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Bu Arastirma Bazi Arpa Popiilasyonlarinda Anter Kiiltiirii Yontemi ile Double Haploid Bitki
Eldesinde Rejenerasyon Oraninin Artirilmasi amaciyla 2021 yilinda Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisii, Biyoteknoloji Arastirma Merkezi, Yenimahalle yerleskesinde
yiirlitiilmustiir. Birbirinden farkl ii¢ melez popiilasyonlarin (Tokak 157-37 (X) Aida (X) Sayim
40, Sayim 40 (X) Tokak 157-37, Cirit (X) Alena) materyal olarak kullanildig1 ¢alismamizda,
bitki eksplantinin (arpa bagaginin alt-orta-list kisimlarinin), iki farkli sicakligin (+4-+28 °C) ve
Kiibrik Siilfat(CuSO4) konsantrasyonlarinin (kontrol-1-5-10 mg/L) 6n muamelede degiskenler
olarak ; anter kiiltiirline, haploid bitki elde edilmesine ve rejenere olmus bitkilere sayisal olarak
etkileri incelenmistir. Degisken 6n muamelelerle birlikte ilk olarak 1 Molar kat1 Mannitol besi
yeri ortami, sonrasinda sirayla kallus olusturma, kallus gelistirme ve kdklendirme besi yerleri
kullanilmistir. Haploid (n kromozom sayisina sahip) anterler steril kosullarda ilk besi yerine
aktarildiktan sonra sirasiyla; kallus (anter ile kallus aras1 3-4 hafta kadar siirmektedir), yesil
kallus, stirgiin, koklii bitkicik olusumlar1 gozlenmistir. Sonrasinda Vernelizasyon ihtiyacinin
karsilanmasi i¢in +4°C’de 30 giin bekletilmistir. Kallus olusumu, siirgiin ve rejenere bitki
sayilar1 bakimindan melez popiilasyonlar1 farkli sonuglar vermistir. Bu durum genotiplerin
caligmadaki 6nemini de ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Double haploid, Arpa, Eksplant, Kiiprik siilfat, CuSO4, Anter kiiltiirii.



ABSTRACT

M. SC. THESIS

INCREASING THE REGENERATION RATE OF DOUBLED HAPLOID PLANTS
BY ANTHER CULTURE METHOD IN SOME BARLEY POPULATIONS
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This research was carried out at the Field Crops Central Research Institute, Biotechnology
Research Center, Yenimahalle campus in 2021 with the aim of increasing the regeneration rate
in obtaining doubled haploid plants by anther culture method in some barley populations. In
our study where three different hybrid populations (Tokak 157-37 (X) Aida (X) Sayim 40,
Sayim 40 (X) Tokak 157-37, Javelin (X) Alena) were used as materials, plant explant (lower-
middle-upper parts of barley spike), two different temperatures (+4-+28 °C) and Cubic Sulfate
(CuSO0s) concentrations (control-1-5-10 mg/L) were used as variables in pretreatment; anther
culture, haploid plant production and regenerated plants as variables in pretreatment. With the
variable pretreatments, 1 molar of solid mannitol medium was used first, followed by callus
formation, callus development, and rooting media, respectively. After haploid anthers (with n
chromosome number) were transferred to the first medium under sterile conditions, callus (the
interval between anther and callus was 3-4 weeks), green callus, shoot, and rooted plantlet
formations were observed, respectively. Afterward, they were kept at +4°C for 30 days to meet
the need for vernalization. Hybrid populations gave different results in terms of callus
formation, number of shoots, and regenerated plants. This situation also revealed the
importance of genotypes in the study.

Keywords: Double haploid, Barley, Explant, Cubric sulfate, CuSO4, Anther culture.
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GIRIS

Gida ihtiyaci diinyada yasam dongiistiniin baglamasiyla birlikte vazgegilmez gereksinim
olarak yerini almistir. Diinya niifus oran1 2050 yilinda takriben %35 civari artacagi ve 9 milyar
insanin lizerine ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Bu da gidasal iiretimin %70’in {izerinde artis
gostermesi gerektigi anlamina gelmektedir. Nitekim giliniimiizde niifus artisi ile birlikte aglik
sorunu O6nemli bir problem haline gelmistir. Hayvansal ve bitkisel kokenli gidalar insan
beslenmesinde onemli besin kaynaklarini olusturmaktadir. Hayvansal kokenli gidalar iiretim
azligina bagl olarak fiyatlariin yiiksek olusu beslenmede bitkisel kokenli gidalar1 vazgecilmez
alternatif iiriinler haline getirmistir. Tiim bu bilgiler 1s18inda gelecege yatirim yapmanin en
oncelikli grubu olan bitkisel iirlinlerden yiiksek verim alinabilmesi i¢in yeni bitki ¢esidi, yeni
tretim kanallari, yeni caligmalar ve gidada iilkesel olarak kendine yetebilme kabiliyeti

kazanilmalidir.

Diinya’da ve Tiirkiye’de ekimi ve iiretimi en fazla yapilan bitkisel {irlin ise tahillardir.
Ekim alanina gore tahil ekimi oransal olarak diinyada ortalama %45, iilkemizde ise ortalama
%47,5 civarindadir. Kiiltiir bitkilerinin en eskilerinden biri olan arpa, bugdaygiller familyasinda
arpalar oymaginda bulunmaktadir. Latincesi Hordeum vulgare L. olan arpa; diinyada 50 milyon
ha ekim alani ve 133,5 milyon ton iiretim miktari ile bugday, misir ve geltik bitkilerinden hemen
sonra gelmektedir. Ulkemizde ise arpa 7 milyon ton iiretim degeri ve dekara 258 kg tane verimi
ile bugdaydan sonra ikinci sirada yer almaktadir (TUIK, 2019; FAO 2020).

Arpa bitkisi tek ve ¢ok yillik, 45 takson, 32 tiir ve genel olarak 2n=14 kromozomdan
olugmaktadir. Tahillarda arpa 2,4,6 siradan olusabilen ve 5-8 arasinda en ¢ok kardeslenme
gosteren bir bitkidir. Ortalama bitki boyu 40-110 cm ve basak uzunluklar1 ortalama 8-15 cm
dir. Tohumlar1 kavuz ve kapcikla sarilt olup, kavuzlu tiirlerinde kapgik ile kavuz tanelere
yapisik olarak bulunmaktadir. Tanelerin her birinde %10-14 arasinda kavuz bulunabilmektedir
(Anonim, 2017).

Arpa bitkisi binlerce yila dayanan ve iilkemizde de ¢ok eski yillardan beri neredeyse her
iklim ve toprak kosullarinda yetistirilebilen, genel olarak hayvan yemi ve malt endiistrisinin
ham maddesi olarak kullanilan degerli bir besin maddesidir. Arpa bitkisi yiiksek nisasta
degerine (%79) sahip, %67 karbonhidrat, %5 seliiloz, %10 protein, %2 serbest yag asitleri,
fosfor ve potasyum gibi mineraller, A, B ve E vitaminler, B-glukan ve fenolik bilesenleri igeren
zengin bir yem bitkisidir. Ayrica arpa insan beslenmesinde kullanilan ekmek ve unlu mamul
tiretiminde bugday ve ¢avdardan sonra biiylik paya sahiptir (Kiin 1996; Alkan ve Kandemir,
2015).



Diinyada arpa yetistiriciligine ait son 5 yillik veriler degerlendirildiginde 2018-2019
yillarinda ekim alani ortalama 49 milyon ha ve {iretim miktart ortalama 140 milyon ton iken,
2019-2020 yilinda ekim alan1 ortalama 53 milyon ha ve iiretim miktar1 158 milyon ton olarak
gerceklesmistir. Bu yildan itibaren ekim alaninda meydana gelen diisiisler ile birlikte 2022-
2023 yilinda ortalama ekim alan1 48 milyon ha ve ortalama tiretim miktar1 146 milyon ton
olarak gergeklesmis olup, 2019-2020 yilina gore ortalama %9,43 daralma gostermistir. Bunun
nedeni Rusya, Kazakistan, Avustralya, Tiirkiye ve AB’deki ekim alanlarinin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Diinyada en yiiksek tiretim pay1 (%35) ile Avrupa Birligi iilkelerinden
Fransa, Almanya ve Ispanya ilk sirada yer almaktadir. Bu iiretim payin1 sirasiyla Rusya (%13)
ve Avustralya (%6) takip etmektedir. Ulkemiz ise ortalama diinya arpa iiretiminin %6‘lik
kismini1 karsilayabilmektedir (FAO, 2020; USDA, 2022).

Tiirkiye’de en fazla {iretimi yapilan tahil bitkisi bugdaydan sonra ikinci sirada yer alan
arpa yetistiriciligine ait son 5 yillik verilere gore; 2018 yilinda ekim alani ortalama 26 milyon
da ve iiretim miktar1 ortalama 7 milyon ton iken, 2020 yilinda iiretim alan1 ortalama 31 milyon
da ve tiretim miktar1 ortalama 8,3 milyon ton olarak en yiiksek seviyesine ulasmistir. Arpa ekim
alan1 2020 yilina oranla 2021 yilinda ortalama %2,3 artis gdstermesine ragmen, yasanan
kuraklik nedeniyle bir dnceki yila gore %30,7 azaligla 5,8 milyon tona gerilemistir. Arpa
liretimi iilkemizin hemen her bolgesinde yapilmakla birlikte en fazla iiretim sirasiyla Ig
Anadolu, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgelerimizde yapilmaktadir. Bu bolgelerimizde ise en

fazla iiretim Konya (%12,28) ve Ankara (%9,21) illerinde gerceklestirilmektedir (TUIK, 2022).

Genetik 0Ozelliklerden fayda saglayarak bitki tiirii, ¢esidi ve cinslerinin genetik
karakterini tiiketici ve Tretici isteklerine bakilarak planlanmis sekilde gelistirme ve
degistirmeye ‘’Bitki Islahi’ denilmektedir. Bitki 1slah¢ilarinin {izerinde durdugu 6nemli
konularda melezleme, seleksiyon vb. yontemler ile mutasyon ve poliploid yardimiyla invitro
veya invivo bitkiler olusturarak toprak ve iklim isteklerine gore hastaliga ve bitki zararlilarina
daha dayanikli, verimi yiiksek, ¢evre kosullara toleransi yiiksek bitkiler gelistirerek diinya
tarimina bilyiik katkilar saglamaktir (Sehirali ve Ozgen 1988). Ancak yiiksek verim
potansiyeline sahip, kaliteli ve hastaliklara dayanikli ¢esitler farkli ekolojik kosullarda bu {istiin
ozelliklerini koruyamamaktadir (Yildirim ve ark., 2007). Gelistirilen yiiksek verimli gesitler en
iyi girdi tarim sistemleri altinda tretildigi i¢in disik girdili sartlarinda iyi performans
gosterememektedir (Fess, Kotchon ve Beneditto, 2011). Son yillarda makinelesen ekim, bakim
ve hasat iglemleri sayesinde ayn1 kalitede {iriin elde edildigi i¢in saf ¢esit kullanimi1 yaygin hale
gelmistir. Saf g¢esit kullanimi hastalik, zararli ve yabanci otlara karsi duyarli oldugu igin

insektisit, herbisit, kimyevi giibre ve biiyiime diizenleyicileri gereginden fazla kullanilmaya
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baslanmistir (Browning, 1988; Wolfe, 2001). Bu tarz olumsuzluklar1 ve yeni ¢esitlerin
gelistirilmesinde gerekli olan finansal kaynak, zaman ve emegi en aza indirebilmek i¢in genetik
cesitlilik elde etme yollarindan birisi olan ¢esit karisimlarinin kullanilmasi gerekmektedir
(Lopez ve Mundt, 2000). Segilen bir ¢evrede muhtemel degisiklikler goz ontinde tutularak
yapilacak ¢esit karisimlari ile verim kayiplarini diisiirmek miimkiin gortilmektedir (Yildirim ve
ark., 2007). Cesit karigimlarinin kullanimi stabilite saglamanin yaninda hastalik ve zararlilarin
etkilerini diisiirmede (Finckh ve Mundt, 1992; Akanda ve Mundt, 1996; Finckh ve ark., 2000),
su ve besin maddesi gibi smirli kaynaklarin kullanimini en st diizeye ¢ikarmada, toprakiistii
biokiitle tiretimini ve organik madde seviyesini artirmada potansiyel bir ara¢ olarak

gosterilmistir (Smithson ve Lenne, 1996; Sarandon ve Sarandon, 1995; Kiaer ve ark., 2009).

Arpanin  kiiltiir 1slahinin  temelini Hordeum vulgare L. subsp. Spontaneum’un
gergeklestirildigi tahmin edilmektedir (Pandey, 2006). Yabani arpa olan Hordeum vulgare L.
subsp. spontaneum Giineybati Asya orjinli olup, ortalama 5,5 milyon yil 6nce Dogu Akdeniz,
Balkanlar, Kuzey Afrika, Orta Asya ve Tibet’e kadar dagilim gostermistir (Nevo, 2012). Yabani
formu olan Hordeum spontaneum, kiiltiirii yapilmis olan arpa gesitlerine gore daha fazla farkli
genetige sahiptir. Yaprak pasi, kiilleme gibi hastaliklara karsi dayanikli olan yabani formun
ozelliklerini kiiltiire alinmis formlara genetik olarak aktarip hem dayanikli hem de verimi
yiiksek ¢esitlerin gelistirilmesi Klasik Islah’in amaglarindan bir tanesi dir. Dogal olarak bu gen
yapist ve istekleri bilinerek klasik 1slah metoduyla dayamikli ve verimi yiiksek cesitler
gelistirilebildigi gibi ’Bitki Doku Kiiltliri’” yontemiyle de virlisten ari ve hizli bir sekilde
invitro kosullarda bitki ¢esidi gelistirmek ve gen yapisint diizenlemek miimkiindiir. Bitki doku
kiltlirii; mikroptan arindirilmis durumda, sentetik besi yerlerinde, bitkinin tiimii, hiicre
(meristem ve kallus hiicreleri), doku (bitkinin ¢esitli kisimlari) ile organ (meristem ucu, kok)
vb. kisimlardan tekrardan hiicre, hiicre yiginlari, yeni bitki veya metabolit olusturulmasidir.
Doku kiiltiirii sayesinde ¢elikleme veya tohumdan ¢ogaltilamayan 1slah edilmis tistiin 6zellik
gosteren bitkilerden ¢ok sayida yeni nesillerin ortaya konulmasi i¢in yapilan isleme mikro
cogaltim denilmektedir. Doku kiiltiiri ya da mikro ¢ogaltim yontemi ¢ok hiicreli bir canh
organizmanin her hiicresinin uygun sartlar haltinda viriisten arindirarak gelisme kapasitesine
sahip olmasi olarak 1838 ve 1939 yillarinda Schleiden ve Schwann tarafindan totipotens teorisi
olarak ifade edilmistir. Bitki ¢esit gelisimi ve eldeki ¢esitlerde genetik cesitlilige gitmek bitki
doku Kkiiltiirlinlin esas amaclarindandir. Tiim bunlardan yola ¢ikarak bitki doku kiltiir
caligmalar1 bitkinin genetiginin amaca yonelik gelistirilmesinde ¢ok dnemlidir. Kaybolmaya

yiiz tutmus bitki c¢esitlerinin korunumunda ve {retilmesi-cogaltilmas1 gili¢ bitkilerin



devamliliginda, farkli doku kiiltiir ¢alismalari siirekli kullanilabilmektedir (Srivastava, 1981;
Kaya, 1988).

