T.C.

AKDENIZ UNIiVERSITESI

BUGDAYDA (TRITICUM AESTIVUM L.) IN VITRO ANDROGENESIS VE
SOMATIK EMBRiIYOGENESIS

Ahmad Ratib SHARAFAT

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

TEMMUZ 2024

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI

BUGDAYDA (TRITICUM AESTIVUM L.) IN VITRO ANDROGENESIS VE
SOMATIK EMBRiIYOGENESIS

Ahmad Ratib SHARAFAT

FEN BILIMLERIi ENSTITUSU
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

TEMMUZ 2024

ANTALYA



T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BUGDAYDA (TRITICUM AESTIVUM L.) IN VITRO ANDROGENESIS VE
SOMATIK EMBRiIYOGENESIS

Ahmad Ratib SHARAFAT
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJI
ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

TEMMUZ 2024



Evrak Tarih ve Sayisi: 12.08.2024-576

T.C.
AKDENIiZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BUGDAYDA (TRITICUM AESTIVUM L.) IN VITRO ANDROGENESIS VE
SOMATIK EMBRiIYOGENESIS

Ahmad Ratib SHARAFAT
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

Bu tez 31.07.2024 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

Prof. Dr.Esin ARI (Danisman)
Prof. Dr. Nedim MUTLU
Prof. Dr. Taner AKAR

Prof. Dr. Serpil TANGOLAR
Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
Evrak sorgulamasi https://turkiye.gov.tr/ebd?eK=5543&eD=BSNMR6JZ1Z&eS=576 adresinden yapilabilir. (PIN:73392)



OZET

BUGDAYDA (TRITICUM AESTIVUM L.) IN VITRO ANDROGENESIS
VE SOMATIK EMBRiYOGENESIS

Ahmad Ratib SHARAFAT
Doktora Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Esin ARI

Temmuz 2024; 154 sayfa

Bugday (Triticum aestivum L.), diinyadaki en 6nemli temel gida maddelerinden
birisi olup, farkli cografi kosullarda 17.000'den fazla ¢esidi yetistirilmektedir.
Giliniimiizde 6zellikle iklim degisikliklerinden kaynakli kosullar basta olmak iizere cesitli
abiyotik kosullarin yani sira biyotik stres kosullarmma dayanikli bugday c¢esitlerinin
gelistirilmesi hayati dnem tasimaktadir. In vitro androgenesis ve somatik embriyogenesis
teknikleri bugday 1slaht ve yetistiriciligini hizlandiran en Onemli biyoteknolojik
yontemler arasindadir.

Arastirma temel olarak androgenesis ve somatik embriyogenesis c¢aligsmalari
olmak tizere iki ana gruptan olusmaktadir. Bu ¢alismalarda hem ekmeklik (Triticum
aestivum L.) hem de makarnalik (Triticum turgidum Desf.) baz1 yazlik ve kislik bugday
cesitlerinde, yiiksek sayida haploid/doubled haploid bitkilerin androgenesis yoluyla
(mikrospor ve anter kalturu ile) dretilebilmesi igin gerekli ortam protokollerinin
gelistirilmesi ve ayni zamanda skutellum ve yaprak eksplantlar1 kullanilarak yiiksek
etkinlikte somatik embriyogenesis protokollerinin olusturulmasi amaglanmistir. Bu
protokollerin  olusturulabilmesi igin  mikrospor embriyogenesisi ve somatik
embriyogenesis siireglerini etkileyen Onemli bazi faktorlerin (genotip, eksplant,
indiiksiyon ve rejenerasyon ortamlari) embriyoid/embriyo ve siirgiin/bitki olusumu
tizerine etkileri arastirilmistir.

Bitkisel materyal olarak 3 grup altinda yiiriitiilen androgenesis denemelerinde
ekmeklik bugdayda Altindane, Dariel, Pehlivan, Ceyhan-99, Sagittario, Bayraktar ve
Esperia, makarnalik bugdayda ise Svevo, Saricanak, Eminbey ve Kiziltan ¢esitleri

kullanilmastir.



Androgenesis ¢aligmalarinin 1., II. ve III. grup denemelerinde yukaridaki bazi
genotiplerin orta ila ge¢ tek c¢ekirdekli sathadaki mikrosporlarini igeren anter ve
mikrospor kiiltiirlerinde sirasiyla 5, 18 ve 8 farkli indiiksiyon ortamai test edilmistir. 4 grup
altinda yiiriitilen ve Ceyhan-99, Sagittario, Svevo ile Sariganak genotiplerinin
kullanildig1 somatik embriyogenesis ¢alismalarmin 1., II. III. ve IV. grup denemelerinde
ise her genotipin skutellum ve yaprak eksplantlarinin her birisi 9’ar indiiksiyon ortaminda
kiiltiire alinmustir. indiiksiyon ortamlar; karbonhidrat kaynag1 maltoz veya sukroz olan
farkl1 temel besin ortamlarina farkli tip ve konsantrasyonlarda bitki gelisim
diizenleyicileri, glutamin, arabinogalaktan, ve timentin, gibi kimyasallarin eklenmesiyle
olusturulmustur. Indiiksiyon ortamlarinda olusan yapilar ise bitkiye doniistiiriilmek Uizere
farkli rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire alinmustir.

Tezin androgenesis deneme sonuglar;; bugdayda embriyoid indiksiyonu,
rejenerasyonu, albino ve yesil bitki tlretimi gibi androjenik tepkilerde genotip, ve
indiiksiyon ortami faktorlerinin dnemini ortaya koymustur. Genel olarak caligmada
mikrospor kultlrtinden anter kiiltiiriine gore daha fazla embriyoid elde edilmistir.

Tezin somatik embriyogenesis deneme sonuglarinda ise ekmeklik bugday
genotipleri, somatik embriyogenesisin incelenen tim parametrelerinde makarnalik
bugday genotiplerinden daha iistiin performans gostermistir. Eksplant kaynagi yoniinden
skutellum eksplantlart; kallus tiretimi, embriyojenik kallus tiretimi, kallus boyutu, yesil
nokta, kallus bagimna siirgiin ve rejenerant bitki olusumu agisindan yaprak eksplantina
kiyasla daha yiiksek tepki gostermistir. Yaprak eksplantlar1 ise daha agir kalluslar
tiretmistir, Ki bu sonug in vitro sekonder metabolit iiretimi ig¢in potansiyel olarak yararl

olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Androgenesis, Arabinogalaktan, Somatik embriyogenesis,

Rejenerasyon, Triticum aestivum L., Triticum durum Desf.
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ABSTRACT

IN VITRO ANDROGENESIS AND SOMATIC EMBRYOGENESIS IN WHEAT
(TRITICUM AESTIVUM L.)

Ahmad Ratib SHARAFAT
PhD Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Esin ARI
July 2024; 154 pages

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important staple food crops in the
world, with over varieties are grown under diverse geographical conditions. Today, it is
crucial to develop wheat varieties that have tolerance to various biotic factors and abiotic
stress conditions, particlarly those arising from climate change. In vitro androgenesis and
somatic embryogenesis techniques are among the most significant biotechnological
methods that accelerate wheat breeding and cultivation.

The research basically consists of two main areas; androgenesis and somatic
embryogenesis studies. These studies aimed to develop improved protocols for the
production of high numbers of haploid/doubled haploid plants by androgenesis (using
microspore and anther culture) and to establish high-efficiency somatic embryogenesis
protocols using scutellum and leaf explants in various spring and winter wheat varieties,
including bread wheat (T. aestivum. L) and durum wheat (T. turgidum. desf). In order to
establish these protocols, we investigated the effects of several key factors (genotype,
explant, induction and regeneration media) on microspore embryogenesis and somatic
embryogenesis processes focusing on embryoid/embryo and shoot/plant formation .

Androgenesis experiments were conducted in three groups, using Altindane,
Dariel, Pehlivan, Ceyhan-99, Sagittario, Bayraktar and Esperia bread wheat varieties, as
well as Svevo, Sariganak, Eminbey and Kiziltan durum wheat varieties as plant materials.
In group I, Il and 111 experiments , 5, 18 and 8 different induction media, respectively,
were tested in anther and microspore cultures containing microspores of some of the
above genotypes in the middle to late single-nucleate stage. Additionlly somatic
embryogenesis studies conducted in four groups using the Ceyhan-99, Sagittario, Svevo
and Saricanak genotypes in I, II, III and IV. group experiments. Each genotype's

scutellum and leaf explants were cultured in 9 different induction media. These induction



media were prepared by adding different types and concentrations of plant growth
regulators, glutamine, and arabinogalactan to different basic nutrient media, with maltose
or sucrose as carbohydrate source. The structures formed in the induction media were
cultured in different regeneration media to be transformed into plants.

