltiiriinden elde edilen basar1 ¢ok
diisiiktiir. Bugday ¢esitlerinin 1slahinda 6nemli bir haploid iiretim yontemi olmasina
karsin (Picard vd., 1990), asma (Agaoglu vd., 1998) ve elma (Kosali, 2000)
bitkilerinde iilkemizde yapilan anter kiiltiirii caligmalarindan kallus gelisimi ve
embriyoid benzeri farklilasmalar elde edilmis olmakla beraber, haploid bitkiye

ulagmak miimkiin olamamustir.



Mikrosporlarin, kiiltiir kosullar1 ve yapilan uygulamalarin etkisiyle; normal ve
saglikl bir ¢icek tozu olusumuyla sona eren gametofitik dogrultudaki gelisme yerine,
haploid embriyo olusumuyla sona eren sporofitik yondeki gelismeye dogru
yonlendirilebilmesi i¢in mutlaka buna uygun gelisme doneminde bulunmasi
gerekmektedir. Bu donem, tek ¢ekirdekli (uninucleate) mikrospor gelisme donemi
veya birinci polen mitozundan hemen onceki donemdir. Embriyolarin olusumu ig¢in
gecen siire, tiirlere bagl olarak degisiklik gdstermekle birlikte; anterlerin disina ¢ikip
ciplak gozle goriilebilecek asamaya gelinceye kadar yaklasik 3-5 haftalik bir zaman
geemektedir (Bajaj, 1983).

Kiiltiire alinan anterlerin igerisindeki mikrosporlar degisik gelisme modellerine sahip
olabilmektedir. Mikrospor cekirdegi dogal kosullarda normal bir mitoz gegirerek
vegetatif ve generatif cekirdegi olusturmaktadir. /n vitro kosullarda mikrospor
cekirdegi gecirdigi mitoz sonucunda benzer goOriinlimli iki c¢ekirdege sahip
olabilecegi gibi; bazi polenlerde vegetatif ¢ekirdek boliinerek benzer goriiniimlii iki
cekirdek olugabilmekte ve boliinmenin devam etmesi sonucunda ¢ok ¢ekirdekli polen

sekli ortaya ¢ikmaktadir.

Cok cekirdekli mikrosporlarin tersine bazi mikrosporlar birka¢ ¢ekirdek
boliinmesinin ardindan ayrilmaya baslamakta ve tam bir hiicre boliinmesi
gecirmekte, boylece 40-50 hiicreli birer proembriyoya doniismektedir. Globular
asamaya gelen embriyo polenin ekzin tabakasindan disar1 ¢ikarak sekillenmeye
baslamakta ve zigotik embriyoya benzer bir bi¢imde degisik gelisme asamalarini
tamamlamaktadir. Kotiledon yaprak taslaklar1 belirmeye baslayan embriyo, 5-6 hafta

icerisinde anterlerin igerisinden ¢ikarak gozle goriinme agamasina ulasabilmektedir.

Diinyada ilk kiiltiire alinan bitkilerden olan bugday, diin oldugu gibi bugiinde insan
ve hayvan beslenmesinde en 6nemli {iriin olmustur (FAO, 1992; Sezer vd., 1998 ) ve
bu nedenle giiniimiizde tarimi yapilan kiiltlir bitkileri igerisinde ilk sirada yer
almaktadir. Diinyada 675.405.000 ha alanda tahillarin ekimi yapilmaktadir. Bu alan
igerisinde bugday 213.600.000 ha ekim alani ile % 31.6 paya sahiptir. Yurdumuz ise

cok ¢esitli zenginlikleri barindiran sansh bir cografya lizerinde yer almaktadir.



Genellikle tarihi ve dogal zenginliklerimiz olarak 6zetlenen bu degerlerimizin
arasina, hem ckonomik hem Kkiiltiirel acidan iilkemizin en 6nemli {iriinlerinden
bugday1 eklemek yerinde olur (Yagdi, 2002). 2000 yilinda, diinya iiretiminin % 3.6’
si1 karsilayan Tiirkiye (BM Gida ve Tarim Orgiitii-FAO, 2000), diinyanin en énemli
bugday tiretici ve tiiketici iilkeleri arasinda yer aliyor. Tahillara ayrilan 13.208.000
ha ekim alaninin % 65.5’1 olan 8.650.000 ha tarim alaninda bugday ekimi
yapilmaktadir. Bu alandan elde edilen iiretim toplami 16.500.000 ton olup, ortalama
verim 190.8 kg/da’ dir (Anonim, 2000).

Diinya niifusunun yaklasik % 35’inin temel besin maddesi olan bugday, tiim diinyada
besinlerden alinan kalorinin % 20’sini saglamaktadir. Yurdumuzda giinliik kalori
tiiketiminin % 53’1 ekmek ve 6teki bugday tiriinlerinden, kisi basina tiiketilen giinliik
ortalama 2290 kalorinin % 44°{, 68 gram olan giinliik protein tiiketiminin 45 grami
(% 66’s1) tahillardan, 6zellikle bugday ekmeginden saglanmaktadir. Bugday tanesi
yaklasik olarak %65-75 nisasta, %8-15 protein, %1-5 yag, %1.5-3 seker, %1-2 kiil,
%11-13 nem igerir. Bugday tanesinde karbonhidrat, yag ve proteinin yaninda, insan

ve hayvan beslenmesinde dnemli derecede rol oynayan vitaminler de bulunmaktadir.

Ekonomik 6neminin yaninda bugday, yurdumuzda toplumsal ve kiiltiirel bir degerdir.
Bugday, insan yasamini ekonomik ve kiiltiirel olarak etkilerken, insanda bugdayin
evrimini etkilemistir. ilk tarim koylerinde ekilen iki cesit bugday vardi: Siyez
(Triticum monococcum) ve gernik (Triticum dicoccum). Bunlar, yabani atalarina gore
biraz daha iri taneli ama yine yabaniler gibi kavuzlu (taneyi sikica saran ortii) ve
basag1 tastyan saplar1 yar1 kirilgan yapida tiirlerdi. Daha sonraki donemlerde ise iri
taneli, uzun boylu ve kavuzsuz, bu nedenle islemesi ¢ok daha kolay iki tiir ortaya
cikmistir. Makarnalik bugday (7riticum durum Desf.) ve ekmeklik bugday (7riticum
aestivum L.). Bugdayin gecirdigi bu genetik ve fiziksel degisiklikler, insanlarin,
yarayish Ozellikteki bugdaylar1 segerek bir sonraki yil ekmek {izere ayirmalari ile
baslayip zaman iginde birikerek olusan secilim baskisinin sonucudur. Bugiin tiim
diinyada ekimi yaygin olarak yapilan yalniz bu iki tiirdiir. Ulkemizde toplam bugday
ekim alanlarinin yaklasik 1/3” iinde makarnalik, kalan alanin ¢ogunlugunda ekmeklik

ve az bir kisminda topbas bugdaylar yetistirilirken, yiiksek verimli ekmeklik bugday



cesitlerinin yayginlastirilmasiyla, makarnalik bugday iiretiminde azalmalar meydana
gelmistir. Ulkemizde bugday ekim alanlarmin yaklastk %15-16’s1 makarnalik
bugday i¢in kullanilmaktadir. Diinya bugday iiretiminin ise %90’nim1 ekmeklik,
%10°’nunu ise makarnalik bugday olusturmaktadir. Tiirkiye’nin bazi yiiksek
bolgelerinde ayrica ¢ok kisith miktarda da olsa, cogunlukla hayvan yemi olarak siyez
ve gernik tarimina rastlanmaktadir. Diinyanin bagka bolgelerinde de yoresel iklim ve
toprak kosullarina uygun, kisithh miktarda {iretimi yapilan baska bugday tiirleri ya da
alttiirleri mevcuttur. Ayrica, Avrupa’daki spelt bugdayr gibi (Triticum spelta)
geemiste ¢ok yaygin olarak ekilirken sonradan makarnalik ve ekmeklik bugdaylar ile
yer degistirilen ve kaybolan bugday tiirleri de vardir (http:1).

Ulkemiz yabamil bugday tiirlerinin (4degilops sp.) genetik ¢esitlilik merkezidir. Orta
Dogu ve ona komsu Akdeniz cevresi ile Bati Asya, 22 yabanil bugday tiirliniin
yayilim gosterdigi alanlardir. Ancak 14 tiir ile bunlarin en yogun bi¢imde bir arada
bulundugu cografya iilkemizdir (Van-Slageren, 1994). Ulkemizin her kosesinde
rastlayabilecegimiz yabanil bugday tiirleri, hem bugdayin islahi, yayilis1 ve evrimi ile
ilgili caligmalarda hem de gilinimiizdeki makarnalik ve ekmeklik bugdaylarin
kalitelerinin arttirilmasi amaci ile yapilan genetik iyilestirme c¢abalarinda biiyiik
onem tagimaktadir. Giiniimiize ait yabanil ve ilksel (siyez) bugday ornekleri lizerinde
yapilan ¢aligmalar, Diyarbakir’daki Karacadag bolgesinin, siyez c¢esidi bugday
tariminin ilk basladig1 yer oldugunu gostermistir (Heun, 1998). Bu 6nemli c¢aligsma,
tilkemizdeki bugday varligi ve cesitliligi iizerine kapsamli aragtirmalar yapilmasi
geregini gostermektedir. Boylece, iilkemizin bugday tarihi, gelisimi ve iyilestirilmesi
konularindaki heniiz kesfedilme asamasinda olan biiylik potansiyelini kullanma

olanagi dogacaktir.

Niifusumuzun her gecen yil artmasina paralel olarak bitkisel iiretimimizi de arttirma
zorunlulugu kendiliginden ortaya c¢ikmaktadir. Bugday iiretimini arttirabilmek i¢in
ekim alanm1 veya birim alandan iiretilen {riiniin, yani verimin arttirilmasi
gerekmektedir. Ekim alanimi arttirarak giliniimiizde bu soruna 6nemli bir ¢dziim
getirmek miimkiin degildir. Ciinkii iilkemizde pek ¢ok yerde islenebilecek alanlarin

list sinirina gelinmistir. Bu ylizden ¢6ziim, birim alandan elde edilen verimin



arttirilmasi olarak goriilmektedir (Sezer vd., 1998; Yagdi, 2002). Ancak bu gesitlerin
yuksek verimleri yaninda c¢evre kosullarina karsi stabil bir performans gostermeleri
verimliligin devamlilig1 acisindan 6nemlidir. Ciinkii bugdaydan birim alandan elde
edilen tane verimine; ¢esit, ekoloji ve yetistirme yontemleri (giibreleme, sulama,ekim
yontemleri vs.) dnemli dlciide etki etmektedir (Ozgen, 1991). Verimin arttirilmasi
i¢cin bolge kosullarina uygun ¢esitlerin elde edilmesi, bu ¢esitlerin iiretime alinmasi,
tarimsal uygulamalarin zamaninda ve yeterli 6l¢giide yerine getirilmesi kaginilmazdir.
Glinlimiizde bugdayda saglanan iiretim artist ¢esitlerin verimlerinin yiiksek
olmasindan kaynaklandigi gibi uygulanan bazi 1slah yontemlerinin de Onemi
bliyiiktiir. Ancak artan niifusun beslenme ihtiyacinin giderilebilmesi i¢in verimin
daha da ytikseltilmesi gerekmektedir. Bu nedenle verim kabiliyeti yiliksek cesitlerin

elde edilme istegi 1slahgilarin temel amact olmustur.

Giliniimiizde bugday 1slahinda birgok yontemden yararlanilmakta olup, her gecen giin
yeni Ozellikler tasiyan cesitlerle verim ve kalite artigina katkida bulunulmaktadir.
Uygulanan 1slah yontemleri klasik ve biyoteknolojik yontemler olarak 2 ana baglik
altinda topanmaktadir. Klasik yontemler; introdiiksiyon, seleksiyon, melezleme,
mutasyon ve poliploidi olarak siralanmaktadir. Ancak her yontemin kendine 6zgii
sorunlar1 vardir. Introdiiksiyon’daki en énemli sorun; yeterli adaptasyon denemeleri
yapilmadan cesitlerin getirilmesi ve sonugta da istenilen bagsarimin elde
edilememesidir. Seleksiyon c¢alismalarinda ise, ¢esit 1slahinin uzun yillar siirmesi
baslica sorun olup, olas1 salgin bir hastaliga kars1 kisa silirede ¢ozlim iiretilemez.
Melezleme de bazi sorunlar bulunmakta olup, tiirler arasindaki izolasyon ve uzun
yillar segmelerin yapilmasi 6nemli olanlardir. Mutasyon 1slahinda ise, yapilan
calismalarin amaglar1 ve etkinligi tam olarak ortaya konulamamaktadir. Ciinki
uygulanan mutagenlerin genetik materyal {izerinde ne gibi bir degisiklige neden

olacag1 kesin olarak 6nceden bilinememektedir (Sehirali ve Ozgen, 1988).