Haploid bitkiler ya embriyo kesesindeki haploid dokularin normalde yumurta
hiicresinin uyarilmasi sayesinde disi gametten ya da polen rejenerasyonu ile erkek gametten in
vitro kosullarda bitki olusumundan elde edilmektedir. Her iki yoldan da haploid olusumu,
dogada kendiliginden ortaya c¢ikabilmektedir. Dogal partenogenezis veya polen
embriyogenezisi yollarinin her ikisi de islah programlari i¢in gereksinim duyulan haploid
bitkileri saglayabilmekten ¢ok uzaktir. Bu nedenle haploid liretim yontemleri gelistirilmistir.
Haploid bitki elde etmek i¢in yapilan yontemlerden biri olan anter kiiltiirii; igerisinde
olgunlagsma olmamis polenleri (mikrosporlart) ihtiva eden anterlerin, in vitro kosullarda
tomurcuklardan ayrilarak yapay besi yeri ortamlarina aktarilmasi ve sonrasinda haploid
embriyolar elde edilmesin verilen isimdir. Anter kiiltiiriinde ilk amaglardan birisi ¢ok kisa
stirede F7 seviyesinde %100’e yakin saf bir hat elde etmektir. Genetik a¢ilmanin olmadig: bu
yontemle ¢ok kisa siirede ¢esit gelistirmeye gidilebilmektedir (Bhojwani,1983). Anter kiiltiiri,
giinimiizde dihaploid (DH) bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Bu teknigin diger in vitro DH bitki elde etme tekniklerine gére avantaji; bir anter icerisinde
binlerce mikro sporun bulunmasi ve uygun bir in vitro kiiltiir sistemi ortaya konabildiginde bir
anterden c¢ok sayida DH bitki elde edilmesidir. Dihaploid teknigi ile tam bir homozigoti ¢cok
kisa siirede elde etmek miimkiindiir ve resesif mutasyonlarin aciga ¢ikartilmasinda basvurulan
en etkin yontemlerden bir tanesidir. Haploidler ve bunlarin katlanmasi ile gelistirilen
dihaploidler; sitolojik, fizyolojik ve genetik agidan 6nemli deneysel materyallerdir. Cift haploid
bitkiler, farkli patojenlere karsi in vitro seviyede secime olanak vermekte, hastaliklara
dayaniklilik ¢alismalarinda yer, zaman ve maddi kazang saglamaktadir (Vidalie, 1986; Salantur
A. 2011).

Bununla birlikte, bitki doku kiiltliriiniin amaglarindan biri de olan viriis ve hastaliktan
aridirilmig bitki almak ve bu bitkileri iklim odalar1 veya fotoperiyod 6zellikli dolaplar ile kisa
siirede topraga alistirma, sonrasinda iklim isteklerine uyum saglayacak seralarda cevre
kosullarindan etkilenmeden bitki yetistirme olanagi da bulunmaktadir. Ozellikle Fizyolojik,
morfolojik ve genetik acidan biiylik cesitlilik gdstermesi, genis Ol¢lide genetik stoklarin ve
haritalarin bulunmasi1 ve kendi kendine dollenebilmesi sayesinde cok yonlii testlerin
uygulanabilmesi, arpanin fizyolojik ve molekiiler ¢alismalar i¢in 6nemini daha da
arttirmaktadir. Bu nedenle arpada, uzun ve ugrasi gerektiren saflagtirma siireci ve sonrasinda

elde edilmesi istenen %100 homozigot genotipler i¢in uygulanan bir metot olan anter kiiltiiri



yontemi ile double haploid bitki eldesinde rejenerasyon oraninin artirilmasi amaglanmaktadir.

(Ozkan G. 2017).

Avrupa tilkelerinde tiretimi yapilan arpa g¢esitlerinin yaklasik %50 kadari, haploid bitki
iiretim teknigiyle gelistirilmis olan ¢esitlerdir (Foster vd. 2009). Tahillar gurubunda, anterden
bitki doku kiiltiirii yonteminde bazi problemler olabilmektedir. Bunlardan en 6nemli olani;
genotip farkliliklarinin tahillarda anter kiiltiiriinde farkli reaksiyonlarda sonu¢ vermesidir. Bitki
yetistirme sartlar1, mikrospor zamanu, kiiltiire alinacak olan anterlerin kiiltiire alinmadan 6nce
ve sonrasinda diislik sicaklikta bulunmasi gibi faktorler anter kiiltiiriinti etkileyebilmektedir
(Fadel ve Wenzel 1990; Yildirim vd. 1990; Flehinghaus vd. 1991; Hatipoglu ve Geng 1992;
Daniel 1993; Immonen 1999; Dagiistii 2002).

Arastirmanin Amaci

Yabanci dollenmesi oransal olarak ¢ok az olan arpa bitkisinde, bitki doku kiiltiiri
yontemlerinden biri olan, haploid bitki iiretimi tekniklerinden, anter kiiltiir yontemiyle
androgenes verimliligini artirarak albino bitkilerin 6niine gegmek i¢in belirli oranlardaki kiibrik
stilfat1 uygulayarak double haploid bitki olusumunu ger¢eklestirerek gereken ugras ve zamani
minimize ederek sadece birkag ay kadar kisa siirede %100’e yakin homozigot ve saf hat elde
etmektir. Kallus 6n muamelesi olarak farkli dozlarda uygulanan CuSO4 ile kallus sayisinin
fazla olmasi, albino bitkinin olusmamasi ve en sonunda rejenere olmus bitki sayisinin, CuSO4
kullanilmayanlara oranla daha fazla olmasi, hedeflenmektedir. Daha 6nce yapilmis ve biiyiik
Olclide basar1 saglanmis calismalarda karsilagilan en biiyiik sorun albino bitki olusumu ve
anterden kallusa ge¢is asamasindaki aksilikler olusturmustur. Bu sebepleri en aza indirmek igin
Kiiprik Siilfat (CuSO4), arpada anter kiiltiiriinde kullanilmistir. Calismada belirli oranlardaki
Kiibrik Siilfati, ilk 6n stres muamele ortamina koyarak etkileri gozlemlenmistir. Bunun i¢in
basaklardaki kallus yapma giicli zayif olan alttan 4 sira, listten 4 sira ve orta kisim olmak {izere
basaklari lice boliip her birine ayr1 ayri etkileri gézlemlenmistir. Yine bununla birlikte farkl
gruplar farkli sicakliklar olacak sekilde tekrar gruplandirarak, sicakligin etkilerine de bakilarak

en dogru sonuca ulagmak i¢in denemeler kurulmustur.

Beklentiler

Rejenere olmus tam bir bitkinin (2n=diploid) elde edilmesi, anter kiiltiirii yontemiyle
elde edilen bitkicilerin sayisinin oransal olarak yiikseltilmesi, ¢alismanin olumsuz etkilerinden
biri olan kontaminasyonun ve albino bitki sayisinin en aza indirilmesiyle birlikte yapilan
caligmanin  protokoliiniin bir sonraki c¢aligmalarda kullanilabilir boyuta tasinmasi

beklenilmektedir.



Arastirmanmin Sinirhiliklar1 ve Dezavantajlar:

Olumlu yonleri yaninda bitki doku kiiltiir ¢aligmalarinin dezavantajli durumlart da
bulunmaktadir. Basta arpa bitkisinde olmak iizere diger tahil {iriinlerinde de geri doniistimii
olamayan albino bitkiler olusabilmektedir. Albinolar tohum baglama ve gelisme kabiliyetine
sahip degillerdir. Ayrica tiim genotiplere doku kiiltlirii uygulamasi yapmak oldukga giictiir.
Baslica sebebi daha once ¢alisilmamis veya endemik bitki tiirleri ile yabani bitki genotiplerini
Once tanimlayip sonra o bitkiye gore laboratuvar ¢calismasi optimize etmek gerekmektedir. Besi
yeri protokoliinii optimize etmek sanildig1 gibi kolay bir is olmamakla birlikte ciddi uzmanlik

gerektirmektedir.

Terimler ve Tamimlar:
Anter Kiiltiirii Nedir? Terimsel Olarak Neyi ifade Eder?

1953 yilinda ilk defa Tulecke, Ginkgo biloba bitkisinin olgunlasmis polenlerinden,
kiiltiir sartlar1 dahilinde haploid bir kallus olusumu icin uyarilabilecegini belirlemistir. Ilk
onemli gelismeyi 1964 yilinda Maheshwari ve Guha gergeklestirmis, kiiltiire alinan Datura
innoxia bitkisinin anterlerinde mikrosporlardan haploid sayida embriyo olusturulmustur (Guha,
& Maheshwari, 1966). Esasen anter kiiltiirii; icerisinde olgunlasma olmamis polenleri
(mikrosporlari) ihtiva eden anterlerin, in vitro kosullarinda tomurcuklardan ayrilarak yapay besi
yeri ortamlarma aktarilmasi ve sonrasinda haploid embriyolar elde edilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Heniiz olgunluga ulagsmamis ve igerisinde birinci polen mitozu evresine
gelmis tek ¢ekirdekli mikrosporlart barindiran anterler, anter kiiltiirii baglangici i¢in uygun bir

materyal oldugu sdylenebilir.

Kallus Nedir?

Kallus, kelime anlami olarak diizensiz hiicre yigilmalari anlamina gelmektedir. Anter
kiiltiirii ¢calismasinda ise bitkilerde erkek tireme organi olan anterlerin ¢esitli kimyasal ve
hormon ilaveli uygun besi yeri ortamlarinda hiicrelerin farklilagarak kiitlesel olarak
¢ogalmasiyla meydana gelen yapilardir. Arpa bitkisi yapi itibariyle basaktaki her bir bogumdaki

zarli yapi i¢inde 3’er adet anter bulunmaktadir.

Rejenere Bitki Nedir?

Doku kiiltiirii yontemiyle elde edilen bitkiciklere denmektedir. Sirasiyla elde ettigimiz;
anter, kallus, yesil kallus, siirgiin yapilarindan sonra meydana gelen koklii stirgiinlere rejenere

olmus (rejenerasyona ugramis) bitki denmektedir.



BIiRINCi BOLUM

1. KURAMSAL CERCEVE

Insan beslenmesinde temel gida maddelerinin basinda tahillar gelmektedir. Nitekim,
Insanoglu yerlesik hayata gectigi donemlerde arpa bitkisi ilk kiiltiire aldigi tahil bitkileri
arasinda yer almaktadir. Arpa bitkisi tilkemizde bugdaydan sonra en fazla iiretimi yapilan tahil
triinlerinden bir tanesidir. Giiniimiizde iklim, g¢evre, hastalik, toprak yapisi gibi bir¢ok
faktorlere kars1 dayanikli, yliksek tohum verimi ve malt {iretimi saglayan kaliteli arpa ¢esitleri
elde etmek icin birgok 1slah ¢aligmalar yiiriitilmektedir. Bu tarz islah calismalar1 birebirde
uzun zaman ve ugrasi gerektirmektedir. Yapilan ¢alismada; bu siirenin kisaltilmasi amaci ile
anter kiiltiirii metotlar1 entegre edilerek double haploid bitki teknikleri kullanilarak kisa siirede
saflastirma islemi gerceklestirilerek yeniden 2n kromozom sayisina sahip tohum olusturabilme

kabiliyeti olan %100 homozigot saf hat bitkiler elde edilmeye ¢alisilmistir.

Anter kiiltiirii yontemi ile arpa bitkisinden elde edilen haploid bitki ve iiretimi
bakimindan bitkinin orta kisminda bulunan basakciklardan alinan erkek organlari (anter) daha

1yi sonug vermektedir (Huang ve Sunderland, 1982; Powell 1988).

Knudsen vd. (1989), farkli arpa popiilasyonlarindan se¢ilen donor bitkilerinden alinan
anterlerin yesil rejenerasyona yonelme orani arazide yetistirilen donor bitkilerinde % 22,80

iken, iklim odas1 veya serada yetistirilen donor bitkilerinde %14,30 olarak belirlenmistir.

Roberts-Oehlschlager ve Dunwell (1990), farkli 6n muamele uygulamalarinin
incelendigi arastirmada, 0.3 Mol mannitol ortaminda iki hafta siiresince +4 °C’de bekletilen
anterlerin, 25 °C’de 4 giin bekletilen anterlere oranla daha az tepkime verdigi ve 6n uygulama

sonrasinda yesil bitkiye donme oraninin arttigini tespit etmislerdir.

Szarejko ve Kasha (1991), farkli arpa popiilasyon, cesit ve hatlarindan 6n muamele
uygulamasi icin alman anterlere sirastyla 0-7-14-21-28 giin siire ile +4 °C’ye maruz birakma
sonucu, 14 giin +4 °C’de bekletmek digerlerine oranla daha iyi bir basar1 gdsterdigini tespit

etmislerdir.

Cistué vd. (1994), tarafindan farkl1 5n muamele uygulamalarinin etkilerinin arastirildigi
arpa anter kiiltiiri ¢alismasinda, litrede 8 gram agarla karistirilan 0,7 mannitollii besi yeri
ortamina alinan arpa anterlerinin, albino bitki olusumunun azlig1 bakiminda ve yesil siirgiin

gelisiminde daha basarili olundugu tespit edilmistir.



Lezin vd. (1996), farkli genotipteki arpalarin kullanildigi ¢alismada, yesil bitki
olusturmas! bakimimdan 14 giin kadar siirede +4 °C’de bekletilen anterlerde olumlu déniisler

oldugu gozlemlenmistir.

Celiktas ve Hatipoglu (1997), tarafindan yapilan arpa anter kiiltiiri calismasinda, 14,400
anter kiiltlire alinmis, tiim varyantlarda ortalama %0,27 civarinda tepki gozlemlenmis ve

genotiplere gore %0 ila %1,3 civarinda bir degiskenlik oldugu saptanmustir.

Savaskan vd. (1999), anter kiiltiiriiniin hangi cesitlerde ne kadar etkili oldugunu
arastirmak i¢in dort adet arpa ¢esidi (Anadolu, Cumhuriyet-50, Obruk-86 ve Tokak-157/37
cesitleri), FHG ve BAC3 kiiltiir ortamlar1 kullanilarak 21 giin sogukta (+4) bekletmeli 6n
muamele yonteminin etkileri arastirmak i¢in yapilan ¢alismada; BAC3 ortaminin daha basarilt
oldugu, bu besi yerinde kallus miktar1 Tokak-157/37 ¢esidinde ortalama %98, Cumhuriyet-50
cesidinde ortalama % 75, Anadolu ¢esidinde ortalama %40,4 ve Obruk-86 ¢esidinde ise
ortalama %34,5 oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ortamda tiim ¢esitlerde bitki rejenerasyonu
olmus ve yesil bitki tiretimi bakimindan Cumhuriyet-50 ¢esidi en iyi sonucu verdigi

belirlenmistir.