The results of the androgenesis trial in this thesis highlighted the significance of
genotype and induction medium factors in androgenic responses, including the induction
and regeneration of embryoids, as well as the production of albino and green plant in
wheat. Overall, the study found that more embryoids were obtained from microspore
culture campared to anther culture.

In the somatic embryogenesis trial results, bread wheat genotypes showed
superior performance than durum wheat genotypes across all examined parameters of
somatic embryogenesis. Regarding of explant source, scutellum explants showed higher
response than leaf explants in total callus production, embryogenic callus production,
callus size, green spot formation, shoot per callus and regenerated plant per callus.
However leaf explants produced heavier calli, which may be potentially useful for in vitro

secondary metabolite production.

KEYWORDS: Androgenesis, Arabinogalactan, Somatic embryogenesis, Regeneration,
Triticum aestivum L., Triticum durum Desf.

COMMITTEE: Prof. Dr. Esin ARI
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Prof. Dr. Taner AKAR
Prof.Dr. Serpil TANGOLAR
Prof.Dr. Kamil HALILOGLU



ONsOz

Bugday (Triticum aestivum L.), bir milyardan fazla insanin temel gida maddesi
olup, farkli cografi kosullarda 17.000'den fazla ¢esidi ile yetistirilmektedir. Bu gesitler
arasinda ekmeklik bugday (T. aestivum L.) ¢esitlerinin yan1 sira makarnalik bugday (T.
turgidum Desf.) ¢esitleri de onem tasimakta ve kiiresel bugday iiretiminin %7'sini temsil
etmektedir. 2022 yilinda kiiresel bugday iiretimi %?2.2 azalarak 785.1 milyon ton
olmustur. 2023 yilinda iiretimde %]11.4 artis olmasina ragmen, Tiirkiye’de kuraklik
endisesi yasanmaktadir. Bu nedenle gevresel ve biyolojik zorluklara uyum saglayabilen
bugday cesitlerinin gelistirilmesi hayati 6nem tasimaktadir. Androgenesis ve somatik
embriyogenesis gibi bitki 1slah yontemleri, bugday islahini hizlandirmak ve genetik
transformasyon teknikleriyle mahsul dayanikliligini ve verimini artirmak i¢in son derece
onemlidir.

Tezimin planlanmasindan tamamlanmasina kadar bilgi ve tecriibeleriyle beni
yonlendiren, her tiirlii imkan1 saglayan ve sorularimi biiylik bir sabir ve 6zveriyle
yanitlayan degerli danisman hocam Prof. Dr. Esin ARI’ya saygi ve tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez jiirimde yer alarak degerli yorum ve tavsiyelerini paylasan Prof. Dr. Nedim
MUTLU ve Prof. Dr. Taner AKAR hocalarima tesekkiir ederim. Ayrica, Prof. Dr. Taner
AKAR hocaya tohum teminindeki yardimi igin goniilden tesekkiir ederim. Prof. Dr. Faik
KANTAR hocama, bitki yetistiriciligi sirasinda iklim odasi kosullarmi sagladigi igin
minnettarim.

Yurtdis1 Tirkler ve Akraba Topluluklar Baskanligima (YTB) ve Tiirkiye
Burslari'na bana doktora yapmam i¢in ¢ok degerli bir firsat sunduklari i¢in en samimi
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, tezimin Tirkce dilbilgisi ve yapisinin diizeltilmesine
yonelik degerli yardimlar1 igin laboratuvar arkadasim Ahmet IZMIRLI'ye en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimime baslamamda beni tesvik eden, her tiirlii fedakarlig1 gosteren ve
bana olan inancini daima hissettiren sevgili esim Shafiga SHARAFAT'a da tesekkiir

etmek istiyorum. Ailemize ve ¢ocuklarimiza tek basina baktig1 icin ona minnettarim.
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GIRIS A.R.SHARAFAT

1. GIRIS

Bir milyardan fazla kisinin ana besin maddesi olan bugday (Triticum aestivum L.),
farkli cografi kosullarda yetismektedir. Bununla birlikte, her biri belirli bolgelere uygun
hale getirilmis 17.000'den fazla farkli bugday c¢esidi bulunmaktadir (Snustad ve
Simmons. 2015). Bu ¢esitler arasinda makarnalik bugday (Triticum turgidum Desf.);
makarna, bulgur, kuskusve bazi1 ekmeklerde 6nde gelen mahsul olarak 6ne ¢ikmakta, bu
nedenle diinya bugday tiretiminin yaklasik %7'sini temsil etmektedir (Levy ve Feldman.
2022). Diinya bugday iiretimi 2022 yilinda bir 6nceki yila gore yaklasik %2.2 (18 milyon
ton) diisiis gostererek yaklasik 785.1 milyon ton olarak gerceklesmistir (FAO 2023).
2022-2023 doneminde Tiirkiye tahil iriinleri ihtiyacinin biiytik bir kismu (%92.3) yerli
tiretimle karsilanmistir. Toplam tahil {iretiminin en 6nemli kalemini olusturan bugday,
%95.9'luk bir kendi kendine yeterlilik oranina ulasmistir. Bu oran makarna ve bulgur gibi
tiriinlerde kullanilan makarnalik bugdayinda %181 iken, diger bugday c¢esitlerinde %86.4
olarak gerceklesmistir. Toplam 22 milyon ton iiretimiyle diinyanin en énemli bugday
ureticilerinden olan Tirkiye diinyada tiretim agisindan 11. sirada olup (USDA 2024),
2022 yilina kiyasla 2023 yilinda % 11.4 oraninda artis géstermesine ragmen(TSI 2023),
ana kislik bugday iiretim bolgesi olan Anadolu Platosu'nda yaygin kuraklik endiseleri
hala devam etmektedir (FAOSTAT 2023). Bu nedenle, ¢esitli gevresel ve biyolojik
zorluklara uyum saglayabilen bugday cesitlerinin acil olarak gelistirilmesi gerekmektedir.
Bunun yani sira, 21. yiizyilda insanligin gida giivenligine yonelik kars1 karsiya oldugu en
biiyiik tehdit, inanilmaz derecede dngdriilemeyen iklim degisikligidir (Ishaque vd. 2023).
Diinya sicakliginda 1 °C artisla, kiiresel bugday verimi %6 + 2.9 oraninda azalacagi
ongorilmektedir (Zhao vd. 2017). Daha besleyici, dayanikli ve verimli bugday
cesitlerinin gelistirilmesi, tiretimi 6nemli 6l¢iide artirmak i¢in kritik 6neme sahiptir.
Farkli yontemler uygulanarak islah siirecini hizlandirabilir ve 1slah programlarinin
etkinligi arttirilabilir.

Son zamanlarda 1slah1 hizlandirmak i¢in bagvurulan yontemlerin basinda haploid
indiiksiyon prosediirii gelmektedir. Bitki tiir ve hatta ¢esitlerine 6zel etkili bir indiiksiyon
protokolii, doubled haploid (DH) teknolojisinin basarili bir sekilde uygulanabilmesi igin
hayati 6neme sahiptir ve ticari gesitlerin gelistirilmesini kolaylastirir (Slama-Ayed vd.
2019). Modern bitki 1slahinda, DH bitki iretim teknigi, 1slahi hizlandirict bir

biyoteknolojik yontemdir. Bu teknik, pratik arastirmalarda 1slah siirecini dnemli dlciide
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hizlandirmak i¢in kullanildig1 gibi, ayn1 zamanda verim artirma ve hastalik direnci gibi
alanlardaki temel arastirmalarda da biiyiik neme sahiptir (Satpathy vd. 2021).

Haploid (n) hicreler, spontan veya yapay indiiksiyon yoluyla kromozomlarinin
iki katina ¢ikmasi sonucunda DH olarak bilinen bir genotip olustururlar (Mural vd. 2019).
[k basarili haploid bitkilerin elde edilmesi 1973 yilinda Datura innoxia'da yapilmis ve
bu ilerleme Nitsch ve Noreel'in ¢alismalari ile devam etmistir (Nitsch 1973). Son 10 yilda,
bugday haploidi ¢alismalarinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis ve bugdayda yiiksek
miktarda haploid bitki liretmek i¢in gesitli yontemler gelistirilmistir.

