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OZET
Doktora Tezi

BAZI TESCILLI ARPA CESITLERI ILE Hordeum spontaneum MELEZLERINDEN
in vitro KOSULLARDA DOUBLE HAPLOID BITKi ELDE EDILMESI

GULDEN CETIN OZKAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Bu arastirma 2013-2016 yillar1 arasinda Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri ABD ve Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Biyoteknoloji Arastirma
Merkezi, Yenimahalle’de yiiriitilmiistiir. Arastirmanin amact Hordeum spontaneum
(yabani tiirii) ve 5 adet kiiltiir arpa ¢esitleri arasinda sera kosullarinda yapilan resiprok
melezlerden elde edilen bitkilerde anter kiiltiirii ile double haploid bitki tiretimidir. Daha
sonra elde edilen melezler double haploid bitki {iretimi igin kullanmilmistir. Elde
edilenlerden rejencrasyon gergeklesebilmesi igin anterler 3 farkli 6n muamele (0,7 M
mannitol, 0,3 M mannitol ve +4°C’de 21 giin bekletme) islemlerine tabi tutulmustur.
Kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve koklenen bitki sayisi bakimindan
ortalamalar arasinda; biitiin genotipler ve melezler arasinda 6nemli derecede farklilik
(p<0.01) belirlenmis olup, en verimli kallus olusumu 0,7 M mannitol 6n muamelesi
uygulamasinda izlenmistir. Daha sonra, kurulan deneme sonuglarina gore sera
kosullarina adaptasyonu saglanan biitiin ¢esitler ve genotiplerde diploidlesme orani
hesaplanmis ve spontan katlanma gerceklestigi gdzlenmistir. Orneklerin ploidi diizeyleri
hem Ploidy analyser (Sysmex CyFlow Ploidy Analyser) cihazi ile hemde binokiiler
mikroskop altinda (2n=2x=14 kromozom sayilar1) tespit edilmistir. Calisma sonucunda
toplam 316 double haploid arpa bitkisi elde edilmistir. Arpa bitkisinde double haploid
tretim teknikleri Tiirkiye'de arpa haploidi 1slah programi igin yeni bir olanak
sunmaktadir. Aragtirmadan elde edilen sonuglara gore bu teknigin dogru kullanilmasi,
Tiirkiye'de haploid 1slah programina olumlu katkilar saglayacaktir.

Temmuz 2017, 133 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PRODUCTION OF BARLEY DOUBLE HAPLOIDS USING HYBRIDS OF
Hordeum spontaneum INTO SOME CERTIFIED BARLEY CULTIVARS UNDER in
vitro CONDITIONS

Giilden CETIN OZKAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

This research was carried out between 2013-2016 at Ankara University, Faculty of
Agriculture, Department of Field Crops and Biotechnology Research Center of Central
Field Crops Research Institute, Yenimahalle. The aim of the study was to produce
double haploid plants using anther culture  from reciprocal hybrids made between
Hordeum spontaneum (wild species) and 5 cultivated barley varieties under greenhouse
conditions. These  hybrids were used for double haploid production through anther
culture after subjecting them to pretreatments with 0.7 M mannitol, 0.3 M mannitol
and 21 days at + 4 °© C. Among the means callus induction, shoot formation rate and
number of rooted plants showed significant differences (p <0.01) among all parent and
hybrids. and the most efficient callus formation was observed using 0.7 M mannitol
pretreatment. Subsequently, the rate of diploidization in all genotypes adapted to
greenhouse conditions was calculated and spontaneous diploid induction was observed
in all genotypes.. The ploidy levels of the samples were determined and confirmed as
(2n = 2x = 14 chromosome) both with a Ploidy analyzer (Sysmex CyFlow Ploidy
Analyzer) and under a binocular microscope. A total of 316 double haploid barley
plants were obtained as a result of this study. Double haploid production technigques on
barley plants offer a new possibility for the barley haploid breeding programs in
Turkey. It is concluded that the correct use of this technique will positively contribute
to the haploid breeding programs in Turkey.

July 2017, 133 pages
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ONSOZ ve TESEKKUR

Tiirkiye’de arpa, ¢ok biiyilk bir 6neme sahiptir. Bu calismada anter kiiltiiri teknigi
kullanilarak klasik 1slah siiresinin kisaltilmasi ve double haploid bitki elde edilmesi
amaclanmistir. H. Spontaneum yabani tiirii ve Tiirkiye’de yetistirilen kiiltlir arpalari
kullanilarak resiprokal melezleme yapilmis ve resiproklar ve kiiltiir ¢esitlerinin anter
kiiltiirine tepkileri arastirillmigtir. Arpa bitkisinde elde edilen melezlerin ve katlanmig
bitkilerin daha sonraki 1slah ve molekiiler ¢alismalar igin ¢ok Onemli olacagr ve
dolayisiyla sektore Onemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Yapilan calisma
sonuglari ile 2’li, 3’li ve daha kompleks melezlerin double haploid bitki iiretiminde

kullanilmastyla Tiirkiye bu konuda yeni boyutlar kazanacaktir.

Calismalarimin her asamasinda bilgi, 6neri ve tecriibelerini esirgemeyen, her kosulda
yanimda olan ve destegini her zaman igtenlikle aktaran danisman hocam sayin Prof. Dr.
Khalid Mahmood KHAWAR’a (Ankara Universitesi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali) en
igten tesekiirlerimi sunarim. Tez ¢alismamin her asamasinda yardimci olan sayin Prof.
Dr. Saime UNVER IKINCIKARAKAYA ((Ankara Universitesi, Tarla Bitkileri
Anabilim Dali) ve sayin Do¢.Dr.Muhammed AASIM’a (Necmettin ERBAKAN
Universitesi, Biyoteknoloji Anabilim Dali1) ve béliim baskanimiz saym Prof. Dr. Dilek
BASALMA ya ((Ankara Universitesi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal1) tesekkiirii bir borg
bilirim. Jiiri iiyesi hocalarimdan saym Prof. Dr. Nurdan SAHIN DEMIRBAG ve sayin
Dog. Dr. Sevil SAGLAM’a destekleri ve degerli katkilarindan dolay1 tesekkiirii bir borg
bilirim. Arpa tohumlarinin temininde emegi gegen Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii, Arpa Islah Birim Baskan1 Ismail SAYIM basta olmak iizere, Namuk ERGUN
ve Sinan AYDOGAN’a, Enstitii Miidiiriimiiz ilhan Subasi’na, Biyoteknoloji Arastirma
Merkezi boliim bagkani1 Dr. Hiimeyra YAMAN’a, ve laboratuvar ve sera ¢aligmalarinda
yardimlarini esirgemeyen cok degerli calisma arkadaslarim, Yusuf COSKUN ve
Meryem SAGKOL’a tesekkiir ederim. Ayrica, en basta beni akademik olarak
yonlendiren ve bu hakli gururu yasamama sebep olan ¢ok degerli insan merhum babam
Saym Mustafa Cetin (2014) olmak iizere, en biiyiik destek¢im canim annem sayin Yeter
CETIN’e sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi bildirmekten kivang duyarim. Sevgilerini

gostermekten kaginmayan ablam Giilay SIRTAS ve enistem Burak SIRTAS’a, manevi



desteklerinden dolayr kaympederim sayin Ramazan OZKAN ve kaynvalidem sayin

Ayse OZKAN’a tesekkiir ederim.

Her kosulda desteklerini esirgemeyen, beni zor zamanlarimda motive eden ve
sartlandiran canim esim Isa OZKAN ve oyun zamanlarimizdan ¢aldigim halde yine de
bir giiliisiiyle diinyayr ayaklarimm altima seren biricik kizim Beren OZKAN’a sonsuz

tesekkiir ederim.

Giilden CETIN OZKAN
Ankara, Temmuz 2017
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1. GIRIS

Bugdaygiller (Poaceae) familyasmin Triticeae oymagi bugday (Triticum), arpa
(Hordeum) ve ¢avdar (Secale) gibi tahil cinslerini kapsar. Arpa (Hordeum vulgare L.),
diploid (2n=2x=14), tek yillik bir tahil tiiriidiir. Diinya iizerinde hayvan ve insan besin
aliminda, yenilenebilir enerji kullaniminda ve malt iiretiminde 6nemli yere sahiptir
(Schulze 2007). Genetik, fizyolojik, ve morfolojik bakimindan varyasyon gostermesi,
bliyiik olciide haritalarinin ve genetik stoklarmin bulunmasi ve kendine déllenebilmesi
ile ¢ok yonlii uygulanabilmesi gibi nedenler arpayt hem tarimsal agidan hem de

fizyolojik ve biyoteknolojik ¢aligmalar acisindan 6nemli kilmaktadir (Evrensel 2010).

Morfoloji: Tahil bitkileri arasinda arpa tiirli en ¢ok“kardeslenenlerden”olup 5 - 8 kardes
vermekte ve 6, 4 ve 2 sirali olarak bulunmaktadir. Bitki boyu yaklasik 35-100 cm
civarinda basaklart 8 - 15 cm uzunlugundadir. Arpa cicegi kavuz ve kapeik ile sarilir;
ancak, kavuzlu arpalarda her ikisi tanelere yapisik olarak bulunur. Her tanede yaklasik
% 10 - 14 arasinda kavuz bulunmakadir. Kuru tanelerde % 9 — 14 protein, % 68 kadar
karbohidrat bulunmaktadir.

Iki siral arpa Al sirali arpa
basakcigi % basakeqign

= Eksendeki nodlar

Sekil 1.1 Arpa basaklarinin siralanmasi (http://www.brewingtechniques.com).



Basagin merkezi eksen olarak adlandirilir (Sekil 1.1). Bu eksen nodyumlar ve
internodyumlarla birlikte eksen nodyumlarinda birlesen daha sonra icinde tohum

gelisecek olan basak¢iktan olusmaktadir.

Sekil 1.2 Tek bir arpa ¢igeginin erkek ve disi organ yapisi (Acosta 2015)

Arpa bitkisinde her bir basak¢ik bir ¢igektir (Sekil 1.2). Cigek i¢ kavuz ve kapgik
arasinda kalan 3 erkek organ, 1 disi organ ve 1 ¢ift pulcuktan olusan yapidir

(http://www.brewingtechniques.com).

Déllendikten sonra olgunlasarak gelisen taslak ve i¢inde olusan embriyodan meydana

gelen yap1 tohum olarak bilinmektedir (Sekil 1.3).



Sekil 1.3.a. Arpa tohumunun ventral, b. dorsal gériiniimleri (Anonymous 2017)

En dista yer alan testa iki integumentten olugmustur ve mekaniksel olarak ¢ok
kuvvetlidir. Endosperm denilen besi dokuda karbonhidrat depo edilir. Embriyo ise ince
ceperli, ¢ok siki diizenlenmis, canliligim1 koruyan parenkima hiicrelerinden meydana

gelmistir (Uysal ve Yildirim 2003).

Arpanmin Tiirkiye ve diinya’daki yeri ve onemi : Tiirkiye Afrika, Avrupa ve Asya kitalari
arasinda geg¢is bolgesinde ve jeolojik ve topografik ¢esitlilikler, ekolojik, iklim, farkli su
ortamu cesitlilikleri (deniz, akarsu, gol, vb) yiikselti farklar1 bulundugu i¢in ¢ok sayida
bitki takson ve tiiriin gen merkezi olarak bilinmeltedir (Atalay 1994, Celik 2003).

Arpa (Hordeum vulgare L.), diinyanin yaklasik olarak her yerinde ekilebilir ve genis bir
cesitlilige sahiptir (Sekil 1.4). Yabani arpanin orijini ve ayn1 zamanda 1slah edildigi ilk
bolge, yakin dogunun verimli hilal bolgesi olabilecegi diisiiniilmiistiir (Badr vd. 2000,
Feuillet vd. 2008).



Sekil 1.4 Arpa tarlasindan genel bir goriiniim (Orijinal, Ikizce Arastirma Ciftligi,
Haymana/Ankara, 2016)

Kiiltiirii yapilan arpanin orijin merkezinin Orta Dogu’daki Verimli Hilal oldugu
bildirilmesine karsin (Harlan 1975, Badr vd. 2000), arpanin evrim siireci igerisinde iki
farkl1 yerde birbirinden bagimsiz olarak kiiltiire alinmis olabilecegi de belirtilmistir
(Zohary 2000, Neale vd. 1988, Morrell ve Clegg 2003). Bununla birlikte baska
merkezlerin de arpanin orijini oldugu hipotezleri de mevcuttur (Molina-Cano vd. 1999).
Kiiltir arpalar1 ile tek yillik yabani arpalar hem kislik hem de yazlik formda
olabilmektedir (Briggs 1978).

Bir¢cok ekonomik bitkilerin iiretiminde Tiirkiye kendine yeterli iilkeler arasinda yer
alip, diinya tariminda ©onemli rol oynamaktadir; pamuk, hububat, findik, tiitiin,
kurutulmus ve taze meyve, baklagiller, sekerpancar1 sebze gibi 6nemli iirlinlerde iiretici
ve ihracat¢1 konumundadir. 2016 yili verilerine gore, 38 milyon hektarlik tarla tirtinleri
ekim alani igerisinde, tahillar ve diger bitkisel {iirlinler 15 milyon hektarlik alani

almaktadir (Anonim 2016).



Tiirkiye arpa (Hordeum vulgare L.) igin, 6,7 milyon ton liretimi ile diinya ¢apinda
onemli iiretim merkezlerinden biridir. Arpa, baslica Tiirkiye nin yiiksek kesimlerinde;
daha c¢ok Orta Anadolu (Konya, Ankara, Eskisehir ve Kirsehir) ve Giiney Dogu
Anadolu bolgelerinde (Sanliurfa, Diyarbakir, Mardin) kurak sartlar altinda iiretilir ve
tiretimin % 90’1 hayvan yemi olarak kullanilir. Ancak maltlik arpa i¢in iilke i¢inden ve
disindan talep son 10 yilda giderek artmaktadir (Akar vd. 2008, Karahocagil 2008,
Dizkiric1 2010).

Soguk, kurak, alkali ve tuzlu topraklar gibi farkl iklim ve stres kosularina uyabilen arpa
diinyanin ¢ok cesitli bolgelerinde yetisebilir. Tiirkiye’nin tim bdlgeleri iklim kosullar
acisindan arpa yetistirilmesine uygunluk gostermektedir. Tiirkiye’de yillara gore arpa
liretimi ¢izelge 1.1°de belirtilmistir. Uretimi yapilan arpanin gok biiyiik kismi yurt
icinde tiiketilmekte, yem endiistrisinde hayvan yemi olarak, bira sanayinde maltlik ve
gida endiistrisinde insan besini olarak kullanilmaktadir. Arpanin ana bilesenleri nisasta,
protein, B-glukan ve serbest yaglardir. Ayrica; E vitamini, B vitaminleri, mineraller ve
fenolik bilesikler gibi bilesenler igermektedir. Bir tiir B vitamini olan niasinin, kandaki
kolesterol ve lipoprotein seviyesini diisiirdiigli saptanmig ve arpanin gida endiistrisinde

daha fazla kullanimi 6nerilmistir (Gupta vd. 2010).



Cizelge 1.1 Tiirkiye’de yillara gore arpa iiretimi (Anonim 2016a)

Yillar | Ekim Alani (Dekar) | Arpa Uretimi (Ton)
2003 | 34.000.000 8.100.000
2004 | 36.000.000 9.000.000
2005 | 36.500.000 9.500.000
2006 | 36.498.000 9.551.000
2007 | 34.280.165 7.306.000
2008 | 29.500.000 5.923.000
2009 | 30.100.000 7.300.000
2010 | 30.400.000 7.250.000
2011 | 28.688.331 7.600.000
2012 | 27.487.664 7.100.000
2013 | 27.205.100 7.900.000
2014 | 27.872.973 6.300.000
2015 | 27.835.830 8.000.000
2016 | 27.400.521 6.700.000

Arpa diinyada 60 milyon ton iiretimi ile AB iilkelerinde 6nemli bir yere sahiptir. Genis
yayilis alani ve kullanima sahip olan arpa; abiyotik (kuraklik, tuzluluk ve besin maddesi
yetersizligi), biyotik (viriis, bakteriyel, fungal enfeksiyon ve bocekzarar1) gibi stresler
sebebiyle verimi daha da diismekte ve c¢evre kosullarindan olumsuz etkilenmektedir

(Um vd. 2007, Bankima ve Gaile 2009).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2014 yilina ait arpa iiretim verilerine
gore Tiirkiye; Rusya, Almanya, Fransa, Kanada, Ukrayna, Ispanya ve Avustralya’dan
sonra 8. sirada yer almaktadir. Diinyada arpa ekim alani ve iiretim verileri ¢izelge 1.2°de

gosterilmektedir (faostat.fao.org).



Cizelge 1.2 Diinyada yillara gore arpa iiretim verileri (faostat.fao.org)

Yillar Ekim Alan1 (Ha) | Uretim (Ton)
2003 57.720.704 142.564.393
2004 57.553.390 153.903.621
2005 55.337.541 138.679.501
2006 56.377.361 139.521.659
2007 55.746.542 134.173.767
2008 55.314.531 154.820.539
2009 53.922.324 151.773.710
2010 47.315.832 123.541.951
2011 48.425.164 132.530.751
2012 49.176.737 132.291.516
2013 49.367.777 143.476.579
2014 49.426.652 144.489.996

Arpa, fazla soguk ve fazla sicak olmayan, nispi nemi yiiksek olan yerlerde iyi gelisir.
Sicakligin 0 °C’nin altina diismedigi ve 18 — 20 °C’nin lizerine ¢ikmadigi, nispi nemi
% 70-80 olan yerler arpa i¢in ¢ok uygundur. Soguk bolgelerde iki sirali, iliman

bolgelerde ise alt1 siral1 arpalar yetistirilmektedir.

Arpa, toprak istegi bakimindan da secicidir. Arpanin toprak istegi; havalanmasi iyi, en
az %5 organik madde igeren, ndtr ve tinli topraklardir. Asitli topraklara duyarli, tuzlu
topraklara dayaniklidir. Topraktan fazla miktarda tuz kaldirdigi icin sulu tarim

alanlarinda ekim nobetinde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Arpanmin Orijini ve Evrimi: Verimli hilalin ¢esitli bolgelerinde arkeolojik kalintilarin
incelenmesi, bu bolge boyunca diger tahillarla beraber arpanin yaklasik 10,000 y1l 6nce
kiiltiire alindigin1 gostermekte ve bu eski diinya ziraatinin temellenmesine yol
agmaktadir (Nishikawa 2002, Pandey 2006). Kiiltiirii yapilan arpalar sira sayisina gore 5

grupta incelenmekte; 2 ve 6 sirali olmak iizere iki ana formu bulunmaktadir (Briggs



1978). Arpanin evcillesmesinin, yakin doguda iki sirali yabani arpa olan Hordeum
vulgare L. subsp. spontaneum’dan gergeklestigi var sayilmaktadir (Harlan vd. 1966;

Pandey 2006). Kiiltiir arpasinin yabani formu Hordeum spontaneum‘dur.

Yapilan bilimsel c¢aligmalar H. spontaneum’un kiiltiire alinmis arpadan daha fazla
genetik cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir (Forster vd. 2000, Van- Rijn 2001).
Ozellikle yapilan calismalarla, H. spontaneum’un kiilleme hastaligina (Gustafson ve
Claesson 1998) ve yaprak pasma (Moseman vd. 1990) kars1 dayaniklilik gibi birgok
ozellik bakimindan yararli genler barindirdigr tespit edilmistir. Bunlarin disinda H.
spontaneum’un verim ve verim unsurlari, ¢igek yapisi, protein igerigi, bitki boyu vb.
gibi ozellikler agisindan kendi iginde genis bir varyasyon gosterdigi ve bu ozelliklerin
klasik melezleme 1slah1 yoluyla kiiltiir arpa cesitlerine aktarilabilecegi bir¢ok
arastirmada rapor edilmistir (Giles ve Bengtsson 1988, Jaradat 1991, Nevo 1992,
Ivandic vd. 2000, Volis vd. 2000, 2002, Ivandic vd. 2002). H. spontaneum ‘un &zellikle
tuza (Forster 1997), soguga (Baum vd. 2003) ve kurakliga (Robinson vd. 2000) kars1
dayaniklilikta kullanilabilecek iyi bir gen kaynagi oldugu bildirilmis olup, bu baglamda
hem Avrupa’da hem de ABD’de biiyiik 6l¢ekli projelere baglanmistir.

Yabani tiirler, ticari 1slah faaliyetleri i¢in potansiyel gen kaynagi olarak biiyiik bir ilgi
odagidir (Vanhala 2004). Yabani yillik arpa tiirleri diger tiirlere gore goreceli olarak
acik habitatlarda disiik rekabetle yetisirler (Von Bothmer vd. 1992). Yabani arpa Dogu
Akdeniz bolgesi, Kuzeybati Asya’da genis iklim ve topraklarda yayilmistir. Ozellikle
yakin dogu verimli hilal bolgelerinde yaygindir (Zohary 1969). Genellikle yabani arpa
uc disiikliikteki sicakliklara toleranshi degildir ve 1500 m rakim iizerinde nadiren
bulunur. Ancak yabani bugdaya gore kurakliga daha dayaniklidir. Nispeten sicak
steplerde ve ¢ollerde yaygin olarak bulunur (Zohary vd. 1988 ve Vanhala vd. 2004).
Yabani arpa ve iki siwralt kiiltiir arpast kismen benzer morfolojiye sahiptir. En goze
carpan fark yabani arpanin kirilgan basak ekseni ve kabuklu taneleridir (Sekil 1.5). Alti
sirali arpa kiiltiire alinma sirasinda evrimlesmistir. Bu 6zelligi kromozom 2 tizerindeki
tek bir gen tarafindan kontrol edilmektedir (Komatsuda vd. 1999, Tanno vd. 2002,
Vanhala vd. 2004).



Yabani 2sirali 6 sirali

Sekil 1.5 Yabani, iki swrali ve alti sirali arpalarin morfolojik goriiniimii
(http://www.ukmalt.com)

Arpa Genomu: Hordeumcinsi tek yillik ve ¢ok yillik olmak tizere 32 tiirden ve 45
taksondan olusur. Tim arpa taksonlar1 temelde diploid (2n=14) olmakla beraber
tetraploid (2n=4x=28) veya hekzaploid (2n=6x=42) olabilirler (Nishikawa vd. 2002).
Arpanin haploid genomu yaklasik olarak 5.36x10° b¢’dir (Bennett vd. 2000). Yabani
arpa yerel iklime bagl olarak yazlik ve kislik olabilir, diploittir ve 1slah edilir.

Bazi populasyonlarda dis dollenme (outcrossing) sikligi yiiksektir. Bu, ortalama %
1.6’dir ve 0’dan % 9.6’ya kadar degisir. Cevreye bagli olarak, kurak bolgelere gore
iliman boélgelerde daha yiiksektir (Brown vd. 1978, Vanhala 2004).

Hordeumcinsinin en 6nemli tiirleri bogdanii, brachyantherum, bulbosum, depressum,
jubatum, marinum, murinum, pusillum, secalinum ve vulgare olarak sayilabilir (Vicient
vd. 2005).

Anter Kiiltiirii: Arpa verimindeki olumsuz degisimlerin engellenebilmesi ve kalitenin ve
verimin daha yiiksek seviyelere eristirilebilmesi i¢in, kurak, soguk ve hastalik gibi farkli
stres faktorlerine toleransli dane kalitesi yliksek arpa cesitlerinin 1slah edilmesi

amagclanmaktadir.

Tirkiye’de bir ¢ok tarimsal kuruluslar arpa gesitlerinde 1slaha yonelik calismalar

siirdiirmektedirler. Klasik 1slah ¢alismalarindan faydalanarak kaliteli ve yiiksek verimli



pek c¢ok cesit gelistirilip, insanlarin hizmetine sunulmasina ragmen, basta zararli ve
hastalik olmak iizere abiyotik ve biyotik streslere karsi dayaniklilikta istenilen sonug

alinamamustir.

Popiilasyonlardaki genetik varyasyon klasik bitki 1slahindaki basariyr dogrudan
etkilemekte ve var olan varyasyonu artirtlmasi biiylik dnem tagimaktadir. Genetik
tabanda olusan daralma tiiri¢i genetik varyasyonun sinirli kalmasina sebep oldugundan
dolay1, klasik 1slah metodlar1 ile olusabilecek biyolojik verimin ylikselmesini de
sinirlamaktadir. Fakat hala yaygin olarak kullanilan klasik 1slah metodlariyla bir arpa

varyetesinin 1slah edilmesi i¢in uzun yillara ve yogun isgiiciine gereksinim vardir.

Diinya’da 1980’11 yillardan itibaren tek basina veya biyoteknolojik teknikler veya
geleneksel 1slah yontemleriyle entegratif caligmalariyla bu siirecin kisaltilabilecegi 6ne
stiriilmektedir. Bitki 1slahda kullanilan ¢esitli biyoteknolojik yontemlerinden biri olan
anter kiiltiirii; homozigot hatlarin daha kisa stirede elde edilmesini saglayan tekniklerden

birisidir.

Anter kiiltlirli; uygun asamadaki bitkiden alinan anterlerin elverisli bir besi yerine

kiiltiire alinarak yeni bitkilerin elde edilmesidir.