Farkli 6n muamele ortaminin (3 adet) anter kiiltiir ¢alismalarina etkisinin arastirilmasi
i¢in biri angrogenik 6zelligi yiiksek olan Ingiliz Igri gesidi olmak iizere toplam ii¢ adet gesit
lizerinde yapilan ¢alismada; mannitolsiiz (4 °C’de 28 giin) ve 0.3 M mannitol (25 ve 4 °C’de 4
giin) yogunlugunda uygulanan yontemlerden mannitolsiiz 4 °C 28 giin bekletilen anterlerin
kallus yapma kabiliyetlerinin daha iyi oldugu ve mannitol uygulanan metotta ise yesil siirgiin
veren bitkicik sayisinda artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica hem mannitol hem de soguk

uygulama digerlerine kiyasla etkisiz olmustur (Kruczkowska vd., 2002).

Jacquard vd. (2006), arpa bitkisinde anter kiiltiiriinde yesil bitki olusumu ve albinizime
neden olabilecek faktorlerden, yillik dongli ve anter ile basak pozisyonlarmin etkilerini
arastirdiklar1 ¢calismada; Igri (kislik ¢esit) ile Cork (yazlik ¢esit) materyal olarak kullanilmistir.
Cesitlerden subat ve temmuz aylarinda alinan anterlerde, agustos ve aralik aylarinda
alinandakine gore daha c¢ok rejenerant bitki alinmistir. Albino bitki oranlar1 ayni olmustur.
Anterlerin alindig1 ana basak veyahut dordiincii kardes basagindan alinmasina gore farkli
sonuglar vermistir. Igri %76.6 oranindan 31°e, Cork ¢esidi %58’den 32’ye diismiistiir. Bu

sonuclar neticesinde anter kiiltiirii calismasinda genotipin etkisi de gézlemlenmistir.

Zhao ve ark. (2010), biber bitkisi anterinden yapilan anter kiiltiirinde biiylime

diizenleyicileri ile karbon kaynaklarinin etkileri aragtirilmigtir. Kallus olusturma bakimindan
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2,4-D en iyi ve 6-BA en zayif olacak sekilde sonuglar alinmistir. Embriyo bakimindan ise yine
ayni benzer sonuglar alinmistir. ZT, NAA, KT ise sirastyla en iyiden kotiiye dogru siralanmustir.
Maltoz karbon kaynagi olarak sakaroza gore daha basarili olmustur. En iyi sonuglar %3 ila 6

arasinda hazirlanan dozlardan elde edilmistir.

Cistue’ vd. (2011), dihaploid bitki eldesi i¢in erkek ile disi gametlerle ¢alisilmis ve arpa
¢esidi olarak Oregon Wolfe kullanilmig olup, karsilastirmali haritalama ¢aligmalar1 yapmaistir.
Onceki caligmalar disi gametten yararlanarak yapilan Hordeum bulbosum ydntemine
dayanmaktaydi. Bu ¢alisma erkek gametli bir yontem olmustur. Her iki alt popiilasyon i¢in
1328 tek niikleotis polimorfik baglantilarin kullanildigi haritalar olusturulmustur. Lokus
siralamast farksiz ¢ikmistir. Anter kiiltiiriinde alt popiilasyonlarda daha biiyiik bir acilma

olmustur.

Kahrizi vd. (2011), Bu calisma 2mg/litre 2,4-D, 90mg/litre sukroz ve 0.1mg/litre
Kinetin iceren katt FHG besi yeri ortanmu iizerinde, 12 adet kiglik Iran arpa cesidinin anter
kiiltiiriine tepkisini belirlemek igin yapilmistir. Ilk muamele uygulamasinda soguklanma igin,
calismada kullanilan her bir ¢esidin basaklarim1 14 giin ve 4°C’de bekletilmistir.
Embriyogenezis ve yesil yaprakli bitki olusumu bakimindan hepsi olumlu sonuglar verirken, 9

numarali genotip en iyi Sonucu vermistir.

Lazaridou vd. (2011), yiiksek ve diisiik verimli F2 arpa popiilasyonlarindan alinan
anterlerin in vitro kiiltiire olan tepkileri aragtirllmistir. Toplanan basaklar 4°C’de 28 giin 6n
muameleye alindiktan sonra anterler FHG besi yeri ortamima aktarilmistir. Farkli 60 F2
popiilasyonu kullanilan ¢alismada 39 popiilasyona ait anter, anter kiiltiiriine cevap vermis olup,
bu anterlerden 15 tanesinde yesil bitki olusumu belirlenmistir ve tohum baglamis %72,7 fertil
bitki olusmustur. Yiiksek verimli olanlardan elde edilen anterlerden, diisiik verimli olanlara
gore daha fazla yesil bitki olusmustur. Sonug olarak verim kapasitesi ile anter kiiltiiriine tepki

bakimindan art1 yonlii pozitif bir korelasyon elde edilmistir.

Taskin ve ark. (2011), biber bitkisinden alinan anterlerden yapilan anter kiiltiiri
caligmasinda genotip ¢esitliliginin, anter alma donemindeki farkliliklarin ve besi yeri ortamlarin
etkileri aragtirilmistir. En 1yi sonuglar diisiik sicaklik toleransi olan genotipte saglandigi ve anter
alma donemi bakimindan en iyi donemin Nisan-Mayis aylar1 oldugu belirlenmistir. Absisik

asitin olgunlagmamis embriyolara etkisinin olmadig1 sonucuna ulagilmistir.

Ata (2011), biber bitkisinden alinan anterler ile yapilan anter kiltiirii arastirmasinda,
farkli dozlardaki BAP kullanimi, diisiik ve yiiksek sicaklik toleranslara sahip farkli genotipler

ve kiiltiire alma zamanlar1 degiskenlerinin anter kiiltiirline etkisi incelenmistir. Subat, mayis,
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agustos ve ekim aylarinda alinan anterler dapi ve mikrospor boyama yontemlerinden
asetokarmen boyama ile mikrosporlar boyanmistir. Nisan ve agustos aylarinda kiiltiire alinan

anterler daha basarili oldugu belirlenmistir.

Salantur ve ark. (2011), F2 kademesindeki kishik baz1 ekmeklik bugday
popiilasyonlarindan aliman anterlerin mataryel olarak kullanildig1r anter kiiltiir yontemi
caligmasida, bitki rejenerasyonuna olan tepkiler ¢alisilmistir. Nihai sonucunda doublehaploid
bitki eldesi, 15 popiilayondan elde edilmistir. Sadece kallus olusumu 4 popiilasyonda olmasina

karsin 2 popiilasyonda anterler hi¢bir tepki vermemistir.

Al-Ashkar (2013), tarafindan yapilan ¢alismada 4 tanesi F1 melezi olmak {izere toplam
5 farkli genotip bugdayn tuza dayaniklik ile hassasiyeti ve anter kiiltiiriine kars1 verdigi tepkiye,
4 cesit besi yeri ortaminda bakilmistir. Genotiplerde varyasyonlar tespit edilmis ve yesile donen
bitkicik oranm1 %2,4 ile %5,4 arasinda iken kallusda bu oran %4,6 ve %9,4 civar1 arasinda
bulunmustur. Siirgiin sayisindaki artis bakimindan NaCl icermeyen besin ortami, igerene

kiyasla daha basarisiz bulunmustur.

Gradula vd. (2014), anter kiiltiirii yontemi ¢alismasinda materyal olarak Letonya’da
kullanilan arpa, birkag tahil ve yazlik ile kislik bugday ¢esitleri kullanilmis ve double haploid
bitki amaclamislardir. Hem arpa hem de bugday kallus gelistirme ortamlarina 2,5 mg/1 eklenen
bakirin, yesil bitki bakimindan daha basarili sonuglar verdigi bildirilmistir. Calismanin sonug
verileri olarak; yazlik bugday melezleri, kigliklara oranla daha fazla embriyogenez

olusturmustur. Tritikale ve arpa bitkilerinde, albino bitki eldesi orani ise diigmstiir.

Ghasemporu vd. (2014), yapilan ¢alismada mataryel olarak aspir bitkisi kullanilmis olup
laboratuvar ortaminda farkli kosullarda elde edilen siirgiin, yaprak ve koklerden kallus
olusumu, gelistirme ve koklendirme metotlar1 incelenmistir. ilk énce tohumlar MS ortamina
alinmus, farkli dozlardaki BAP, NAA,2,4-D ve kinetin iceren MS ortamlarina aktarilmistir.1
mg BAP olan ortamda kallus olusumu acisindan %98 civarinda basarili olmustur. Rejenerasyon

oraninin en yiiksek oldugu ortam 0,1 mg NAA ve 1 mg BAP igeren MS ortamlar1 olmustur.

Mihaly ve ark. (2014), anter kiiltiir yontemi ¢alismasinda, yulaf bitkisinde laboratuvar
kosullarinda yesil bitki rejenerasyon miktarini arttirmak icin, anterleri soguk 6n muameleye
maruz birakip, cesitli bitki biiylime diizenleyici hormonlarinin farkli konsantrasyonlarini

kullanarak 2n kromozoma sahip bitki elde etmislerdir.

Begona ve Cistue (2015), anter kiiltiirinde 6n muamele esnasinda DMSO konularak
androgenetik etkinin arttirilmasi amaciyla ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) ve arpa

bitkilerini kullanmiglardir. DMSO membran gegirgenligi arttirir ve zar akigkanligini azaltir.
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Fakl1 Konsantrasyonlarda denemeler kurulmustur. Standart, %0,0. 2,%1 ve %2 degiskenlerde
kurulan denemelerde arpa bitkisi i¢in yapilan anter kiiltiirlinde 0,7 M Mannitol, 40 mM
Cacl2.H20, %8 SeaPlaque agaroz ilaveli kat1 besin ortam1 kullanilmistir. 24 °C — 4 giin karanlik
inkiibatorde beklettikten sonra 1.5 ml Ficoll200 ihtiva eden FHG besi yeri ortamina
aktarilmistir. Kalluslarin gelismesi i¢in 10 giin sonra Ficoll400 olan besin ortamina alinmustir.
Daha sonra yesil silirgiin olusumu i¢in bir diger ortam olan 2mg/l NAA itiva eden MS ortamina
aktarilmistir. Yapilan ¢alismada %1°lik DMSO olan yontem en iyi sonucu vermistir. Toksidite

nedeniyle %2 oan uygulama ise olumsuz sonu¢lanmaistir.

Sriskandarajah vd. (2015), arpada yapilan anter kiiltiirii arastirmalarinda, biiyiik sorun
teskil eden albino bitki olusumunu incelenmistir. Kiiltiir sartlarinin iyilestirildigi yazlik arpa
bitkisinde yesil bitki olusum orant %6 seviyesinden %42’ye arttirildigi gozlemlenmistir.
Optimize edilmis protokolde, rejenerasyon besi ortamina kazein hidrolizat eklenmis ve yesile
donen bitki sayisinda artis oldugunu belirlenmistir. Ayrica standart besi yerine kiyasla, embriyo

icin kullanilan koklendirme ve siirglin ortam1 daha basarili sonuglar vermistir.

Diker ve San (2016) baz1 bitki biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlarinin kullanildigi
calismada, Rosalin Gerbera cesidinin yaprak ve yaprak sapi eksplantalar1 materyal olarak
kullanilip, biiyiime diizenleyici hormonlarin etkileri arastirilmistir. 1ki eksplantdan olusan
kalluslar TDZ, BAP’a gore daha basarili sonug¢ vermistir. Yaprak sapi, eksplant olarak daha

basarili olurken, ¢calismada kullanilan giimiis nitrat ise slirglin olusumunda basarili olamamustir.

Ozkan (2017), yabani arpa ve 5 tescilli arpa ¢esidini mataryel olarak kullandig1
calismada, anter kiiltiirii yontemiyle yesil bitki sayisini invitro yani laboratuar kosullarda
arttrmak amaclanmustir. Ilk baslangic1 serada melezleme yaparak baslanan ¢alismada
sonrasinda doku kiiltiirii anter yontemi denemeleri olmustur. Bu ¢alisma ile 0,7-0,3 Molar
olmak iizere 2 farkli mannitol ve +4 °C/21 giin siiresince anterlerin bekletildigi bir 5n muamele
kombinasyonu yapilmistir. En basarili uygulama 0,7 M mannitol uygulanan deneme olmustur.
Calisma sonucunda 316 adet rejenere olmus, DH (2n kromozom sayisina sahip double haploid)

bitki elde edilmistir.

Rezaei vd. (2018), doku kiiltiirii calismasinda, igerisinde vitamin, minaral tuzu%0,7,
agar ve %3 sukroz olan MS besi yeri ortam1 kullanilmistir. Materyel olarak ¢orek otu bitkisinin
kodiledon ve hipokotil ekplantlar1 kullanilmistir. Bitki biiyiime hormanlarindan TDZ, BAP,
NAA ve kinetin kullanilmis ve hormonlarin etkileri arastirilmistir. En iyi kallus gelisimi
kotiledondan 0,05 mg NAA ve 1 mg BAP hormonlarmin birlikte kullanilmasiyla elde

edilmistir.
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Birecikli ve Akbas (2018), arastirmasinda, aspir ¢esitlerinden linoleik 6zelliklere sahip
Balc1 ¢esidi kullanilmis ve sitokinin ve oksin hormonlarinin mikro ¢ogaltim ve koklendirmeye
etkileri aragtinnlmistir. Bu c¢alismada materyal olarak steril kosullarda ¢imlendirilmis
tohumlardan elde edilen siirgiin uglart kullanilmigtir. Farkli konsantrasyonlara sahip BAP
iceren MS besi yeri ortamlar1 kullanilmistir. Mikro ¢ogaltim ig¢in, Balci ¢esidinde siirgiin
cogaltiminda en iyi ortam litrede 0,5 mg kinetin olan MS besi yeri ortami iken, en iyi koklenme

ortami ise 2,0 mg/litre NAA da goriilmiistiir.

Asadi vd. (2018), tarafindan hiyar bitkisinde yapilan anter kiiltiirii galismasinda iki farkl
cesit (genotip) kullanilmistir. Calismada +4°C de bekletilen steril tohumlar kullanilmistir.
Hormonlardan 2,4-D ve BAP kombinasyonlar1 iceren MS besi yeri ortamlarinda 35°C’de
bekletilen anterlerden, double haploid bitkiye doniisecek kalluslar olusturmak i¢in uygulamalar
yapilmistir. Calisma sonunda kromozom sayisi katlanmis DH bitki oram1 %81 olarak

belirtilmistir.

Hooghvorst vd. (2018), geltik anterinin kullanildig: anter kiiltiirii calismasinda double
haploid bitki elde etmek i¢in kullanilan ¢aligma protokoliiniin gelistirilmesi i¢in, iki farkli
genotip, ii¢ bilylime diizenleyici hormon kombinasyonu ve birbirinden farkli dort kolhisin
uygulamasi yapilmistir. 10 °C’de 9 giin 6n muameleye tabi olan genotipde kallus olusumu 50
kat kadar arttig1 gézlemlenmistir. Kolhisin igeren besi yeri ortaminda, haploid bitki sayisinin
arttig1 belirlenmistir. Kolhisin igermeyen ve sadece 2,4-D ile kinetin olan besi yeri ortaminda

kallus olusumu daha fazla olmustur.