Bugday bitkilerini hizlica 1slah etmek i¢in genellikle androgenesis adi verilen
bitkinin erkek {tireme hiicrelerinin kullanilarak haploid embriyolarin uyartildigi
(mikrospor embriyogenesisi) yontemle haploid/DH bitkiler Gretilir. Bu yontemde anter
kaltdrd (Zhih-ching vd. 1973) veya mikrospor (olgunlagsmamis polen hiicreleri) (Mejza
vd. 1993) kiiltiirti kullanilarak DH bitkiler elde edilir. Androgenesis digsinda, gynogenesis
(Sibi vd. 2001) ve tirler aras1 melezlemeler sonrasi embriyo kurtarma yoluyla (Barclay
1975) da DH bitkiler elde edilebilir (Sekil 1.1). Gynogenesisde, tozlagsmamis
yumurtaliklarin - kiiltliri  yoluyla haploid bitki gelisimi indiiklenir. Tiirler arasi
melezlemede ise, istenen 6zelliklere sahip ayni1 cinsten bir tozlayict veya genetik olarak
uzak bir erkek partnerle tozlasma yapilir ve ardindan embriyo kurtarma gerceklestirilir
(Slama-Ayed vd. 2019).

EmbrlyQ kulturu izole edilmis mikrospor kiltir

\ / =
Anter kulturu

i

an ~—

haploid embriyoid ‘\Ovaryum,kﬂ‘lfﬁru
veya embriyo benzeri yapi
K

F "\ = Doubled haploid bitki ]

I\ Antimitotik ajan veya
N spontan kattanma ——

Sekil 1.1. Bugday bitkisinde haploid bitki elde etme yontemleri (Orijnal: A.R.Sharafat)
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DH teknolojisi; resesif alelleri hizli bir sekilde tanimlama (Kanbar vd. 2020a)
secilen hatlarin tam homozigotluga dogru ilerlemesini hizlandirma ve seleksiyon
verimliligini artirma gibi imkanlar sunar ( Zhang vd. 1996). Ayrica, DH ydntemler
indiiklenmis mutagenesis ve genetik transformasyon iizerine aragtirmalar i¢in de bir arag
saglar (Eliby vd. 2022). Bu teknolojilerin kullanilmasi, 6nemli embriyojenik potansiyele
sahip bir hiicre kiiltiir sisteminin kurulmasina baglidir (Kopertekh ve Stribnaya. 2003).
Bu hiicre kiiltiir sistemleri haploid hiicre kiiltiirii olabilecegi gibi somatik hiicre kiiltiirti
de olabilir. Somatik embriyogenesis sisteminde; dogrudan veya kallus dokusu olusturma
yoluyla bitkilerin somatik hiicrelerinden somatik embriyolarin indiiklenmesi
gerceklestirilebilir (Kopertekh ve Stribnaya. 2003). Burada somatik hcreler, hiicre
boliinmesinin karmasik bir siireciyle embriyolar1 olusturmak i¢in uyarilir ve sonunda tam
bitkilere doniiserek totipotensi fenomenini gosterir (Mujib ve Samaj. 2006). ilk basarili
somatik bitki elde etme islemi ilk kez 1958'de havucta (Daucus carrota) Steward vd.
tarafindan gergeklestirilmistir.

Kiiltiire alinan eksplant tipi, bitki gelisim diizenleyicileri (BGD), kiiltiir kosullar
gibi ¢esitli faktorler somatik embriyogenesisin basarisinda kritik role sahiptir Kahriz ve
Kahriz. 2017). Bu siiregte kullanilan gesitli eksplantlar arasinda; olgun embriyo (Aadel
vd. 2016; Filippov vd. 2006; Ekom vd. 2013), olgun embriyo pargalar1 (Delporte vd.
2001), olgunlagsmamis embriyo (le Roux vd. 2016), olgun skutella (Yadav vd. 2020),
olgunlasmamis skutellum (He ve Lazzeri. 2001; Yadav vd. 2020), olgunlasmamis
infloresans (He ve Lazzeri. 2001; Kavas vd. 2008) ve yaprak segmentleri (Chugh ve
Khurana. 2003; Kopertekh ve Stribnaya. 2003; Yu vd. 2012). Belirtilen eksplantlar
arasinda, olgunlagmamis embriyonun rejenerasyon i¢in en etkili eksplant oldugu tespit
edilmistir (le Roux vd. 2016; Parmar vd. 2012). Ne yazik ki, bu eksplantlardan elde
edilecek basar1 genotipe baglidir (Zhang vd. 2015) ve sadece anthesisten 4- 14 giin sonra
kisa bir siire i¢in mevcuttur (Filippov vd. 2006). Somatik embriyolardan bitkiciklerin
basarili bir sekilde rejenerasyonu bitkilerin gelistirilmesi i¢in temel bir gerekliliktir
(Takumi ve Shimada. 1997).

Bugday bitkisinin androgenesis ve somatik embriyogenesis caligmalarinda,
arastirmacilar haploid iiretimi ve somatik hiicrelerden bitki rejenerasyonu amactyla cesitli
kimyasal bilesiklerden yararlanmislardir. Bu ¢alismalar kapsaminda, iyonik sivi (Weigt

vd. 2020), zearalenone(Weigt vd. 2019), n-bltanol (Broughton 2011), DMSO (Echéavarri
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ve Cistué. 2016; Sharafat vd. 2023), Trichostatin A (Castillo vd. 2020; Jiang vd. 2017;
Wang vd. 2019), antimikrotubul herbisitler (Hansen ve Andersen. 1998), 2-
hidroksinikotinik asit (Zheng vd. 2001), sefotaksim (Asif vd. 2013), antioksidan (Asif,
Eudes, Goyal, vd., 2013), Fitosulfokin alfa (Asif vd. 2014) ve anti-apoptotik rekombinant
insan B-hicre lenfoma-2 (Bcl-2A21) ve kaspaz-3-inhibitéri (Ac-DEVD-CHO) (Sinha
vd. 2016) gibi bilesikler androgenesis c¢alismalarinda kullanilmistir. Ayrica, birgcok
aragtirmaci duyarli bugday genotiplerinde androgenesis yoluyla canli yesil bitkilerin
uretim verimliligini artirmaya yonelik kapsamli ¢alismalar ylritmistir. Ancak, umut
verici sonuclara ragmen bugdayda androgenesis hala genotip bagimliligi, albinizm
olusumu ve saglikli yesil bitki Uretiminde yetersiz etkinlik gibi zorluklarla kars

kargiyadir.
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Sekil 1.2. Bugday bitkisinde somatik embriyogenesis elde edilmesi (Orijnal:
A.R.Sharafat)

Bugday bitkisinin somatik embriyogenesisine yonelik bir¢ok arastirma yapilmigtir
ve bu arastirmalarda arabinogalaktan proteinleri ve hidrojen peroksit gibi ¢esitli kimyasal

maddeler embriyojenik kallus uyartimi igin kullanilmistir (Zhang vd. 2015). Ayrica,
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poliaminler (Aydin vd. 2016), antibiyotikler (Bannikova vd. 2016), Trichostatin A (Bie
vd. 2020), bitki hormonlart ve karbon kaynaklari gibi maddeler de kullanilmistir
(Filippov vd. 2006; Sanjay Singh Parmar vd. 2012; Yadav vd. 2020). Tiim bu ¢alismalar,
kiltir ortaminin gelistirilmesine katkida bulunmus ve zaten ortalamanin iizerinde
rejenerasyon potansiyeline sahip g¢esitlerin rejenerasyon oranini dnemli 6l¢iide artirmistir.
Ancak ortam gelistirmesine ragmen, dogal olarak diisiik rejenerasyon oranlarina sahip
cesitlerde, rejenerasyon da nadiren gézlenmektedir (Zhang vd. 2015).

Andorgenesis ve somatik embriyogenesis teknikleri, heksaploid (BBAADD)
bugdaydaki 17.000 Mbp'lik genis genomlar1 hem de tetraploid (AABB) bugdaydaki
12.000 Mbp'lik genomlar1 nedeniyle 6nemli zorluklar sunmaktadir. Her ikisi de Poaceae
familyas1 ve Triticum cinsi igindeki bugday sinifina (Triticeae) aittir (Levy ve Feldman.
2022). Bu tiirlerin disinda, ayni cinste bulunan Triticum turgidum ssp. dicoccoides
(yabani siyez bugdayi) gibi diger bazi dnemli tiirler de mevcuttur. Dort genomlu
makarnalik bugdayimn atasi olan bu tiir, hastaliklara kars1 diren¢ (Yaniv vd. 2015) ve
besinsel iyilestirmeler (Peleg vd. 2009) i¢in potansiyel sunmaktadir. Poliploid bugdayin
A genom dondrl olan Triticum urartu, glutenin alt birimlerinde bol miktarda varyasyon
gostermekte olup, genis bir cografi dagilima ve yiiksek genetik cesitlilige sahiptir (Avni
vd. 2014). Bu biiyiik genomlar, bu organizmalarin in vitro manipiilasyona kars1 direng
gostermelerine(Fahmy vd. 2006) ve genetik transformasyonlara kars1 gosterdikleri inatg¢1
yapiya (Yadav vd. 2020a) neden olmaktadir.

