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OZET
Doktora Tezi

TUZLU (NaCl) KOSULLARDA KALSIiYUM VE PROLININ MAKARNALIK
BUGDAY (Triticum durum Desf.) GENOTIiPLERINDE HAPLOID BiTKi
URETIiMi UZERINE ETKILERI

Ragbet Ezgi DURAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN

Bu ¢alismada 4 makarnalik bugday ¢esidinin (Triticum durum Desf. cvs. ‘Kunduru
1149°, ‘Kiziltan 91°, ‘Mirzabey 2000°, ‘C 1252°) anter kiiltliriine cevabi ve kallus
tiretim kapasiteleri arastirilmistir. Dondr bugday bitkileri 16 saat/giindiiz 8 saat/gece
fotoperiyod diizeninde, 12 kiloliikks 151k yogunlugu, 18-20 C° sicaklik ve %51-54
nem orani kosullar1 altinda bitki biiylime kabininde yetistirilmis ve +4°C sicaklikta 0
ve 7 giin soguk on islem uygulamasina maruz birakilmislardir. Denemede, orta veya
gec tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran anterler asetokarmin metodu ile
belirlenmis ve kallus olusumu i¢in fikol ile hazirlanan 190-2 ve C17 baslangi¢ kiiltiir
ortamlarina alimmustir. Kiiltlirlerin inkiibasyonu bu ortamlarda 28°C’de 151ksiz
ortamda yapilmistir. Yaklasik 2 mm biiytikliige ulasan kalluslar daha sonra cesitli
NaCl (0, 0.5, 1 ve 1.5 mM) konsantrasyonlar1 ve bu NaCl konsantrasyonlarina ek
olarak prolin (2 mg/l) ve Ca™ (I mM CaCOs) iceren rejenerasyon ortamlarina
almmigstir. Kalluslar 25 °C sicaklik ve 16/8 giindiiz/gece fotoperiyodu diizeninde
regenerant Uretimi ic¢in bekletilmigtir. Daha sonra genotiplerin bu ortamlarda
rejenerasyon kapasiteleri belirlenmistir.

Kunduru 1149 ¢esidi toplamda % 22.50 kallus olusumu ile anter kiiltiiriine en yiiksek
cevab1 veren cesit olurken (P<0.01) en iyi rejenerasyon ve yesil rejenerant orani
Kiziltan 91 ¢esidinde meydana gelmistir (P<0.05). Bununla beraber 7 giinliik soguk
On islem uygulamasi tim ¢esitlerde kallus iiretimini 6nemli derecede arttirmigtir
(P<0.01). Rejenerasyon ortamina eklenen NaCl tiim genotiplerin rejenerasyon
yetenegini kademeli olarak azaltmustir. Bununla beraber NaCl’nin Ca™ veya prolin
ile beraber bulundugu ortamlarda toplam rejenerasyon ve yesil rejenerant miktar
cesitli oranlarda artislar gostermistir. Bu artislar, Ca™ ilave edildiginde (P<0.01) ve
prolin ilavesinde 6nemli sonuglar vermistir (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: Anter kiltiiri, Triticum durum Desf., tuzluluk, kalsiyum,
prolin.
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

THE EFFECTS OF CALCIUM AND PROLINE UNDER SALT (NaCl)
CONDITIONS ON HAPLOID PLANT PRODUCTION IN DURUM WHEAT
(Triticum durum Desf.) GENOTYPES

Ragbet Ezgi DURAN

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

Supervisor: Prof. Dr. Cigdem SAVASKAN

Anther culture response and callus production capasity of four durum wheat
genotypes (Triticum durum Desf. cvs. ‘Kunduru 1149°, ‘Kiziltan 91°, ‘Mirzabey
2000°, ‘C 1252’) have been investigated in this study. Donor plants were grown in
the plant growth chamber at 18-20°C with a 16/8-hour (day/night) photoperiod, 12
klux light intensity, 51-54% humidity and spikes were cold pretreated (4°C) for 0
and 7 days. Microspore stages were cytologically determined after squashing anthers
in acetocarmine. Anthers containing microspores at the mid to late uninucleate stage
were used for culture and aseptically inoculated in the 190-2 and C17 induction
medium for callus production. Cultures were incubated at 28°C in the dark. When
the size of the calli reached about 2 mm, they were transferred to the regeneration
medium with various NaCl concentrations (0, 0.5, 1 ve 1.5 mM), NaCl+proline
(2mg/l) and NaCl+Ca™ (1 mM CaCOs). Calli were incubated at 25°C temperature
and 16/8 light/dark condition for regeneration and regeneration capasity of
genotypes. After that, regeneration capacity of genotypes were determined on this
media.

Kunduru 1149 cultivars showed the highest anther responses with 22.50% among the
other genotypes (P<0.01). Whereas Kiziltan-91 showed the highest regeneration and
green regenerant capasity of four genotypes (P<0.05). Also, 7-days cold pretreatment
enhanced the callus production in all genotypes significantly (P<0.01). NaCl
decreased the regeneration capasity of all genotypes gradually. However, amount of
total regeneration and green regenerants increased by various percentages in which
NaCl presented with Ca™ or proline medium. These increases were found significant
in Ca™ (P<0.01) and proline (P<0.05) applications.

Key Words: Anther culture, Triticum durum Desf., salinity, calcium, proline.

2011, 123 pages
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1. GIRIS

Tarim yapilan alanlarda verimliligi olumsuz yonde etkileyen etmenlerden birisi de
tuzluluktur. Kurak ve yar1 kurak bolgeler yeryliziiniin yaklasik % 46'sin1 kaplar. Bu
iklim bolgelerinde sulanan alanlarin yaklasik % 50' sinde ise degisik diizeylerde
tuzluluk sorunu vardir. FAO/UNESCO tarafindan hazirlanan raporlarda, Diinya
Toprak Haritas1 verilerine dayanarak, diinya genelinde 954 milyon hektar tuzdan
etkilenmis ve tiretkenligi kisitlanmis toprak yilizeyi bulundugu bildirilmektedir. Bu
tip sorunlu topraklar, Afrika' da 80.5 milyon, Avrupa' da 50.8 milyon, Avustralya'da
357.3 milyon, Amerika'da 146.9 milyon ve Asya kitasinda 319.3 milyon hektar alan
kaplamaktadir. Ulkemizde tuzlu, sodyumlu ve borlu topraklar i¢ Anadolu basta
olmak iizere 1.6 milyon hektar alan kaplarlar. Ozellikle bat1 ve giiney bdlgelerimizde
asirt sulamalar sonucu toprak kalitesi bozulmus, tuzlanma, zararli ve hastalik oranlari
artmig ve verim diismeye baslamistir. Cukurova, Gediz, Soke ve Amik Ovalar tipik
orneklerdir. Daha fazla yiyecek talep eden ve siirekli artan bir niifus ile verimli
arazilerin bozulmasinin ayni zamanda ortaya ¢ikmasi, ¢orak topraklarin olusumunda
insan faktoriiniin etkisini gostermektedir. Yapilan bir tahmine gore oniimiizdeki 75
yil iginde tarim arazilerinin yaklasik % 10 artabilecegi, buna karsin diinya niifusunun
iki katina ¢ikacagi ve bu niifus artisinin biiyiik bir kisminin tuzlulugun ¢ok yaygin
oldugu diinyanin yar1 kurak ve kurak bolgelerinde beklenmesi, konunun 6nemini

gostermektedir (Sonmez, 2003).

Topraklarda bulunan tuzlar genellikle; klortirler (NaCl, KCl, MgCl,, CaCl,), siilfatlar
(NaSO4, MgSO4, KySO4, CaSOy4), nitratlar (NapNO;, KNO;), karbonatlar,
bikarbonatlar (CaCOs;, MgCO;, Na,CO;, K,CO;, NaHCOs;) ve boratlardir
(Koskeroglu, 2006). Ancak dogada en fazla rastlanan tuz formu NaCl’dir (Tal,
1983). Bu tuzlar bitkilerin biliylimelerini ¢esitli sekillerde etkilemektedir. Tuzlarin
cesitleri, karigimlart ve Ozelliklerine gore bitkiler tizerindeki etkileri farkl
olabilmektedir. Farkli biiylime devrelerinde olan bitkiler, belli bir tuzun aym
miktardaki yogunlugunda dahi farkli sekillerde etkilenmektedirler. Bitki
bliylimesinin genel olarak ¢0ziinebilir tuzlar tarafindan etkilenmesi temel iki

nedenden kaynaklanmaktadir. Bunlar; (i) Osmotik etki: Saf suyun elektrik akimini



iletme giicli ¢cok zayiftir; Bir suyun iletkenligi i¢erdigi ¢6ziinmiis iyonlara baglidir.
Suda tuz konsantrasyonunun artisi, elektriksel iletkenligi arttirarak osmotik
potansiyeli diigiirlir (osmotik basinci arttirir). Koklenme bolgesindeki ¢oziinmiis
maddeler, diigiik (daha negatif) bir osmotik potansiyele sahiptirler. Bu diisiik osmotik
potansiyel topragin su potansiyelini de diisiiriir. Dolayisiyla bitkilerin su alimida
zorlasir (Taiz and Zeiger, 2008) (ii) Iyonik etki: Toprak ¢ozeltisindeki baz1 iyonlarin
ve tuzlarin bitkiler i¢in toksik olmalari nedeniyle bitkilerin metabolik ve beslenme
fonksiyonlarinin bozulmasidir (Lichtenhaler, 1996). Na'/K " oranmin anormal 6lgiide
yiiksek olmasi enzimleri etkisizlestirir ve protein sentezini engeller (Taiz and Zeiger,
2008). Tuzluluk, ekonomik 6nemi olan tahillar dahil, tiim bitkilerin normal fizyolojik
ve biyokimyasal islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu stres bitkilerin
biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarini degistirir ve bitkinin

Olumiine yol agabilecek zararlara neden olabilir.

Bitkilerinin tiimii tuzluluga kars1 ayni tepkiyi gostermezler. Baz1 bitkiler tuzluluga
kars1 daha hassas iken bazi bitkiler daha dayaniklidir. Bitkilerin tuza karsi
metabolizmalarini koruyabilme derecesi tuza dayaniklilik olarak ifade edilmektedir.
Tuza dayaniklilik, bir bitkinin ya protoplazmada ulasilan asir1 tuz miktarmin
diizenlenmesi ya da alternatif olarak, artan iyon konsantrasyonu ile bir araya gelen
toksik ve osmotik etkilere tolerans gdsterme yetenegi ile saglanabilmektedir (Levitt,

1980).
1.1. Tuz Stresinde Kalsiyumun Onemi

Toprak ¢ozeltisinde bazi iyonlarin yiikksek yogunluklarda bulunmasi, bitkilerin
gelismesi i¢in gerekli bitki besin maddelerinin yeter miktarda alinmasina engel olur
(Crawley, 1997). Ornegin fazla kalsiyum, bazi bitkilerde potasyum alimini
giiclestirir, buna karsilik yiliksek miktardaki magnezyum veya sodyum ise potasyum
yetersizligi yaratir. Bazi iyonlarin az veya c¢ok miktarlarda bitki biinyesine
yigilmalari, onlara zarar vermeleri, bitkinin c¢esidine bagli olarak degismektedir.
Ornegin topraktaki yiiksek Na* konsantrasyonlari, Ca™ alim ve iletimini azaltmakta

ve sonug olarak diisik Ca"* konsantrasyonuna ya da yiiksek Na"/Ca™ oranma sahip



ortamlarda vyetisen bitkilerde Ca™ eksikligi meydana gelmektedir (Lynch and
Lauchli, 1985). Yani yiiksek tuz konsantrasyonlar1 bitkinin beslenme durumunu
olusturan temel elementlerden Ca™nin alimi ve tasmimini sinirlayarak Ca"
eksikligine ve bitkide iyon dengesizligine yol agmaktadir. Tracy vd. (2008)’e gore;
milimolar konsantrasyonlarda (apoplastta bulunan tipik Ca™ konsantrasyonu)
disaridan verilen Ca™, K tastyicilarin segiciligini arttirmakta ve Nanin apoplasta
akisim ve alimimi azaltan mekanizmalar aracihigiyla Na™ alimimi en az seviyeye
indirmektedir. Na’ hiicrelere secici olmayan, gerilime duyarsiz kanallarla pasif
tasima yoluyla girmektedir. Bu kanallar agildiginda Na" biiyiik 6lgiide konsantre
olabildigi sitozole difiize olmaktadir. Ca™min fizyolojik seviyeleri bu kanallarin
kapanmasina ve Na' alimmin kisitlanmasma neden olmaktadir (Taiz and Zeiger,
2010). Kalsiyumun tuz stresindeki olumlu etkisi, membran biitlinliigiinii arttirmasi ve
iyon alimi ve iletiminde segiciligin kontroliinii saglamasi nedeniyle olmaktadir

(Lauchli, 1990).

Shi vd. (2000) Na"nin plazma zar1 araciligtyla, bitki hiicrelerinin sitozoliinden enerji
harcanarak atilmasina, SOS1 (tuza asir1 duyarli) geninin gen iriiniiniin aracilik
ettigini belirtmislerdir. Bu gen iiriinii, Na'-H' tastyicis1 olarak is goriir. SOSI
tastyicisi, SOS2 ve SOS3 olarak ifade edilen diger iki gen iriinii tarafindan
diizenlenir. SOS2, SOS3’iin is gormesiyle kalsiyum tarafindan aktiflestirilen bir
serin/threonin kinazdir. SOS3 kalsiyumca diizenlenen bir protein fosfatazdir (Taiz

and Zeiger, 2008).

iki farkh bugday (Triticum aestivum L.) genotipi kullamlarak Na'-Ca™
etkilesimlerinin incelendigi bir ¢alismada, tuza duyarli olan bugday genotipinde Ca*™
hareketinin Na' tarafindan inhibe edilmesinin dayanikli ceside gére daha fazla
oldugu saptanmistir (Davenport et al., 1997). Yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda
Ca™ miktarimin arttmlmasi ile Na’min hiicre duvari ve plazma membranmna
baglantisi, hiicre bdliinmesi ve uzamasindaki olumsuz etkisi azalmakta, biiylime
artmakta ve Na"nin Ca™ eksikligine yol agmasi engellenmektedir (Navarro et al.,
2000; Reid and Smith; 2000). Ayrica Ca+2, tuz stresi altinda K alim ve taginimini

arttirma yoluyla da Na" birikimini azaltmaktadir.



1.2. Tuz Stresinde Prolinin Onemi

Bitkilerin strese en genel cevaplarindan biri farkli tipte c¢oziinebilir organik
maddelerin {iretimidir (Serraj and Sinclair, 2002). Coziinebilir maddeler diisiik
molekiiler agirlikta, genellikle yiiksek hiicresel konsantrasyonlarda toksik olmayan
bilesenlerdir. Genellikle, bitkileri stresten hiicresel osmotik ayarlama, reaktif oksijen
tiirlerinin detoksifikasyonu, membran biitiinliigiiniin korunmasi ve enzim/protein
dengesini i¢ine alan farkli yonlerde korumaktadirlar (Yancey et al., 1982; Bohnert
and Jensen, 1996). Ayrica, bu maddelerin bazilar1 hiicresel bilesenleri dehidrasyon
zararlarindan korudugu i¢in genellikle “osmokoruyucular” olarak adlandirilirlar. Bu
maddeler, prolin, siikroz, polioller, trehaloz ve glisin betain, alanin betain, prolin
betain, kolin O-siilfat, hidroksiprolinbetain ve pipekolatebetain gibi kuaterner
amonyum Dbilesenlerini igermektedirler (Rhodes and Hanson, 1993). Genetik
miithendisligi ¢aligsmalarinda bitkilerde cesitli osmokoruyucularin asir1 iiretimi igin
biiylik caba sarf edilse de, bitkilerde bu osmolitlerin miktarmnin istenen koruyucu
seviyeye ulastirilmast miimkiin olmamistir. Alternatif olarak, baz1 bitkilerin abiyotik
strese direncleri ¢esitli organik maddelerin disaridan uygulamalariyla saglanmaktadir

(Ashraf and Foolad, 2007).

Bu osmokoruyuculardan biri olan prolin genellikle yiiksek bitkilerde meydana
gelmekte ve normalde c¢evresel streslere cevap olarak biliylikk miktarlarda
birikmektedir (Oztiirk ve Demir, 2002; Hsu et al., 2003; Kavi Kishore et al., 2005).
Bu roliine ek olarak stres kosullar1 altinda osmotik ayarlama i¢in bir osmolit olarak,
membran ve proteinlerin  stabilizasyonuna yardimci olarak, radikallerin
temizlenmesinde ve hiicresel redoks potansiyelini korumada gorev yapmaktadir.
Bitkide prolinin hizli yikimi ile, stresi hafifletmede mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu destekleyen, stresin sebep oldugu yikimlari onaran ve stresi
iyilestirmek i¢cin ATP iireten yeter miktarda indirgeyici ajan meydana
gelebilmektedir (Hare and Cress, 1997; Hare et al., 1998). Bitkilerde kuraklik veya
tuz stresine cevapta, prolin birikimi genelde sitoplazmik osmotik ayarina katkida
bulundugu sitozolde meydana gelir (Ketchum et al., 1991). Bitkilerde, prolin

biyosentezinin onciisii 1-glutamik asittir. Pirolin-5-karboksilat sentetaz (PSCS) ve



pirolin-5-karboksilat rediiktaz (PSCR) enzimlerinin prolin biyosentetik yolunda

onemli rolleri vardir (Delauney and Verma, 1993).

Stres kosullar1 altinda biiyiitiilen bitkilerin stres toleranslarini arttirmak icin prolinin
bitkilere stresten Once, sonra veya stres esnasinda disaridan uygulamasi ile bu
bilesiklerin i¢sel miktarlarinin arttigi gézlenmis ve stres kosullar1 altinda genellikle
tahil verimini ve bitki bliylimesini arttirdig1 goriilmiistiir. Bununla beraber farkli bitki
tirlerinin prolininin disaridan uygulamalara cevabinda biiyiik ¢esitlilik oldugu
goriilmiistiir. Biitlin bitki tlrleri bu bilesiklerin disaridan uygulanmasina cevap
vermemekte, etkili konsantrasyon tiirden tiire cesitlilik gostermekte ve fazla
uygulanmast durumunda bazi bitkilerde biiyiime inhibisyonu ya da verim kaybi
meydana gelmektedir. Bu ylizden, prolinin tahil stres toleransinda tesvik edici olarak
ticari kullanim1 ve etkin uygulamasi i¢in bu bilesigin etki mekanizmasini, optimum
konsantrasyonunu ve uygun bitki gelisim sathalarmi dikkatlice belirtmek

gerekmektedir (Ashraf and Foolad, 2007).

Prolin ve kalsiyumun bitkilerin tuz stresine toleransini arttirict yukarida anlatilan
etkilerinden yararlanarak biyoteknolojik caligmalarla tuza toleransli makarnalik
bugday genotipleri liretmek 6nemlidir. Clinkii diinyada hizli niifus artis1 ile birlikte
bireysel ve toplumsal besin istekleri artmakta ve cesitlenmektedir. Kiiresellesen
diinyada ise bilimsel ¢alismalar ve teknolojik gelismeler artan taleplere ve taleplerin
cesitliligine cevap verebilmek i¢in ¢aba harcamaktadir. Calismalarin bir kismu,
insanoglunun kaliteli ve verimli besin ihtiyaclarin1 karsilayacak kaynaklar1 elde
etmek i¢in yapilmaktadir. Bununla ilgili olarak, iiretim konular ile gorevli kuruluslar
gelecege doniik tretim ve tiketim tahminleri yapmakta ve iretimi arttirmayi
amaclayan c¢alismalar1 hizlandirict ¢abalar i¢inde bulunmaktadir. Bu amagla bolge
ekolojik kosullarina iyi uyum gosteren, belirli streslere direncgli, verim ve kalite
ozellikleri iyi olan makarnalik bugday genotiplerinin belirlenmesi biiylik 6nem
tagimaktadir. Bugdayin 6nemi, artan niifusa ¢ok 6nemli bir besin destegi saglamasi

ve evolusyonu konusunda ki detayli bilgiler EK-1"de verilmistir.



Genetik degeri ve verim potansiyeli yiiksek genotiplerin iiretimde segilerek
kullanilmas1 tarimda ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Tuzlu topraklardaki ¢alismalar,
topragin kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinin heterojenligi ile karst karsiya kalir
(Munns and James, 2003). Bundan dolay1, tuza toleransli genotiplerin gelistirilmesi
icin yapilan bir¢ok deney ya in vitro (Arzani and Mirodjagh, 1999; Lee et al., 2003;
Dasgupta et al., 2008) ya da kontrollii ¢evresel kosullar altinda yapilmaktadir
(Munns et al., 2000; Mohammadi-Nejad et al., 2008). Bitki doku kiiltiirii teknikleri
kullanilarak kontrollii kosullar altinda gerceklestirilen in vitro seleksiyon yontemi ile
populasyon igerisinden istenilen Ozelliklere sahip genotiplerin sec¢ilmesi miimkiin
olabilmektedir. /n vitro hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri, klasik bitki biyoteknoloji
programlarina yardimci olarak gelistirilmistir. Bitki doku kiiltiirli, bitkilerin sahip
oldugu totipotensi yeteneginden yararlanilarak steril kosullarda, bitkilerden alinan
hiicre (meristem hiicreleri, kallus hiicreleri vb.), doku (gesitli bitki kisimlar1) ve
organ (lireme organlari, ¢icek, kok, embriyo, govde vb.) kisimlarinin yapay
besiyerleri icerisinde gelistirilerek yeni bir birey olusturulmasidir. Bitkiden alinarak
biiylimesi i¢in yapay ortama taginan hiicre, doku ve organ kisimlarina “eksplant”
denir. Eksplantlardan amaca uygun sekilde organogenesis, embriyogenesis veya
kallus dokusu tesvik edilerek in vitro kosullarda haploid bitki iiretimi

saglanmaktadir.

Haploidler, somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklari bitki tiiriiniin
gamet hiicrelerinde bulunan kromozom sayisi1 kadar olan bitkilerdir. Meydana gelen
bir haploid kendiliginden ya da kromozom katlanmasi ile “doubled haploid” (DH)
denen bitkiler haline donerler. Buna karsilik, dihaploid bitkiler (2n=2x) bir
ototetraploid (4x)’den elde edilen haploid bitkilerdir (Kasha and Maluszynsky,
2003). Haploidler diisiik ihtimalle kendiliginden olusur ya da in vivo tozlasma
metotlart (yaygin hibridizasyon, kromozom eliminasyonu, isinlanmis polen ile
tozlagsma vb.) ve olgunlasmamis gametofitlerin in vitro kiiltiirii gibi birka¢ yontem ile
olusturulabilmektedir. Gametik embriyogenesis bitkiler aleminde var olan
embriyogenesisin farkli bir yoludur ve erkek (mikrospor veya olgunlagmamis polen
taneleri) ya da disi (yumurta hiicresi) gametofitlerin gametofitik gelisimden

sporofitik gelisim yoluna dogru yonelmelerini saglar. Genotipin klonal ¢ogaltimini



somaklonal varyasyon olmaksizin saglayan somatik embriyogenesisten farkli olarak,
gametik embriyogenesis haploid bitki olusumu (kendiliginden ya da indiiklenen

kromozom katlanmas1 olugsmaksizin) ile sonuglanir.

Mikrospor ya da polen embriyogenesis (androgenesis) hiicresel totipotensinin en
dikkate deger orneklerinden biridir (Reynolds, 1997). Geleneksel metotlar ile
karsilastirildiginda, gametik embriyogenesis homozigot hatlarin {iretimini ve bdyle
hatlarin iiretimi i¢in gerekli zamani azaltarak tek adimda heterozigot ebeveynden tam
homozigot hatlarin olusumunu saglar. Geleneksel metotlar ile homozigot hatlar elde
etmek, genetik uniformiteye ulagsmada tarimsal yontemleri gerektiren ve oldukca

zaman alic1 bir iglemdir (Morrison and Evans, 1987).

Anter kiiltiirii bircok bitkide DH iiretimi i¢in sikca segilen metotlardan biridir (Sekil
1.1.). Peter ve Ilami (1972) antere ait bazi somatik dokularin, polenin sporofitik
boliinmesinin olusumunda 6nemli bir rol oynadigini ve anter duvari araciligi ile
besinlerin difiizyonunun mikrospor embriyogenesisini etkileyen faktorlerden biri
oldugunu kabul ederek “Duvar Faktori” kavramini tanimlamiglardir. Polen
embriyogenesisinde anter duvariin rolii iizerine yapilan ¢ok sayida calisma, besin
akisinda bir bariyer gorevi gérmesinin yani sira yararli ve inhibitér maddeleri de
sagladigimi gostermistir (Heberle-Bors, 1985; 1989). Pulido vd. (2005) arpada
mikrospor embriyogenesisinde her iki kiiltiir sistemini (anter ve izole edilmis
mikrospor kiiltiirii) kullanmiglar ve her iki yontemin baslangi¢ sathalarinin birbirine
benzer oldugunu goéstermislerdir. Bu arastiricilar ayrica anter duvarinin, mikrospor
cevresinde ve kiiltiir ortaminda mevcut olan demirin (Fe) asir1 konsantrasyonlarini
onleyen bir filtre olarak gorev yaptigini belirtmislerdir. Anter duvarinin kadmiyum
(Cd), ¢inko (Zn) ve nikel (Ni) gibi toksik elementlere karsi olan bu koruyucu rolii
Kramer vd. (2000) ve Kupper vd. (2000) tarafindan da gosterilmistir.