Yiizde yiiz (% 100) homozigot hatlar; haploid bitkilerin kromozomlarinin katlanmast
sayesinde olugabilmektedir. Dolayisiyla, uzun yillar gerektiren saflastirilmis islemi, kisa
bir siirede yapilir ve double haploid bitkileri; F1 hibrid ¢esit gelistirme ve 1slahi
calismalarinda zaman agidan 6nemli seviyede kazang saglayabilmektedir (Ellialtioglu
vd 2001). Normal bir bitkide bulunan tiim organlara sahip olmalarina karsin, diploid
bitkiler ile karsilastirildiklarinda yapraklar: dar ve kiigiik, boylar1 daha kisa, ¢igekleri ise
kiiciiktiir. Indirgenmis kromozom sayisina sahip gametlerin yapisini gosterdiklerinden
kisirdirlar, ve tohum baglamamaktadir. Haploid bitkilerin tohum baglanmasi ve
dolllerini devam i¢in kromozom sayilarinin hekzaklorosiklohekzan, asenaften, kloral
hidrat, etil merkuriklorit, azot perotoksit, kolkisin, kafein, sulfinilamid gibi kimyasal

yardimiyla ¢ift sayryakatlamas1 gerekmektedir (Sar1 1994).
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Blakeslee vd. (1922), tarafindan Datura stramonium L. bitkisinde ilk dogal haploid
bitkilerin kesfedilmesiyle anter kiiltiirii ¢aligmalar1 baglamistir. Bundan sonra, bir ¢ok
bitkide kendiliginden haploid bitki olusturmak i¢in ¢alismalar artmistir (Khush ve
Virmani 1996). Yapay olarak ilk haploidler arpada 1934°’de Johansen ve 1938°de
Muntzing tarafindan gelistirilmistir (Johansen 1934; Muntzing 1938). In vitro kiiltiire
alman geng¢ anterlerden haploidlerin basarili bir sekilde elde edilmesi ilk kez 1964
yilinda Dature stramonium bitkisinde Guha ve Maheshwari tarafindan
gergeklestirilmistir (Guha ve Maheshwari 1964). Dogada spontan haploid bitki olugsma
sikhigr ¢ok diisiik seviyelerde olmakta, tiir ve hatta tiir igindeki genotiplere gore
degismekte, bazi genotiplerde ise spontan haploidi olusumu hi¢ goriilmemektedir
(Pochard ve Dumas de Vaulx 1979). Dogal haploidinin yetersiz ve diizensiz olusumu,
1slah programlarinda kullanilmasina olanak saglamamasi, arastiricilar haploid embriyo
uyarttmin: tesvik amaciyla uzak akrabalar arasindaki melezler, gecikmis tozlanma,
eksik veya yetersiz (1sinlanmisg) polenlerle tozlama, sicaklik soklari, UV ve X isinlarinin
kullanilmasi, ¢esitli kimyasallar ile muamele edilmesi gibi farkli yontemlere

yonlenilmistir (Emiroglu ve Giirel 1993).

Double haploid teknigi; bugday, arpa, geltik, misir, biber, kolza, patlican, Brassica
tiirleri, gerbara, karpuz, kavun, kabakta yaygin olarak kullanilmaktadir (Ellialtioglu vd.
2001).

Ellialtioglu vd. (2001), haploid bitkilerin 1slah ¢aligmalarinda arastiricilara sagladigi

avantajlar su sekilde gruplandirmislardir:

Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam bir homozigotinin ¢ok kisa bir
zamanda elde edilebilmesidir. Double haploid hatlarin kullanilmasi 1slah ve genetik

calismalarini kolaylastirmakta ve daha kisa siirede sonuca gidilebilmektedir.

Resesif genler, dominant genler tarafindan maskelenemeyeceginden, double haploid
veya homozigot bireylerde genetik varyasy on izlemek ¢ok basit ve kolay bir

islemdir.
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Homozigot bitkilerin tiretimi 6zellikle dioik tiirlerde ve kendine uyusmazlik sorunu olan

bitkilerde zor oldugundan anter kiiltiirii oldukca kolaylik saglamaktadir.

Yabanci dollenen tiirlerde heterozigoti orani oldukc¢a yiiksek oldugundan dolay1
homozigot hatlar1 saglamak i¢in 10-12 jenerasyon siiresince  kendilemeler
yapilmaktadir; kendine dollenen tiirlerde dahi 5-7 jenerasyon boyunca bu isleme ihtiyag
duyulmaktadir.

F1 hibrid gesitlerinin 1slah edilmesinde homozigotlar arasinda kombinasyon yetenegi

yiiksek olanlarin belirlenmesinin hibrit ¢esit gelistirilmesinde  6nemi biiyiiktiir.

Patates ve yonca gibi tetraploidlerin bulundugu tiirlerde haploidizasyon, diploid
bitkilerin eldesinde kullanilabilmektedir. Uretilen diploidler gibi bu yolla elde edilen
baz1 tetraploidler de kiiltiir ¢esitleri ile yabani tilirler arasinda diploid diizeyde

melezleme yapilarak hibridler olusturulabilmektedir.

Kombinasyon 1slahinda da sonuca ¢ok kisa siirede ulagsmay1 saglayan haploidi aracilig
ile, F1 deki melezlerden haploid segerek; baska genotiplerde olan ve bir genotipte

olmasi istenen Ozellikteki bitkileri kazanmak olasidir.

Haploidi, resesif mutasyonlarin agiga cikartilmast ve bunlardan homozigot bireylerin
kazanilmasinin yani sira somatik hibridizasyonundiploid protoplastlara kiyasla oldukca
kolay yapilabilmesini saglamaktadir. Bunun yani sira iki haploid ‘protoplast birlesmesi
sonucu “diploid” oldugundan; protoplast kiiltiirii ile yapilan somatik hibridizasyo

tekniginde dezavantajlarin ¢ogunlugu engellenmektedir.

Double Haploidler, gen haritalarinin ¢ikartilmasinda kolaylik saglanmakta  ve
fenotipik isaretleyicilerin (markor) belirlenmesi oldukga etkin olabilmektedir. Double
Haploidlar hatlardaki bir gen, bitki ya da markdr seviyesinde ise (cogunlukla RFLP

yontemiyle belirlenmektedir); 1:1 oraninda agilim gostermektedir.. Boyle bir durum,
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ozellikle poligenik sekilde denetlenen bir karakterin haritasi olusturarak  kolaylik

saglamaktadir.

Double haploid teknolojisi, heterozigot anne ve babadan tek adimda %100 homozigot
saf hatlarin elde edilmesini saglamaktadir. Yabanci déllenen tiirlerdeki uzun kendileme
siiresini tek jenerasyona indirip, mutlak homozigot biki elde edilebilmektedir.
Dolayisiyla, F1 hibrit ¢esit ve kombinasyon islah1 programlarinda zaman agisindan
onemli avantaj saglanabilmektedir. Ayrica haploid bitkiler, her bir bolgedeki allellerden
yalnizca bir seriyi icerir ve resesif mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasina kolaylik
saglamaktadir ve bu ozellikleriyle 1slah ¢aligmalarinda 6nemli bir yer tutmaktadirlar

(Ellialtioglu vd. 2001).

Anter kiiltlirii uygulamalarinin 6zellikle tahillarda bazi problemleri bulunmaktadir. Bu
problemlerden en Onemlisi; farklt genotiplerin anter kiiltiirline farkli reaksiyon
gostermesidir. Yine, yapilan arastirmalarda dondr bitkilerin yetisme kosullari,
mikrosporlarin gelisme devresi, anterlerin kiiltiire alinmadan 6nce veya sonra diisiik
sicakliga maruz birakilmast ve Kkiiltiir ortam1 anter kiiltiiriinde basariy1r etkileyen
faktorler olarak ortaya c¢ikmistir (Fadel ve Wenzel 1990; Yildinm vd. 1990;
Flehinghaus vd. 1991; Hatipoglu ve Gen¢ 1992; Daniel 1993; Immonen 1999; Dagiistii
2002).

Pek ¢ok genotipin anter kiiltlirline yanitinin diisiik olmas1 ve yiiksek frekansta albino
bitkilerin olugsmasi bu teknigin kullanilmasini sinirlamaktadir (Cistue vd. 1999). Yapay
olarak ilk haploidler arpada 1934’de Johansen ve 1938’de Muntzing tarafindan
gelistirilmistir (Johansen 1934; Muntzing 1938). 1970’1i yillarin baginda bu yontemle
gelistirilen Mingo (Ho ve Jones 1980) cesidi double haploid teknolojisinin 1slahta
kullaniminin yayginlasmasinda kilometre tasi olmustur. Anter kiiltirii teknigi
kullanilarak arpada 96, kolzada 47, bugdayda ise 20 cesit gelistirilmistir (Thomas vd.
2003). Avrupa’da yetistirilen arpa g¢esitlerinin % 50’sinin katlanmis haploid
teknikleriyle gelistirilmis ¢esitler oldugu bildirilmektedir (Foster vd. 2009).
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Bu c¢alismanin amaci; yabanci déllenme orani oldukg¢a az olan arpada, anter ve ovaryum
kiiltiiri ile double haploid bitki elde edilmesi teknikleri kullanilarak uzun ve ugrasi
gerektiren saflastirma siirecinin, birkag ay gibi kisa bir siirede gerceklestirilebilmesi ve
bunun sonrasinda elde edilen % 100 homozigot genotipleri arpa 1slah caligsmalarinda

uygun sekilde degerlendirilebilmesidir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

Arpa, Tirkiye’de yaygin olarak yetistirilen 6nemli bir serin iklim tahili cinsidir.
Giliniimiizde 1slah edilecek arpa ¢esitlerinde verim, kalite ve hastaliklara tolerans gibi
bircok 6zelligin bir arada olmasi1 hedeflenmektedir. Bu hedeflere ulasabilmek amaciyla;
bu doktora c¢aligmast kapsaminda 1slahg¢ilarin geleneksel 1slah tekniklerine anter kiiltiirii
metotlarinin entegrasyonu saglanmis ve homozigot hatlari gelistirmek amaciyla bu

calisma yapilmistir.

Bu calisma ile ilgili baz1 bilimsel arastirma makaleleri ve tezlerden alinan Gzetler

asagida verilmistir.

Foroughi-Wehr ve Mix (1979), arpa anterlerinde kallus indiiksiyonunun dondér bitkilerin
yetistirildigi ¢evre sartlarindan etkilendigini, dondr bitkilerin ilkbahar ve yaz aylarinda
acik arazide yetistirilmesi durumunda gerek kallus iiretimi, gerekse takip eden sathada
rejenerant bitki oraninin, sonbahar-kis aylarinda serada yetistirmeye oranla daha yiiksek
oldugunu, serada 18000-20000 liix 151k siddetinde yetistirilen bitkilerin anterleri % 0.3-
3.2 arasinda reaksiyon gosterirken, 8000-10000 liix 151k siddetinde yetistirilen donor
bitki anterlerinden % 0-0.8 arasinda reaksiyon elde edilebildigini, bu nedenle birinci
uygulamanin daha avantajli bir yetistirme sistemi oldugunu, ayrica en yiiksek
reaksiyonun dondr bitkiler giindiiz 12 °C, gece ise 5 °C sabit sicaklikta yetistirildiginde

elde edildigini saptamislardir.

Arpa lizerinde yapilan bir arastirmada, bagaklarin orta kisimlarinda bulunan
basakgiklara ait ¢igceklerden alinan anterlerin, anter kiiltiiriinde haploid bitki {iretimi i¢in

uygun oldugu ortaya konulmustur (Huang ve Sunderland 1982, Powell 1988).

Olsen (1987) tarafindan, arpa anter Kkiiltiirline besin ortami igeriginin etkisi
arastirilmistir. Ficoll iceren sivi arpa anter kiiltiiri ortaminda amonyum nitrat igerigi
artirtlmis ve azot kaynagi olarak glutamin kullanilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,

bu ortamda mikrosporlardan direk embriyoidler gelismis ve bu embriyoidlerden gelisen
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yesil rejenerant bitki sayist da artmistir. Besin ortaminda amonyum nitrat miktarinin

artirtlmasi ve glutamininin varhig kiiltiir gelisimi i¢in yararli olmustur.

Barbara vd. (1988), Bat1 Asya, Misir, Iran, Girit ve Tiirkiye'den toplanan yabani arpa
tohumlar1 ekilerek yetistirilmis ve elde edilen basaklarin anter uzunluklar1 arasindaki
fark incelenmistir. 46 bitki ve 15 popiilasyondan gelen 478 anterde 6l¢iimler yapilmistir.
ANOVA ile popiilasyonlar, bitkiler, bitkicikler ve ¢igek icindeki anterler arasindaki
varyasyon tahmini yapilmistir. Popiilasyonlar arasinda anter uzunlugu farklilig1 diger
bitkilerin dlgiileriyle karsilastirilmistir. Ornegin; boylari, bayrak yaprak genislikleri,
kilgik uzunluklari, bitkide basak sayisi ve tohum agirliklari dl¢iilmiistiir. Anter uzunlugu
ve tohum agirhig1 arasinda pozitif yonde bir korelasyon bulunmustur. Anter uzunlugu ile
kilgik, sap ve bas uzunlugu arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Bitki basina tabla
sayist ile anter uzunlugu arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur. Anter uzunlugu
ve 10 tane agirligi arasinda pozitif bir korelasyon saptanmistir. Sonug olarak bitkinin
genel boyutuna gore anter boyutu belirlenemez. Bayrak yaprak uzunlugu ve bayrak

yaprak genisligi arasinda pozitif bir korelasyon olmasi bunun bir géstergesidir.

Knudsen vd. (1989), Farkli arpa gesitleri kullanilarak yapilan bir arastirmada arazide
yetistirilen dondr bitkiden alinan anterlerden meydana gelen ortalama yesil
rejenerantlarin orant % 22.80, iklim odalarinda yetistirilen dondr bitkilerden alinan

anterlerin olusturdugu yesil rejenerantlarin orani ise % 14.30 olmustur.

Roberts-Oehlschlager ve Dunwell (1990), Igri arpa g¢esidinde farkli 6n uygulamalarin
etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada, 0.3 M manitol igeren ortamda, 25 °C’de, 4 giin
boyunca 6n uygulamaya tabi tutulan anterlerin, 14 giin buyunca 4 °C’de soguk o6n
uygulamaya tabi tutulan anterlere oranla daha iyi yanit verdigini bildirmislerdir. On
uygulama geciren anterleri sonrasinda ise maltoz iceren ortama transfer etmisler,

mikrospor boliinmesinin ve yesil bitki rejenerasyonunun arttigini ifade etmislerdir.

Szarejko ve Kasha (1991) tarafindan farkli arpa hat ve ¢esitleri kullanilarak yapilan
diger bir ¢alismada, anterlere 0, 7, 14, 21 ve 28 giin siirelerle +4 °C’de soguk 6n
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uygulama yapilmistir. Genotiplere gore 6n uygulama siiresinin degistigi, ancak tepki

gosteren anter orani yoniinden 14 giinliik siirenin uygun oldugu bildirilmistir.

Baba (1992)’nin yaptigi bir ¢alismada anter kiiltiirii ile ¢esitli yerli arpa ¢esitlerinde N6
ortaminda 15 ve 30 giinliik +4 °C’de soguk 6n muamele sonucu kallus ve embriyoid
eldesi arastirilmistir. 15 giinlik 6n uygulamada Tokak, Yer¢il ve Gem ¢esitlerinden

kallus, Gem ¢esidinden ise embriyoid elde edilmistir.

Cai vd. (1992) tarafindan yazlik arpa genotipleri kullanilarak yapilan c¢alismada,
indiiksiyon ortaminda karbon kaynagi ve biiylime diizenleyici kompozisyonunun
etkisinin anter kiiltiirline tepkileri aragtirilmigtir. Anterler ficoll igeren maltoz, sakkaroz
(%6, a/h) karbonhidratlarindan birinin ilave edilmis oldugu BAC3 (Szarejko ve Kasha,
1991) ortaminda kiiltire alinmiglardir. Maltoz igeren ortamlarda sakkaroz igeren
ortamlara oranla, tepki veren anter sayisinda, kallus ya da embriyoid iiretiminde ve yesil
bitki rejenerasyonunda onemli bir sekilde artis gézlenmistir. Bliylime diizenleyicileri
arasinda test uygulandiginda, oksin NAA (naftalenasetikasit) (2 mg/l) ve sitokinin BAP
(6-benzilaminopiirin) (I mg/l) kombinasyonu, oksin 2.4-D ve sitokinin BAP ya da

Zeatin riboside kombinasyonundan daha iyi sonug verdigini belirtmislerdir.

Ziauddin vd. (1992), phenylacetic asit oksininin bugday anter ve arpa anter/mikrospor
kiiltiirii tizerine etkilerini arastirdiklarini; PAA kullanildiginda indiiksiyon oraninin
kontrole gore onemli farkliliklar gostermedigini, ancak hem bugday anter kiiltiiriinde
hem de arpa mikrospor kiiltiiriinde daha fazla miktarda yesil bitki rejenerasyonu elde
edildigini, bununla birlikte arpa anter kiiltiirlinde PAA kullaniminin yarari olmadigini

bildirmislerdir.

Cistué vd. (1994) arpa anter kiiltiiriine farkli 6n uygulamalarin etkilerini arastirdiklari
calismada, 0.7 M manitol iceren ve 8 g/l agar ile katilastirilan ortamda 6n uygulamaya
tabi tuttuklar1 anterlerde, boliinen mikrospor sayisinin ve yesil bitki rejenerasyonun

albino bitki rejenerasyonuna oranla arttigini belirtmislerdir.
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Luckett ve Smithard (1995) anter kiiltiirlinde besin ortami igeriginin etkilerini
arastirdiklar1 calismalarinda, farkli aragtirmacilar tarafindan arpa anter kiiltiirii i¢in
gelistirilmis farkli besin ortamlarini kullanmislardir. Bu ortamlar; FHG (Hunter, 1987),
K&FW (Kuhlman ve Foroughi-Wehr, 1989), BAC3 (Szarejko ve Kasha, 1991), Kao
(Kao vd. 1991) olup, biri anter kiiltiirii icin model ¢esit olan Igri olmak {izere toplam {i¢
cesitte calismislardir. Arastirma sonuglart degerlendirildiginde ise, sonuglar genotipe
bagl olarak degisiklik gostermistir. Cesidin birinde en yiiksek embriyoid ve rejenerant
bitki olusumunu saglayan bir ortam diger c¢esitte etkisiz olmus higbir sonug
alimamamistir. Genotipe gore besin ortam iceriginin optimize edilmesi gerektigini

belirtmislerdir.

Bilgen, G. 1996’da yaptig1 calismada, Yedi kiiltiir x yabani arpa melezinde ebeveyn
(P1, P2) ve agilan generasyonlarin (F2, F3) ortalama degerleri kullanilarak bitki boyu,
basak boyu, basakta dane sayisi, basak verimi ve bin dane agirlig1 6zelliklerine iliskin
gen etkileri tahmin edilmistir. Basak boyu i¢in melezlerde yeterli bir genetik
varyasyonun yaratilamadigi, tim melezlerde bin dane agirliginin kalitiminda epistasinin
s6z konusu olabilecegi belirlenmistir. Buna karsin bitki boyu i¢in ii¢, basakta dane
sayist i¢in dort ve basak verimi i¢in bes melezde eklemeli - dominatlik modelinin
gecerliligi saptanmustir. Bitki boyu 6zelligi i¢in Melez-6 (Quantum-A) ve Melez-7
(Quantum-B)' de, basak verimi i¢in Melez-1 (Tokak-X)' de se¢imin F2' de; basakta dane
sayist i¢in Melez-1, Melez-2 (Kaya-X), Melez-6 ve Melez-7' de, basak verimi igin
Melez-2, Melez-4 (Kaya-Y), Melez-5 ve Melez-6' da se¢imin ileri generasyonlarda

yapilmasinin basariy1 artiracagi sonucuna varilmaistir.

Lezin vd. (1996), farkli arpa genotiplerini kullanarak yaptiklar: bir caligmada, +4 °C’de
14 giinliik soguk uygulamasinin anterlerde kallus olusumunu ve buna bagl olarak yesil

bitki rejenerasyonunu arttirdigini saptamislardir.

Celiktas ve Hatipoglu (1997) tarafindan arpa iizerine yapilan bir ¢alismada, kiiltiire
alman 14.400 anterden, tiim varyantlarin ortalamasi olarak % 0.27’lik bir tepki orani
elde edilmis ve bu oranin genotiplere baglh olarak % 0.00 - % 1.31 arasinda degistigi

ortaya konulmustur.
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Hoekstra vd. (1997), Igri ¢esidini bitki yetistirmedeki optimal kosullart bulmak i¢in
aragtirmislardir. On uygulama olarak kalsiyum ve mannitol konsantrasyonlarmin etkisi
calisilmistir. Mikrosporu c¢ikarilarak calisilan bitkiler, biiyiik genotipik farklililklar
icerdiginden bitki 1slahinda kullanilmasi kisitlidir. 3 ihtiyac karsilanabilirse bir¢ok arpa
genotipinde androgenesis aracilifiyla double haploid bitki iiretilebilir. ilk olarak
mikrosporlarin gelisim asamasinin mitozun erken agamasinda olmasi, ikincisi dogru 6n
uygulama ile gametofitik gelisme yoniinii sporofitik gelismeye doniistiirmesinin gerekli
olmast ve son olarak bitki tretiminde kullanilacak anterlerden izole edilen
mikrosporlarin dogru hormonla muamele edilmesinin gerekliligidir. Arpada bu BAP ve
2,4-D hormonuyla basarilmistir. Arpa icin 6n uygulamalar basaklarin soguk o6n
uygulamaya tabi tutulmasi yada anterlerin mannitol soliisyonunda bekletilmesi olarak
sayilabilir. Ikinci olarak mikrospor canliligi double haploid bitki {iretimini artirdigini ve

bitki iiretiminde yiiksek verim saglayacagini vurgulamiglardir.

Cistué vd. (1999) tarafindan, model (Igri ¢esidi) ve diislik tepki veren gesitlerde, anter
on uygulamasi ve kiiltiir ortam1 igeriginin yesil double haploid bitki iiretimi iizerine
etkilerinin belirlendigi bir ¢aligmada; mannitol 6n uygulamasinin baz: diisiik tepki veren
cesitler igin soguk 6n uygulamasindan daha etkili oldugu tespit edilmistir. On uygulama
icin mannitoliin optimum konsantrasyonunun c¢eside bagl olarak degistigi ve diisiik
tepki veren genotipin, iyl tepki verene gore daha fazla mannitol igerigine ihtiyag
duydugu belirlenmistir. Stvi besin ortamina ficoll ilavesi ile embriyo ve yesil bitki
olusumunun arttigi tespit edilmistir. Biiyiime diizenleyicilerden, 2,4-D (2,4-
diklorofenoksiasetikasit) ve TIBA (2,3,5-triiyodobenzoikasit)’nin etkileri denenmistir
ve antioksin olan TIBA’nin diisiik tepkili baz1 cesitlerde iyi embriyo olusumu sagladigi
kaydedilmistir. Tki sirali cesitlerden, alti sirali olanlara gore daima daha fazla embriyo

ve yesil bitki olustugu tespit edilmistir.

Hatipoglu (1999), dondr bitkilerin anterlerin alindigr doneme kadar ¢ok iyi beslenmesi
ve optimum 151k kosullarinda muhafaza edilmesi gerektigini ve suni 15181n giines
1s181nin yerini alamayacagimi belirtmistir. Ayrica polen gelisimi agamasinda pestisit

uygulamasindan kaginilmasi gerektigi kaydedilmistir.
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Savaskan vd. (1999), anter kiiltiirii tekniginin dort arpa ¢esidine (Hordeum vulgare L.
var. Anadolu, Cumhuriyet-50, Obruk-86 ve Tokak-157/37) uygunlugunu
arastirmiglardir. BAC3 ve FHG kiiltiir ortamlar1 kullanilmis ve 21 giin soguk o6n
uygulamanin etkisi arastirilmistir. Anter kiiltlirii i¢in kullanilan basaklar, mikrosporlar
tek cekirdekli safhadayken toplanmus, 21 giinliik soguk 6n uygulamadan sonra % 2’lik
asetokarmin ile kontrol edildikten sonra anterler kiiltiir ortamlarina alinmig ve 27 = 1 °C
sicaklik ve karanlikta inkiibasyona alinmistir. BAC3 ortam1 FHG ortamindan daha iyi
sonu¢ vermistir. BAC3 ortaminda, 21 giin soguk 6n uygulamadan sonra Tokak ve
Cumbhuriyet ¢esitlerinde kallus iiretimi sirasiyla % 97.6 ve % 75.3 olarak bulunmustur.
Anadolu ve Obruk ¢esitlerinde ise bu oran % 40.4 ve % 34.5 olarak bulunmustur. BAC3
ortaminda biitlin ¢esitlerde bitki rejenerasyonu meydana gelmistir ve en yiiksek yesil

bitki iiretimi Cumhuriyet-50 ¢esidinde goriilmiistiir.

Dogramaci-Altuntepe vd. (2001), bugdayda dondr bitkilerin yetisme sartlarinin anter
kiiltiirine etkilerini arastirmislardir. Serada ve tarlada yetisen bitkilerin iklim odasinda
yetisenlere gore onemli derecede iyi sonu¢ verdigini, tarlada yetisen materyalin ise
serada yetisenlerden daha 1iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Yesil bitki
rejenerasyonunun tarlada ve serada yetisen materyalden elde edildigini, ancak farkin
onemli olmadigini; her iki ortamda yetisen materyalden albino bitkilerin de olustugunu;
ancak iklim dolabinda yetisen materyalden anter reaksiyonu alinmasina ragmen, albino

veya yesil bitki rejenerasyonu gerceklesmedigini ifade etmislerdir.