Biyoteknolojik yontemler ile bitkilerin tarimsal niteliklerinin gelistirilmesi amaciyla
laboratuvar kosullarinda uygulanan doku kiiltiirii teknikleri, zamanla tarla
kosullarinda yapilan ¢alismalarda karsilagilan sorunlarin giderilmesinde kullanilmaya

baslanmigtir. Sonuclarin daha kisa siirelerde alinabildigi, bitkilerin hiicre, doku ve



cesitli organlarmin kullanildigr bu c¢alismalarda, bitkilere biyoteknolojik sistemler
icin gelistirilmis tiim yontemler uygulanabilmektedir Doku kiiltiirii ¢caligmalarinda
bitkilerin kendilenme ya da kars1 dollenme ile eseysel olarak ¢ogalabilmelerinin yani
sira govde, dal, yaprak gibi herhengi bir par¢alarindan eseysiz olarak da ¢cogalabilme
(totipotensi) 6zelligi, onlarin in vitro kosullarda uygun besin ortami igerigiyle tiim
bitki seklinde gelismelerini olast hale getirmektedir. Mikroorganizmalardan
arindirilmis bir ortamda ve dengeli sekilde hazirlanmis besin maddeleri tek bir
anacgtan istenildigi kadar ¢ogaltim yapilmasimi saglamaktadir. Doku kiiltiirti
tekniklerinin bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun yonlendirilmesi
acisindan biiyiik 6nem tasidigi anlagilmaktadir. Bugdayin klasik 1slahindaki mevcut
sorunlar1 asabilmek icin, doku kiiltiirii ve biyoteknolojik yontemlerden yararlanmak

kaginilmazdir (Ozgen ve Akar, 1993).

Yildirrm vd. (1979), adaptasyon kavramini, genotiplerin ¢esitli ¢evre kosullarina
uyabilme yetenekleri olarak, stabiliteyi ise c¢evre sartlarinda yapilacak bir
degisikligin, genotipler ilizerine yapacagi etkinin daha dnceden tahmin edilebilme
durumu olarak tanimlamaktadirlar. Stabilite degeri yiliksek ¢esitlerin genel
ortalamadan daha iistiin verim degerlerine sahip oldugu ve belli bir ¢evrede iistiin
verim goOsteren cesitlerin 6zel adaptasyon yeteneklerinin iyi oldugu kabul

edilmektedir (Finlay ve Wilkinson, 1963).

Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok stres faktorii ile karsilagsmaktadirlar. Bitki
tizerinde ender olarak tek baslarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle
etkilerini es zamanli olarak gerceklestirmektedirler. Biyotik (patojen, diger
organizmalarla rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek
sicaklik veya don vb.) stresler, ekonomik 6nemi olan tahillar dahil, tiim bitkilerin
normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol a¢cmaktadir. Tiim bu stresler
bitkilerin biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarmi degistirir ve

bitkinin dliimiine yol agabilecek zararlara neden olabilir (Lichtenhaler, 1996).

Tarim yapilan alanlarda verimliligi olumsuz yonde etkileyen etmenlerden en

onemlisi tuzluluktur (Ding vd., 1993). Ulkemizin genelinin i¢inde bulundugu sicak



ve kurak iklim kosullari, tuzluluk ve c¢orakligin olusumu icin ideal ortami
olusturmaktadir. Diisiik yagis miktar1 ile eriyen tuzlar, fazla sicakhifin etkisi ile
bitkilerin etkin olarak kullandig1 alanlarda c¢okelmekte veya toprak yiizeyinde
birikerek tuz tabakalar1 olusturmaktadir. Ulkemizde bu alanlar &zellikle yiikseklerden
gelen sel sularmin toplandigi diiz ovalarda goriilmekte, dolayisiyla rutubet rejimi ve
toprak kalitesi yoniinden tarima en elverisli alanlar, tuzluluk sorunundan dolay1
kullanilamaz hale gelmektedir (Eyiipoglu, 1999). Diinyada her yil 10 milyon ha
arazinin tuzluluk etkisiyle elden g¢ikmasi sorunun boyutunu daha iyi goz Oniine
sermektedir. Ozellikle kurak ve yari kurak iklim bolgelerinde yetersiz yagis ve
yiiksek buharlasma tuzlulugun basta gelen sebeplerindendir. Ote yandan yanls
sulama uygulamalar1 da 6zellikle drenaj kosullarinin kétii oldugu yerlerde tuzluluga
sebep olabilmektedir (Ergene, 1982). Diinyada tarim arazilerinin sinirli oldugu ve
besin ihtiyacinin katlanarak arttig1 dikkate alinirsa en azindan mevcut arazilerin daha
verimli kullanilmas1 gerektigi ortaya c¢ikar. Bu yiizden tuzlu topraklarin islahi ve

ekonomik bir sekilde degerlendirilmesi son derece 6nemlidir (Woods, 1996).

Tarim alanlarinin ve su kaynaklarinin tuzlanarak kaybedilmesi gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde uzun yillardir uygulanan entansif tarimin dogal bir sonucu
olarak ortaya c¢ikmistir. Dogru olani, bu uygulamalar yerine, daha siirdiiriilebilir
tarim tekniklerine ve su kullanimma yonelmektir. Ornegin, ¢ok yillik bitkilerin ve
agaclarin karisik kullanildigr yetistirme sekliyle, iist toprak tabakalarinda daha az
sodyum ve diger tuzlarin birikimi saglanabilecektir. Ancak, bu tiir bir yeni tarim
sistemine ge¢gmek uzun siirelerde gerceklesebilecek zor bir islemdir. Oysa tuza
dayanikli bitkiler gelistirmek ve tarimda kullanmak gecici, ancak en azindan kisa
siirede sonug¢ verecek pratik bir ¢oziim yolu olarak dikkati ¢ekmektedir (Avcioglu

vd., 2003).

Son yillarda bitki fizyologlar1 ve 1slah¢ilari, kiiltiir bitkileri ¢esitlerinin tuza
dayaniklilik agisindan varyasyonlarma egilmis ve saptadiklari farkliliklardan
yararlanarak , tuza dayanikli ¢esitler ortaya koymuslardir (Maas vd., 1977; Katsuhara
vd., 1990). Bitki fizyologlari ise bu dayanikliligin molekiiler temellerini aciklamaya



caligmaktadir (Soldatini vd., 1985; Edreva, 1998). Bitkilerin tuz, vb stres faktorlerine
dayaniklilikta iki yol izlediklerini, ilkinin ‘Kaginma’ oldugunu agiklamaktadirlar. Bu
amagla  bitkiler, yapilarinda  morfolojik  ve  kimyasal  degisiklikler
gerceklestirmektedirler. ikinci dayaniklilik mekanizmasi ise ‘Tolerans’ dir, yani stres
faktoriinlin etkisini azaltma c¢abasidir ve bu amagla hiicre ve doku seviyesinde
degisiklikler gerceklestirilir. Ornegin, hiicre duvarinin gii¢lendirilmesi (membran
dayaniklilig1), sekonder metabolit iiretimi ve prolin gibi stres proteinlerinin
sentezlenmesi bunlarin baginda gelmektedir. Tuz stresine dayanikliligin énemli bir
gostergesi olan ‘Zar dayanikliligr’, stres kosullarinda bitki dokularinda agiga ¢ikan
serbest iyon miktarini saptayarak olciilebilmekte, bu agidan doku ekstraksiyonlarinin
elektriksel gecirgenligini, mmhos/cm cinsinden Olgmek en saglikli gostergeyi

olusturmaktadir (Poljakoff-Mayber ve Gale, 1975).

Tuzluluk; 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yikanarak yer alt1 suyuna
karisan ¢oziilebilir tuzlarin yiiksek taban suyu ile birlikte kapillerite yoluyla toprak
ylizeyine ¢ikmasi ve buharlasma sonucu suyun ugmasiyla toprak yilizeyine ¢ikmasi
ve toprak yiizeyinde birikmesi olayidir. Bu birikme toprak yiizeyinde olabilecegi gibi
yluksek sicaklik etkisiyle ylizeyden daha asagida da olabilmektedir.

Tuzlulagmaya neden olan anyonlar; tuzlu topraklarda en fazla rastlanan anyonlar, CI'
ve SO, 2 anyonlaridir. Nadiren de olsa HCOs/, CO;?% ve NO3” anyonlar1 bulunabilir.
Katyonlar; Tuzlu topraklarda en fazla bulunan katyonlar, Na“, Ca’" ve Mg”"

katyonlaridir. Genellikle az miktarda da K* katyonu bulunabilir.

Tuzlulukta etkili olan unsurlar okyanuslar, ana materyal, topografya ve iklim olarak

siniflandirilabilir.

Okyanuslar daha ziyade sahil kesimlerde ve okyanus kenarlarindaki delta
ovalarindaki tuzlulugun kaynagidir. Okyanuslarin tuzlu suyu, gel-git olaylari, deniz
serpintileri ve tuzlu suyun arazilere niifuzu yoluyla bu topraklara ulasir ve

buharlagsma sonunda toprak yiizeyinde tuz birikmesi olur.



Diinya tizerindeki tuzlulugun en 6nemli kaynagi ana materyaldir. Zira yiizey ve taban
suyu akisi sirasinda ana materyaldeki ¢6ziinebilir tuzlarin yer alt1 ve yer {istii sularina
karigsmasi tuzlulugun temel kaynagidir. Ana materyalde tuz iki sekilde bulunabilir;

Deniz orijinli kayalar, daha 6nce deniz tabani olan ancak jeolojik olaylar sonucu
suyu c¢ekilen bolgelerde yillarca tuzlu deniz suyuna maruz kalan kayalar tuzluluk
kaynagidirlar. Mineral ayrismalar, ana kayada mevcut bulunan tuzlar, sular ve diger

kimyasal ve fiziksel etkilerle ayrisirlar ve tuzluluga sebep olurlar.

Tuzlulugun olugsmasinda onemli bir faktorde topografyadir. Kapali havzalar
genellikle tuzlulasma egilimindedir. Ozellikle taban suyu akisini engelleyen
gecirimsiz tabakalar yliksek taban suyunun ve dolayisiyla tuzlulugun basta gelen

sebeplerdendir.

Tuzluluk daha ziyade kurak ve yar1 kurak bolgelerde sorun olmaktadir. Zira yagish
bolgelerde fazla yagisla yer alt1 suyuna iletilen tuzlar akarsularla denizlere ulastirilir.
Ancak kurak ve yar1 kurak bolgelerde tuzlarin yikanmasi ve taban suyuna karigmasi
yetersiz yagis nedeniyle yereldir ve cogu zaman yer alti sulari acik denizlere
ulagamaz. Bunun sonucunda da lokal kapali havzalar meydana gelir. Ayrica yiiksek
buharlagsma kurak ve yar1 kurak bolgelerdeki tuzlulugun en 6énemli sebeplerindendir

(Ergene, 1982).

Topografya ve uygulamalar yoniinden tuzluluk, kanal sizintilarinin sebep oldugu

tuzluluk ve sulama uygulamalarinin sebep oldugu tuzluluk olmak {izere ikiye ayrilir.

Kanal sizintilarinin sebep oldugu tuzlulukta gerek sulama ve gerekse drenaj
kanallarinda meydana gelen sizintilar uzun siire sonunda buharlagsmanin da etkisiyle

kanal civarinda tuz birikmesine sebep olabilmektedir.

Sulama uygulamalarinin sebep oldugu tuzluluk genel olarak {i¢ grup altinda
toplanabilir;

1. Tuzigerigi yiiksek sulama suyu kullanilmasi nedeniyle olusan tuzluluk,



2. Asirt sulama nedeniyle yer altt su tablasinin yiikselmesine neden olarak
meydana gelen tuzluluk ve

3. Sulama uygulamalariin neden oldugu tuzluluk (Woods, 1996).

Bitki hiicrelerinin yar1 gegirgen zarlari, bitki besin maddelerini alirken sinirli bir
osmotik basinca sahiptir. Dis ortamdaki tuz yogunlugunun bunun {izerinde olmasi
halinde, toprak ¢ozeltisinden bitkiye dogru olan besin maddeleri akimi tersine doner,
bitkiden topraga dogru yonelir, bunun sonucu olarak bitkiler 6liir. Kok bolgesinde
tuz yogunlugunun artmast sonucu, bitkilerin kok bdlgesindeki mevcut sudan
yararlanabilme kapasiteleri ¢ok azalir. Ortamda su olmasmna ragmen bitki

susuzluktan 6liir (Turan ve Sezen, 2002).