Dilsiz (2018), tarafindan materyal olarak patates siirgiin eksplantlarinin kullanildig:
calismada, igerlerinde 6 farkli konsantrasyona sahip bitki biiyiime diizenleyici bulunduran MS
besi yeri ortaminda, 3 farkli dozda seker kullanilmistir. Tim bu degiskenler neticesinde

patatesde mikro yumru gozlemlenmistir.

Tripathy vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada asya pirinci bitkisinde genotip farkliliklari,
fizyoloji, polen gelisme zamani, anter kiiltiirii 6n muamelesi, besi yeri ortami, bitki biiylime
diizenleyici hormonlar1 gibi anter kiiltiiriinii etkileyebilecek degiskenleri aragtirmiglardir. Sonug
olarak; MS besi yeri ortaminda kallus oram1 %11,9 ve rejenerasyon orani %7,95 olarak
belirlenmistir. Ayrica N6 besi yeri ortaminda ise kallus olusturma oran1 %40,64, rejenerasyon

orant %40,93 ve albino bitki oran1 %3,72 olarak belirlenmistir.

Cakmak vd. (2019), aycicegi bitkisinden alinan anterlerle yaptiklari anter kiiltiir
calismasinda, anterler sirasiyla 24 saat/4°C ve 48 saat/35°C’de bekletilerek, farkl

konsantrasyonlardaki 6-benzil amino piirin, 2,4-D, indolasetik asit ve NAA igeren besi yeri
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ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sonug olarak 0,5 mg/I-2,4-D ve 2mg/l NAA genotoksik olarak

belirlenmistir.

Altindal ve Akgiin (2019), tarafindan anter kiiltiirii ¢alismasinda, ¢avdar bitkisinden
alman anterler kullanilmistir. Calismada kallus, anter tepki ve rejenerasyon oranlari
incelenmistir. MS besi yeri ortaminda soguk 6n muamele uygulanan anterlerin koklenme ve

yesil bitki oranlariin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Han vd. (2021), Golden Promise isimli arpa ¢esidinden, eksplant olarak olgunlagsmamis
emriyolarini kullanarak anter kiiltiirii kaynakli bir metodoloji gelistirmistir. Golden Promise ve
farkli genotipteki 4 Avustralya ¢esidinin denendigi bu ¢alismada, HyPDS genini hedeflemek
maksadiyla kallus olusumu iizerinde Agrobacterium araciligiyla transformasyon yontemini
basarmig ve mutasyon TO albino bitkiler elde edilmistir. Basarili mutasyon orani %53 olarak
bildirilmistir. Diger anter kiiltiirii yontemlerine kiyasla verim ve rejenere bitki bakimindan daha

basarili olunmustur. CRISPR caligsmalari i¢in umutvari bir protokol gelistirilmistir.
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IKINCi BOLUM

2. YONTEM
2.1. MATERYAL

Calismada; Tarim ve Orman Bakanligi Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiistli, Arpa Islah Birimi’nden tedarik edilen farkli genotiplere sahip iki siral1 5 farkli tescilli
arpa ¢esidinden (Tokak 157-37 X Sayim 40 X Aida), (Cirit X Alena) ve (Sayim 40 X Tokak

157-37) iiglii ve ikili melez kombinasyonlart kullanilmaistir.

Tablo 1: Melez Popiilasyonlarinda Baba ve Ana Hat Olarak Kullanilan Arpa Cesitlerinin
Genel Ozellikleri

Iki siral1, giizliik taban ve yar1 taban alanlara ekilen,

dane verimi ve maltlik kalitesi iyi, kis ve kuraga karsi
Tokak | hassas, agik sari renkte, 90- 100 cm boylanabilen, orta
157-37 | erkenci, kuru sartlar altinda verimi 250-400 kg/da olan :
bir arpa ¢esididir.

Iki siral, orta-uzun basaga sahip, kilgikli, orta boylu,
beyaz renkli tohumlara sahip, yari taban ve kirag
Sayim 40 | alanlarda ekimi yapilan, yatmaya dayamkli ve kuru |Fig
sartlar altinda verimi 488-741 kg/da olan yemlik bir arpa |&
¢esididir.

iki sirali, kilgikli, uzun basak yapisina sahip, orta-uzun
boylu, beyaz renkli tohuma sahip, yatmaya dayanikli, |
Cirit
orta-ge¢ ¢ikis zamani, kuru sartlar altinda verimi 404-

621 kg/da olan yemlik arpa ¢esididir.

Tohum rengi beyaz, kislik, orta gegci, 85-95 cm |
Aida boylanabilen, iki sirali, soguga ve yatmaya Kkarsi \‘
(Sirket) | dayanikli, 622 kg/da yiiksek verime sahip, yemlik ve

maltlik arpa ¢esididir.
Al Iki sirali, kishk, orta boylu ve ortalama 681,2 kg/da
ena
verime sahip bir ¢esittir. Avusturya’da islah edilen bitki
(Sirket)

2006 yilinda tescillenmistir.

Cahismada Materyal Olarak Kullanilan Melez Popiilasyonlar:
Tokak 157-37 (X) Aida (X)

1. Melez Popiilasyonu:

Sayim 40
2. Melez Popiilasyonu: Sayim 40 (X) Tokak 157-37
3. Melez Popiilasyonu: Cirit (X) Alena
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2.2. ARASTIRMA YONTEMI

Arastirmada bitkisel materyal olarak daha 6nceki ¢aligmalardan kullanilan g¢esitlerden
elde edilen F1 arpa melezleri (Tokak157-37, Sayim 40, Cirit, Aida, Alena), 2022 yilinda Tarla
Bitkileri Ankara Yenimahalle melez bahgesinden ekimi yapilan FI arpa melez
kombinasyonlarinda morfolojik gézlem yapilip, 3 yaprakli ve bayrak yaprak ile altindaki
yaprak arasi mesafenin 3-6 cm olan melezlerden 6rnekler alinmistir. (Sekil 1). Basagin ikinci
bogumunun hemen altindan koparilan 6rnekler icinde su olan bir kaba konulmustur. Nem
kaybin1 6nlemek i¢in i¢i su dolu kaptaki basaklarin iizeri bir posetle kapatilip laboratuvara

getirilmistir (Sekil 1).

‘~".‘&r3
oo b

PR

Bayrak-Yapraks*
. . - N T

VA AR

.~. g > : AN 3 : ‘
Sekil 1: Melez Bahgesinden Secilen Uygun Basak Orneklerinin Gériiniimii
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2.2.1. Sterilizasyon

Tiim bitkilerde genel kaide olarak sterilizasyon amaciyla, bu asamadaki antreleri olan
cicek tomurcuklart 15 dakika boyunca bir iki damla Tween-20 damlatilmis %20’lik orandaki
ticari amacla iretilen sodyum hipoklorit (NaClO) veya kalsiyum hipoklorit ile (CaClO2)
yiizeysel sterilizasyon yapilmaktadir ve en az 3 kez steril saf su ile durulanmaktadir (Mukherjee,
2010; Ugur K, Dogan M ve Kaya A. 2019. Alternanthera reineckii Briq.’nin doku kiiltiirii
caligmalari i¢in yiizey sterilizasyonunun optimizasyonu, Eurasian J. Bio. Chem. Sci. 2(1): 24-
28).

Calismamizda materyal olarak kullandigimiz farkli kombinasyondaki F1 melez kavuzlu
arpalart %70 oraninda hazirlanmig alkol ile sterilizasyon yapilarak, 3 kez steril saf su ile

durulanmistir (Klement ve ark., 1990; McDonnell, 2007) (Sekil 2).

Sekil 2: Bitki Yiizey Sterilizasyonu ve Steril Kosullarda Dis Yapraklarindan Arindirilmig
Arpa Bitkisi Basagi.

Laboratuvar ¢aligmamizda steril kabinlerimiz bizim g¢aligma alanimizi olusturmustur.
Caligilacak alan 6nceden %70’lik ethanol alkolle silinerek temizlendi ve odada kimse yokken
ve steril kabin kapagi kapali iken UV 15181 15 dakika kadar c¢alistirildi. Bununla birlikte cam
petri, pens, kurulama kagitlar1 vb. laboratuvar malzemeleri yiiksek sicaklik ve basing saglayan
otoklav cihazlarinda (121 °C, 1 atmosfer basing, 15 dadika) steril edildi (Klement ve ark. 1990;
McDonnell, 2007). Onceden sterilizasyon hazirligmi yaptigimz steril kabinler iginde,
laboratuvara getirilen basaklar1 dezenfeksiyon amaciyla yiizeysel olarak, %70’lik ethanol ile
muamele ettirdik. Steril kabinimiz icinde, alkole ¢ok fazla temas ettirip zarar vermeden anter
alma asamasina ge¢ilmis ve otoklavlanmis veya filtre sterilizasyonu yapilan besi yeri
ortamlara aktarilmistir. Steril kabinlerle steril bir sekilde tomurcuklarin igerisinden alinan

anterler onceden hazirlanip otoklavda sterilize edilmis, kallusa tesvik i¢in stres olusturma
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amaciyla kullanilan ve aslinda osmotik seker olan Mannitol sekeri iceren besin ortamlarina

aktarilmigtir (Sekil 3).

Sekil 3: Anterlerin Steril Kabinde Dikkatlice Besi Yerine Aktarilmasi

Petri kutularindaki agarla katilastirilmis besi yeri ortamlarma alinan anterlerin
aktarimindan sonra petri kutularinin agik kenarlari bir film seritle veya kagit parafinle
kapatilarak enfekte olmasi engellenerek, dis ortam havasi ile iliskisi kesilmistir. Nihai sonuca
ulagabilmek i¢cin 6 mm’lik petri kutusuna 10’ar adet (Bitki tiiriine ve biiyiikliigtine gore 10-15

adet anter aktarilabilir.) anter aktarilmistir.

2.2.2. Cahsmanin Temelini Olusturan Kiibrik Sulfat (CuSO4) Konsantrasyonlariin
Kullanildign On Muamele Uygulamasi

Arpa bitkisinde anter kiiltiirii ¢alismalarinda uygulanan stresin gametofitik gelismeye
engel oldugu ve polen embriyogenesisin tetiklenmesi bakimindan énemli ve gerekli oldugu
ortaya konulmustur (Kahrizi vd. 2011). Strese yonelik uygulanan islemler arasinda en etkili
olan1 soguk On wuygulamalarin oldugu arastirmacilarin ¢ogu tarafindan bildirilmistir

(Hooghvorst vd. 2018).

Yapilan ¢alismada kallus olusumunu desteklemek ve gelisimine olumlu yonde etki
edebilecek birka¢ 6n muamele yontemleri kullanilmistir. Anter kiiltiiriine uygun kosullarda
alinmis 10’ar adet anterin mannitol besi yerine alinmasiyla ilk asama gerceklestirilmistir.
Mannitol besi yeri; anterin kallus yapmasina tesvik eden 6n muamele ortamlarindan biridir
(Ozkan G. 2017). Osmotik seker olan Mannitol hazir olarak tedarik¢isinden satin alinmis ve
calismamizda kullanilmistir. Cesitli konsantrasyondaki Bakir-Kiibrik Siilfat (CUSO4) mannitol
ortamima konulmus, her biri farkli konsantrasyondaki mannitol besi yeri ve iki degisik
sicakliklarda (4 °C ve 28 °C olacak sekilde) 4 giin bekletilmistir. Calismaya uygun basaklardan
alman anterlerin kallus olusturabilme kabiliyetlerinin de incelendigi calismada; basaklar
asagidan baslamak iizere alt kistmdan 4 bogumdaki anterler, orta kistmdan 4 bogumdaki
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anterler ve iist kisstmdan 4 bogumdaki anterler olacak sekilde steril kosullarda alinarak cesitli
yogunluktaki kiibrik siilfat (Kontrol, 1, 5 ve 10 mg) igeren besi yerlerine alinmstir. Ozet olarak;
O6n muamelede mannitol besi yerine her bir petri kapinda 10 adet anter olacak sekilde toplamda
3 adet (alt, orta ve tist kisimlarindan alinan anterler) petri; 4 farkli yogunluktaki kiibrik siilfat
(Kontrol, 1, 5 ve 10 mg) dozlar; 2 farkl sicaklik (4 ve 28 °C) uygulamalar1 ve 3 popiilasyon
olmak {iizere toplamda 72 (72x10) anter Ve baslangi¢ olarak 72 (3x4x2x3) adet petri kabi
kullanilmistir. Bu sekilde, 6n stres ve muamele uygulamalarmin kallus {izerine etkisi
arastirilmistir (On muamele uygulamalari: Eksplant yani basagin alt-iist-orta kisimlari, 24-28

derece sicakliklari, Kiibrik Siilfat-CuSO4 dozlari).

Tablo 2: Yiiriitiilen Laboratuvar Calismasina Ait Deneme Diizeni Ana Yap1 Semasi

[Kiibrik Siilfat Konstantrasyonlas
StandarRT

Gy
Bl g
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Calismanin temelini olusturan 6n muamele uygulamalarinin akabinde ise anterler kallus
gelistirme ortamina aktarilmistir. Bu yeni besi yeri icerik bakimindan ‘’Mannitol Besi

Yeri”nden farklidir. Kasha vd. (2003) protokoliinde igerikler belirtilmistir (Tablo 4).

2.2.3. Besi Yeri Ortamimnin Hazirlanmasi

Besi yeri ortamina anterler aktarilmadan Once besi yeri ortaminin hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in normal teraziyle tartilamayacak kadar kiigiik olan mikrostok
bilesenleri virgiilden sonra dort haneli hassas terazi ile tartimi gerceklestirilmistir. Anterlerin
besi yeri ortaminda biiylimesini tesvik eden besin maddesi olarak Mannitol kullanilmistir

(Sekil 4).

Sekil 4: On Muamelede Kullanilan Virgiilden Sonra 4 Basamakli Hassas Terazi ve Mannitol.

Hassas terazide tartilamayacak kadar kiigilk orandaki besin ortami elementleri
(mikrostok bilesikler) 0,01 gram tartilarak 10 ml’lik kapakli tiiplerde ¢6zdiirtilmiistiir. Bu
elementler homojenitesi saglandiktan sonra, kallus gelistirme, rejenerasyon-siirgiin ve

koklendirme ortamlarinda kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3: Mikrostok Bilesik Cozeltisi ve Kullanilan Miktarlar.