Kruczkowska vd. (2002), biri androgenetik potansiyeli yiiksek Igri ¢esidi olmak iizere 3
arpa cesidinde 3 farkli O6n uygulama yonteminin anter kiiltiiriine etkilerini
arastirmislardir. On uygulama yontemleri sirastyla 1) 4 °C’de, 28 giin 1) 0.3 M mannitol
iceren ortamda, 25 °C’de, 4 giin 11) 0.3 M mannitol iceren ortamda 4 °C’de, 4 giin
seklindedir. Arastirma sonuclart degerlendirildiginde, soguk 6n uygulama ydnteminin
(1) embriyoid/kallus olusum oranim artirdigi, mannitol 6n uygulamas: yonteminin (11)
ise, 13 yesil rejenerant bitki sayisini artirdigi gozlemlenmistir. Mannitol+soguk 6n

uygulama (111) yontemi ise etkisiz kalmistir.
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Lazaridou vd. (2005) yaptiklar1 caligmada, farkli arpa ¢esit, melez ve populasyonlariin
anter kiiltliriinde, 4 °C’de 14 ve 28 giin slire boyunca soguk 6n uygulamadan sonra iki
farkli kat1 baslangi¢ ortaminda, embriyoid olusturma frekansi ve bitki rejenerasyonunu
arastirmislardir. Igerik ve enerji kaynag bakimmdan (FHG’de maltoz, N6’da sukroz)
birbirinden farkli olan N6 (Chu, 1978) ve FHG (Hunter, 1987) besin ortamlari
kullanilmistir. Embriyoid siklig1 ve yesil bitki rejenerasyonu her iki ortamin igeriklerine
ve soguk On uygulamaya bagli olarak degisiklik goOstermistir. 28 giin soguk ©On
uygulama ile FHG ortaminin kombinasyonu haploid embriyo olusma ve yesil bitki
tiretiminde en etkili sonu¢ vermistir. Ayrica, yesil bitki iiretimi genotipe bagl olarakta
degismektedir. Calisilan genotiplerden, Thermi ¢esidi ve Niki x Thermi F1 melezinde
en yiiksek frekansta yesil bitki liretimi olugsmustur. Anter kiiltiiriinde embriyoid olusumu
yiiksek ya da orta frekansli olan ebeveyn, F1 melez ya da F2 generasyonunda yesil bitki

tiretiminin etkinliginin artmasina yol agmaktadir.

Jacquard vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, arpada donor bitkilerin yillik dongiisii
ve anter/basak pozisyonunun anter kiiltiiriinde bitki eldesi ve albinizm iizerine etkileri
tespit edilmistir. Calismada anter kiiltiiriine tepkileri benzer fakat yesil bitki olusumu
sirastyla % 78 ve % 2 olarak bilinen “Igri” kislik cesidi ve “Cork™ yazlik gesidi
kullanilmistir. Her iki gesitte de Subat ve Temmuz aylar1 arasinda alinan anterlerde
Agustos ve Aralik aylarinda alinanlardan daha fazla sayida rejenerant bitki elde
edilmistir. Bununla birlikte albino bitki olusumu orani etkilenmemistir. Anterlerin ana
basaktan ya da 4. kardesten alinmasina gore ¢esitlerin anter kiiltiiriine tepkisi degisiklik
gostermistir. “Igri” ¢esidinde % 76.6’dan % 31.5’e, “Cork” ¢esidinde % 58’den
% 32’ye distiigli kaydedilmis boylece anter kiiltiiriine tepkide genotipin etkiside

gbzlemlenmistir.

Slama-Ayed vd. (2009), Makarnalik bugdayda izole mikrospor Kkiiltiiriinde On
uygulamalarin etkisini arastirmislardir. Islahgilar tek bir jenerasyonda saf hat
iiretebilmek icin androgenesis yoluyla double haploid bitki {iretmektedirler.
Androgenesis izole mikrospor kiiltiirii ile basarilabilir fakat ¢ok az yesil bitki iiretimi
saglar. Haploid makarnalik bugday rejenerasyonunu artirabilmek i¢in 8 farkli 6n

uygulamay1 karsilagtirmiglardir. Bunlardan ilki 5 haftalik soguk 6n uygulamasi, 4 °C’de
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12 giinliik 0,3 M Mannitol, 4 °C’de 7 giinliik 0,3 M Mannitol, 4 °C’de 5 giinliik 0,7 M
Mannitol, 4 °C’de 1.5 % PEG4000 5 giin, 4 °C’de 1 % PEG4000 15 giin, 4 °C’de 1 %
PEG4000 10 giin ve 6n uygulama yapilmayan olarak gruplandirmislardir. 5 haftalik
soguk On uygulamasi en etkin 6n uygulama olarak belirlenmistir. Bu 6n uygulama
embriyogenesis indiiksiyonunu ve yesil bitki iiretimini 6nemli Olgiide artirmistir.
4 °C’de 1 % PEG 4000 10 giin’lik 6n uygulama umut verici bir uygulama olarak

gorilmiistiir ve yeni denemelerdeki sonuglar kayda deger goriilmektedir.

Cistue” L, vd. (2011), erkek ve disi gametler kullanilarak elde edilen double haploid
Oregon Wolfe arpalarda karsilastirmali haritalama c¢alismasi yapmislardir. Oregon
Wolfe arpalar;; genetik arastirmalar igin bir kaynaktir. Onceki arastirmalar DH
caligmalarinda disi gamet kullanilarak yapilan Hordeumbulbosum methoduna
dayaniyordu. Bu c¢alismada ise erkek gamet kullanilarak yapilan anter kiiltiirii yontemi
gelistirilmistir. 1328 tek niikleotid polimorfizm baglantilar1 kullanilarak her iki alt
popiilasyonlar i¢in baglant1 haritalar1 olusturulmustur. Lokus siralamasinda higbir fark
goriilmemistir.  Anter  kiiltiiri  yoluyla elde edilen alt popiilasyonlarda
Hordeumbulbosum yontemine gore elde edilen alt popiilasyonlara gore daha biiyiik bir

acilim gozlenmistir.

Kahriz1 vd. 2011°de 90 mg / 1 sukroz, 2 mg / 1 2,4-D ve 0.1 mg/l Kinetin takviyeli kat1
FHG indiiksiyon ortami iizerinde anter kiiltiiriine 12 Iran kis diploid arpa cesidinin
(Hordeum vulgare L.) tepkisini belirlemek iizere bir ¢alisma yapmuglaridir. Soguk 6n
islem icin, secilen her basak 14 giin boyunca 4 °C'de buzdolabinda tutulmustur.
Denemeler dort tekrarlamali rastgele bir tasarimdan (CRD) olusmustur. Tim
genotiplerde embriyogenezis ve yesil bitki rejenerasyonu gerceklesmistir. 100 anter
basina yesil ve albino bitki sayilarmin yani sira embriyoid sayist ve toplam bitki
yenilenmesi kaydedilmistir. Sonuglar, genotipin embriyo indiiksiyonu, toplam bitki
yenilenmesi, yesil ve albino rejenerasyonunda 6nemli Olglide etkilendigini gostermistir.
9 no'lu genotip, embriyo iiretimi, yesil ve toplam bitki rejenerasyonu i¢in en iyi sonucu
vermistir (sirastyla % 74.792, % 7.293 ve % 17.29). Dogrusal korelasyon analizi,
embriyo indiiksiyonu ile yesil bitki yenilenmesi arasinda pozitif ve anlamli (p <0.01) bir

iliski oldugunu gostermistir.
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Lazaridou vd. (2011); diisiik ve yiliksek bitki yogunlugunda secilen yiiksek ve diisiik
verimli F2 arpa bitkilerinin soyundan kaynaklanan anterlerin in vitro kiiltiir cevabi
arastiritlmistir. Geng basaklar toplanmis ve 28 giin 4 derecede bekletildikten sonra
anterler FHG ortamina alinmistir. 60 farkli F2 popiilasyonu kullanilmis ve bunlarin 39’u
anter kiltiiriine cevap vermis, bunlardan da sadece 15 popiilasyon yesil bitkicik
olusturmustur. % 72,7 fertil bitki elde edilmis ve tohum baglamistir. 60 popiilasyondan
sadece 39 u anter kiiltiiriine tepki vermis ve embriyo olusturmustur. Bu 39 familyanin
da 22 si yliksek verimli genotipten 17 si diislik verimli genotipten elde edilmistir. F2
bitkilerinde yiiksek veya diisiik bitki yogunlugu altinda secilmis olanlarda yesil bitkiler
tireten bitkilerin % 67'si yiiksek verimden kaynaklanmaktadir. Yiiksek verimli
familyalardan gelen anterler, 100 anter basina diisiik verimli olanlardan daha fazla yesil
bitki tiretmistir. Sonug olarak yiliksek verimli bitkiler daha ytliksek oranda embriyo, daha
yiiksek oranda yesil bitkicik ve daha az albino bitki olusturmustur. Verim kapasitesi ve

anter kiiltiiriine tepki arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirtilmistir.

Al-Ashkar (2013), bazi bugday genotilerinin tuz toleransina ve anter kiiltiiriine tepkisini
arastirdign calismada 5 farkli ekmeklik bugday c¢esidinin (4 tanesi F1 melez
kombinasyonu) anter kiiltiiriine tepkisini 6l¢mek i¢in 4 farkli besiyeri kullanmistir. Test
edilen genotipler arasinda 6nemli genetik varyasyonlar gozlenmistir. Kallus oranlar1 %
4,67 ile 9,42 arasinda degisirken, yesil bitkicik oranlart % 2,42 ile 5,40 arasinda
degismistir. NaCl konsantrasyonlar ile ilgili olarak NaCl igermeyen besiyeri digerine

gore ¢oklu siirglin verme bakimindan daha iyi sonu¢ vermistir.

Begona ve Cistue (2015) arpa ve ekmeklik bugdayda 6n muamelede DMSO ilavesi ile
androgenik etkiyi artirmay1 amaglamiglardir. DMSO membran gegirgenligini artirirken,
zar akiskanligini azaltan fizikokimyasal 6zellige sahiptir. Bu nedenle % 0, 0.2, 1 ve 2
dozlarinda denemeler kurmuslardir. Arpada 0,7 M Mannitol, 40 mM CaCl2.H20 % 8
Sea Plaque agarose ilavesi ile katilagtirilmis bir besiyeri hazirlanmistir. Hunter 1988°de
belirtilen yonteme gore anterler 4 giin 24 °C’de karanlikta bekletilmis ve 4 giin sonra
1,5 ml Ficoll 200 igeren FHG besiyerine aktarilmistir. 10 glin sonra kalluslar
giiclendirmek i¢in Ficoll 400 igceren besiyerine alimmistir. Rejenerasyon i¢in 2 mg/l

NAA iceren MS ortam1 hazirlanmis ve burada yesil siirglin olusturmasi saglanmistir.
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Sonug olarak % 1 DMSO uygulamasi en iyi sonucu vermistir. % 2 DMSO uygulamast

toksik etkiden dolay1 olumsuz sonug alinmistir.

Sriskandarajah vd. 2015 yilinda; arpa bitkisinde anter kiiltiirii ¢aligmalarinda albino
bitki olusumunun biiyiik bir sikint1 oldugunu belirtmislerdir. Bu 6zellik kismen genetik
olarak kontrol edildigi i¢in, abinizimi azaltmak adina kiiltiir kosullar1 genotipe gore
uyarlanmalidir. Kullandiklar1 yazlik c¢esitte kiiltiir kosullarini iyilestirerek yesil bitki
oranint % 6’dan % 42’ye kadar artirdiklarini bildirmislerdir. Yeni olusturduklari
protokolde, ara rejenerasyon ortamina kazein hidrolizat ilavesi ile yesil bitki sayisi
maksimuma ¢ikmistir. Embriyolar i¢in kullanilan siirgiin ve kok gelistirme ortami,
literatlirde bildirilen standart besiyerinden daha iistiin olmustur. Modifiye edilen
yontemin diger inatgr genotipleri test etmek i¢in miikemmel bir yontem oldugunu

belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Arastirmada T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarla Bitkileri Merkez
Aragtirma Enstitiisii, Arpa Islah birimi, Ankara’dan temin edilen iki sirali arpa
(Hordeum wvulgare L.) c¢esitlerinden Biilbiil-89, Tarm-92, Akar, Zeynelaga ve
Aydanhanim ile yabani arpa tiiri olan H. spontaneum K. Koch, L. ve onlarin resiprokal
melez kombinasyonlari kullanilmistir. H. Spontaneum tiirii Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle yerleskesinden toplanmustir. Tiir teshisi i¢in Prof. Dr.
Khalid Mahmood KHAWAR dan (Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri

Anabilim Dal1) yardim alinmigtir.

Tarm-92; 1992 yilinda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisi Miudirliigi
tarafindan tescil ettirilmis, 2 sirali yemlik bir gesittir. Kil¢ikli, uzun basakli, kavuzlu-
beyaz daneli, ince uzun yaprakli, bitki boyu 90-100 cm'dir. Alternatif gelisme
tabiatinda, yatmaya dayanikli, kurak ve mikro element (Cinko ve Bor) toksisitesine
toleransli, kardeslenme kapasitesi yiiksek, ekim noébetinde en istikrarli, orta-erkenci,
basak kirilicilig1 yok ve kolay harmanlanabilir bir ¢esittir (Sekil 3.1). Arpa yaprak lekesi
ve arpa ¢izgili yaprak lekesi hastaliklarina orta dayaniklidir. Kuru kosullarda verimi

350-450 kg/da'dir (Anonim 2017).

Sekil 3.1 Tarm-92 gesidine ait tohumlarin sematik goriintiisii (Orijinal, Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle/Ankara)
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Biilbiil 89; 1989 yilinda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisi Mudirligii
tarafindan tescil ettirilmis 2 sirali yemlik bir ¢esittir. Kilgikli, uzun bagakli, kavuzlu,
beyaz daneli, dar-koyu yesil yaprakli, bitki boyu 90-100 cm'dir. Alternatif gelisme
tabiatinda, yatmaya orta dayanikli, kardeslenme kapasitesi yiiksek, orta gegei, basak
kiriliciligl yok ve kolay harmanlanabilir (Sekil 3.2). Arpa yaprak lekesi ve arpa ¢izgili
yaprak lekesi hastaliklarina orta dayaniklidir. Kuru kosullarda verimi 350-450 kg/da'dir
(Anonim 2017).

Sekil 3.2 Biilbiil-89 cesidine ait tohumlarin sematik goriintiisii tohumlar (Orijinal, Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle/Ankara)

Aydanhamim; 2002 yilinda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii Mudiirliigi
tarafindan tescil ettirilmis 2 sirali malthik bir ¢esittir. Kilgikli, diizglin ve uzun basakli,
ince kavuzlu beyaz iri daneli, genis-uzun yaprakli, 95-115 cm boyundadir. Kislik
geligsme tabiatinda, yatmaya dayanikli, kardeslenmesi yiiksek, suya ve azota tepkisi 1yi,
es zamanli oluma sahip, orta-gecei, basak kiriliciligr yoktur ve kolay harmanlanabilir
ozelliktedir (Sekil 3.3). Arpa yaprak lekesi ve arpa ¢izgili yaprak lekesi hastaliklarina
orta dayaniklidir. Destek sulu kosullarda verimi 450-550 kg/da'dir (Anonim 2017).
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Sekil 3.3 Aydanhanim c¢esidine ait tohumlarin sematik goriintlisii (Orijinal, Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle/Ankara)

Zeynelaga; 2003 yilinda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Midirligi
tarafindan tescil ettirilmis 2 siralt maltlik bir g¢esittir. Saplar 80-100 cm uzunlugunda
yatmaya dayanikli yapraklar, agik yesil ve yar1 dik, 2 sirali, uzun, sik, yari dik, kilgiklar1
paralel ve disli olup, alternatif gelisme tabiathidir. Kisa ve yatmaya dayanikli, orta
erkenci, suya ve giibreye reaksiyonu iyi ve yliksek verimli bir ¢esittir. Arpa yaprak
lekesi ve arpa ¢izgili yaprak lekesi hastaliklarina orta dayaniklidir (Sekil 3.4). Destek
sulu kosullarda verimi 400-500 kg/da civarindadir (Anonim 2017).

Sekil 3.4 Zeynelaga ¢esidine ait tohumlarin sematik goriintiisti (Orijinal, Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle/Ankara)
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Akar; 2012 yilinda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Midiirligii tarafindan
tescil ettirilmis 2 sirali yemlik bir ¢esittir. Kilgikli, uzun ve diizgiin basakli, beyaz ve iri
daneli, genis uzun yaprakli ve uzun boylu bir cesittir. Kislik-alternatif gelisme
tabiatinda, saglam sapli yatmaya dayanikli, kardeslenme kapasitesi yiiksek, suya ve
azota tepkisi iyi, es zamanli olgunlagsmaya sahip, basaklanma zamani orta, basak
kiriliciligl olmayan ve kolay harmanlanabilen, yiiksek verimli bir cesittir. Destek sulu
kosullarda 450-650 kg/da’dir (Sekil 3.5). Arpa yaprak lekesi ve arpa ¢izgili yaprak
lekesi hastaliklarina karsi orta dayaniklidir (Anonim 2017).

Sekil 3.5 Akar gesidine ait tohumlarin sematik goriintlisii (Orijinal, Tarla Bitkiler
Merkez Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle/Ankara)

H. spontaneum, basak ekseninin bir bogumundan ii¢ basak¢ik ¢ikar. Bunlardan yalnizca
ortadaki dane baglar; yandakiler kisirdir. Daneleri ge¢ c¢imlenir. Basak uzun, seyrek;
basak ekseni kirilici, basak ekseni bogumlari sik tiyliidiir. Kilgig1 ¢ok uzun (12-15 cm)
ve dislidir. Siyah, gri-kahve ve beyaz basakli varyeteleri vardir. Danaleri kavuzludur.

Dogu Akdeniz ¢evresinde yaygindir.

Kiiltiir arpasinin yabani formudur. Yapilan bilimsel ¢alismalar H. spontaneum’un
kiiltiire alinmig arpadan daha fazla genetik cesitlilige sahip oldugunu gostermis ve 6zel
cevresel kosullara uygun bir¢ok farkli allele sahip oldugu bildirilmistir (Forster vd.
2000, Van- Rijn, 2001). Verim ve verim unsurlari, ¢igek yapisi, protein igerigi, bitki
boyu vb. gibi 6zellikler agisindan kendi i¢inde genis bir varyasyon gosterdigi (Sekil 3.6)

ve bu ozelliklerin klasik melezleme 1slah1 yoluyla kiiltiir arpa ¢esitlerine aktarilabilecegi
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birgok arastirmada rapor edilmistir (Ivandic vd. 2000, 2002; Volis vd. 2000, 2002).
Biyotik ve abiyotik strese karsi olan dayanikliligi artirmak igin 1slah1 gerceklestirilmis
mahsullerde ve dogal popiilasyonlarda genetik ¢esitliligin korunmasi gerekmektedir.
Islah1 gergeklestirilen popiilasyonlardaki ¢esitlilik ayn1 zamanda genetik gelisimin de
stirdiiriilebilirligini saglamak agisindan dnemlidir (Martin vd. 1991). Yabani tiirler ticari

1slah faaliyetleri i¢in potansiyel gen kaynagidir (Vanhala, 2004).

Sekil 3.6 Hordeumspontaneum yabani tiirine ait tohumlarin sematik goriintiisii
(Orijinal, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yenimahalle/Ankara)

Bu ¢alismada Merck KGaA (Darmstadt, Almanya), SigmaAldrich (St. Lo. MI ABD) ve
Duchefa (Harlem, Hollanda)’dan temin edilen kimyasal maddeler kullanilmistir.
Laboratuvar malzmeleri SigmaAldrich (St. Lo. Ml ABD)’den temin edilmistir.
Katilastirici olarak Phytagel ve Agar (SigmaAldrich - St. Lo. Ml ABD ) kullanilmaistir.

Sanyo versatile marka (MLR-352 H) (Moriguchi, Osaka, Japonya) tip iklim dolab1

kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Tescilli gesitler ve yabani tiiriin yetistirilmesi

Biilbiil-89, Tarm-92, Akar, Zeynelaga ve Aydanhanim arpa kiiltiir ¢esitleri ile yabani

arpa tiirli olan H. spontaneum’un ekim islemlerine 2013 yilinin Ekim ayinda baslanmig
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olup, 15 giin araliklarla 3 farkli zamanda devam edilmistir. Tohumlar 5 numarali plastik
saksilara 1:1:1 (toprak: kum: torf iceren) karigimlara ekilmistir. Daha sonra, deneme
bitkilerine haftada bir kere Vilmorin™ siv1 bitki giibresi (Anadolu Tohum Uretim ve

Pazarlama A.S. Istanbul-Tiirkiye) iiretici talimat: dogrultusunda hazirlanarak verilmistir.

Melezleme, varyasyon yaratmak amaciyla bitki 1slahgilar1 tarafindan kullanilan 6nemli
tekniklerden biridir. Melez programi; anag¢ hatlarin se¢imi, melezlemenin yapilmasi ve
melez materyalin islenmesi asamalarini igeren calismalar1 kapsamaktadir. Tez
kapsamindaki melezleme ¢aligmalari; 2014 yili Ocak aymin ikinci haftasindan itibaren

basaklarin kindan ¢ikmasiyla uygun asamaya gelen bitkilerden basaklar segilerek

yapilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisiine (Yenimahalle/Ankara) ait sera
kosullarinda deneme bitkilerinin yetistirilmesi (Orijinal)

Ana olarak kullanilacak bitkilerin bayrak yapragi kinindan tam ¢ikmamis basaklarinda;
kin pens ile kesilerek disar1 ¢ikartilmistir. Steril basakgiklar pens yardimi ile
uzaklagtirildiktan sonra fertil basakciklarin kavuzlar ist kismindan makasla kesilmistir.
Daha sonra, her basak¢iktaki 3 adet anterin hepsi pens yardimiyla g¢ikartilarak
kastrasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islem biitiin basakta tamamlanmistir. Son
olarak, basak 3x15 cm boyutlarindaki ‘Eskiz kagidi® ile kapatilmistir (Sekil 3.8).
Melezleme: baba olarak kullanilacak olgunlasmis cicek tozu igeren basaklardaki

anterlerin eskiz kagidinin iizerine dokiilmesi ile gergeklestirilmistir. Kastrasyondan
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yaklagik 3—6 giin sonra toz verilmistir. Melezlemede ¢esitler ana ve baba olacak sekilde

resiproklu (Cift tarafli) olarak kullanilmistir.

Sekil 3.8 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisiine (Yenimahalle/Ankara) ait sera
kosullarinda melezleme (Orijinal);

a. Steril basakciklarin pensle uzaklastiriimast,

b. Bagakciklarin iistten 1/3’lik mesafeden kesilmesi,

C. Pens yardimiyla 3 adet anterin basakciktan uzaklastiriimasi
d. Kastrasyonu tamamlanan bagak iizerine saydam zarfin gegirilmesi
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Sekil 3.9 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisiine (Yenimahalle/Ankara) ait sera
kosullarinda; a. kiiltiir ¢cesidi (Aydanhanim), b. F1 arpa basag1 goriintiisii ve c.
Hordeumspontaneum melezinden elde edilen (Orijinal)

Her bir kombinasyondan yaklagik 25-30 adet melez yapilmistir. Anterlerin uzun siire
elde edilebilmesi i¢in melez tohumlar, 2015 yil1 Ocak ve Ekim ayi ile 2016 yili Mart
aylarinda ekilerek haploid bitki iiretimi i¢in materyal saglanmistir (Sekil 3.9). Sera

kosullarinda yapilan melezleme galismalari ¢izelge 3.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1 Tez kapsaminda belirtilen arpa gesitlerinin sera kosullarinda melezlemeleri

Tarm-92 x Biilbul-89

Zeynelaga x Tarm-92

Tarm-92 x Aydanhanim

Zeynelaga x Biilbiil-89

Tarm-92 x Zeynelaga

Zeynelaga x Aydanhanim

Tarm-92 x Akar

Zeynelaga x Akar

Tarm-92 x H. spontaneum

Zeynelaga x H. spontaneum

Biilbiil-89 x Tarm-92

Akar x Tarm-92

Biilbiil-89 x Aydanhanim

Akar x Biilbiil-89

Biilbiil-89 x Zeynelaga

Akar x Aydanhanim

Bulbiil-89 x Akar

Akar x Zeynelaga

Biilbiil-89 x H. spontaneum

Akar x H. spontaneum

Aydanhanim x Tarm-92

H. spontaneum x Tarm-92

Aydanhanim x Biilbiil-89

. spontaneum x Biilbiil-89

Aydanhanim % Zeynelaga

. spontaneum x Aydanhanim

Aydanhanim x Akar

Aydanhanim x H. spontaneum

H
H
H. spontaneum x Zeynelaga
H

. spontaneum x Akar

3.2.2 Melez tohumlarin hasadi

Melezleme c¢aligmasi sonrasi tohum baglayan biitlin basaklardan tohumlar 2014 yili
Eylill ayinda hasat edilmistir (Sekil 3.10). Hasat edilen melez tohumlar1 fungal ve
bakteriyel hastaliklardan ve zararlilardan korumak amaciyla kese kagitlari igerisinde

serin ve karanlik yerde saklanmustir.
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Sekil 3.10 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisiine (Yenimahalle/Ankara) ait sera

kosullarinda hasat olgunluguna gelmis olan Tarm-92 x Biilbiil-89 melez bir
arpa basag1 goriintiisii (Orijinal)

3.3 Anter Kiiltiirii Calismalar:

3.3.1 Anter Kkiiltiirii uygulamalari

Anter kiiltiirli calismalar asagida belirtilen basliklar seklinde yapilmustir,

Vi.

Vii.

viii.