Tuz stresinde bitkilerde asir1 derecede biriken sodyum (Na), potasyumun (K)
alinimimi engellemekte (Siegel vd., 1980), ve klor (CI) ise 6zellikle NO3 alimi
lizerinde olumsuz etki yaparak (Kirkby ve Knight, 1987; Giinefl vd., 1994; Inal vd.,
1995) bitkilerde iyon dengesinde bozulmalara sebep olabilmektedir (Lewitt, 1980).
Buna karsin, bitki dokularinda sodyuma gore daha fazla oranda akiimiile (biriken)
olan klor ise yapraklarda zararlanmalara yol acarak fotosentezi dolayisiyla iiriinii

olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Hajrasuliha, 1980).

Tuzlu topraklarda yetistirilen bitkilerde, liriindeki azalmaya neden olarak toprakta
artan osmotik potansiyelden dolay1 bitkinin suyu yeteri kadar kullanamamas1 veya
tuzlu topraklarda asir1 miktarda bulunan Na ve CI gibi iyonlarin neden oldugu toksik
etki ve bitki iyon dengesindeki bozulmalar gdsterilmektedir (Flowers ve Yeo, 1981;
Lewitt, 1980). Sodyum ve klor iyonlarini daha az oranda absorbe eden bitki
cesitlerinin tuz stresine daha fazla dayanikli oldugu bildirilmistir (Flowers vd., 1977,
Van Steveninck vd., 1982). Tuzlulugun yarattigt osmotik stres sonucunda
sitoplazmanin osmotik potansiyeli prolin, betain ve siikroz gibi organik bilesiklerin
birikimi ile saglanmaktadir (Pardha Sarahi ve Mohanthy, 1993). Bitkilerin prolin
igerikleri ile tuz stresine dayamkliklar1 arasinda pozitif bir iliskinin oldugu
belirtilmistir (Kumar ve Sharma, 1989; Chowdhury vd., 1995). Glinefl ve ark. (1994)

tuz stresinde yetistirilen bugday bitkisinin tuza dayanikli olan ¢esitlerinin sodyum ve
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klor igeriklerinin diisiik; potasyum, prolin ve klorofil igeriklerinin ise daha yiiksek

oldugunu saptamiglardir (Giinefl vd., 1994).

Tuz toleransi, tuz stresine dayanikliligin protoplazmik bir komponentidir. Bu,
protoplazmanin ait oldugu bitki tiiriine, doku tipine ve direnglige bagli olarak, tuz
stresi ile bir arada olan iyonik dengesizligi ve artan iyon konsantrasyonlarinin
ozmotik etkilerini tolere edebildigi dereceyi kapsamaktadir. Familya, cins ve tiirler
arasinda, hatta ayni tlire ait cesitler arasinda tuza toleranslilik bakimindan da

farkliliklar bulunmaktadir ( Copur ve Oglake1, 1995).

Bitkilerin tuzluluga kars1 toleransi, genellikle ii¢ sekilde degerlendirilmektedir:

a) Tuzlu topraklarda bir bitkinin yasamini siirdiirebilme yetenegi,

b) Mutlak bitki bliylimesi ve verim,

¢) Tuzlu topraklardaki tuzlu olmayan topraklarla karsilastirilan nispi biiyiime veya

verim (Maas, 1986).

Bugday diinyada stratejik 6nemi olan bir bitkidir. Makarnalik bugdayin ise 6zellikle
Akdeniz iilkelerinde tarimi yapilmaktadir ve sanayi ve teknolojik 6nemi vardir, besin
degeri ekmeklik bugdaya gore daha yiiksektir. Diger yandan, gerek iklim
degisikliginin lilkemiz topraklarinda da artarak yasandigi gerekse sulamanin iiretici
tarafindan asir1 kullanildig1 giiniimiizde, tuzluluk, bir problem olarak tarimsal alanlari
etkilemektedir. Yukarida belirtilen nedenlerle bu ¢alisma, bir biyolojik teknik olan
anter kiltlirliniin, tuzluluga kars1 dayaniklilik gdsterebilecek makarnalik bugday

genotipleri gelistirmede, bu genotiplere uyumunu arastirmak iizere yapilmstir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Anter Kiiltiir Metodu

Xu vd. (1981), Hordeum vulgare var. ‘Sabarlis’ cesidini anter kiiltiiri metodunu
kullanarak yiiksek verimle elde etmislerdir. Sabarlis anterleri igerik bakimindan
onceden uygun hale getirilmis ortama ml basina 10-20 adet yogunlukta olacak
sekilde asilanmistir. Bu yiiksek verim basaklardaki anterlerin tek hiicreli polen
sathasinda alinmasi ile elde edilmistir. Kesilen basaklar 14 giin +7 C°’de Onigleme
tabi tutulduktan sonra alinmistir. Anterlerin geng tek hiicreli polen sathasinda 7 giin
Onigleme tabi tutulmasi en etkili uygulama olmustur. Sabarlis ovaryumlar1 bu
kosullarda anterlerden daha etkili olmustur fakat ¢enekler ve basagin diger parcalari
kismen etkisiz bulunmustur. Cavdar, musir, tiitin ve arpanin diger genotipleri

Sabarlis anterlerinden daha az etkili olmustur.

Lashermes vd. (1991), Bat1 Asya ve Kuzey Afrika’nin kuru alanlarina adapte olmus
bugday genotiplerinin anter kiiltiiriine cevabint degerlendirmislerdir. Genetik
cesitlilik g6z 6niinde tutularak gozlem yapilmistir. Bununla beraber, biitiin cevaplarin
1slah programindaki pratik kullanimi dikkate alinmistir. Calismada ‘Pavon’ ¢esidi ve
CIM- eksplantinin 8 hibrit ¢esidi kullanilmistir. Embriyoid olusumu i¢cin MS ve SKC
icerigi kullanilmis ve 2,4-D ile desteklenmistir. Verici bitkilerin yetistirildigi sicaklik
kosullarinin, albino bitkilerin meydana gelme sikligiyla baglantili oldugu
bulunmustur. Ayrica ortamdaki maltoz etkisinide test etmislerdir. Siikroz yerine
maltoz kullaniminin etkisi genotipe bagli olarak degismektedir. Maltoz kullaniminda
da siikroz kullaniminda da birka¢ genotipin anter kiiltliriine iyi cevap verdigi ve
biitiin genotiplerinde yesil bitki iiretimine kabiliyetli oldugu bulunmustur. En iyi
embriyoid olusumu ve bitki rejenerasyonu Seri 82 x Veery/Sunbird genotipinde
goriilmiistiir. Seri 82 x Veery/Sunbird, Hodhod x Sudan, Sunbird genotiplerinde bitki
rejenerasyonu  sikkroz  kullanildiginda; Egud 14 x Roshan, Sunbird x
Clement/Alondra, Chm4 x 76529S5-3 genotiplerinde ise maltoz kullanildiginda daha

1yl sonug vermistir.
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Yine Lashermes vd. (1992), T. aestivum tiiriinlin ‘Veery’s’ ve ‘Hodhod’ ¢esitlerinin
anter kiiltliri metoduyla elde edilen bitki rejenerasyon oranlarini arastirmislardir.
Ana ortam olarak 750 mg/l glutamin ve 165 mg/l NH4NO; igeren modifiye edilmis
MS ortamu kullanilmigtir. Embriyoid olusumu i¢in 0.5 mg/l 2,4-D, 30 g/l maltoz ve
60 g/l arpa nisastasi iceren ortam kullanilmistir. Ornekler 27°C sicaklikta karanlikta
inkiibe edilmistir. 21-28 giin sonra polen embriyoidleri ve bitkiler sayilmustir.
Embriyoidler 34.2 g/I siikroz ve 1 mg/l IAA eklenmis rejenerasyon ortamina transfer
edilmistir. Arpa nisastasi jel ortaminin olduk¢a yumusak oldugu ve anterlerin batma
egiliminde oldugu goriilmistir. Bu deneyde farkli katilastirict ya da hareketli
(kaygan) ajanlarin etkileri karsilastirilmistir. Her denemede minimum 60 anter
kiiltiire alinmistir. Ortamda arpa nisastast kullanimi hem embriyoid olusumunu hem
de bitki rejenerasyonunu etkilemistir. Agaroz gibi katilagtirici ajanlarin varligi
embriyoid olusumunu arttirmistir. Ficoll kullanilan ortamda anterler ortam yiizeyine
dizilmistir. Cift kath ficoll ortam1 direk bitki olusumunda ve rejenerasyon ortamina
transfer edilen embriyoidlerin iyi bir rejenerasyon kabiliyetine sahip olmalarinda
etkili olmustur. Yesil ve albino bitki orani ¢esitli ortamlar arasinda biiyiik farkliliklar

gostermistir.

Saidi vd. (1997), durum bugayinin 16 ¢esidinin ve bir F; hibridinin (Haj Mouline x
1728) anter kiiltiiri metodu ile embriyo olusum ve rejenerasyon kapasitesini
arastirmiglardir. Bagaklar uygun zamanda toplanmis ve anterler mikrosporlar tek
cekirdekli sathada iken kiiltiir ortamina alinmistir. Genotipin anter kiiltiiriine olan
etkisini aragtirmak icin her genotipten ortalama 600 anter kullanilmistir. Soguk
Oniglem uygulamasinin etkisini aragtirmak icinse basaklar 0, 2, 4-6, 8 ve 15 giin siire
ile 3°C sicaklikta tutulmustur. Her uygulamada 12 genotip ve 4 farklh kiiltiir ortami
kullanmilmistir (C17, BPTG, P, ve N6). Androgenetik embriyolar, 1-2 ay sonra
olustuklarinda ¢esitli diizenleyici maddelerin ve aminoasitlerin eklenmis oldugu R9,
C17 ve N6 rejenerasyon ortamlarina transfer edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
genotipin androgenesis kapasitesi iizerinde oldukca fazla etkisi oldugu gozlenmistir.

Test edilen 17 genotip i¢inde, en yiiksek ‘1726 ¢esidi % 25.37 ve en diisiik ‘1715’
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cesidi % 3.17 oraninda embriyo olusturmustur. Soguk Onislem deneyinde, C17
ortamina alinan ve 8 giin soguk 6nisleme maruz birakilan basaklardan alinan

anterlerin en iyi verime sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica test edilen 4 ortam i¢inde
C17 ortaminin diger {i¢ ortamdan ¢ok daha iyi sonug verdigi sonucuna varilmigtir. En
yiiksek rejenerasyon orani sirasiyla % 20.07 ile C17 ortaminda, % 15.17 ile R9 ve %
10.7 ile N6 ortamlarinda gorilmiistiir. Embriyonun olusumundan 21 giin sonraki
periyot bitki rejenerasyonu i¢in en uygun zamandir ve rejenerasyon orani bu

periyotta yaklasik % 60 olarak bulunmustur.

Savaskan vd. (1999), anter kiiltiirii tekniginin dort arpa c¢esidine (Hordeum vulgare
L. var. Anadolu, Cumhuriyet-50, Obruk-86 ve Tokak-157/37) uygunlugunu
arastirmiglardir. BAC3 ve FHG kiiltiir ortamlar1 kullanilmis ve 21 giin soguk
Oniglemin etkisi arastirilmistir. Anter kiiltiirii i¢in kullanilan basaklar, mikrosporlar
tek cekirdekli sathadayken toplanmis, 21 giinliik soguk onislemden sonra %2’lik
asetokarmin ile kontrol edildikten sonra anterler kiiltiir ortamlarima alinmistir. 3
cm’lik petrilerde bulunan kiiltiir ortamlarina ml basina ortalama 10-20 adet olarak
konulan anterler, 27 + 1°C sicaklik ve karanlikta inkiibasyona alinmistir. BAC3
ortam1 FHG ortamindan daha iyi sonug¢ vermistir. BAC3 ortaminda, 21 giin soguk
oniglemden sonra Tokak ve Cumbhuriyet cesitlerinde kallus iiretimi sirastyla %97.6
ve % 75.3 olarak bulunmustur. Anadolu ve Obruk cesitlerinde ise bu oran % 40.4 ve
% 34.5 olarak bulunmustur. BAC3 ortaminda biitiin ¢esitlerde bitki rejenerasyonu
meydana gelmistir ve en yliksek yesil bitki iiretimi Cumhuriyet-50 ¢esidinde

goriilmiistiir.