Etkili in vitro rejenerasyon protokolleri, diizenlenmis hiicrelerin basarili bir
sekilde tam bitkilere doniistiiriilebilmesini ve boylece CRISPR-Cas9 (Clustered regularly
interspaced short palindromic repeat) tarafindan tanitilan istenen genetik degisikliklerin
kalic1 olarak miras kalmasini saglar. Bu, bitki 1slahinda hassas ve verimli degisikliklere
olanak taniyan en saglam teknolojilerden biridir (Fidan vd. 2023). CRISPR baglantili
protein 9 (Cas9) sistemi, son zamanlarda bolgesel olarak 6zgiin ¢ift sarmalli DNA
kiriklarinin tanitimi igin gelistirilmis bir aractir (Bortesi ve Fischer. 2015). Hikayesi,
1980'lerde bakterilerde tekrarlayan DNA dizilerinin (CRISPR) kesfiyle baglamistir.
Mojica vd. (2005) 2000'lerin basinda bu dizileri kisa viral DNA parcaciklariyla
iliskilendirerek bagisiklikta potansiyel bir role isaret edene kadar islevi belirsizdi. Ancak
20001 yillarin ortalarinda bilim insanlar1 dikkat ¢ekici CRISPR-Cas sistemini ¢6zm{istir.

Bakterilerin CRISPR dizilerini ge¢mis viral karsilagsmalarin pargaciklarint depolamak



GIRIS A.R.SHARAFAT

i¢in bir hafiza bankasi olarak kullandiklari artik bilinmektedir (Barrangou vd. 2007). Bir
viriis saldirdiginda, Cas proteinleri eslesen viral diziyi tanir ve viral DNA'y1 keserek
istilaciy1 etkili bir sekilde etkisiz hale getirir (Brouns vd. 2008). Elde edilen bu ¢1gir agic1
gelisme, Jinek vd. (2012) tarafindan kendi amaglari i¢in kullanilmistir. Arastirmacilar, bir
organizmanin genomu i¢inde belirli genleri hedeflemek {izere tasarlanmis rehber RNA
molekiilleri ile CRISPR" yeniden programladilar. RNA tarafindan yonlendirilen Cas
proteini daha sonra hedeflenen DNA'y1 keserek hassas genom diizenlemesine olanak
saglamistir (Jinek vd. 2012). Bilim insanlarinin belirli genleri hedefleyerek hastalik
direnci veya gelismis verim gibi faydali 6zellikler sunmasina olanak tanir. Ayrica,
kurakliga tolerans gibi Ozelliklere ince ayar yapmak i¢in mevcut genler diizenlenebilir
(Gowda vd. 2020). Belki de en 6nemlisi, CRISPR-Cas sistemi ile geleneksel, daha yavas
ve daha klasik yontemlere kiyasla 1slah programlari 6nemli 6l¢iide hizlandirilabilir (Joshi
vd. 2020). CRISPR-Cas, bitki 1slahinda devrim yaratma konusunda muazzam bir
potansiyele sahiptir. Geligsmis hastalik direnci, daha yiiksek verim ve iyilestirilmig besin
degeri ile yeni ve gelistirilmis mahsul ¢esitleri yaratma yetenegi sunar.

Bugdayda CRISPR-Cas sistemi, Cas9 enziminin ve rehber RNA'nin belirli genleri
diizenlemek i¢in bugday hiicrelerine sokuldugu transformasyona dayanir. Bununla
birlikte, bugday transformasyonu diger bitkilere kiyasla onemli bir zorluk tegskil
etmektedir. Basarili bir dontlistimden sonra bile, arastirmacilarin diizenlenmis hiicrelerden
biitiin bugday bitkilerini yeniden tiretmeleri gerekmektedir (Mao vd. 2019).Ne yazik ki,
bugday i¢in mevcut rejenerasyon yontemleri verimsizdir ve bir¢ok diizenlenmis hiicre bu
siirecte hayatta kalamaz. Bu diisiik rejenerasyon orani, istenen genetik modifikasyonlarin
analizi ve tanimlanmasi i¢in mevcut diizenlenmis bitki sayisini sinirlayarak calismalarin
ilerlemesini engellemektedir.

Bu arastirma ile yukarida belirtilen arastirma bosluklarini doldurmak i¢in hem
ekmeklik bugday (Triticum aestivum. L) hem de makarnalik bazi bugday (Triticum
turgidum Desf.) gesitlerinde, yiiksek sayida haploid ve DH bitkilerin androgenesis
yoluyla (mikrospor ve anter kiltrt ile) Gretilebilmesi igin gerekli ortam protokollerinin
gelistirilmesi ve ayni zamanda skutellum ve yaprak segmentleri kullanilarak yiiksek
verimlilikte somatik bitkilerin elde edilebilecegi etkili somatik embriyogenesis

protokollerinin olusturulmasi amaglanmistir.
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2.  KAYNAK TARAMASI

Bugday, diinya genelindeki en temel gida maddelerinden biri olarak 6zellikle
1slahina ve yetistiriciligine yonelik bir¢ok arastirmaya konu olmustur (Tadesse vd. 2013).
Haploidizasyon ve somatik embriyogenesis gibi gelismis bitki biyoteknolojisi teknikleri,
bugdayin genetik iyilestirilmesi ve ¢esit gelistirilmesinde 6nemli rol oynar (Dunwell
2010). Bugdayda androgenesis; genetik varyasyonun hizli bir sekilde olusturulmasi ve
saf hatlarin elde edilmesi icin kullanilir (Kumari vd. 2009). Ote yandan, somatik
embriyogenesis bitki rejenerasyonu ve transgenik bitkilerin iiretimi i¢in degerli bir
yontemdir (Ramirez-Mosqueda 2022).

Bugdayda androgenesis ve somatik embriyogenesis iizerine yapilan arastirmalarda
bu siireclerin 6zellikle genotip, eksplant tipi, kiiltlir ortamlar1 ve kiiltiir kosullar1 gibi bir
dizi faktor tarafindan nasil etkilendigi ayrintili olarak incelenmistir (Bajaj 1990). Bu
boliimde, bugdayda haploidizasyon ve somatik embriyogenesis ¢aligmalarinin 6nemli bir
derlemesi sunulmakta ve bu tekniklerin tarihgesi, gelisimini etkileyen faktorler ve bu

alandaki 6nemli bulgular ele alinmaktadir.

2.1. Bugdayda haploidizasyon - Androgenesis ¢alismalari

Cogu bitkide ticari cesitlerin gelistirilmesinde doubled haploidlerin basarili
kullanimi, haploidleri indiiklemek i¢in biiyiik 6l¢tide etkili bir protokole baghdir (Slama-
Ayed vd. 2019b) Haploidler, erkek veya disi gametofitik kromozom sayisina sahip
bitkilerdir ve bu say1 iki katina ¢ikartilabilir (Ari 2006). Erkek gametofit kiiltiiriine dayali
androgenesis teknikleri; anter kaltard (Chu vd. 1973), mikrospor kultiri (Mejza vd.
1993) ve shed mikrospor kultdrlerini (Wei 1982) igerir ve bu teknikler bir¢ok tahil tiirti,
ozellikle de bugday (Kanbar vd. 2020b; Sharafat vd. 2023; A. Touraev vd. 1996), misir
(Zheng vd. 2003a, 2003b) ve arpa (Cai vd. 1992; Gomez-Pando vd. 2009) icin haploid
bitki eldesinde kullanilan en yaygin yontemlerdir. Haplod bitki elde etmek i¢in kullanilan
diger alternatif yontem tozlanmamis oviil / ovaryum kiiltiirii ile indiiklenen gynogenesis
yoluyla haploid bitki olusumudur (Ayed Slama ve Slim Amara. 2021). Gynogenesis
cesitli tiirlerde haploid bitkiler iiretmek i¢in basarili bir yontem oldugunu kanitlamistir.