Mikrosporlar 6n igslemden sonra ve kiltir esnasinda farkli  yollar
izleyebilmektedirler. Soyle ki gelisimlerinin durmasi, olgun bir polen tanesi halini
almalari, ¢ok hiicreli kallus benzeri yap1 seklini almalar1 ya da mikrospordan olusan

embriyolara donligmeleri miimkiin olmaktadir (Hosp et al., 2007; Segui-Simarro and



Nuez, 2008). Morfolojiden gen ifadesine kadar meydana gelen bazi degisiklikler,
olusumdan sonra embriyogenik gelisim esnasinda mikrosporlarin ayirt edilmesini
saglamaktadir. Stres tarafindan embriyogenik potansiyelin kazanilmas ile birlikte
hiicresel cevaba bagl stres tarafindan, gametofitik gelisimin durdurulmasi, totipotent
durumunun kazanilmasi ve hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdek icererek yeniden
olusumuyla tersine farklilasma meydana gelmektedir. Genisleme, biiyiik merkezi bir
vakuoliin varlig1 ve pH’1n daha alkali hale gelmesi gibi morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler meydana gelmektedir (Hoekstra et al., 1992; Huang, 1996; Touraev et
al., 2001; Maraschin et al., 2003).

Biiyilik merkezi vakuol daha sonra pargalara boliinmekte, radyal odakli sitoplazmik
iplikcikler tarafindan dagitilmakta, “yildiz-benzeri” olarak isimlendirilen yapilara
doniigmektedirler (Barnabas et al., 1991; Zaki and Dickinson, 1995; Zhao et al.,
1996; Gervais et al., 2000; Obert and Barnabds, 2004). Bir sonraki faz, hiicre
boliinmesi ile ekzin duvarinin igerisinde ¢ok hiicreli yapilarin olusumu ile karakterize
edilmektedir. Sitolojik ve ultrayapisal gézlemler yildiz-benzeri mikrosporlardan ¢ok
hiicreli yapilarin olusumunun, ilk bdliinme simetrisi ve yavru hiicrelerin yikimi ile
tanimlanan farkli gelisimsel yollar1 kapsadigini gostermektedir (Maraschin et al.,
2005). Raghavan (1997)’a gore mikrospor kaynakli embriyo olusumunun farklh

yollar1 vardir:

1. Vegetatif hiicrenin tekrarlanan boliinmesi. Sitokinezsiz ¢ekirdek bdliinmesi ile
bir¢ok ¢ekirdekli pro-embriyo olusabilir. Kallus yerine embriyo elde edilebilir.

2. Generatif hiicrelerin ya da generatif ve vegetatif hiicrelerin her ikisinin boliinmesi.
Hiicre flizyonu haploid olmayan kromozom sayilar ile sonuglanabilir.

3. Mikrosporlarin simetrik boliinmesi, mikrosporlar ilk polen mitozundan Once
toplandiginda embriyo olusumunun temel bir yoludur. Bir yolun digerleri {izerine
hakimiyetinin gelisim sathast ve 6n islemde uygulanan stres cesidi gibi farkli
faktorlere bagli oldugu gosterilmistir (Zaki and Dickinson 1995; Rihova and Tupy
1999; Kasha et al., 2001).



Daha sonraki asamada, embriyo benzeri yapilar ekzin duvarinin disina ¢ikmaktadir.
Generatif bolgede kirilma noktasi ile polen porunun karsi tarafina yerlesmektedir
(Segui-Simarro and Nuez, 2008). Embriyo benzeri yapilar etrafindaki hiicrelerin
periklinal bdliinmesi sonradan meydana gelmekte ve epidermis farklilagmasina
neden olmaktadir (Telmer et al., 1995; Yeung et al., 1996). Daha sonra embriyo
benzeri yapilar, zigotik embriyo yoluna benzer sekilde yiirek ve torpedo sekli
sathalarina ge¢mektedir (Hause et al., 1994). Yine anter kiiltiiriinde E-tipi (kallus
bazen embriyoide benzer, kompakt, yogun hiicreleri ile beyaz-sar1 renkli ve sekli
globulardan ¢ok loblu yapilar arasinda degisen) ve W-tipi (kallus g¢ogunlukla
gevsek, sulu, saydam hiicreli) olarak adlandirilan iki farkli kallus yapisi
tanimlanmistir (Marsolais and Kasha, 1985) ve bu yolla Tiirk arpa genotiplerinde
kallus tretiminde E-tipi kallusun bitki regenerasyonundaki onemi vurgulanmigtir
(Savagkan vd., 1999). Kallus ve embriyolar elde edildikten sonra onlarin bitkilere
dontismeleri kaginilmaz bir sonug degildir. Yiiksek embriyo olusum oranlarinda bile
diisiik bitki regenerasyon miktarlart oldugunu gosteren bir ¢ok rapor vardir
(Wedzony et al., 2009). Bitki regenerasyonundan Once genellikle gametoklonal
varyasyon ihtimalini arttiran kalluslasma meydana gelmektedir (Gonzalez-Melendi et

al., 2005; Kasha, 2005; Shim et al., 2006; Segui-Simarro and Nuez, 2008).
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Kallus kiiltiirleri sirasinda kendiliginden meydana gelen mutasyon orani dogadakine
gore ¢ok fazladir (Phillips et al., 1994; Jain, 2001). Ayrica, kallus kiiltiirii kontrollii
kosullarda gerceklesmekte ve bu gibi kosullar istedigimiz 6zellikler yoniinden se¢im
yapmamizi kolaylastirmaktadir. Tek hiicre seviyesinde; tuz, herbisitler, patojenler vb.
faktorlere kars1 dayanikliliga gore yapilan seleksiyonlar sonucu, tuzluluga, kurakliga
vb. stres faktorlerine dayanikli veya toleransh bitkiler iiretilebilmektedir. Genetik
olarak karmasik herhangi bir 6zellik icin homozigot genotiplerle ¢aligma 6nemli bir
avantajdir (Arzani and Darvey, 2001; 2002). Bu 6zellikle tuzluluk ic¢in gecerlidir.
Ciinkii genotip tzerindeki c¢evresel etki toprak tuzlulugunun heterojeniteligi
nedeniyle oldukga biiylik olabilmektedir. Bu yiizden, F1 hibritlerinin tuza toleransh
ebeveynlerinden anter kiiltiirii yoluyla elde edilmis doubled haploid hatlar, bitki
kiiltivarlarinin tuz toleranslarinin daha da gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Kenny
and Caligari 1996; Senadhira et al., 2002). Tuza toleransli genotiplerin iiretiminde
kullanilan en basarili yontemin doubled haploid metot oldugu belirtilmistir (Miha et
al., 1996; Senadhira et al., 2002). Ciinkii geleneksel metotlar ile karsilastirildiginda
genetik varyasyonda artis, dominant varyasyonunun olmayisi ve biiyiik replikasyon
olanaklar1 sayesinde cevre kosullarindan daha az etkilenmeler doubled haploid
metodun avantajlar1 olarak sayilmaktadir. Bdylece istenilen genotiplerin belirlenmesi
daha kolay olmaktadir (Snape, 1989). Bu sebeple tuzluluga dayanikli ve toleransh
makarnalik  bugday bitkilerinin  iiretilmesinde anter kiltiir tekniginden
yararlamlabilir. Insanlarin temel gida gereksinimlerinin karsilanmasi, tarimsal

alanlarin en 1yi sekilde kullanilarak tarimsal {iretimin arttirilmasina baglidir.

Bugday genotiplerinin tuz toleranslar1 hakkinda bilgi sahibi olmak tuz stresine maruz
alanlar i¢in genotip se¢iminde oldukca onemlidir. Genotip se¢imi ise oncelikle her
genotip veya F1 generasyonuna ait bitkilerin degisen ortam kosullarinda, anter
kiiltiirtine cevabi, kallus iiretim kapasitesi ve bitki regenerasyon orani ile

belirlenmektedir (Ximing et al., 1994; Savaskan vd., 1999).

Bu ¢aligmada oncelikle 4 makarnalik bugday genotipinin (7riticum durum Desf. cvs.

“Kunduru 11497, “Kiziltan 917, “Mirzabey 2000, “C 1252”) anter kiiltiiriine cevabi
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ve kallus tlretim kapasiteleri ele alimmistir. Tuzlu kosullar1 meydana getiren en
onemli abiyotik etmen NaCl’dir. Bu nedenle anter kiiltiiriine cevabi arastirilan bu 4
makarnalik bugday genotipinin ¢esitli NaCl konsantrasyonlarinda ve NaCl ile birlikte
sabit miktarda Ca™ ve prolin igeren ortamlarda regenerasyon yeteneklerinin
arastirilmasi ve birbirleri ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Bunun igin, glinlimiize
kadar yapilan NaCl’nin regenerasyon yetenegine etkisi arastirmalarinin aksine bu
¢alismada Na“, Ca™ ve prolin ilaveleri regenerasyon ortamuna yapilmustir. Ayrica
gerek kalsiyum ve gerekse prolinin NaCl ile ayr1 ayr1 kombine olduklar1 kosullarda
regenerasyon iizerine olan etkileri ve genotipler {lizerindeki etki dereceleri

belirlenmeye calisilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Anter Kiiltiirii ve NaCl ile Tlgili Calismalar

JAiti vd. (1999) yaptiklart ¢alismada toplam 18 makarnalik bugday genotipi
(“ACSAD 657, “Anouar”, “Belbachir”, “Cocorit”, “Isly”, “Jawhar”, “Jori”, “Karim”,
“Marzak”, “Massa”, “O.Rbia” (Morocco), “Sarif”, “Sebou”, “Tassaout”, “Tensift”,
“0.Rbia”, “O.Ruf” ve “Sabil-1") kullanmislardir. Inkiibasyondan sonra (+4°C de 48
saat), bir genotipten tek cekirdekli mikrospor sathasinda bulunan minimum 500
anter, tetraploid bugday anter kiiltiirii icin oldukca etkili olan C17 kiiltlir ortamina
alimmistir. Ayrica 3 durum bugdayi ¢esidi “Sarif”, “Isly” ve “Cocorit” anter cevabi
lizerine ovaryumlarla hazirlanan ortamin etkisini aragtirmak i¢in kullanilmistir.
Ovaryumlar anterlerin toplandigi ayni basaklardan alinmistir. Her ovaryum ayni
cigekten alinan 3 anterin yakinina konmustur. “Cocorit”, “Isly”, “Jori”, “Massa” ve
“O.Ruf” ¢esitlerinin tiimii anter kiiltliriinde basarisiz ¢esitler olarak bulunmustur.
Diger taraftan, “Sarif” ¢esidi yiiksek oranda embriyo ve kallus olusturmustur (% 13).
Test edilen cesitlerin birgogu regenere bitki olusturamamugtir. “Sabil-1" bir yesil
bitki iiretirken, “Sarif” ve “Belbachir” ¢esitleri sadece albino bitkiler iiretmislerdir.
Diger uygulamada ise kiiltiir ortaminda ovaryumlarin varliginin anterlerin cevabini
arttirdigr  goriilmiistiir. “Cocorit” ve “Isly” ¢esitlerinde anter kiiltiiriine olan
uygunsuzluk ortadan kaldirilmis ve “Sarif” ¢esidinde kallus ve embriyo orant % 13
ten % 15’e ¢ikarilmistir. Bununla beraber, ovaryumlarin ve anterlerin birlikte kiiltiir

edilmesinin yesil bitki regenerasyonu iizerine etkisi olmamustir.

Arzani ve Mirodjagh (1999), 28 durum bugday1 (7Triticum turgidum L. var. durum)
¢esidinin olgunlagsmamis embriyo kiiltiirii, kallus iiretimi ve in vitro tuz toleransina
cevabii aragtirmiglardir. Cesitlerin tuza toleransini degerlendirmek icin, 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) Kkiiltir ortamlarina alimmistir. Cesitlerin
olgunlasmamis embriyolardan kallus olusum oranlarim1 karsilagtirmak i¢in, kallus
olusum siklig1 ile kallusun taze agirligi temel alinmistir. Tuz toleransi i¢in, nisbi taze

agirlik miktar1 ve kallusun nekrozis ylizdesi kullanilmistir. Cesitler arasinda,
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olgunlagsmamis embriyolardan regenerasyon potansiyeli oraninda 6énemli farkliliklar
bulunmustur. Nispi taze agirlik miktari, degerlendirme yapmak icin, ¢esitlerde kallus
olusum sikligindan daha énemli bulunmustur. Nispi taze agirlik oran1 “Mexical-75”
ve “Omrabi-5 ¢esitlerinde 1.23’ten 14.65 g’a yiikselmistir. “PI 40 100” ve “Dipper-
6” cesitlerinden elde edilen kalluslarin, in vitro kosullar altinda tuza toleransta diger

cesitlerle karsilastirildiginda iistiinliik gosterdigi bulunmustur.

Akkegeci (2001) yaptig1 caligmada “Panda”, “Seyhan-95”, “Bal Atilla”, “Marmara-
86” ekmeklik bugday cesitleri kullanmigtir. Calismada ¢esitlere ait olgunlagsmamis
embriyolarin in vitro kiiltiirinde, steril ortamda (MS + 2 mg/l 2,4-D) kallus olusum
oranlar1 ve kallus agirlik artiglar1 belirlenmistir. Elde edilen kalluslar, stres faktorii
olarak, farkli oranlarda (0, 1.5, 3.0, 4.5, 5.5, 7.0 g/l) NaCl iceren sivi MS (MS + 2
mg/l 2,4-D) ortaminda, daha sonra da stres faktorii icermeyen sivi MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Buradan elde edilen kalluslar, ayni1 oranlarda NaCl i¢eren katt MS
ortaminda, bir kez daha stres faktoriine maruz birakilmis ve biitiin ortamlarda
kalluslardaki agirlik artisi ile stres faktoriine bagl olarak kallus agirliginda meydana
gelen azalma miktarlari tespit edilmistir. Kati stres ortamindan alinan kalluslar MS
ortamina 1 mg/l BAP + 1 mg/l Kinetin ilavesi ile hazirlanan regenerasyon ortamina
aktarilmis ve kalluslarin bu ortamdaki gelismeleri incelenmistir. Denemeye alinan
cesitlerin higbiri tuzluluga toleransta 6nemli bir farklilik gostermemistir. Ancak 1.5
g/l NaCl igeren stres ortaminda “Seyhan-95” ¢esidi, 3 g/l NaCl igeren ortamda ise
“Panda” ¢esidinin kallus agirlik artisindaki azalma daha az olmustur. NaCl dozlarinin
4.5, 5.5 ve 7.0 g/I’ye ¢ikarilmasi ile kallus agirlik artisinda meydana gelen azalmalar
biitiin ¢esitlerde % 75’in lizerinde olmustur. Arastirma sonucunda; kallus olusum
orant bakimindan c¢esitler arasinda onemli farkliliklar oldugu belirlenmistir. Stres
faktoriiniin artisina bagl olarak cesitlere ve dozlara gore kallus agirlik artisi da
onemli 6l¢iide azalmistir. Buna gore cesitlerin NaCl stres faktoriine tepkilerini kallus

kiiltiirleri aracilig1 ile degerlendirmenin miimkiin olabilecegi anlasilmistir.
Dogramaci-Altuntepe vd. (2001), durum bugdaymin (7riticum turgidum L.,

2n=4x=28; AABB) 10 ¢esidinin (“Gediz-75”, “Sham-1”, “Cosmidor”, ‘“Kunduru-
11497, “Ege-88”, “Cakmak-79”, “Diyarbakir-81”, “Fenike”, “Dicle-74” ve
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“Kiziltan-93”) anter kiiltiiriine cevabinmi arastirmisladir. Her deneme bu 10 genotip, 2
g/l fruktoz, 4 g/l glukoz, 50 g/l siikkroz ve 130 g/l fikol ile modifiye edilmis 4
baslangig kiiltiir ortami [BAC1 (Marsolais ve Kahsa, 1985), BAD-1, BAD-3 (Trottier
vd., 1993) ve M-42 (Kao vd., 1991)] ve 3 biiyiime kosulu (sera, tarla ve biiyliime
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 6n isleme tabi tutulmustur. Daha sonra % 70
etil alkol, % 1 sodyum hipoklorit, Tween 20 ve saf su ile ylizey sterilizasyonlari
yapilan bagaklardan alinan anterler 5 ml’lik kiiltiir ortamlarina 20’ser adet olacak
sekilde ekilmis ve 28°C sicaklikta karanlikta inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerin her hafta
kallus ve embriyoid gelisimleri gdézlenmistir. Olusan kallus ve embriyoidler (1-2
mm), 30 g/l siikkroz, 17.5 g/l glukoz ve 8 g/l agar iceren BAD-1 regenerasyon
ortamina alinmistir. Bu kiiltiirler 7-10 giin olusum kosullarinda tutulduktan sonra
25°C sicaklik ve 16 saat giindiiz periyodu kosullarina ayarlanmis inkiibatore
alimmustir. Bitki regenerasyonu meydana geldikten sonra olusan fideler 2 g/1 kinetin,
1 g/l IAA ve 30 g/l maltoz iceren MS ortamina transfer edilmistir. Genotiplerden (10
tane) alinan toplam 86.400 anterin % 0.49’u (424 anter) basarili olmustur. En iyi
genotip % 1.28 kallus tretimi ile “Dicle-74” olurken en diisikk oran % 0.06 ile

“Cakmak-79” ¢esidinde goriilmiistiir.

Poustini ve Siosemardeh (2004) calismalarinda 30 bugday c¢esidinin (7riticum
aestivum L.) NaCl tuzluluguna cevabini onlarn yaprak ve tane K'/Na" oran1 ile iyon
secicilikleri agisindan degerlendirmislerdir. Saksi1 denemelerini 3 tekrarli tesadiif
bloklar1 seklinde gergeklestirmislerdir. NaCI’li ve NaCl’siz ¢esme suyu, 16 ds m™
EC toprak ekstrakti tuzluluk uygulamalari i¢in kullanilmig ve kok uzamasinin
baslangicindan itibaren bitkilere uygulanmistir. Tane kuru agirligi ve bazi iyonik
ozellikler arasinda dnemli korelasyon oldugu gozlenmistir. Ustelik yiiksek yaprak
Na" konsantrasyonunun tane kuru agirligina olumsuz etkileri, tane dolum orani
ve/veya siiresi ile ilgili siiregler tuz toleransi bakimindan tane verimi ile ilgili
oldugunda daha etkili olabilir. Bu durum biiyliimenin iireme sathasinin vegetatif
sathadan bagimsiz olarak tuza toleransli olmasina izin verebilir. “Inia-66 ¢esidi bu

duruma bir O0rnek olarak gosterilebilir. Bu daha uygun kuru agirlik boliimleme

14



modeli sayesinde cesit yiiksek oranlarda tuza tolerans Ozelligi gosterir. Cesitler
arasinda yapilan ortalama karsilastirmalar1 “Roshan” ¢esidi ve bunu izleyen diger 10
cesidin yliksek tuz toleransina sahip oldugunu gdstermistir. Bu ¢esit en diisiik yaprak
Na" konsantrasyonuna, topraktan taneye iyon gecisinde en yiiksek K™ karst Na
seciciligine ve en yiiksek tane K'/Na" oranina sahiptir. “Roshan” ¢esidinin tane kuru
agirhigi tuza duyarh ve en diisiik tane kuru agirligina sahip olan “Ghods” ¢esidinden
7.5 kat fazladir. Bu sebeple onceki 11 g¢esit tamamen tuza toleransh g¢esitler olarak
diisiiniilebilir. “Kharchia” gesidinde, tuzluluk tane K'/Na" oranini ve iyon segiciligini

diisiirmemis fakat tane dolum periyodunu diigiirmiistiir.

Wojnarowiez vd. (2004) sekerler ve poliolleri, hem genel androgenesis verimi hem
de albinizm ile iligkili plastid yapisi iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in arpa
(Hordeum vulgare L.) anter kiiltiiriiniin farkli safhalarinda test etmislerdir. On islem
esnasinda, ortamdaki osmotik diizenlemenin test edilen osmolitin konsantrasyonuna
ve c¢esidine bakilmaksizin mikrospor embriyogenesisi i¢in yararli oldugu
bulunmugstur. Her maddenin etkisi c¢alisilan parametrelere bagli olarak farklilik
gostermekle birlikte mannitol (300 mOsm/kg), sorbitol (180 mOsm/kg), PEG (240
mOsm/kg) ve siikroz (180 mOsm/kg) kullanimi yesil bitki iiretimi agisindan en iyi
sonuclar1 vermistir. Benzer olarak, anter kiiltiirii sirasinda ortamda osmotik basincin
diizenlenmesininde kullanilan osmolite bagli olarak cesitli etkileri vardir. Mannitol
(364 mOsm/kg) kullanimi kiiltiire aliman 100 anterden 139.6 yesil bitki (regenere
bitki) liretimini saglayarak en iyi sonucu gostermistir. Plastidler hem 6n islem hem
de kiltir esnasinda elektron mikroskobu ile incelenmistir. Mannitol ve PEG
varliginda, plastidler islemin higbir safhasinda nisasta biriktirmemislerdir. Fakat
mikrospordan olusan embriyolarda kloroplastlara farklilagsmaya baslamislardir.
Sorbitol ve siikroz kullanildiginda, plastidlerin farklilasmas1 zayif fakat nisasta
birikimi biiylik miktarlarda olmustur. Bu da bu sekerlerin mikrospor ve mikrospor
benzeri yapilar ile metabolize edildigini diisiindiirmektedir. Bununla beraber, nigasta
birikimi albinizm olusumu ile iligkili bulunmamistir. Bu sonuglar, arpada osmotik
diizenlemenin osmolitin ¢esidine bagli olmaksizin mikrospor gelisimini gametofitik
yonden sporofitik yone dogru kaydirabilecegini gdstermektedir. Ek olarak, 6n islem

sirasinda mannitoliin embriyo gelisimi i¢in en uygun osmolit oldugu bulunmustur.
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Hassawi vd. (2005), 5 bugday c¢esidinin (“Hourani Nawawi”, “Hourani 277, “Acsad
657, “Deir Alla”, “F8”) anter Kkiiltiirii ile doubled haploid {iiretim oranlarinm
aragstirmiglardir. Her ¢esit icin her basaktan 20-25 anter steril kosullarda sivi 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
regenerasyon ortamina alinmis 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 regenerasyonu agisindan da 6nemli farkliliklar
gbzlenmistir. En yiiksek kallus miktar1 % 3.6 ile “Acsad 65 ¢esidinde, en diisiik
kallus miktar1 ise % 1.5 ile “Deir Alla” gesidinde goriilmiistiir. “Hourani Nawawi”,
“Hourani 27” ve “F8” g¢esitlerinde sirasiyla % 3.1, 2.3 ve 1.6 kallus olusumu
gbzlenmistir. Yesil bitki regenerasyon miktar1 ise “Ascad 65” cesidinde % 1.78,
“Hourani Nawawi” ¢esidinde % 1.34 ve “F8” ¢esidinde % 0.45 olarak bulunmustur.

“Hourani 27” ve “Deir Alla” ¢esitlerinde yesil bitki regenerasyonu olmamustir.

Lazaridou vd. (2005) 3 arpa (Hordeum vulgare L.) ¢esidinin (“Niki”, “Karina”,
“Thermi”), bir F1 hibrit (“Niki-Thermi”), iki F2 populasyonu (“Niki-Thermi”, “Niki-
Karina”) ve iki F3 populasyonunun (“Niki-Thermi”, “Niki-Karina”) anter kiiltiiriinde
embriyoid olusumu ve bitki regenerasyonunu 14 ve 28 giin soguk on islem
uygulamasi kullanarak iki kati kiiltiir ortaminda arastirmislardir. Kiiltiir ortamlari
(N6 ve FHQG) igerik ve karbon kaynagi (FHG’de maltoz, N6’da siikroz) bakimindan
birbirinden farkli hazirlanmistir. Embriyoid miktar1 ve yesil bitki regenerasyonunun
hem kiiltiir ortam1 kompozisyonuna hem de soguk o6n islem uygulamasina bagl
oldugu bulunmustur. FHG kiiltlir ortam1 ve 28 giin soguk 6n islem uygulamasinin
haploid embriyo olusumu ve yesil bitki iiretimi i¢in en etkili kombinasyon oldugu
belirtilmistir. Buna ek olarak yesil bitki iiretiminin genotipe bagl oldugu ve en
yuksek yesil bitki iiretiminin “Thermi” c¢esidi ve “Niki-Thermi” F1 hibritinde

meydana geldigi rapor edilmistir. Anter kiiltlirlinde yiiksek hatta orta oranda
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embriyoid olusumuyla ebeveynler, F1 hibritlerinden ya da F2 generasyonundan yesil

bitkilerin etkin Giretimine neden olabilmektedir.

Akhtar (2006) caligmasinda 4 bugday varyetesinin (“Arz”, “Pak-81”, “LU-26" ve
“Pavon”) kallogenesis ve organogenesis yeteneklerini baz alarak sodyum klorid
(NaCl) stresine toleranslar1 arasindaki farkliliklar1 belirlemeyi amaglamistir. Doku
kiiltiirii i¢in 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl eklenerek hazirlanan modifiye Murashige
ve Skoog (MS) ortami kullanilmistir. Cogu varyetede 4 haftalik inkiibasyondan sonra
saghkli kalluslar gelismistir. Inkiibasyonun uzamasi genellikle kallus olusum
etkinligini azaltmistir. Bu kallusun sertlesmesi ve bu sebeple besin alim etkinligini
azaltmas ile iligkili olabilir. Kiiltiir ortamina cesitli konsantrasyonlarda eklenen tuz
kallus olusum oranini ve regenerasyonu azaltmistir. Sonuglar tuzluluk stresi altinda
kallus olusumu ve regenerasyon olaylarinda farkli bugday varyeteleri arasinda
carpict farkliliklar oldugunu gostermistir. “LU-26" % 76 kallus olusum orani ile en
toleransh ¢esit olarak bulunmustur. Bunu “Pavon” (% 51) , “Pak-81” (% 34) ve
“Arz” (% 25) cesitleri izlemektedir.