Slim-Amara vd. (1999), 6 makarnalik bugday cesidi anterlerini, kallus ve yesil bitki
rejenerasyonu kabiliyetlerini belirlemek igin iki farkli ortamda kiiltiire almistir. n
vitro  kiiltir ~ esnasinda  mikrospor  gelisiminin  sitolojik  analizleride
gergeklestirilmistir. Deneyde iki kiiltiir ortami karsilagtirllmigtir. 1. ortam Bati1 Asya
ve Kuzey Afrika’nin (WANA) kuru alanlarmma duyarli bugday genotipleri igin
kullanilan ortamdir ve diger ortamdan farkli olarak 0.5 mg/l kinetin ve 100 mg/It
PAA igermektedir. Durum bugdayinda tek c¢ekirdekli (uninucleate) mikrospor

gelisimi 2 farkli spor boliinmesi yolu aracilifiyla meydana gelmektedir. Bunlar
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dominant simetrik boliinme (B yolu) ve daha az goriilen asimetrik boliinme (A
yolu)’dur. Bu bdliinmeler mikroyapilarin kallus karakteri sergilemesine ya da

embriyoid iiretmesine neden olur.

Kallus olusumu ve yesil bitki rejenerasyonu oraninda ¢esitler ve ortamlar arasinda
onemli farkliliklar bulunmustur. 1. ortamda kallus olusum oranmi1 Khiar ¢esidi i¢in %
1.6 iken Jeneh-Khotifa ¢esidi i¢in % 2.1 bulunmustur. Yesil bitki rejenerasyon sikligi
Om Rabia ¢esidinde % 83.1 iken Azizi ¢esidinde % 63.1 bulunmustur. Khiar, Azizi

ve Jeneh-Khofita ¢esitleri anter kiiltiiriine diger ¢esitlerden daha iyi cevap vermistir.

Dogramaci-Altuntepe vd. (2001), durum bugdaymin (Triticum turgidum L.,
2n=4x=28; AABB) 10 ¢esidinin (Gediz-75, Sham-1, Cosmidor, Kunduru-1149, Ege-
88, Cakmak-79, Diyarbakir-81, Fenike, Dicle-74 ve Kiziltan-93) anter kiiltiirline
cevabini aragtirmisladir. Her deneme bu 10 genotip, 2 g/l fruktoz, 4 g/l glukoz, 50 g/l
stikroz ve 130 g/l ficoll ile modifiye edilmis 4 baslangi¢ kiiltiir ortami [ BAC1
(Marsolais ve Kahsa, 1985), BAD-1, BAD-3 (Trottier vd., 1993) ve M-42 ( Kao vd.,
1991) ] ve 3 biiytime kosulu (sera, tarla ve biiyiime odasi) kullanilarak kurulmustur.
Donor bitkiler serada 20-23 °C sicaklikta, % 60 nem ve 16 saat giindiiz periyodunda
ve tarla kosullarinda yetistirilmistir. Olgunlagsmamis basaklar 7 giin +4 °C sicaklikta
soguk Onisleme tabi tutulmustur. Daha sonra % 70 etil alkol, % 1 sodyum hipoklorit,
Tween 20 ve saf su ile yiizey sterilizasyonlar1 yapilan basaklardan alinan anterler 5
ml’lik kiiltiir ortamlarina 20’ser adet olacak sekilde ekilmis ve 28 °C sicaklikta
karanlikta inkiibe edilmistir. Kiiltlirlerin her hafta kallus ve embriyoid gelisimleri
gozlenmistir. Olusan kallus ve embriyoidler ( 1-2 mm), 30 g/l siikroz, 17.5 g/l glukoz
ve 8 g/l agar iceren BAD-1 rejenerasyon ortamina alinmistir. Bu kiiltiirler 7-10 giin
olusum kosullarinda tutulduktan sonra 25 °C sicaklik ve 16 saat giindiiz periyodu
kosullarina ayarlanmig inkiibatore alinmistir. Bitki rejenerasyonu meydana geldikten
sonra olusan fideler 2 g/l kinetin, 1 g/l IAA ve 30 g/l maltoz iceren MS ortamina
transfer edilmistir. 10 genotipten alinan toplam 86,400 anterin % 0.49’u (424 anter)
kiiltiiri bagarili olmustur. En iy1 genotip %1.28 kallus iiretimi ile Dicle-74 olurken

en diisiik oran % 0.06 ile Cakmak-79 ¢esidinde goriilmiistiir.
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Hassawi vd. (2005), 5 bugday ¢esidinin ( Hourani Nawawi, Hourani 27, Acsad 65,
Deir Alla, F8) anter kiiltiirii ile doubled haploid {iretim oranlarini arastirmislardir.
Her cesit icin her bagaktan 20-25 anter aseptik kosullarda alinmis ve ilk siv1 kiiltiir
ortamina alinmustir. Kiiltiir ortamindaki anterler 28°C sicaklikta ve karanlikta kallus
olusumuna kadar bekletilmistir. Olusan kalluslar daha sonra inorganik ve organik
maddeler, 1 mg/l indol-3-asetik asit, 2 mg/l kinetin ve % 3 siikroz igeren agarh
rejenerasyon ortamina alinmistir ve fideler olusana kadar burada tutulmustur. Kallus
olusum siiresi en az 33 giin olarak tespit edilmistir. Bu siire en kisa F8 ¢esidinde 30
giin ve en uzun Hourani 27 ¢esidinde 39 giin olarak bulunmustur. Kallus olusumu
icin gecen slirenin genotipe bagl olarak degistigi belirlenmistir. Cesitler arasinda
kallus olusum miktar1 ve yesil bitki rejenerasyonu agisindan da énemli farkliliklar
gbzlenmistir. En yiliksek kallus miktar1 % 3.6 ile Acsad 65 ¢esidinde, en diisiik kallus
miktart ise % 1.5 ile Deir Alla ¢esidinde goriilmiistiir. Hourani Nawawi, Hourani 27
ve F8 cesitlerinde sirastyla % 3.1, 2.3 ve 1.6 kallus olusumu gézlenmistir. Yesil bitki
rejenerasyon miktar1 ise Ascad 65 ¢esidinde % 1.78, Hourani Nawawi ¢esidinde %
1.34 ve F8 cesidinde % 0.45 olarak bulunmustur. Hourani 27 ve Deir Alla

cesitlerinde yesil bitki rejenerasyonu olmamustir.

2.2. Tuz Stresi

Kavi Kishor (1988), artan NaCl stresi altinda kallus kiiltiiriinde biiyiime adaptasyonu
gbsteren piring tiirlerinin, prolin miktarinin olduk¢a yiiksek oldugunu gérmiistiir.
Devamli NaCl’li ortamda biiyiitiilmiis tuza-adapte olmus hiicreler bir daha NaCl’li,
prolin birikmis ortamda biiyiitiilmiistiir. NaCl’nin (100 mol m™) yeri 100 mol m™
KCI ile degistirildiginde, tuza adapte olmus kalluslarin, prolin igerigi gibi taze ve
kuru agirliklarida, 100 mol m> NaCl'li ortamla karsilastirildiginda  diistis
gostermistir. Bununla beraber, NaCl ve KC1 esit konsantrasyonlarda kullanildiginda
(beraber eklendiklerinde), tuza adapte olmus kalluslarda prolin birikmesini ve
bilyiimeyi arttirmistir. Biiyiime ortamindaki Ca™ eksikligi, NaCl varhiginda, tuza
adapte olmus hiicrelerde biiylimeyi inhibe etmis fakat uyumlu olmayan hiicrelerde

NaCl varlig1 ¢ok az etkili olmustur. ABA (Absisik asit) adapte olmayan kalluslarda

16



sadece 200 mol m™ NaCl varliginda artmis fakat NaCl yoklugunda herhengi bir
artma olmarmustir. Dokular, NaCl’nin sadece inhibe edici seviyeleri (500 mol m™)
altinda ortama glisin, betain, kolin ve prolin eklendiginde iyi bilylime gostermis fakat

sarkosin, glisin ve dimetilglisin varliginda biliylime gostermemistir.

Gorham vd. (1990), Triticum durum, Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Hordeum
spontaneum, Secale cereale ve Aegilops squarrosa’nin tamamen genislemis geng
yapraklarini hidroponik kiiltiirde tuzlu kosullarda (NaCl + CaCl,) biiylimeye almis ve
genc yapraklarindaki iyon konsantrasyonunu olgmiislerdir. 7. aestivum, S. cereale ve
A. squarrosa bitkileri tipik olarak yaprakta diisiik Na ve yiiksek K konsantrasyonuyla
ayirt edilmistir. H. vulgare geng yapraklardaki benzer tuz konsantrasyonu altinda 7.
durum’dan daha iyi biiyiime gostermistir. Bunun farkli dokular arasindaki ya da
hiicrelerdeki farkli bolmeler arasindaki Na, Cl ve K’nmin daha iyi dagilim
gostermesinin bir sonucu olabilecegi belirtilmistir. H. vulgare varyetesi ‘Herta’ ve
onun zayif mutantinin, 60 mol m™ NaCl ortaminda biiyiitiildiiklerinde farkli gelisme
oran1 gostermis olmalarina karsin yapraklarinda benzer katyon konsantrasyonu
goriilmiistiir. H. vulgare ve T. durum stirgiinleri tek degerli katyon eksikliginde
biyiitiildiigiinde ve **Na ile isaretlenmis 1.0 mol m™ NaCl’da inkiibe edildiklerinde,

diger tiirlere gore koklerinde daha ok **Na birikimi olmustur.

Kintzios vd. (1997), kishk bugday Triticum aestivum L. var. ‘Vergina’
tohumlarindan elde ettikleri embriyolari, 0, 3, 6, 9 g/ NaCl ve biiyiime
regiilatorlerinin ¢esitli kombinasyonlarinin eklendigi Murashige ve Skoog ortamina
alip kallus kiiltiirline baslamislardir. Kallus olusum orani kullanilan her ortamda
hemen hemen % 100 olmustur. Fakat en yiiksek NaCl konsantrasyonu bulunan
ortamda olusum fazi esnasinda kallus biliylimesinde gecikme olmustur. Olusum ve
cogalma faz1 esnasinda NaCl ve oksinin yliksek konsantrasyon uygulamasinda,
gbvde olusumu giiclii bir bigimde inhibe olmustur. Ek olarak, kok ve gévde olusumu
arasindaki rekabet agik¢a gozlenmistir. Tuzlu kosullar altinda koklenmede onemli
Olctlide diisiis olmamistir ve yiiksek NaCl konsantrasyonlar1 (> 6 g/l) 6zellikle kallus
olusumu i¢in 2,4-D kullanilan tek oksin oldugunda tercih edilir. Kok olusumu en

diisiik NaCl seviyesinde 6 ya da 9 g/l NaCl ile karsilastirildiginda ¢ok daha ince ve
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uzun olmustur. En iyi bitki rejenerasyon (es zamanlh kok ve govde olusum) orant,
kallus 2 mg/l 2,4-D ortaminda olustugunda ve 1 mg/l NAA ve 3 g/l NaCl ortaminda

kiiltiire alindiginda gézlenmistir.

Alpaslan vd. (1998), Tiirkiye’de yaygin olarak tiretimi yapilan alti Triticum durum
Dest. (Gerek, Bolal, Kirag, Cakmak, Bezostaya ve Kiziltan) ve alti Oryza sativa L.
¢esidinin (Ribe, Tri-445, Serhat 92, Kros 424, Baldo ve Rocca) tuz stresinde Ca, P,
Fe, Cu, Zn ve Mn igeriklerindeki degisiklikleri arastirmiglardir. Saksilarin tamamina
temel giibreleme olarak azot, kire¢li amonyum nitrat giibresinden 200 mg N/kg
toprak diizeyinde, P ve K ise potasyum dihidrojen fosfattan 100 mg P,Os/kg toprak
ve 125 mg K,O/kg toprak diizeyinde uygulanmistir. Toprakta tuz stresini
yaratabilmek i¢in 68 mmol (4g) NaCl/kg toprak uygulanmistir. Tuzlu kosullarda
yetistirilen bugday ¢esitlerinin kuru agirliklar1 %38-57 oraninda, geltik g¢esitlerinin

kuru agirliklar ise %26-61 oraninda diismiistiir.