In vitro androgenesis yoluyla DH bugday tiretimi i¢in ¢ogunlukla, anter veya izole
edilmis mikropor olmak iizere iki tip eksplant kullanilmaktadir. Bugday 1slah1 ve genetik

caligmalarinda DH bitkilerin {retilmesi i¢in anter kiiltiiri yontemi yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Anterlerin direkt kiiltiire alindig1 anter kiiltliriiniin en 6nemli avantajt
uygulama kolaylig1 olup, simdiye kadar yaklasik 170 tiirde haploid iiretimi i¢in anter
kiiltiirti uygulanmistir (Richa 2022). Buna karsilik; genotipe bagli verimlilik, mikrospor
kiltliriine kiyasla daha diisiik haploid indiiksiyon oranina ve somaklonal varyasyon
potansiyeli gibi dezavantajlara sahiptir. Mikrospor kdlttrtinde ise anterlerden mekanik
olarak izole edilen mikrosporlar direkt olarak kiiltiire alinmaktir (Mejza vd. 1993). Bu
yontem mikrospor ortami iizerinde dogrudan kontrol sagladigi i¢in daha yiiksek
verimlilige ve homojen gelisime sahiptir. Ayrica diploid rejenerasyon riskinin az olmasi
en 6nemli avantajidir. Fakat teknik olarak zahmetli, yogun is ve farkli genotipler igin

optimize edilmis kosullar gerektirmektedir.

2.1.1. Bugdayda anter kultlirt ¢cahismalar:

Anter kiiltiirii teknigi birgok bugday 1slah programinda basariyla uygulanmis ve
DH iiretim tekniginin etkinligini artirmaya yonelik ¢alismalar yiiriitiilmiistiir (Patial vd.
2017). DH bugday bitkilerine olan ilgi, kesfedilmelerinden itibaren hep devam etmektedir
(Gaines ve Aase. 1926). Bugdayda haploid bitki tiretim ¢alismalar1 1970'lerin baslarinda
anter kiiltiirii ile baglamigtir (Chu vd.1973). In vitro kiiltiir kosullarinin iyilestirilmesiyle,
bugdayda anterlerden embriyo indiiksiyon orani son derece artmistir. Bu nedenle anter
kiiltiirti artik bugday 1slahinda rutin olarak kullanilmakta (Bajaj 1990) olup, bu yontemle
pek cok DH ¢esit gelistirilmistir (de Buyser vd. 1987).

Ornegin, ilk DH bugday ¢esidi (Florin) Fransa'da de Buyser ve arkadaslari (1987)
tarafindan tescil edilmistir.

Bugdayda anter kiiltiirii teknikleri, son yillarda 6nemli olglide ilerlemeler
kaydetmistir. Gegmisten giiniimiize bugdayda yapilan bazi anter kiiltiirii ¢aligmalarina
asagida yer verilmistir:

Schaeffer vd. (1979) 17 farkli bugday c¢esidini kullandiklar1 ¢alismada orta tek
cekirdekli sathadaki mikrosporlari igeren anterleri patates ortaminda kiiltiire almiglardir.
Rejenerasyon icinse 1 mg/L indol-3-asetik asit (IAA) ve 0.1 mg/L kinetin eklenmis MS
kat1 ortami kullamilmistir. Calismada 8 genotipten toplam 60 embriyo elde edilmis,
bunlardan da 21 yesil bitki ve 15 albino bitki elde edilmistir. Bu arastirma, bugday anter
kiiltiirii i¢in 6zel ortam bilesimlerinin etkinligi konusunda degerli bilgiler saglamis ve

albino bitki Uretimi ile ilgili zorluklar1 vurgulamistir.
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Marsolais vd. (1986) kislik hibrit bugdaylarda yaptiklar1 anter kiltrlerinde orta
tek ¢ekirdekli agsamadaki mikrosporlari iceren bagaklari kullanmiglar ve bunlart anter
kiltiriinden 6nce iki saat boyunca %0,1 pektoliyaz ile 6n isleme tabi tutmuslardir.
Indiiksiyon ortami bilesenleri BAC | besinleri, 100 g/L Fikol, 8 mg/L 2,4-D, 2000 mg/L
inositol, 60 g/L sukroz ve 17.5 g/L glukozdan, takviye ortami ise BAC | besinleri, 100
g/L Fikoll, 1 mg/L IAA, 30 g/L sukroz ve 17,5 g/L glukozdan olusturulmustur.
Rejenerasyon ortami olarak 1 mg/L IAA, 1 mg/L kinetin, 146 mg/L glutamin ve %0,7
agar iceren MS ortami kullanilmistir. Bu ¢alismada, her 100 anter bagina ortalama 11.19
yesil bitki ve 27.7 embriyoid iiretilmis ve bes melezden 450 yesil bitki elde edilmistir.
Ancak bazi genotipler albino bitki tiretmistir.

Armstrong vd. (1987) 4 bugday genotipi kullandiklar1 anter kiiltiirii caligmasinda
mikrosporlarin ¢cogunun orta ila geg¢ tek ¢ekirdekli asamada oldugu basaklar: topladiktan
sonra 6 °C'de karanlikta 7 giin boyunca inkiibe etmistir. Kullanilan indiiksiyon ortamu,
1,5 mg/L 2,4-D; 0,5 mg/L kinetin ve %10 (a/h) Fikoll 400 igeren sivi P1 ortami iken,
rejenerasyon i¢in katt MS ortami kullanilmistir. Sonugta tiim genotiplerden 100 anter
basina toplam 16.1 yesil bitki ve 6 albino bitki tiretilmistir.

Lashermes (1992)’in Veery's ve Hodhod yazlik bugday genotiplerini kullandig:
anter kultirlerinde 750 mg/l glutamin ve sadece 165 mg/l NH4NO3 iceren modifiye
edilmis MS temel ortamini1 kullanmistir. Ortama ayrica 0,5 mg/1 2,4-D, 30 g/l maltoz ve
60 g/l arpa nisastas1 eklenmistir. Rejenerasyon ortami, 34,2 g/l sukroz, 1 mg/l IAA igeren
MS ortaminin yani sira siireci gelistirmek i¢in eklenen giimiis nitrat ve aktif komiirden
olusturulmustur. Calisma sonucunda 100 anter basina 66 embriyoid elde edilmis, Veery's
genotipinde 100 anter basina 18 bitki iiretilmis ve ayrica 100 anter basina 2 albino bitki
olusmustur.

Navarro-Alvarez (1992) bugday anter kiiltiirii i¢in indiiksiyon ve rejenerasyon
ortamlarinda farkli sekerlerin etkisini incelemistir. U¢ bugday genotipinden alman
anterler Liang'in 8SD12 ortaminda gesitli sekerler, 2 mg/L 2,4-D, 1 mg/L NAA, 254 mg/L
glutamin ve %35 bugday nigastasi ile kiiltiire alinmistir. Maltoz, 100 anter basina 105
embriyo; glukoz, 47 embriyo; maltoz + glukoz, 37 embriyo iiretmis ve bunlarin hepsi
sukrozdan 24 embriyo daha iyi performans gostermistir, Galaktoz ve Mannoz etkisiz
olmustur. Rejenerasyon i¢in, embriyolar ayn1 seker veya sukroz kullanilarak gruplara

ayrilmistir. Rejenerasyon ortami Liang's 85D12 tuzlari, 0.06 M/L seker ve %7 bugday
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nisastasi icermektedir. En fazla bitki rejenerasyonu Pavon 76'da (%36.7) gorulirken, onu
Centurk (%30.8) ve Arapahoe (%1.7) takip etmistir. Pavon 76, Centurk'e (%3.4 ve %13)
kiyasla daha fazla albino (%8.4) ve cift haploid (%23) liretmistir. Genel olarak, ¢calismada
59 yesil bitki ve 26 albino bitki olmak iizere toplam 189 embriyo iiretilmistir.

Trottier vd. (1993) 5 yazlik bugday genotipinde farkli ortamlarin anter kiiltiirii
tizerindeki etkilerini farkli denemelerle incelemistir. ilk denemede, ortama 19 amino asit
(bu 19 amino asidin dozlar1 2.5 mg/L'den 975 mg/L'ye kadar degismektedir)
eklenmesinin embriyo ve yesil bitki sayisin1 6nemli 6l¢iide artirdigini, HY320 ve B723
genotiplerinde yesil bitki sayisinin 100 anter basina 28.2'den 46.7'ye arttigini1 ortaya
koymustur. Ikinci denemede; HY320, Wim ve Laval-19 genotipleri kat1 ortam (0 bitki),
jelatinli ortam (2.5 bitki) ve siv1 ortamda (0 bitki) karsilastirildiginda, Fikollii sivi ortamin
100 anter basina 9.9 yesil bitki Ureterek en etkili ortam oldugu bulunmustur. Yapilan
Uclinct denemede sukrozun maltoz ile degistirilmesinin farkli etkileri oldugu ortaya
konulmustur. Maltoz HY320, Wim ve Reliance'da androgenesisi kismen engellemis
(sukroz ile 100 anter bagina 40.3’e karsilik 100 anter basina 43.9 yesil bitki), ancak Laval-
19'da 6nemli 6l¢iide artirmistir (sukroz ile 100 anter basina 10.8’e karsilik maltozla 100
anter basina 5.4).