Donor Bitkilerin serada kiiltiire alinmasi

Basaklarin toplanmasi

Sterilizasyon

Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

On Muamele,

Anterlerin Besi Ortamina Alinmasi,

Kalluslarin olusumu ve adventif siirgiin gosteren eksplantlarin rejenerasyon
ortamina aktarilmasi,

Gelisen bitkiciklerin koklendirilmesi ve iizerindeki dormansi kirmak
amactyla vernalizasyona tabi tutulmast,

Kok gelisimini tamamlayan bitkiciklerin dis kosullara aligtirilmasi

(adaptasyon/aklimatizasyon)
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X.  Bitkilerde mikroskop veya ploidi analyzer cihazi ile ploidi diizeylerinin
belirlenmesi,
Xi.  Haploid bitkilerde kromozom katlamasinin belirlenmesi ve sera kosullarinda

basaklarin elde edilmesi

Bu safhalar alt bagliklar halinde tek tek agiklanmstir.

3.3.2 Donor bitkilerin ekimi

Donér bitkiler; 100 pmol photon m™? s™ 151k, 24+2 °C sicaklik ve Vilmorin™ (Anadolu
Tohum Uretim ve Pazarlama A.S. istanbul/Tiirkiye) siv1 bitki besin ortamu ile optimal

sartlarin saglandig sera kosullarinda yetistirilmistir.

Bitkilerin saglikli gelisimini saglamak i¢in toprak: kum: torf esit oranlarda karistirilarak
kullanilmis ve 5 I’lik plastik saksilara, her bir saksida 3 adet tohum olacak sekilde ekim
yaptlmistir. Cimlendikten 10 giin sonra bitkilerin vernalizasyon (soguklama)
ihtiyaglarini karsilamak amagl 4-5 hafta sicakligi 4 °C’de, 16 saat 151k fotoperiyodunda
iklim dolabinda (Sanyo Versalite Environmental Test Chamber, England) vernalize
edilmistir. Bu ¢calisma kapsamindaki kiiltiir ¢esitleri ve yabani tiir olan H. spontaneum
ile melez tohumlarin ekimi 2015 yilinin Ocak ayinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.11).
Ayrica, bitkilerin saglikli gelisimi agisindan, her bir saksiya 5 giinde bir 500 ml ¢cesme
suyu ilave edilmistir. Daha sonra bitkiler, 24+2 °C’ sicakliga ayarlanmis sera
kosullarmma alinmistir ve basaklarin anter kiiltlirli icin uygun asamaya gelmesi

beklenmistir.
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Sekil 3.11 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Ensitiisii’'ne (Yenimahalle/Ankara) ait
seralarda; anter kiiltiiri ¢calismalarinda kullanilan dondr bitkilerin ekimi
(Orijinal)

3.3.3 Basaklarin hasat edilmesi

Dondr bitkinin elde edildigi donem olan mikrospor gelisim evresi basariy1 belirleyen en
onemli faktorlerden birisidir (Lorz vd. 1988). Mikrosporlarin gelisme dénemi Szarejko
ve Kasha, (1991)’nin 6nerdigi gibi (Sekil 3.12) yapilmis ve farkli morfolojik karakterler
arasinda bayrak yaprak, basak ve bitki boyu gibi 6zelliklere bakilarak bir korelasyon

kurulmustur.

Huang ve Sunderland (1982) ve Powell (1988) anter kiiltiirii i¢cin uygun asamadaki arpa
basagint segmek iizere sitolojik bir calisma yapmislardir. Bu caligmada basagin orta
kisminda bulunan ¢iceklerdeki anterleri, lam iizerine bir damla asetokarmin damlatarak
hafif par¢alamis ve sonra iizerine lamel kapatmiglardir. Denemede kullanilan basaklarin

ortasindaki anterler asetokarmin boyasiyla boyanmistir ve mikroskop ile incelenmistir.

Asetokarmin hazirlanmisy; 55 ml saf su ile 45 ml glasiyel asetik asit karigtirilarak

kaynatilmis ve 1 g karmin ilave edilerek filtre edilmistir.
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Sekil 3.12 Arpada mikrospor gelisme sathalarin sematik goriintiisii (Szarejko ve Kasha
1991)

a. tetrat, b. erken tek ¢ekirdek, c. erken-orta tek ¢ekirdek, d. orta tek gekirdek, e. orta-geg tek ¢ekirdek, f.
geg tek gekirdek, g. anafaz, h. iki ¢ekirdek.

Ayrica, TTC (2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride) (Sigma-Aldrich (Chemie GmBH,
Germany) soliisyonu ile boyanarak anterlerin canliligt da tespit edilmistir. TTC
sollisyonu i¢in oOncelikle 0,71 gr sodyum fosfat (NaH,PO,) tartiip 100 ml’ye
tamamlanarak buffer hazirlanmistir. Daha sonra 0,48 gr TTC tartilarak 20 ml MS siv1
besin ortaminda ¢ozdiiriilmiis ve 40 ml buffer eklenerek soliisyon hazir hale getirilmistir
(Towill ve Mazur, 1975). Anter kiiltilirii icin uygun asamada olan basaklardan secilen
anterler TTC sollisyonuna konulmus ve karanlik bir alanda yaklasik yarim saat kadar
bekletilmistir. Kirmizi (Formazan olusturan) renk alanlar canli, renk degistirmeyenler
ise cansiz olarak belirlenmistir (Sekil 3.13). Elde edilen sonuglara gore en fazla kirmizi

renk alan basaklar anter kiiltiirii i¢cin uygun bulunmus olup, ¢alismalarda kullanilmistir.
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Sekil 3.13 Biyoteknoloji Arastirma Merkezi laboratuvarinda Aydanhanim ¢esidine ait
anterlerde uygulanan canlilik testi sonucu anterler iizerindeki kirmizi renkli
formazan olusumu

Secilecek olan bagaklar arasinda morfolojik gozlem yapilmis olup, bayrak yapragin
altindaki yaprak ile arasindaki mesafe baz alinmis, bu araligin 3-6 cm olmasina dikkat
edilmistir (Sekil 3.14). Belirtilen sekildeki basaklar i¢in en iyi zaman olan sabahin
erken saatleri (07:00-08:00) olarak belirlenmistir (Pauk vd. 2003).

Gilines dogduktan yaklasik 2-3 saat sonra basaklar alttaki ilk bogumdan ya da ikinci
bogumdan makasla kesilerek ici saf su dolu behere alinmistir. Basaklarin iizeri nem
kaybinin 6nlenmesi amaciyla seffaf bir poset ile kapatilmis ve laboratuvar kosullarina

getirilmistir.
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Sekil 3.14 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Ensitiisii'ne (Yenimahalle/Ankara) ait
seralarda; arpa’da anter kiiltiiri icin orta tek cekirdek asamasindaki
baslangi¢ materyalinin se¢ilmesi (Orijinal)

3.3.4 Sterilizasyon

Belirlenen asamadaki gametleri bulunduran basaklar, % 70’lik ethanol ile yiizeysel
dezenfeksiyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra steril kosullarda basakg¢iklarin
icerisinden zarar vermeden c¢ikartilan erkek ve disi gametler, 6nceden hazirlanmis ve

otoklavlanarak sterilize hale getirilmis besi ortamina aktarilmigtir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15 Biyoteknoloji Arastirma Merkezi laboratuvarinda (Yenimahalle/Ankara); a.
Steril kabinde % 70 etanol muamelesi ile yiizey sterilizasyon islemi b.
anterlerin uygun besiyerine yerlestirilmesi (Orijinal)
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3.3.5 On muamele

Arpa anter kiiltlirii ¢alismalarinda, stres uygulamalarinin gametofitik gelismeyi
engelledigi ve mikrosporlarda polen embriyogenesisini tetiklemek i¢in gerekli oldugu
ileri stiriilmiistiir (Cistue vd. 1999). Stres uygulamalar1 arasinda ise en etkili olaninin
soguk On uygulamalari oldugu pek c¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Powell

1988, Szarejko ve Kasha 1991, Lezin vd. 1996).

Ik yéntem olarak; metabolik seker yerine gecen mannitol kullanilmis ve karbonhidrat

eksikligi denenmistir.

0,7 M Mannitol; 64,8 gram mannitol tartilmis ve 250 ml su igerisinde 50°C sicaklikta
¢oziinmesi saglanmistir. Ote yandan 8 gr/l Sea Plaque Agarose tartilarak 250 ml su
icerisine eklenmis ve otoklavlanmistir. Cézlinen mannitol soliisyonu filtre sterilizasyon
yontemi ile steril hale getirilmis ve otoklavdan ¢ikarilan agar ¢6zeltisi ile karistirilarak 6

cm boyutundaki petrilere dokiilmiistiir.

Oncelikli olarak ¢ikarilan anterler 0,7 M mannitol igeren besiyerine alinmustir. Inatci
genotiplerle calisildigi zaman mannitol konsantrasyonu 1-1,5 M’a kadar c¢ikarilabilir
(Cistue vd. 2003). Her basaktan ortalama 30 anter ¢ikarilmis ve karanlikta 24 °C’de
kiiltiire alinmistir. Bu ortamda 4 giin beklemis anterlerin mannitolii absorbe etmesi

saglanmstir.

Ikinci yontem olarak; mannitol yogunlugu 0,3’e diisiiriilmiistiir.

0,3 M Mannitol; 54,6 gram mannitol tartilarak 1000 ml su igerisinde ¢dzdiiriilmiistiir.
Hazirlanan soliisyon filtre sterilizasyon yontemiyle steril hale getirilmis ve kullanilacagi
anda 6 cm boyutundaki Petrilere dokiilmiistiir. Her basaktan ortalama 30 anter

cikarilmig ve sivi besiyerinde anterler 4 °C’de, 4 giin karanlikta bekletilmistir (Kasha
vd. 2003).
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Uciincii yontem olarak; segilen basaklar 9 cm lik petri kaplara bir miktar su eklenerek
konulmustur. Petri kaplar1 parafilm ile sarilmig ve 21 giin +4 °C’de karanlikta
kullanilana kadar saklanmustir. Szarejko ve Kasha’nin belirledigi protokole gore su
icerisinde 21 giin bekletilen basaklarin sterilizasyonu yapildiktan sonra anterler BAC3

baslangi¢ besiyerine alinmistir.

3.3.6 Stok c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Cistue vd. (2003)’nin protokoliine gore; denemeler i¢in stok soliisyonlar1 hazirlandiktan
sonra +4 °C’de bekletilmis ve her 15 giin sonra tazelenmistir. Oncelikle -20 °C’de
muhafaza edilmek iizere mikrostok ¢ozeltisi hazirlanmistir. -20 °C’de soliisyonlar 3 ay

kadar saklanabilmistir.

1. Mikrostok ¢ozeltisi

Cizelge 3.2 Mikrostok Cozeltisi

Mikrostok bilesikler mg/l
H3BO; 620
NaMo0O3.2H,0 25
ZnS0,.7H,0 860
CuS0,.5H,0 2,5
MnS0O,.H,0 1690
CoCl,.6H,0 2,5
Kl 83

Hazirlanan stok soliisyonu 50 ml ‘de ¢6zdiiriilmiis ve 2 ml’lik ependorflara konularak -
20 °C’de depolanmistir. Daha sonra kallus olusturma ve rejenerasyon ortaminda

kullanilmak tizere 2. stok soliisyonu hazirlanmaigtir.
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2. FHG stok soliisyonu

Cizelge 3.3 FHG stok soliisyonu

FHG stok solUsyonu bilesikler | g/l
KNO; 7,6
NH;NO; 0,66
KH,PO, 0,68
CaCl,.2H20 1,70
MgS0,.7H20 1,480
FeNa(EDTA), 0,16
Myo inositol 0,4
Glutamin 2,92
Mikrostok (Cizelge 3.2’den) 2ml
Tiamin 10 ml

Biitlin kimyasallar hassas terazi ile tartilmis ve 2 litreye su ile tamamlanmis ve yalniz 1

litresine glutamin eklenmistir. Vitamin soliisyonu olarak tiamin HCL kullanilmistir.

3.3.7 Anterlerin besi ortamina aktarilmasi

Bu ¢aligmada, 0,7 M mannitol 6n uygulamasindan alinan anterler i¢in 6ncelikle FHG
(degistirilmis bir MS ortamidir) ad1 verilen besiyeri hazirlanmistir (Murashige ve Skoog
1962). Hizl1 bozulmadan sakinmak amaciyla sukrozun yerini maltoz almistir. Yiiksek
oranda glutamin icerir ve amonyum nitrat miktar1 azaltilmistir. Ficoll Type 200
ortamima yiiksek molekiiler agirlikli bir polisakkarit olan Ficoll; embriyo ve
mikrosporlarin gelisimini tesvik amaciyla litreye 200 gram olacak sekilde eklenmistir.
Fhg stok soliisyonundan (Cizelge 3.3) 500 ml alinmis ve icerisine 62 gr maltoz ve 10 ml
BAP ilavesi yapilarak karigtirllmistir. Ficoll ve hazirlanan diger soliisyon birlestirilerek
PH’s1 5,8’e ayarlanmis ve filtre sterilizasyon yontemi uygulanmistir. 0,7 M mannitol 6n
uygulamasindan aliman 15’er adet anter, 1,5 ml ficoll igceren FHG ortamina (Hunter
1988) ait 30x10 mm’lik petri kutulara (Bio Nuclear Diagnostics Inc.Toronto, ON)
aktarilmistir. Petrilerin etrafi parafilm ile sarilmis ve 21 °C’de karanlikta bekletilmistir.
12-14 giin sonra embriyolarin daha hizli gelisebilmesi i¢in 1,5 ml 400 gram/litre ficoll
400 ilave edilmistir.
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0,3 M Mannitol’de bekletilen anterler ise Kasha vd. (2003) tarafindan belirlenen
protokole gore oOnceden hazirlanmis ve filtre sterilizasyonu yapilmis sivi FHG
besiyerine alinmistir. Bu ortama 1 mg/l BAP ilavesi yapilmistir (Cizelge 3.4). Petrilerin
etrafi parafilm ile sarilmis ve 24 °C’de karanlikta bekletilmistir. Yaklasik 1 ay kadar bu

ortamda bekletilen anterlerde gelisim gozlenmistir.

Daha sonra, saf su igerisinde 21 giin bekletilen basaklardan alinan anterler Szarejko ve
Kasha (1991)’e gore hazirlanan BAC3 ortamina aktarilmistir (Cizelge 3.5). Her 3 farkli

On uygulamadan alinan anterler 24 °C’de karanlikta kiiltlire alinmistir.

Cizelge 3.4 Kasha vd. (2003)’de belirtilen yonteme gore kullanilan protokol

Makro elementler Indiiksiyon Rejenerasyon Koklendirme
ortanm (mg/l) | ortam (mg/1) ortanm (mg/l)

KNO3 1900 1900 1900

NH4NO; 165 164 164

MgS04.H,0 370 - -

MgS04.7H,0 - 370 370

KH,P0,4 170 170 170

CaCl,.2H,0 440 440 440

Demir kaynag

FeNa2EDTA 40 - -

FeSO,.7H,0 - 27,85 20

Na2EDTA - 37,25 20

Micro tuzlar

HBO; 6,2 7,5 6,2

MnS0,4.4H,0 15,5 40 22,3

ZnS0,47H,0 8,6 10 8,6

Kl 0,87 2,5 0,83

Na;Mo0,4.2H,0 0,25 - 0,25

CuS04.5H,0 0,025 0,25 0,025

CoCl,.6H,0 0,025 0, 25 -




Cizelge 3.4 Kasha vd. (2003)’de belirtilen yonteme gore kullanilan protokol (devam)

Vitaminler

Myo-Inositol 100 100 100
Piridoksin HCI - - 04
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

Biiyiime diizenleyicileri

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

3.3.8 Kalluslarin gelisimi ve rejenerasyon ortamina aktarilmasi

Kallus; organize olmamis sekilsiz dokulardan olusan hiicre topluluklarina verilen
isimdir. Bitki tlirlerine gore kallus olusum siiresi degisir (Sahijram ve Bahadur 2015).
Arpada genellikle yaklasik 1 aydan sonra anterlerden kallus gelisimi gozlenmistir.

Anterlerden gelisen kalluslar 1-2 c¢cm capina ulastiktan sonra hazirlanan besi ortami
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tizerine aktarilmislardir. Elde edilen kalluslar 3 farkli rejenerasyon ortaminda kiiltiire

alimustir.

0,7 M Mannitol 6n muamelede bekletme sonucunda olusan kalluslar i¢in rejenerasyon
ortami hazirlanmistir. Buna gore; 3 gr phytagel tartilmigs 500 ml su igeren siseye
eklenerek otoklavlanmistir. Daha sonra glutamin icermeyen 500 ml’lik FHG stok
soliisyonuna (Cizelge 3.3) 30 gr maltoz, 1 mg/l BAP ve 0,5 mg/l 1AA eklenerek
kanistirnlmis ve PH’s1 5,8’e ayarlanmistir. Hazirlanan soliisyon filtre sterilizasyonu
yontemi ile steril edilmis ve phytagel ile karistirilarak 6 cm’lik petrilere dokiilmiistiir.
Saglikli goriinen kalluslar rejenerasyon ortamina aktarilmis, her genotipten kallus
gelisim durumuna goére 2-3 kez kallus eksplantlar1 alt kiiltiire alinmistir Kalluslarin
bulundugu petriler 16 saat 151k fotoperiyodunda (50 minimol s* m?) % 50 nemin

bulundugu iklim dolaplarinda 25 °C’de tutulmustur.

Kasha vd. (2003)’e gore hazirlanan protokolde 0,8 mg/l BAP ilavesi yapilarak filtre
sterilizasyonu ile besiyeri hazirligi tamamlanmis (Cizelge 3.4) ve 6 cm’lik petrilere
dokiilmiistiir. Agarla katilagtirilmis ortamin PH’st 5.9’a ayarlanmistir. Elde edilen
kalluslar Re Medium adi verilen ortama aktarilmis ve 2 hafta kadar bitkicik olusturana

kadar bekletilmistir.
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Cizelge 3.5 Szarejko ve Kasha (1991)’de belirtilen yonteme gore kullanilan protokol

Makro elementler | BAC3 BAC3 Yenileme BAC3 rejenerasyon
baslangi¢ Ortam ortanm (mg/l)
ortami (mg/1)

KNO; 2,600 2,600 2,600

NH4NO; 200 200 200

(NH4)2S04 400 400 400

KH,P0,4 170 170 170

NaH,P04.H,0 150 150 150

CaCl.2H,0 600 600 600

MgS04.7H20 300 300 300

Demir kaynagi 40 40 40

FeNa2EDTA

Micro tuzlar

HBO; 5 5 5

MnS0,44H,0 5 5 5

ZnS0,4.7H,0 2 2 2

KI 0,8 0,8 0,8

NaMo004.2H,0 0,25 0,25 0,25

CuS04, 5H,0 0,025 0,025 0,025

CoCl;.6H,0 0,025 0,025 0,025

Diger inorganik bilesikler

KHCO03 50 50 50

AgNO; 10 10 10

Vitaminler

Myo-Inositol 2,000 - 100

Piridoksin HCI 0,5 0,5 0,5

Tiamin HCI 1 1 1

Nicotinic asit 0,5 0,5 0,5

Ascorbic asit 1 1 1
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Cizelge 3.5 Szarejko ve Kasha (1991)’de belirtilen yonteme gore kullanilan
protokol(devam)

Organik asitler

Citric asit 10 - -

Pyruvic asit 10 - -

Karbonhidratlar

Maltoz 60,000 30,000 -
Sukroz - - 30,000
Biiyiime diizenleyicileri

NAA 2 2 -

BAP 1 1 -

IAA - - 0,5
Kinetin - - 0,5
Diger organik bilesikler

Casein hidrolisat 300 300 300
Ficoll 300 300 -
Gelrite "™ 3,2 3,2 3,000
Agar - - 7

pH 6,2+0.1 6,2+0.1 6,2+0.1

Szarejko ve Kahsa (1991)’e olusan kalluslar rephlenishment adi verilen yenilenme
ortamina aktarilmistir. 2 mg/ml NAA, 1 mg/ml BAP hormonlar ilavesiyle hazirlanan
bu ortam 3,2 gr gelrite ile katilastirilmis (Cizelge 3.5), 24 °C’ de 16 saat 151k
fotoperiyodunda % 70-80 nem bulunan biiyiitme odalarinda kiiltiire alinmistir.

Embriyolarin gelismesi ve burdan bitki iiretimi 10-18 giin igerisinde olmustur.

3.3.9 Kalluslardan gelisen bitkiciklerin koklendirme ortamina aktarilmasi ve
vernalizasyona tabi tutulmasi

Kalluslardan bir kismi yesil bitkicik, bir kismi albino bitkicik olustururken bazi

kalluslar bitkicige donmemistir. Gelisen yesil ve albino bitkiciklerin sayisi
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kaydedilmistir. Yesil bitkicikler, koklendirme amaciyla hazirlanan besiyerlerine

alinmistir. Albino bitkicikler ise sayimlart yapildiktan sonra atilmigtir.

Hunter (1988)’a gore rejenerasyon ortaminda gelisen yesil bitkiler igerisinde 2,15 gr
MS, 5 ml Tiamin (stok), 20 gr sukroz, 1 gr casein, 0,1 gr myo-inositol ve 2 ml NAA
bulunan ve 3 gr phytagel ile karistirilarak hazirlanan koklendirme ortamina alinmis ve

24 °C de 16 saat 151k fotoperiyoda ayarli iklim dolaplari igerisinde tutulmusglardir.

Kasha vd. (2003)’e gére PLL ad1 verilen koklendirme ortami; 1 mg/ml NAA igeren
besiyeri 6 gr agar ile katilastirilmis ve PH’s1 5.8’e ayarlanmistir (Cizelge 3.4). Yesil

bitkicikler PLL ortamina aktarilmis ve kok gelisimini tamamlamasi saglanmaistir.

Szarejko ve Kasha 1991°e gore hazirlanan koklendirme ortamina 0,5 mg/l Kinetin ve
0,5 mg/l TAA ilavesi yapilmistir. Agar ile katilastirilan ortamin PH’s1 6,24+0.1°e
ayarlanmistir (Cizelge 3.5). Bu ortama aktarilan bitkicikler 24 °C de 16 saat 151k

fotoperiyoda ayarli iklim dolaplari igerisinde tutulmuslardir.

Vernalizasyon i¢in vejetatif devre; arpada, diisiik gilineslenme ve sicaklik, yiiksek
nemlilik olan aylarda gerceklesir. Serin iklim tahillar1 6zellikle arpaya ait biitiin ¢esitleri
kardeslenme ve ¢imlenme sonu arasinda, belli diisiik sicaklikta (1-5 °C) belli siire (5-60
giin), kalip vernalize olmalilardir. Tahillar gerekli diisiik sicakligi alamadiklar: takdirde
generatif gelisme (sapa kalkma) evresine gecemezler (Yiriir 1994). Vernalizasyon istegi
serin iklim tahillarinin yetistirilebilmesini ve yetistirilecegi bolgede kullanilacak cesidi

belirleyen temel faktordiir.

Her 3 yontem icin de bitkicikler koklendirme ortamina aktarildiktan yaklasik 10 giin
sonra magentalar/petriler vernalizasyon ihtiyaclarini karsilamak iizere +4 °C’de 16 151k

saat fotoperiyoda ayarl iklim dolaplarinda 4-5 hafta kadar tutulmuslardir.
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3.3.10 Kok gelisimini tamamlayan bitkiciklerin dis kosullara ahstirilmasi
(aklimatizasyon)

Vernalizasyon ihtiyact ve kok gelisimini tamamlayan bitkicikler dis kosullara
alistirnlmak iizere seraya alinmistir. Bitkicikler Oncelikle serada kiiciik saksilara

sasirtilmis ve nem kaybini 6nlemek tizere tizerleri posetlerle kapatilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Ensitiisii’'ne (Yenimahalle/Ankara) ait
seralarda; iklim odasindan alinan bitkiciklerin dis kosullara alistirilma
asamalar1 (Orijinal)

3-4 giin sonra tizerleri agilmis ve koklerin daha rahat gelisebilmesi icin biiyiik saksilara

aktarilmistir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Ensitiisii’'ne (Yenimahalle/Ankara) ait
seralarda kok gelisimini tamamlayan bitkiciklerin biiylik saksilara aktarim
asamalar1
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3.4 Bitkilerde Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

Bitkilerdeki 1slah caligmalarinda ve performans degerlendirmelerinde ploidi kavrami
hayati 6neme sahiptir. Ploidi canlilardaki genom kopyasidir ve katlarina gore haploid
(n), diploid (2n), triploid (3n), tetraploid (4n) ve/veya poliploid (=n) gibi latince
sayilarla adlandirilirlar. (Thompson vd. 1997). Bitkilerde genellikle ploidi diizeyi
belirlenmede iki yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden ilki kromozom sayisinin
mikroskop yardimiyla belirlenmesi digeri ise plody analyserin kullanilmasidir (Sekil

3.18).

Sekil 3.18 Biyoteknoloji Arastirma Merkezi laboratuvarinda (Yenimahalle/Ankara)
kullanilan Ploidy analyser cihazi (orijinal -Sysmex CyFlow Ploidy
Analyser).

Bu c¢alismada orneklerin ploidi diizeyleri Ploidy analyser cihazi kullanilarak tespit

edilmistir.

Saksilarda 3-4 yaprakli hale gelen bitkilerde ploidi tespiti yapilmistir. Bunun i¢in geng
yapraklardan 1 cm? lik érnekler alinarak petri kabinin i¢ine konulmustur. Ornek iizerine

0.4 ml Cystain UV ploidi (Sysmex) soliisyonu konularak jilet ile parcalanmistir.
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Soliisyon 30 um ¢apindaki naylon filtreden (Sysmex) gecirilerek {izerine 1.6 ml boyama
soliisyonu (DAPI) eklenmistir. Orneklerin 2 dakika karanlkta inkiibe edilmesinden

sonra Ploidi analyzer cihazinda (Sysmex) ploidi seviyeleri tespit edilmistir.