Bugday c¢esitleri arasinda Ca ve P igerikleri bakimindan farkliliklar ortaya ¢ikmuistir.
Gerek, Bolal, Kirag, Cakmak ve Bezostaya cesitlerinin tuz stresinde P igerikleri
onemli oranda etkilenmez iken Kiziltan ¢esidinin P igerigi 6nemli oranda diismiistiir.
Ca igerikleri incelendiginde, tuz uygulamas: ile biitiin ¢esitlerin Ca igerigi dnemli
miktarlarda artis gostermistir. Kirag, Cakmak ve Kiziltan ¢esitlerinin Ca igerikleri
tuzlu kosullarda digerlerine gore daha yiiksek olmustur. Tuz stresinde Gerek, Bolal
ve Kirag cesitlerinin demir igerikleri 6nemli oranda diismiis, Kiziltan c¢esidinin
degismemis, Cakmak ve Bezostaya ¢esitlerinin demir igerikleri ise tuz stresinde
artmistir. Gerek ve Kiziltan ¢esitlerinin Zn igerikleri tuz stresinde azalirken diger
cesitlerin ise Zn igerikleri artmistir. Tuzluluk geltik ¢esitlerinden Tri-445 ve Kros
424°1Un P igeriginde artisa sebep olmustur. Fe igerigi ise Tri-445 ve Rocca’da
tuzlulukla azalmig, Cakmak, Bezostaya, Ribe, Serhat 92, Kros 424 ve Baldo

gesitlerinde artmistir.
Almansouri vd. (1999), durum bugdayinin ¢imlenmesi iizerine tuz stresinin osmotik

etkisi yerine iyonik toksisitesinin 6nemini arastirmiglardir. Tuz ve kuraklik direncleri

farklt 3 Triticum durum Desf. ¢esidi ( Omrabi-5, kurakliga direngli; Belikh, tuza
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toleransli;; Cando, tuza duyarli)) tohumlarmi NaCl’'nin ¢esitli iso-osmotik
sollisyonlarinda, mannitol ve polyetilen-glikol (PEG)’de (osmotik potansiyel 0.15
(kontrol soliisyonu)-0.58, -1.05 ya da —1.57 Mpa) inkiibe etmislerdir. Olgiilii stres
yogunlugu c¢imlenmeyi sadece geciktirmis fakat NaCl ve PEG’in yiiksek
konsantrasyonlari final ¢imlenme oranini diistirmiistiir. PEG final ¢imlenme oranina
en zararli madde iken mannitol boyle bir etki gdstermemistir. Endospermdeki nisasta
ve eriyebilir seker igerigi, amilaz aktivitesi gibi azalmistir. NaCl ve PEG’in zararh
etkisi en ¢ok LS ortaminda ¢imlenen izole embriyolarda goriilmiistiir. Bununla
beraber, NaCl’ya maruz birakilan embriyolarda diisilk oranda iyilesme ve bazi
anormal ¢imlenme olaylar1 gézlenirken, PEG’e maruz birakilan biitiin embriyolarda
stresten kurtulduktan sonra iyilesme gozlenmistir. PEG’in ana etkisinin su alinimi
inhibisyonu yoluyla ortaya ¢ikabilecegi, NaCl’'nin zararli etkisinin ise toksik

iyonlarin birikiminin uzun siireli etkisine bagli olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Arzani ve Mirodjagh (1999), 28 durum bugday: (Triticum turgidum var. Durum)
¢esidinin olgunlagsmamis embriyo kiiltiirii, kallus tliretimi ve in vitro tuz toleransina
cevabini aragtirmiglardir. Cesitlerin tuza toleransin1 degerlendirmek igin, biiyliyen
kalluslar her 4 haftada bir NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu (% 0, 0.3,
0.6, 09, 1.2, 1.5, 1.8 ve 2.1 w/v) kiiltiir ortamlarina alinmistir. Cesitlerin
olgunlasmamis embriyolardan kallus olusum oranlarini karsilastirmak i¢in, kallus
olusum siklig1 ile kallusun taze agirlig1 temel alinmistir. Tuz toleransi i¢in, nispi taze
agirhk miktart ve kallusun nekrozis yiizdesi kullanilmistir. Cesitler arasinda,
olgunlasmamis embriyolardan regenerasyon potansiyeli oraninda 6énemli farkliliklar
bulunmustur. Nispi taze agirlik miktari, degerlendirme yapmak icin, ¢esitlerde kallus
olusum sikligindan daha 6nemli bulunmustur. Nispi taze agirlik oran1 Mexical-75 ve
Omrabi-5 c¢esitlerinde 1.23’ten 14.65 g’a ylkselmistir. PI 40 100 ve Dipper-6
cesitlerinden elde edilen kalluslarin, in vitro kosullar altinda tuza toleransta diger

cesitlerle karsilagtirildiginda tistiinliik gdsterdigi bulunmustur.
Meneguzzo vd. (1999), kurakliga ve agir metallere duyarhilig farkli olan 2 Triticum

durum Desf. ( Ofanto ve Adamello) cesidi siirgiinlerine, NaCl’nin etkisini

arastirmiglardir. Siirglinler 9 giin Hogland’s 2 soliisyonunda, NaCl konsantrasyonu
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arttirtlarak ( 0.50 ve 100 mmol/L) biiyiitiilmiistiir. Kontrol grubunu ve tuz-stresine
maruz birakilan bitkilerin askorbat ve glutathione igerikleri, rediiksiyon safthalar1 ve
askorbat peroksidaz, monodehidroaskorbat reduktaz, dehidroaskorbat reduktaz
aktiviteleri  karsilagtirilmistir.  Sonuglar  NaCl’nin  hiicresel  zehirliliginin
mekanizmasin1  ve tiirlerdeki antioksidant savunmanin olusumundaki anlamli
farklilig1 gostermistir. NaCl’nin yiiksek miktar1 her iki tiirde de koklerde glutathione
icerigini arttirmistir. Bu muhtemelen ilk streste, organlarda artan antioksidant
ithtiyacin1 karsilamak igindir. Ofanto ¢esidinin kdklerinde glutathione oksidasyonu
gozlenmistir. Antioksidatif enzim aktivitesi genelde govdede artmis ve koklerde
azalmistir. Adamello ¢esidinin Ofanto cesidi ile karsilastirildiginda NaCl stresinden
daha ¢ok etkilendigi bulunmustur.

Essa (2002), soya fasulyesinin tuza duyarliligini; tuzlulugun, tohum ¢imlenmesine,
govde ve koklerin kuru agirliklarina ve yapraklarin mineral igeriklerine etkisini
belirleyerek aciklamstir. Ug soya fasulyesi cesidi, Lee, Coqitt ve Clark 63 farkli tuz
seviyesi bulunan topraklarda yetistirilmigtir. Arastirmaci arzu edilen tuzluluk
seviyelerini elde etmek icin toprak drneklerini 15 dS m™ elektrik iletkenligine maruz
birakmistir. Cimlenme yiizdeleri ekimden 10 giin sonra, gévde ve koklerin kuru
agirliklart 45 giin sonra dlgiilmiistir ve Na', K*, Ca", Mg’" ve CI" miktarlari
belirlenmistir. Cimlenme yiizdesi tuz seviyesinin ylikselmesiyle énemli derecede
diisiis gostermistir. Lee ¢esidi tuz stresinde, Coquitt ve Clark 63 ¢esidinden daha az
etkilenmistir. Her ii¢ cesit i¢inde 8.5 dS m™ bitki uzunlugunda diisiise yol agmuistir.
Bununla beraber Lee ¢esidi diger iki ¢esitten daha uzun boylu olmustur. Tuz stresi
biitiin ¢esitlerinde, yapraklarda asir1 miktarda Na" ve CI birikimine neden olmustur.
Ayrica daha yiiksek tuz seviyelerinde, Lee c¢esidi, Coquitt ve Clark 63 ile
karsilastirildiginda, daha diisiik Na* ve Cl” konsantrasyonuna, daha yiiksek K ve
K'/Na" oranina sahip olmustur. Tuz stresi, calisilan gesitlerin yapraklarinda K, Ca*"
ve Mg*" birikimini azaltmistir. Bu ¢alismada Lee’nin en toleransh gesit oldugu ve
cesitlerin tuz toleransi ile yapraklardaki makroelement birikimi arasinda bir iliski
oldugu bulunmustur. Clark 63 ¢esidi diger iki ¢eside gore tuz stresinden daha ¢ok

etkilenmistir. Bilylime ve bitki boyu, tuz seviyesinin artisiyla olumsuz etkilenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Yapilan ¢alismalarda, Triticum durum Desf.’un Kunduru 1149 ve Berkmen 469 ve
doubled haploid Berkmen makarnalik bugday c¢esitleri kullanilmistir. Orta
Anadolu’da tarim1 yapilan bu iki bugday cesidinin kromozom sayist 2n=4x=28"dir.
Kunduru 1149, Eskisehir Tarimsal Arastirma Merkezi’nden, Berkmen 469 ise
Ankara Tarimsal Arastirma Merkezi’nden seleksiyon yolu ile 1slah edilen eski
cesitlerimizdendir. Cesit tohumlar1 Ankara Tarim ve Koy Isleri Arastirma
Enstitlistinden temin edilmistir. Doubled haploid bugday tohumlar1 ise bugdayin
misir ile tozlanarak haploid embriyo kurtarma teknigi ile elde edilmislerdir

(Savaskan vd., 1997).

3.2. Yontem

3.2.1. Donor (Verici) Bitkilerin Yetistirilmesi ve Toplanmasi

Bir kissm kum ve 3 kisim turba toprak karisimi saksilara konularak ylizey
diizlestirildi. Kunduru, Berkmen ve DH-Berkmen cesitlerine ait tohumlar her saksiya
3 adet olacak sekilde ekildi. Tohumlarin ekiminden itibaren bitkiler, 16 saat/gilindiiz
8 saat/gece fotoperiyodu diizeninde, 18-20 C° sicaklik altinda yetistirildi (Sekil 3.1.
a). Tohumlarin ekiminden 20 giin sonra, sulama Oncesi suni giibre verildi ve 15
giinde bir verilmeye devam edildi. Ayrica hastaliklara karsi ilaglama yapildi. Heniiz
olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu agamasina gelmis tek c¢ekirdekli
mikrosporlari bulunduran anterler, anter kiiltlirii i¢in uygun baslangi¢ materyalidir.

Basaklar, bu durum esas alinarak toplandi (Sekil 3.1. b,c).
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(@) (b)
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Sekil 3.1. Dondr bitkilerin yetistirilmesi ve toplanmasi (a) Dondr bugday bitkileri,
(b)Yaprak kinindan heniiz ¢cikmamuis, anter kiiltiirli i¢in uygun basak,
(c) Kilgiklar: kesilmis, soguk 6nisleme alinmaya hazir bagak

3.2.2. Soguk Onislem

Kunduru, Berkmen ve DH-Berkmen cesitlerinin basaklari, 28 giin, 15 giin ve 7 giin
+4°C’de soguk Onisleme alindi. Basaklarin steril hava kabinetlerinde (laminar flow
bench) %70’lik alkol ile yiizey sterilizasyonlar1 yapildi ve 3 kez saf su ile durulandi.
Steril kosullarda kin yapraklarinin iginden ¢ikarilan ve kilgiklar1 kesilen basaklar,
iginde bir miktar steril dH,O bulunan 3 cm’lik petri kutular1 ile beraber 9 cm’lik petri
kutular1 igerisine yerlestirildi (Sekil 3.2. a). Petri kutularinin kenarlar1 parafilm ile

kapatildi, aluminyum folyo ile sarildi ve {lizerlerine ¢esit, basak sayis1 ve giiniin tarihi
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yazildi (Sekil 3.2. b). Bu sekilde +4°C’ de saklanan basaklar soguk onislem siireleri
tamamlandiktan sonra ¢ikarilarak kiiltiir ortamina konulmak iizere steril ortama

alindi.

(@ (b)

Sekil 3.2. Soguk 6nislem uygulamasi (a) Soguk Onigleme alinmak iizere hazirlanmig
basaklar, (b) Aluminyum folyo ile sarilmis +4°C buzdolabina alinan
basaklar

3.2.3. Kiiltiir Ortamlarmin Yapihsi

Kiiltiir i¢cin Marsolais ve Kahsa (1985) tarafindan gelistirilen BACI ortami ve
Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen MS ortami kullanild1 (Cizelge
3.1). BACI1 ve MS kiiltiir ortaminda kullanilan bilesenler hassas terazide oOlgiilerek
agirlik/hacim (w/v) esasina gore hazirlandi ve (Sekil 3.3. a). BAC] kiiltiir ortami1 her
defasinda 100 ml hazirland1. Once 50 ml dH,O’da eritilen ficoll 120°C’ de 20 dakika
otoklavda sterilize edildi. Bunun igin ficoll bir erlen mayer kabina konuldu ve kabin
agz1 pamuk ve aluminyum folyo ile kapatilarak mikrodalga firina konuldu. Diger 50
ml’ lik dH,O’da ise makrotuzlar, mikrotuzlar, vitaminler, organik asitler, sekerler ve
diger komponentler, BACI ortami icerigine uygun miktarlarda alinarak, ficoll” den
ayr1 olarak eritildi ve otoklavlanarak sterilize edildi. Ayrica denemede kullanilan
NAA ve BAP biiylime regiilatorleri milipor sterifilde (0.22 pm) filtre edildikten
sonra kiiltiir ortamina ilave edildi (Sekil 3.3. b). MS ortam ise li¢ ayr sekilde
hazirlandi. MS igerigi her ii¢ ortamda da kullanildi. 1. ortama 0.5 mMol NaCl, 2.
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ortama 1.0 mMol NaCl ve 3. ortama 1.5 mMmol NaCl eklenerek farkl

konsantrasyonlarda, amaca uygun NaCl’l1 kiiltiir ortamlar1 olusturuldu.