1993 yilinda Masoj¢ ve digerleri, kullanarak 43 yazlik bugday c¢esidi ve 6 F1
melezinin anterlerini modifiye N6 ortaminda (HNG) kiilture almislardir. Yiiksek verimde
embriyoid olusumunun (her 100 anterde 111'e kadar), diisiik yesil bitki rejenerasyonu
(her 100 embriyoidde 9.1'e kadar) ve yiiksek oranda albino bitki (%63) ile baglantili
oldugu bildirilmistir. Anterlerin androjenik tepkisi genotipe gore 6nemli Olcide
degismistir. Yedi ¢esitten 100 anter basina 1 yesil bitki tiretilirken, 10 genotipten hig yesil
bitki elde edilememistir. F1 melez genotipleri ebeveyn ¢esitlere kiyasla farkli tepkiler
gostermistir. Resiprokal melezlemelerdeki farkliliklar anter tepkisi iizerinde sitoplazmik
etki oldugunu diisiindiirmiistiir. Rejenerantlarin %45'c haploid, %29'u spontan DH ve
%26's1 1se anormal kromozom sayisina sahip bulunmustur. Bu calisma, genotip ve
sitoplazmik faktorlerin yazlik bugdayda anter kiiltiirii basaris1 {lizerindeki etkisini
vurgulamastir.

Holme vd. (1999), %9 maltoz ile desteklenmis CHB-2 ortam1 kullanarak 145
cesitte androgenesis indiiksiyonunu arastirmigtir. Mikrosporlar1 orta-ge¢ cekirdekli

asamada olan basaklar1 se¢misler ve 1-7 giin boyunca 5 °C'de soguk su ile 6n isleme tabi
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tutmuslardir. Soguk su uygulamalari, anter kiiltiirii verimliliginde 6nemli farkliliklar
oldugunu gostermistir: Dogu Avrupa gesitleri 100 anter basina 61.5 embriyo ve 3.6 yesil
bitki tiretirken, Kuzey Bat1 Avrupa ¢esitleri 100 anter basina 17.6 embriyo ve 0.4 yesil
bitki olusturmustur. Bu bulgular, genotip ve g¢evresel kosullarin bugday androgenesis
potansiyeli tizerindeki etkisini ortaya koymustur.

Kim ve Baenziger (2005), {i¢ farkli ortam kullanarak yazlik bugday 'Pavon 76'da
androgenesis indiiksiyonunu arastirmistir. Ayrica donér bitki basaklarina 1-2 hafta
boyunca 48°C'de 6n muamele uygulamislardir. Bitki rejenerasyonu i¢in 100 anterden
22’ye kadar yesil ve 25’e kadar albino bitki iiretilmistir.

Soriano vd. (2008), Pavon ve Caramba yazlik bugday ¢esitlerinde androgenesis
indiiksiyonunu arastirmislardir. Orta ila geg tek ¢ekirdekli asamadaki mikrosporlara sahip
anterleri gesitli biitanol muamelelerinin yan1 sira maltoz, 2,4-D ve BA ile desteklenmis
stvi MS3M ortaminda kiiltiirlemeden 6nce mannitol, CaCl, ve makro besinler igeren bir
¢ozelti ile on muameleye tabi tutmuslardir. Calisma, n-butanoliin embriyo Uretimini
onemli olctlide artirdigini ve Caramba'nin n-butanol uygulamasi altinda 100 anter basina
330 embriyo ve 169 yesil bitki ile en yiiksek verimi gosterdigini ortaya koymustur. N-
butanol kullanilan bu ¢alismada, bu kimyasalin bugday androgenesisinde etkili bir ajan
olabilecegini bildirilmistir.

Khiabani vd. (2008), dokuz Iran bugday genotipini kullanarak, bir hafta boyunca
yaklasik 4°C'de soguk on islemin ardindan orta ila geg tek ¢ekirdekli mikrosporlara sahip
basaklarin anterlerini kiltire almiglardir. Indiiksiyon ortami olarak Modifiye P4 ve
rejenerasyon ic¢in 190-2 kullanmislardir. Calismada, kaydedilen en yiiksek kallus tiretimi
(31.54) F32044 genotipinden ve en yiiksek bitkicik tiretimi (100 anter bagina 24) F3 2005
genotipinden elde edilmistir. Bu bulgular, bugday androgenesisinde genotipe 6zgi
tepkilerin altin1 ¢izmistir.

Broughton (2011), Avustralya yazlik bugday genotiplerinde n-butanol ve diger
bazi kimyasallar1 kullandig1 anter kiiltiirlerinde embriyo ve yesil bitki liretimini artirmay1
amaglamistir. Kat1 mannitol ortaminda anter 6n muamelesini takiben %0.1 veya %0.2
(h/n) n-butanol ile 5 saatlik bir muamele embriyo, yesil bitki ve DH iiretimini 6nemli
olgiide arttirmistir. Ozellikle, yesil bitki iiretimi melez genotiplerde 3 ila 6 kat artmistir.
Mannitol 6n muamele ortamina kalsiyum (Ca) ve makro besin maddelerinin eklenmesi,

n-bltanol ile birlestirildiginde sonuglar1 daha da iyilestirmistir. En iyi sonuglar n-butanol
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ve Ca/makro besin 6n muamelesinin birlikte uygulanmasiyla elde edilmis ve 100 anter
basina 200'e kadar yesil bitki elde edilmistir.

El-Hennawy vd. (2011), 6 bugday genotipinin ve bunlarin F1 melezlerinin anter
kaltura tepkilerini arastirdigi galismada énemli genetik varyasyonlari ortaya koymustur.
Kallus olusumu tiim genotiplerde meydana gelmis, kallus indiiksiyon oranlart Gemmeiza-
9'da %0.67 ile Gemmeiza-7 x Sids-4 melezinde %18 arasinda degismistir. Bitki
rejenerasyonu 21 genotipin 19'unda basarili olmus, en yiiksek yesil bitkicik frekanslari
Giza-164 x Gemmeiza-9 ve Giza-164 x Line-115 melezlerinde gozlenmistir. Melezler
genellikle ebeveynlerinden daha iyi anter kiiltiirii tepkileri gostermis, kallus indiiksiyonu
ve yesil bitki rejenerasyonu i¢in 6nemli heterotik etkiler gdstermistir.

Lantos vd. (2013) , yiiksek ve diisiik tepkili genotipler olan 'Svilena' ve 'Berengar'
ile 93 F1 kis bugday1 melezini anter kiltiiriinde test etmistir. indiiksiyon i¢in agar1 Fikoll
ile degistirerek modifiye W14 ortammi1 ve rejenerasyon igin 190-2 ortamin
kullanmiglardir. Calismada, genotipin embriyo benzeri yapilarin, rejenere olmus
bitkiciklerin ve yesil bitkiciklerin sayisin1 6nemli Olclide etkiledigi ve yesil bitkicik
tiretiminin 100 anter basina 0.04 ila 28.67 arasinda degistigi bulunmustur. Tiim melez
genotiplerden toplam 11.000'in iizerinde iyi koklenmis yesil bitkicik (ortalama
rejenerasyon orani1 100 anter basina 5.3 yesil bitkicik) elde edilmistir. Genotip, yil ve
cevresel faktorlerin albino bitkicik tiretimi iizerindeki etkisine ragmen, iklimlendirme
sonrasinda yesil bitkiciklerin hayatta kalma oran1 2010 yilinda %97.21 ve 2011 yilinda
%96.34 olmustur. Bu calisma, anter kiiltiiriiniin kislik bugday 1slahi i¢in etkili ve uygun
maliyetli bir yontem oldugunu ve yilda 5.000'den fazla yesil bitki fidesi tiretilebilecegini
ortaya koymustur.