Niazi vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada K/Na orani ve nem igeriginin NaCl stresi
altinda bugday (7riticum aestivum L. cv. “Lu-26") biiylimesine olan etkisini
arastirmiglardir. Bitkiler hidroponik (su kiiltiirii) kosullarda iki tuzluluk seviyesinde
(0 ve 50 mM NacCl) biiyiitiilmiislerdir. Kalsiyum 3 ve 6 mM CaS04.2H,0 seklinde
eklenmistir. Bitkiler 30 giin sonra toplanmistir. Uygulamalar biiylime ve iyonik
iligkiler {lizerine onemli derecede (P<0.01) etki gostermistir. Kok ve govde yas
agirhigi CaSO4 uygulamasinin tuzlu ortamda 3 mM’dan 6 mM’a ytikseltilmesi ile %
41 ve 44 oranlarinda artmistir. Tuzlu kosullardaki kok kismi su igerigi CaSO4.2H,0
uygulamasi ile tuzsuz ortamdakiler ile karsilastirildiginda azalma gostermistir.
Kok/govde orant tuzsuz ortamda CaSO4.2H,O wuygulamasinmin (3mM-6mM)
arttirllmasi ile % 29 oraninda azalmistir. Kok/govde orant 3 mM CaS04.2H,0
uygulamasinda tuzlu ortamda tuzsuz ortama gore % 29 artmistir. Bununla beraber 6
mM CaS04.2H,0O kok/gévde oranmi tuzlu ortamda tuzsuz ortama gore % 18
arttirmistir. Artan K/Na" oraninin, CaSO4.2H,0 miktarinin tuzlu ortamda 3 mM’dan
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6 mM’a ylikselmesi sonucu govde kuru agirliginin % 72 artisinda belirgin bir etkisi

vardir.

Kondic- Sipka vd. (2007) rastgele secilen 14 bugday (Triticum aestivum L.) F1
hibritinin androgenik ve regenerasyon yeteneklerini analiz etmislerdir. Donor bitkiler
tarla kosullarinda yetistirilmis ve bagsaklar mikrosporlar orta tek ¢ekirdekli sathada
iken alinmistir. Anterler modifiye Potato-2 indiiksiyon ortaminda in vitro kiiltiire
alimmuglardir. NS111-95/Ana hibridi androgenik kapasite (% 33) ve kallus tiretimi (%
119) i¢in en yiiksek ortalama degere sahipken, NS92-250/Tiha bu 6zellikler i¢in (% 9
ve 21) en diisiik degere sahip hibrit olarak bulunmustur. Olusan embriyogenik
kalluslarda bitki regenerasyonu i¢in modifiye 190-2 ortami kullanilmistir. En yiiksek
yesil bitki olusumu % 21.3 ile NSI111-95/Sremica’da goriilmiistir. Bu hibrit
izolasyon i¢in kullanilan basak basina 12.8 doubled haploid (DH) hat iiretimistir.
Diger genotiplerde basak basina DH hat {iretim sayis1 1 (30-Sc.Smoc.88-89/Hays-2)-
11.2 (NS111-95/Ana) arasinda degisim gdstermistir. Rastgele segilen genotiplerin
yarist kadar1 yiliksek yesil bitki regenerasyon yetenegi ve basak basina yiiksek bir DH
hat tiretimi gOstermistir. Arastirmacilar, in vitro anter kiiltiirii homozigot bugday
hatlarinin hizli {iretimi i¢in 1slah programlarinda basariyla kullanilabilir sonucuna

varilabilecegini belirtmiglerdir.

Ahmad vd. (2007) 2 Hindistan piring genotipinin (‘“Basmati-370” ve “Basmati-
Kashmir”) bir aylik olgun kalluslarmi 50 ve 100 mol m™ NaCl ya da % 10 ve 18
PEG-8000 soliisyonu ile hazirlanan iki izo-osmotik konsantrasyona (-0.57 MPa ve -
0.74 MPa) tabi tutmuslardir. Her iki genotip te sadece diisliik seviyedeki strese
toleranshidir ve -0.74 MPa’da biiyiime siddetli bir bigimde durmustur. Her iki
genotipin stres toleranst derecesi PEG’in yaratmis oldugu streste NaCl’nin yaratmis
oldugu stresten daha fazla olmustur. Kallusun kismi biiylime orani her iki stres
altinda da diislis gostermistir. Bununla beraber, kallus kuru agirligi i¢in bunun tersi
durum s6z konusudur. Kallus dokusunun sodyum (Na') igerigi sadece NaCl stresi
altinda artmustir. Tuz kaynakli stres K~ ve Ca™ icerigini diisiirmiis fakat PEG
kaynakli stres bu iyonlarin miktarin arttirir.  Yiiksek seviyelerdeki PEG stresi prolin
icerigini NaCl stresine nazaran oldukg¢a fazla miktarda arttirmistir. Her iki abiyotik

streste de kallus dokusunun su ve osmotik potansiyeli diismiis fakat turgor
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potansiyeli artmistir. “Basmati-370” her iki stres durumunda da ‘“Basmati-
Kashmir”den daha toleransh olarak diisiiniilmiistiir. Ciinkii biliylimesinde ve kuru
agirh@ginda daha az diisiis meydana gelmistir. Ustelik “Basmati-370” “Basmati-
Kashmir” ile karsilastirildiginda daha fazla miktarda katyon, serbest prolin
biriktirmis ve maksimum turgor siirekliligi gostermistir. Sonucta hiicresel diizeyde
NaCl’nin yarattifi osmotik stres tolerans mekanizmasinin inorganik ¢oziinenlerin
daha fazla iyonik birikimi ile baglantili oldugu bulunmustur. PEG kaynakli osmotik
stres toleranst serbest prolin birikimi ile saglanmaktadir. Prolin sitozolde bulunan

Onemli bir osmolit olarak nitelendirilir.

Lardet vd. (2007) Hevea brasiliensis’in friable (siingerimsi) embriyogenik kallus
hatlarma bir dondurma teknigi uygulamiglardir. Kriyopreservasyon (dondurma)
islemi Engelmann ve arkadaglarinin rapor ettigi sekilde uygulanmistir. Bu islem 2
temel adimdan olusmaktadir. Birincisi donmadan koruyucu uygulama, digeri ise
dondurma adimidir. Bu ¢alisma da dondurma isleminden dnce On-kiiltiirdeki CaCl,
konsantrasyonu 9 mM’dan 1 mM’a diistiriildiiglinde kallus biiyiimesinin arttig1
goriilmiistiir. Embriyo regenerasyonu i¢in 1 mM CaCl, konsantrasyonun optimum
deger oldugu bulunmustur. Dondurma yoOnteminin etkisi 39 bagimsiz hatta
degerlendirilmis ve hatlarin ¢ogunlugunda embriyogenesis ve regenerasyona etki
etmedigi goriilmiistiir. On-kiiltiir ortaminda CaCl, konsantrasyonunun azalmasi
kallus kalsiyum igeriginde ani bir diisiise sebep olmustur. Bu da on-kiiltiir
ortamindaki kalsiyum konsantrasyonu ile kallusun igsel kalsiyum igerigi arasinda
dogrudan bir baglanti oldugunu gostermektedir. Bu ayrica soguga toleransta doku

kalsiyum igeriginin bir rolii oldugunu da gostermektedir.

Broughton (2008) yaptig1 ¢alismada ovaryum ko-kiltlir kullanarak Avustralya yazlik
bugday cesitleri (“Tammarin Rock™ ve “Westonia”) i¢in bir anter kiiltiirii yontemi
gelistirmistir.  Dondr  bitkiler 18/13°C’de  (giindliz/gece) 12 saat giindiiz
fotoperiyodunda kontrollii kosullarda yetistirilmistir. Ovaryumlarin baslangi¢ olusum
ortamina eklenmesi ile embriyo-benzeri yapilarin (ELS) ve yesil ve albino bitkilerin
tiretimi 6nemli derecede artmistir. Baglangi¢ ortamina 5 ovaryum eklendiginde, ELS

basak basina ortalama miktar1 7.6’dan 50.1’¢ ve yesil bitkiler 0.6’dan 8.9’a
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ylkselmistir. Bununla beraber 10 ovaryum eklendiginde ne ELS ne de yesil bitki
iretiminde artis gorilmemistir. Kinetin ve 2,4-D biiylime diizenleyicilerinin
kombinasyonu IAA ve BA ile karsilastirlmistir. ELS veya yesil bitki sayisinda
onemli bir farklilik bulunmamistir. Fakat IAA ve BA ile 6nemli miktarda az albino
bitki tiretilmistir. 8 ek g¢esit (“Calingiri”, “Camm”, “Carnamah”, “Datatine”, “EGA
2248, “EGA Bonnie Rock”, “Stylet” ve “Wyalkatchem”) baglangi¢c ortamina 5 ya
da 10 tane ovaryum eklenmesi suretiyle test edilmistir. Dokuz varyeteden elde edilen
yesil bitki siklig1 bagak basma 0.3’ten 33.0’e yiikselmistir. Bu deneyde yesil bitkiler
topraga ekilmis ve kromozom katlanma oranini belirleyebilmek i¢in olgunlagincaya
kadar biiyiitiilmtslerdir. Ploidi gbzle goriiliir bir bicimde belirlenmis ve tohum veren

bitkiler doubled haploid (69), steril bitkiler haploid (39) olarak siiflandirilmistir.

Asakaviciute (2008) Litvanya arpasi ve patates kiiltiirlerinde doubled haploid elde
etmek i¢in anter kiiltlir yontemi kullanmistir. Bu Kkiiltiirler embriyo benzeri
yapilardan dogrudan iiretilmistir. Yeni olusan bitkiciklere ve diger morfogenetik
faktorlere bakilarak erkek gametten bitki olusum potansiyelleri belirlenmeye
calisilmigtir. Yesil DH bitkicikleri ¢alisilan 10 kiiltiirden 3 litvanya arpa kiiltiirlerinde
(“Aidas”, “Alsa” ve “Auksiniai”’) goézlenmistir. En yiiksek embriyo benzeri olusum
100 pozitif anterde 580.0 embriyo benzeri yap1 “Auksiniai 3 de ortaya ¢ikmuistr.
Patates kiiltiirlerinden “Nida” pozitif sonug¢ agisindan en yiiksek orana sahiptir (%
17.4). En yiiksek embriyo olusumu patates kiiltiirlerinden “Aista” da gdézlenmistir
(100 pozitif anterde 222.5 embriyo benzeri yapi). Anter Kkiiltiiriinde dogrudan
mikrospor embiryogenezi ile Litvanya patateslerinin yeniden olusumu bu ¢alismada
incelenmistir. Fidecikler c¢alisilan 5 farkli kiiltiirin yalniz {igiinden elde edilmistir
(“Goda”, “Nida” ve “Aista”). “Aista” kiiltiirli embiryodan gelistirilen pozitif 100
anterde 74.5 bitki geligmistir.

Rahman vd. (2008) tuzlulugun bugdayda (7riticum aestivum) 4 ¢esidin (“Zarghoon”,
“Zarlasht”, “Zardana”, “Raskoh”) ¢imlenme ve erken fide biiylimesi {izerine etkisini
arastirmiglardir. Tuzluluk uygulamalar1 dlgtimleri yr 0.00, -2.457, -4.914, -9.828 ve -
14.742 bar deiyonize suya NaCl ilave edilerek meydana getirilmistir. Biitiin

cesitlerde su alimi ve ¢imlenmede diisiisler meydana gelmistir. -9.828 ve -14.742
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gibi yiiksek osmotik potansiyellerde su alimi kontrol gurubuna gore azalmistir. Su
alimindaki azalma kontrol gurubu ile karsilastirildiginda “Raskoh”, “Zardana”,
“Zarghoon” ve “Zarlasht” c¢esitlerinde sirasiyla % 51.09, 36.55, 42.82, 35.35
oranlarinda meydana gelmistir. Su alimindaki diisiis en az “Zarlasht” ve en fazla
“Raskoh”ta olmustur. NaCl konsantrasyonundaki artig biitiin bugday c¢esitlerinde kok
ve gdvde uzunlugunu ve biyomasi azaltmistir. Govde biiylimesindeki azalma kok
biliylimesinde ki azalmadan daha fazla olmustur. Kok ve govde uzunlugunda ki
maksimum azalma -14.742 bar osmotik potansiyelinde “Zardana” ¢esidinde % 80 ve
81 oranlarinda meydana gelmistir. Tuz konsantrasyonunun artmasi erken fide
bliylimesini de etkiler. Arastirilan ¢esitler icinde “Zarlasht” ¢esidinin ¢imlenme
sathasinda daha duyarli oldugu gdzlenmistir. Bununla beraber, fide sathasinda

oldukea iyi bir performans gostermistir.

Redha ve Talaat (2008) 3 heksaploid bugday (7riticum aestivum L.) genotipi anter
kiiltiirlinde DH ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek oranda albino regenerantlar
iiretmislerdir. Inokiilasyondan nce yesil bitki regenerasyonunu arttirmak amaciyla
fikol, kolsisin ve maltoz ayr1 ayri, ikili ya da kombine sekilde kiiltiir ortamina
eklenmistir. Biitiin genotiplerde maltoz uygulamasi ile siikroza nazaran daha fazla
yesil bitki liretimi goriilmiistiir. Anter kiiltiir ortaminda kombine edilen ii¢ kimyasal
yesil bitki regenerasyon miktarin1 azaltmis ya da maltoz uygulamast ile
karsilagtirildiginda yesil bitki regenerasyon miktarinda 6nemli bir farklilik meydana
getirmemistir. DH’lerde kolsisin igeren biitiin ortamlarda kiiltiir edilen 100 anter
basina daha az embriyo-benzeri yap1 elde edilirken 100 embriyo-benzeri yap1 basina
daha fazla siklikta yesil bitki elde edilmistir. Yesil bitki regenerasyonundaki artig
daha kaliteli embriyo olusumundan kaynaklanir. Embriyo-benzeri (100) yap1 basina
yesil bitki sayisindaki kiiclik artiglar “ICR 4” ve “V-15” te kolsisin igeren ortamda
meydana gelmistir. Anter kiiltiir cevabindaki genotipik farkliliklar kiiltiire alinan 100
anterden elde edilen embriyo-benzeri yapilar baz alinarak gézlenmistir (“V-37" de
atmig, “DH” de azalmis ve “ICR 4” ve “V-15" te siikrozlu kontrol gurubu ile

karsilastirilan her {i¢ kimyasali igeren ortamda nerdeyse ayni kalmaistir).

21



Soriano vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada bugday anter kiiltliriinde embriyo {iretimini
gelistirmeyi amaclamslardir. Ug¢ butanol alkol, n-butanol, sec-butanol ve tert-
butanolun mikrospor embriyogenesisi lizerindeki etkisi 2 yazlik bugday cesidi
(“Pavon” ve “Caramba”) kullanilarak degerlendirilmistir. Mikrospor gelisim safhasi
DAPI (40,60-diamidino-2-phenylindole) boyasi ile belirlenmistir. Orta-son tek
cekirdekli safthada bulunan mikrosporlar1 igeren anterler 5 giin 127.5 g/l mannitol,
5.9 g/l CaCl,.2H,0 ve FHG ortaminin makrotuzlar (8 g/l agaroz ile katilastirilmis)
icerisinde bekletilmistir. Embriyolar 28 giin sonra J25-8 ortamina regenerasyon i¢in
transfer edilmistir. Embriyolar karanlikta 25°C de 2 giin tutulmus ve daha sonra 1s1kl1
ortama alinmistir. N-butanol’un baslangi¢ ortamina % 0.1 ve 0.2’lik 5 saatlik
uygulamalari, embriyo liretimini her iki ¢esitte de dnemli derecede arttirmistir. Sec-
ve tert-butanol uygulamalari kontrol bitkileri ile aym1 performansi gdstermistir.
Regenerasyon yetenegi herhangi bir butil-alkol uygulamasinda degisiklik
gostermemistir. Ploidi seviyesi, bitkiler topraga transfer edildikten sonra flow
sitometri yontemi ile belirlenmistir. N-butanol uygulamasindan sonra yiiksek
embriyo tretimi oldugu gibi, yesil regenere bitki sayis1 “Pavon” ¢esidinde 5 ve
“Caramba” g¢esidinde 3 kat artmustir. Yesil bitki orant uygulamayla gelismis ya da
etkilenmemistir. DH bitki iiretimi n-butanol uygulamasindan sonra kontrol bitkilerine
gbre 2-4 kat artmistir. Bu yiizden, n-butanol bugday DH lerin iiretiminde basarili
bicimde uygulanmistir. Bu alkoliin fosfolipaz D’nin aktivatorii oldugu bilinmektedir
ve ilk olarak korteks mikrotubullerini pargaladigi ve onlar1 bitkilerdeki plazma
membranindan ayirdigi belirtilmistir. Androgenik olusuma etkileri ise, bitki
hiicresindeki mikrotubullerin diizenlenmesinin Onemini desteklemesi, oOzellikle

mikrospor gelisimindeki fosfolipaz D’nin muhtemel katilimi tartigilmastir.

Chauhan ve Khurana (2010) ekmeklik bugdayda Agrobacterium araciligi ile genetik
transformasyon icin anter kiiltiirii ile elde edilen embriyolar1 eksplant olarak
kullanmiglardir. Kuraklik toleransi i¢in arpa HVAI geni kullanilmistir. Regenere
bitkilerin T(0) generasyonunda transgen integrasyonu kontrol edilmis ve pozitif
transgenik haploid bitkiler kolsisin uygulamasi ile doubled haploidlere
doniistiiriilmiistiir. Stabil transgenik doubled haploid bitkiler elde edilmis ve transgen

ekspresyonu (ifadesi) T(4) generasyonuna kadar gézlenmistir ve generasyon boyunca
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transgen susturmasi gézlenmemistir. Doubled haploid transgenik bitkiler transgenik
olmayan doubled haploidlerle karsilastirildiginda daha hizli tohum ¢imlenmesi ve
fide olusumu ayrica daha iyi kuraklik tolerans1 gostermistir. Cimlenme ytiizdesi, fide
biiylimesi ve biomas birikimi dl¢limleri yapilmigtir. Abiyotik stres i¢in fizyolojik
degerlendirme nitrat rediiktaz enzim aktivitesi ve bitki verimi ile belirlenmistir.
Ciceklenme sonrasi su kisitlanmasi transgenik bitkilerde yabani tiplere gore daha iyi
tolerans gostermistir. Bu ¢aligma anter kiiltiir teknigi ile doubled haploid transgenik
bugday tretiminin yapildig ilk c¢alismadir. Bu metot ayrica bugdayin ve tarimsal

onemi olan diger allopoliploidlerin islevsel genomiginde yararl olabilir.

Redha ve Suleman (2010) bugday genotiplerinin androgenesis yetenegini anter ve
embriyo benzeri yapilart poliaminler ile 6n isleme alarak degerlendirmislerdir.
Doubled haploid genotip anterlerine ¢esitli konsantrasyonlardaki putresin, spermidin
ve spermin ile 1, 3 ve 6 saat siire ile 6n islem yapilmistir ve kurakliga toleransh
ICARDA (Uluslararast Kurak Alanlar Tarimsal Arastirma Merkezi) bugday hatlari
bunlarla 1 ve 3 saat muamele edilmistir. Ayrica iki genotipin embriyo-benzeri
yapilar1 aynm1 poliaminlere 30 ve 60 dakika siire ile maruz birakilmis ve yesil bitki
regenerasyonlart degerlendirilmistir. Anterlerin poliaminlerle 6n islemi biitiin
genotiplerde embriyo-benzeri yapi gelisimini arttirmigtir. Embriyo-benzeri yapi
olusumu genotiplerde 6nemli derecede farklilik gdstermistir. On islem yapilan
anterler, 4 uygulamanin da “ICR 17” ¢esidinde yesil bitki regenerasyonunu énemli
derecede iyilestirdigini gostermistir. Bununla beraber iki uygulama (1 mM putressin
ve spermin, 1 saat) sadece 2 ICARDA cesidinde 100 embriyo-benzeri yap1 basina
yesil bitki regenerasyonunu onemli Slgiide iyilestirmigtir. Poliaminlere 30 dakika
boyunca maruz birakilan embriyo benzeri yapilar yesillenmis ve ¢ok sayida ek kok
olusturmustur. Bu yesillenmis embriyo benzeri yapilarin kloroplastlar1  bir
transmisyon elektron mikroskobu ile incelenmis ve agranal ve granal tilakoidlere
sahip oldugu bulunmustur. Kontrol grubunda ise plastidlerin ¢ogunlukla nisasta
globiillerine sahip oldugu bulunmustur. Anterlerin poliaminlere maruz birakilmasi ile
embriyo-benzeri yapilar ve yesil bitki tiretimi iyilestirilmis; putressin, spermidin ve
spermin etkilerinin genotiplere ve anterlere uygulanan 6n islem siiresine bagl oldugu

bulunmustur.
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Islam (2010), kolsisinin bir alkoloid ve mikrotubul depolimerizasyon ajani oldugunu,
metafaz sathasinda hiicre boliinmesi esnasinda mikrotubul olusumunu inhibe ettigini
ve anafazi engelledigini bdylece hiicre boliinmesinden oOnce azalmamis bir
kromozom sayisina sebep oldugunu belirtmislerdir. Genetik ¢aligmalar ve bitki 1slah
programlarinda kolsisin kullanimimin temel avantajinin fertil bitkilerin anter ve
mikrospor kiiltiirlinde hizli {iretimi oldugunu rapor etmislerdir. Bu ylizden,
calismalarinda bugday izole mikrospor kiiltiirtinde kolsisinin fertil bitkilerin cevabi
lizerine olan etkisini arastirmiglardir. Bu durumda kolsisin anterlere ve ayni zamanda
izole mikrosporlara dogrudan maruz birakilmis ve birbirleriyle karsilastirilmistir. Tk
deneyde 100 mg/1 kolsisin 3 farkli temel ortama eklenmis ve tiim olgularda kontrolle
karsilastirildiginda (kolsisinsiz) daha ¢ok ya da daha az fertil bitki {iretimi meydana
geldigi bulunmustur. Anter kiiltiir ortamina kolsisin uygulanmasi ile embriyo
olusumu ve yesil bitki regenerasyonu 6nemli derecede artis gostermistir. Kolsisinin
izole mikrospor kiiltiiriinde dogrudan uygulanmasi embriyoid olusumunu 3-4 kat
azaltmistir fakat fertil bitki regenerasyonunu iyilestirmistir. Kolsisinin anter ve
mikrospor kiiltiiriinde kullanim1 kontrol (kolsisin eklenmemis) (% 55.26) ile
karsilagtirildiginda ortalama kromozom katlanma sikligin1 (% 84.94) arttirmustir.
Ikinci deneyde, farkli konsantrasyonlardaki kolsisin (50, 100, 150 mg/l, 3 giin
boyunca) AMC ortamima eklenmis ve bu durum embriyo ve regenere yesil bitki
sayisint azaltirken albino bitki regenerasyonunu arttirmistir. Kolsisin konsantrasyonu
arttikca embriyo sayist onemli derecede azalmigtir fakat bu c¢aligmanin ana amaci
olan katlanma indeksi artmistir. Bu durumda diploid bitkilerin ortalama siklig1 (%
81.73) li¢ uygulamada da kontrol ile karsilastirildiginda (% 72.40) artis gostermistir.
Bu bulgular kolsisin uygulamasinin yararlar1 hakkindaki bilgileri arttirmis ve bugday
mikrospor kiiltiiriinde doubled haploid iiretiminin arttirilmasinda izole mikrospor

kiiltiirii icin en uygun kolsisin konsantrasyonunu ortaya ¢ikarmistir.

Htwe vd. (2011) doku Kkiiltiir tekniginin in vitro kiltiir siirecinde genetik
modifikasyon yoluyla genetik degisiklik i¢in bir kaynak olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Bu teknik genel olarak 1slah amagli, 6zellikle piring liretimini 6nemli
derecede sinirlayan stres toleransi se¢iminde kullanilmaktadir. Ayrica elverisli bir
bitki regenerasyon sisteminin kurulmasi basarili genetik transformasyon i¢in bir 6n

kosuldur. Arastirmacilar bu calismalarinda bazi Malezya piring genotiplerinin in
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vitro tuz stresine cevabini degerlendirmeyi ve en uygun ortami belirlemeyi
amaclamislardir. Kiiltiir kosullarindaki farkliliklar olarak biiylime orani, bitki
hormon cevab1 ve prolin birikimi gozlenmistir. Biitiin genotiplerin kallus biiyiime
kapasiteleri genotipler ve kiiltiir ortami tarafindan 6nemli derecede etkilenmistir.
Kallus 10 uM 2,4-D ve 0.4 g/ml kazein hidrolizat eklenmis MS ortaminda en iyi
gelisimi gostermistir. Ek olarak, kallustan gévde regenerasyon kapasitesi 10uM BAP
eklenmis /2 MS ortaminda en etkili durumda olmustur. MR219 (hat 4) ve MR219
(hat 9) siirekli olarak hem kallus kiiltiiriinde (% 93.51 ve 92.22) hem de bitki
regenerasyon kapasitesi (% 27.03 ve 26.34) bakimindan en iyi sonuglar1 vermistir.
Kalluslar tuzluluga cevaplarin1 incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda NaCl (
0 ve 250 mM) ortamlarina aktarilmistir. “MR219” (hat 4) ve “MR219” (hat 9)
cesitlerinde kallus biiyiimesinde (% 18.83 ve 23.5) ve regenerasyon kapasitesinde (%
7.33 ve 7.68) onemli derecede diislis goriilmiistiir. Benzer sonuglar prolin igeriginde
de gozlenmistir. Biitlin genotiplerde anlamli bir prolin birikimi goriilmiistiir.
“MR211” en yliksek birikimi gosterirken “MR219” (hat 4) genotipinde bu oran en
duiisiik miktardadir.