Cizelge 3.1. BACI baslangic ve MS rejenerasyon ortami bilesenleri

Bilesenler BACI1 mg/l MS Rejenerasyon Ortami mg/1
Makrotuzlar

Soliisyon A

1. NH4NO; 200 1650
2. (NH4),S04 400 -
Soliisyon B

1. KH,PO, 170 170
2. NaH2P04 X Hzo 150 -

3. CaCl, x 2 H,O 600 440
4. MgS04x 7 H,0 300 370
Soliisyon C

1. KNO; 1500 1900
Mikrotuzlar

1. KI 0.8 0.830
2. MnSO4 x H,0 5.0 22.30
3. Na,MoO, x 2 H,O 0.250 0.250
4. CoCl, x 6 H,O 0.025 0.025
5. H;BO; 5.0 6.200
6. ZnSO4x 7 H,0 2.0 8.600
7. CuSO4x 5 H,O 0.025 0.025
Demir Kaynag1

1. FeSO, x 7 H,O 27.8 27.8
2. Na,EDTA 37.3 37.3
Vitaminler

1. Pyridoxine- HCI 0.5 0.5
2. Ascorbic acid 1.0 -
3. Nicotinic acid 0.5 0.5
4. Thiamine- HCI 1.0 0.1
Aminoasitler

1. Glisin - 2
2. Glutamin - 146
Organik Asit

1. Citric acid 10.0 -
Organik Maddeler

1. Casein hydrolisate 300 -
Myo- inositol 2000 100.0
Karbon Kaynagi

1. Siikroz 90 g/l 30 g/l
Biiylime Regiilatorleri

1. NAA 0.5 1.0
2. BAP 1.0 1.0
Ajanlar

1. Ficoll 400 100 -

2. Bacto-agar - 7 g/l
pH 6.2 5.8
Sterilizasyon otoklav otoklav
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() (b)

Sekil 3.3. Kiiltiir ortamlarmin hazirlanmasi (a) Kiiltiir ortam1 bilesenlerinin
Olciilmesi, (b) Ficoll, mikro- ve makrotuzlar ve milipor sterifil

3.2.4. Steril Ortamda Yapilan Islemler

Anterler kiiltlir ortamina konulmadan 6nce her basagin ortasindan bir anter alindi ve
icerisinde bulunan mikrosporlarin gelisme devresi bir damla %2’lik asetokarmin
boyasi ile 151k mikroskobu altinda kontrol edildi (Sekil 3.4. a). Tek ¢ekirdekli veya
polen mitozuna yakin olan mikrosporlar1 bulunduran anterler kullanild1 3 cm’lik petri
kutularma 3 ml olacak sekilde konulan BACI1 ortamina (Sekil 3.4. b) anterler, steril
ortamda stereo mikroskop kullanilarak, iki steril pinset ile alinarak yerlestirildi (Sekil
3.4. ¢). 1 ml kiiltiir ortami i¢in 10-20 anter olmak iizere her petri kabina 30-60 anter
konuldu (Sekil 3.4. d,e). 3 cm’lik petri kaplarmin kenarlar1 parafilm ile sarilarak
aluminyum folyo ile kaplandi.

Kiiltiirlerin inkiibasyonu 28°C’ de, 1s1ksiz ortamda yapildi. Inkiibasyon isleminden
sonra, kallus iireten ve iiretmeyen anterler ve olusan kallus sayist her ¢esit icin ayri

ayr sayilarak kaydedildi.

Yenileme islemi; kiiltiir baslangicinin 2. ve 4. haftalarinda yine steril ortamda, her
petri kab1 i¢in ayr1 bir mikropipet ucu kullanilarak yapildi. Bunun i¢in her ilk kiiltiir
petrisinden 1 ml alinarak yerine 1 ml taze kiiltiir ilave edildi ve yenileme islemi

tamamlandi (Sekil 3.4. f).
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(® (h)

Sekil 3.4. Steril ortamda yapilan iglemler. (a) Tek ¢ekirdekli mikrospor, (b) Sivi
kiiltiir ortaminin 3 cm’lik petri kutularina konmasi, (c,d) Basaklardan
anterlerin alinmasu, (e,f,g) Anterlerin kiiltlir ortamina konmasi, (h)
Yenileme islemi

3.2.5. Rejenerasyon Islemi

Inkiibasyon islemi sonunda olusan kalluslar MS kontrol ve 0.5 mMol, 1.0 mMol ve
1.5 mMol NaCl iceren modifiye edilmis MS ortamlarina alindi. Kalluslar bu
ortamlarda 25 °C sicaklikta 16 saat giindiiz fotoperiyodunda rejenerant bitki olusumu

i¢in bekletildiler.

Tiim islemleri agsagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir (Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. Anter kiiltiirli calismasinda birbirini izleyen iglemler dizini

Donor bitki yetistirilmesi | 60-75 giin 16/8 saat gece/giindiiz
18-20 °C

Soguklama 7 giin | 15 giin | 28 giin | +4 °C buzdolab1

Inokiilasyon Anterler BACI1 ortamui

Inkiibasyon Kalluslar Karanlikta 28 °C

Bitki rejenerasyonu MS ortami1 25°C
16/8saat gece/giindiiz
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3.2.6. Sonuclarin Degerlendirmesi

Her uygulamaya gore, kiiltiir ortamina koyulan anter sayilarak kaydedildi. Meydana
gelen kallus miktar1 sayilmis, elde edilen kallusun anter sayisina orani ile % deger
bulundu. Bu deger her 100 anterden meydana gelen kallus miktaridir. Meydana gelen
kallus miktar1 diisiik oldugundan bir deneme desenine gore istatistik analiz

yapilamadi.
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4. BULGULAR

Kunduru 1149, Berkmen 469 ve DH Berkmen cesitlerinden toplam 180 basak
toplanmis ve soguk Oniglem uygulamasinin etkisini arastirmak i¢in basaklar 7, 15 ve
28 giin siire ile +4°C sicaklikta tutulmustur. On isleme alinmis basaklardan alian
toplam 2680 anter BACI ortamina alinmistir. Kiiltiir ortamindaki anterler
inkiibatorlerde uygun fiziksel kosullarda 25 °C sicaklik ve karanhkta kallus
olusumuna kadar bekletilmistir. Kallus olusum siiresi en uzun DH-Berkmen
genotipinde 35 giin olarak tespit edilmistir. Bu siire en kisa Berkmen 469 ¢esidinde
20 giin ve Kunduru 1149 c¢esidinde 28 giin olarak tespit edilmistir. Kallus olusumu

icin gegen siirenin de genotipe bagli oldugu diistiniilmektedir.

Kunduru 1149 ¢esidinde, kiiltiire alinan 850 anterden % 0.58, Berkmen 469
cesidinde kiiltiire alinan 1115 anterden % 0.62 ve DH Berkmen cesidinde ise kiiltiire
alan 715 anterden % 0.27 kallus tiretimi gézlenmistir (Sekil 4.1. a,b). Berkmen 469
cesidi % 0.62 ile en yiiksek kallus olusturan ¢esit olmustur (Cizelge 4.1).

(@ (b)

Sekil 3.5. Kunduru 1149 ve Berkmen 469 genotiplerinden elde edilen kalluslar
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Cizelge 4.1. Genotiplerin anter kiiltiirline cevab1

Onisleme giren
Cesit Toplanan basak sayis1 Anter | Kallus | Kallus/ | Kallus
basak sayist | 28 | 15 | 7 | sayisi | sayist | Anter | olusumu
giin | glin | gin | (n) | (n) (%) icin
gegen
sure
Kunduru 60 35 | 10 | 10 | 850 5 0.58 | 28 giin
1149
Berkmen 75 40 | 10 | 15 | 1115 7 0.62 | 20 giin
469
DH 45 30 | 5 5 715 2 0.27 | 35 giin
Berkmen
Toplam 180 105 | 25 | 30 | 2680 14 0.52

4.1. Soguk On islemin Cesitler Uzerindeki Etkisi

En basarili soguk Onislem uygulamasi % 1.97 kallus olusumu ile 15 giin olarak

bulunmustur. Bunu % 0.62 kallus olusumu ile 7 giinliik soguk 6n islem ve % 0.16 ile

28 giinliik soguk 6n islem uygulamasi izlemektedir.

Cizelge 4.2. Farkli 6n islem uygulamalarinin kallus olusumuna etkisi

On islem siiresi Anter sayisi Kallus sayis1 Kallus/anter
(giin) (n) (n) %
7 480 3 0.62
15 405 8 1.97
28 1795 3 0.16
Toplam 2680 14 0.52
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4.1.1. Soguk On Islemin Kunduru 1149 Cesidine Etkisi

Kunduru 1149 ¢esidinde, +4 °C’de 15 giin soguk 6n isleme maruz tutulan ve BACI

kiiltiir ortamina transfer edilen anterlerin % 1.81 kallus {iretimi ile en iyi verime

sahip oldugu goriilmiistiir. Bu oran 7 giinliik soguk 6n islemde % 1.42 iken, en diisiik

28 giinliik soguk 6n islemde % 0.16 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Kunduru 1149 ¢esidinin farkli 6n islem uygulamalarinda anter kiiltiirline

cevabi
Kunduru 1149 Alinan anter | Kallus sayist | Kallus/ anter Bitki
sayist (n) (n) (%) rejenerasyonu
(n)

7 glin 6nislem 140 2 1.42 -

15 glindnislem 110 2 1.81 -

28 giin Oniglem 600 1 0.16 -
Toplam 850 5 0.58 -

4.1.2. Soguk On Islemin Berkmen 469 Cesidine Etkisi

Berkmen 469 ¢esidinde, +4 °C’de 15 giin soguk 6n isleme maruz tutulan ve BAC1

kiiltiir ortamina transfer edilen anterlerin % 2.08 ile en iyi sonucu verdikleri

gbzlenmistir. Bu oran 7 giinliik soguk 6n islemde % 0.72 iken 28 giinliik 6n islemde

% 0.16 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Berkmen 469 ¢esidinin farkli 6n igslem uygulamalarinda anter kiiltiiriine

cevabi

Berkmen 469 Alinan anter | Kallus sayis1 | Kallus/ anter Bitki
sayist (n) (n) (%) rejenerasyonu

(n)

7 giin 6nislem 275 1 0.72 -

15 giin 240 5 2.08 -

Oniglem

28 giin 600 1 0.16 -

Onislem

Toplam 1115 7 0.62 -

4.1.3. Soguk On Islemin DH Berkmen Cesidine Etkisi

DH Berkmen ¢esidinde +4 °C’de 15 giin soguk 6n isleme maruz tutulan ve BACI

kiiltiir ortamina transfer edilen anterlerin % 1.81 ile en iyi sonucu verdikleri

gbzlenmistir. Bu oran 28 giinliik soguk 6n islemde % 0.16 iken 7 giinliik 6n islemde

kallus olusumu goriillmemistir.

Cizelge 4.5. DH Berkmen ¢esidinin farkli 6n islem uygulamalarinda anter kiiltiiriine

cevabi

DH Berkmen Alman anter | Kallus sayis1 Kallus/ anter Bitki
say1s1 (n) (n) (%) rejenerasyonu

(n)

7 giin 6niglem 65 - - -

15 giin 55 1 1.81 -

Onislem

28 giin 595 1 0.16 -

Oniglem

Toplam 715 2 0.27 -
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4.2. Haploid Bitki Rejenerasyonu
Baslangi¢ ortaminda (BAC1) elde ettigimiz ve MS rejenerasyon ortamina (MS-

kontrol, MS-0.5 mMol NaCl, MS-1.0 mMol NaCl ve MS-1.5 mMol NaCl) transfer

ettigimiz kalluslardan rejenerant bitki elde edilememistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Anter kiiltiir teknigi yeni genotip olusturmada ve haploid bitki iiretiminde bugday
1slah programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Durum bugdayinda anter
kiiltiiriinii  etkileyen faktorlerin tanimlanmasi, in vitro tekniklerin kullanimin
arttirmistir. Anter kiiltiiriinden haploid bitki {iretimi en az {i¢ farkli 6zellik tarafindan
kontrol edilir. Bunlar; embriyo olusumu, bitki rejenerasyonu ve yesil bitki
rejenerasyon sikligidir (Lazar vd., 1984; Deaton vd., 1987; Szakacs vd., 1988). Bu
calismada durum bugdaymin 3 farkli genotipinin anter kiiltlirline kabiliyeti farkl

Onislem kosullar1 uygulayarak arastirilmistir.