Mikrostok Bilesikler mg/I
ZnS047H20 860
H3BO3 620
MnSO4H20 1690
KI 83
CoCl26H20 2,5
NaMoO32H20 25
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Anter kiiltiirli calismasinda kullanmak tizere her bir asama i¢in hazirlanmis farkli besin
elementleri iceren besi yeri ortamlari ortamlari kullanilmigtir. Bunlar; sirastyla mannitol,
induction (kallus olusturma) ortami, kallus gelistirme ve siirgiin ortami, koklendirme
ortamlaridir. igerik olarak besin elementlerinin miktarlari, vitamin ve hormonel olarak farklidir
(Tablo 4). Otoklava dayanikli olmayan elementler barindirdig i¢in sterilizasyon igin filtre ile
sterilizasyon yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde oncelikli olarak kullanilan malzemeler
otoklav makinesinde otoklav edildikten sonra, yine otoklavlanmis agar, filtre ile sterilize
edilmis besin ortamina aktarilmistir. Tiim bu ¢alismalar HEPA-filtre ile tozdan ve partikiilden

arindirilmis hava saglayan steril kabinlerde gergeklestirilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5: Besi Yeri Ortami Hazirlanmasi
2.2.4. Anterlerin, Kallus Gelisiminin Saglandigi Besi Ortamina Aktarilmasi

Bu caligmada, 1 M mannitol standart ve 1mg-5mg-10mg oranlarinda kiibrik siilfat
iceren 6n uygulama besi yeri ortamindan alinan anterler Kasha vd. (2003), tarafindan

hazirlanmis protokol olan indaction ortamina aktarilmistir (Tablo 4).

Oncelikle, hazirlanan besi yeri ortami protokol geregince pH 5,8 olacak sekilde
ayarlanmistir. Kullanilan besi yeri otoklavlanmis agarin, filtre sterilizasyonu yapilan besi yeri
elementlerinin oldugu c¢ozeltiye ilavesi ile gergeklesmistir. Otoklav basing ve derecesine
dayanamayan mikro-makro elementler, vitamin ve hormon kullanildigindan, membranli ve
vakumlu sterilizator ile filtre sterilizasyonu yapilmistir. +4 ve +28°C de 4 giin bekletilen
standart, 1mg, Smg, 10 mg oranlarinda kiibrik siilfatli mannitol 6n muamele ortamindan gelen
ve her bir petride 10’ar adet olan anterler bu asamada Indaction (kallus gelisim besi yeri) besi

yerinin oldugu 60x10 mm’lik petri kutulara aktarilmistir.
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Tablo 4: Kasha Vd. (2003)’de Belirtilen Yonteme Gore Kullanilan Protokol.

Makro elementler

Indiiksiyon
ortami (mg/l)

Rejenerasyon
ortam (mg/1)

Koklendirme
ortami (mg/l)

KNO3 1900 1900 1900
NH4NO03 165 164 164
MgS04.H20 370 - -
MgS04.7H20 - 370 370
KH2P04 170 170 170
CaCl2.2H20 440 440 440
Demir kaynagi

FeNa2EDTA 40 - -
FeSO4.7H20 - 27,85 20
Na2EDTA - 37,25 20
Micro tuzlar

HBO03 6,2 75 6,2
MnS04.4H20 15,5 40 22,3
ZnS04.7H20 8,6 10 8,6
Kl 0,87 2,5 0,83
Na2Mo04.2H20 0,25 - 0,25
CuS04.5H20 0,025 0,25 0,025
CoCl2.6H20 0,025 0, 25 -
Vitaminler

Myo-Inositol 100 100 100
Piridoksin HCI - - 0,4
Tiamin HCI 0,4 0,4 0,4
Nicotinic asit - 0,5 0,4
Ascorbic asit - 1 0,4
Glutamin 730 800 750
Biotin - - 0,4
Karbonhidratlar

Maltoz 61,000 36,000 -
Sukroz - - 20,000
NAA - - -
BAP 1 0,8 -
IAA - 0,5 1
Kinetin - 0,5 -
Diger organik bilesikler

Casein hidrolisat - 300 -
Phytagel - 700 -
Agar - 3,000 6,000
pH 5,6+0.1 5,9+0.1 5,8+0.1
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Sekil 6: Anterlerin, Kallus Gelisiminin Saglandigi Besi Ortamlar1

Alinan anterler besi yerine bagaktan alinma yerlerine gore alt-orta-iist olacak sekilde
popiilasyonlarin her birinin numarasi yazilarak ve hangi oranda Kiibrik siilfat igeren besi yeri
oldugu belirtilerek, aktarilmistir. Bircok degiskenin oldugu 6n muamele uygulamasinin
yapildigi ve daha sonra Indaction ortamma steril kosullarda aktarilan anterler 24°C’ye

ayarlanmis inkiibatorlerde karanlik ve hi¢ 151k almayacak sekilde kiiltiire alinmistir

2.2.5. Kalluslarin Gelisimi ve Gelisen Yesil Kalluslarin Rejenerasyon Ortamina
Aktarilmasi

Kallus; genel tabiriyle sekilsiz, organize olmamis ve yigilmis hiicre topluluklarina
denmektedir. Bitkilerin agilan yaralarini tamir etmek i¢in o bolgedeki hiicreleri farklilagtirarak
yeni bir doku olusturmas1 durumuna da kallus denmektedir. Bitki doku kiiltiiriinde ise bu olay,
besi yeri ortamina alinan dokunun, belli islemlere maruz kaldiktan sonra yeni doku olusturmak
icin diizensiz olarak patlamasi ve bu hiicrelerin steril kosullarda {ist iiste yigilmasiyla yeni

bitkicik olugmasinin saglanmasi igin basamak olusturulmasi olayidir (Sekil 7).

Sekil 7: Calismada Elde Edilen Baz1 Arpa Bitkisi Kalluslari
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Bitki tiir ve gesitlerine gore kallusun olusma siiresi degiskenlik gostermektedir
(Sahijram ve Bahadur 2015). Yapilan ¢alismada, arpa bitkisinde genel olarak yaklasik 3
haftadan sonra anterlerden meydana gelen kalluslar yavas yavas gozlenmeye baglamistir. Bu

stire ilerledikce daha biiyiik kalluslar olusmus ve alt kiiltiire alinmak iizere gelisim gdstermistir.

Sekil 8: Calismada Meydana Gelen Besi Yeri Kontaminasyonu

Gozle goriilecek kadar biiyiiyen kalluslar alt kiiltiire alinmak amaciyla yine Indaction
besi yeri ortamina aktarilmistir. Alt kiiltiiriin amaci1 somiiriilen besi yeri elementleri, hormon
vs. maddelerin tekrar kallus olusumuna katkis1 i¢in besi yeri ortaminin ayni igerikteki yeni besi
yeri ortamiyla degistirilmesidir. Bu islemde aktarimlar dikkatli bir sekilde ve yine steril
kosullarda yapilmalidir. Aksi taktirde kontaminasyon riskine davetiye ¢ikarilmig olmaktadir
(Sekil 8). Kontaminasyon olusumu materyal, ekipman ve en Onemlisi zaman israfinin

olusmasina neden olmaktadir.

Gelisen kallus dokusu lcm capina geldikten sonra alt kiiltiire degil bu sefer siirgiin
olusmasina tesvik i¢in Onceden hazirlanan rejenerasyon ortamina (Kallus dokunun steril
sartlarda ve yapay besin ortamlarinda kiiltire alinma islemi) aktarilmistir. Kalluslarin
gelisimlerine gore hem seyreltmek hem de gelisimini tamamlayip tamamlamadiklarina gore
yine bu rejenerasyon ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Gelisimini tamamlayip siirglin asamasina
gecen kalluslar dikkatli ve steril kosullarda magentalara aktarilarak, yeterli biiyiime alanina
imkan saglanmistir. Tiim bu islemlerde kalluslarin oldugu petri veyahut magentalar 16 saat
151k/8 saat karanlik fotoperiyota ayarlanmis iklim-kiiltiir dolaplarinda 25°C derecede gelisim

gozlemlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9: A. Yesile Donmiis Biiyiik Kalluslar, B. Yesil Kalluslarin Karanlik Saha Mikroskop
Gériintiisii, C. Kallustan Siirgiine Donmiis Bitkiciklerin Besi Yeri Igeren Petrideki
Goriiniisleri

2.2.6. Kalluslardan Gelisen Bitkiciklerin Koklendirme Ortamina Aktarilmasi ve
Vernalizasyona Tabi Tutulmasi

Yesil kalluslardan donen yesil bitkiciklerin belli belirsiz koklerinin daha da
giiclendirmek icin koklendirme besi yerine aktarilmistir. Bu islem daha rahat biiylime
saglanmas1 amaciyla magentada hazirlanmis besi yerlerine konarak gergeklestirilmistir.
Litaratiire gore bircok denemesi yapilmasina ragmen ¢6ziim bulunamamis ve neden oldugu
kesin olarak belirlenememis albino bitkicikler, ¢alismanin istatistigi i¢in kaydedilmis ve daha

sonra sayimi1 yapilip imha edilmistir.

Tipki kallus ortamlarinin fotoperiyodu gibi yine 24°C, 16 saat 1s1k/ 8 saat karanlik
olacak sekilde iklim dolaplarina kaldirilan magentalarin gelisimleri takip edilmistir. Kok
gelisimi daha az olan siirgiinler ortamdaki besin elementlerini somiirdiigii i¢in steril kosullarda
diger siirgiinlerden ayrilmistir. Bu durumdaki koklenmemis ya da az kokli stirgiinler alt kiiltiire

aliarak, koklenme tesvik edilmistir.
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Sekil 10: Viyole Aktarilmaya Hazir, Kokii Gelismis Bitkicikler

Elde edilen koklendirilmis bitkiciklerin bulundugu petri ve magentalar, arpa bitkisinin
vernelizasyon ihtiyacini karsilamasi i¢in 30 giin boyunca +4 °C ve 16 saat 1giklanma olacak
sekilde iklim dolabina alinarak, bir ay boyunca gdzlem-bakim islemleri yapilmistir. Bu siire
zarfinda kontaminasyonun olusmasini engellemek i¢in magenta kapaklar: steril kabin igi
haricinde agilmadi ve bu sayede kontaminasyon engellenip bitkinin yagamasi saglandi. Aksi
halde koklii bitki bakteri, fungus, viriis vb. patojenlerle enfekte olup yasamini siirdiiremezdi.
Bu sayede koklerin besi yeri ortaminda kontamine olup, bitkilerin 6lmesi engellenmistir.
Kokleri yeterince uzamis olan ve magentada gelisimi zor olabilecek bitkicikler viyollere

aktarilarak, vernelizasyona o sekilde tabi tutulmustur.

2.2.7. Aklimatizasyon Islemleri

Vernelizasyon siiresini tamamlayan viyol, petri ve magentadaki bitkicikler dis kosullara
adaptasyon saglamasi i¢in daha 6ne hi¢ kullanilmamais yani atil olmayip paketinden yeni agilmis
temiz torf ile viyollere aktarilip, sulamasi yapilip, 3 giin boyunca iistlerine delikli posetler
gecirip ve 22 °C de 16 saat glindiiz/ 8 saat gece fotoperiyodunda iklim-kiiltiir odasinda topraga

alistirma islemleri yapilmistir. Bu asamada perlit vb. iirlinler kullanilmada.

2.2.8. Ploidi Analiz Cihaz ile Elde Edilen Bitkiciklerin Kromozom Katlanmasinin
Tespiti

Iklim odalarinda viyollarde gelisimlerini tamamlayirp dort yaprakli hale gelen arpa
bitkisinde kromozom katlanmasinin olup olmadigini orta koymak i¢in ‘SYSMEX’ marka
ploidy analiz cihazinda, cihazn kitleri ile DAPI boyasi ile boyama yapilmistir. Bu ydntem igin
yeni siirglin yapraklardan 1 cm uzunlugunda parga kesilip, 400 pl soliisyon eklenerek biistri ile
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sert darbelerle ezmeden kesilmistir. Filtreli tiiplere otomatik pipet ile gekilip tizerine 800 ul

DAPI boyasi eklenmis ve cihaza uyumlu tiiple birlikte dl¢iim icin cihaza takilmustir.

Sekil 11: Ploidy Analiz Cihazi’nda Kromozom Katlanma Tespitinin Yapilmasi

Cihazin ve yontemin amact: ‘2n’ kromozoma sahip gergek bitkilerden alinan ‘n’
kromozom sayisina sahip erkek iireme organi olan anterin, kullanilan anter kiiltiirii yontemi
uygulamalariyla ve besi yeri besin maddelerinin sayesinde tekrar ‘2n’ kromozom sayisina

sahip, tohum olusturabilme kabiliyeti olan bitkinin olusup olusmamasinin tespitidir.
2.2.9. Gézlem, Veri ve Olgiimlerin Degerlendirilmesi ile istatistik Olusturma

Calisma asamalarina gore gerek morfolojik gerekse cihazlara ihtiya¢ duyularak yapilan
gozlem ve analizlerin belirlenmesiyle istatistik alt yapinin olusturulmasi, g¢aligmamizin

dogruluguna ve bundan sonraki ¢alismalara 151k tutmasi bakimindan 6nem arz etmektedir.
2.2.9.1.Basak sayisi (adet)
Calismamizin ilk adimlarindan biri olan, tarladan toplanan ve arpa anter kiiltiirii yontemi

i¢in kullanilabilecek standart 6zelliklere sahip basaklarin sayisi.

2.2.9.2.Anter sayis1 (adet)

Toplanan ve uygun sartlarda muhafaza edilen basaklarin alt-orta-iist kisimlarindan

alinan, doku kiiltiirii laboratuvarinda baslangig materyali olarak kullanilacak anterlerin sayisi.

2.2.9.3.Kallus sayis1 (adet)

Anterlerden elde edilen, besi yeri ortaminda cesitli islemlerden sonra olusan, diizensiz
hiicre y18ilmalari diye ifade edilen kalluslarin sayisi.
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2.2.9.4.Siirgiin sayis1 (adet)

Kalluslarin, siirgiin ortamina aktarildiktan sonra yesile donmesi ve hemen sonrasinda

alt kiiltiirler ile yesil kalluslarin siirgiine donme sayisi.

2.2.9.5.Albino bitki sayis1 (adet)

Anter kiiltliri ¢aligmalart sonucunda olusabilen, istenmeyen,neden oldugu heniiz
bilinemeyen, beyaz renkli ve gelisebilme 6zelligi olmayip dis kosullarda hemen 6len albino

bitki sayisi.

2.2.9.6.Rejenerasyona ugrayan koklii yesil bitki sayisi (adet)

Calismamizin nihayetinde elde edilen, yesil renkli, rejenere olmus bitki sayisi.

2.2.9.7.Ploidi analiz cihaz 6l¢iimleri

Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Biyoteknoloji Birimi Doku Kiiltiir
Laboratuvari’nda kullanilan, kromozom katlanmalarinin kit ile 6l¢tildiigi Symex marka Ploidi
Analiz Cihazi sonuglarina gore, tohum baglayabilme 6zelligine sahip double haploit (DH) bitki
elde edilip edilmedigi sayisi.