2.2. Prolin ve Kalsiyum ile Tlgili Yapilan Calismalar

Santos vd. (1996) yaptiklar1 ¢aligmada digsaridan uygulanan prolin (6 mM) ve artan
NaCl dozlarinin (0.4 -1.2 % w/v) tuza duyarli dogal misir “W64A02” den elde
edilen organogenik ve embriyogenik kallus hatlarinin korunmasi iizerine etkisini
arastirmislardir. Bu amagla, toplam protein, serbest amino asit ve poliamin igerigi
analiz edilmistir. Disaridan verilen azot ve prolin, tuz varliginda bile, iki tip
morfogenik kallus olusmasina sebep olmuslardir. Calisilan biitiin uygulamalarda
embriyogenik kalluslarin toplam protein igerigi prolin varliginda daha yiiksek
olmustur. Organogenik kalluslarda prolinin olumsuz bir etkisi gézlenmistir: Prolin ve
tuz varligr protein igerigini 6nemli Ol¢lide diislirmiigtiir. Amino asit ve poliamin
icerigi ile ilgili olarak, organogenik kalluslar tuza adaptasyonda fizyolojik 6zellikler
gelistirirken embriyogenik kalluslarin NaCl’ye daha duyarli olduklar1 goriilmiistiir.
Tuz varhiginda igsel prolin kiiltiire alinan organogenik kalluslarda artsa da,

embriyogenik kalluslarda sadece diisiikk tuz konsantrasyonlarinda artis meydana
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gelmistir. Bununla beraber, tuz kosullar1 altinda igsel arginin igerigi organogenik
kalluslarda daha yiiksektir. Prolin ve poliamin metabolizmalar1 arasindaki
dengeleyici bir etkinin tuz stresine cevapta igsel arjinin icerigi ile ilgili oldugu ayrica

gbzlenmistir. Bu etki iki tip kallus olusmasina sebep olmustur.

Tantau vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada iki sirali kislik arpa cesidi “Igri” anter
kiiltiirlinden elde ettikleri embriyogenik kalluslari, prolin analogu hidroksiprolin
(Hyp) (10-20 mmol I'") igeren L3 ortamunda kiiltiire almislardir. Hyp’ye maruz
birakilan kalluslarin ¢ogunlugunda siddetli dl¢lide dejenerasyon meydana gelmistir.
Hyp’ye direncli kalluslar, agik renkleri, yliksek biiyliime oranlari ve Hyp’ye maruz
birakilmayan sadece L3 regenerasyon ortamina alinan kontrol kalluslar g6z Oniine
alinarak ayirt edilmislerdir. Hyp 46’ya maruz birakilan 22.500 anterden Hyp’ye
direncli regenerantlar elde edilmis ve topraga aktarilmigtir. Normal biiyiime
kosullarinda 5-10 haftalik bir yetistirme periyodu sonrasinda, kontrol regenerantlar
ile birlikte 2°C kisa gilin kosullar1 altinda sertlestirilmis soguga maruz
birakilmiglardir. Soguga tolerans soguga maruz birakilan ve birakilmayan tamamen
bliyliyen  yapraklarin  segmentlerinin  elektriksel  iletkenligi  dlgiilerek
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda Hyp’ye direngli regenerantlarin kontrol
regenerantlardan soguga dnemli derecede fazla toleransh oldugu ortaya konmustur.
Tyilestirilmis soguk toleransi ayrica R1 ve R9’da bulunmustur ve R1 generasyonunun
genotipik dagilimimin 1:2:1 oraninda oldugu gosterilmistir. R2 generasyonunda ve
sonraki generasyonlarda prolin igeriginin arttigi goézlenmistir. Bu artis, Hyp
hatlarinda artan soguk toleransi ile Onemli derecede (P<0.001) korelasyon
gostermistir. Karsilagtirmali ¢aligmalar, Hyp hatlarinda, c¢aprazlama deneylerinin
soguga toleranst kalitsal olarak iyilestirdigini dogrulamistir. Sonuglar sogukta
yetistirilen kiglik arpa bitkilerinde prolin birikimi hipotezini desteklemektedir. Bunun
yaninda tarif edilen biyoteknolojik prosediiriin, kisa dayanikliligin ve diger stres
toleranslarinin iyilestirilmesi i¢in 1slah programlarinda uygulanabilir oldugunu da

belirtmisglerdir.

Jaleel vd. (2008), yaptiklar1 ¢aligmada NaCl faktorii lizerine CaCly’nin iyilestirici

etkisini Phyllanthus amarus bitkisinin tohumlarin1 kullanarak arastirmislardir.
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Tohumlar % 0.2°lik (w/w) HgCl, soliisyonunda 5 dakika boyunca calkalanarak steril
edilmis ve daha sonra deiyonize su ile yikanmistir. Tohumlar plastik saksilara (300
mm) ekilmistir. Her saksiya 10 tane tohum ekilmistir. Ekimden sonraki 20 giin
saksilar yer alt1 suyu ile (kontrol), 80 mM NaCl, 80 mM NaCl + 5 mM CaCl, ve 5
mM CaCl, soliisyonu ile sulanmistir. Bitkiler ekimden 30, 40 ve 50 giin sonra
rastgele toplanmis ve biyokimyasal belirtegleri ve antioksidant enzim aktivitesini
6lgmek i¢in kullanilmistir. NaCl P. amarus bitkilerinin kok, yaprak ve govdelerinde
protein igerigini azaltmigtir. NaCl uygulamasina CaCl, eklenmesi ile protein igerigi
NaCl stresinde olan bitkilerle karsilastirildiginda artis gostermistir. NaCl ve CaCl,
uygulamalar1 kontrolle karsilastirildiginda bitkilerin tiim pargalarindaki serbest
amino asit ve protein icerigini arttirdigi goriilmiistiir. NaCl stresindeki bitkilerde
CaCl, uygulamasi ile serbest amino asit ve protein icerigi azalmigtir. CaCl, + NaCl
uygulamasinda bitkilerde toplam seker icerigi NaCl stresinde olan bitkilere gore daha
yuksek olmustur. NaCl uygulamasi protein ve seker icerigini diisiirmiis, serbest
amino asit ve prolin igerigini arttirmigtir. CaCl, uygulamasi serbest amino asit
disinda incelenen tiim maddeleri iyilestirmistir. NaCl ve CaCl, uygulanan bitkilerde
kontrolle karsilastirildiginda peroksidaz aktivitesinin arttigr goriilmiistir. CaCl, +

NaCl uygulamasi stres altindaki bitkilerde preoksidaz aktivitesini diisiirmiistiir.

Jafari vd. (2009) tuzluluk, kalsiyum ve potasyumun sera kosullarinda bulunan dar1
(Sorghum bicolor L.) bitkilerinin fizyomorfolojik &zellikleri iizerine karsilikli
etkilerini aragtirmiglardir. Her kutuya altmis tohum konmus ve fideler esit mesafede
tutulmustur. Denemeler 4 NaCl konsantrasyonu (0, 80, 160 ve 240 mM NaCl), 2
CaCl, konsantrasyonu (0 ve 20 mM) ve 2 KCI konsantrasyonu (0 ve 20 mM)
kullanilarak yapilmistir. Tuzluluk bitki biiyiimesini biiyiik olglide azaltmistir. Bu
bitki boyu, gévde ve kok agirliginda azalmalar ile 6liim orani ve {ireme asamasinda
gecikmeler seklinde yansimaktadir. Fakat kismi su igerigi, CO, asimilasyon orani ve
terleme oran1 sadece siddetli tuzlulukta olumsuz etkilenmistir. Kok/gévde agirligt ve
yaprak/toplam bitki agirlig1 oranlar tuzluluk kosullarinda artmistir, bunlar tuzluluk
varhiginda dar1 bitkilerinin toleransini arttirmistir. Ek kalsiyum uygulamasi bitki
biiylimesi iizerine yiiksek tuzlulugun olumsuz etkilerini kismen azaltmistir. Aksine

ek potasyum uygulamas: ile bitki biiyiime karakteristikleri arasinda olumsuz bir
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etkilesimin oldugu goriilmiistiir. Ca™ ve K™ nim birlikte uygulanmasmim tuzluluk
stresi altinda dar1 bitkilerinin biliyiime ve morfolojik 6zellikleri iizerine iyilestirici bir

etkisi oldugu goriilmiistiir.

Redha ve Islam (2009) tek basina veya kolsisin ya da prolin ile dehidrasyonun yazlik
bugday cesidi “DH83Z118.32” anter ve izole mikrospor kiiltiirii {izerindeki etkisini
arastirmiglardir. Dehidrasyon anter ve izole mikrospor kiiltiirlerinde embriyogenesis
ve bitki regenerasyonunu iyilestirmistir. Anter kiiltiirlinde tek basma kolsisin
uygulamasi embriyogenesisi azaltmis ve bitki regenerasyonunu arttirmistir.
Dehidrasyon-kolsisin kombinasyonu, anter Kkiiltiirinde embriyogenesis ve bitki
regenerasyonunu Onemli derecede inhibe etmistir. L-Prolin uygulamasi bitki
regenerasyonunu % 7.5 oraninda arttirmis; bununla beraber dehidrasyonla
kombinasyonu durumunda hem embriyogenesisi hem de bitki regenerasyonunu
onemli derecede iyilestirmistir. Bir saat dehidrasyon ve 100 mg I prolin
kombinasyonunda embriyo ve bitki tiretimi % 83.1 ve % 16.5 oranlarinda 6nemli
Ol¢iide iyilesmistir. Prolin-dehidrasyon uygulamasi embriyogenesis ve bitki
regenerasyonunu, fizyolojik hiicre turgoru ve/veya kiiltiirii yapilan gametofitik

hiicrelerin membran biitlinliiglinii koruyarak arttirabildigi sonucuna varilmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nde bulunan “Bitki Doku Kiiltiirii ve Biyodozimetri Laboratuvari’nda 2009-
2011 yillart arasinda yiiriitiilmiistiir. Denemelerde materyal olarak Triticum durum
Desf. cvs. “Kunduru 11497, “Kiziltan 917, “Mirzabey 2000” ve “C-12527
makarnalik bugday cesitleri (2n=4x=28, AABB) kullanilmigtir. Cesit tohumlari,
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Ensti"tiisiinden temin edilmistir (Sekil 3.1.).
“Kunduru 1149”, 1967°de Eskisehir Tohum Islah Istasyonu’nca tescil ettirilmistir.
Kisa ve kuraga dayaniklilig1 iyi, yatmaya dayanmiklilig1 orta, orta erkenci, alternatif
bir ¢esittir. Tanesi ¢ok sert ve beyazdir. Orta Anadolu ve Gegit Bolgelerinin
sulanmayan alanlarina onerilmektedir. Ortalama verim 300 kg/da’dir. “Kiziltan 917,
1987°de Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan tescil ettirilmis,
kilgikli ve kahverengi kavuzlu, orta boylu ve saglam sapli bir ¢esittir. Ayrica kuraga
dayaniklilig1 en iyi, kisa ve soguga dayaniklilig1 iyidir. Tiirkiye makarnalik bugday
ekim alanlarinin % 26’smm kaplamaktadir. ¢ Anadolu ve Gegit Bolgelerinin taban-
yar1 taban alanlarinda Onerilmektedir. Ortalama verim 300 kg/da’dir. “Mirzabey
20007, kahverengi kavuzlu ve beyaz kilgikli, orta boylu, saglam sapl bir gesittir ve
soguga, kisa ve kuraga dayamklilig1 iyidir. Verim potansiyeli 210-350 kg/da’dir. I¢
Anadolu ve Gegit bolgeleri ile Bati gecitte Afyon, Usak, Kiitahya yorelerinde
kuragin, sogugun kisitlayic1 faktér oldugu yerlerin yari taban ve taban alanlarina
onerilmektedir. “C-1252” ise kil¢ikli ve kahverengi kavuzlu, soguga ve kisa
dayaniklilig1 iyi bir ¢esittir. Tiirkiye makarnalik bugday ekim alanlarinin % 24’{ini
olusturmaktadir ve ortalama verim 400 kg/da’dir. Ege ve Akdeniz ge¢it bolgelerinde
ve Glineydogu Anadolu Bolgesinde de yetistirilmektedir (TAGEM, 2008).

Sekil 3.1. Makarnalik bugday cesitlerine ait tohumlar
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3.2. Yontem

3.2.1. Donor (verici) bitkilerin yetistirilmesi ve basaklarin toplanmasi

Bir kissm kum ve 3 kisim turba toprak karisimi saksilara konularak ylizey
diizlestirildi. “Kunduru 11497, “Kiziltan 917, “Mirzabey 2000” ve “C-1252”
cesitlerine ait tohumlar her saksiya 3 adet olacak sekilde ekildi. Caligmada ortalama
70 adet saks1 kullanildi. Tohumlarin ekiminden itibaren bitkiler, 16 saat/glindiiz 8
saat/gece fotoperiyodu diizeninde, 12 kiloliiks 151k yogunlugu, 18-20 C° sicaklik ve
% 51-54 nem orani (PeakTech 3695 ile dlgiildii) kosullar1 altinda ortalama 3-4 ay
boyunca bitki biiylime kabininde yetistirildi (Sekil 3.2. a-b). Giigsiiz olan bitkiler
saksilardan alindi. Denemede yetistirilen donor bitkilere gerekli durumlarda ortalama
30 giinde bir suni giibre (N : P : K) verildi ve ayrica hastaliklara kars1 ilaglama
yapildi. Heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen mitozu agamasina gelmis
tek ¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran anterler, anter kiiltiirii i¢in uygun baslangi¢

materyali oldugundan basaklar, bu durum esas alinarak toplandi (Sekil 3.2. c).

(@ (b)
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(©)

Sekil 3.2. Dondr bitkilerin yetistirilmesi ve toplanmasi,
(a-b) Donor makarnalik bugday bitkileri, (¢) Yaprak kinindan heniiz ¢ikmamus,
bayrak yapragi goriinme sathasinda olan anter kiiltiirii i¢in uygun bagak

3.2.2. Soguk on islem

Triticum durum Desf. cvs. “Kunduru 11497, “Kiziltan 917, “Mirzabey 2000 ve “

1252 makarnalik bugday ¢esitlerine ait bayrak yapragi goriinme safthasinda olan ve
heniliz kinindan ¢ikmayan basaklar 0 giin (soguk On islemsiz) ve 7 giin +4°C’de
buzdolabinda soguk 6n isleme alindi. Ciinkii diisiik sicakliklarda; birinci polen
mitozu asamasinda tutulan mikrospor sayisinda artis oldugu ve nisasta tiretiminin
bloke edildigi bilinmektedir. Yani stres Onislemi, anterlerin gametofitik yerine
sporofitik yonde gelisimini saglamaktadir. Bagaklarin steril hava kabininde (laminar
flow bench) % 70’lik alkol ile yiizey sterilizasyonlar1 yapildi ve 3 kez saf su ile
durulandi. Steril kosullarda kin yapraklarinin i¢inden ¢ikarilan ve kilgiklar1 kesilen
basaklar, i¢inde bir miktar steril dH,O bulunan 3 cm’lik petri kutulari ile beraber 9
cm’lik petri kutular igerisine yerlestirildi (Sekil 3.3.). Petri kutularinin kenarlari
parafilm ile kapatildi, aluminyum folyo ile sarildi ve iizerlerine ¢esit, bagak sayis1 ve
giiniin tarihi yazildi. Bu sekilde +4°C’de saklanan bagaklar soguk 6n iglem siireleri
tamamlandiktan sonra c¢ikarilarak kiiltiir ortamina konulmak iizere steril ortama

alindi.
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Sekil 3.3. Soguk 6n isleme alinmak iizere kil¢iklart kesilmis ve 9 cm’lik petri
kaplarina konulmus bagaklar

3.2.3. Kiiltiir ortamlarimin hazirlanisi

Kiiltiir i¢in Wang ve Hu (1984) tarafindan gelistirilen 190-2 ile Wang ve Chen
(1986) tarafindan gelistirilen C17 baslangic ortamlart ve modifiye MMS3
regenerasyon ortami (Hu and Kasha, 1997) kullanildi (Cizelge 3.1.). Kiiltiir
ortaminda kullanilan kimyasal maddeler hassas terazide olgililerek agirlik/hacim
(w/v) esasina gore ve 190-2 ve C17 s1vi kiiltiir ortamlar1 her defasinda 100 ml olacak
sekilde hazirlandi. Oncelikle fikol 50 ml dH,O ile birlikte bir erlen mayer kabina
konuldu, kabin agzi pamuk ile kapatildi ve mikrodalga firinda eritildikten sonra
(Sekil 3.4.a) 121°C’de, 1 atm basingta, 20 dakika siire ile otoklavda sterilize edildi.
Diger 50 ml’lik dH,O’da ise makrotuzlar, mikrotuzlar, vitaminler, sekerler ve diger
komponentler hazirlanacak olan sivi ortam protokoliine uygun miktarlarda alinarak
fikol’den ayr1 olarak eritildi (Sekil 3.4.b). Ayrica 100 mg NAA, 70-80 ml % 96’lik
etil alkol igerisinde, ayn1 sekilde 100 mg Kinetin 70-80 ml 0.3 N’lik HCI igerisinde
eritildikten sonra hacim distile su ile 100 ml olacak sekilde tamamland1 (Babaoglu
vd., 2002). Boylece son hacimde 1.0 mg/ml’lik NAA ve Kinetin stok soliisyonlari
hazirlandi. Bu stok soliisyanlardan 0.2 ml/100ml NAA ve 0.15 ml/100 ml Kinetin
alinarak ortam igerigine eklendi. Ortamin pH’1 1IN NaOH, 0.1 N NaOH, 1 M HCI ve
0.1 M HCI yardimu ile 5.8’e ayarlandi (Sekil 3.4.c).
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(b)

Sekil 3.4. Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi,
(a) Fikolun mikrodalga firinda eritilmesi, (b) 190-2 ve C17 s1v1 kiiltiir ortami1
bilesenleri, (¢) Kiiltlir ortam1 pH’sinin ayarlanmasi

Daha sonra tiim ortam igerigi steril kabinde milipor sterifil (0.22 pum) kullanilarak
filtre edildi (Sekil 3.5.a). Son olarak otoklavdan alinan ve sogutulan fikol bu ortama

eklendi ve 100 m1’lik s1vi1 kiiltiir ortam1 hazirlandi.

MMS3 regenerasyon ortami ise daha onceden hazirlanan stok makrotuz (x10),
mikrotuz (x100), vitamin (x100), diger komponentler ve agar (Cizelge 3.1.)
kullanilarak hazirland1 ve otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta steril edildi. Ayrica
cesitlerin bitki regenerasyonu iizerine olan etkisini belirlemek amaci ile NaCl (0.5,
1.0 ve 1.5 mM), prolin (2 mg/l) ve CaCO; (1 mM) kiiltiir ortamina eklendi (Sekil
3.5.b). MMS3 ortami ¢esitli kombinasyonlarda asagidaki sekilde hazirlandi;
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. MMS3 (Kontrol)

. MMS3 + 0.5 mM NaCl

. MMS3 + 1 mM NaCl

. MMS3 + 1.5 mM NacCl

. MMS3 + 0.5 mM NacCl + CaCOs (1 mM)
. MMS3 + 1 mM NaCl + CaCOs (1 mM)

. MMS3 + 1.5 mM NacCl + CaCOs (1 mM)
. MMS3 + 0.5 mM NacCl +Prolin (2 mg/1)

. MMS3 + 1 mM NacCl +Prolin (2 mg/1)
10. MMS3 + 1.5 mM NaCl +Prolin (2 mg/1)

O© 00 3 O W B~ W N =

(b)

Sekil 3.5. Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi,
(a) S1v1 ortamin milipor sterifilde filtre edilmesi ve sterilizasyonu,
(b) Cesitli kombinasyonlarda hazirlanan MMS3 regenerasyon ortamlari
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Cizelge 3.1. 190-2 ve C17 baglangi¢ ile MMS3 regenerasyon ortami bilesenleri

Ortam Kompozisyonu 190-2 baslangic C17 baslangig kiiltiir MMS3 regenerasyon
kdiltlir ortam1 ortami1 (mg/1) ortami
(mg/l) (mg/l)
Makrotuzlar
1.KNO; 1.000 1.400 1.400
2.(NHg),SO, 200 - -
3.MgS0,.7 H,0 200 150 370
4.KH,PO, 300 400 170
5.Ca(NO;), x 4H,0 100 - -
6.KCl 40 - -
7.CaCl,2H,0 - 150 440
8.NH4NO; - 300 300
Mikrotuzlar
I.MHSO4 X HzO 8 - -
2.MnSO,x 4H,0 - 11.2 -
3.MnSO,x 7H,0 - - 223
4.ZnS04 x TH,0 3 8.6 8.6
5.H;BO; 3 6.2 6.2
6.K1 0.5 0.83 0.83
7.CoCl.6H,O - - 0.025
8.CusS0,4.5H,0 - - 0.025
9.N32M004.2H20 - - 0.25
Demir Kaynagi
1.Na,EDTA x 2H,0 37.3 373 373
2.Fe,S0O4 x THO 27.8 27.8 27.8
Vitaminler
1.Thiamine HCI 1.0 0.5 0.4
2.Nicotinic Asit 0.5 0.5 0.5
3.Pyridoxine HCI 0.5 - 0.5
4.Biotin - 1.5 -
Amino asitler
1.Glisin 2.0 8 -
2.Glutamin - - 500
Karbon Kaynagi
1.Siikroz 90.000 90.000 -
2.Maltoz - - 90.000
Myo-Inositol 100 - 100
Bitki Biiyiime Regiilatorleri
1.NAA
2 Kinetin 2.0 2.0 0.5
1.5 1.5 0.5
Ajanlar
1.Fikol 100.000 100.000 -
2.Agar - - 7.000
pH 5.8 5.8 5.8
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3.2.4. Steril ortamda yapilan islemler

Anterler kiiltlir ortamina konulmadan 6nce her basagin ortasindan bir anter alind1 ve
icerisinde bulunan mikrosporlarin gelisme devresi bir damla % 2’lik asetokarmin
boyasi ile 151k mikroskobu altinda kontrol edildi (Sekil 3.6.a). Kiiltiirde, polen ana
hiicrelerinin, mayozun Profaz I (Sekil 3.6.b) ve tetrat evresini (Sekil 3.6.c) gecirmis
ve heniiz iki hiicreli polen halini almamuis, orta veya ge¢ tek ¢ekirdekli mikrosporlari
bulunduran (Sekil 3.6.d) anterler kullanildi. Bdylece iki hiicreli ge¢ mikrospora
ulagmasi engellendi (Sekil 3.6.e).

(e
Sekil 3.6. Gelisen anterde hiicresel baglar1 gosteren diyagramlar,
(a) Anterlerin asetokarmin ile hazirlanan ezme preparati, (b) Profaz I (c) Orta-tek ¢ekirdekli
mikrosporlar (x40 biiyiitmeli), (d) Tetrat evresi, (e) iki hiicreli polen
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3 cm’lik petri kutularina konulan anterler, steril ortamda stereo mikroskop
kullanilarak, iki steril pinset ile alinarak yerlestirildi (3.7.a-b). Bir ml kiiltiir ortami
icin 10-20 anter olmak iizere her petri kabina ortalama 30-60 anter konuldu (Sekil
3.7.c-d). Ayrica 190-2 ve C17 baslangig kiiltiir ortamlarina anterlerle birlikte 5-6 adet
ovaryum eklendi.

Sekil 3.7. Steril ortamda yapilan iglemler,
(a-b) Stereo mikroskop kullanilarak bagaklardan anterlerin alinmast,
(c-d) Anterlerin igerisinde siv1 kiiltiir ortami1 bulunan 3 cm’lik petri
kutularina konmasi

Uc¢ cm’lik petri kaplarinin kenarlar1 parafilm ile sarilarak aluminyum folyo ile
kapland1 ve lizerine ¢esit, anter sayisi, tarih yazilarak inkiibatore alindi. Kiiltiirlerin

inkiibasyonu 28°C’ de, 151ksiz ortamda yapildi (3.8.a).

Yenileme islemi (kiiltlir ¢ozeltisi ilavesi); kiiltiir baglangicinin 2. ve 4. haftalarinda

yine steril ortamda, her petri kabi icin ayr1 bir mikropipet ucu kullanilarak yapildi.
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Bunun i¢in her ilk kiiltiir petrisinden 1 ml alinarak yerine 1 ml taze kiiltiir ilave edildi
ve yenileme islemi tamamlandi (3.8.b). Inkiibasyon isleminden sonra, kallus iireten

ve iretmeyen anterler ve olusan kallus sayisi her g¢esit i¢in ayri ayr1 sayilarak

kaydedildi (Sekil 3.8.c-d-e).