3.4.1 Haploid bitkilerde kromozom katlamasi

Haploidi tekniginin temelini kromozom katlanmast ve % 100 homozigot saf hatlarin
gelistirilmesi olusturmaktadir (Ellialtioglu vd. 2000). Kromozom katlamada en yaygin
olarak kullanilan kimyasal kolkisindir. Kolkisin, kromozom katlamas1 i¢in ¢alismalarda
kullanilan en yaygin kimyasal maddedir. Bu madde giiz ¢igdeminin (Colchicum
automnale L.) koklerinden elde edilen alkoloid yapisinda kuvvetli bir zehir olup;
renksiz, alkol, kloroform ve soguk suda eriyen; sicak suda ve eterde suda ve eterde
erimeyen bir maddedir. Kolkisin, uygulandigi dokularmn hiicrelerinde mitoz boliinmenin
metafaz sathasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayisi ile replikasyona
ugramis kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini 6nleyerek, kromozom sayisinin iki katina
cikmasini saglar (Koksal 1999). Anter kiiltiirii teknigi kullanilarak elde edilen arpa
bitkilerinde spontan kromozom katlanma degeri ¢ok yiiksek (% 87) dir. Kromozom
katlanmasini saglamak adina herhangi bir kimyasal uygulamasina gerek yoktur.(Jahne,
ve Lorz 1995).

Tohum tutan bitkilerin oranimna gére % diploidlesme oranini bulmak igin, tohum

baglayan bitkilerin toplam bitki sayisi i¢indeki orant bulunmustur.

Tohum baglayan bitki sayist
glay y % 100

% Diploidlesme Orani=
° p 3 Toplam bitki sayist

formiilii ile belirlenmistir.
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3.5 Sitolojik Inceleme Yéntemleri

3.5.1 Kromozom sayimlari

Kok uglarimin elde edilmesi: Cesitler ve melez kombinasyonlardan elde edilen tohumlar
2441 °C’de ¢imlendirilmistir. Cimlenen tohumlarin kokleri, 1 cm uzunluga geldiginde

kok uglarindan 6rnekleri alinmistir.

3.5.2 ilk islem (Prefiksasyon)

Elde edilen kok uglarina uygulanan ilk islem olarak bilinen prefiksasyonun amaci

kromozomlar1 incelenebilecek diizeyde tutmaktir.

Bu islem ig ipliklerinin olusumunu durdurmus, kromozomlarin giivenilir bir sekilde
sayllmasi saglanmistir. Bu amacla oOncelikli olarak a-monobromonaftalin ¢ozelitisi
kullanilmustir. istenlen uzunluga gelen kok uglart a-monobromonaftalin ¢dzeltisinde 4
saat siireyle bekletilmistir. Daha sonra fiksasyon, hidroliz ve boyama islemleri

gergeklestirilmistir.

Ikinci 6n islem olarak buzlu suda bekletme yontemi denenmistir. Soguk su tahillarda
hiicre boliinme esnasinda metafaz sathasinin belirgin hale getirilmesini ve boylece
kromozomlarin matefaz asamasinda goriilmesinde kolaylik saglamaktadir (Akgelik vd.
2012). Bu amagla tez kapsamindaki arpa tiirlerinin kok uglart i¢i buzla kapli ependorf
tiiplere konulmustur. Daha sonra, ependorf tiipleri baska buzlu bir kaba yerlestirerek
+4 °C’de 1 giin bekletilmistir.

3.5.3 Fiksasyon
Fiksasyonun amaci; protoplazmadaki protein, lipid, karbonhidrat ve diger maddeleri

yok ederek mikroskopik kesit hazirlanincaya kadar karsilasacaklari reaktiflere karsi

direngli kilmaktir.
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Tespit sivisinin, hiicreler lizerinde hizli bir sertlestirme etkisinin olmasi ve bunun yani
sira stvinin dokulara miimkiin oldugunca hizli girmesini saglamak amaciyla bu iglem
yapilmigtir. Bu amacgla materyaller a-monobromonaftalin ¢dzelitisi ve soguk sudan
cikartilmistir. Buradan alindiktan sonra mitozun fiksasyonu i¢in kokler 3 kisim etil alkol
(absolii alkol C2HS5-OH):1 kisim glasial asetik asit (CH3-COOH) ¢dzeltisinde 2 saat
oda sicakliginda bekletilmistir. Asetik asit/alkol ¢ozeltisi istenilen fazlar1 yakalamak

i¢in kullanilmustir.

3.5.4 Hidroliz

Hidroliz i¢in zaman, sicaklik derecesi, hidrolizde kullanilan HCI’in konsantrasyonu
onemlidir. Dokularin hiicrelerini birbirinden ayirilmasi ve daha iyi gozlenebilmesi i¢in
Feulgen ile boyanmadan 6nce hidroliz islemleri yapilmistir. 1 N HC1 igerisine konulan
kok wuglarmin yumusamasi i¢in 60 °C’deki su banyosu igerisinde 10 dakika

bekletilmistir. Daha sonra kok uglari saf su ile 5 dk yikanmustir.

3.5.5 Kok uclarimin boyanmasi

Hidroliz asamasindan sonra kok uglari, hazirlanan felilgen boyasi ile karanlikta 2 saat
oda sicakliginda bekletilerek boyanmistir. Boyanmis kok ucu 6rneklerinden preparatlar
hazirlanarak aseto-karmin boya ile mitotik metafaz doneminde mikroskopta inceleme

yapilmistir.

Feulgen boyasinin hazirlanmast;

1. 1 gr fuksin bazic tartilmis, havanda ezilmistir.

2. Tartilan fuksin bazik 500 ml lik erlenmayere konulmustur.

3. Baska bir erlenmayerde 200 ml damitik su hazirlanip karistirarak boyaya
eklenmis ve kaynatilmistir.

4. 50 °C’ye kadar sogumasi i¢in manyetik karistirict iizerinde karistirilmistir.

5. Karisima 20 ml 1 N HCl ilave edilmis,
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6. Filtre kagidi (Whatmann No:l) ile stiziilmiistir.
7. Daha sonra 2 gr K;S;04 (Potasyum metabisiilfit) eklenerek karistirilmis,
8. 1 gece karanlikta oda sicakliginda bekletilmis,

9. Etrafi aliiminyum folyo ile sarili cam bir sise ile buzdolabina kaldirilmistir.

Aseto-karmin boyasinin hazirlanmas;

1. % 45’lik 45 ml asetik asit, bir kapta bulunan 55 ml distile su i¢ine konmus,

2. Baska bir kapta kaynayan sicak su icine bu kap yerlestirilmis ve 10 dakika
kaynatilmistir.

3. Ismnan %45’lik asetik asit icine, tartitlan 1 g karmin boya yavas yavas ve
karistirilarak eklenmis,

4. Boya eklenen soliisyon10 dakiea karistirilarak 1sitilmastir.

5. Daha sonra hizli bir sekilde sogutmak igin, i¢ine balik konmus olan soliisyon
kabi, soguk su dolu bir kaba yerlestirilmis ve oda sicakligina gelinceye kadar
karistirilmastir.

6. Filtre edilip koyu renkli 100 ml’lik kapakli kaba konarak buzdolabinda

saklanmugtir.

3.5.6 Preparatlarin hazirlanmasi ve mikroskopta incelenmesi

Preperat hazirlik asamast;

1. Buzdolabinda feulgen boya igerisinden ¢alisilacak miktardaki kok ucu pens
yardimiyla alinmis ve icerisinde saf su bulunan petriye konulmustur.

2. Kok ucu su igerisinde yaklasik 10 dakika bekletildikten sonra pens yardimiyla filtre
kagidi izerine alinmis, suyun uzaklastirilmasi saglanmis ve lama aktarilmistir.

3. Mikropipet yardimiyla 20 pl aseto-karmin ¢ekilerek drnegin tizerine birakilmigtir.

4. Pipetaj yapilarak drnegin boyay1 absorbe etmesi saglanmuistir.

5. Daha sonra 6rnegin u¢ kismindaki daha koyu boyanmis kisa bolge (kok ucu) bistiiri
yardimiyla kesilmis ve diger kisim uzaklastirilmistir.

6. Ardindan bistiiri yardimiyla kok ucu ufak pargalara ayrilmistir.

54



7. 45 °’lik ag1 ile lamel, lamin iizerine kapatilmis ve hava kabarcig1 dnlenmistir.

8. Uzerine filtre kagidi ile sikica bastirilarak, mikroskopta gozlenmesi istenmeyen 3
boyutlu goriintii giderilmis ve hiicrelerin parcalanip, kromozomlarin birbirinden
ayrilmasi i¢in kursun kalemin tersiyle orneklerin (filtre kagidinin iizerinden) iizerine
vurularak preparat ezilmistir.

9. Hazirlanan preparat mikroskopta oncelikle 10x’lik kiiciik biiyiitmede daha sonra

sirasiyla, 20x, 40x’lik biiylitmelerde incelenmistir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19 Double haploid bitkilerin kok uglarinda kromozom icelemesi

a. feulgen boyasi ile muamele edilmis 1 cm boyutundaki kok ucu, b. incelenmek tizere kok ucunun keskin
bisturi yardmiyla kesilmesi, c. kesilen kok ucunun asetokarmin boyasiyla muamele edilmesi ve
pargalanmasi, d, e. mikroskopta incelemek lizere lamin ilizerine lamel kapatilmasi ve f. fazla boyanin
temizlenmesi, g. kok ucu hiicrelerinin yumusamasi igin kisa siire (5-10 saniye) ates iizerine tutulmasi, h.
kalem ile yavas yavag vurarak hiicrelerin ezilmesi, i. mikroskopta kromozomlarin gézlemlenmesi
(Orijinal)
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3.6 Cesitler ve Melezlerinin Baz1 Morfolojik Ozellikleri

Tarm-92, Biilbiil-89, Aydanhanim, Zeynelaga, Akar cesitleri ve Hordeumspontaneum
tiirli ile bunlarin resiprokal melezlerinden elde edilen bitkilerde; bitki boyu, basak boyu
ve bayrak yaprak boyu incelenmistir. Bu morfolojik 6zellikler; 100 pmol photon m-2 s-!
151k, 2442 °C sicaklik, 16 saat 151k fotoperiyodunda, % 70-80 nem bulunan sera

kosularinda 6l¢tilmiistiir.

3.6.1 Bitki boyu (cm)

Her saksida, anter kiiltiirli asamasina ulagsmis her tiirden 10 bitkide, Toprak yiizeyinden
basagin en iist noktasina (kilgik hari¢) kadar olan uzunluk esas alinarak cm olarak

oOl¢iiliip ortalama yiikseklik hesaplanmistir.

3.6.2 Basak boyu (cm)

Her saksida, anter kiiltiirii asamasina ulagmis her tiirden 10 bitkide, basak boyu cm

olarak ol¢iliip ortalama degerler hesaplanmistir.

3.6.3 Bayrak yaprak boyu (cm)

Her saksida, anter kiiltiirii agamasina ulagmis her tiirden 10 bitkide, bayrak yaprak boyu

cm olarak ol¢iillip ortalama degerler hesaplanmustir.

3.7 istatistiksel Degerlendirme

Tim parametrelerle ilgili istatistiksel degerlendirmeler SPSS 24.0 istatistik programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ortalama degerler ile varyans analizi
yapilmus, farkliliklarin 6nem diizeyi F testine gore belirlenmistir. Ortalamalarin farklilik

gruplandirilmasi i¢in Duncan testi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Materyal ve yontemde belirtildigi gibi, arastirmada; 5 ¢esit, 1 yabani tiir ve 30 melez

kombinasyonunun anter kiiltiiriine tepkileri incelenmistir.

Cesitler, yabani tiir ve bunlardan elde edilen resiprokal melezlerine ait baz1 morfolojik
ozellikler sera kosullarinda dl¢iilmiistiir. Buna gore bitki boyu, basak boyu ve bayrak

yaprak boyu cm cinsinden hesaplanarak ortalamalar1 alinmistir.

4.1 Tarm-92 Cesidi ve Melezlerine ait Baz1 Morfolojik Ozellikler

Tarm-92 cesidinin boyu 91,0 +0,6 iken melezlerin boylar1 70,0+0,4-87,0+0,9 arasinda
degismistir. En uzun bitki boyu Tarm-92 ¢esidine aittir (Cizelge 4.1). Tarm-92 ¢esidinin
basak boyu 8,5+0,8 iken melezlerin basak boylar1 6,0+0,4-8,5+0,9 arasinda degismistir.
Tarm-92 x Zeynelaga melezi, Tarm-92 ¢esidiyle ayni1 basak boyuna sahip olup, diger
melezler daha kisa kalmigtir. Tarm-92 ¢esidinin bayrak yaprak boyu 22,5 +0,7 iken
melezlerin boylar1 16,0+0,1-21,5£0,9 arasinda degismistir. Tarm-92 X Biilbiil-89 ve
Tarm-92 x Akar melezleri 21,5+0,3 bayrak yaprak boyuna sahip oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.1 Tarm-92 c¢esidi ve melezlerin bitki boyu (cm), basak boyu (cm) ve bayrak
yaprak boyu (cm) ile ilgili morfolojik 6zellikleri

Genotip Bitki boyu | Basak boyu | Bayrak  yaprak
(cm) (cm) boyu (cm)
Tarm-92 91,0+0,6 8,5+0,8 22,5+0,7
Tarm-92 x Biilbiil-89 80,0+0,1 7,5+0,9 21,5+0,3
Tarm-92 x Aydanhanim 70,0+£0,4 8,0£0,9 17,5+£0,7
Tarm-92 x Zeynelaga 87,0+£0,9 8,5£0,9 19,5+0,2
Tarm-92 x Akar 86,0+0,2 7,0+0,2 21,5+0,9
Tarm-92 x H. spontaneum 76,0+0,5 6,0+0,4 16,0+0,1

+ Standart hata
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4.1.1 Tarm-92 ¢esidi ve melezlerinde anter Kiiltiirii teknigi ile double haploid bitki
eldesi

Tarm-92 ¢esidi ve melezlerine ait kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve koklenen

bitki sayisi ile ilgili varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.2°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve koklenen bitki
sayist bakimindan genotipler ve muameleler arasinda 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak

onemli farklilik goriilmiistiir.

Bu sonuglara bakildiginda; kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve kdklenen bitki
sayist bakimindan Genotipler x Muameleler arasinda 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak

onemli etkilesim oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2 Farkli on muamele uygulamalarinin Tarm-92 ¢esidi ve melezlerinde haploid
bitki olusum etkilerine ait Varyans Analiz Sonuglari

VK SD [Kallus olusum Siirgiin olusum Koklenen bitki

orant (%) orani (%) sayisi (adet)

KO F KO F KO F
Genotipler 5 [256,56 ©41,98**[1030,86 [58,55** 15,90 26,01**
Muameleler 2 452,66 [74,07**|6577,97 [373,66** 96,50 157,90**
Genotiplerx

10 57,86 0,46** (756,70 |42,98** [5,30 8,67**

Muameleler
Hata 36 6,11 17,60 0,61
Diizeltilmis toplam 53

**p<0.01

Kallus olusum orani (%): Tarm-92 cesidi ve melezlerine ait yapilan Duncan testine
gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi1 sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az kallus

olusumu (% 7) Tarm-92 x Akar ve Tarm-92 x Biilbiil-89 (% 3) melezlerinde izlenmistir
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(Cizelge 4.3). Tarm-92 x H. spontaneum melezinde ise hi¢ kallus olusumu

gozlenmemistir.

Yapilan istatistik analizde; 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore en fazla kallus
olusumu (% 15) Tarm-92 x Biilbiil-89 ve en az kallus olusumu Tarm-92 x H.

spontaneum (% 4) melezlerinde izlenmistir (Sekil 4.1).

Karanlikta +4 °C’de 21 giin bekletme 6n uygulamasina gore % 15 kallus orani ile en
fazla kallus Tarm-92 x Biilbiil-89 melezinde elde edilebilmis, en az kallus orani ise %

2 ile Tarm-92 x H. spontaneum melezinde izlenmistir.

Tarm-92 ¢esidinde her iic muamele arasinda kiyaslama yapilirsa kallus olusum orani
% 5 - % 30 arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmustir.

Siirgiin olusum orani (%): Tarm-92 cesidi ve melezlerine ait yapilan Duncan testine
gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az siirgiin
olusumu (% 33,30) Tarm-92 x Zeynelaga ve Tarm-92 x Akar (% 14,28) izlenmistir
(Cizelge 4.3). Tarm-92 x Aydanhanim ve Tarm-92 x H. spontaneum melezlerinde ise

hig siirglin olusumu gozlenmemistir.

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore en fazla
stirgiin olusumu (% 75) Tarm-92 x H. spontaneum melezinde en az Tarm-92 x

Aydanhanim (% 41,40) melezinde izlenmistir.

Tarm-92 ¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21
giin bekletme On uygulamasina gore sirasiyla en fazla ve en az siirglin olusumu
(% 46,44) Tarm-92 x Biilbiil-89 ve Tarm-92 x Aydanhanim (% 16,60) izlenmistir.

Tarm-92 x H. spontaneum melezlerinde ise hig siirglin olusumu gézlenmemistir.
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Tarm-92 ¢esidinde her ii¢c Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa siirgiin olusum orani
% 25 - % 40 arasinda degiserek, en yliksek degere 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmuistir.

Koklenen Bitki Sayis1 (adet): Tarm-92 cesidi ve melezlerine ait Duncan testine gore
0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore kok olusumu Tarm-92 x Biilbiil, Tarm-
92 x Akar melezlerinde 1’er adet olarak izlenmistir (Cizelge 4.3). Tarm-92 x
Aydanhanim, Tarm-92 x Zeynelaga ve Tarm-92 x H. spontaneum melezlerinde ise hig

kok olusumu gézlenmemistir.

Tarm-92 c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n
uygulamasi sonucuna gore sirastyla en fazla ve en az kok olusumu (8 adet) Tarm-92 x

Biilbiil ve Tarm-92 x H. spontaneum (1 adet) melezlerinde izlenmistir.

Tarm-92 cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21
giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla ve en az kék olusumu (2 adet)
Tarm-92 x Biilbiil-89, Tarm-92 x Akar ve Tarm-92 xZeynelaga (1 adet) izlenmistir.
Tarm-92 x Aydanhanim ve Tarm-92 x H. spontaneum melezlerinde ise hi¢ kdk

olusumu gdézlenmemistir.

Tarm-92 cesidinde her tic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kok olusumu 1 ile 8
adet arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucunda

rastlanmistir.
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Sekil 4.1 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden 25 giin sonra a.
Tarm-92 ¢esidi, b. Tarm-92 x Biilbiil-89 c. Tarm-92 x Aydanhanim d. Tarm-
92 x Zeynelaga e. Tarm-92 x Akar f. Tarm-92 x H. spontaneum
genotiplerinde elde edilen kallus olusumlari
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Cizelge 4.3 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Tarm-92 ¢esidi ve melezlerinde haploid bitki olusum etkilerine ait Duncan testi sonuglari

Genotip Kallus olugum orani (%)** Siirgilin olusum oran1 (%)** | Koklenen bitki sayi1st
(adet)**
Mannitol Mannitol Mannitol
0,3M 0,7M +4°C 0,3M 0,7M +4 °C 0,3M 0,7M +4 °C
Tarm-92 5.00c 30.00a 20.00a | 40.00a | 33.33e | 25.00c | 2.00a 8.00a 1.00b
Tarm-92 x Biilbiil-89 3.00e 15.00b 15.00b | 33.11b | 66.40b | 46.44a | 1.00b 8.00a 2.00a
Tarm-92 x Aydanhanim 4.00d 12.00d 6.00d 0.00d 41.40d | 16.60d | 0.00c 4.00b 0.00c
Tarm-92 x Zeynelaga 6.00b 14.00c 8.00c 33.30b | 66.60b | 25.00 0.00c 4.00b 1.00b
Tarm-92 x Akar 7.00a 10.00e 8.00c 14.28¢ | 50.00c | 37.33b | 1.00a 4.00b 2.00a
Tarm-92 x H. spontaneum 0.00f 4.00f 2.00e 0.00d 75.00a | 0.00e 0.00c 1.00c 0.00c

** Aym1 siitundaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gére 0.01 diizeyinde dnemlidir.




4.2 Biilbiil-89 Cesidi ve Melezlerine ait Bazi Morfolojik Ozellikler

Biilbiil-89 ¢esidinin boyu 72,0 + 0,1 iken melezlerin boylar1 70,0+0,5-85,040,6 arasinda
degismistir (Cizelge 4.4). Biilbiil-89 c¢esidinin basak boyu 9,0+0,1 iken melezlerin
boylar1 6,5+0,1-8,0+0,8 arasinda degismistir. Biilbiil-89 ¢esidinin bayrak yaprak boyu
23,040,6 iken melezlerin boylart 18.0+0,4-23,5+0,9 arasinda degismistir. Biilbiil-89 x
Zeynelaga melezinin bayrak yaprak boyu (23,5+0,8), Biilbiil-89 (23,0+0,6) ¢esidine

gore daha uzundur.

Cizelge 4.4 Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerin bitki boyu (cm), basak boyu (cm) ve bayrak
yaprak boyu (cm) ile ilgili morfolojik 6zellikleri

Genotip Bitki  boyu | Basak  boyu | Bayrak  yaprak
(cm) (cm) boyu (cm)
Biilbiil-89 72,0+0,1 9,0+0,1 23.0+0,6
Biilbiil-89 x Tarm-92 84,0+0,1 6,5+0,1 22.0+0,7
Biilbiil-89 x Aydanhanim 83,0+0,4 6,5+0,7 20.0+0,8
Biilbiil-89 x Zeynelaga 70,0+0,6 7,0+0,3 23,5+0,8
Biilbiil-89 x Akar 70,0+0,5 7,5+0,7 18,0+£0,4
Biilbiil-89 x H. Spontaneum | 85,0+0,6 8,0+0,8 21,0+0,9

+ Standart hata

4.2.1 Biilbiil-89 cesidi ve melezlerinde anter Kiiltiirii teknigi ile double haploid bitki
eldesi

Biilbiil-89 c¢esidi ve melezlerine ait kallus olusum orani, siirgin olusum orani ve

koklenen bitki sayisi ile ilgili varyans analizi sonuglar ¢izelge 4.5°de verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve kdklenen bitki
sayis1 bakimindan genotipler, muameleler ve genotiplerxmuameleler arasinda 0,01

diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli farklilik goriilmustiir.
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Cizelge 4.5 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerinde
haploid bitki olusum etkilerine ait varyans analiz sonuglari

VK SD [Kallus olusum oraniSiirgiin olusum oraniKoklenen bitki
(%) (%) sayisi (adet)
KO F KO F KO |F
Genotipler 5 (103,10 #45,26** [1304,92 [20,42** 3,36 [9,09**
Muameleler 2 (146,00 64,09** [10520,37 [164,62** |7,72 [20,85**
Genotipler 10 18,40 8,07** 720,91 11,28** 3,72 |10,05**
Muameleler
Hata 36 2,27 63,90 0,37
Diizeltilmis toplam [53

**p<0.01

Kallus olusum orani(%): Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerine ait yapilan Duncan testine

gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az kallus

olusumu (% 2) Biilbiil-89 x Tarm-92 ve Biilbiil-89 x Zeynelaga (% 1) izlenmistir
(Cizelge 4.6). Biilbiil-89 x Aydanhanim, Biilbiil-89 x Akar ve Biilbil-89 x H.

spontaneum melezlerinde ise hig kallus olusumu gézlenmemistir.

Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n

uygulamasi sonucuna gore sirastyla en fazla kallus olusumu (% 8) Biilbiil-89 x Tarm-92

ve Biilbiil-89 x Akar melezlerinde gozlenirken; en az kallus olusumu Biilbiil-89 x H.

spontaneum(% 2) izlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden 1 ay sonunda a.
Biilbiil-89 b. Biilbiil-89 x Tarm-92 c. Biilbiil-89 x Aydanhanim d. Biilbiil-89
x Zeynelaga e. Biilbiil-89 x Akar f. Biilbiil-89 x H. spontaneum
genotiplerinde elde edilen kallus olusumlari

Biilbiil-89 c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21
giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla kallus olusumu (% 12) Biilbiil-89
x Tarm-92, Biilbiil-89 x Aydanhanim melezlerinde, en az kallus olusumu ise Biilbiil-89
x Akar (% 1) melezinde goriilmiistiir. Biilbiil-89 x H. spontaneum melezinde ise hig

kallus olusumu gozlenmemistir.

Biilbiil-89 cesidinde her {i¢ muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kallus olusum
oran1 % 4 - % 11 arasinda degiserek, en yiiksek deger 0,7 M mannitolde bekletme 6n

muamalesi sonucu elde edilmistir.
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Siirgiin olusum orani (%): Biilbiil-89 c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik
analizinde 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore hi¢ silirgiin elde

edilmemistir(Cizelge 4.6).

0,7 M Mannitol 6n uygulamasina gore en yiiksek deger (% 80) Biilbiil-89 x Zeynelaga
melezinde iken en az siirgiin olusum oranina Biilbiil-89 x Tarm-92 ve Biilbiil-89 x

Aydanhanim (% 25) melezlerinde rastlanmustir.

Biilbiil-89 cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21
giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla siirglin olusumu (% 50) Biilbiil-
89 x Zeynelaga ve en az siirgiin olusumu Biilbiil-89 x Tarm-92 (% 19,33) izlenmistir.
Biilbiil-89 x Aydanhanim, Biilbiil-89 x Akar ve Biilbiil-89 x H. spontaneum

melezlerinde ise hig¢ siirglin olusumu gézlenmemistir.