2.2.9.8 Istatistiksel degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin istatistik analiz ve degerlendirmeleri “’JMP v.11
Istatistik Analiz Programi’’ ile yapilmistir. Istatistik veriler ile varyans analizi, katsay
ortalamasi ve F degeri belirlenerek; onemlilikler, ortalamalar ve interaksiyon tespit edilmistir.
Calismadan elde edilen sonuglarin istatistiksel verileri, tesadiif bloklar1 deneme parseline gore

belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM

3. BULGULAR

Calismamizda, mataryel olarak kullandigimiz arpa bitkisi melez popiilasyonlarindan
alman anterlerle yaptigimiz, “’Haploid Bitki Elde Etme’’ yOntemlerinden biri olan ‘’Anter
Kiltiiri>” metodu kullanilmistir. +4°C (Szarejko ve Kasha (1991) ve +28°C (Hassawi ve Liang,
1990) olmak iizere 2 farkli sicaklik, anterleri aldigimiz basaklarin eksplanti ( basaklarin alt, orta
ve tist kisimlari) (Szarejko ve Kasha, 1991) ve birbirinden farkli Kiiprik-BakirlI Siilfat (CuSOs4)
dozlart (0 yani kontrol grubu, 1, 5, 10) (Jacquard vd. 2006; Sriskandarajah vd.2015)
kullanilarak ve 3 melez popiilasyonlariyla yaptigimiz ¢aligmamizda, farkli 6n muamele
uygulamalarinin haploid bitki olusumunda melez popiilasyonlar iizerindeki etkilerine ait
analizler yapilmistir. Kallus, siirgiin ve rejenere bitki (yesil bitki) ¢iktilarinin istatistikleri ayri

ayr1 incelenmis ve istatistiksel analizi yapilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz verilerin istatistik analiz ve degerlendirmeleri ’JMP v.11
Istatistik Analiz Programi’ ile yapilmistir. Istatistik veriler ile varyans analizi, katsay
ortalamasi ve F degeri belirlenerek; 6nemlilikler, ortalamalar ve interaksiyon tespit edilmistir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin istatistiksel verileri, tesadiif deneme desenine gore

belirlenmistir.

3.1. KALLUS VERI ISTATISTiGININ DEGERLENDIRILMESI

3.1.1. 1.Melez Popiilasyonunda Farkli Sicaklik On Muameleleri, Eksplant ve CuSOs
(Kiiprik Siilfat) Dozlarimin Uygulanmasiyla Elde Edilen Kalluslarin Istatistik Verileri

Tablo 5: 1.Melez Popiilasyonu Kallus ‘Varyans Analizi’
Kallus Sayis1 (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.167 0.793
Sicaklik Muamelesi 1 8.000 38.069**
On muamele (CuSO4 D0z) 3 17.889 85.126**
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.926 4.406**
Eksplant 2 1.125 5.353**
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.042 0.198
On muamele x Eksplant 6 2.014 9.583**
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.190 0.903**
Hata 46 0.210

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil
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Cizelge incelendiginde 1. popiilasyonda kallus sayis1 bakimindan sicaklik muamelesi,
on muamele, eksplant uygulamalari arasinda istatistiki olarak %1 6nem seviyesinde farkliliklar

tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore sicaklik muamelesi x 6n muamele, 6n muamele x eksplant
ve sicaklik muamelesi x 6n muamele x eksplant uygulamalar1 arasinda interaksiyon tespit
edilmistir.

Tablo 6: 1.Melez Popiilasyonu: Kiibrik Siilfat, Sicaklik On Muameleleri ve Eksplant
Degiskenlerinin, Kallus Olusturma Istatistiki Verileri Tablosu.

Ortam Sicakhgi

CuSO, +4°C +28 °C Genel
(mg/l) Basak Eksplanti (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.
0 6,67a 5,67bc 6,33ab 6,22 5,33cd 5,00cd 5,33cd 5,22 5,72a

3,33fg 3,33fg  4,00ef 355 3,67fg 3,33fg 3,67fg 3,56 3,56¢
5,00cd 4,67de 6,33ab 5,33 4,00ef 4,00ef 5,33cd 4,44 4,89b
10 4,00ef 500cd 3,67fg 4,22 3,00g 4,00ef 3,33fg 3,44 3,83c
EKS-Ort 4,75b 4,67b 508a ----- 400b 4,08b 442a ---- 4.50
Sicak Ort. 4,83a 4,16b

Cizelge incelendiginde; ¢alismada kiiprik 6n muameleleri bakimindan kallus sayisi
ortalamalar1 3.56-5.72 adet ortam sicakligi uygulamalari arasinda 4.16-4.83 adet, eksplantlar

arasinda ise 4.00-5.08 adet arasinda degismistir.

1. popiilasyonda en yiiksek kallus sayis1 (6.67 adet) +4°C’de, kontrol kiiprik dozda ve
basaklarin alt kismindan alinan anterlerden elde edilmistir. En diisiik kallus sayisinin ise 3.00
adet ile 28 °C’de, 10 mg/I’lik kiiprik uygulamasinda ve basaklarinin alt kismindan alinan

anterlerde oldugu gozlenmistir.

Kiiprik dozlarina gore ise en yliksek kallus sayis1 5.72 adet ile kontrol grubunda, en az
kallus sayis1 ise istatistiki olarak aralarinda fark bulunmayan 1 ve 10 kiiprik uygulanan

ortamlardan elde edilmistir (sirasiyla 3.56-3.83 adet).

Ortam sicaklarina gore ise en yiiksek kallus sayisi 4.83 adet ile +4°C’den elde
edilmisken, +28 °C’de ise 4.16 adet kallus sayisina ulagilmistir. Ortam sicaklarina gore her iki
ortam sicakliginda da basaklarin iist kisimlarindan alinan anterlerden en yiiksek kallus

sayilarina ulagilmistir. (4°C 5.08- 28°C 4.42 adet kallus).
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3.1.2. 2.Melez Popiilasyonunda Farkli Sicaklik On Muameleleri, Eksplant ve CuSOs
(Kiiprik Siilfat) Dozlarinin Uygulanmasiyla Elde Edilen Kalluslarin Istatistik Verileri

Tablo 7: 2.Melez Popiilasyonu Kallus ‘Varyans Analizi’

Kallus sayis1 (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.222 1.000
Sicaklik Muamelesi 1 20.056 90.250**
On muamele (CuSO4 Doz) 3 28.037 126.167**
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.463 2.083
Eksplant 2 1.097 4.,938*
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.014 0.062
On muamele x Eksplant 6 0.301 1.354
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.144 0.646
Hata 46 0.222

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil

Cizelge incelendiginde 2. popiilasyonda kallus sayis1 bakimindan sicaklik muamelesi ve
Oon muamele uygulamalari arasinda istatistiki olarak %1 6nem seviyesinde, eksplanlar arasinda
ise %5 onem seviyesinde farkliliklar tespit edilmistir.

Tablo 8: 2.Melez Popiilasyonu: Kiibrik Siilfat, Sicaklik On Muameleleri ve Eksplant
Degiskenlerinin, Kallus Olusturma Istatistiki Verileri Tablosu.

Ortam Sicakhgi
CuSOq +4°C +28 °C Genel
(mg/l) Basak Eksplanti (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort

0 5,66 5,33 533 544 400 400 4,00 400 4,72a

1 2,33 3,00 2,33 255 1,33 166 1,33 144 2,00c

5 2,66 2,66 233 255 200 233 1,33 189 2,22c

10 2,66 3,66 3,00 311 200 233 200 211 261b
EKS-Ort 3,33b 3,66a 3,25b ----- 2,33ab 2,58a 2,17b --—--- 2.89
Sicak Ort. 3,41a 2,36b

2. popiilasyonda kallus sayilar1 sicaklik muamelelerinde 2.36-3.41 adet, eksplantlar
arasinda 2.17-3.66 adet, kiiprik uygulamalarinda 2.00-4.72 adet arasinda bulunmustur.

2. popiilasyonda sicaklik muamelerine gore en yiiksek kallus sayis1 (3.41 adet) 4°C’de
elde edilmistir. Eskplantlara gore ise 4°C ve 24°C’de en yliksek kallus sayisi basaklarin
ortalarindan alman anterlerden (sirasiyla 3.66 adet, 2.58 adet) elde edilmistir. Kiiprik
uygulamalart arasinda ise en yiiksek kallus sayisi ise 4.72 adet ile kiiprik uygulanmayan

anterlerde tespit edilmistir.
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3.1.3. 3.Melez Popiilasyonunda Farkli Sicaklik On Muameleleri, Eksplant ve CuSOs
(Kiiprik Siilfat) Dozlarinin Uygulanmasiyla Elde Edilen Kalluslarin istatistik Verileri

Tablo 9: 3.Melez Popiilasyonu Kallus ‘Varyans Analizi’

Kallus sayis1 (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.056 0.561
Sicaklik Muamelesi 1 10.125 102.238**
On muamele (CuSO4 Doz) 3 17.458 176.287**
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.162 1.636
Eksplant 2 0.097 0.982
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.042 0.421
On muamele x Eksplant 6 1.097 11.079**
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.523 5.283**
Hata 46 0.099

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: onemli degil

Cizelge incelendiginde 1. popiilasyonda kallus sayist bakimindan sicaklik muameleleri

ve on muameleler arasinda istatistiki olarak %1 6nem seviyesinde farkliliklar tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara goére 6n muamele x eksplant ve sicaklik muamelesi x 6n muamele

x eksplant uygulamalar1 arasinda % 1 6nem seviyesinde interaksiyon tespit edilmistir.

Tablo 10: 3.Melez Popiilasyonu: Kiibrik Siilfat, Sicaklik On Muameleleri ve Eksplant
Degiskenlerinin, Kallus Olusturma Istatistiki Verileri Tablosu.

Ortam Sicakhg

CuSO; +4°C +28 °C Genel

(mg/l) Basak Eksplanti1 (adet) Oort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.

0 5,00a 5,00a 5,00a 500 4,00bc 4,33b 4,33b 4,00 4,61a

1 4,00bc 3,00d 3,00d 3,33 3,00d 2,00fg 2,00fg 2,33 2,83c

5 2,00fg 3,00d 3,00d 267 2,33ef 2,00fg 1,669 2,00 2,33d

10 3,66c 3,66c 4,00bc 3,33 2,66de 3,00d 4,00bc 3,22 3,50b

EKS-Ort 3,67 3,67 3,75 - 300 283 300 ----- 3,32
Sicak Ort. 3,69a 2,94b

Cizelge incelendiginde; ¢alismada kiiprik 6n muameleleri bakimindan kallus sayisi
ortalamalar1 2.33-4.61 adet, ortam sicaklig1 uygulamalari arasinda 2.94-3.69 adet, eksplantlar

arasinda ise 2.83-3.75 adet arasinda degismistir.

1. popiilasyonda en yiiksek kallus sayis1 (5 adet) 4°C’de, kontrol grubu kiiprik dozda ve
basaklarin alt, orta ve iist kisimlarindan alinan anterlerden elde edilmistir. En diistik kallus
sayist ise 3.00 adet ile 28 °C’de, 10 kiiprik uygulamasinda ve basaklarinin alt kismindan alinan

anterlerde elde edilmistir.
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Kiiprik dozlarina gore ise en yliksek kallus sayis14.61 adet ile 0 (kontrol) kiiprik uygulan

ortamdan, en az ise (2.33 adet) 5 kiiprik uygulanan ortamdan elde edilmistir.

Ortam sicaklarina gore ise en yiiksek kallus sayis1 3.69 adet ile 4°C’den elde edilmisken,

28 °C’de ise 2.94 adet kallus sayisina ulasilmistir.

3.2. SURGUN VERILERININ iSTATISTIiKSEL DEGERLENDIRILMESI

3.2.1. 1.Melez Popiilasyonu, Ebriyonik Kalluslardan Siirgiin Olusma Istatistik Verileri

Tablo 11: 1.Melez Popiilasyonu Siirgiin ‘Varyans Analizi’

Siirgiin sayis1 (adet)

Varyasyon Kaynag SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.389 0.691
Sicaklik Muamelesi 1 2.347 4171 *
On muamele (CuSO4 D0z) 3 10.495 18.648 **
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.162 0.288
Eksplant 2 0.681 1.209
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.181 0.321
On muamele x Eksplant 6 1.106 1.966
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.495 0.880
Hata 46 0.563

Genel Toplam 71

*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil

Cizelge incelendiginde 1. popiilasyonda siirgiin sayis1 bakimindan sicaklik muameleleri

arasinda % 5, 6n muameleler arasinda istatistiki olarak %1 6nem seviyesinde farkliliklar tespit

edilmistir.

Tablo 12: 1.Melez Popiilasyonundan Elde Edilen Siirgiinlerin Istatistik Verileri Tablosu.

Ortam Sicakhg:

CuSOs +4°C +28 °C Genel
(mg/l) Basak Eksplant1 (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.
0 3,66 3,66 366 366 300 333 233 287 327a
1,33 1,33 233 166 200 066 200 155 1.6lc
5 3,00 2,00 266 255 233 166 266 222 239
10 2,33 2,66 166 222 133 200 200 1,78 2,00bc
EKS-Ort 2,58 2,41 258 - 217 191 225 - 2,32
Sicak Ort. 2,52a 2,11b

Cizelge incelendiginde; ¢alismada kiiprik 6n muameleleri bakimindan siirgiin sayis1

ortalamalar1 1.61-3.27 adet, ortam sicaklig1 uygulamalari arasinda 2.11-2.52 adet, eksplantlar

arasinda ise 1.91-2.58 adet arasinda degismistir.
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1. popiilasyonda sicaklik 6n muameleleri uygulamalarinda en yiiksek siirgiin sayisi
(2.52 adet) 4°C’de, en az ise 24°C’de elde edilmistir(2.11 adet). Kiiprik uygulamalari arasinda
ise fazla siirgilin sayis1 3.27 adet ile kontrol grubunda, an az siirgiin sayis1 ise 1.61 adet ile 1

kiiprik uygulamalarindan elde edilmistir.

3.2.2. 2.Melez Popiilasyonu, Ebriyonik Kalluslardan Siirgiin Olusma Istatistik Verileri

Tablo 13: 2.Melez Popiilasyonu Siirgiin ‘Varyans Analizi’

Siirgiin sayisi (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.097 0.272
Sicaklik Muamelesi 1 2.722 7.602 **
On muamele (CuSO4 Doz) 3 8.259 23.065 **
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.315 0.879
Eksplant 2 1.764 4.926 *
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.431 1.202
On muamele x Eksplant 6 0.412 1.151
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.301 0.840
Hata 46 0.358

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil

Cizelge incelendiginde 2. popiilasyonda siirgiin sayist bakimindan sicaklik muamelesi
ve Oon muamele uygulamalar1 arasinda istatistiki olarak %1 Onem seviyesinde, eksplantlar

arasinda ise %5 onem seviyesinde farkliliklar tespit edilmistir.

Tablo 14: 2.Melez Popiilasyonundan Elde Edilen Siirgiinlerin Istatistik Verileri Tablosu.

Ortam Sicakhgi
CuSOq4 +4°C +28 °C Genel
(mg/l) Basak Eksplanti (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort

0 2,33 3,00 266 266 200 266 166 211 2,39

1 0,66 1,33 066 088 100 066 066 0,77 0,83

5 1,66 1,33 066 122 133 133 0,33 1,00 1,11bc

10 1,33 2,33 166 177 133 100 1,00 1,00 1,44b
EKS-Ort 150b 2,00a 1,41b ----- 142a 141a 091b ----- 1,44
Sicak Ort. 1,63a 1,25b

2. poptilasyonda siirgiin sayilar1 sicaklik muamelelerinde 1.25-1.63 adet, eksplantlar

arasinda 0.91-2.00 adet, kiiprik uygulamalarinda 0.83-2.39 adet arasinda bulunmustur.