Sekil 3.8. Kiiltiirlerin inkiibasyonu ve kallus olusumu,
(a) Kiiltiirlerin 28°C’de 151ks1z ortamda inkiibasyonu, (b) Yenileme islemi,
(c-d-e) Kallus liretmeyen ve iireten anterler
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3.2.5. Regenerasyon islemi

Inkiibasyon islemi sonunda olusan ortalama 4 haftalik kalluslar (yaklasik 2 mm)
MMS3 kontrol ve belirli NaCl konsantrasyonlar1 (0.5, 1.0 ve 1.5 mM) ile CaCOs (1
mM) ve prolin (2 mg/1) ile modifiye edilmis MMS3 ortamlarina alind1 (Sekil 3.9.a).
Kalluslar bu ortamlarda 25°C sicaklikta 16 saat giindiiz fotoperiyodunda regenere

bitki olusumu i¢in bir inkiibatorde bekletildiler (Sekil 3.9.b).

(b)

Sekil 3.9. Regenerasyon islemi,
(a) Kalluslarin MMS3 regenerasyon ortamina alinmasi,
(b) Kalluslarin 25°C ve 16/8 giindiiz/gece fotoperiyodunda
regenere bitki liretimi i¢in bekletilmeleri

3.2.6. Verilerin degerlendirilmesi

Denemelerde Tesadiif Parselleri Deneme Deseni kullanilmis olup, denemeler 3
tekerriirlii olarak yapildi. Tekerriirlerde her genotipin, kiiltlir ortamina konulan anter
sayilar1 kaydedildi, meydana gelen kallus miktar1 ve anter cevabi her ¢esit i¢in ayri
ayr1 sayilmis, elde edilen kallusun anter sayisina orani ile % deger bulundu. Bunun
yaninda NaCl, prolin ve kalsiyum ile modifiye edilmis 9 ayr1 regenerasyon ortamina
konulan kalluslardan olusan yesil ve albino regenerant sayisi yine ayri ayri sayildi ve
her 100 kallusun iirettigi yesil, albino ve toplam regenerant orani bulundu. Elde
edilen verilerin varyans analizleri SPSS 15 istatistik programi yardimi ile GLM

(General Linear Model) kullanilarak yapildi. Genotip, soguk 6n islem, NaCl, NaCl +
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kalsiyum, NaCl + prolin’den alinan verilerin ve NaCl + prolin ve kalsiyumdan alinan
verilerin toplu sonuglar1 bagimsiz, cevap veren anter sayisi, kallus olusum miktar1 ve
regenere bitki iiretimi ise bagimli etkenler olarak degerlendirildi. Bu uygulamalarda
ortalamalarin karsilagtirilmasi ise Duncan (post hoc) c¢oklu karsilastirma testi ile

yapildu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

“Kiziltan 917, “Kunduru 11497, “Mirzabey 2000” ve “C 1252 ¢esitlerinden elde
edilen verilerin istatistiksel analizleri sonucunda anter cevabi, kallus olusumu,
toplam regenerasyon ve yesil regenerant oraninin genotip tarafindan énemli derecede
etkilendigi belirlenmistir. Anter cevabi ve kallus olusumu 6n islem uygulamasi ve 6n
islem x genotip interaksiyonundan 6nemli derecede etkilenirken, regenerasyon, yesil
ve albino oranlarn lizerindeki etkisi onemsiz bulunmustur. NaCl uygulamasi ve
ajanlar x NaCl interaksiyonu regenerasyon ve yesil regenerant oranini Snemli
derecede etkilerken; genotip x NaCl ve genotip x ajanlar x NaCl interaksiyonlarin da
bunlarin yaninda albino oranmin da 0.01 seviyesinde etkilendigi goriilmiistiir
(Cizelge 4.1.). Calismanin sonraki analizleri her genotip ve uygulama i¢in ayr1 ayri
yapilmustir. Varyans analizi ve F degeri i¢in yapilan diger hesaplamalar EK-2’de

verilmigtir.

4.1. Genotip Etkisi

“Kiziltan 917, “Kunduru 11497, “Mirzabey 2000” ve “C 1252 gesitlerine ait
ortalama 225 bagak toplanmistir. Genotiplerden 190-2 ve C17 baslangi¢ kiiltiir
ortamlarina alinan toplam 3375 anterin % 69.62’si kiiltiire pozitif cevap vermis ve %
18.34 oraninda kallus olusturmustur (Sekil 4.2.a-c); (Cizelge 4.2.). Calismada
cogunlukla yesilimsi kompakt, az miktarda beyaz kompakt (Sekil 4.2.d) ve yine az
miktarda beyaz silingerimsi olmak {izere ii¢ tip kallus elde edilmistir. Kompakt tip
kalluslarin genellikle kiigiik ve yesil (Sekil 4.2.e-f), beyaz siingerimsi kalluslarin ise
biiylik ve seffaf oldugu goriilmistiir. “Kiziltan 917 ¢esidinde kiiltiire alinan 942
anterden % 19.32, “Kunduru 1149 ¢esidinde kiiltiire alinan 702 anterden % 22.50
(Sekil 4.2.b), “Mirzabey 2000” ¢esidinde kiiltiire alinan 803 anterden % 13.32 ve “C
1252” ¢esidinde ise kiiltiire alinan 928 anterden % 18.53 kallus tliretimi gozlenmistir
(Cizelge 4.2.). “Kunduru 1149 ¢esidi % 75.92 anter cevabi ve % 22.50 kallus
olusumu ile genotipler arasinda en iyi sonucu verirken (P<0.01) “Mirzabey 2000 en
diisiik anter cevabi ve kallus olusumu gosteren ¢esit olmustur. NaCl ve bunun

yaninda NaCl + kalsiyum ile NaCl + prolin igeren regenerasyon ortamina alinan 619
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kallustan % 16.63 yesil, % 11.95 albino olmak iizere toplamda % 28.59 oraninda
regenerant elde edilmistir (Sekil 4.1.).

Regenerasyon ortamlarina aktarilan kalluslarin bazi bolgelerinin 2-3 hafta icerisinde
kahverengilesmeye basladigi gozlenmistir. Fakat kallusun saglikli olarak kalan yesil
bolgeleri biiylimeye devam etmistir. Bu bdlgelerden genellikle yaprak cikist
gbzlenmis, bir kisminda ise zayif koklere sahip regenerantlar meydana gelmistir
(Sekil 4.9.e-f). Regenerasyon ortaminda bulunan tuz, tolerans faktdrleri ve MMS3
ortaminda bulunan organik ve inorganik maddeler, bu ortamin olduk¢a kompleks bir
hale geldigini gostermektedir. Kallustan regenerasyon olusumunun ortam
sartlarindan olduk¢a fazla etkilendigi bilinmektedir. Ayrica kontrol gurubu
bitkilerinde bdyle gelisim aksakliklarinin bulunmamasi, olusan bu durumun
NaCl’den kaynakli oldugunu diisiinmemize sebep olmustur. Bununla beraber
calismamizda NaCl’nin bu olumsuz etkileri lizerine tolerans faktorlerinin iyilestirici
etkisi degerlendirilmistir. Genotiplerde en yiiksek regenerasyonun % 29.67 ile
“Kiziltan 917de oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Bunu % 29.11 ile “Kunduru 1149”
izlemektedir. En yiiksek yesil regenerant iiretimi yine “Kiziltan 917 ve “Kunduru
11497da sirasiyla % 18.13 ve % 17.72 oraninda meydana gelmistir. En yiiksek albino
regenerant liretimi “C 1252”de % 12.79 iken en diisiik albino oraninin (%11.39)
“Kunduru 1149”da oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2.).
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(e)

Sekil 4.2. Bugday genotiplerinden elde edilen kalluslar,

a) Baslangi¢ siv1 kiiltiir ortaminda olusan ve sonrasinda MMS3 regenerasyon
ortamina alinan 4 haftalik kalluslar, b) S1vi kiiltiir ortaminda bulunan ve “Kunduru
1149” ¢esidinden elde edilen kalluslar, ¢) Anterden karakteristik kallus olusumu,
d) “C 1252” ¢esidinden elde edilen beyaz kompakt tip kallus, e) “Kunduru 1149”
cesidinden elde edilen yesilimsi kompakt tip kallus, f) “Kiziltan 917 ¢esidinden elde
edilen yesilimsi kompakt tip kallus (Bar: 1000 pum)
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4.2. Soguk On islemin Bugday Genotipleri Uzerindeki Etkisi

7 giin soguk On islem siiresinin tiim genotiplerin neredeyse test edilen biitiin
parametrelerinde 6n iglemsiz uygulama ile karsilastirildiginda daha iyi sonuglar
verdigi gozlenmistir. “Kiziltan 91” ¢esidinde soguk 6n islemsiz uygulamada anter
cevabt % 57.22 iken 7 giinlik soguk o6n islem uygulamasinda bu oran Onemli
derecede artmis ve % 84.53 olmustur (P<0.01) (Cizelge 4.3.). “Kunduru 1149”da
soguk On islemsiz uygulamada % 13.79 olan kallus iiretimi soguk On iglemli
uygulamada % 31.07’ye yiikselmistir. Toplam regenerasyon ve yesil regenerant
oranlarmin 7 giinliik 6n islem uygulamasinda daha i1yi sonuglar verdigi gozlenmistir

fakat bu sonuclar istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (Cizelge 4.3.).
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4.3. Bugday Genotiplerinin NaCl+Kalsiyum Uygulamasina Cevabi

NaCl ve Ca ile modifiye edilen regenerasyon ortamina alinan 239 kallustan ¢esitli
farklilagsma periyotlarindan sonra (Sekil 4.4.a-b-c-d) ortalama 4 hafta sonunda %
22.59 yesil ve % 10.87 albino olmak {izere toplamda % 33.47 oraninda regenerant
elde edilmistir (Sekil 4.4.e). “Mirzabey 2000” % 38.46 ile en yiiksek degerde
regenerant Ureten c¢esit olurken (P<0.01), en disiik regenerasyon % 32.46 ile
“Kiziltan 91” ¢esidinde meydana gelmistir (Cizelge 4.4.). “Mirzabey 2000 yesil
regenerant iiretiminde de en iyi degeri veren ¢esit olmustur (Sekil 4.3.). Bu ¢esidi %
23.37 yesil regenerant oranmi ile “Kiziltan 91” izlemektedir (Sekil 4.4.f). En diisiik
yesil regenerant iiretimi ise % 20.83 ve % 21.56 ile sirasiyla “Kunduru 1149” ve “

12527 ¢esitlerinde bulunmustur (Cizelge 4.4.). Albino regenerasyonu en fazla %
12.82 ile “Mirzabey 2000” ve en az % 9.09 ile “Kiziltan 91" ¢esidinde meydana
gelmistir (Cizelge 4.4.). En yiiksek yesil/albino regenerant oraninin ise “Kiziltan 91

genotipinde oldugu belirlenmistir (P<0.01).

Genotiplerin Tuz + Ca Uygulamasina Cevabi
45
40 - .
35 ’_—_’/ \
30 * —e=— TOplam regenerasyon
OA) 25 N u /.\ —l— Ye$||
—_— _

20 = . A Albino
15 1 A A »— Yesil/Albino
10 A A

5 i

0 X X pes X

Kiziltan 91 Kunduru 1149 Mirzabey 2000 C 1252
Genotipler

Sekil 4.3. Bugday genotiplerinin NaCl+Kalsiyum uygulamasina cevabi
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4.3.1. NaCl+Ca kombinasyonunun bugday genotiplerinin regenerasyon

yetenegine etkisi

“Kiziltan 917 ¢esidinde ¢esitli NaCl konsantrasyonlar1 x kalsiyum kombinasyonun
bulundugu regenerasyon ortamina alinan 77 kallustan % 23.37 yesil ve % 9.09 albino
olmak tizere % 32.46 regenerant elde edilmistir (Cizelge 4.4). En yiiksek
regenerasyon orant % 40.0 ile 0,5 mM NaCl+Ca uygulamasinda goriiliirken, diger
uygulamalarda bu miktar sirasiyla % 16 ve % 8.19 oraninda diisiis gostererek % 24.0
ve % 31.81 olarak bulunmustur (P<0.01) (Cizelge 4.5.). Yesil regenerant tiretiminde
en yiksek degerin % 26.66 ile yine 0.5 mM NaCl+Ca uygulamasinda oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 4.5.). Albino firetimi ise 0.5 ve 1.5 mM NaCl+Ca
uygulamalarinda neredeyse esit oranda meydana gelmis, 1 mM NaCl+Ca
uygulamasinda ise albino olusmamistir (Sekil 4.5.). En yiiksek yesil/albino
regenerant oraninin 1 mM NaCl+Ca uygulamasinda oldugu belirlenmistir (P<0.01)

(Cizelge 4.5.).

“Kunduru 1149” ¢esidinde modifiye edilmis MMS3 regenerasyon ortamlarina alinan
72 kallustan % 33.33 oraninda regenerant iiretilmistir (Cizelge 4.4.). Bu oranin %
20.83’1inii yesil, % 12.50’sini albinolar olusturmustur. Toplam regenerasyon, yesil ve
albino regenerant iiretiminde en yiiksek degerlerin sirastyla % 41.37, % 24.13 ve %
17.24 ile 1 mM NaCl+Ca uygulamasinda oldugu bulunmustur (P<0.01) (Cizelge
4.5.). En diisiik albino iiretiminin ise % 8.69 ile ve en yiiksek yesil/albino regenerant

oraninin 0.5 mM NaCl+Ca uygulamasinda oldugu belirlenmistir.

“Mirzabey 2000 ¢esidinde NaCl ve Ca eklenmis regenerasyon ortamina alinan 39
kallustan % 25.64 yesil ve % 12.82 albino olmak tizere % 38.46 oraninda regenerant
elde edilmistir (Cizelge 4.4.). 1 mM NaCl+Ca en yiiksek regenerant (% 41.66) iireten
uygulama olmustur (P<0.01). Yesil regenerant iiretimi en fazla % 27.27 ile 1.5 mM
NaCl+Ca uygulamasindan elde edilirken (P<0.05), diger iki uygulamada bu degerin
esit oranda (% 25) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5.). Albino iiretiminde en yiiksek
deger 0.5 mM NaCl+Ca, en diisiik deger ise 1.5 mM NaCl+Ca uygulamasinda

51



bulunmustur (Sekil 4.5.). Yesil/albino regenerant oraninin en yiikksek 1.5 mM
NaCl+Ca uygulamasinda oldugu gorilmiistiir (P<0.01) (Cizelge 4.5.).

“C 12527 cesidinde ¢esitli NaCl konsantrasyonlar1 x kalsiyum kombinasyonun
bulundugu regenerasyon ortamina alinan 51 kallustan % 21.56 yesil ve % 9.80 albino
olmak tizere % 31.37 regenerant elde edilmistir (Cizelge 4.4.). En yiiksek
regenerasyon orani % 36.84 ve % 35.71 ile 0.5 ve 1 mM NaCl+Ca uygulamalarinda
goriilmiistiir (P<0.01). Yesil regenerant {iretiminde en yliksek degerin % 28.57 ve %
26.31 ile yine bu iki uygulamada oldugu bulunmustur (P<0.01) (Cizelge 4.5.).
Albino tiretimi ise 0.5 ve 1.5 mM NaCl+Ca uygulamalarinda neredeyse esit oranda, 1
mM NaCl+Ca uygulamasinda ise % 7.14 oraninda meydana gelmistir (Sekil 4.5.). En
yiiksek yesil/albino regenerant oraninin 1 mM NaCl+Ca uygulamasinda oldugu
belirlenmistir (P<0.01) (Cizelge 4.5.).

(a) (b)

(© (d)
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Sekil 4.4. NaCl+Kalsiyum igeren ortamlarda bulunan kallus ve olusan regenerantlar,
a) “Mirzabey-2000" ¢esidine ait 1 mM NaCl + Ca ile modifiye edilmis MMS3
ortamina alinmis bazi bolgeleri kahverengilesmeye baglamis kallus, b-c) “Kiziltan
917 ¢esidine ait farklilagsmaya baslamis kalluslar, d) “Kiziltan 91”°de kok ve govde
gelisimi baglayan 6 haftalik kallus, e-f) Modifiye MMS3 ortaminda anter kiiltiiriiniin
baslangicindan itibaren 8 hafta sonra gelisen yesil regenerantlar g) “Kiziltan-91”
¢esidine ait kontrol gurubundan elde edilen regenere bitki (Bar: 1000 um)
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4.4. Bugday Genotiplerinin NaCl+Prolin Uygulamasina Cevabi

NaCl ve prolin ile modifiye edilen regenerasyon ortamina alinan 196 kallustan %
13.77 yesil ve % 13.26 albino olmak iizere toplamda % 27.04 oraninda regenerant
elde edilmistir (Cizelge 4.6.). “Kiziltan 91”7 % 34.04 ile en yiiksek degerde
regenerant iireten cesit olurken (P<0.05), en diisiik regenerasyon % 23.88 ile “C
1252” ¢esidinde meydana gelmistir (Cizelge 4.6.). “Kiziltan 917 ve “Mirzabey 2000”
yesil regenerant liretiminde en iyi degeri veren (% 14.89 ve % 14.70) iki ¢esit
olmustur (Sekil 4.6.). En diisiik yesil regenerant iiretimi ise % 12.50 ile “Kunduru
1149” ¢esidinden elde edilmistir (P<0.05) (Cizelge 4.6.). Albino regenerasyonu en
fazla % 19.14 ile “Kiziltan 91” (P<0.05) ve en az % 10.44 ile “C 1252” ¢esidinde
meydana gelmistir. En yiiksek yesil/albino regenerant oraninin ise “C 1252” ve

“Mirzabey 2000 ¢esitlerinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6.).

40
35 A PS
N \
5 | 0/0\’ —e— Toplam regenerasyon
% 20 | X —— Ye§.il
A Albino

151 \&/A\ Yesil/Albino
10 - A

5 .

O T T T

Kiziltan 91  Kunduru 1149 Mirzabey 2000 C 1252
Genotipler

Sekil 4.6. Bugday genotiplerinin NaCl+Prolin uygulamasina cevabi
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4.4.1. NaCl + Prolin kombinasyonunun bugday genotiplerinin regenerasyon

yetenegine etkisi

“Kiziltan 917 ¢esidinde NaCl ve prolin eklenmis regenerasyon ortamina alian 39
kallustan % 14.89 yesil ve % 19.14 albino olmak iizere % 34.04 oraninda regenerant
elde edilmistir (Cizelge 4.6.). 1 mM NaCl+prolin en yiiksek regenerant (% 46.66)
tireten uygulama olmustur (P<0.01) (Cizelge 4.7.). Yesil regenerant iiretimi en fazla
% 18.75 ile 0.5 ve 1.5 mM NaCl+prolin uygulamalarindan elde edilirken (P<0.01)
(Sekil 4.7.e) diger uygulamada bu degerin % 6.66 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8.).
Albino bitki liretiminde en yiiksek deger 1 mM NaCl+prolin, en diisiik deger ise 0.5
mM NaCl+prolin uygulamasinda bulunmustur. Yesil/albino regenerant oraninin en
yiiksek 0.5 mM NaCl+prolin uygulamasinda oldugu goriilmiistiir (P<0.01) (Cizelge
4.7.).

“Kunduru 1149 ¢esidinde c¢esitli NaCl konsantrasyonlar1 x prolin kombinasyonun
bulundugu regenerasyon ortamina alinan 48 kallustan esit oranda yesil ve albino (%
12.50) regenerant elde edilmis ve toplam regenerasyon % 25.00 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.6.). En yiiksek regenerasyon orani % 30.76 ile 0.5 mM NaCl+prolin
uygulamasinda goriilmiistiir (P<0.01) (Sekil 4.8.). Yesil regenerant iiretiminde en
yiiksek deger % 21.42 ile 1 mM NaCl+prolin uygulamasinda bulunurken (Sekil
4.7.f-g), 1.5 mM NaCl+prolin uygulamasinda yesil regenerant meydana gelmemistir.
Albino tiretimi 0.5 mM NaCl+prolin uygulamasinda en yliksek degerde bulunmus
(% 19.23) (Sekil 4.7.c), 1 mM NaCl+prolin uygulamasinda ise albino olusumu
gozlenmemistir. En yiiksek yesil/albino regenerant oraninin 1 mM NaCl+prolin

uygulamasinda oldugu belirlenmistir (P<0.01) (Cizelge 4.7.).

“Mirzabey 2000 ¢esidinde ¢esitli NaCl konsantrasyonlar1 x prolin kombinasyonun
bulundugu regenerasyon ortamina alinan 34 kallustan % 14.70 yesil ve % 11.76
albino olmak tizere % 26.47 regenerant elde edilmistir (Sekil 4.7.a-b) (Cizelge 4.6.).
En yiliksek regenerasyon orami % 30.00 ile 0.5 ve 1 mM NaCl+prolin
uygulamalarinda esit oranda meydana gelmistir. Yesil regenerant iiretiminde en
yiiksek degerin % 20.00 ile yine 0.5 ve 1 mM NaCl+prolin uygulamalarinda oldugu
bulunmustur (P<0.01) (Sekil 4.8.). Albino iiretimi ise 1.5 mM NaCl uygulamasinda
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en yiiksek degerde bulunurken (% 14.28), 0.5 ve 1.5 mM NaCl+prolin
uygulamalarinda esit oranda (% 10) meydana gelmistir (Cizelge 4.7.). En yiiksek

yesil/albino regenerant oranimin 0.5 ve 1 mM NaCl+prolin uygulamalarinda oldugu

belirlenmistir (P<0.01) (Cizelge 4.7.).

“C 1252” c¢esidinde modifiye edilmis MMS3 regenerasyon ortamlarina alinan 67
kallustan % 23.88 oraninda regenerant iiretilmistir. Bu oranin % 13.43’{inii yesil, %
10.44’tinti albinolar olusturmustur (Cizelge 4.6.). Toplam regenerasyon ve yesil
regenerant miktarinda en yiiksek degerlerin sirasiyla % 28.57 ile 0.5 mM
NaCl+prolin uygulamasinda oldugu bulunmustur (P<0.01) (Sekil 4.7.h, Sekil 4.8.).
Bunu % 23.52 ile 1 mM NaCl+prolin uygulamasi izlemektedir (Sekil 4.7.d). 0.5 mM
NaCl+prolin  uygulamasinda albino olugmazken, 1.5 mM NaCl+prolin
uygulamasinda bu oran % 16.66 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7.). En yiiksek
yesil/albino regenerant oraninin 0.5 mM NaCl+prolin uygulamasinda oldugu

belirlenmigtir (P<0.01) (Cizelge 4.7.).

(@) (b)
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(d) (e)

Sekil 4.7. NaCl+prolin ile modifiye edilmis MMS3 ortaminda meydana gelen
regenerantlar, a-b) “Mirzabey 2000” ¢esidinden elde edilen regenerantlar, c) 0,5 mM
NaCl+prolin igeren MMS3 ortaminda “Kunduru 1149 ¢esidinden iiretilen albinolar,
d) 1 mM NaCl+prolin i¢eren ortamda “C-1252" ¢esidinden elde edilen regenerantlar,

e) 1,5 mM NaCl+prolin ortaminda “Kiziltan-91” ¢esitlerinden elde edilen
regenerantlar, f-g) 1 mM NaCl+prolin igeren regenerasyon ortaminda “Kunduru
1149” ¢esidinden elde edilen yesil regenerantlar, h) 0,5 mM NaCl+ prolin ortaminda
“C 1252” ¢esidinden elde edilen regenerant
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4.5. Bugday Genotiplerine Uygulanan NaCl konsantrasyonlarina Ajanlarin

(Kalsiyum ve Prolin) Etkilerinin Toplu Sonug¢lar:

NaCl+Ajanlar ilavesi ile modifiye edilen MMS3 regenerasyon ortamina alinan 435
kallustan % 18.62 yesil ve % 11.95 albino olmak tizere % 30.57 oraninda regenerant
elde edilmistir (Cizelge 4.8.). Genotipler arasinda en yiiksek regenerasyon % 33.06
ile “Kiziltan 91” ¢esidinde meydana gelirken bunu % 32.87 ile “Mirzabey 2000
cesidi izlemistir (P<0.01). En iyi yesil regenerant iiretim yetenegi yine bu iki
genotipte gorilmiistiir (% 20.16 ve % 20.54). “Kiziltan 91” en yiiksek albino iireten
(% 12.90) ¢esit olurken bunu % 12.50 ile “Kunduru 1149 ¢esidi izlemektedir (Sekil
4.9.). Fakat bu fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.8.).