Biilbiil-89 cesidinde her lic muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa siirgiin olusum
orani % 0 - % 35,7 arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmistir.

Koklenen Bitki Sayis1 (adet): Biilbiil-89 cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik
analizinde 0,3 M Mannitol 6n uygulamas: sonucunda koklenmis bitki eldesi

gerceklesmemistir (Cizelge 4.6).

Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n
uygulamasi sonucuna gore sirastyla en fazla kok olusumu (4 adet) Biilbiil-89 x Tarm-92
ve en az kok olusumu Biilbiil-89 x Aydanhanim (1 adet) izlenmistir (Cizelge 4.5).
Biilbiil-89 x Akar ve Biilbiil-89 x H. Spontaneum melezlerinde ise hi¢ kok olusumu

goriilmemistir.

Biilbiil-89 c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21
giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla kok olusumu (3 adet) Biilbiil-89

x Akar ve en az kok olusumu Biilbiil-89 x Tarm-92 ve Biilbiil-89 x Zeynelaga (1 adet)
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izlenmistir. Biilbiil-89 x Aydanhanim ve Biilbiil-89 x H. spontaneum melezlerinde ise

hi¢ kok olusumu gézlenmemistir.
Biilbiil-89 ¢esidinde her ii¢c muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kok olusumu 0 ile

0,67 adet arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmistir.
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Cizelge 4.6 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerinde haploid bitki olusum etkilerine ait Duncan testi sonuglari

Genotip Kallus olusum orant (%)** Siirgiin olusum orani (%)** Koklenen bitki sayisi (adet)**
Mannitol Mannitol Mannitol
+4 °C +4 °C +4 °C
0,3M 0,7M 0,3M | 0,7M 0,3M 0,7M
Biilbiil-89 4.00a 11.00a | 10.00c 0.00 35.70c 20.00b 0.00 0.67c 0.33c
Biilbiil-89 x Tarm-92 2.00b 8.00b 12.00a 0.00 25.00e 19.33b 0.00 4.00a 1.00b
Biilbiil-89 x Aydanhanim 0.00d 4.00d 12.00a 0.00 25.00e 0.00c 0.00 1.00c 0.00
Biilbiil-89 x Zeynelaga 1.00c 5.00c 2.00d 0.00 80.00a 50.00a 0.00 2.00b 1.00b
Biilbiil-89 x Akar 0.00e 8.00b 1.00e 0.00 68.00b 0.00c 0.00 0.00d 3.00a
Biilbiil-89 x H. spontaneum 0.00e 2.00e 0.00f 0.00 50.00c 0.00c 0.00 0.00d 0.00c

** Ayni siitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik Duncan testine gore 0.01 diizeyinde dnemlidir



4.3 Aydanhanmim Cesidi ve Melezlerine ait Baz1 Morfolojik Ozellikler

Aydanhanim ¢esidinin bitki boyu 98,0+0,8 iken melezlerin boylar1 76,0+0,4-85,0+0,9
arasinda degismistir. 3 adet melezde bitki boylarinda Aydanhanim cesidine gore
kisalma gorilmiistiir (Cizelge 4.7). Aydanhanim c¢esidinin basak boyu 8,5+0,9 iken
melezlerin basak boylar1 6,5+0,5-9,2+0,5 arasinda degismistir. Aydanhanim x Tarm-92
melezinin bagak boyu, Aydanhanim g¢esidine gore daha uzun olmusken diger melezler
daha kisa kalmistir. Aydanhanim ¢esidinin bayrak yaprak boyu 22,0+0,7 iken
melezlerin bayrak yaprak boylar1 15,0£20,0+0,1 arasinda degismis olmakla birlikte en
uzun bayrak yaprak boyuna da Aydanhanim gesidi sahiptir.

Cizelge 4.7 Aydanhanim ¢esidi ve melezlerin Bitki boyu (cm), Basak boyu (cm) ve
Bayrak yaprak boyu (cm) ile ilgili morfolojik 6zellikleri

Genotip Bitki  boyu | Basak  boyu | Bayrak
(cm) (cm) yaprak boyu
(cm)

Aydanhanim 98,0+0,8 8,5+0,9 22,0+0,7
Aydanhanim x Tarm-92 80,0+0,5 9,2+0,5 19,0+0,7
Aydanhanim x Biilbiil-89 76,0+0,4 7,2+0,4 20,0+0,1
Aydanhanim X Zeynelaga 85,0+0,9 6,5+0,5 19,5+0,5
Aydanhanim x Akar 84,0+0,6 7,0+£0,8 15,0+0,6
Aydanhanim x H. spontaneum 80,0+0,5 7,2+0,6 15,5+0,7

+ Standart hata

4.3.1 Aydanhamim cesidi ve melezlerinde anter Kkiiltiirii teknigi ile double haploid
bitki eldesi

Aydanhanim c¢esidi ve melezlerine ait kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve

koklenen bitki sayisi ile ilgili varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.8’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore kallus olusum orani, siirglin olusum orani ve kdklenen bitki
sayis1 bakimimdan genotipler, muameleler ve genotiplerxmuameleler
arasinda 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli farklilik goriilmiistiir.
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Cizelge 4.8 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Aydanhanim c¢esidi ve melezlerinde

haploid bitki olusum etkilerine ait Varyans Analiz Sonuglar1

VK SD  [Kallus olusum orani1 (%)Siirgiin olusum oranifKdklenen bitki sayisi

(%) (adet)

KO F KO F KO F

Genotipler 5 96,267 52,509** (286,519 (13,454** 13,867 12,480**
Muameleler 2 130,667  [71,273** (712,463 [33,455** 28,667 25,800**
Genotipler x Muameleler (10  [29,867 16,291** 179,374 |8,423** 5,067 4,560**
Hata 36 1,833 21,296 1,111
Diizeltilmis Toplam 53

** <0.01

Kallus olusum orani(%): Aydanhanim c¢esidi ve melezlerine ait yapilan Duncan

testine gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az

kallus olusumu (%6) Aydanhanim x Akar ve Aydanhanim x Tarm-92 (% 1) izlenmistir

(Cizelge 4.9). Aydanhanim x H. spontaneum melezinde ise hi¢ kallus olusumu

gbzlenmemistir.

Aydanhanim c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n

uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla kallus olusumu (% 18) Aydanhanim x

Biilbiil-89 ve Aydanhanim x H. spontaneum (% 3) melezinde gézlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden 28 giin sonra (a)
Aydanhanim (b) Aydanhanim x Tarm-92 (c) Aydanhanim x Biilbiil-89 (d)
Aydanhanim X Zeynelaga () Aydanhanim X Akar (f) Aydanhanim x
H.spontaneum genotiplerinde elde edilen kallus olusumlari

Aydanhanim ¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de
21 giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla ve en az kallus olusumu
(% 12) Aydanhanim x Biilbiil-89 ve Aydanhanim x H. spontaneum (% 1) melezinde

gorilmiistiir.
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Aydanhanim ¢esidinde her iic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kallus olusum
orant % 2 - % 4 arasinda degiserek, en yiiksek degerler 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi

ve +4 °C’de karanlikta bekletme 6n muamalesi sonucu elde edilmistir.

Siirgiin olusum orani (%): Aydanhanim c¢esidi ve melezlerine ait yapilan Duncan
testine gére 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore (% 16,67) Aydanhanim x
Biilbiil-89 melezinden en fazla siirgiin elde edilirken, Aydanhanim x Akar (% 1,33)
melezinden en az siirgiin olusumu goériilmistiir (Cizelge 4.9). Aydan H. x spontaneum

melezinden ise hig siirgiin elde edilememistir.

0,7 M Mannitol 6n uygulamasina gore en yiiksek deger (%33) Aydan H. X spontaneum
melezinde iken en az siirgiin oranina Aydanhanim x Akar (%4) melezinde rastlanmigtir

(Sekil 4. 3).

Sekil 4.4 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden a. Aydanhanim b.
Aydanhanim x Tarm-92 c. Aydanhanim xBiilbiil-89 d. Aydanhanim x
Zeynelaga genotiplerinde elde edilen siirgiin goriintiileri
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Aydanhanim ¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de
21 giin bekletme 6n uygulamasima gore Aydanhanim x Tarm-92 ve Aydanhanim X
Biilbiil-89 (% 16,67) melezleri en yiiksek siirgiin oranina sahipken Aydanhanim x Akar
(%2) melezi en az siirgiin vermistir. Aydan H. x spontaneum melezinde ise hig siirgiin

olusumu goézlenmemistir.

Aydanhanim ¢esidinde her ii¢c Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa siirgiin olusum

orani ii¢ muamale i¢in de (% 16,67) ayn1 sonucu vermistir.

Koklenen Bitki Sayisi (adet): Aydanhanim ¢esidi ve melezlerine ait yapilan Duncan
testine gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucunda koklenmis bitki eldesi (% 1)
Aydanhanim x Biilbiil-89 ve Aydanhanim x Zeynelaga melezlerinde aymi sekilde
gerceklesmistir. Aydanhanim x Tarm-92, Aydanhanim x Akar ve Aydanhanim x H.

spontaneum melezlerinde ise kok eldesi gerceklesmemistir (Cizelge 4.9).

Aydanhanim c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n
uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az kok olusumu (8 adet) Aydanhanim

x Biilbiil-89 ve Aydanhanim x Akar ve Aydan H. x spontaneum (1 adet)’da izlenmistir.

Aydanhanim ¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de
21 giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla ve en az kok olusumu (2 adet)
Aydanhanim x Biilbiil-89 ve Aydanhanim x Tarm-92 (1 adet) izlenmistir. Aydanhanim
xZeynelaga, Aydanhanim x Akar ve Aydan H. x spontaneum melezlerinde ise hi¢ kok

olusumu gbézlenmemistir

Aydanhanim ¢esidinde her iic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kok olusumu 0
ile 2 adet arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmistir.
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Cizelge 4.9 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Aydanhanim ¢esidi ve melezlerinde haploid bitki olusum etkilerine ait Duncan
testi sonuglari

Kallus olusum orant (%) Siirgiin olusum orani (%) Koklenen bitki sayisi
Genotip (adet)

Mannitol Mannitol Mannitol

+4 °C +4 °C +4 °C

0,3M 0,7M 0,3M 0,7M 0,3M | 0,7M
Aydanhanim 2.00c 4.00e 4.00c 16.67a | 16.67c | 16.67a | 0.00b | 2.00b | 1.00b
Aydanhanim x Tarm-92 1.00d 6.00c 2.00d 0.00d 22.00b | 16.67a | 0.00b | 2.00b | 1.00b
Aydanhanim x Biilbiil-89 2.00c 18.00a | 12.00a | 16.67a | 22.00b | 16.67a | 1.00a |8.00a | 2.00a
Aydanhanim x Zeynelaga 3.00b 10.00b | 5.00b 7.67b 16.67c | 6.67b 1.00a |2.00b | 0.00c
Aydanhanim x Akar 6.00a 5.00d 2.00d 1.33c 4.00d 2.00c 0.00b | 1.00c | 0.00c
Aydanhanim x H. spontaneum 0.00e 3.00f 1.00e 0.00d 33.00a | 0.00d 0.00b | 1.00c | 0.00c

** Ayni stitundaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde dnemlidir



4.4 Zeynelaga Cesidi ve Melezlerine aAit Baz1 Morfolojik Ozellikler

Zeynelaga cesidinin boyu 85,0+0,5 iken melezlerin boylar1 70,0+0,4-77,0+0,5 arasinda
degismistir. Biitiin melezlerde Zeynelaga cesidine gore bitki boyu bakimindan kisalma
gorilmektedir (Cizelge 4.10). Zeynelaga c¢esidinin basak boyu 6,5+0,2 iken melezlerin
boylar1 6,5+0,7-7,5+0,8arasinda degismistir. Zeynelaga x Akar melezi, Zeynelaga
cesidiyle ayni1 boyda olup diger melezlerin basak boylar1 daha uzun olmustur. Zeynelaga
cesidinin bayrak yaprak boyu 16,0+0,7 iken melezlerin boylar1 16,0+0,2-22,0+0,6
arasinda degismistir. Zeynelaga x Tarm-92 melezi, Zeynelaga gesidi ile ayn1 bayrak
yaprak boyuna sahiptir. Zeynelaga x Aydanhanim melezi ise en uzun bayrak yaprak
boyuna sahiptir.

Cizelge 4.10 Zeynelaga cesidi ve melezlerin Bitki boyu (cm), Basak boyu (cm) ve
Bayrak yaprak boyu (cm) ile ilgili morfolojik 6zellikleri

Genotip Bitki boyu | Basak boyu | Bayrak
(cm) (cm) yaprak boyu
(cm)

Zeynelaga 85,0+0,5 6,5+0,2 16,0+0,7
Zeynelaga x Tarm-92 76,0+0,4 7,0+0,6 16,0+0,2
Zeynelaga x Biilbiil-89 75,0+0,8 7,2+0,9 17,0+0,9
Zeynelaga x Aydanhanim 77,0+0,5 7,5+0,8 22,0+0,6
Zeynelaga x Akar 74,0+0,8 6,5+0,7 18,0+0,8
Zeynelaga x H. spontaneum 70,0+0,4 7,0+0,5 21,0+0,9

+ Standart hata

4.4.1 Zeynelaga cesidi ve melezlerinde anter Kiiltiirii teknigi ile double haploid
bitki eldesi

Zeynelaga cesidi ve melezlerine ait kallus olusum orani, siirgiin olusum orami ve

koklenen bitki sayist ile ilgili varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.11°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore kallus olusum orani, siirglin olusum orani ve kdklenen bitki
sayis1 bakimindan genotipler, muameleler ve GenotiplerxMuameleler interaksiyonu

arasinda 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli farklilik goriilmiistiir.
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Cizelge 4.11 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Zeynelaga c¢esidi ve melezlerinde
haploid bitki olusum etkilerine ait Varyans Analiz Sonuglari

VK SD [Kallus olusum Stirgiin olusum Koklenen bitki
orant (%) orani (%) sayisi (adet)
KO F KO F KO F
) 48,700 [16,233** [3435,278 22,174** 11,100 [24,975*
Genotipler 5
*
190,500 [63,500** [1908,222 [12,317** [39,500 [88,875*
Muameleler 2

*

22,300 [7,433** |1231,133 |7,947** 8,300 [18,675*

Genotipler x Muameleler [10 N

Hata 36 (3,000 154,926 0,444
Diizeltilmis toplam 53
**n<0.01

Kallus olusum orani(%): Zeynelaga cesidi ve melezlerine ait yapilan Duncan testine
gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirastyla en fazla ve en az kallus
olusumu (% 3) Zeynelaga x Akar ve Zeynelaga x Tarm-92, Zeynelaga x Biilbiil-89,
Zeynelaga x Aydanhanim (% 2) izlenmistir (Cizelge 4.12). Zeynelaga x H. spontaneum

melezinde ise hig¢ kallus olusumu gézlenmemistir.

0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore Zeynelaga x Tarm-92 (% 15) melezinde
en yiiksek kallus orani elde edilirken Zeynelaga x H. spontaneum (% 2) en az kallus

olusumu gozlenmistir (Sekil 4.5).

Karanlikta +4 °C’de 21 giin bekletme 6n uygulamasina gore en fazla kallus olusumu
(% 15) Zeynelaga x Aydanhanim melezinde iken Zeynelaga x H. spontaneum (% 1)

melezinde en az kallus sayis elde edilmistir.
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Zeynelaga cesidinde her iic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kallus olusum
orant % 0 - % 8 arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,3 M mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmuistir.

Sekil 4.5 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden 24 giin sonra a.
Zeynelaga b. Zeynelaga x Tarm-92, c. Zeynelaga x Biilbiil-89, d. Zeynelaga
X Aydanhanim, e. Zeynelaga x Akar f. Zeynelaga x H. spontaneum
genotiplerinde elde edilen kallus olusumlari

Siirgiin olusum orami (%): Zeynelaga ¢esidi ve melezlerine ait yapilan Duncan testine
gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore % 50 oraniyla Zeynelaga x Tarm-92

ve Zeynelaga x Biilbiil-89 melezleri en yiiksek siirglin degerine sahiptir (Cizelge 4.12).
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En az siirgiin olusumu ise % 33 degeriyle Zeynelaga x Akar melezinde elde edilmistir.

Zeynelaga x H. spontaneum melezinde ise hig siirgiin elde edilememistir.

Zeynelaga cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n
uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az siirgiin olusumu (% 62) Zeynelaga
x Aydanhanim ve Zeynelaga x Akar (% 40) izlenmistir. Zeynelaga x H. spontaneum

melezinde ise siirglin olusumu gézlenmemistir.

Yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21 giin bekletme 6n uygulamasina gore
sirastyla en fazla siirgiin olusumu % 60 oraniyla Zeynelaga x Biilbiil-89 melezine ait
iken en az siirgiin olusumu % 15,34 oraniyla Zeynelaga x Aydanhanim melezinde
gozlenmistir. Zeynelaga x H. spontaneum melezinde ise hi¢ silirgiin olusumu

izlenmemistir.

Zeynelaga ¢esidinde her tic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa siirglin olusum
orant %0-%75 arasinda degiserek, en yiiksek degere karanlikta 0,3 M mannitol 6n

uygulamasi sonucunda rastlanmastir.

Koklenen Bitki Sayis1 (adet): Zeynelaga cesidi ve melezlerine ait yapilan Duncan
testine gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirastyla en fazla olusumu (1
adet) Zeynelaga x Biilbiil-89 ve Zeynelaga x Akar melezinde izlenmistir. Zeynelaga x
Tarm-92, Zeynelaga x Aydanhanim ve Zeynelaga x H. spontaneum melezlerinde ise hig

kok olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.12).

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en
fazla ve en az kok olusumu (8 adet) Zeynelaga x Biilbiil- 89 ve Zeynelaga x Akar (2
adet) izlenmistir.  Zeynelaga x H. spontaneum melezinde ise kok olusumu

gbzlenmemistir.

Karanlikta +4 °C’de 21 giin bekletme 6n uygulamasina gore Zeynelaga x Tarm-92,

Zeynelaga x Biilbiil-89, Zeynelaga x Aydanhanim, Zeynelaga x Akar melezlerinde 1’er
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adet koklenen bitki elde edilirken, Zeynelaga x H. spontaneum melezlerinde ise hi¢ kdk

olusumu goézlenmemistir.

Zeynelaga cesidinde her li¢ muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kok olusumu 0 ile
2 adet arasinda degismis, en yiiksek degere karanlikta 0,3 M mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmistir.
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Cizelge 4.12 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Zeynelaga ¢esidi ve melezlerinde haploid bitki olusum etkilerine ait Duncan testi

08

sonuglari

Kallus olusum oran1 (%)** Siirgiin olusum orani (%)** Koklenen bitki sayis1 (adet)**
Genotip Mannitol Mannitol Mannitol

0,3M 0,7M +4 °C 0,3M 0,7M +4 °C 0,3M 0,7M +4 °C
Zeynelaga 8.00a 6.00d 000f 75.00a 33.00e 0.00e 2.00a 1.00e 0.00b
Zeynelaga x Tarm-92 2.00c 15.00a | 6.00b 50.00b 60.00b 33.00c 0.00c 5.00b 1.00a
Zeynelaga x Biilbiil-89 2.00c 12.00b | 5.00c 50.00b 58.67¢ 60.00a 1.00b | 8.00a 1.00a
Zeynelaga x Aydanhanim 2.00c 8.00c 7.00a | 0.00d 62.00a 15.34d 0.00c 3.00c 1.00a
Zeynelaga x Akar 3.00b 5.00d 3.00d 33.00c 40.00d 33.00b 1.00b 2.00d 1.00a
Zeynelaga x H. spontaneum 0.00d 2.00e 1.00e 0.00d 0.00e 0.00e 0.00c 0.00f 0.00b

** Ayni stitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.5 Akar Cesidi ve Melezlerine ait Baz1 Morfolojik Ozellikler

Akar c¢esidinin boyu 93,0+0,4 iken melezlerin boylar1 75,0+0,5-90,0+0,1 arasinda
degismis olup melezler arasindaki en uzun boya sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.13). Akar c¢esidinin basak boyu 8,0+0,9 iken melezlerin boylar1 6,5+0,3-8,5+0,2
arasinda degismistir. Akar x Tarm-92 melezinde basak boyunun, Akar ¢esidi ve diger
melezlere oranla daha uzun oldugu goriilmiistiir. Akar ¢esidinin bayrak yaprak boyu
22,0+0,9 iken melezlerin boylar1 21,040,5-23,0+0,6 arasinda degismistir. Akar x Tarm-
92 ve Akar x Zeynelaga melezlerinde bayrak yaprak boylarinin, Akar ¢esidine gore

daha uzun oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.13 Akar cesidi ve melezlerin Bitki boyu (cm), Basak boyu (cm) ve Bayrak
yaprak boyu (cm) ile ilgili morfolojik 6zellikleri

Popiilasyon Bitki boyu (cm) | Basak boyu | Bayrak yaprak
(cm) boyu (cm)
Akar 93,0+0,4 8,0+0.,9 22,0409
Akar x Tarm-92 89,0+0,6 8,5£0,2 23,0+0,6
Akar x Biilbiil-89 87,0+0,3 8,2+0,4 21,0+0,5
Akar x Aydanhanim 90,0+0,1 8,0+0,7 22,5+0,8
Akar x Zeynelaga 88,0+0,7 6,5+0,3 23,0+0,6
Akar x H. Spontaneum 75,0+0,5 7,0+£0,8 21,0£0,8

+ Standart hata

45.1 Akar cesidi ve melezlerinde anter Kiiltiirii teknigi ile double haploid bitki
eldesi

Akar ¢esidi ve melezlerine ait kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve kdklenen

bitki sayisi ile ilgili varyans analizi sonuglar1 ¢izelge 4.14°de verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve kdklenen bitki
sayist bakimindan genotipler ve muameleler arasinda 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak
onemli farklilik goriilmistiir. Elde edilen sonuglara gore kallus olusum orani, siirgiin
olusum oran1 ve koklenen bitki sayisi bakimindan GenotiplerxMuameleler arasinda

0,01 diizeyinde istatistiksel olarak dnemli etkilesim goriilmiistiir.
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Cizelge 4.14 Farkli 6n muamele uygulamalarinin Akar ¢esidi ve melezlerinde haploid
bitki olusum etkilerine ait Varyans Analiz Sonuglari

VK SD  [Kallus olusum oraniSiirglin ~ olusum|Kdklenen bitki
(%) orani (%) sayisi (adet)
KO F KO F KO F
Genotipler S) 59,57 22,65** [1939,46 [20,14** 16,16 [24,25**
Muameleler 2 418,74 [159,23** [7958,16 [82,65** 113,16 [169,75**
Genotipler XlO 21,67 8,24** 867,96 [9,01** 9,16  [13,75**
Muameleler
Hata 36 2,63 96,27 0,66
Diizeltilmis toplam 53

**p<0.01

Kallus olusum orani(%): Akar cesidi ve melezlerine ait yapilan Duncan testine gore
0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en fazla ve en az kallus olusumu
Akar x Tarm-92 (% 3), Akar x Zeynelaga (%3) ve Akar x Aydanhanim (% 1)
izlenmistir (Cizelge 4.15). Akar x H. spontaneum melezinde ise hi¢ kallus olusumu

gbzlenmemistir.

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore Akar X
Aydanhanim melezinde % 18 oraniyla en yiiksek kallus orani elde edimis, Akar x H.

spontaneum melezinde ise % 3 oraniyla en az kallus olusumu gézlenmistir (Sekil 4.6).

Karanlikta +4 °C’de 21 giin bekletme 6n uygulamasina gore Akar X Aydanhanim
melezinde % 7 oraniyla en yiiksek kallus sayisi elde edilirken en az kallus olusumu

Akar x H. spontaneum (% 2) melezinde izlenmistir.
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Akar cesidinde her iic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kallus olusum orani
% 2-10 arasinda degiserek, en yiiksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucunda

rastlanmistir.

Sekil 4.6 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden 35 giin sonunda a.
Akar gesidi, b. Akar x Tarm-92, ¢. Akar x Biilbiil-89 d. Akar x Aydanhanim
e. Akar x Zeynelaga f. Akar x H. spontaneum genotiplerinde elde edilen
kallus olusumlari

Siirgiin olusum oram (%): Akar c¢esidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde
0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore Akar x Tarm-92 ve Akar x Zeynelaga
melezlerinde % 33,00 oraninda siirgiin elde edilmistir (Cizelge 4.15). Buna karsin Akar
x Biilbiil-89, Akar x Aydanhanim ve Akar x H. spontaneum melezlerinde ise hig¢ siirgiin

olusumu gbézlenmemistir.
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Akar cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol &n
uygulamasi sonucuna goére Akar X Aydanhanim melezinde %83 siirgiin elde edilirken,
Akar x Biilbiil-89 melezinde % 27 oraniyla en az siirgiin olusumu gézlenmistir. Siirgiin
olusumunda yesil bitki rejenerasyonu albino bitki rejenerasyonuna oranla daha

yiiksektir.

Karanlikta +4 °C’de 21 giin bekletme 6n uygulamasina gore sirasiyla en fazla ve en az
slirglin olusumu (% 28) Akar x Aydanhanim ve (% 20) Akar x Zeynelaga melezinde
izlenmistir. Akar x Biilbiil-89 ve Akar x H. spontaneum melezlerinde ise hi¢ siirgiin

olusumu goézlenmemistir.

Akar cesidinde her ic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa siirgiin olusum orani
%40-%60 arasinda degiserek, en yiliksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi

sonucunda rastlanmaistir.