2. popiilasyonda sicaklik muamelerine gore en yiiksek siirgiin sayis1 (1.63 adet) 4°C’de
elde edilmistir. Eskplantlara gore ise 4°C’de en yiiksek siirgiin sayisi, basaklarin ortalarindan
alan anterlerden (2.00 adet) elde edilmis ve 24°C’de en yiiksek siirgiin sayis1 basaklarin

altlarindan alinan anterlerden (1.42 adet) elde edilmis. Kiiprik uygulamalari arasinda ise en
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yiiksek siirgilin sayisi ise 2.39 adet ile kiiprik uygulanmayan kontrol grubu anterlerde tespit

edilmistir.

3.2.3. 3.Melez Popiilasyonu, Ebriyonik Kalluslardan Siirgiin Olusma Istatistik Verileri

Tablo 15: 3.Melez Popiilasyonu Siirgiin ‘Varyans Analizi’

Siirgiin sayis1 (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.097 0.309
Sicaklik Muamelesi 1 3.125 9.933 **
On muamele (CuSO4 D0z) 3 12.977 41.247 **
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.051 0.162
Eksplant 2 0.597 1.898
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 2.042 6.489 **
On muamele x Eksplant 6 0.838 2.663 *
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.245 0.780
Hata 46 0.315

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: dnemli degil

Cizelge incelendiginde 3. popiilasyonda siirgiin sayis1 bakimindan sicaklik muamelesi,
6n muamele ve sicaklik muamelesi x explant uygulamalari arasinda istatistiki olarak %1 6nem
seviyesinde, 6n muamele x eksplantlar arasinda ise %5 onem seviyesinde farkliliklar tespit

edilmistir.

Tablo 16: 3.Melez Popiilasyonundan Elde Edilen Siirgiinlerin Istatistik Verileri Tablosu.

Ortam Sicakh
CuSO, +4°C +28 °C Genel
(mg/) Basak Eksplant1 (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.

0 3,00 3,66 333 333 300 266 300 289 31lla

1 2,33 1,33 166 1,77 200 066 100 1,22 1,50c

5 1,00 1,66 133 133 133 033 133 100 1,16¢C

10 1,33 2,33 266 211 200 133 200 1,78 1,94b
EKS-Ort 192a 2,25a 2,25a --—--- 2,08a 1,20b 1,83a ----- 1,93
Sicak Ort. 2,14a 1,72b

Cizelge incelendiginde; ¢alismada kiiprik 6n muameleleri bakimidan siirgiin sayisi
ortalamalar1 1.16-3.11 adet, ortam sicakligi uygulamalari arasinda 1.72-2.14 adet, eksplantlar

arasinda ise 1.20-2.25 adet arasinda degismistir.

3. popiilasyonda en yiiksek siirgiin sayist (3.66 adet) 4°C’de. 0 grubu kontrol kiiprik
dozda ve basaklarin orta kismindan alinan anterlerden elde edilmistir. En diistik kallus sayisi
ise 0.33 adet ile 28 °C’de, 5 doz kiiprik uygulamasinda ve basaklarinin orta kismindan alinan

anterlerde elde edilmistir.
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Kiiprik dozlarina gore ise en yiiksek siirgiin sayis1 3.11 adet ile kontrol grubundan, en
az ise istatistiki olarak aralarinda fark bulunmayan 1 ve 5 kiiprik uygulanan ortamlardan elde
edilmistir (sirastyla 1.16-1.50 adet).

Ortam sicaklarina gore ise en yiiksek kallus sayis1 2.14 adet ile 4°C’den elde edilmisken,

en diisiik ise 28 °C’de ve 1.72 adet kallus sayisina ulasilmistir.

Eksplant bakimindan en yiiksek siirgiin sayis1 aralarinda istatistik bir fark bulunmayan
4°C’de 2.25-orta, 2.25-iist, 1.92-alt ve 28°C’de 2.08-alt, 1.83-iist olacak sekilde en yiiksek oran
bulunmusken; en diisiik sayidaki siirgiin sayis1 1.20 adet ile 28 °C’de orta kisimdan alinan

anterlerden elde edilmistir.

3.3. REJENERE OLMUS (BITKICIK) BITKININ iISTATISTIKSEL OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

3.3.1. 1.Melez Popiilasyonu Rejenerasyon Istatistik Verileri

Tablo 17: 1.Melez Popiilasyonu Rejenere Bitki ‘Varyans Analizi’

Rejenere bitki sayisi (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.264 0.623
Sicaklik Muamelesi 1 0.125 0.295
On muamele (CuSO4 Do0z) 3 3.014 7.120 **
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.532 1.258
Eksplant 2 1.347 3.183
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.042 0.098
On muamele x Eksplant 6 0.958 2.264
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x 1.949 4.604 **
Eksplant 6

Hata 46 0.423

Genel Toplam 71

*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil

Cizelge incelendiginde 1. popiilasyonda rejenere bitki sayis1 bakimindan kiiprik doz 6n
muamele uygulamalar1 arasinda istatistiki olarak %1 Onem seviyesinde farkliliklar tespit

edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore sicaklik muamelesi x 6n muamele x eksplant uygulamalari

arasinda interaksiyon tespit edilmistir.

Tablo 18: 1.Melez Popiilasyonundan Elde Edilen Rejenere Bitkilerin Istatistiksel Verileri
Tablosu.

Ortam Sicakhgi

CuSO, +4°C +28 °C Genel

(magll) Basak Eksplant1 (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.

0 2,66a 1,33be 1,66ad 1,88 1,33be 2,66a 1,33be 1,77 1,83a
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1 0,33e 1,33be 1,00ce 0,89 2,00ac 0,33e 1,00ce 1,11 1,00b

5 0,66de 1,00ce 1,00ce 0,89 0,66de 1,33be 1,00ce 1,00 0,94b

10 1,33be 2,33ab 0,66de 1,44 0,33e 1,66ad 0,66de 0,88 1,16b
EKS-Ort 1,25 1,50 1,08 ---—-- 1,08 150 1,00 ---- 1,23
Sicak Ort. 1,27 1,19

Cizelge incelendiginde; ¢alismada kiiprik 6n muameleleri bakimindan rejenere bitki

sayisi ortalamalar1 0.94-1.83 adet arasinda degismistir.

1. popiilasyonda en yiiksek rejenere bitki sayisi (2.66 adet) 4°C’de kontrol grubu kiiprik
dozunda ve basaklarin alt kismindan alinan anterlerden elde edilmistir. En diisiik kallus sayisi
ise 0.33 adet ile 28 °C’de 10 doz uygulanan alt kisim ve 4°C’de basaklarin alt kisimlarindan

alinan, 1 kiiprik uygulanan, anterlerden elde edilmistir.

Kiiprik dozlarina gore ise en yliksek rejenere bitki sayisi 1.83 adet ile 0 kiiprik uygulan
ortamdan, en az ise istatistiki olarak aralarinda fark bulunmayan 1,5 ve 10 kiiprik uygulanan

ortamlardan elde edilmistir (sirasiyla 1.00, 0.94 ve 1.16 adet).

3.3.2. 2.Melez Popiilasyonu Rejenerasyon Istatistik Verileri

Tablo 19: 2.Melez Popiilasyonu Rejenere Bitki ‘Varyans Analizi’

Rejenere bitki sayisi (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.014 0.037
Sicaklik Muamelesi 1 1.125 2.990
On muamele (CuSO4 Do0z) 3 2.681 7.125 **
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.310 0.825
Eksplant 2 7.722 20.526 **
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 0.500 1.329
On muamele x Eksplant 6 0.556 1.477
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.296 0.788
Hata 46 0.376

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil

Cizelge incelendiginde 2. popiilasyonda siirgiin sayist bakimindan Sicaklik
Muameleleri ve eksplant arasinda istatistiki olarak %1 onem seviyesinde farkliliklar tespit
edilmistir.

Tablo 20: 2.Melez Popiilasyonundan Elde Edilen Rejenere Bitkilerin Istatistiksel Verileri
Tablosu.

Ortam Sicakhid

CuSOq4 +4°C +28 °C Genel
(mg/l) Basak Eksplanti (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.
0 1,33 3,00 100 1,78 100 233 066 1,33 155a
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1 0,33 1,33 033 066 100 066 066 0,77 0,72b

5 1,00 1,33 033 089 033 133 0,33 0,66 0,78b

10 0,66 2,00 066 1,11 066 1,00 0,33 0,66 0,89b
EKS-Ort 083b 192a 0,58b --—--- 0,75b 1,33a 0,50b ----- 0,98
Sicak Ort. 0,83 0,86

Cizelge incelendiginde; ¢alismada kiiprik 6n muameleleri bakimindan rejenere bitki

sayist ortalamalar1 0.72-1.55 adet, eksplantlar arasinda ise 0.50-1.92 adet arasinda degismistir.

2. popiilasyonda kiiprik 6n muamele uygulamalarinda en yiiksek rejenere bitki sayist
(1.55 adet) kontrol grubundan, en diisiik ise 1 doz kiiprik uygulanan gruptan elde edilmistir
(0.72 adet). Eksplantlar arasinda ise en fazla rejenere olmus bitki sayisi (1.92 adet) 4°C’de orta
kisimdan alinan, en diisiik say1 olarak ise (0.50 adet) 28°C’de ug kisimlardan alinan anterlerden

elde edilmistir.

3.3.3. 3.Melez Popiilasyonu Rejenerasyon Istatistik Verileri

Tablo 21: 3.Melez Popiilasyonu Rejenere Bitki ‘Varyans Analizi’

Kallus sayis1 (adet)

Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri
Tekerriir 2 0.056 0.215
Sicaklik Muamelesi 1 1.125 4.353 *
On muamele (CuSO4 Doz) 3 5.199 20.116 **
Sicaklik Muamelesi x On muamele 3 0.051 0.197
Eksplant 2 4.056 15.692 **
Sicaklik Muamelesi x Eksplant 2 1.167 4514 *
On muamele x Eksplant 6 0.463 1.791
Sicaklik Muamelesi x On Muamele x

Eksplant 6 0.426 1.648
Hata 46 0.258

Genel Toplam 71
*0.05. **0.01 diizeyinde 6nemlidir. 6.d.: 6nemli degil

Cizelge incelendiginde 3. popiilasyonda rejenere bitki sayis1 bakimindan 6n muamele
ve explant uygulamalar arasinda istatistiki olarak %1 6nem seviyesindedir. Sicaklik muamelesi
ve sicaklik muamelesi x eksplantlar arasinda ise %5 Onem seviyesinde farkliliklar tespit
edilmistir.

Tablo 22: 3.Melez Popiilasyonundan Elde Edilen Rejenere Bitkilerin Istitistiksel Verileri
Tablosu.

Ortam Sicakhid

CuSOq +4°C +28 °C Genel
(mg/ Basak Eksplanti (adet) Ort.
Alt Orta Ust Ort. Alt Orta Ust Ort.
0 1,66 2,66 166 199 133 233 133 166 1,83a
1 0,66 1,33 066 088 100 066 000 0,89 0,72bc
5 0,33 1,66 033 0,77 033 033 100 055 0,66¢C

37



10 0,33 2,00 1,00 111 066 1,33 1,00 1,00 1,05b
EKS-Ort 0,75b 191a 091b ----- 0,83b 1,16b 0,83b ----- 1,07
Sicak Ort. 1,19a 0,94b

3. popiilasyonda rejenere bitki sayilari sicaklik muamelelerinde 1.19-0.94 adet,
eksplantlar arasinda 1.91-1.16 adet, kiiprik uygulamalarinda 1.83-0.66 adet arasinda

bulunmustur.

3. popiilasyonda sicaklik muamelerine gore en yiiksek kallus sayis1 (1.19 adet) 4°C’de
elde edilmistir. Eskplantlara gore ise 4°C en yiiksek kallus sayis1 bagaklarin ortalarindan alinan
anterlerden (1.91 adet) elde edilmistir. Kiiprik uygulamalari arasinda ise en yiiksek kallus sayis1
ise 1.83 adet ile kiiprik uygulanmayan anterlerde tespit edilmistir.

3.4. PLOIDI ANALIZ CiHAZI iLE ELDE EDILEN BiTKiCiKLERIN
KROMOZOM KATLANMASININ TESPITi

3.4.1. Cahsmada Kullandigimiz Ploidi Cihazi1 ve Kullanim Talimati

Iklim odalarda viyollarde gelisimlerini tamamlayirp dort yaprakli hale gelen arpa
bitkisinde kromozom katlanmasimin olup olmadigini orta koymak icin ‘SYSMEX’ marka
ploidy analiz cihazinda, cihazin kitleri ile DAPI boyasi ile boyama yapilmistir. Bu yoéntem igin
yeni siirglin yapraklardan 1 cm uzunlugunda parga kesilip, 400 pl soliisyon eklenerek biistri ile
sert darbelerle ezmeden kesilmistir. Filtreli tiiplere otomatik pipet ile ¢ekilip tizerine 800 pl

DAPI boyasi eklenmis ve cihaza uyumlu tiiple birlikte 6lgiim igin cihaza takilmustir.

3.4.2. Ploidi Cihazi ve Yontemin Amaci

‘“2n’ kromozoma sahip gergek bitkilerden alinan ‘n’ kromozom sayisina sahip erkek
iireme organt olan anterin, kullanilan anter kiiltiirii yontemi uygulamalariyla ve besi yeri besin
maddelerinin sayesinde tekrar ‘2n’ kromozom sayisina sahip, tohum olusturabilme kabiliyeti

olan bitkinin olusup olusmamasinin tespitidir.

3.4.3. Ploidi Analizi Verileri

Yapmis oldugumuz ¢alismada; morfolojik olarak haploide benzer bitkicikler dncelikli
olmak iizere diger tiim bitkiciklere ploidi analizi yapilmis ve bu bitkilerden 11 tanesi haploid

olarak tespit edilmistir.

1.popiilasyon icin 30 adet, 2.poliiyasyonda 23 ve 3.popiilasyonda da 25 olmak iizere
toplamda 78 adet bitkicik igin ploidi analizi yapildi. Bunlardan 68 tanesi ‘2n’ kromozom
frekans degerlerinde ¢ikmis ve herhangi bir isleme (kolsisin vs.) gerek kalmamistir. Ploidi

analizine gore, ‘n’ kromozom degerlerine sahip haploid bitkiciklere ’kolsisin (colchicine)’’

38



uygulanip morfolojik olarak takibine baglanmistir. Kolsisin (Colchicine) haplid ‘n’
kromozomlu bitkilerin ‘2n” kromozoma katlanmasi i¢in uygulanan bir bilesitir (Hansen and
Anderson 1998; Redha et al. 1998; Shahinul Islam 2010).

Tablo 23: ‘Ploidi Analiz’ Sonuglaria Gore; 1.,2. ve 3. Melez Popiilasyonlardan Elde Edilen

Rejenere Bitkilerden Spontan Kromozom Katlanmasi Olmayan ‘n’ Kromozom Sayisina Sahip
(Double Haploid= 2n) Bitkilerin, Say1 Verileri Tablosu.