35
30 | \/\
25 A
. 20 - \ / \ —&— Toplam regenerasyon
% —m— Yesil
151 A Albino
A A A
10 A
5 i
0 T T T
Kiziltan 91  Kunduru 1149 Mirzabey 2000 C 1252
Genotipler

Sekil 4.9. Bugday genotiplerine uygulanan NaCl konsantrasyonlarina ajanlarin
(Kalsiyum ve Prolin) etkilerinin toplu sonuglar1
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Cizelge 4.8. Bugday genotiplerine uygulanan NaCl konsantrasyonlarina ajanlarin
(Kalsiyum ve Prolin) etkilerinin toplu sonuglari

Genotipler Kallus Regenerasyon**

ureten

anter Yesil Albino Toplam

| @ (%) () ) | @ (%)
Kiziltan 91 124 25 20.16" 16 12.90° 41 33.06"
Kunduru 1149 | 120 21 17.50" 15 12.50° 36 30.00°
Mirzabey 2000 73 15 20.54° 9 12.32° 24 32.87°
C 1252 118 20 16.94° 12 10.16° 32 27.11°
Toplam 435 81 18.62 52 11.95 133 30.57

* Her stitunda ayri harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar nemlidir

(P<0.01)

** Kullanilan her 100 kallus i¢in regenerasyon orant
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4.5.1. NaCl ve NaCl+ajanlarin (kalsiyum ve prolin) bugday genotiplerinin

regenerasyon yetenegine etkisinin toplu sonuclari

4.5.1.1. “Kiziltan 91” ¢esidine ait toplu sonuclar

“Kiziltan 917 ¢esidinde tuza ilave olarak verilen ajanlar toplam regenerasyonu, yesil
ve albino tiretimini ¢esitli derecelerde iyilestirmistir. Kontrol gurubunda % 40 olan
regenerasyon orant 0.5 mM NaCl’da % 20, 1 mM NaCl’da % 18.18 ve 1.5 mM
NaCl’da % 17.64 olarak azalma gdstermistir (P<0.01) (Sekil 4.10.). Ajanlarin tuzlu
ortama eklenmesi ile regenerasyon miktar1 0.5 mM NaCl uygulamasinda % 34.78, 1
mM NacCl uygulamasinda % 32.50 ve 1.5 mM NaCl uygulamasinda % 31.57 olarak
bulunmustur (P<0.01) (Cizelge 4.9.).

Yesil regenerant miktar1 tuzlu kosullarda kontrole gore 0.5 mM NaCl uygulamasi
haricinde diislis gostermistir. NaCl uygulamalarinda (0.5, 1 ve 1.5 mM) Kkiiltiir
ortamina ajanlarin eklenmesi ile yesil regenerant iiretiminin sirasiyla % 3.91, % 8.41
ve % 12.54 oraninda artarak % 23.91, % 17.50 ve % 18.42 miktarinda oldugu
bulunmusur (P<0.01) (Cizelge 4.9.). Albino iiretimi ise kontrole goére NaCl
uygulamalari ile (% 20, % 10.91 ve % 8.24) diismiis, ortama ajanlarin eklenmesi ile
belirli derecelerde artmistir. Bu artis 0.5 mM NaCl’da % 10.86, 1 mM NaCl’da %
5.91 (P<0.01) ve 1.5 mM NaCl’da ise % 1.39 oranindadir.

En 1iyi bitki regenerasyonu kontrol gurubu (Sekil 4.4.g) ve 0.5 mM NaCl+Ajanlar
uygulamasinda (% 34.78), en diisiik regenerasyon ise 1.5 mM NaCl uygulamasinda
% 17.64 oraninda meydana gelmistir. Yesil regenerant miktar1 en yiiksek % 23.91 ile
0.5 mM NaCl+Ajanlar uygulamasinda (P<0.01), albino miktar1 en fazla % 20.00 ve
% 15.00 ile kontrol gurubu ve 1 mM NaCl+Ajanlar uygulamasindan elde edilmistir.
0.5 mM NaCl uygulamasinda ise albino olugsmamistir (Cizelge 4.9.).
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Sekil 4.10. NaCl ve NaCl+Ajanlarin (Kalsiyum ve Prolin) “Kiziltan 917 ¢esidi
regenerasyon yetenegine etkisi

4.5.1.2. “Kunduru 1149” ¢esidine ait toplu sonuclar

“Kunduru 1149 ¢esidinde tuza ilave olarak verilen ajanlar ¢ogu uygulamada toplam
regenerasyonu, yesil ve albino regenerant tiretimini ¢esitli derecelerde iyilestirmistir.
Kontrol gurubunda % 50 olan bitki regenerasyonu 0.5 ve 1.5 mM NaCl’da % 33.34,
1 mM NaCl’da % 31.25 oraninda diislis gostererek sirasiyla % 16.66, % 18.64 ve %
16.66 olarak bulunmustur (P<0.01) (Cizelge 4.10.). Ajanlarin tuzlu regenerasyon
ortamina eklenmesi ile regenerasyon miktart 0.5 mM NaCl uygulamasinda % 30.61,
1 mM NaCl uygulamasinda % 34.88 ve 1.5 mM NaCl uygulamasinda % 21.42’ye
yiikselmistir (P<0.01) (Sekil 4.11.).

Yesil regenerant miktar1 tim NaCl uygulamalarinda kontrole gore disis
gostermistir. Bu diisiis en fazla 1.5 mM NaCl uygulamasinda goriilmistiir (% 40)
(P<0.01). 0.5 mM NaCl uygulamasinda ajanlarin eklenmesi ile yesil regenerant
tiretimi % 0.34 oraninda diiserken, 1 ve 1.5 mM NaCl uygulamalarinda sirastyla %
10.75 ve % 10.71 oraninda artarak % 23.25 ve % 10.74’e yiikselmistir (P<0.01)
(Cizelge 4.10.). Albino tiretimi ise 0.5 ve 1 mM NaCl uygulamalarinda kontrole gore

diistis gosterirken, 1.5 mM NaCl uygulamasinda % 6.66 oraninda artmistir. Ortama
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ajanlarin eklenmesi ile albino {iretimi 0.5 ve 1 mM NaCl uygulamalarinda sirasiyla
% 14.28 ve % 5.37 oraninda artarak % 14.28 ve % 11.62’ye yiikselmis, 1.5 mM
NaCl uygulamasinda ise % 5.95 oraninda azalarak % 10.71’e diismiistiir (P<0.01)
(Cizelge 4.10.).

Kontrol gurubundan sonra (% 50) regenerasyon en fazla 1 mM NaCl+Ajanlar
uygulamasinda % 34.88 ve 0.5 mM NaCl+Ajanlar uygulamasinda % 30.61 olarak
meydana gelmistir. En diigiik regenerasyonun % 16.66 ile 0.5 mM NaCl ve 1.5 mM
NaCl uygulamalarinda oldugu belirlenmistir. En yiiksek yesil regenerant miktarinin
% 23.25 ile 1 mM NaCl+Ajanlar uygulamasinda meydana gelerek kontrol gurubunu
(% 40) takip ettigi gortilmustir (P<0.01). 1.5 mM NaCl uygulamasindan yesil
regenerant elde edilemezken 1.5 mM NaCl+Ajanlar uygulamasindan yine diisiik (%
10.71) oranda yesil regenerant olusmustur. Albino iiretimi en fazla % 16.66 ile 1.5
mM NaCl+Ajanlar uygulamasinda meydana gelmistir (P<0.01). 0.5 mM NaCl

uygulamasinda ise albino olugsmamistir (Cizelge 4.10.).
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Sekil 4.11. NaCl ve NaCl+Ajanlarin (Kalsiyum ve Prolin) “Kunduru 1149” cesidi
regenerasyon yetenegine etkisi
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4.5.1.3. “Mirzabey 2000” cesidine ait toplu sonuclar

“Mirzabey 2000 ¢esidinde tuza ilave olarak verilen ajanlar toplam regenerasyonu ve
yesil regenerant liretimini ¢esitli derecelerde iyilestirmistir. Kontrol gurubunda % 30
olan regenerasyon miktar1 0.5 mM NaCl’da % 5, 1 ve 1.5 mM NaCl’da % 17.50
oraninda azalarak % 25.0 ve % 12.50 olarak bulunmustur (P<0.01) (Cizelge 4.11.).
Ajanlarin tuzlu ortama eklemesi ile regenerasyon 0.5 mM NaCl uygulamasinda %
11.36, 1 mM NaCl uygulamasinda % 22.11 ve 1.5 mM NaCl uygulamasinda %
15.50 oraninda artarak sirastyla % 36.36, % 34.61 ve % 28.0’e yiikselmistir (P<0.01)
(Sekil 4.12.).

NaCl uygulamalarinda (0.5, 1 ve 1.5 mM) kiiltiir ortamina ajanlarin eklenmesi ile
yesil regenerant miktar1 sirasiyla % 10.22, % 23.07 ve % 3.5 oranlarinda artarak %
22.72, % 23,07 ve % 16.0’ya yiikselmistir (P<0.01) (Cizelge 4.11.). Albino iiretimi
ise tuz uygulamalarinda kontrolle karsilastirildiginda diistis gostermistir. Bu diisiis
0.5 ve 1 mM NaCl uygulamalarinda % 7.5 iken 1.5 mM NaCl’da % 20 oraninda
olmustur (P<0.01). Ortama ajanlarin eklenmesi ile 0.5 ve 1.5 mM NaCl
uygulamalarinda belirli derecelerde artmig, 1 mM NaCl uygulamasinda ise azalmistir

(% 0.97). Fakat bu azalis istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.11.).

Regenerasyon en fazla 0.5 mM NaCl+Ajanlar ve 1 mM NaCl+Ajanlar
uygulamalarinda sirasiyla % 36.36 ve % 34.71 oraninda meydana gelirken en diislik
regenerasyonun % 12.50 ile 1 ve 1.5 mM NaCl uygulamalarinda oldugu goriilmiistiir
(P<0.01). Yesil regenerant miktarinin en ytiksek % 23.07 ve % 22.72 ile 1 ve 0.5
mM NaCl+Ajanlar uygulamasinda oldugu goriilmistiir (P<0.01). 1 mM NaCl
uygulamasinda hi¢ kontrol, 0.5 mM NaCl ve 1.5 mM NaCl uygulamalarinda ise az
sayida (% 12.50) yesil regenerant {iretilmistir. Albino regenerasyonu en fazla kontrol
gurubu (% 20) ve 0.5 mM NaCl+Ajanlar uygulamasinda (% 13.63) meydana

gelirken 1.5 mM uygulamasinda albino olusmamistir (Cizelge 4.11.).
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Sekil 4.12. NaCl ve NaCl+Ajanlarin (Kalsiyum ve Prolin) “Mirzabey 2000” ¢esidi
regenerasyon yetenegine etkisi

4.5.1.4. “C 1252 cesidine ait toplu sonuclar

“C 1252”de tuza ilave olarak verilen ajanlar ¢cogu uygulamada toplam regenerasyonu
ve yesil regenerant iiretimini farkli oranlarda iyilestirmistir. Kontrol gurubu ve 0.5
mM NaCl’da % 20 olan regenerasyon miktar, 1 mM NaCl’da artmig, 1.5 mM
NaCl’da ise % 7.5 oraninda azalarak % 12.50’ye diismiistiir (P<0.01) (Cizelge 4.12.).
Ajanlarin tuzlu regenerasyon ortamina eklemesi ile regenerant miktarinin 0.5 mM
NaCl uygulamasinda % 33.33 ve 1 mM NaCl uygulamasinda % 29.03 ve 1.5 mM
NaCl uygulamasinda % 20.0 oldugu goriilmiistiir (P<0.01) (Sekil 4.13.).

Yesil regenerant miktar1 tim NaCl uygulamalarinda kontrole gore disis
gostermistir. Bu diisiis en fazla 1.5 mM NaCl uygulamasinda goriilmiistiir (% 10)
(P<0.01) (Cizelge 4.12.). Ajanlarn kiiltlir ortamina eklenmesi ile yesil regenerasyon
tiim uygulamalarda ¢esitli oranlarda (sirastyla % 20.61, % 13.06, % 7.40) artmistir
(P<0.01). Albino iiretiminin ise 0.5, 1 ve 1.5 mM NaCl uygulamalarinda kontrole
gore sirastyla % 3.33, % 18.57 ve % 2.50 oraninda artarak % 13.33, % 28.57 ve %
12.50 oldugu goriilmiistiir (P<0.01) (Cizelge 4.12.). Ortama ajanlarin eklenmesi ile
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albino miktar1 sirasiyla % 6.06, % 6,45 ve % 10.0 olarak bulunmustur (P<0.01)
(Cizelge 4.12.).

Regenerasyon en fazla 1 mM NaCl+Ajanlar ve 0.5 mM NaCl+Ajanlar
uygulamalarinda % 38.09 ve % 33.33 oraninda meydana gelmistir. En diisiik
regenerasyon miktar1 1.5 mM NaCl’da % 12.50 oraninda bulunmustur (Cizelge
4.12.). Yesil regenerant miktarinin en yiiksek % 27.27 ile 0.5 mM NaCl+Ajanlar
uygulamasinda oldugu goriiliitken bunu % 22.58 ile 1 mM NaCl+Ajanlar
uygulamasi izlemistir (P<0.01) (Cizelge 4.12.). 1.5 mM NaCl uygulamasinda yesil
regenerant elde edilememistir. Albino iiretiminin en yiiksek % 28.57 ile 1 mM NaCl
uygulamasinda oldugu goriiliirken, en diisiik {retim % 6.06 ile 0.5 mM

NaCl+Ajanlar uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.12.).
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Sekil 4.13. NaCl ve NaCl+Ajanlarin (Kalsiyum ve Prolin) “C 1252 ¢esidi
regenerasyon yetenegine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Haploid ve DH’lerin biyoteknolojik caligmalarda kullanilabilmesi i¢in giivenilir doku
kiiltiirti  protokollerinin bilinmesi gerekir. Ciinkii genotiplerin daha genis bir
yelpazede regenerasyon etkinliklerini iyilestirebilmek i¢in diisiik oranli embriyo
olusumu, albinizm, bitki regenerasyonu gibi birka¢ probleminin ¢6ziilmesi
gerekmektedir. Her ne kadar farkl tiirler, bir tiir icindeki farkli ¢esitlerde oldugu
gibi, cok cesitli fiziksel ihtiyaglar gdsterseler de ve bitki olusumu i¢in tek bir standart
kosul ya da protokol bulunmasa da, anter kiiltiirii i¢in ortak kurallar konulmasi

mumkundiir.

Anter kiiltiirinde embriyogenik cevabi etkileyen birgok icsel ve digsal faktor vardir
(Atanassov et al., 1995; Datta, 2005; Smykal, 2000; Wang et al., 2000). Genotip,
donor bitkilerin fizyolojik durumu ve yetisme kosullari, mikrospor gelisim safhasi,
anterlerin 6n islem kosullari, in vitro kiiltiir ortami ve kosullar1 ve onlarin birbirleri
ile etkilesimleri gibi faktorler in vitro kiiltirde anter cevabini biiyiik oOl¢iide

etkilemektedir.

Genotip igsel faktorler arasinda temel bir rol oynar. Bir tiiriin farkli genotiplerinin
anter kiiltiirtine farkli cevaplar verdigi defalarca bildirilmistir. Ekmeklik bugday
(Caswell et al., 2000; Przetakiewicz et al., 2003) ve makarnalik bugday (Bommineni
and Jauhar, 1996; Benkirane et al., 2000; Gonzalez et al., 2001) genotipleri arasinda
ki farkliliklar1 gosteren birgok rapor vardir. Bunun yaninda 21 farkli Triticum
aestivum genotiplerinin sadece 10 tanesinden haploid doku elde edilirken piringte
japonika alt tiirlinlin indika alt tiiriinden daha verimli oldugu tespit edilmistir (Bajaj,
1990). Bu c¢aligmada da 4 durum bugday1 genotipinin anter kiiltlirii yetenekleri
arastirilmistir. Her 4 ¢esitte de anter cevabi ve kallus liretimi gozlenmekle beraber
onemli genotipik farkliliklar oldugu belirlenmistir. “Kunduru 1149 ¢esidi % 75.92
anter cevabi ve % 22.50 kallus olusumu ile en yiiksek (P<0.01), “Mirzabey 2000 ise
en diisiikk anter cevabi ve kallus olusumu gdosteren ¢esit olmustur (Cizelge 4.2.).
Rashid vd. (2002) durum bugdayinda farkli genotiplerin farkli kallus olusum ve

regenerasyon cevabi gosterdigini vurgulamistir. Gonzalez vd. (2001) kallus olusum
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sikliginin % 54-100 arasinda degisim gosterdigini rapor etmislerdir. He et al. (1998)
ise durum bugdayinda bu sikhigin % 44-89 arasinda degistigini belirtmislerdir.
Bommineni and Jauhar (1996) ise ¢ok daha yiiksek degerler kaydetmislerdir. Fakat
bahsedilen caligmalarda kallus olusum sikliginin bu kadar yiiksek olmasinin sebebi
denemede bitkinin somatik dokusunun kullanilmasidir. Durum bugdayi ile yapilan
gametofitik calismalarda ise kallus iiretimi ¢ok daha diisiik olmaktadir. Ornegin,
JAiti vd. (1999) test ettikleri 18 makarnalik bugday genotipinin 5 tanesinin anter
kiiltiiriinde basarisiz oldugunu diger genotiplerinde teknige cesitli oranlarda cevap
verdigini belirtmislerdir. Bu calismada ise makarnalik bugday genotiplerinin kallus
olusum sikligt % 13.32-22.50 arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.2.).
Bugdayda anter kiiltiir cevabinin hem ¢ekirdek hem de sitoplazmik kontrol altinda
oldugu goézlenmistir (Dogramaci-Altuntepe vd., 2001). Halbuki varyasyonlarin
cogunluguna g¢ekirdek genlerinin neden oldugu rapor edilmistir (Ekiz ve Konzak,

1991).

Foroughi-Wehr vd., (1982) kallus olusumu, kallus stabilizasyonu, bitki
regenerasyonu ve yesil bitki olusumuna karsi albinolar olarak adlandirilan dort
bagimsiz ve farkhi kalitsal 6zelligin ayrimini yapmistir. Anterlerin embriyo iiretim
orani ve anter bagina {lretilen regenere bitki sayisinin bagimsiz olarak

belirlenebilecegi goriilmiistiir (Dunwell, 2010).

Bu ¢alismada en iyi regenerasyon ve yesil regenerant (kalluslardan iiretilen klorofilli
bolgeler tasiyan regenerantlar) orani “Kiziltan 917 cesidinde meydana gelmistir
(Cizelge 4.2.). Bunun yaninda anter kiiltiirii yapilan “Kiziltan 917 ve “C 1252~
makarnalik bugday cesitleri birbirine yakin oranda kallus olustururken bir sonraki
adimda irettikleri regenerantlar arasinda biiyiik farkliliklar oldugu goriilmiistiir
(P<0.01) (Cizelge 4.2.). “Kiziltan 91” ¢esidinin regenerasyon orani % 29.67 iken “C
1252” ¢esidinde bu oran % 18.53 olarak bulunmustur. Kallus olusum orani ve
regenerasyon kapasitesinin bu bagimsiz dogasi bu ozellikleri kontrol eden farkli
genetik bilesenlerin var oldugu hipotezini desteklemektedir. Bu 6zellik daha 6nce
makarnalik bugday (Bohorova et al., 2001) ve ekmeklik bugday (Chowdhury et al.,
1991; Ozgen et al., 1998) icin rapor edilmistir.
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Bu c¢alismada kiiltiire alinan 3375 anterden elde edilen yesil regenerant orani % 16.63
iken albino oram1 % 11.95 kadardir. Onceki ¢alismalar tahil bitkilerinin anter
kiiltiirtinden yesil bitki {iretiminin bazi sitoplazmik faktdrler yaninda kompleks
genetik faktorler altinda oldugunu géstermektedir (Ekiz ve Konzak, 1991). Ornegin
arpa albino bitkileri olgun kloroplast icermemekte ve mikrospor kaynakli piring
albino bitkilerinde biiyiik 6lgekli bir plastit delesyonu olmaktadir (Jahne ve Lorz,
1995). Durum bugdayinda yesil haploid bitki iiretimi icin ¢ekirdek ve sitoplazmik
genlerin her ikisine de ihtiya¢ duyuldugu varsayilabilir. Mikrosporlarin plastit
genomlarinin olmamasinin veya yetersiz olmasinin durum bugdayinda haploid albino
bitkilerin gelisimine katkida bulundugu distiniilmektedir. Kiiltlirii yapilan
mikrosporlarin ¢ekirdek genlerine eksiksiz sahip olacaklar1 diigiiniilse de onlarla
etkilesimde olan sitoplazmik faktorlere her zaman sahip olunmayabilir ve bu yiizden
albinolar meydana gelebilir. Bu hipotez durum bugdayr x misir melezlenmesinde
sadece yesil haploidlerin iiretilmesi ile desteklenmistir. Uretilen haploid bitkiler
muhtemelen disi durum ebeveynin tim genetik materyaline (plasmon) sahiptir
(Almouslem vd., 1998). Bu hipotez yumurtalik kiiltiirii ile haploid bitkilerin
tiretilebilecegini dogrulamaktadir. Eger yesil bitki {iretimi i¢in sitoplazmik faktorler

gerekli ise sonra ginogenetik haploidler yesil olacaktir.

Cizelge 4.2.den de goriilebilecegi gibi ¢alismamizda % 16.63 kallus regenerasyon
ortaminda klorofil gelistirmistir. Bdylece genel olarak 1.39 olarak bulunan
yesil/albino regenerasyon orani cesaret vericidir. Bununla beraber albinolugun
yaygin olusumunu agiklamak zordur. Bazi ¢aligmalarda dondr bitkilerin yetistirilme
kosullarinin bu durumu oldukc¢a etkiledigi goriilmistiir. Klorofil gelisimi i¢in gen
ifadesi anter-dondr bitkilerin biiyiime kosullar1 gibi ¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. Tarlada yetistirilen donor bitkilerin muhtemelen anterlerinde daha
fazla protoplast bulundugundan daha fazla yesil bitki {irettikleri bulunmustur
(Dogramaci-Altuntepe vd., 2001). Quyang (1986), mikrosporlardan embriyo olusum
oraninin tarlada yetisen kislik bugdayda serada yetisen bitkilerden 6nemli derecede
yiiksek oldugunu; yesil bitki regenerasyonunun da serada yetisenlere gore birkac kat

daha fazla oldugunu bildirmistir. Tarladan alinan bitkilerin bu avantajinin yaninda,
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cevre sartlarmin cesitliliginden dolayr in vitro g¢alismalar esnasinda olusabilen
kontaminasyon vb. problemler ve materyal olarak kullanilan bugday bitkilerinin
sadece belirli bir donemde toplanabilmesi gibi dezavantajlarida vardir. Bu yiizden bu

calismada dondr bitkiler kontrollii kosullarda bitki bilyiime kabininde yetistirilmistir.

Ortam igerigi ve kiltlir kosullar1 da albino bitki iiretimini etkileyen faktorlerdendir.
Laktik asit ya da kiiltiir esnasinda tiretilen diger organik ya da metabolik bilesenlerin
birikimi primordial hiicre organellerine zarar verebilmekte ve bu durum albino bitki
tiretimi ile sonuclanabilmektedir (Kao, 1981). Ortamin kimyasal kompozisyonu
kiltlir kosullar ile birlestiginde klorofil gelisimini kontrol eden gen ya da genlerde

mutasyona neden olabilmektedir (Dogramaci-Altuntepe, 2001).

Bu calismada makarnalik bugday genotiplerinin orta veya geg¢ tek cekirdekli veya
polen mitozuna yakin olan mikrosporlar1 bulunduran anterleri kullanilmistir. Ciinkii
mikrosporlarin gelisim safhasi anter kiiltiirlinlin basarisin1 giiclii bi¢imde etkileyen
kompleks bir faktordiir. Embriyogenik yetenegin gelisimi test edilen tiirlere bagh
olarak farklilik gostermektedir fakat genellikle ilk polen mitozu esnasinda
indiikleyici uygulamalara duyarlilik olduk¢a onemlidir (Malik vd., 2007). Polen
taneleri depo maddeleri biriktirmeye basladiktan sonra genellikle embriyogenik
kapasitelerini kaybetmeye baslamakta ve gametofitik gelisim yoluna dogru egilim
gostermektedirler (Heberle-Bors, 1989; Raghavan, 1990). Bugday da ve ¢ogu bitkide
anterlerin mikrosporlar erken ya da ge¢ tek cekirdekli safthada iken Kkiiltiire
alimmasinin androgenik cevabin kalitesini artiracagi bir¢ok arastirici tarafindan rapor
edilmistir (Datta et al., 2005; Kondic-Sipka et al., 2007). Bununla beraber geg tek ya
da erken iki ¢ekirdekli mikrosporlar1 iceren misir anterlerinin kiiltiire ¢ok iyi cevap
verdigi bulunmustur (Gaillard et al., 1991). Telmer vd. (1992) Brassica napus’ta
olusum i¢in en iyi sathanin ilk polen mitozu esnasinda mikrosporlar ge¢ tek
cekirdekli ya da erken iki hiicreli polen tanesi durumunda iken oldugunu rapor
etmislerdir. Sopory ve Munshi (1996) mikrospor safhasinin anter kiiltiirii ile tiretilen
bitkinin ploidi seviyesini etkileyecegini belirtmislerdir. Ciinkii ¢alismalarinda tek

cekirdekli safthada bulunan mikrospordan elde ettikleri bitkilerin ¢ogunlukla haploid
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oldugunu, bunun aksine daha gec¢ safthada bulunan mikrosporlar1 i¢eren anterlerle

irettikleri bitkilerin yiiksek kromozom sayisina sahip oldugunu gézlemislerdir.