Koklenen Bitki Sayis1 (adet): Akar cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik
analizinde 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna goére Akar x Tarm-92 melezinde 1
adet koklenen bitki elde edilmistir (Cizelge 4.15). Akar x Biilbiil-89, Akar x
Aydanhanim, Akar x Zeynelaga, Akar x H. spontaneum melezlerinde ise hi¢ kok

olusumu gbézlenmemistir.

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en
fazla ve en az kok olusumu (10 adet) Akar x Aydanhanim ve Akar x H. spontaneum (1

adet) izlenmistir.

Akar cesidi ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de 21 giin
bekletme On uygulamasina gore Akar x Tarm-92 ve Akar x Aydanhanim melezlerinde
I’er adet koklenen bitki elde edilmistir. Akar x Biilbiil-89, Akar x Akar ve Akar x

Zeynelaga ve Akar x H. spontaneum melezlerinde ise hi¢ kok olusumu gozlenmemistir.
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Akar cesidinde her ic Muameleler arasinda kiyaslama yapilirsa kok olusumu 1 ile 5
adet arasinda degiserek, en yiliksek degere 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucunda

rastlanmistir.
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Cizelge 4.15 Farkli 6n muamele uygulamalariin Akar ¢esidi ve melezlerinde haploid bitki olusum etkilerine ait Duncan testi sonuglari

Kallus olusum orani (%)

Siirglin olusum orani (%)

Koklenen bitki sayisi (adet)

Genotip Mannitol Mannitol Mannitol

+4 °C +4 °C +4 °C

0,3M 0,7M 0,3M 0,7M 0,3M 0,7M

Akar 2.00ab 10.00d 5.00b 50.00a 60.00b 40.00a 1.00a 5.00c 2.00a
Akar x Tarm-92 3.00a 12.00c 4.00bc 33.00b 66.00b 25.00c 1.00a 7.00b 1.00b
Akar x Biilbiil-89 2.00ab 8.00e 3.00c 0.00c 27.00c 0.00d 0.00b 3.00c 0.00c
Akar x Aydanhanim 1.00b 18.00a 7.00a 0.00c 83.00a 28.00b 0.00b 10.00a 1.00b
Akar x Zeynelaga 3.00a 16.00b 5.33b 33.00b 31.00c 20.00c 0.00b 3.00c 0.00c
Akar x H. spontaneum 0.00c 3.00f 2.00d 0.00c 66.00b 0.00d 0.00b 1.00d 0.00c

** Ayni stitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.6 H. spontaneum tiirii ve melezlerine ait baz1 morfolojik 6zellikler

H. spontaneum tiiriiniin boyu 76,0+0,6 iken melezlerin bitki boylar1 74,0+0,6-82,0+0,9
arasinda degismis oldugu gozlenmistir. H. spontaneum x Tarm-92 melezinin boyu diger
melezler arasinda en uzun olarak belirlenmistir (Cizelge 4.16). H. spontaneum tiiriiniin
basak boyu 7,4+0,7 iken melezlerin basak boylar1 6,5+0,5-7,5+0,6 arasinda degismistir.
H. spontaneum x Aydanhanim melezinde basak boyunun, H. spontaneum tiirii ve diger
melezlere oranla daha uzun oldugu gériilmiistiir. H. spontaneum tiiriiniin bayrak yaprak
boyu 22,0+0,9 iken melezlerin boylar1 16,0+0,6-24,0+0,3 arasinda degismistir. H.
spontaneum X Tarm-92 melezi en uzun bayrak yaprak boyuna sahip oldugu
gozlemlenmistir. H. spontaneum x Aydanhanim melezinde ise bayrak yaprak boyu en

kisa olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.16 H. spontaneum tiirii ve melezlerin bitki boyu (cm), basak boyu (cm) ve
bayrak yaprak boyu (cm) ile ilgili morfolojik 6zellikleri

Popiilasyon Bitki boyu (cm) | Basak  boyu | Bayrak  yaprak
(cm) boyu (cm)

H. spontaneum 76,0+0,6 7,4+0,7 22,0+0,9

H. spontaneum x Tarm-92 82,0+0,9 6,8+0,5 24,0+0,3

H. spontaneum x Biilbiil-89 80,0+0,5 7,2+0,4 20,0+0,2

H. spontaneum x Aydanhanim | 75,0+0,9 7,5+0,6 16,0+£0,6

H. spontaneum x Zeynelaga 74,0+0,6 7,0+0,6 19,0+0,5

H. spontaneum x Akar 76,0+0,2 6,5+0,5 19,0+0,5

+ Standart hata

4.6.1 H. spontaneum tiirii ve melezlerinde anter kiiltiirii teknigi ile double haploid
bitki eldesi

H. spontaneum tiirii ve melezlerine ait kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve

koklenen bitki sayisi ile ilgili varyans analizi sonuglar ¢izelge 4.17°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve kdklenen bitki
sayist bakimindan genotipler ve muameleler arasinda 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak

onemli farklilik goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore kallus olusum orani, siirgiin
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olusum orant ve koklenen bitki sayist bakimindan GenotiplerxMuameleler arasinda

0,01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli etkilesim goriilmiistiir.

Cizelge 4.17 Farkli On muamele uygulamalarinin H. spontaneum tiirii ve melezlerinde
haploid bitki olusum etkilerine ait varyans analiz sonuglari

VK SD  [Kallus olusum Stirglin olusum Koklenen bitki
orani (%) orani (%) sayis1 (adet)
KO F KO F KO F
Genotipler S) 6,56 14,77**14459,46  50,32** 0,40  [7,20**
Muameleler 2 30,16 67,87**2672,66 30,16** 3,50  63,00**
Genotipler x 10 3,36 7,57** 14109,46 46,37**0,90  [16,20**
Muameleler
Hata 36 0,44 88,61 0,05
Diizeltilmis toplam |53

**p<0.01

Kallus olusum orani(%): H. spontaneum yabani tiirii ve melezlerine ait yapilan
Duncan testine gére 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gére H. spontaneum x
Biilbiil-89 ve H. spontaneum x Aydanhanim melezlerinde % 1 oraninda kallus olusumu
goriilmiistiir (Cizelge 4.18). H. spontaneum x Tarm-92, H. spontaneum x Zeynelaga

ve H. spontaneum x Akar melezlerinde ise hi¢ kallus olusumu izlenmemistir.

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore sirasiyla en
fazla kallus olusumu (% 5) H. spontaneum x Tarm-92 melezinde az kallus olusumu H.

spontaneum x Zeynelaga (% 1) melezinde gézlenmistir (Sekil 4.7).

H. spontaneum tiirli ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de

21 giin bekletme 6n uygulamasma gore H. spontaneum x Biilbiil-89 melezinde % 2
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oraninda kallus elde edilmistir. H. spontaneum X Tarm-92, H. spontaneum x
Aydanhanim, H. spontaneum x Zeynelaga ve H. spontaneum x Akar melezlerinde ise

%1 oraninda kallus olusumu gozlenmistir.

H. spontaneum tiiriinde her ii¢ muamelelerde de hi¢ kallus olusumu goriilmemistir.

Sekil 4.7 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden 28 giin sonunda a.
H. spontaneum x Tarm- 92 b. H.spontaneum x Biilbiil-89 c. H.spontaneum x
Aydanhanim d. H.spontaneum x Zeynelaga e. H.spontaneum x Akar
genotiplerinde elde edilen kallus olusumlari
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Siirgiin olusum oram (%): H. spontaneum tiirii ve melezlerine ait yapilan Duncan
testine gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna goére H. spontaneum x
Aydanhanim melezinde % 100 siirgiin olusumu elde edilmistir (Cizelge 4.18). H.
spontaneum x Tarm-92, H. spontaneum x Biilbiil-89, H. spontaneum x Zeynelaga ve

H. spontaneum x Akar melezlerinde ise hig siirgiin olusumu gézlenmemistir.

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna goére H.
spontaneum x Akar melezinde % 75 oraninda siirgiin olusumu goézlenmistir. En az

stirgiin olusumu ise % 20 oraniyla H. spontaneum x Tarm-92 melezinde elde edilmistir.

H. spontaneum tiirii ve melezlerine ait yapilan istatistik analizinde karanlikta +4 °C’de
21 giin bekletme 6n uygulamasina gore H. spontaneum x Zeynelaga melezinde % 100
slirglin olusumu gozlenirken H. spontaneum x Biilbiil-89 melezinde % 50 siirgiin
olusumu elde edilmistir. H. spontaneum x Tarm-92, H. spontaneum x Aydanhanim ve

H. spontaneum x Akar melezlerinde ise hig siirgiin olusumu gézlenmemistir.

H. spontaneum tiiriinde her iic muameleler arasinda kiyaslama yapildiginda hig¢ siirgiin

elde edilemedigi goriilmiistiir.

Koklenen Bitki Sayis1 (adet): H. spontaneum tiirii ve melezlerine ait yapilan Duncan
testine gore 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore melez hatlarda hi¢ kallus

olusumu gozlenmemistir (Cizelge 4.18).

Yapilan istatistik analizinde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucuna gore H.
spontaneum x Akar melezinden 2 adet koklenmis bitki elde edilmistir, H. spontaneum
x Tarm-92, H. spontaneum x Aydanhanim ve H. spontaneum x Zeynelaga melezlerinde
ise 1’er adet bitki elde edilebilmistir. H. spontaneum x Biilbiil-89 melezinde koklenmis

bitki eldesi ger¢eklesmemistir.

Karanlikta +4 °C’de21 giin bekletme 6n uygulamasina gére H. spontaneum x Biilbiil-89

melezinden 1 adet bitki elde edilebilmis, diger melezlerden bitki elde edilememistir.
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H. spontaneum tiiriinde her ii¢ muamelelerde de koklenmis bitki eldesi

gerceklesmemistir.
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Cizelge 4.18 Farkli 6n muamele uygulamalarinin H. spontaneum tiirii ve melezlerinde olugum etkilerine ait Duncan testi sonuglari

Kallus olusum orani (%)** Siirgiin olusum orant (%)** Koklenmis  bitki  eldesi
i (adet)**

Genotip

Mannitol Mannitol Mannitol

0,3M 0,7M +4 °C 0,3M 0,7M +4 °C 0,3M 0,7M +4 °C
H. spontaneum 0.00b 0.00e 0.00c 0.00 0.00f 0.00c 0.00 0.00c 0.00b
H. spontaneum x Tarm-92 0.00b 5.00a 1.00b 0.00 20.00e | 0.00c 0.00 1.00b 0.00b
H. spontaneum x Biilbiil-89 1.00a 3.00c 2.00a 0.00 33.00d | 50.00b 0.00 0.00c 1.00a
H. spontaneum xAydanhanim 1.00a 4.00b 1.00b 100.0 50.00c | 0.00c 0.00 1.00b 0.00b
H. spontaneum x Zeynelaga 0.00b 1.00d 1.00b 0.00 66.00b | 100.00a | 0.00 1.00b 0.00b
H. spontaneum x Akar 0.00b 4.00b 1.00b 0.00 75.00a | 0.00c 0.00 2.00a 0.00b

** Ayni stitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde dnemlidir.




4.7 Tescilli Cesitler ve Melezlerde Anter Kiiltiirii Uygulamalar

Optimizasyon c¢alismasinda 0,3 M Mannitol 6n uygulamasi, 0,7 M Mannitol 6n
uygulamast ve +4 °C’de karanlikta basaklar1 bekletme denemeleri kurulmustur.
Sonuglar incelendiginde en etkili 6n uygulamanin 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi
oldugu goriilmistir. Bu sebeple kurulan diger denemelerde 0,7 M Mannitol 6n

uygulamasi ile calismalara devam edilmistir.

4.7.1 Tarm-92 cesidi ve melezlerine ait diploidlesme sonuclari

Tarm-92 ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait veriler ¢izelge
4.19’da verilmistir. Her popiilasyon i¢in double haploid bitkilerin olusumu asamasinda
250’ser adet anter kullanilmistir. Cizelgede goriildigii gibi kallus olusum orani, kallus
say1si, siirglin sayisi, koklenen bitki orani, kdklenen bitki sayisi, diploidlesme ve tohum
baglayan bitki oran1 ve tohum baglayan bitki sayis1 bakimindan en yiiksek degerler
Tarm-92 x Aydanhanim melezinde gozlenmistir. Siirglin olusum orani bakimindan en
yiiksek degerin Tarm-92 x Biilbiil-89 melezinde elde edildigi goriilmistiir (Sekil 4.8).
Biitiin parametrelere gore en diisiik degerler ise Tarm-92 x H. spontaneum melezinde

rastlanmigtir.
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Sekil 4.8 0,7 M Mannitol 6n muamelesinden sonra; Tarm-92 c¢esidi, Tarm-92 x
Biilbiil-89, Tarm-92 x Aydanhanim, Tarm-92 x Zeynelaga, Tarm-92 x Akar,
Tarm-92 x H. spontaneum genotiplerine ait double haploid bitkilerin sera
kosullarinda aligtirilmasi

Anter kiiltiiric galismalarindan elde edilen double haploid bitkilere ait tohumlar hasat
edildikten sonra kromozom analizi yapmak ilizere koklendirmeye tabi tutulmustur. Kok

ucu incelenen hiicrelerde katlanma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi 6n muamelesi sonucu elde edilen a. Tarm-92
gesidi b. Tarm-92 x Biilbiil-89 c¢. Tarm-92 x Aydanhanim d. Tarm-92 x
Zeynelaga e. Tarm-92 x Akar f. Tarm-92 x H. spontaneum genotiplerine ait
double haploid bitki kromozomlarin sematik goriintiisii (2n= 14 )
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Cizelge 4.19 Tarm-92 ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olugturma etkilerine ait sonuglari

Genotip Kallus Kallus Sirglin | Siirgiin | Koklenen | Koklenen | Diploidlesme ve | Diploidlesme ve
olusum | sayisi olusum | sayisi bitki orani | bitki tohum baglayan | tohum baglayan
orani (adet) orani (adet) (%) sayisi bitki orani (%) | bitki sayis1 (adet)
(%) (%) (adet)

Tarm-92 12,00c | 30.00d |33,30e | 10.00e | 80,00c 8.00e 87,50b 7.00f

Tarm-92 x Biilbiil-89 18,40b | 46.00c | 69,50a |32.00b |81,25¢c 26.00b 84,60c 22.00b

Tarm-92 x Aydanhanim 23,20a | 58.00a |65,50b |38.00a |94,70a 36.00a 97,22a 35.00a

Tarm-92 x Zeynelaga 9,20d 23.00e | 65,20b | 15.00d | 80,00c 12.00d 83,33c 10.00d

Tarm-92 x Akar 19,20b | 48.00b | 45,80c | 22.00c | 90,90b 20.00c 75,00d 15.00c

Tarm-92 x H. spontaneum 4,00e 10.00f 40,00d | 4.00f 50,00d 2.00f 50,00e 1.00g

** Ayni stitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.7.2 Biilbiil-89 c¢esidi ve melezlerine ait diploidlesme sonuclari

Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait veriler ¢izelge
4.20°de verilmistir. Her popiilasyon i¢in double haploid bitkilerin olusumu asamasinda
250’ser adet anter kullanilmistir. Cizelgede gorildiigii gibi kallus olusum orani, kallus
sayisi, slirglin olusum orani, siirgiin sayisi, koklenen bitki sayisi, diploidlesme ve tohum
baglayan bitki oran1 ve tohum baglayan bitki sayis1 bakimindan en yiiksek degerler
Biilbiil-89 x Tarm-92 melezinde gozlenmistir. Koklenen bitki oran1 bakimindan en
yiiksek degerin Biilbiil-89 x Aydanhanim melezinde elde edildigi goriilmiistiir. Kallus
olusum orani, kallus sayisi, siirgiin olusum orani, siirglin sayisi, koklenen bitki sayis1 ve
diploidlesme ve tohum baglayan bitki sayis1 bakimindan en diisiik degerler Biilbiil-89 x
H. spontaneum melezinde rastlanmistir. Diploidlesme ve tohum baglayan bitki orani
incelendiginde ise en diisiik deger Biilbiil-89 x Aydanhanim melezinde goriilmiistiir

(Sekil 4.10).

Sekil 4.10 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden a. Biilbiil-89 ¢esidi
b. Biilbiil-89 ¢esidi, Biilbiil-89 x Tarm-92, Biilbiil-89 x Aydanhanim,
Biilbiil-89 x Zeynelaga, Biilbiil-89 x Akar, Biilbiil-89 x H. spontaneum
genotiplerinde double haploid bitkilerin sera kosullarina aligtiriimasi
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Anter kiiltiirii calismalarindan elde edilen double haploid bitkilere ait tohumlar hasat
edildikten sonra kromozom analizi yapmak {izere koklendirmeye tabi tutulmustur. Kok

ucu incelenen hiicrelerde katlanma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 0,7 M Mannitol 6n muamelesi sonucu elde edilen a. Biilbiil-89 ¢esidi b.
Biilbiil-89 x Tarm-92 c. Biilbiil-89 x Akar d. Biilbiil-89 x Zeynelaga e.
Biilbiil-89 x Aydanhanim f. Biilbiil-89 x H. spontaneum genotilerine ait
double haploid bitki kromozomlarinin sematik goriintiisii (2n= 14 )
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Cizelge 4.20 Biilbiil-89 ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait sonuglar

Genotip Kallus Kallus Siirgiin Siirgiin Koklenen | Koklenen | Diploidles | Diploidles
olusum sayis1 olusum Sayisi bitki orani | bitki sayisi | me ve | me ve
orani (%) | (adet) orani (%) | (adet) (%) (adet) Tohum Tohum

baglayan baglayan
bitki orani | bitki sayis1
(%) (adet)

Biilbiil-89 12,00b 18.00e 55,50d 10.00e 80,00c 8.00e 75,00c 6.00d

Biilbiil-89 x Tarm-92 18,40a 46.00a 78,20ba 36.00a 88,80b 32.00a 93,75a 30.00a

Biilbiil-89 x Akar 13,20c 33.00b 75,75¢C 25.00b 88,00b 22.00b 45,45d 10.00b

Biilbiil-89 x Zeynelaga 11,20b 28.00c 57,10d 16.00d 75,00d 12.00d 83,33b 10.00b

Biilbiil-89 x Aydanhanim 10,40c 26.00d 76,90a 20.00c 90,00a 18.00c 44,44e 8.00c

Biilbiil-89 x H. spontaneum | 3,20d 8.00f 37,5¢ 3.00f 66,66e 2.00f 50,00d 1.00e

**Ayni stitundaki kiiciik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.7.3 Aydanhamim cesidi ve melezlerine ait diploidlesme sonuclari

Aydanhanim ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait veriler
cizelge 4.21°de verilmistir. Her popiilasyon i¢in double haploid bitkilerin olusumu
asamasinda 250’ser adet anter kullanilmistir. Cizelgede goriildiigli gibi kallus olusum
orani, kallus sayisi, siirglin olusum orani, diploidlesme ve tohum baglayan bitki orani
bakimindan en yiiksek degerler Aydanhanim x Tarm-92 melezinde go6zlenmistir.
Aydanhanim X Biilbiil-89 melezine ait parametreler incelendiginde en yiiksek veriler
siirglin sayisi, koklenen bitki orani, koklenen bitki sayisi, diploidlesme ve tohum

baglayan bitki sayisinda rastlanmistir (Sekil 4.12).

Kallus olusum orani, kallus sayisi, siirgiin sayisi, koklenen bitki sayist ve diploidlesme
ve tohum baglayan bitki sayis1 bakimindan en diisiik degerler Aydanhanim x H.

spontaneum melezinde rastlanmistir.

Siirglin olusum orani bakimindan en diisiik deger % 46,60 orani ile Aydanhanim
¢esidinde izlenmistir. Aydanhanim x Zeynelaga melezinde; koklenen bitki orani ve
diploidlesme ve tohum baglayan bitki orani agisindan en diisiik degerlere sahip oldugu

goriilmiistiir.

Sekil 4.12 0,7 M Mannitol 6n muamelesinden sonra; Aydanhanim ¢esidi, Aydanhanim
x  Tarm-92, Aydanhanim x Biilbiil-89, Aydanhanim X Zeynelaga,
Aydanhanim x Akar, Aydanhanim x H.spontaneum genotiplerine ait double
haploid bitkilerin sera kosullarinda aligtirilmasi
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Anter kiiltiirii calismalarindan elde edilen double haploid bitkilere ait tohumlar hasat

edildikten sonra kromozom analizi yapmak {izere koklendirmeye tabi tutulmustur. Kok

ucu incelenen hiicrelerde katlanma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13)

Sekil 4.13 0,7 M Mannitol 6n muamelesi sonucu elde edilen a. Aydanhanim b.
Aydanhanim x Tarm-92 c¢. Aydanhanim x Biilbiil-89 d. Aydanhanim x

Zeynelaga e. Aydanhanim x Akar f. Aydanhanim x H. spontaneum
genotiplerine ait double haploid bitki kromozomlarin sematik goriintiisii

(2n=14)
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Cizelge 4.21 Aydanhanim ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturmalarina ait veriler

Genotip Kallus Kallus Siirgiin Siirgiin Koklenen Koklenen Diploidlesm | Diploidlesm
olusum sayisi (adet) | olusum Sayisi (adet) | bitki orani | bitki sayisi | € ve Tohum | e ve Tohum
orant (%) orant (%) (%) (adet) baglayan baglayan

bitki orant | bitki sayisi
(%) (adet)

Aydanhanim 12,00c 30,00c 46,60e 14,00c 85,71b 12,00c 83,33b 10,00c

Aydanhanim x Tarm-92 19,20a 48,00a 62,50b 30,00b 86,66b 26,00b 92,30a 24,00b

Aydanhanim x Biilbiil-89 16,00b 40,00b 80,00a 32,00a 93,75a 30,00a 83,33b 25,00a

Aydanhanim x Zeynelaga 7,20e 18,00e 55,50c 10,00d 40,00e 4,00e 50,00d 2,00e

Aydanhanim x Akar 11,20d 28,00d 50,00d 14,00c 71,42¢ 10,00d 80,00c 8,00d

Aydanhamim x H. spontaneum 3,20f 8,00f 50,00d 4,00e 50,00d 2,00f 50,00d 1,00f

** Ayni stitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gére 0.01 diizeyinde dnemlidir.




4.7.4 Zeynelaga cesidi ve melezlerine ait diploidlesme sonuclari

Zeynelaga cesidi ve melezlerinin katlanmig bitki olusturma etkilerine ait veriler ¢izelge
4.22°de verilmistir. Her popiilasyon i¢in double haploid bitkilerin olusumu asamasinda
250’ser adet anter kullanilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi kallus olusum orani, kallus
sayist ve koklenen bitki sayist bakimindan en yiiksek degerler Zeynelaga x Tarm-92

melezinde gozlenmistir.

En yiliksek koklenen bitki oranmnin (%100) Zeynelaga cesidi ve Zeynelaga x H.
spontaneum melezinden elde edildigi goriilmiistiir. Diploidlesme ve Tohum baglayan

bitki orani ise en yiiksek Zeynelaga x H. spontaneum melezinde izlenmistir (Sekil 4.14).

Kallus olusum orani, kallus sayisi, siirgiin olusum orani, siirgiin sayisi, koklenen bitki

sayisi, diploidlesme ve tohum baglayan bitki sayis1 bakimindan en disiik veriler

Zeynelagax H. spontaneum melezinden elde edilmistir.

Sekil 4.14 0,7 M Mannitol 6n muamelesinden sonra; Zeynelaga ¢esidi,, Zeynelaga x
Tarm-92, Zeynelaga x Biilbiil-89, Zeynelaga x Aydanhanim,
Zeynelaga x Akar, Zeynelaga x H. spontaneum genotiplerine ait double
haploid bitkilerin sera kosullarinda aligtirilmasi
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Anter kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen double haploid bitkilere ait tohumlar hasat
edildikten sonra kromozom analizi yapmak iizere koklendirmeye tabi tutulmustur. Kok

ucu incelenen hiicrelerde katlanma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15)

Sekil 4.15 0,7 M Mannitol 6n muamelesi sonucu elde edilen a. Zeynelaga ¢esidi b.
Zeynelaga x Tarm-92 c. Zeynelaga x Biilbiil-89 d. Zeynelaga X
Aydanhanim e. Zeynelaga x Akar f. Zeynelaga x H. spontaneum

genotiplerine ait double haploid bitki kromozomlarinin sematik goriintiisii
(2n=14)
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Cizelge 4.22 Zeynelaga cesidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait sonuglari

Genotip Kallus Kallus Siirglin Siirglin Koklenen | Koklenen | Diploidles | Diploidles
olusum sayisl olusum sayi1sl bitki oran1 | bitki me ve me ve
orani (%) | (adet) orani (%) | (adet) (%) sayisl tohum tohum

(adet) baglayan | baglayan
bitki oran1 | bitki
(%) sayist
(adet)

Zeynelaga 11,20c 28.00c 42,85¢ 12.00d 100,00a 12.00b 83,33b 10.00b

Zeynelaga x Tarm-92 18,80a 47.00a 63,80b 30.00a 83,33b 25.00a 80,00c 20.00a

Zeynelaga x Biilbiil-89 10,00d 25.00d 64,00b 16.00b 75,00d 12.00b 83,00b 10.00b

Zeynelaga x Aydanhanim 15,20b 38.00b 39,40d 15.00c 80,00c 12.00b 83,00b 10.00b

Zeynelaga x Akar 4,80e 12.00e 83,30a 10.00e 60,00e 6.00c 83,00b 5.00c

Zeynelaga x H. spontaneum | 2,40f 6.00f 16,60e 1.00f 100,00a 1.00d 100,00a 1.00d

** Ayn1 stitundaki kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.7.5 Akar cesidi ve melezlerine ait diploidlesme sonuclar:

Akar c¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait veriler c¢izelge
4.23°de verilmistir. Her popiilasyon i¢in double haploid bitkilerin olusumu asamasinda
250°ser adet anter kullamilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi Akar c¢esidinde; kallus
olusum orani, kallus sayisi, koklenen bitki sayisi, diploidlesme ve tohum baglayan bitki
orani, diploidlesme ve tohum baglayan bitki sayisi bakimindan en yiiksek degerlere
rastlanmigtir. Siirgiin sayist (12 adet) Akar c¢esidi, Akar x Tarm-92 ve Akar X
Aydanhanim melezlerinde diger melezlere oranla daha yiiksek bir deger gdstermistir.
Koklenen bitki oran1 bakimindan en yiiksek deger Akar x Tarm-92 melezinde (% 83,33)
gorilmiistiir (Sekil 4.16).