Anter kiiltiirlinde basari, ¢ok biiyilk bir oranda anterlerin alindigi bitkilerin
genotipine baghdir (Tomes,1990; Razdan, 1992; Saidi vd., 1997). Han (1986)
bugday bitkisinde, polen kallusunun olusum miktarinin ve bitki rejenerasyonunun
genotipe baglt oldugunu belirtmistir (Hassawi vd., 2005). Haploid bitki vermesi
istenen genotipten yiiksek diizeyde androgenetik yanit alabilmek i¢in bagvurulacak
iki yol bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, Dunwell (1981)’inde 6nerdigi gibi, her
genotip i¢in kiiltiir kosullarini optimize etmektir. Ikinci segenek ise anter kiiltiiriinde
embriyo olusturma basarist yiiksek genotiplerle embriyo olusturma basarist diisiik
genotipleri melezleyerek, melez dollerden embriyo elde etmeyi saglamaktir. Bullock
vd. (1982)’de bugdayda anter kiiltiirii yoluyla embriyo olusturma yetenegi
bulunmayan bir seri ¢esit ile 1yi bir rejenerasyon kapasitesine sahip olan ‘Centurk’
cesidi ile melezledikten sonra; bu olumlu 6zelligin F; doéllerine aktarilabildigini
gormiislerdir. Resiprokal melezlemelerden alinan sonuglar da, kiiltiire alinan
anterlerin embriyo olusturma 06zelliginin, sitoplazmik etkilerin kontrolii altinda

oldugunu gostermistir (Bullock vd., 1982).

Bregitzer (1992) ve Daalloul (1992) anter kiiltiirii metoduyla kallus olusum oraninda
Triticum turgidum ve Triticum aestivum arasinda onemli farkliliklar bulmuslardir. 7.
aestivum’da bu oran % 69.36 olmasina karsin 7. turgidum’da % 34.33’tlir. Ayrica
ekmeklik ve makarnalik bugdaylarin farkli genotipleri i¢inde de farklilik

gbzlenmistir. Diger ¢alismalarda anter kiiltiiriinden elde edilen kallus oran1 % 19°u
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gecememistir (Piri,1991) ve arpa ve bugday i¢in olgunlasmamis embriyolardan elde
edilen kallus siklig1 % 44’iin iizerine ¢ikamamistir (Sears ve Deckard, 1982). Bu
sonugclar rejenerasyonun bugdayda genotipik kontrol altinda oldugunu gosterir (Rines
ve McCoy, 1981; Sears ve Deckard, 1982). Bizde calismamizda Triticum durum
Desf. tiiriiniin  ‘Kunduru 1149°, ‘Berkmen 469’ ve ‘DH-Berkmen’ genotiplerinin
anter kiiltiiriine kabiliyetlerini arastirdik. En 1yi kallus olusumu % 0.62 ile Berkmen

469 gonotipinde bulundu.

Savagkan vd. (1997), arpa anter kiiltliriinde kallus iiretimi i¢in gegen siirenin 25-60
giin arasinda degistigini ve kalluslarin % 93’niin ilk 30 giin icinde olustugunu
belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada buna benzer olarak kallus olusum siiresi en
uzun DH- Berkmen genotipinde 35 giin olarak tespit edildi. Bu siire en kisa Berkmen
469 cesidinde 20 giin ve Kunduru 1149 g¢esidinde 28 giin olarak tespit edildi.
Franzone vd. (1984) ise ¢esitli arpa cesitlerinin % 85’inin kiiltiiriin ilk 70 giinlinde

kallus olusturdugunu agiklamiglardir (Savagkan vd., 1999).

Donor bitkinin genotipi son derece elverisli olsa bile, mikrosporlardan in vitro
kosullarda haploid embriyo uyartimini baslatabilmek, bu bitkilerin yetistirildigi
kosullara da baghdir. Bugday, arpa, ¢eltik ve cavdar gibi bitkilerde, donér bitkinin
yetisme kosullarinin anter kiiltiiriindeki basar1 {izerinde ¢ok etkili oldugu
bilinmektedir. Foroughi-Wehr ve Wenzel (1993) yaptiklari g¢alismada, uygun
yetistirme kosullar1 saglanamadiginda, anter kiiltiiriindeki basarisi yiiksek olan ‘Igri’
bugday cesidinin bile sadece albino embriyolar olusturmus ve tek bir yesil normal
haploid bitki elde edememislerdir. Calismamamizda kullandigimiz donér bitkiler,
bitki yetistirme odasinda, 18°C sicaklik ve 16/8 giin/gece fotoperiyodunda
yetistirildi.

In vitro androgenesisin basariyla uyartilmasinda etkili olan en dnemli faktorlerden
birisi, anterlerin dondr bitkiden izole edildigi anda mikrosporlarin iginde
bulunduklar1 gelisme donemidir. Cogu bitki tiiriinlin anter kiiltlirlerinde en iyi
sonuclar, tek c¢ekirdekli mikrospor doneminin erken veya ge¢ asamasindaki

mikrosporlar1 igeren anterlerden alinmaktadir (Datta ve Wenzel, 1987; Jahne ve
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Lorz, 1995). Mikrosporlar igerisinde nisasta depolanmaya basladiktan sonra,
gelismeyi sporofitik yone kaydirmak ve haploid embriyo elde etmek icin yapilacak
uyarilar etkili olmamaktadir. Bu calismada da, anterler kiiltiir ortamina alinmadan
once %?2’lik asetokarmin boyasi ile boyanarak kontrol edildi ve tek ¢ekirdeki yapiya

sahip uygun mikrosporlari bulunduran anterler kullanildi.

Cicek tomurcuklarina yapilan baz1 6n uygulamalar, mikrosporlarin kiiltiir sirasindaki
gelismesi iizerinde olumlu etki yapmaktadir. Bugday anter kiiltiiriinde en etkili 6n
uygulama, tomurcuklara yapilan soguk soklaridir. 4-10 °C’ ler arasinda 72 saat ile 4
haftaya kadar tutulan tomurcuklar, polen rejenerasyonu bakimindan olumlu yanitlar
vermistir ( arpa: Sunderland vd., 1981; bugday: Lazar vd., 1985). Diisiik
sicakliklarda; birinci polen mitozu asamasinda tutulan mikrospor sayisinda artis
olmakta ve nisasta liretimi bloke edilmektedir. Bilindigi gibi nisasta igerigi diisiik tek
cekirdekli mikrosporlar, kiiltiir kosullarinda embriyo olusturmak iizere sporofitik
gelismeye dogru daha kolay yonlendirilebilmektedir (Foroughi-Wehr ve Wenzel,
1993). Yani stres Onislemi, anterlerin gametofitik yerine sporofitik yonde gelisimini

saglamaktadir (Touraeu vd., 1997; Reynolds, 1997; Hu ve Kahsa, 1999).

Sunderland ve Roberts (1979), soguk soku uygulamasinda sicaklik derecesi ve
stirenin onemli oldugunu vurgulamig; ¢ok soguk olmayan +7 ile +15°C gibi
sicakliklarda uzun siire (7-14 giin) yapilan soklamanin, daha diisiik derecelerde kisa
siire yapilan uygulamalardan daha etkili oldugunu ileri slirmiistiir. Huang ve
Sunderland (1981) arpada +4°C’de 28 giinliik soguk onislemin olduk¢a kullanisl
olugunu ileri siirmiislerdir. Yani stresin sicak ya da soguk olusuda genotipe baghdir.
Sicaklik sokunun da bir¢ok tiirde androgenetik cevabi iyilestirdigi belirtilmistir (Xie
vd., 1997; Kiviharju ve Pehu,1998). Bizde yaptigimiz ¢alismada her genotipten
aldigimiz basaklar1 ayr1 ayrt 28, 15 ve 7 giin + 4°C’de soguk Onisleme maruz
biraktik. En iyi sonuglar her ii¢ genotiptede 15 giin soguk 6nisleme giren basaklardan

alan anterlerden alind1 (Cizelge 4.2.).

Soguk uygulamalar1 ile anterlerde bulunan absisik asit miktarmin azaltildigini

bildiren Johansson ve Eriksson (1977), tomurcuklara soguk uygulayarak engelleyici
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bir hormon olan absisik asidin bu olumsuz etkisinin ortadan kaldirilabilecegini ileri
siirmektedir. Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2002) ve Ozkum vd.(2000), anterlerde
bulunan ve embriyo olusumunu engelleyebilecegi ileri siiriilen absisik asidin soguk
uygulamalar ile etkisini azaltmay1 amaclayarak yaptiklar1 ¢alismada, gercekten de
soguk uygulamalariin anterlerdeki absisik asit miktarini azaltici etki yaptigini ortaya

koymuslardir.

Anter kiiltiirlinde bagarty1 etkileyen bir diger noktada anterlere mannitol oniglemi
uygulanmasidir. Anterlerin 6nce 0.3 M mannitol iceren ortamda 4 gilin tutulmasi ve
sonra kiiltiir ortamina transferi mikrospor béliinmesini ve yesil bitki rejenerasyonunu
destekleyici etki yapmustir (Roberts-Oehlschlager ve Dunwell, 1990; Hoekstra vd.,
1996). Bununla beraber Hou vd. (1993)’ya gore taze anterlerin 3 giin mannitol
soliisyonunda Onisleme tabi tutulmasi, basaklarin 28 giin soguk Onisleme tabi
tutulmasindan, yesil bitki iiretimi bakimindan daha az etkilidir. Cistue vd. (1994)
‘Igri’ c¢esidi ile yaptiklar1 calismada, 0.7 M mannitolden daha yiiksek
konsantrasyonlarda (1-1.5 M) tutulan anterlerde, mannitoliin ne boliinen mikrospor

sayisini, embriyolar1 ne de yesil bitki oranini attirmadigini ileri stirmiislerdir.

Bitki tiirlerinin ¢oguna cevap verebilecek bir anter kiiltiirii ortami1 bulmak kolay
degildir. Anter yamitinin ayni tiirdeki farkli genotipler arasinda bile farklilik
gosterdigi bir olayda, ortak besin ortami Onermek olasi goriinmemektedir. Besin
ortami sadece mikrosporlarin beslenmesini saglamakla kalmaz aynm1 zamanda direk
embriyo gelisimini de saglar. Ortam igeriginde modifikasyonlar yapilirken pH ve
mikro- ve makroelementleri dengede tutmak onemlidir. Ortamin ve 6zellikle sivi
ortamin pH’1, embriyo gelisimi ag¢isindan olduk¢a Onemlidir (Datta, 2005).
Dogramaci-Altuntepe vd. (2001), durum bugdaymnin 10 ¢esidinin anter kiiltiiriine
cevabini modifiye edilmis 4 baslangic kiiltiir ortam1 [ BAC1 (Marsolais ve Kahsa,
1985), BADI1, BAD3 (Trottier vd., 1993), M-42 ) ] kullanarak aragtirmislar ve en iyi
ortami BAD1 ve BACI olarak bulmusglardir. Ximing vd. (1994) ise 10 arpa
genotipinin anter kiiltiirline cevabim FHG ve BAC3 ortamlarimi karsilastirmak
suretiyle arastirmiglardir. BAC3 ortaminin her 10 genotiptede daha basarili sonus

verdigini ortaya koymuslardir. Gliniimiizde her tiirde ve hatta ¢esit bazinda 6nerilen
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say1siz besin ortami1 kompozisyonu bulunmaktadir. Temel besin ortami olarak, anter
kiiltliriinde en fazla Murashige ve Skoog, White ve Nitsch kullanilmaktadir (Sink ve
Padmanabhan, 1977). Calismamizda baslangi¢ kiiltiir ortami olarak BACI
(Marsolais ve Kahsa, 1985) ve rejenerasyon ortami olarakta MS ( Murashige ve

Skoog, 1962) ortam1 kullanildi (Cizelge 3.1.).

Sekerin besin ortamlarinda osmotik basinct ayarlayict bir etkisinin bulunmasi
(Reinert ve ve Bajaj, 1977), bunun yaninda yiiksek diizeydeki sekerin, enerji kaynagi
olarak solunumu ve metabolik aktiviteyi arttirarak hiicre boliinmesi ve embriyoid
olusumunu arttirmasi, yiiksek seker iceriginin anter kiltliriinde diploid hiicrelerin
boliinmesini engellerken haploid hiicrelerin boliinmesini tesvik etmesi, anter
kiiltiirlinde yiiksek dozda seker kullaniminin gerekceleri olarak goriilmektedir

(Babaoglu vd., 2002).