Azot-aclig1 bulunan bitkilerin anter kiiltiiriine daha iyi cevaplar verdigi belirtilmistir.
Bu sebeple bu ¢aligmanin ilk iki tekerriirlinde normal ekim zamaninda yetistirilen
bitkilere suni giibre verilmemistir. Ancak ¢alismanin son tekrarinda yetistirilen dondr
bitkilere ortalama 30 giinde bir suni giibre (N : P : K) takviyesi yapilmak durumunda
kalinmistir. Bununla beraber suni giibre verilmeyen bitkilerden alinan anterlerin
kiiltiire daha iyi cevap verdigi goriilmiigtir. Donor bitkilerin P-taneleri sayisini
(Heberle-Bors, 1985) etkileyen fizyolojik kosullar, hormonlarin igsel seviyeleri ve
anter dokusunun besinsel durumu (Sunderland ve Dunwell, 1977) yontemin tiim
basarisini etkilemektedir. Embriyogenik polen tanelerinin veya P-tanelerinin in vitro
ve/veya in vivo olusumlari, daha ince ekzin yapisi, asetorkarminle zayif boyama,
vakuol varli§i ve nisasta tanelerinin bulunmamasi durumlarinin nitrojen agligi
olgusuyla baglantili oldugu goriinmektedir (Heberle-Bors, 1983, 1985, 1989). Anter
cevabinda 6nemli mevsimsel degisimler birgok genotipte gdzlenmistir. Vasil (1980)
tarla kosullarinda biiyiliyen bitkilerden alinan anterlerin serada yetistirilen bitkilerden
aliman anterlerden daha iyi cevap verdigini belirtmistir. Tiitlinde, on kiiltiir
kosullariin etkisi ilk olarak Dunwell (1981) tarafindan arastirilmis ve mikrospor
embriyo ve bitki veriminin 151k yogunlugu ve fotoperiyodundan etkilendigi
gosterilmigtir. Bitkilerin nitrojen durumu da mikrospor embriyo verimini biiyiik

Olctlide etkilemektedir (Sunderland, 1978; Tsay, 1981).

Bircok genotipte c¢icek tomurcuguna yapilan fiziksel ve kimyasal On iglem
uygulamalarinin, kiiltiir isleminden Once tiim ¢igek durumu ya da anterlerin
sporofitik yola egilimi i¢in bir tetikleyici oldugu ve boylece fertil polenin gelisimini
engelledigi (gametofitik yol) belirtilmistir. Soguk, yiiksek sicaklik, yliksek nem, su
stresi, anaerobik uygulama, siikroz ve nitrojen achigi, santrifiijleme, etanol,
mikrotubul dagitici ajanlar, c-1ginlama, elektrostimiilasyon, yliksek ortam pH’1, agir
metal uygulamalar1 anter ve mikrospor kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilan 6n

islemler olarak belirtilmistir. Ayrica Shariatpanahi vd. (2006) bunlar1 genellikle
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yaygin kullanilan, az kullanilan ve yeni ortaya ¢ikan olmak iizere 3 kategoride

siniflandirmislardir.

Bu calismada, daha 6nce yapilan ¢alismalara paralel olarak basaklara +4°C’de 7 giin
yapilan soguk 0n islemin anter cevabi ve kallus olusumunu 6nemli derecede arttirdigi
belirlenmistir. Cizelge 4.3.’ten de goriilebilecegi gibi kallus olusumundaki artis en
fazla % 17.28 ile “Kunduru 1149 ¢esidinde meydana gelmistir. Sicaklik soku polen
embriyogenezis gelisiminde en etkili uygulama olarak diisiiniilmektedir. Optimum
sicaklik ve on islem siiresi genotipler arasinda cesitlilik gdstermektedir. Ornegin 3
tane kolza ¢esidi (“Tower”, “Willi” ve “Duplo”) arasinda en yiiksek verim (kiiltiir
edilen anter bagmna 1.1 embriyo) 35°C’de 3 giin 6n isleme maruz birakilan
“Duplo”da meydana gelmistir (Dunwell et al., 1983). Birgok tahilin anter kiiltiirtinde
soguk on islem (+4°C’de 2-3 hafta) rutin olarak uygulanmaktadir ve ayrica bunun
etkisini genotipe bagli oldugu bulunmustur (Powell, 1988; Osolnik et al., 1993).
Durum bugdayinda +4°C’de yapilan soguk 6n islemin embriyogenesis olusumu ve
embriyo gelisimini dnemli derecede tesvik ettigi gdsterilmistir (Labbani et al., 2005;
Ayed et al., 2010). Soguk 6n islemin bu olumlu etkisi ekmeklik bugdayda
Ohnoutkova vd. (2000) tarafindan da gdsterilmistir. Ozkum vd. (2000) anterlerde
bulunan ve embriyo olusumunu engelleyebilecegi ileri siiriilen absisik asidin soguk
uygulamalar ile etkisini azaltmay1 amaglayarak yaptiklari calismada, gercekten de
soguk uygulamalariin anterlerdeki absisik asit miktarini azaltici etki yaptigin1 ortaya
koymuslardir. Duncan ve Heberle (1976) soguk 6n islemin anter dokularinda
bozulma islemlerini yavaslattigini ve bdylece mikrosporlart bozulan anterlerden
serbest kalan zehirli maddelerden korudugunu belirtmislerdir. Ayrica soguk 6n iglem
uygulamasinin bazi genotiplerde yesil bitki regenerasyon kapasitesini iyilestirdigini
rapor etmislerdir. Bu ¢alismada ise toplam regenerasyon ve yesil bitki oranlariin 7
giinlik 6n islem uygulamasinda daha iyi sonuclar verdigi goézlenmistir fakat bu
sonugclar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Ayni sekilde albino {iretiminde de
7 giinlik soguk 6n islemde diislisler meydana gelmis fakat bunlarda istatistiksel
olarak Oonemli bulunmamistir. Soguk On islem uygulamasi ile yesil regenerant
iretiminde ki artis ve albino {iretiminde ki azalisin en fazla “Kunduru 1149”

cesidinde oldugu belirlenmistir. Soguk ©n islem c¢ogunlukla mikrosporlarin
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gametofitik yol yerine sporofitik yola yoOnelimlerini saglayan bir uygulama
oldugundan, bu uygulamanin kallus olusumu iizerine gosterdigi Onemli etkiyi
regenerasyon miktar1 lizerinde gostermemesinin dogal bir durum oldugu

diisiiniilebilir.

Kiiltiir ortam1 kompozisyonu mikrospor embriyogenesis olusumunda ¢ok énemli bir
rol oynamaktadir. Farkli genotipler polen kaynakli bitki olusumunda c¢ok farkli bazal
ortam ihtiyac1 gostermektedir. Anterlerin besin ihtiyaci izole mikrosporlardan ¢ok
daha basit karsilanmaktadir (Reinert and Bajaj, 1977; Bajaj, 1990). Anter kiiltiirii
icin kullanilan en temel ortam N6 ortami (Chu, 1978), MS ortami (Murashige and
Skoog, 1962), Nitsch ve Nitsch (1969) ortam1 ve B5 ortami (Gamborg et al., 1968)
olmakla birlikte bunlarda baska kullanilan bir¢cok ortam vardir. Bunlardan ikisi bu
calismada da kullanilan 190-2 (Wang and Hu, 1984) ve C17 (Wang and Chen, 1986)
siv1 kiiltiir ortamlar1 ile MMS3 (Hu and Kasha, 1997) regenerasyon ortamidir. Otani
ve Shimada (1995) makarnalik ve ekmeklik bugday genotipleri kullanarak yaptiklari
anter kiiltlir c¢alismasinda birka¢g kiiltiir ortami kullanmig ve mikrospor
embriyogenesisi i¢in en etkili ortamin C17 oldugunu belirtmislerdir. C17 kiiltiir
ortami bir¢cok bugday anter kiiltiirii calismasinda kullanilmistir (Luckett et al., 1991;
Aiti et al., 1999). 190-2 kiiltiir ortamimin da anter kiiltiiriinde kullanildig1 bircok
calisma bulunmaktadir (Tuvesson and Ohlund, 1993; Pauk et al., 2000; Maluzunski
et al., 2003). Anter kiiltiiriinde embriyo iiretimi ve osmotik ve besinsel etkilerinden
dolayr bir karbonhidrat kaynagi gereklidir (Powell, 1990). Karbonhidrat
konsantrasyonunun etkisinin muhtemelen baslangic fazi esnasinda osmotik basing
diizenlenmesi ile ilgili oldugu belirtilmistir (Sunderland and Dunwell 1977; Sangwan
and Sangwan-Norreel, 1990). Fakat daha sonra ki kiiltiir doneminde karbon
kaynagiin yiiksek konsantrasyonlariin zararh oldugu goriilmiistiir (Keller et al.,

1975).

Calismamizda 190-2 ve C17 baslangi¢ kiiltiir ortamlarinda literatiire uyularak % 9
oraninda slikroz kullanilmistir. Arpa anter kiiltiiriinde siikrozun maltoz ile yer
degistirmesi, baslangi¢c ortamina genellikle 62 g/l konsantrasyonda ve regenerasyon

ortamina bunun yarist kadar miktarda eklenmesi basarty1 arttirmigtir. Maltoz bugday,
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tritikale ve piring anter kiiltiir ortamina 60-90 g/l civarinda eklenmektedir (Wedzony
et al, 2009). Calismamizda MMS3 regenerasyon ortaminda 90 g/ maltoz
kullanmilmistir. Siikroz anter kiiltiiriinde genellikle % 2-4 seviyesinde kullanilan en
yaygin karbon kaynagidir (Reinert and Bajaj, 1977). Siikrozun biiyiime ortamina
belli konsantrasyonlarin {istiinde bir osmotik ajan olarak eklenmesi osmotik stresin
baslamasina ve biliyiimede azalmaya sebep olurken (Mehta et al., 2000; Kim and
Kim, 2002) kuru agirlikta artisa neden olmaktadir (Kishore and Dange, 1990; Juhasz
et al., 1997). Kallus dokusunda kuru agirligin artis1 prolin ve toplam ¢oziinebilir
karbonhidratlarin kallus dokusunda daha ¢ok birikmesi sebebiyle olmaktadir. Siikroz
bir karbon kaynag1 olarak embriyogenik kallus kiiltiirii i¢in ¢ok 6nemlidir. In vitro
embriyogenik kallus gelisimi icin kritik bir faktér olan ortam osmolitesini
diizenlemektedir. Buna ek olarak, diger bazi arastiricilar siikrozun osmotik etkiye
neden olan karbon ve enerji gorevleri dahil daha bircok gorevi oldugunu rapor
etmislerdir (Carrier et al., 1997; Johnson et al., 1997). Ug hiicreli durumda iken atilan
olgun polen igeren tiirlerde (Gramineae, Cruciferae gibi) yliksek siikroz miktarina (%
6-17) ihtiya¢ duyulurken (Dunwell and Thurling, 1985) iki hiicreli olgun polenlerde
(Solanaceae gibi) daha diisiik seviyelerde (% 2-5) siikroza ihtiyag duyulmaktadir
(Dunwell, 2010). Fruktoz ve glukoz’un Petunia anter kiiltiirlinde polen

embriyogenezini inhibe ettikleri belirtilmistir (Raquin, 1983).

Bitki biiylime diizenleyicilerinin anter kiiltiiriindeki etkisi {izerine ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. Cilinkii ortam kompozisyonu, 6zellikle hormonal denge in vitro
kiiltiir olusumunu ve bitki regenerasyonunu etkileyen 6nemli bir diger faktordiir
(Jiang et al., 1998). Bitki biiyiime diizenleyicilerinin (oksin, sitokinin ya da ikisinin
kombinasyonu) bitki tiirlerinin bircogunda (hatta zor tiirlerde bile) mikrospordan
olusan embriyo iiretimini artirmada kritik bir role sahip olduklar1 bulunmustur

(Maheshwari et al., 1982).

Bu c¢aligmada kallus iiretilen baglangi¢ kiiltiir ortamlart (190-2 ve C17) 2.0 mg/Il
NAA ve 1.5 mg/l Kinetin eklenerek hazirlanmistir. Kalluslarin daha sonra aktarildigi
MMS3 regenerasyon ortaminda ise yine aymi biiylime diizenleyicileri kullanilmis

fakat her ikisinin miktar1 0.5 mg/1’ye diisiiriilmiistir.
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Oksin konsantrasyonu ve ¢esidi mikrospor gelisim yolunu belirlemede onemlidir
(Ball vd., 1993). 2,4-D ile kallus olusumu, IAA ve NAA ile direkt embriyogenesis
tesvik edilmektedir (Armstrong vd., 1987; Liang vd., 1987). Kim ve Baenziger
(2005) c¢esitli oksin uygulamalarinin bugday anter cevabi iizerine olan etkisinin
onemli derecede farkli oldugunu belirtmislerdir. 2,4-D+NAA kombinasyonunun
embriyodan ¢ok kallus olusumunu tegvik ettigini, [AA’nin embriyo olusumu ve

direkt bitki regenerasyonunu engelledigini rapor etmislerdir.

Kintzios vd. (1996) yaptiklar1 ¢alismada bitki regenerasyonu i¢in en iyi NAA
konsantrasyonunu 1 mg/l olarak bulmuslardir. Chin ve Scott (1977) ve Ahlowalia
(1982) bu 6zel NAA konsantrasyonunun bugday kallusunun kok olusumu igin
optimum miktar oldugunu ileri slirmislerdir. Kintzios vd. (1996) 1 mg/l NAA
uygulamasinin, bitki regenerasyon safhasi esnasinda, 7. aestivum ve T. durum
embriyolarindan elde edilen kalluslarda kok olusum oranimi arttirdigini rapor
etmistir. Nasircilar vd. (2006) 1 mg/l NAA igeren regenerasyon ortaminda biiyiitiilen
embriyogenik kalluslarin 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda biiyiitiilen kalluslardan daha

fazla ve daha hizli gévde ve yaprak olusturduklarini belirtmiglerdir.

Qin vd. (2005) 2,4-D igeren baslangi¢ kiiltiir ortaminin piklorama gore bitki
regenerasyonunda daha basarili oldugunu belirtmislerdir. Koklenme, bitkiye gidis,
yesil noktali regenerasyon ve kallustan bitki regenerasyon sayisinin 2,4-D ortaminda
biiyiitiilen kalluslarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Akhtar, 2006). Satyavathi
vd. (2004) ise dikambanin durum bugday anter kiiltiiriinde 2,4-D, GRs ve pikloram
ile karsilastirildiginda kallus olusumu ve bitki regenerasyonu igin en etkili oksin
oldugunu belirtmislerdir. Bu durum Mendoza ve Kaeppler (2002) tarafindan da

bugdayda olgun embriyo kiiltiirii icin yaptiklar1 ¢calisma sonucunda bildirilmistir.

Oksinler somatik embriyogenesiste onemli rol oynamaktadir. Oksinler genellikle 2,4-
D (Ahloowalia, 1982; Maddock et al., 1983), dikamba (Papenfuss and Carman,
1987) ve pikloram (Wernicke and Milkowitz, 1987) seklinde kullanilmakta ve

calisilan bitki tiirline baglh olarak cesitli etkiler gdstermektedirler. Kallus olusumu
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i¢cin gerekli olan oksinler, bitki regenerasyonunda negatif rol oynayabilmektedir. Bu
ylizden gévde olusumu ic¢in kullanilan kiiltiir ortaminda miktar1 diisiiriilmekte ya da

ortama hi¢ eklenmemektedir (Purnhauser et al., 1987).

Bradley vd., (2001) baz1i deneysel sonuglar kallus kiiltiir ortamina diisiik
konsantrasyonlarda eklenen sitokininlerin genellikle embriyogenik kallus olusumunu
arttirdigini belirtmislerdir (Benderradji et al., 2007). Bugday anter kiiltiirii ile bitki
iiretiminde zeatin ve BA’nin diger sitokininlerden daha iyi sonuglar verdigi fakat
yesil/albino bitki oranim1i ¢ok az miktarda degistirdigi bildirilmistir (Kim ve
Baezinger, 2005). Gibberellinler ve absisik asit bu c¢aligmalarda kiiltiir ortamina

nadiren eklenmektedir (Germana, 2011).

Bu calismada da 190-2 ve C17 baslangic kiiltiir ortamlarina anterlerle birlikte 5-6
adet ovaryum eklenmistir. Ciinkii bir¢cok tahil tiiriiniin anter kiiltiirlinde, besin
ortamma yumurtalik dokusu eklenmesinin arabinogalaktanlarin uyarict rolii
sebebiyle (Letarte et al., 2006) oldukca yararli oldugu belirtilmistir (J’Aiti et al.,
1999). Baslangi¢ ortamina 5 ovaryum eklendiginde, embriyo benzeri yapilarin basak
basina ortalama miktar1 7.6’dan 50.1°e ve yesil bitkiler 0.6’dan 8.9’a yiikseldigi,
bununla beraber 10 ovaryum eklendiginde ne embriyo benzeri yapilarin ne de yesil
bitki iiretiminde artis olmadigi belirtilmistir (Broughton, 2008). pH gametik
embriyogenik islemleri etkileyebilen bir bagka faktordiir (Stuart et al., 1987). Anter
kiiltiirtinde ortam pH’si asidiktir ve otoklav igleminden 6nce genellikle 5.7-5.8’¢
ayarlanmaktadir. Calismamizda 190-2 ve C17 baslangi¢ kiiltiir ortamlarinin ve

MMS3 regenerasyon ortaminin pH’si 5.8 olacak sekilde ayarlanmustir.

Yaptigimiz ¢aligmada kallus iiretmede kullanilan baslangi¢ kiiltiir ortamlar literatiire
uyularak 100 ml kiiltiir ortam1 i¢in 10 gr fikol eklenerek hazirlanmistir. Yine iki
haftada bir yapilan yenileme isleminde, fikol ile hazirlanmis sivi ortam kullanilarak
kallus tiretimi ve kallusun hacimsel gelisimi desteklenmistir. Anter kiiltiir ortami
genellikle agar ile katilastirillmaktadir fakat nisasta (patates, bugday, misir ve arpa
nisastasi), gelrite, agaroz ve fikol gibi diger katilastirict ajanlarin yararli etkileri
oldugu rapor edilmistir. Sivi, yari-katt ve iki fazli sistemlerde kiiltiire alinan

anterlerde farkli sonuglar elde edilmistir (Dunwell, 2010). ilk anter kiiltiirii
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caligmalarinda siklikla kullanilan agarin polenden embriyo olusumu i¢in inhibitor
maddeler igerdigi belirlenmis ve sivi kiiltiir ortami tercih edilmeye baslanmustir.
Anter kiiltiir tekniginde stres, gametofitik gelisimin durdurulmasi ve mikrosporlarda
polen embriyogenesisin baslamasi i¢in kritik dneme sahiptir (Touraev et al., 1997).
Tahillarda mikrospordan olusan yesil bitkilerin sayisinin arttirilmasinda kullanilan
diger bir yontem Kkiiltiir ortamina fikol eklenmesidir. Bu madde anter ve kalluslarin
su yiiziinde kalmasini saglar (Olsen, 1987; Trottier et al., 1993). Siv1 kiiltiiriin bir
baska avantaji mikrosporlarin ortamda serbest durumda olmasidir. Boylece gelisen
embriyolar arasinda ki muhtemel rekabet etkileri azaltilmaktadir. Bu embriyolarin
batmas1 zararli anaerobik kosullara neden olabilmektedir. Bu sorun ilk olarak Kao
(1981) tarafindan tanimlanan ve giinlimiizde anter ve izole edilmis mikrospor kiiltiir
tekniklerinde kullanimi olduk¢a yaygin olan (Marchand et al., 2008; Cistue” et al.,
2009) fikol ile ortadan kaldirilabilmektedir. Baslangi¢ kiiltiir ortamina fikol
eklenmesinin embriyogenesisi arttirdigi belirtilmistir (Redha and Talaat, 2008).
Benzer sonuglar bugdayda Fadel ve Wenzel (1990), arpada Devaux vd. (1993) ve
piringte Raina ve Irfan (1998) tarafindan elde edilmistir. Fikoliin embriyogenez
tizerindeki pozitif etkisi mikrosporlarin sivi ortama batmasini engelleyici yiiksek
molekiiler agirlik kaldirma giiciine sahip bir ajan olmasina baglanabilir. Bununla
beraber fikoliin bu pozitif etkisi Zhou vd. (1991) ve Ingram vd. (2000) tarafindan
yapilan c¢alismalarda rapor edilmemistir. Fikol uygulamasiin yesil bitki tiretimini
arttirdig1 da bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Zhou vd., 1992; Immonen ve Robinson,
2000; Cistue” vd., 2006, 2009).

Bu calismada makarnalik bugday bitkileri, 16 saat/giindiiz 8 saat/gece fotoperiyodu
diizeninde, 12 kiloliiks 151k yogunlugu, 18-20 C° sicaklik ve % 51-54 nem orani
kosullar altinda bitki biiylime kabininde yetistirilmistir. Donér bitkinin genotipi son
derece elverisli olsa bile, mikrosporlardan in vitro kosullarda haploid embriyo
uyartimini baglatabilmek, bu bitkilerin yetistirildigi kosullara da baghdir. Bugday,
arpa, celtik ve c¢avdar gibi bitkilerde, dondr bitkinin yetisme kosullarinin anter
kiltiirindeki basar1 lizerinde ¢ok etkili oldugu bilinmektedir. Foroughi-Wehr ve
Wenzel (1993) yaptiklar1 ¢alismada, uygun yetistirme kosullar1 saglanamadiginda,
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anter kiiltiirtindeki basaris1 yiiksek olan “Igri” bugday cesidinin bile sadece albino

embriyolar olusturmus ve tek bir yesil normal haploid bitki elde edememislerdir.

Calismamizda kiiltiirlerin  inkiibasyonu 28°C’de, 1siksiz ortamda yapilmstir.
Inkiibasyon sonunda olusan kalluslar regenerasyon ortamlarma alidiktan sonra 25°C
sicaklikta 16 saat giindiiz fotoperiyodunda regenere bitki olusumu bekletilmislerdir.
Bununla beraber 3 cm’lik petri kaplarina ortalama 3-6 ml kiiltiir ortam1 eklenmis ve
her petri kabina ortalama 30-60 anter konulmustur. Anter kiiltiirleri genellikle 24-
28°C sicaklikta ve ortalama 2000 liiks 151k yogunlugunda 14 saat fotoperiyodunda 24
giin inkiibe edilmektedir (Reinert ve Bajaj, 1977). Fakat daha farkli kiiltiir kosullari
da rapor edilmistir. Bununla beraber optimum kosullarin her bir sistem icin
belirlenmesi gerekmektedir (Germana, 2011). Bugdayda en uygun inkiibasyon
sicakliginin 28-30°C oldugu rapor edilmistir (Ouyang et al., 1983). Bununla beraber
ylksek inkiibasyon sicakliginin tahillarda albino bitki sayisini arttirdigi belirtilmistir
(Dunwell, 2010). Isik in vitro polen morfogenezini diizenleyen c¢evresel bir sinyaldir
(Reynolds ve Crawford 1997). Isik kalitesinin anter kiiltiirii iizerine etkileri ile ilgili
olarak yiiksek yogunluktaki beyaz 1s18in mikrosporlarin embriyogenik olugumunu
inhibe ettigi belirtilirken karanlik ya da diisiik yogunluktaki beyaz 1s18in daha az
zararli oldugu rapor edilmistir (Wenzel ve Foroughi-Wehr, 1984; Bjernstad vd.,
1989). Kiiltiir yogunlugunun (6rnegin, ortamin birim hacmindeki anter sayisi) bir¢ok
tahil tlirtiniin anter kiiltiiriinde biiyiik 6neme sahip oldugu bulunmustur. Bu etkinin
diger iireme dokular1 ve organlar1 ile modifiye edilen kiiltiir ortamlarmin kullanimi

ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Broughton, 2008; Cistue” et al., 2009).

Geleneksel yontemlerde, yilin herhangi bir zamani istenilen materyalin gelisiminde
olusturulmasi gerekli ¢evre icin 6zel bir altyapiya ihtiyag duyulur. Bu ¢alismada
makarnalik bugday genotiplerinde anter kiiltlir sisteminin ve bazi organik ve
inorganik (prolin ve kalsiyum) tolerans faktorlerinin tuzluluk probleminin
¢Oziimiinde hizli ve basit bir metot olarak kullanilabilme olanaklar1 arastirilmistir.
Ayrica bu ¢alismanin diger orijinal noktasi ise tuz ve diger tolerans faktorlerinin
regenerasyon ortamina eklenmesidir. Ciinkii, haploid ve kendiliginden doubled

haploid embriyo benzeri kalluslar gametoklonal c¢aligmalarda alinabilmekte ve
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haploid ya da doubled haploid bitkiler {iretilebilmektedir. Bunlarda verim ve diger

kantitatif 6zellikler a¢isindan daha kolay ve hizli olarak degerlendirilebilmektedir.

Tuzluluk bitki gelisimi ve tahil verimliligini sinirlayan temel bir faktor olarak
bilinmektedir. Tuzluluk toleransi tarla kosullar1 altinda klasik biyoteknolojik
yontemlerle se¢ilimi oldukca zor olan bir 6zelliktir (Richards, 1996). Tuza toleransl
hiicrelerin in vitro segiliminden sonra tuz toleransinin gelismesiyle birlikte bitki
regenerasyonunu ya da tuza toleransh transgenik bitkilerin iiretilmesi gibi alternatif
yontemler de vardir (Bohnert and Jensen 1996, Wincov, 1996). Arastirmalar bazi
tahillarda tuza toleranslh hatlarin tuzlu olmayan kosullar altinda anter kiiltiir teknigi
araciligiyla basarili bir bigimde secilebildigini gostermistir (Zapata et al., 1991; Miha
et al., 1996).

Doku kiiltiir sisteminde tuz stresinin bitki biiylimesi iizerine etkisi hakkinda yapilan
bir¢ok caligsma vardir. Ciinkii agar ortaminda tuz toleransinin anter kiiltiir sistemi ile
secilimi mikrospor seviyesinde miimkiindiir. Farrukh (2004) tuzluluk stresinin
biiylime iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla “LU-26" ve “Potohar” bugday
cesitlerinin bir aylik kalluslarinmi ¢esitli tuz konsantrasyonlar1 iceren MS ortamina
almiglar ve artan tuz konsantrasyonlar1 altinda biiylime oraninin distiiglinii
bulmuslardir. Potahor c¢esidi kalluslarinda “LU-26" ¢esidine gore daha biiyiik

biiylime orani diislisti gorilmiistir.