Kolsisin Uygulanan Haploid Bitkiler (Adet)

CuSOs4 (mg/l)
1.Popiilasyon 2.Popiilasyon 3.Popiilasyon
0 2 1 1
1 0 1 1
5 1 0 1
10 1 1 1

Her bir popiilasyon ve kiiprik dozu bakimindan istatistik olarak 6nem arz etmeyen bir
degere sahip olan ‘n’ kromozomlu haploid bitki adetleri tabloda gosterildigi gibi sonuglanmig
olup toplam bitki sayisinin, haploid bitki sayis1 oran1 %67.08 sonuglanmistir (78 adet toplam
bitki / 11 adet haploid bitki sayisi).
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TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Tartisma

Bitkiler yasamlarimi devam ettirebilmek i¢in bulunduklar1 yere iyi adapte olmasi
gerekmektedir. Bitki bulundugu cevre kosullarinda birtakim biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine maruz kalirsa bitki gelisimi olumsuz etkilenerek yasam siireci tehlikeye girecektir.
Stres faktorlerinin olumsuz eteklerini minimize edebilmek i¢in ortamin iyilestirilmesinin yani
sira stres faktorlerine (kuraklik, don, hastalik ve zararlilar gibi) kars1 dayanikli tistiin 6zellikli

bitki ¢esitlerinin 1slah edilmesi olduk¢a dnemli konulardan bir tanesidir (Biiyiik vd., 2012).

Son donemde yasanan iklim degisikliginin arpa bitkisinde nasil ve ne diizeyde etki
edecegi bilinmemekle birlikte, arpa yetistiriciligi yapilan kuru tarim alanlarinda ytiksek sicaklik
artiglarinin {iretimi ciddi anlamda tehdit edecegi diisliniilmektedir (Yiiksel ve Akcura 2022).
Gelecekte olusabilecek bir takim stres faktorlerine karst dayanim gosterebilecek arpa
cesitlerinin 1slah edilmesi bu yonden olduk¢a 6nemli hale gelmektedir. Klasik 1slah metotlar1
ile diger bitkilerde oldugu gibi yeni arpa gesitleri elde etmek bir hayli zor ve uzun bir zaman
almaktadir. Son donemde klasik 1slah metodunu tamamlayici olarak yapilabilecek
yontemlerden birisi olan anter kiiltiirii teknigi ile double haploid bitki sayesinde %100 saf
homozigot hatlara kisa siirede ulasilarak yeni cesitlerin 1slah ¢alismalarini hizlandirmakta ve

kolaylastirmaktadir (Baser vd., 2016).

Wojnarowiez vd. 2002 yilinda yaptiklar ¢aligmada kiglik arpa ¢esidi olan Igri’de anter
kiltirii uygulamalarinda kiiprik siilfatin etkisini arastirmiglardir. Yaptiklart calismada
CuSO4.5H20’1n (1, 2, 5, 7, 10, 12, 15, 18, 20 uM) 9 farkli dozunu 6n muamale ortamina
ekleyerek denemeler yapmislardir. Daha sonra rejenerasyon ortami i¢in CuSO4.5H20’1n 4
farkli dozunu (5, 10, 15, 20 uM) kullanmiglardir. On muamele ve kiiltiir ortamina eklenen
CuS04.5H20’1n 5 ve 18 uM dozlar arasinda %73,6 oraninda anter kiiltiiriine cevap olarak artis
gbzlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirma yapildiginda androgenesis i¢in en etkin doz

oraninin 10 uM oldugu belirlenmistir.

Bu yapilan ¢alismada ise sirasiyla 1. popiilasyonda 1,83 adet ile kontrol grubu, 2.
popiilasyonda 1,55 adet ile kontrol grubunda ve 3. popiilasyonda ise 1,83 adet ile yine kontrol
grubu kiiprik siilfat dozunda en yiiksek rejenerasyon degerine ulasilmistir. Rejenere bitki
olusturma bakimindan ikinci en yliksek degerleri veren kiiprik grubu ise 10 doz olarak 1.

popiilasyonda 1,16, 2. Popiilasyonda 0,86 ve 3. Popiilasyonda 1,05 olarak tespit edilmistir.
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Daha 6nce ¢alisilmig bir deneyde basak eksplantlarinin birbirine farkliliklar1 incelenmis
ve arpa bitkisinin orta kisimlarinda alinan anterlerin, haploid bitki iiretimi igin en uygun

eksplant oldugu goriilmiistiir (Huang ve Sunderland 1982, Powell 1988).

Calismamizda en yiiksek kallus sayisi ortalama olarak 1. melez popiilasyonda ug
kisimdan alinan (+4°C’de 5.08 ve +28°C’de 4.42 adet) anterlerden elde edilmisken, 2. melez
poplilasyonda orta kisimdan alinan anterlerden (+4°C’de 3.66 ve +28°C’de 2.58 adet), 3. melez
popiilasyonda ise istatistiki fark olmamasina ragmen ug¢ kisimdan alinan anterlerden (+4°C*de

3.75 adet) elde edilmistir.

Siirglin sayisina baktigimizda eksplant bakimindan 1. melez popiilasyondan siirgiin
sayist en fazla +4°C’de alt (2.58 adet) ve u¢ kisimlardan (2.58 adet) elde edilmesine ragmen
ikisi arasinda istatistiki bir fark bulunmamuistir. 2. melez popiilasyonda +4°C’de 2.00 adet ile
orta ekspalant, +28°C’de istatistik fark olmayan alt (1.42 adet) ve orta (1.41 adet) kisimdan elde
edilmistir. 3. melez popiilasyonda istatistiki fark olmayan sirasiyla +4°C’de alt (1.92 adet), orta
(2.25 adet) ve ug (2.25 adet) eksplantlardan elde edilmistir. +28°C’de ise alt (2.08 adet) ve ug
(1.83 adet) eksplantlar basarili olmustur.

Cistue vd. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada arpa gesitleri materyal olarak kullanilmis
ve 6n muameleler ile besi yeri ortamlarina ilave edilen kimyasallarin, habloid bitki eldesine
etkileri incelenmistir. On muamele besi yeri olan Mannitol ortaminin, anter kiiltiiriine tepkisi
az olan genotipler lizerine soguk ©On uygulamasina oranla daha basarili oldugu ortaya

konmustur.

Calismada mannitol besi yerine ilave edilen kiibrik siilfatin kallus olusturma
bakimindan ii¢ farkli melez kombinasyona sahip arpa bitkisinde arastirma yapilmistir. 1.melez
popiilasyonda en yiiksek kallus kontrol grubunda 6,67 adet, 2. melez popiilasyonda kontrol
grubunda 5,66 adet ve 3. melez popiilasyonda ise yine 5,00 adet ile kontrol grubunda en yiiksek
sayida kallus gézlemlenmistir. Kontrol grubundan sonra en yiiksek kallus sayis1 veren kiibrik
stilfat konsantrasyonlari 1. melez popiilasyonunda 5mg/L (4,89 adet), 2. melez popiilasyonunda
10 mg/L (2,61 adet), 3. melez popiilasyonunda ise 10 mg/L (3,50 adet) olarak belirlenmistir.

Kruczkowska vd. (2002), genotip olarak anter kiiltiiriinde basarili olan Igri ve ti¢ farkli
genotipteki arpa cesitlerinin +4°C’de 21 giin bekletilmesiyle kallus olusumunun arttig1

sonucuna varmigtir.

Melez popiilasyonlari arasindaki bu farkliliklar, farkli degiskenlere sahip 6n muamele,
besi yeri ortamlarinin ve genotiplerin anter kiltiiriine etkisini gostermektedir. Al-Ashkar

tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada birbirinden farkli 5 ekmeklik bugday c¢esidinde, 4
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farkli besi yeri ortami1 kullanmis ve genetik farkliliklarin ¢alismada ¢ok etkili oldugu sonucuna

varilmastir.

Calismada 6n muamele olarak +4°C (Szarejko ve Kasha (1991) ve +28°C (Hassawi ve
Liang, 1990) sicakliklar kullanilmistir. 1. 2. ve 3. melez popiilasyonunda ortalama olarak en
yiiksek kallus sayis1 +4°C ‘de sirasiyla 4,83 adet, 3,41 adet ve 3,69 adet olarak tespit edilmistir.
En fazla sayida siirglin olusumu +4°C’de 1. melez popiilasyonundan 3. melez popiilasyona

kadar sirastyla 2,52; 1,63 ve 2,14 adet olarak gerceklesmistir.

Rejenere bitki bakimindan sicaklik farkliliklarina bakildiginda en fazla sayida rejenere
bitki sayis1 +4°C’de 1. (1,27 adet) ve 2. (1,19 adet) melez popiilasyonundan elde edilirken, en
diisiik rejenere bitki sayisi ise +28°C’de 3. (0,86 adet) melez popiilasyondan elde edilmistir.
Elde edilen sonuglar istatistiki olarak degerlendirildiginde 1. ve 2. Melez popiilasyonlari

onemsiz iken, 3. melez popiilasyonu P>0,05 seviyesinde dnemli ¢ikmaistir.

Sonug¢

Calismada Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisi'nde melez
caligmalarinda kullanilan 3 farkli genotiplere sahip melez kombinasyonlar1 materyal olarak
kullanilmistir. Uygun kosullarda alinan arpa basaklari, bitki ylizey sterilizasyonu i¢in %70
oranindaki ethanol ile steril edilmis ve basaklar steril kabinler i¢inde alt-orta-u¢ eksplantdan
erkek lireme organi olan anterler, kallus tesvik ortami olan 1M Mannitol besi yeri ortamina

alinmis ve +4°C buzdolabi ile +28°C inkiibatére konulmustur.

4 giin sonra 4 farkli konsantrasyona sahip Kiiprik-BakirIl Siilfat (CuSOs) dozlarinin
(kontrol grubu, 1, 5, 10) oldu kallus olusturma ortamina alinmis ve +4°C’den ¢ikanlar +4°C’e,
+28°C’lik inkiibatorden c¢ikan anterler ise kallus olusturma ortamina aktarildiktan sonra
+28°C’lik inkiibatdre alinip kallus olusumu goézlenmistir (minimum 21 giinde kallus olugmaya
baslamaktadir). Kallus olumu bakimindan genotip farkliliginin biiyiik olclide etkilendigi
caligmada en yiiksek kallus sayisina 5.72 adet ortalama ile 1. melez popiilasyonunda (Tokak
157-37 X Aida X Sayim 40) ulasiimstir.

Kallus olusumundan sonra kallus gelistirme besi yeri ortamina aktarilan kalluslardan
yesil kallus olusumu gozlenmistir. Steril kosullarda devam eden ¢aligmada yesil kalluslardan,
koksiiz siirgiinler meydana gelmistir. Genotip farkliliklarinin stirgiin elde edilmesinde yine ¢ok
etkili oldugunu belirterek en fazla sayida siirgiin, 1.melez popiilasyonunda (Tokak 157-37 X
Aida X Sayim 40) 3.27 adet ve 3. melez popiilasyonunda (Cirit X Alena) 3.11 adet olarak

bulunmustur.
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Koklendirme besi yeri ortamina alman yesil silirglinlerden kokli bitkicikler
gozlemlenmistir. Sterilizesini bozmadan koklerin gelismesi beklenmistir. Bu asamada
fotoperiyod ¢ok onemlidir. 8 saat karanlik ve 16 saat aydinlik ile 25°C’de iklim dolaplarinda,
koklendirme besi yeri ortaminda bekleyen siirgiinlerden, koklii rejenere olmus bitkiler
gozlemlenmistir. Farkli genotiplere sahip melez popiilasyonlardan; 1. melez popiilasyonda
(Tokak 157-37 X Aida X Sayim 40) 1.83 adet, 2.melez popiilasyonda (Sayim 40 X Tokak 157-
37) 1.55 adet ve 3.melez popiilasyonda (Cirit X Alena) 1.83 adet rejenere olmus bitki elde
edilmistir. Tiim genotiplerden toplam 78 adet bitki elde edilmistir Elde ettigimiz bitkileri 2-4

yaprakli hale gelince, Ploidi Analiz cihazi ile analiz edilmistir.

Sonu¢ olarak ¢alismada arzu edilen ‘n’ kromozomlu anterden, ‘2n’ kromozoma
katlanmis toplam bitki sayis1 68 bulunmustur. 11 adet ‘n’ kromozomlu haploid bitkiden ‘2n’
kromozomlu diploid bitki elde etmek i¢in, kromozom katlanmasini tesvik eden kolsisin bileseni
uygulanip morfolojik olarak takibi yapilmis ve 11 bitkinin de tohum baglama kapasitesine sahip
‘2n’ kromozomlu tam bir bitki elde edilmistir. Bu uygulama ile birlikte ¢alismada rejenere olan

bitki ile doublehaploid bitki oran1 % 100 olarak sonuglanmustir.

Oneriler

Yapilan doku kiiltiirii calismalarindan anter kiiltiirii ile haploid bitki elde edilmesi, 1 y1l
gibi kisa bir silirede %100 homozigot saf hat gelistirme bakimindan son derece 6nemlidir.
Molekiiler ¢aligmalar ve hastalik testlemeleri i¢in materyal saglayict bu yontem ile gevre
kosullara bagli kalmadan yilin her zamani aktif olarak ¢alisilabilmektedir. Genetik

varyasyonlarin, klasik 1slah ¢alismalarina da katki sagladigi unutulmamalidir.

Calismada katkida bulunmaya c¢alisilan anter kiltiirii protokolii, ¢alismanin
sonuglarinda da ortaya konuldugu lizere, genotipe gore farkliliklar gostermektedir. Orta
Anadolu Bolgesi’ne uyumlu ¢esitlerden melezlenen 3 farkli kombinasyona sahip arpa bitkisi
materyaline uygun olan anter kiiltiiri protokolii, c¢esitlere ve tiirlere gore farkliliklar
gostermelidir. Bunun i¢in 6n caligmalar cok fazla 6nem arz etmektedir. Kiibrik Siilfat
konsantrasyonlarinin denendigi ¢alismada ek olarak; ¢esitli dozlarda Giimiis Nitrat ve hormon
gibi degiskenler ile 6n muamele uygulamalar1 farkli calismalarda arastiriimali ve bu

arastirmalar bir sonraki ¢alismalara 6rnek teskil etmelidir.

Klasik bitki 1slahina ek olarak anter kiiltiirii, ovaryum kiiltiirii, 1sinlanmis polen ile
mutasyon 1slahi, embriyo kiiltiiri, mikrogogaltim yontemleri, molekiiler-genetik
karakterizasyon uygulamalari da ¢alisilmali ve klasik 1slah ile entegre olmalidir. Bu ¢alismada

metod olarak kullandigimiz anter kiiltiirii ile 1 yila distiriilen saf hat gelistirmeye ek, yapilacak
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molekiiler ¢alismalar ile gen haritalama, genetik karakterizasyon ve akrabalik iliskileri de
aragtirilarak tilke isteklerine uygun bitkilerin (¢esit veya tiir olabilir) gelistirilmesi saglanacagi

kanatindeyiz.
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