Karbon kaynagi olarak bugday anter Kkiiltiirlerinde biiyiik bir ¢ogunlukla siikroz
kullanilmaktadir. Bunun yani sira maltoz, glukoz, glukoz ve siikroz karigimi gibi
uygulamalarda bulunmaktadir. Lashermes vd. (1991) kiiltiir ortaminda siikroz yerine
maltoz kullaniminin, Triticum aestivum tiiriinde, anter kiiltliriindeki basariy1 genotipe
bagli olarak degistirdigini ileri siirmiislerdir. Calismamizda BACI1 baslangic

ortaminda siikroz 90 g/l, MS rejenerasyon ortaminda ise 30 g/l olarak kullanilmstir.

Kiiltiir ortamindaki nitrojen igerigi androgenesiste dnemli bir rol oynar (Raina ve
Zapata, 1997). Glutamin miktarinin artis1 ve amonyum nitrat miktarinin azaligi
birgok tahil tiiriinde embriyo gelisimini arttirmaktadir (Datta vd., 1990; Jahne ve
Lorz, 1995).

Kiiltiir ortamina konulan jel ya da katilastirict ajanlarda anter kiiltiiriinde dnemlidir.
Kao (1981) Ficoll 400’iin boliinen mikrosporlar kiiltlir ortaminin yiizeyinde tutarak,
anaerobik kosullarin olumsuz etkilerinden korudugunu belirtmistir. Ficoll daha
kaliteli embriyolarin iiretilmesine sebep olarak yesil bitki rejenerasyonun artmasina
neden olur. Kuhlman ve Foroughi-Wehr (1989) % 20’lik Ficoll ile siv1 bir kiiltiir

ortami1 hazirlayarak arpada yesil bitki {retiminin daha yiiksek oldugunu
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gostermislerdir. Ximing vd. (1994) de arpa anter kiiltiiriinde Ficoll, agaroz ve arpa
nisastasinin performanslarin1 karsilastirmis ve biitiin genotipler i¢in en basarili
sonuglart Ficoll ortamindan almislardir. Bununla beraber Hou vd. (1993) ve Devaux
vd. (1993) double haploid bitki iiretimi i¢in Ficoll’lin ¢ok pahali oldugunu belirtmis
ve s1v1 ortam, Gelrite ile s1v1 ya da sadece Gelrite gibi diger ajanlar1 kullanmistir. Bu

calismamizda da, sivi BAC1 ortami1 hazirlanmasinda Ficoll kullanildi.

Anter kiiltiiriinde belirli birkag bitki biiyiime regiilatorii kullanilmaktadir. Genellikle
baslangi¢ ve rejenerasyon ortamlarinda 2,4-D, IAA, IBA, NAA gibi oksinler ya da
alternatif olarak kinetin, zeatin ribozit gibi sitokininler kullanilmistir (Luckett ve
Darvey, 1992). Ayrica 6zellikle bugday icin PAA kullamilmistir (Ziauddin vd.,
1992). Luckett ve Smithard (1995) biiylime regiilatorii kombinasyonlart ve miktarlar
bakimindan farkli genotiplerin ihtiyaclarini belirlemeye c¢alismigtir. Cho (1991),
androgenezisin basartya ulagmasi icin, anter dokularmin fizyolojik durumuna gore
hormonlara optimum seviyelerde ihtiyag duyuldugunu ve bir anti-oksin olan

TIBA’ ’nin androgenik boéliinmeyi tesvik ettigini ileri stirmiistiir.

Anter kiiltiiri metoduyla bitki rejenerasyonu i¢in yapilan ¢alsmalarda kullanilan bir
diger bliylime regiilatorii NAA’dir. Kintzios vd. (1996) yaptiklar1 ¢alismada bitki
rejenerasyonu icin en iyi NAA konsantrasyonunu 1.0 mg/l olarak bulmuslardir. Chin
ve Scott (1977) ve Ahlowalia (1982) bu 6zel NAA konsantrasyonun bugday
kallusunun kok olusumu i¢in optimum miktar oldugunu ileri siirmiislerdir. Kintzios
vd. (1996) 1.0 mg/l NAA uygulamasinin, bitki rejenerasyon sathasi esnasinda,
T.aestivum ve T. durum embriyolarindan elde edilen kalluslarda kdk olusum oranini
arttirdigini rapor etmistir. Bununla beraber, farkli kiiltiir fazlarinda, kallus dokusunda

kok formasyonu en iyi 0.5 mg/l NAA konsantrasyonunda gergeklesmistir.

Chin ve Scott (1977), NAA (1.0 mg/l) ve kinetin (5.0 mg/l) kombinasyonu
uygulamasiyla, bugday kallusundan basarili bir gévde olusum orani elde etmistir.
Bununla beraber Sharma vd. (1981) Triticale embriyolari i¢in ve Kintzios vd. (1996)
T. durum ve T. aestivum embriyolar1 i¢in, biiylime regiilatorlerinin bu

kombinasyonunun, gévde olusumunda, NAA’nin tek basina uygulanmasindan daha
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az basarili oldugunu ileri siirmiislerdir. Calismamizda baslangi¢c ortaminda (BACI)
0.5 mg/l NAA, 1.0 mg/l BAP, rejenerasyon ortaminda (MS) 1.0 mg/l NAA ve 1.0
mg/l BAP biiyiime regiilatorleri kullanildi.

Inkiibasyon sirasindaki 15131n nitelik ve niceligi ya da sicaklik gibi cevresel kosullar
anter kiiltiiriinden saglanacak basari iizerinde etki yapan diger bir grup faktordiir.
Baslangicta anterler genellikle karanlikta ve 20-30 °C’ ler arasinda Kkiiltiire
alimmaktadir. Kiiltiirtin ilerleyen asamalarinda diisiik 151k yogunlugu (2000 liiks) ve
degisik giinlik 1siklanma siirelerinde bekletilen anterlerde embriyo olusumu
gergeklestikten sonra; rejenerant bitkiler daha yiiksek 1s1k yogunluguna (3000-10000
liikks) sahip kosullara aktarilmaktadir. Yaptigimiz calismada baslangic kiiltiir
ortamina alian anterler, 25°C sicaklikta 1siksiz ortamda kallus olusumuna kadar

tutuldu ve daha sonra 16/8 giin/gece fotoperiyodu kosullarinda inkiibasyona alindi.

Inkiibasyon siiresince uygulanmas1 gereken 1sik yogunlugu ile sicaklik arasinda ¢ok
kuvvetli bir korelasyon bulunmaktadir. Diisiik 151k yogunlugunda sicakliginda diisiik
olmasi, 151k yogunlugunun arttirilmasi halinde sicakliginda buna paralel olarak

arttirtlmasi gerekmektedir (Babaoglu vd., 2002).

Bugday anter kiiltiiriinde haploid yesil bitki {iretiminin diisitk olmasi1 ciddi bir
problemdir (Dogramaci-Altuntepe vd., 2001). Yapilan bir ¢calismada arastiricilar 10
durum bugdayi ¢esidinden alinip kiiltiirleri yapilan anterlerden tek bir yesil bitki elde
edememisler sadece haploid albinolar gozlemislerdir. Tahillarda anter kiltiirii ile
yesil bitki tretiminin kompleks genetik faktorlerin kontrolii altinda oldugunu
belirtmislerdir (Ekiz ve Konzak, 1991). Jahne ve Lorz (1995) albino arpa bitkilerinin
olgun kloroplast tagimadigini ve mikrospor kiiltiir yoluyla elde edilen albino piring
bitkilerinin plastit genomlarinda biliyiilk oranda delesyon meydana geldigini
bildirmislerdir. Mikrosporlarin plastit genomlarindaki eksiklik veya yokluk durum

bugdayinda haploid albino bitkilerin gelisimine neden olabilir.
Tuzlulugun bitki {izerindeki etkileri, nem, sicaklik, sulama ve gilibreleme gibi

faktorlere bagli olarak degisebilmektedir (Kantar ve Elkoca, 1998). Yiiksek tuz

konsantrasyonunun bitkilerde yarattig1 sikintilar suyun ozmotik olarak tutulmasindan
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kaynaklanmaktadir. Su, tuz c¢ozeltilerinde ozmotik olarak tutulmaktadir. Boylelikle
tuz konsantrasyonu artarken, bitkilere suyun girisi daha az ger¢eklesmektedir.

Tuz stresi, bodurlagsmaya ve kok biiylimesinin engellenmesine yol agmaktadir. Abdel
Aleem vd. (1992), (EC 7, 14 , 21 mmhos/cm) ve Konak vd. (1999) (EC 8, 16, 24
mmhos/cm) yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, ekmeklik ve makarnalik bugday

c¢esitlerinin tiimiinde kok boyunda belirgin azalmalar oldugunu belirtmislerdir.

Kiiltiir ortamindaki NaCl varligi, olgun bugday embriyolarindan kallus olusumu igin
bir engel degildir ama olusum fazinda kallus biiylimesine negatif etki yapar. Tuz
iceren ortamda optimal biiylime i¢in kiiltiir hiicrelerinin adaptasyonu muhtemelen
spesifik iyonlara toleranstan ¢ok su stresine uyum gostermeleri sonucunda olur
(Kintzios vd., 1997).  Arzani ve Mirodjagh, 28 durum bugday1 c¢esidinin
olgunlagsmamis embriyo kiiltiirii, kallus {iretimi ve in vitro tuz toleransina cevabini
NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu (0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8 ve 2.1
% w/v) kiltiir ortamlarini1 kullanarak arastirmis ve en iyi genotiplerin PI 40 100 ve
Dipper-6 oldugunu bulmustur. Bu calismada tuz toleranslarin1 belirlemek igin,
durum bugday1 genotiplerinden elde edilen kalluslar, 0, 0.5, 1.0 ve 1.5 mMol NaCl
iceren MS ortamlarina alindi. Fakat haploid bitki elde edilemedi.

Kintzios vd. (1997), yiiksek tuz konsantrasyonlarinda koklenmenin oldukca fazla
oldugunu bulmuslardir. 2,4-D ozellikle diisiik konsantrasyonlarda kullanildiginda,
ylksek NaCl konsantrasyonunda olusan kok formasyonunun, kontrol ortaminda
olusan kok formasyonundan 6nemli derecede genis oldugunu belirtmislerdir. O’Hara
ve Street (1978) kallustaki kok formasyonunun yiiksek 2,4-D seviyelerinde (5-10
mg/1) inhibe oldugunu bulmuslardir (Kintzios vd., 1997). Francisko ve Akao (1993)
2,4-D regiilatériiniin  bugdayin lateral koklerinde hiicre genislemesine neden
oldugunu belirmislerdir. Bu etki diisiik oksin konsantrasyonlarinda (0.3-0.6 mg/l)
goriilmiistiir. 2,4-D regiilatorii suyun hiicreler tarafindan alinmasini ve sonugta da
hiicre hacminin artmasini saglar. Boylece biiyiik hiicreler turgorlarini yiliksek tuz
seviyelerinde devam ettirebilirler. Yani 2,4-D tuz stresine karsi hiicrenin toleransini
NaCl ile kaybedilen suyu dengelemek sureti ile arttirir. Diger bir bakimdan 2,4-D

yiiksek konsantrasyonlarda kullanildigi zaman devamli hiicre bdliinmesini tesvik
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edebilir. Boylece ortalama hiicre hacmi sabit kalir. Bu baglamda, ortamdaki diisiik
Na’ seviyesinin ek olarak hiicre boliinmesini tesvik etmesi de muhtemeldir

(Muralitharan vd., 1993).

Sonug olarak; durum bugday1 genotipleri Kunduru 1149, Berkmen 469 ve DH-
Berkmen, bitki yetistirme odasinda uygun 1s1 ve 1s1k kosullarinda saksilara ekimleri
yapilarak yetistirilmistir. Toplanan basaklarin ylizey sterilizasyonlar1 yapilmis ve
+4°C sicaklikta soguk oOnisleme maruz birakilmistir. Soguk Onislemden alinan
basaklardaki anterler kontrol edilmis ve tek c¢ekirdekli mikrosporlari igeren anterler
BACI1 baslangi¢c ortamina alinmistir. Bu calismada 2680 anter kullanmilmis ve 14
kallus elde edilmistir. En yiiksek kallus miktarini Berkmen 469 genotipi, 15 giin
soguklama periyodundan sonra kiiltlir ortamina alinmasi ile vermistir. Kiiltlire alinan
anter sayisina gore iretilen kallus miktarinin ¢ok diisiik oldugu goézlemlenmistir.
Bununla beraber bu c¢alisma, makarnalik bugday genotiplerinin doku kiiltiirii
calismalarina uyumunun zor oldugunu gostermektedir. Elde edilen kalluslar tuz
konsantrasyonlar1 farkli olan MS rejenerasyon ortamlarina alimmistir. Fakat bitki
rejenerasyonu saglanamamistir. Bu ¢aligma makarnalik bugday genotiplerinde
haploid bitki iiretimine giderken kullanilabilecek uygun kiiltiir ortami, genotip ve

optimum O6nislem zamanin belirlemede yardimci olmustur.
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