Doku kiiltiiri bitkilerin hiicre siispansiyonu ya da kalluslarinin stres tolerans
yetenegini arttirabilmektedir. Boylece doku kiiltiir teknigi ile se¢ilim daha kolay hale
getirilmektedir (Nabors and Dykes, 1985). Regenerasyon ortamina 50, 100, 150 ve
200 mM konsantrasyonda eklenen NaCl kallus ve regenerasyon oranlarini, artan tuz
konsantrasyonlarina paralel olacak sekilde diisiirmiistiir. Yiiksek konsantrasyonlarda
NaCl igeren ortamlara kontrol ortamindan aktarilan kalluslarda nekrozun belirtisi
olan kararma ve kahverengilesme goOriilmistiir. Bununla beraber kallusun bazi
kisimlar1 biliyiimeye devam etmistir. Bu tuza toleransli kallus hatlar1 daha sonraki

kiiltiirlerde biiyiimeye devam etmislerdir.

87



Bununla beraber c¢alismamizda ozellikle yiiksek NaCl konsantrasyonlarinin
bulundugu regenerasyon ortamlarinda (1 ve 1.5 mM NaCl) NaCl’nin kalluslar
lizerine olan olumsuz etkisi agik bir bigimde gozlenmistir. NaCl ortaminda biiytliyen
kalluslarda 2-3 hafta sonra kallusun bazi bolgelerinde nekroz belirtileri ve
kahverengilesme goriilmeye baglamistir (Sekil 4.7.a). Kallusun yesil bolgelerinde
regenerasyon meydana gelmesine ragmen olusan yesil regenerantlarin morfolojik
yapisinda anormallikler gozlenmistir (Sekil 4.7.e-f). Bu ortamlardaki kalluslar
kontrol gurubunda bulunan kalluslara gore yavas biiyiimiis ve her birinin 1-2 geng
kivrimli  yapragt olusmustur. Kok olusumu meydana gelse de kiiltiir zamani
ilerledikce gelismesine devam edememis ya da canliligini yitirmistir. Yinede
meydana gelen regenerantlar genotiplerin tuzlu ortamlardaki regenerasyon

yetenekleri ile ilgili gozlem yapmamiza olanak saglamistir.

Akhtar (2006) tuzluluk uygulamalarinin kallustan bitki olusum yetenegini derece
derece azalttigini bildirmistir. Bitki regenerasyonunun 8000 ve 12000 ppm NaCl
konsantrasyonlarinda bitki regenerasyonunu kontrol gurubuna gore % 31.40 ve %
41.70 oranlarinda 6nemli derecede diigiirdiigiinii belirtmistir. Bu ¢alismada da benzer
olarak artan NaCl konsantrasyonlarinda neredeyse tiim genotiplerin regenerasyon
yetenegi kademeli olarak azalmistir. Tiim genotiplerde regenerasyon miktarinda ki
diisiis en fazla 1.5 mM NaCl uygulamasinda goriilmiistiir. Abdel-Hady (2006)
tuzlulugun etkilerini test ettikleri tiim genotiplerde ve onlarin hibritlerinde kallus
bliylimesini 6nemli derecede azalttigini belirtmislerdir. Bunun yaninda genotip ve
hibritlerin yliksek tuzluluga farkli derecelerde cevap verdigi ve buna kallusun genetik
yapisinin sebep oldugunu iddia edilmistir. Benzer sonuclar Rashed (1989), El-
Hennawy (1996) ve Abdel-Hafez vd. (1999) tarafindan da rapor edilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada da genotipler NaCl’ya birbirinden farkli derecelerde cevap
vermistir. Toplam regenerasyon ve yesil regenerant iiretimi acgisindan bakildiginda
“Kunduru 1149” ¢esidinin NaCl’den en fazla etkilenen ¢esit oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.10.). Cizelge 4.11.’de de gorildiigii gibi yesil regenerant iiretiminde
NaCl’dan en az etkilenen c¢esit ise “Mirzabey 2000” olarak bulunmustur.
Genotiplerde diisiik tuz konsantrasyonunun genelikle albino olusumunu kontrol

gurubuna gore diislirdligli fakat daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bu miktarin
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arttigr gorilmiistir (Cizelge 4.10.-4.12.). Bu durum yalnizca “Mirzabey 2000
cesidinde daha farkli olmus, 1.5 mM NaCl uygulamasinda albino sayisinda énemli
oranda diislis meydana gelmistir (Cizelge 4.11.). “Mirzabey 2000”nin NaCl
kosullarinda toplam regenerasyon ve yesil regenerant sayisindaki olumlu tepkileri de
g6z Online alindiginda bu ¢esidin tuz stresine maruz ortamlara daha uygun bir ¢esit
oldugu diisiiniilebilir. Cilinkii stres kosullarinda albino miktarinin arttigini gosteren
bircok rapor vardir (Ziegler et al., 1990; Kao, 1991; Bavrina et al.,, 2002). Bu
sonuglar regenerasyon 6zelliginin in vitro tuzlulugun genotipler lizerindeki etkisini
degerlendirmede kallus biiylimesinden daha gerekli bir parametre oldugunu

yansitmaktadir.

Collin vd. (1990) ve Abdel-Hady vd. (2001)’de bugdayda bitki regenerasyonunun
yiiksek seviyelerde NaCl’de biiyiitiilen eksplantlarda biiylik ol¢lide engellendigini
gostermislerdir. Gonzalez vd. (2001) yine NaCl’nin bitki regenerasyonunu inhibe
ettigini belirtmislerdir. Domateste kallus olusumu, hiicre seviyesinde tuz cevabinin
degerlendirilmesi i¢in kullanildiginda, hiicresel ve biitiin bitki seviyesinde tuz cevabi
arasindaki pozitif korelasyon oldugu bulunmustur (Rus et al., 1999). Yine Rus et al.
(2000) tuzlu ortamda bulunan kalluslarin kismi su igerigi ve biliylime oraninda

kontrole gore bir azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Kalsiyumun tuz stresine karsi koruyucu bir rol oynadigini ¢esitli mekanizmalarla
aciklamaya calisan arastiricilarin ortak diisiinceleri; hiicre zarini1 korudugu, iyon
almmasi ve tasinmasim etkiledigi yoniindedir. Ca™*’nin hiicre zarindaki negatif yiiklii
temel gruplarla capraz baglanti yaptigi ve bu suretle hiicre zarmmin yapisal

biitiinligiinli korudugu yapilan agiklamalarda yer almaktadir (Dogan vd., 2009).

Calismamizda NaCl’'nin neden oldugu kalluslarda olusan nekrozlu bdlgeler ve
bunlarin disinda yesil olan bdlgelerden meydana gelen regenerasyon {izerine
Ca™mnin iyilestirici etkisi arastirilmuistir. Regenerasyon ortamma ¢esitli NaCl
konsantrasyonlar ile eklenen 1 mM miktarindaki Ca™ toplam regenerasyon ve yesil
regenerant miktarlarint ¢esitli oranlarda arttirmistir (Cizelge 4.4.). Cesitli NaCl

konsantrasyonlar1 x kalsiyum kombinasyonun bulundugu regenerasyon ortamina
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alian kalluslardan olusan regenerant sayisi en yliksek % 38.46 oraninda “Mirzabey
2000 ¢esidinde meydana gelmistir (Cizelge 4.5.). Kalsiyumun var oldugu ortamda
yesil regenerant liretiminde de “Mirzabey 2000 ¢esidinin diger genotiplerden {istiin
oldugu goriilmiistiir. En iyi toplam regenerasyon orant “Kiziltan 91” ve “C 1252”
cesitlerinde 0.5 mM NaCl+Ca ortaminda meydana gelirken, “Kunduru 1149 ve
“Mirzabey 2000 ¢esitlerinde 1 mM NaCl+Ca ortaminda meydana gelmistir (Cizelge
4.5.). Yesil regenerant iiretimi ve yesil/albino regenerant oranlarinda ise diger cesitler
0.5 ve I mM NaCl+Ca ortamlarinda en yiiksek sonucu verirken, “Mirzabey 2000
cesidinde ise bu oranlarin en iyi 1.5 mM NaCl+Ca ortaminda oldugu gorilmistiir

(Cizelge 4.5.).

Bu sonuglar MMS3 regenerasyon ortaminda 440 mg/l CaCl, seklinde var olan ve
daha sonra ek olarak verdigimiz 1 mM kalsiyumun “Mirzabey 2000” ¢esidinde tuz
stresine toleransta daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Rossignol vd. (1977)’de
hiicre duvarindaki kalsiyum miktarinin 1-10 mM arasinda oldugunu, hiicredeki
toplam kalsiyumun % 60 kadarini olusturdugunu ve sonugta dis kalsiyum miktarinin
degistirilmesi ile kallus dokusunun etkilenmesinin dogal bir sonu¢ oldugunu
bildirmislerdir (Etienne et al., 1997). Hevea brasiliensis kalluslarinda yiiksek CaCl,
konsantrasyonunun (9-12 mM) embriyogenik potansiyelin devami i¢in en etkili
kiiltiir ortam1 modifikasyonu oldugu rapor edilmistir (Montoro et al., 1993). Ayrica
kalsiyumun spesifik rolii de gosterilmistir. Uzun siireli kiiltiirlerin regenerasyon ve
cogalma kapasitelerinin 3 mM CaCl, igeren ortamda kallus kalitesi ve somatik

embriyo iiretim sayis1 agisindan yetersiz oldugu belirtilmistir (Etienne et al., 1997).

Prolin birikiminin radikal tutucu gibi davranarak tuz ve kuraklik stresine
adaptasyonu gelistirdigi bilinmektedir (Chen and Dickman, 2005). Prolin igerigi
strese maruz birakilmis kalluslarda birakilmayanlardan daha farklidir. Prolinin tuza
toleransl genotiplerde daha fazla biriktigi ve bugdayda tuz zararini algilayici olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Prolinin bu 6zelligi tuza tolerans i¢in se¢ilimde yararh
olabilmekte ve tuza toleransh bitkileri i¢in bir belirleyici olarak kullanilabilmektedir.
Shen ve Shen (1992) yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda toplam amino asit miktar1

icerisinde serbest prolin oranmin arpa fidelerinde Onemli derecede arttigini
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gozlemislerdir. Buna benzer sonuglar Parida vd. (2007) tarafindan misir bitkisinde de
gosterilmistir. Serbest prolinin tuzluluk etkisinin degerlendirilmesinde iyi bir 6zellik
oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Gangopadhyay ve Basu, 2000;
Abdel-Hady vd.,2001). Zebarjadi vd. (2010) prolin birikiminin kallus dokusunun
hiicresel seviyede osmotik potansiyelinde bir diisiise sebep oldugunu ve bitkilerin
stres ortaminda biiyiimelerini devam ettirebildigini rapor etmislerdir.  Kiiltiir
ortamina disaridan verilen prolinin hiicre i¢i serbest prolin miktarni iyilestirdigi
belirtilmistir. Kiiltiir ortamina disaridan 2.5, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda eklenen
prolin ile bu ortamlarda biiyiitillen kalluslarin igsel prolin miktarinin, kontrol
ortaminda bulunan kalluslardan oldukca yiiksek oldugu belirtilmistir (Gerdakaneh
vd., 2010). Nitekim bu g¢alismada ¢esitli NaCl konsantrasyonlarinin bulundugu
ortama 2 mg/l miktarinda eklenen prolinin toplam regenerasyon ve yesil regenerant
miktarlarini ¢esitli oranlarda arttirdigi belirlenmistir (Cizelge 4.6.). Bu durumda
kalluslarda NaCl’nin sebep oldugu yaslanma ve buna bagli olarak regenerasyon
yeteneginde meydana gelen azalmalarin prolin etkisi ile 1iyilestirildigi

distiniilmektedir.

NaCl konsantrasyonlart x prolin kombinasyonun ile olusturulan regenerasyon
ortamlarina aktarilan kalluslardan olusan regenerant sayisi en yiiksek % 34.04
oraninda “Kiziltan 91” ¢esidinde meydana gelmistir (Cizelge 4.6.). Prolin eklenen
ortamlarda “Kiziltan 91” ve “Mirzabey 2000” ¢esitlerinin diger genotiplerden daha
fazla yesil regenerant lirettigi goriilmiistiir. Cizelge 4.7.’den de goriilebilecegi gibi
“Kunduru 1149 ve “C 1252 gesitlerinde en iyi toplam regenerasyon orani 0.5 mM
NaCl+prolin ortaminda meydana gelirken, “Kiziltan 917 c¢esidinde 1 mM
NaCl+prolin ortaminda meydana gelmistir. “Mirzabey 2000 ¢esidinde ise 0.5 ve 1
mM NaCl+prolin ortamlarinda esit oranda regenerasyon meydana gelmistir.
“Kunduru 1149” ve “C 1252” ¢esitlerinde 1.5 mM NaCl+prolin ortaminda meydana
gelen yesil regenerant oraninin “Kiziltan 917 ve “Mirzabey 2000 ¢esitlerine nazaran
onemli derecede diisiik oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.8.). “C 1252 ¢esidinde 0.5 mM
NaCl+prolin ortaminda yesil/albino regenerant miktar1 oldukc¢a yiliksek olmasina
ragmen daha yiiksek seviyeli tuz kosullarinda (1.5 mM NaCl+prolin) “Kiziltan 917

¢esidinde bu oranin diger genotiplere gore Onemli derecede yiiksek oldugu
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bulunmustur (Cizelge 4.7.). Tim bu sonuglar géz onilinde bulunduruldugunda
prolinin kalluslarda NaCl’nin sebep oldugu nekrozun iyilestirilmesinde ve yesil
bolgeli regenerant miktarinin artirilmasinda “Kiziltan 91 ve “Mirzabey 2000

cesitlerinde daha etkin oldugu sdylenebilir.

Diger arastiricilar tarafindan rapor edilen sonuclar daha farklidir. Shevyakova et al.
(1998) prolin igerigi ile tuz toleransi arasinda bir iliski bulamamistir. Gupta and
Srivastava (1990) tuz ve kuraklik stresi altinda, yaprak alaninin yani sira prolin
icerigininde direngli genotipte duyarli olan genotipten daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Fakat diger bazi sonuglar prolin birkiminin tuz direnci ile bir
baglantisinin olmadigini gdstermistir. Lacerda et al. (2005) tuz stresi esnasinda
yapraklarda yiiksek miktarda prolin birikiminin tuz toleransi ile iliskili olmadig1

sonucuna varmiglardir.

Sonug¢ olarak; “Kiziltan 917, “Kunduru 11497, “Mirzabey 2000” ve “C 12527
makarnalik bugday cesitlerinin saksilara ekimleri yapilarak bitki yetistirme odasinda
uygun 1s1 ve 1sik kosullarinda yetistirilmigtir. Toplanan basaklarin ylizey
sterilizasyonlar1 yapilmig ve +4°C sicaklikta soguk 6n isleme maruz birakilmistir.
Soguk 6n islemden alinan basaklardaki anterler kontrol edilmis ve tek cekirdekli
mikrosporlar1 igeren anterler 190-2 ve C17 baglangic ortamlarina alinmistir.
Calismamizda degerlendirmeye aldigimiz anter sayisi 3375°tir. Bu anterlerin %
69.62’°si kiiltiire pozitif cevap vermis ve % 18.34 oraninda kallus olusturmustur
(Cizelge 4.2.). “Kunduru 1149” cesidi % 22.50 kallus olusumu ile genotipler
arasinda en iyi sonucu vermistir (Cizelge 4.2.). MMS3 regenerasyon ortaminda
kontrol gurubu ve tiim uygulamalar birlikte degerlendirildiginde genotiplerde en
yiiksek regenerasyonun % 29.67 ile “Kiziltan 917 ¢esidinde oldugu goriilmiistiir. En
yiiksek yesil regenerant iiretimi yine “Kiziltan 91” c¢esidinde % 18.13 oraninda
meydana gelmistir. Albino iiretimi en yliksek “C 1252 ¢esidinde % 12.79 oraninda,
en diisiik albino iiretimi ise (% 11.39) “Kunduru 1149”da meydana gelmistir

(Cizelge 4.2.).

92



Regenerasyon ortamina farkli konsantrasyonlarda eklenen NaCl (0.5, 1 ve 1.5 mM)
genotip kalluslarinda nekroza ve gelisim bozukluklarina sebep olarak regenerasyon
olusumunu cesitli derecelerde diisiirmiistiir. Yine ortamda ki NaCl’ye ilave olarak
verilen kalsiyum ve prolin ¢ogu genotip ve uygulamada regenerasyon miktarini,
NaCl’nin olumsuz etkisini g¢esitli derecelerde iyilestirerek arttirmistir. Bu amacla
calismamizda kalsiyum ve prolin “ajanlar” olarak adlandirilmis ve iki maddenin
regenerasyon miktari iizerine olan etkisi beraber degerlendirilmistir. NaCl+Ajanlar
uygulamasinda % 18.62 yesil ve % 11.95 albino olmak iizere toplam % 30.57
oraninda regenerant elde edilmistir (Cizelge 4.8.). Bu uygulamalarda en iyi sonuglari
“Kiziltan 91 ve “Mirzabey 2000 ¢esitleri vermistir. Ayni zamanda bu iki maddenin
etkileri tek tek degerlendirilmistir. NaCl+kalsiyum uygulamasinda % 22.59 yesil ve
% 10.87 albino olmak iizere toplamda % 33.47 regenerant meydana gelmistir
(Cizelge 4.4.). Kalsiyum uygulamasinda en iyi sonucu “Mirzabey 2000” ¢esidi
gostermistir (Sekil 4.5.). NaCl+prolin uygulamasinda ise % 13.77 yesil ve % 13.26
albino olmak iizere toplam % 27.04 oraninda regenerant elde edilmistir (Cizelge
4.6.). Bu uygulamada da en iyi sonuglar “Kiziltan 91” ve “Mirzabey 20007
cesitlerinde meydana gelmistir. Bununla beraber NaCl’nin regenerasyon miktari
tizerindeki sebep oldugu olumsuz durumun iyilestirilmesinde yani kalluslarin yesil
bolgelerinin korunmasi ve bu bdlgelerden olusan olumsuz etkisinin giderilmesinde
kalsiyumun proline gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak
kalsiyumun sodyum antagonisti olmasi ve tuza toleransta sodyumun alinimini
sinirlamada direkt etkisinin olmasi gosterilebilir. Prolinin bitkide birikerek tuz
stresine toleransta osmotik olarak, kalsiyumun ise iyonik olarak etkin oldugu
bilinmektedir. Bu ¢aligmada kalsiyum uygulamasindan elde edilen yesil regenerant

sayist da kalsiyumun proline karsi olan bu iistiinliigiinii desteklemektedir.
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EK-1

Bugday bitkisi, Gramineae familyasindan 7riticum cinsine ait bir bitkidir. Monokotil
bir bitki olan bugday bitkisi, kendi kendini ddlleyebilen, kokleri sagakli, meyvesi
karyopsis tipinde olan, tek yilik bir bitkidir (Segmen vd., 2000). Her tiirli iklim
kosullarina uyum gosterebilmesi, hammadde olarak kullanim alaninin genisligi ve
beslenmede 6nemli yer tutmasi nedeniyle, diinyanin her tarafinda en ¢ok yetistirilen

tarim {riinleri arasinda yer almaktadir.

Bugday bitkisinin, diploid (2n=14 kromozomlu), tetraploid (2n=28 kromozomlu) ve
heksaploid (2n=42 kromozomlu) tiirleri mevcuttur. Kiiltlirii yapilan bugdaylar,
diploid bugdaylar; 7. monococcum ssp. monococcum (2n=14, AA genomu), iki
tetraploid bugday; 7. turgidum ssp. durum (2n=28, BBAA genomu) ve 7. timopheevi
ssp. timophevii (2n=28, GGAA genomu) ve bir hekzaploid bugday; 7. aestivum ssp.
aestivum (2n=42, BBAADD) olarak dort grup altinda toplanir (Salamini vd., 2002).
Triticum aestivum L. (ekmeklik bugday) ve Triticum durum Desf. (durum bugday1)

tilkemizde yetistirilen en yaygin bugday tiirleridir (Davis, 1985).

Bugday, gerek diinyada gerekse Tiirkiye’de stratejik bir bitki olup, insanlarin temel
enerji ve protein kaynagi durumundadir. Tiirkiye’de giinliik enerji ihtiyacinin
ortalama % 40’1 bugday iiriinleri tarafindan karsilanmaktadir. Ulkemizin ekili
alanlar1 dikkate alindiginda, bu alanlarin yaklasik % 50’sini tahillar, tahillarin ekim
alanlarinin da yaklasik % 70’ini bugday olusturmaktadir (Anonim, 2008). Tiirkiye’de
bugdaym 67.650.000 dekar ekim alani, 16.860.000 ton iiretimi ve 251 kg dekara
verimi vardir (TUIK, 2009).

Bugdaymn orijin merkezi, Verimli Hilal denen bugiinkii Iran, Irak, Tiirkiye, Suriye,
Liibnan, Israil ve Filistin’i kapsayan bdlgedir (Salamini vd., 2002). insanlar besleyici
degeri yiiksek olan bugday: Onceleri dogadan toplamislar ve zaman igerisinde
bugday1 kiiltiire alarak bugiinkii duruma getirmislerdir. Ozellikle bu evrimlesme

stirecinin hem diploid hem de tetraploid bugday icin Giineydogu Anadolu
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bolgesinde, daha 6zel olarak da Diyarbakir ve c¢evresinde (Karacadag), oldugu

yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Yediay, 2009).

Makarnalik bugdaylar tetraploid bitkiler olup, kalite 6zellikleri ve kullanim alanlari
bakimindan hexaploid Triticum aestivum ve T. compactum bugdaylarindan ¢ok farkli
ve 0zel bir konuma sahiptir. Makarnalik bugdaylarin ana kullanim sekli makarna
cesitleridir ve o6zellikle Avrupa ve Kuzey Amerika {ilkelerinde bu amaca yonelik
tiretilmektedir. Bunun yaninda Tiirkiye, Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerini igeren
diger bolgelerde makarna iiretimi yaninda bulgur, kuskus ve degisik ekmek

cesitlerinin tiretiminde de kullanilmaktadir (Liu vd., 1996).

Tiirkiye’de makarnalik bugday 13.350.000 dekarlik ekim alani, 3.740.000 tonluk
liretimi ve 285 kg dekara verimi ile dnemli bir yere sahiptir (TUIK, 2009). Onemli
makarnalik bugday f{ireticisi iilkelerden biri olan Tiirkiye’de toplam bugday ekim
alanimin yaklagik % 30’unu makarnalik bugday ekim alani olustururken, 1990’1
yillardan sonra bu oran belirgin bir sekilde diismiis ve 2007 yilinda % 15’lere kadar
gerilemistir (Yazar ve Karadogan, 2008).

Makarnalik bugday Rusya orijinlidir, genel olarak soguk ve yar1 kurak iklimlerde
yetistirilmektedir. En 6nemli makarnalik bugday yetistiren iilkeler; A.B.D, Kanada,
Rusya, Arjantin, Kuzey Afrika iilkeleri, italya, Fransa ve Tiirkiye'dir. I. ve II. Diinya
savaglar1 sirasinda makarnalik bugday ihra¢ eden en 6nemli iilkeler Kanada, A.B.D
ve Cezayir iken, bugiin Avrupa’nin bir¢ok lilkelerinin makarnalik bugday ihtiyaci
A.B.D ve Kuzey Afrika iilkeleri tarafindan karsilanmaktadir. Makarnalik bugday,
kirmizi ve amber renkli olmak iizere iki sekilde degerlendirilmektedir. Kirmizi renkli
olanlar, daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilir ve makarna sanayi i¢in bir dneme
sahip degillerdir. Bu c¢esit bugdaylar daha cok Arjantin’de yetismektedir. Amber
renginde olanlar ise, makarna sanayinde kullanilmaktadir. En sert bugday amber
renkli olanlardir. Protein miktar1 ¢evreye bagl olarak degisse de genellikle yiiksektir.
Makarna yapiminda yiiksek protein istenmektedir. Ancak makarnalik bugdaylarin
proteini ekmeklik bugdaylar kadar uygun degildir. Makarnalik bugdaylarda

endospermdeki protein taneleri ve nisasta taneleri seffaftir. Bu nedenle tane camsi
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yapida goziikiir. Tanenin seker orani diger tiir bugdaylara gore daha yiiksektir. Fazla
miktarda karotenoid pigmenti icermektedir. Makarnalik bugdaylar diger bugdaylara
kiyasla yaklasik iki kat daha biiylik danelidir ve endospermdeki kiil miktar1 daha
yiiksektir (Morris, 2004). Danede toplam karbonhidrat oram1 % 70 civarindadir.
Toplam karbonhidrat icerisinde nisastanin orani % 90’dan daha fazladir. Danede

nisasta disinda seliiloz, hemiseliiloz ve dekstrinler vardir (Sayaslan, 2007).

Ulke ekonomisinde ve insan beslenmesinde olduk¢a 6nemli olan bugday iiretimi
tarimda uygulanan yanlis politikalarin bir sonucu olarak, birim alandan alinan
verimin artirilmasi bir yana, yeni ¢esitlerin {ireticilere intikal ettirilememesi, hastalik
ve zararlilarla yeteri kadar miicadele verilememesi nedeniyle verimde ve kaliteli
bugday iiretiminde azalma goriilmiis, birim alandan alinan bugday verimi diinya

ortalamasinin altinda kalmustir.
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