Castillo vd. (2015), yumurtalik ile 6n muamele uygulanmis ortam (OVPCM) ve
yumurtalik ortak kiltiiriini kullanarak ekmeklik bugday anter kiiltiiriinde yesil DH bitki
tiretimini artirmay1 amaglamiglardir. 'Pavon' ve 'Caramba' gibi ¢esitlerin kullanildig:
calismada Caramba orta-diisiik diizeyde bir endrojenik tepki gostermistir. Ayrica Galeon,
Tigre ve Kilopondio ile birlikte bu ¢esitlerin yumurtaliklari kullanilmistir. Yumurtaliklar
25°C'de 5 giin boyunca Fikoll 400 igeren MS3M ortaminda kiiltiire alinmistir. Orta-geg
cekirdekli olmayan asamadaki anterler mannitol ve CaCl2 ile 6n muamele edilmis,
ardindan OVPCM'de kiiltiire alinmistir. Sonuclar, OVPCM'nin embriyolar1 ve yesil

bitkileri 6nemli dlgiide artirdigini ve 6zellikle Caramba'ya Pavon'dan daha fazla fayda
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sagladigin1 gostermistir. Olgun yumurtaliklar, olgunlasmamis olanlara kiyasla sonuglari
iyilestirmistir. Tigre genotipinin yumurtaliklari, 100 anter basina 111 DH bitki iireterek
en yiiksek spontan kromozom katlanmasini (%71) saglamstir.

Echavarri ve Cistué (2016), tarafindan yapilan ¢alismada, bugdayda yeni bir 6n
muamele ortaminin anter kiiltiirii verimliligi izerindeki etkisi aragtirilmistir. Caligmada 3
bugday c¢esidi ve anter kiiltiiriine farkli duyarlilik gosteren 10 F1 melezi kullanilmistir.
On muamele ortam1 0.7 M mannitol, 40 mM CaCl2-2H20, FHG makro besin maddeleri,
%0.8 Sea Plaque agaroz ve %1 DMSO dan olusturulmustur. DMSO ilavesi 6zellikle etkili
olmus, bugdayda yesil bitki sayisini kontrole kiyasla iki kat ila dort kat artirmistir. Ayrica
DMSO, androgenesis teknolojisinde 6nemli bir sinirlama olan albino bitkilerin yiizdesini
azaltmistir. Bu caligma, 6n muamele ortamindaki %1 DMSO'nun hem arpa hem de
bugdayda anter kiiltiirii verimliligini artirabilecegini gosteren ilk calismadir. Bu bulgular,
DMSO'nun bugday 1slah1 sonuglarini iyilestirmede degerli bir arag olma potansiyelini
gostermektedir.

Bagka bir ¢alismada Dorota vd. (2020), bugday anter kiiltiirlinde Zearalenon
(ZEN) ve ¢esitli BGD lerinin mikrospor embriyogenesisi Uzerindeki etkisini arastirmistir.
Calismada 6 ortam kombinasyonu incelenmistir. Bunlar; kontroliin yaninda iki BGD
kombinasyonu iceren D ortami (2,4-D + dicamba) ve K ortam1 (2,4-D + Kinetin) ve her
biri ¢ ZEN konsantrasyonu (0, 0.1, 0.2 mL/L) igeren ortamlardan olusturulmustur. ZEN
ilavesi baz1 genotiplerde mikrospor embriyogenesis etkinligini ve yesil bitki olusumunu
onemli 6l¢iide artirmug, 0.2 mI/L ZEN ile desteklenen D ortami en etkili ortam olmustur.
Tim genotipler androjenik yapilar iireterek genotipik inat¢iligin kirildigini gostermistir.
Ayrica, 19 melezin 18'inden yesil bitki elde edilmistir. ZEN ilavesi rejenere albino
bitkilerin sayisini ve kendiliginden genom katlama oranini ise etkilememistir. Bu ¢alisma,
ZEN'in bugday anter kiiltiirinde mikrospor embriyogenesisini gelistirme potansiyelini
ortaya koymustur.

Broughton vd. (2020), anter kiiltiiri kullanarak bugday DH iiretimindeki
zorluklari, 6zellikle yesil bitki rejenerasyonundaki genotip degiskenligini ve spontan
kromozom katlanmasini arastirmistir. Caligmada erken genom katlanma oranini artirmak
icin indiiksiyon asamasinin basinda kafein veya trifluralin uygulanmistir. Kafein
uygulamasi (24 saat boyunca 0.5 mM konsantrasyonda), alti yazlik bugday melezinin
ikisinde yesil bitki liretimini 30 anter basina sirasiyla 161 adet (%14) ve 42 (%27) adet
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yesil bitki olacak sekilde onemli 6l¢iide artirmistir. Bununla birlikte, kafein, kontrole
(%56) kiyasla bazi1 uygulamalarda (%67-68) kromozom katlama sikliginda gézlenen bir
artisa ragmen, kromozom katlamasini istatistiksel Olgiide etkilememistir. Trifluralin
uygulamasi (48 saat) kromozom katlanmasini %38'den (kontrolde) 1 uM ve 3 uM
uygulamalarinda sirastyla %51 ve %S53'e kadar onemli Olglide iyilestirmistir. Fakat
trifluralin yesil bitki rejenerasyonunu olumsuz etkilemis, 20 anter basma 31.8 yesil
bitkiden (Kontrol) trifluralin uygulamalarinda 20 anter basma 9-25 yesil bitkiye
olusmustur.

Dorota vd. (2020b), 4 yazlik bugday ¢esidinde iyonik sivinin mikrospor
embriyogenezi iizerindeki etkisini degerlendirmistir. Indiiksiyon icin 2,4-D ve dicamba
ve bu sentetik oksinlere benzer yapilara sahip yeni iyonik sivilar ile desteklenmis
modifiye bir C17 ortami kullanilmistir. Calismada C2 olarak etiketlenen 2-kloroetil
amonyum 2 4-diklorofenoksi asetat [CC][2,4-D]; TM olarak etiketlenen
Trimetilvinylamonyum  (2,4-diklorofenoksi) asetat [TMWA][2,4-D]; CD olarak
etiketlenen 2-Kloroetil trimetilamonyum 2,6-dikloro-2-metoksibenzoat [CC][dikamba] 1
indiiksiyon ortamlari ile %0.6 agar ile katilagtirilmig, 0.5 mg/L NAA ve kinetin igeren
MS ortami kullanilmistir. Tek ¢ekirdekli mikrosporlardan embriyogenesis indiksiyonu
tim uygulamalarda gozlenmis ve toplamda 873 embriyojenik yap: (ES) elde edilmistir.
Iyonik sivilarin eklenmesi mikrospor embriyogenesisini ve yesil bitki rejenerasyonunu
sadece 2,4-D igeren kontrol ortamindan daha etkili bir sekilde uyarmistir. En uygun
uygulamalar, kontrole kiyasla mikrospor embriyogenesis indiiksiyonunda iki kattan fazla
verimlilikle sonu¢lanmistir. En yiiksek verim (14.17 ES/100 anter) CD/C2 ortaminda
gbzlenmistir. CD/2,4-D ortaminda ortalama yesil bitki rejenerasyonu 2.5 yesil bitki /100
anter olmustur.

Zambriborshch vd. (2023), kislik ekmeklik bugdayin 9 genotipinde yapilan anter
kilturlerinde basaklar 6nce 0.5 mg/L absisik asit ¢ozeltisine daldirilmig, stre¢ film ile
sarilmis ve 3-5 gun boyunca +2-4 °C'de saklanmustir. Sterilizasyon, 40 dakika boyunca
sodyum hipoklorit (NaOCI) ve alkaliler iceren Bilyzna ¢0zeltisinde yapilmistir. Ardindan
10 dakika boyunca 0.05N HCl ile durulama ve steril damitilmis su ile yikama yapilmistir.
Indiiksiyon i¢in 90 g/L sukroz, 400 mg/L L-glutamin, 400 mg/L L-prolin, 100 mg/L
miyo-inositol, 3 g/L gelrite ve 2,4-D (1,5 mg/L) ve kinetin (0,5 mg/L) iceren BGD lerle

desteklenmis 190-2 ortami kullanilmistir. Rejenerasyon ortami ise MS1 temel besin
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ortamina eklenen 0.2 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L kinetin, 200 mg/L L-glutamin, 200 mg/L L-
prolin, 100 mg/L myo-inositol, 6 g/L agar ve 60 g/L sukrozdan olusturulmustur. En
yuksek embriyo benzeri yap1 114.39 ELS/100 anter iken, yesil bitkicikler (yb) 0 ila 3.05
yb/100 anter arasinda degismis ve ortalama 0.71 yb/100 anter olmustur. Rejenere edilen
100 yesil bitkicik basina aklimatize bitki sayis1 (AB) 32 ila 62.5 AB /100 yb arasinda
degismis, ortalama 35.92 AB /100 yb olmustur. Buna ek olarak, 100 aklimatize bitki
basina 12.5 ila 60 DH bitki (DH/100AB) geri kazanilmis ve ortalama geri kazanim orani
%29.41 olmustur. Bu ¢alismada, 9 genotipten 5'inden, kompleks pas direncine sahip (8-
9 puan) 17 DH hat da dahil olmak (izere basarili bir sekilde fertil bitkiler elde edilmis ve
iki direng geni kiimesi (Lr26/Sr31/Pm8/Yr9 ve Lr34/Yr18/Sr58/Pm38) tanimlanmustir.