Akar x Aydanhanim melezinde siirgiin olusum orani1 Akar ¢esidi ve diger melezlere

gore daha yiiksek orana sahip olmustur.

Akar x H. spontaneum melezinde ise kallus olusum orani, kallus sayisi, siirgiin olusum
orani, slirglin sayisi, koklenen bitki orani, kdklenen bitki sayisi, diploidlesme ve tohum
baglayan bitki sayisi, Diploidlesme ve Tohum baglayan bitki sayist bakimindan en

diisiik degerler bulundugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.16 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi tutulan anterlerden; Akar ¢esidi, Akar
x Tarm-92, Akar x Biilbiil-89, Akar x Aydanhanim, Akar x Zeynelaga,
Akar x H. spontaneum genotiplerinde double haploid bitkilerin sera
kosullaria aligtirilmasi

Anter kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen double haploid bitkilere ait tohumlar hasat
edildikten sonra kromozom analizi yapmak {izere koklendirmeye tabi tutulmustur. Kok

ucu incelenen hiicrelerde katlanma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17)
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Sekil 4.17 0,7 M Mannitol 6n muamelesi sonucu elde edilen a. Akar ¢esidi b. Akar x
Tarm-92 c. Akar x Biilbiil-89 d. Akar x Aydanhanim e,f. Akar x Zeynelaga
genotiplerine ait double haploid bitki kromozomlarin sematik goriintiisii
(2n=14)
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Cizelge 4.23 Akar ¢esidi ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait sonuglari

Kallus | Kallus Siirgin | Stirgiin | Koklenen Koklenen Diploidlesme | Diploidlesme
olusum | sayisi olusum | Sayisi bitki orani | bitki sayis1 | ve  Tohum | ve Tohum
Genotip orant (adet) orant (adet) (%) (adet) baglayan baglayan bitki
(%) (%) bitki  orani | sayisi (adet)
(%)

Akar 10.00a | 25.00a 48,80e | 12.00a 100.00a 12.00a 83,33a 10.00a

Akar x Tarm-92 7.60b 12.00d 63,10b | 12.00a 83,33b 10.00b 80,00b 8.00b

Akar x Biilbiil-89 7.20b 18.00b 55,50d | 10.00b 75,00d 8.00b 62,50c 5.00c

Akar x Aydanhanim 7.20b 18.00b 66,66a | 12.00a 80,00c 8.00b 62,50c 5.00d

Akar x Zeynelaga 5.60c 14.00c 57,10cc | 8.00c 60,00e 5.00c 60,00d 3.00d

Akar x H. spontaneum | 2.00d 5.00e 0.00f 0.00d 0.00f 0.00d 0.00e 0.00e

**Ayni stitundaki kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.7.6 H. spontaneum tiirii ve melezlerine ait diploidlesme sonuc¢lar:

H. spontaneum tiirii ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait veriler
cizelge 4.24’de verilmistir. Her popiilasyon i¢in double haploid bitkilerin olusumu
asamasinda 250°ser adet anter kullanilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi H. spontaneum
tiiriinde; kallus olusum orani, kallus sayisi, koklenen bitki sayisi, diploidlesme ve tohum
baglayan bitki bitki sayis1 bakimindan en yiiksek degerlere rastlanmigtir. Siirglin sayist
(12 adet) H. spontaneum tiirii ve H. spontaneum x Tarm 92 melezinde diger melezlere
oranla daha yiiksek bir deger gostermistir. H. spontaneum x Tarm 92 melezi %66,66
orani ile en yiiksek koklenen bitki oranina sahip olmustur. H. spontaneum x Biilbiil-89
melezi diploidlesme ve tohum baglayan bitki orani bakimindan en yiiksek degere
(%100) rastlanmistir. Siirglin olusum orani incelendiginde en yiiksek degerin H.
spontaneum x Aydanhanim melezinden elde edildigi gozlenmistir. H. spontaneum x
Aydanhanim melezinde diploidlesme ve tohum baglayan bitki oran1 ve diploidlesme ve
tohum baglayan bitki sayis1 bakimindan hi¢bir sonug¢ alinamamaistir. Yine ayni sekilde
H. spontaneum x Zeynelaga melezinde koklenen bitki orani, koklenen bitki sayisi,
diploidlesme ve tohum baglayan bitki oran1 ve diploidlesme ve tohum baglayan bitki
sayist bakimindan hicbir sonu¢ almamamistir. H. spontaneum x Akar melezinde ise

hicbir parametreye gore sonug alinamanistir.

Anter kiiltiirii calismalarindan elde edilen double haploid bitkilere ait tohumlar hasat
edildikten sonra kromozom analizi yapmak iizere koklendirmeye tabi tutulmustur. Kok

ucu incelenen hiicrelerde katlanma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18 0,7 M Mannitol 6n muamelesi sonucu elde edilen a. H.spontaneum tiirii b.
H.spontaneum x Tarm-92 c. H.spontaneum x Biilbiil-89 genotiplerine ait
double haploid bitki kromozomlarin sematik  goriintiisii  (2n=14)
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Cizelge 4.24 H. spontaneum tiirii ve melezlerinin katlanmis bitki olusturma etkilerine ait sonuglari

Genotip Kallus | Kallus | Siirgiin | Siirgiin | Koklenen | Kdklenen | Diploidlesme | Diploidlesme
olusum | sayis1 olusum | Sayis1 | bitki orani | bitki sayis1 | ve ~ Tohum [ ve  Tohum
orant (adet) orani (adet) (%) (adet) baglayan baglayan
(%) (%) bitki  orami | bitki  sayis1

(%) (adet)

H. spontaneum 3,20a 8.00a 37,50c | 3.00a 100.00a 3.00a 66,66b 2.00a

H. spontaneum x Tarm 92 2,80b 7.00b 42,80b | 3.00a 66,66b 2.00b 50,00c 1.00b

H. spontaneum x Biilbiil-89 2,40b 6.00c 33,30d | 2.00b 50,00c 1.00c 100,00a 1.00b

H. spontaneum x Aydanhanim 1,60bc | 4.00e 50,00a | 2.00b 50,00c 1.00c 0.00d 0.00c

H. spontaneum x Zeynelaga 2,00b 5.00d 20,00e | 1.00c 0.00d 0.00d 0.00d 0.00c

H. spontaneum x Akar 0.00d 0.00f 0.00f 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00c

** Ayn1 stitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




4.8 Yapilan Sitolojik Calismalar

4.8.1 Bitkilerde Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

Calismada 5 kiltir ¢esidi, 1 yabani tiir ve bunlardan elde edilen melez
kombinasyonlarinda ploidi diizeylerini belirlemek amaciyla Ploidy analyser cihazi
kullanilmistir. Cikan sonucglar kromozom sayimlari ile Ortligmiistiir. Spontan katlanma
gerceklestigi ispatlanmigtir. Anter kiiltiiri calismalart sonucunda elde edilen bitkilerden
¢ok az sayida haploid bitki olusumu gerceklesmistir (Sekil 4.19). Arpa bitkisinde
spontan katlanma oran1 (% 87) ¢ok yliksek oldugundan dolay1 bu ¢alismada da spontan
katlanma gergeklesmistir (Sekil 4.20).

AN
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DNA

Sekil 4.19 Haploid kromozom sayisina sahip bitkiden elde edilen ploidi goriintiisii
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Sekil 4.20 Double haploid bitkilerden elde edilen ploidi goriintiisii
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5. TARTISMA

Genis yayilis alan1 ve kullanima sahip olmasina ragmen, arpa bitkisinin, farkli biyotik
ve abiyotik stres faktorleri verimini dasiirmektedir (Um vd. 2007, Bankina ve Gaile
2009).

Bu olumsuzluklarin engellenebilmesi i¢in tane kalitesi yliksek, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik bakimindan istiinliik gosteren arpa cesitlerinin 1slah edilmesi ¢ok onem

kazanmaktadir (Anonim 2017).

Klasik 1slah yolu ile bir arpa cesidinin 1slah edilmesi hem c¢ok uzun zaman

gerektirmekte hem de yogun bir emek istemektedir (Poehlman 1987).

Bu kapsamda klasik 1slah ile koordineli olarak yapilabilecek biyoteknolojik
yontemlerden; ozellikle anter kiiltiirii teknigi ile double haploid bitki eldesi ile %100
saf, homozigot hatlara ulasilabilmesi yeni bir ¢esit 1slah edilebilmesinde 6nemli kazang

saglamaktadir (Ellialtioglu 2001).

Optimizasyon: Bu tez kapsaminda 5 tescilli arpa ¢esidi ve 1 yabani tiir arasinda
resiprokal melezleme yapilmistir. Elde edilen melezlerden anter kiiltiirii calismalari i¢in
oncelikle tetrad olusum asamasini belirlemek {izere her basagin iist, orta ve son
kisimlarindan anterler kiiltiire alinmistir (Szarejko ve Kasha 1991). Ancak, orta
kisimlarinda bulunan basakg¢iklara ait ¢igeklerden alinan anterler, haploid bitki {iretimi

i¢in en uygun oldugu goriilmiistiir (Huang ve Sunderland 1982, Powell 1988).

Daha sonra, optimizasyon amaciyla elde edilen ana gesitler ve melez tohumlarina ait
anterler, 3 farkli 6n muameleye [0,3 M Mannitol (Kasha vd. 2003); 0,7 M Mannitol
(Cistue vd. 2003); ve +4 °C’de, 21 giin karanlik (Szarejko ve Kasha 1991]; tabi
tutulmustur. Al- Ashkar (2013), yaptigi bir ¢alismada 5 farkli ekmeklik bugday
cesidinde 4 farkli besiyeri kullanmis ve genotipler arasinda 6nemli genetik varyasyonlar

belirlemistir.
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Bu ¢alismada cesitler ve bunlardan elde edilen melezlerde bitki boyu, basak boyu ve
bayrak yaprak boyu gozlemleri alinmistir. Elde edilen bulgulara gére Tarm-92, Biilbiil-
89, Aydanhanim, Zeynelaga ve Akar cesitlerinde bitki boyunun, melezlere gére daha
uzun oldugu belirlenmistir. H. spontaneum tiirtinde ise H. spontaneum X Tarm-92

melezinin en uzun bitki boyuna sahip oldugu saptanmistir.

Basak boylar incelendiginde; en uzun basak boyu Tarm-92, Tarm-92 x Zeynelaga,
Biilbiil-89 ¢esidi, Aydanhanim x Tarm-92, Zeynelaga x Aydanhanim, Akar x Tarm-92,

H. Spontaneum tiirliniin en uzun basak boyuna sahip oldugu gézlenmistir.

Bayrak yaprak boylart bakimindan Tarm-92, Biilbiil-89 x Zeynelaga, Aydanhanim,
Zeynelaga x Aydanhanim, Akar x Tarm-92, Akar X Zeynelaga, H. spontaneum x Tarm-

92 melezlerinin daha uzun basak boyuna sahip oldugu belirlenmistir.

Farkli 6n muamele uygulamalarinin haploid bitki olusumunda cesitler ve melezler
tizerindeki etkilerine ait analizler yapilmistir. Bu analiz sonuglarina gore; biitiin ¢esitler,
H. spontaneum tiirli ve bunlara ait melezlerde; genotipler x muameleler arasinda 0,01
diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli etkilesimler goriilmiistiir. Benzer sekilde, Snape ve
Simpson (1981) Hordeum bulbosum’un double haploid bitki olusumunda genotipler x

muameleler arasinda etkilesimler gérmiislerdir.

Siirgiin olusum oran1 ve koklenen bitki sayis1 bakimindan yapilan Duncan analizine
gore ortalamalar arasindaki farkin biitiin ¢esitler, H. spontaneum tiirii ve melezlerinde

0.01 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir.

Kallus olusum oranit bakimindan en yiiksek deger; Tarm-92 ¢esidinde (%30) 0,7 M
Mannitol 6n uygulamasi sonucunda elde edilmistir. Bunu sirasiyla Aydanhanim (%18),
Akar x Aydanhanim (%18), Zeynelaga x Tarm-92 (%]15), Biilbiil-89 (%14) ve
H.spontaneum x Tarm-92 (%5) izlemistir. Kallus olusturmayan genotipler harig,
optimizasyon ¢alismasinda kallus olusum orani biitiin 6n uygulamalar i¢cinde %1 ile %

30 arasinda degismistir. Al-Ashkar (2013), test ettigi bugday genotipleri arasinda

115



onemli genetik varyasyonlar gozlenmesi ile kallus oranlart % 4,67 ile 9,42 arasinda

degismistir.

Cetin Ozkan ve Khawar (2015) yaptiklari bir calismada Tarm-92 ve Aydanhanim
cesitlerinin ve bunlardan elde edilen melezlerin anter kiiltiirline tepkilerini
incelemisglerdir. Bu ¢alismaya gore kiiltiir ¢esitlerinde % 20’lik bir basar1 saglanirken

melezlerde bu basar1 % 90’a kadar ¢ikmistir.

Siirglin  olusum oranlar1 incelendiginde en yiiksek degerin 0,7 M Mannitol 6n
uygulamasi1 sonucuna gore %83 orani ile Akar X Aydanhanim melezinden elde edildigi
bitkilerde sayisal olarak bitki rejenerasyonun arttigi ve albino bitki olusumunun azaldigi
goriilmustiir. Benzer sekilde, Cistue vd. (1994)’nin yaptiklart bir ¢alismada da arpa
bitkisinde 8 g/l agar ile katilastirilan ortamda 0,7 M Mannitol 6n uygulamasina tabi
tuttuklar anterlerde boliinen mikrospor sayisinin ve bitki rejenerasyonun artisini, albino

bitki olusumunun ise azalmasini gormiiglerdir.

En fazla koklenen bitki sayisi (adet) Akar x Aydanhanim melezinde (10); 0,7 M
Mannitol 6n uygulamasi sonucu elde edilmistir. Tarm-92 ¢esidi, Tarm-92 x Biilbiil-89,
Aydanhanim x Biilbiil-89, Zeynelaga x Biilbiil-89 melezlerinde ise 0,7 M Mannitol 6n
uygulamasina gore 8 adet koklenmis bitki eldesinin gerceklestigi saptanmistir. Daha
once yapilmis arpada double haploid ¢alismalarinda da Mannitol uygulamasimin bitki

kok olusumlarinda olumsuz etkileri goriilmemistir (Cistue vd. 2003).

Bu sonuglara gore; en fazla kallus olusum orani, siirgiin olusum orani ve koklenen bitki
sayist 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi sonucu elde edildigi belirlenmistir. Bunu sirasiyla
0,3 M Mannitol 6n uygulamasi ve +4 °C’de, 21 giin karanlikta bekletme 6n uygulamasi
izlemistir. Cistué vd. (1999) model olarak kulanilan arpanin Igri c¢esidi ve anter
kiiltiirtine tepkisi az olan gesitlerde, 6n uygulamalar ve besiyerinin igeriginin double
haploid bitki iiretimi iizerine etkilerini aragtirmiglardir. Bu calismaya gore; Mannitol 6n
uygulamasinin bazi diisiik tepki veren cesitler i¢in soguk 6n uygulamasindan daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Kruczkowska vd. (2002), biri androgenetik potansiyeli
yiiksek Igri ¢esidi olmak {izere 3 arpa cesidinde 21 giin; 4 °C’de bekletme sonucunda,
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embriyoid/kallus olusum oranini artirmistir, 0,3 M mannitol 6n uygulamasi ise, double

haploid bitki rejenerasyon i¢in olumlu etki etmistir.

Deneme baslangici:  Yapilan optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda bir sonraki
caligmalarda 0,7 M Mannitol 6n uygulamasi ile tim denemelere devam edilmistir.
Tim genotipler (Ana ve baba bitkiler ile melezleri) karsilastirildiginda; kallus olusum
orani en yiiksek Tarm-92 x Aydanhanim (% 23,20) melezinde gbzlenmistir. Sirasiyla
Aydanhanim x Tarm-92 (% 19,20), Zeynelaga x Tarm-92 (% 18,80) ve Biilbiil-89 x
Tarm-92 (% 18,40) melezlerinde de yiiksek oranda kallus olusumu kaydedilmistir.
Kallus sayis1 bakimindan da en yiiksek deger Tarm-92 x Aydanhanim melezinde (58

adet) gozlenmistir.

Siirgiin olugsum oranlar1 incelendiginde en yiiksek oranin Zeynelaga x Akar (% 83,30)
melezinden elde edildigi belirlenmistir. En fazla (36 adet) siirgiin Biilbiil-89 x Tarm-92

melezi ile elde edilmistir.

Koklenen bitki orani incelendiginde en fazla kok olusumu Zeynelaga cesidi ve
Zeynelaga x H.spontaneum melezinden (% 100) elde edildigi gortilmistiir. En fazla
koklenen bitki sayisi Tarm-92 x Aydanhanim (36 adet) melezinde goézlenmistir.
Zeynelaga x H. Spontaneum ve H.spontaneum x Biilbiil-89 melezleri (% 100)
diploidlesme ve tohum baglayan bitki orani bakimindan en yiiksek degere sahip
bulunmuslardir. Tarm-92 x Aydanhanim melezinde % 97,22 ile yiiksek oranda
diploidlesme ve tohum baglama degerine sahip oldugu belirlenmistir. Luckett ve
Smithard (1995) anter kiiltiiriinde besin ortami iceriginin etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, 3 ¢esit icin farkli ortam denemeleri kurmuslardir. Bir gesitte en fazla
haploid embriyo olusumu ve onlardan elde edilen bitki sayis1 saglanirken, diger cesitte
hicbir sonug alinamamistir. Arastiricilar, bu ¢alismada elde ettigi sonuglar1 gibi genotipe

gore besin ortam iceriginin optimize edilmesi gerektigi belirtmislerdir.

En fazla diploidlesme ve tohum baglayan bitkiler Tarm-92 x Aydanhanim (35 adet)

melezinden elde edilmistir. Tarm-92 ¢esidi ve Aydanhanim ¢esidinin verimleri oldukga

117



yiksek oldugundan dolayr en fazla tohum baglayan bitki sayis1i da Tarm-92 x

Aydanhanim melezlerinden elde edilmistir.

Elde edilen bitkilerin biiyiik ¢ogunlugunda spontan Double Haploid bitki olusumu

gozlenmistir. Bu nedenle herhangi bir kimyasal uygulamasina ihtiyag kalmamustir.
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6. SONUCLAR

Bu tez kapsaminda Tiirkiye’de bulunan 5 tescilli arpa ¢esidi ve 1 yabani tiir kullanilmis

ve bunlar arasinda resiprokal melezleme yapilmastir.

Biitiin ¢alismalar sera kosullarinda yiiriitiilmiistiir.

Bu ¢alismada, tarla kosullarinda basaklarin sabah erken saatte alinmasi en iyi sonucu

verdigi gibi sera kosullarinda da benzer sonug alindig1 belirtilmistir.

Calismada kullanilan donor bitkilerin elde edildigi donem olan mikrospor gelisim
evresini belirlemek amaciyla anterler asetokarmin ile boyanmis ve orta tek ¢ekirdek

(mid-uni nucleat) sathasi belirlenmistir.

Uygun agamada olan basaklar % 70’lik ethanol ile steril edilmistir.

Steril edilen basakciklarin igerisinden ¢ikarilan anterler 3 farkli protokole gore uygun
stres kosullarini belirlemek amaciyla 3 farkli 6n muamale (0,3 M Mannitol; 0,7 M

Mannitol ve +4 °C’de, 21 giin karanlik ortamina alinmistir.

Istatistiki analiz sonucu incelendiginde 0,7 M Mannitol 6n uygulamasinin kullanilan

cesitlerin ve melezlerin ¢ogunlugu i¢in en iyi sonucu verdigi gézlenmistir.

Ancak; Biilbiil-89 x Tarm-92 melezinde ve Zeynelaga cesidinde + 4 °C’de 21giin
bekletme sonucunda kallus olusum oranlarinin diger 6n uygulamalara gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ayrica Zeynelaga ¢esidinde 0,3 M Mannitol 6n muamelesi
sonucunda siirgin olusu orant ve koklenen bitki sayist bakimindan diger on

muamelelere gore daha yliksek deger vermistir.
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H. spontaneum X Aydanhanim melezinde en yiiksek silirgiin olusum orani; 0,3 M
Mannitol 6n uygulamasindan elde edilirken H. spontaneum x Zeynelaga melezinde

4 °C’de 21 giin bekletme sonucunda elde edilmistir.

Elde edilen verilere gore; 6n uygulamalar arasindaki fark genotip etkisine baglanabilir.

Anter kiiltiirlinde basariy1 etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi genotiptir.

Tiim caligmalarda 6n bekletmeler karanlikta ve siirgiin gelismeleri 16 saat 151k ve 8

saat karanlik fotoperiyodunda yapilmistir.

Elde edilen kok uclarina uygulanan prefiksasyon ile kromozomlar incelenebilecek
diizeyde tutulmustur. Arpa bitkisi i¢cin buzlu suda bekletme en uygun prefiksasyon
olarak belirlenmistir. Fiksasyon, hidroliz ve boyama agsamalarindan sonra kromozom

goriintiileri binokiiler mikroskop (Carl Zeiss Lab.Al Axio) ile alinmustir.

Orneklerin ploidi diizeyleri Ploidy analyser (Sysmex CyFlow Ploidy Analyser) cihazi
kullanilarak tespit edilmistir. Sonug olarak elde edilen bitkilerde spontan katlanma

gortldiiginden herhangi bir kimyasal uygulamasina gerek goriilmemistir.

H. spontanuem x Biilbiil-89 ve Zeynelaga x H. spontaneum melezlerinde % 100

spontan katlanma gerceklesmistir. Spontan katlanma orani; sirasiyla Tarm-92 X
Aydanhanim (% 97,22), Biilbiil-89 x Tarm-92 (% 93,75), Aydanhanim x Tarm-92 (%
92,30) melezlerinde ve Akar (% 83) ¢esidinde izlenmistir.
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7. ONERILER

Hordeum spontaneum tiirii, abiotik ve biyotik stresler (basta hastaliklara dayaniklilik
olmak Tlizere yatmaya ve tuza dayaniklilik, yliksek protein icerigi gibi 6zellikler)
bakimindan kiiltiir arpalar1 ile melezlemelerde istenilen genetik varyabilite kaynagi
olabilmektedir. Bu sebeple bu ¢alismada elde edilen melezlerin ve katlanmis bitkilerin
daha sonraki 1slah ve molekiiler ¢aligmalar i¢in ¢ok Onemli olacagi ve dolayisiyla

sektore onemli katkilar saglayacag diisiiniilmektedir.

Hordeum spontaneum tiirii ve melezlerinden toplamda 4 katlanmis bitki eldesi

gerceklesmistir. Bu sayisi artirabilmek igin tiire 6zgii ayr1 bir protokol olusturulabilir.

Tiirkiye’de 1slah programlarin giliglendirmek adina arpa bitkisinde double haploid
olusum frekansim1 artirmak iizere yeni protokollarin gelistirilmesi ©on plana

¢ikartilmalidir.

Bu calismada, tarla kosullarinda basaklarin sabah erken saatte alinmasi en iyi sonucu

verdigi gibi sera kosullarinda da benzer sonug alindig1 belirtilmistir.

Kok ucundan kromozom sayimi yapilirken c¢ogu literatiirde 6n muamale olarak
belirtilen a-monobromonaftalin ¢6zelitisi yerine buzlu suda bekletme en uygun 6n islem

olarak onerilmektedir.

Arpada anter kiiltiirti teknigi ile double haploid bitki eldesi iilkemiz i¢in ¢ok dnemlidir.
Daha oOnce yerel kosullarda, yapilan arastirmalarda yalmiz kallus olusumu rapor
edilmistir. Elde edilen sonuglar ile melezler arasinda akrabalik ve genetik mesafelerin

belirlenmesi i¢in molekiiler ¢aligmalarin yapilmasi Onerilmektedir.

Mevcut gézlemler Tiirkiye deki arpa gesitleri igin hem yenidir hem de arpa islahi

tizerinde 6dnemli katkilar saglayacaktir.
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Yapilan ¢alisma sonuglart ile 21i, 31ii ve daha kompleks hibridlerin double haploid bitki

uretiminde kullanilmasi 6nerilmektedir.

Gelecekte, farkli biyotik ve abiyotik streslere karsi direngliligin kazandirilmasi igin

haploid bitkilerin transgenik ¢alismalarda kullanilmasi 6nerilmektedir.

Diisiik androgenik tepkiye sahip Onemli genotiplerin anter kiiltiirii calismalarinda;
basarili sonuglar verecek duruma getirilebilmesi i¢in, bu genotiplerin embriyo

olusturma kapasitesi yiiksek genotiplerle melezlenmesi onerilmektedir.

Ayrica, bu c¢alismada kullanilmamis arpa cesitlerinin 1slah programlarinda anter
kiiltiirtinden etkin bir sekilde yararlanilabilmesi i¢in, uygun 6n muameleler, besi yeri ve

kiiltiir kosullarinin saptanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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