2.1.2. Bugdayda mikrospor Kiiltiir calismalari

Androgenesisde haploid bitki elde etmek i¢in bagvurulan bir bagka yol izole edilmis
mikrosporlarin kiiltiiriidiir. Tek hiicreli haploid kaynagi olan mikrosporlar temel ve
uygulamali biyoteknolojik 1slah programlari ig¢in umut verici bir arag olmustur (Bajaj
1990). Mikrosporlar, siki bir sekilde kontrol edilen olaylar dizisini takiben haploid
bitkilere doniismek icin Onemli bir kapasiteye sahiptir. Bu siire¢ iki ana bdoliime
ayrilabilir; mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis. Mikrosporogenesis mayoz
boliinme ile baslar ve polarize haploid mikrosporlarin olusumu ile tamamlanir.
Mikrogametogenesis boyunca, tek htcreli mikrospor asimetrik olarak bdélinerek, bir
vejetatif hiicre ve bir generatif hiicre igeren geng bir polen tanesine doniisiir ve bu da daha
sonra olgun, iki hicreli veya ii¢ hiicreli bir polen tanesine farklilagir (Touraev vd. 1997).

Mikrospor kiiltiirii teknigi, anter kiiltiirlerine gére birgok avantaji olmasi nedeniyle
son derece umut verici ve etkili bir yontemdir. Ilk olarak, anter igindeki smirli alan ve
beslenmeden kaynaklanan istenmeyen secilimi engeller. Ikinci olarak, somatik, diploid
anter dokusu ile kontaminasyon riskini ortadan kaldirmaktadir. Uciincii olarak, bu yéntem
mikrospor gelisiminin daha hassas bir sekilde gozlemlenmesini saglamaktadir. Ayrica,
mikrosporlar tek hiicreli organizmalar olarak yetistirilebilir ve mikrobiyolojik tekniklerin
kullanilmasina imkan saglamaktadir. Bu tek hiicreli sistem ayn1 zamanda tek tek hiicreler
arasinda in vitro seleksiyonu kolaylastirir ve mutagenesis ve transformasyon gibi genetik
manipiilasyon ic¢in yeni imkanlar sunmaktadir. Ayrica, mikrosporlar direkt olarak

embriyolara doniigebildiginden, androgenesisin fizyolojisi ve biyokimyasini incelemek
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icin degerlidirler. Son olarak, izole edilmis c¢ok hiicreli mikrospor embriyoidlerine
mikroenjeksiyon yoluyla direkt gen transferi, bugday da dahil olmak iizere tahillarda
yuksek rejenerasyon verimliligine sahip izole mikrospor Kkiiltiirleri kullanilarak
transgenik bitkiler olusturma potansiyeli saglamaktadir (Bajaj 1990; Neuhaus vd. 1987,
Potrykus 2007).

Mikrospor kiiltiiriinlin agamalart; uygun mikrospor gelisim agamasinin belirlenmesi,
kiltiir 6ncesi veya sonrast 6n muamele, mikrosporlarin izolasyonu, mikrosporlarin
indiiksiyon ortaminda kiltlirii, embriyoidlerin rejenerasyon ortamina aktarilmasi, iyi
gelismis rejeneratlarin aklimatizasyonu, ex vitro bitkilerin ploidi seviyesinin belirlenmesi
ve gerekirse kromozom katlamasindan olusmaktadir ve tim bu asamalar bugday
mikrospor kultlrd sdreci icin de gecerlidir.

Nitsch'in (1973) Nicotiana'nin izole mikrospor kiiltiiriinii rapor etmesinden itibaren,
anterlerden mekanik olarak izole edilen mikrosporlarin kiiltiiri veya siv1 kiiltiir ortami
lizerinde yiizdiiriilen anterlerden dokiilen mikrosporlarin gelisimi (shed-mikrospor
kiiltlirii) birgok tahilda sinirli basari ile arastirilmistir (Bajaj 1990). Birkag y1l sonra, bu
teknik bugdaya uygulanmis ve kiiltiire alinan dort genotipten {igiiniin mikrosporlarindan
yesil bitkilerin rejenerasyonu ile sonuglanmigtir. Gegmisten giiniimiize bugdayda yapilan
bazi mikrospor kiiltiirii caligmalarina asagida yer verilmistir:

Mejza vd. (1993), yazlik bugday ¢esitlerinden UC703, Pavon, Colano ve Chris’de
mikrospor Kiiltiirli ¢alismas1 yapmislardir. Indiiksiyon ortami olarak %9 maltoz igeren
modifiye FMN6 ve CHB-2 ortamlarint ve bitki rejenerasyonu igin %3 sukroz igeren
hormonsuz MS ortamini kullanmislardir. Orta ila geg¢ ¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar,
blender vasitasiyla anterlerden izole edilmis ve farkli sicaklikta 6n muameleye tabi
tutulmustur. 25°C'de basak 6n muamelesi, 5°C'ye kiyasla daha fazla mikrospor kaynakli
embriyo Uretirken, indlksiyon ortami olarak ise CHB-2 ortami1 FMNG6 ortamina gore daha
fazla MDE {iretmistir. Ayrica mikrosporlarin arpa yumurtaliklar ile ortak kiiltiirQ bugday
yumurtaliklarina kiyasla daha fazla {iretmistir. Rejenere bitkilerin fertilite seviyesi
yaklasik %40 olarak tespit edilmistir.

Tuvesson ve Ohlund (1993) 1 iki yazlik bugday ¢esidi ('Walter' ve 'Ciano') ve iki
kislik bugday cesidi (‘Sleipner' ve 'Curiosita') lizerinde yaptiklar1 mikrospor kiiltiiri
caligmasinda, +2 - +3°C'de 3 hafta boyunca karanlikta soguk 6n islem uygulanmis,

ardindan mikrosporlar %9 maltoz, 1.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L kinetin iceren 190-2

16



KAYNAK TARAMASI A.R. SHARAFAT

ortaminda kiiltiire alinmistir. Dort genotipten de proembriyolar, embriyolar ve bitkiler
tretilmistir. Caligmada toplam 83 makroskopik embriyo gelismis ve 45' bitkiye
dontismistiir. Bitki Gretimiyle ilgili olarak; 'Ciano’ dan 17 bitki (14 yesil, 3 albino)
rejenere edilirken, "Walter' dan tamamui albino olmak tizere 28 bitki rejenere edilmistir.

Gustafson vd. (1995) nin bugdayda yaptiklart izole mikrospor kilturlerinde Chris'
ve 'Pavon 76' geotipleri kullanilmigtir. Bagaklar mikrosporlar geg tek gekirdekli ila erken
cift gekirdekli asamada iken toplanmis ve anterler ¢ikarilana kadar 1 ila 4 giin boyunca +
4°C'de saklanmistir. Mikrosporlarin blending yontemi kullanilarak izole edilmesi ve
sukroz gradyan sistemi ile santrifijde ayristirildiktan sonra mannitol kullaniminin
mikrosporlarin canliliklar1 iizerinde zararli bir etkisi olusturdugu tespit edilmistir.
Sonuglar, mannitol kullanilmaksizin izole edilen mikrosporlardan 109 rejenere bitki elde
edilmis olup, bunlar %46 fertilite oranina sahiptir.

(Zheng vd. 2001), kimyasal uygulama ile bugday basaklarindan mikrosporlari
izole etmis, izole edilen mikrosporlari daha sonra 25°C'de 38-52 saat boyunca karanlikta
0.18 mM 2-hidroksinikotinik asit, mineraller ve %9 maltozdan olusan bir ortama tabi
tutmustur. %?21'lik maltoz {lizerinde filtrasyon ve gradyan santrifiijleme yoluyla
ayristirmanin ardindan, mikrosporlar 27 °C'de s1v1 bir ortamda yumurtaliklarin varliginda
Killtlire alinmustir. Indiiksiyon ortami1 olarak NPB-99 ve rejenerasyon ortami olarak 190-
2 ortami kullanilmistir. Calismada basak basina 360 - 4.914 arasinda embriyoid verimi
elde etmis, bunlardan %15 - %95'i yesil bitkiye doniismiis ve DH bitki oranlar1 %39 -
%78 arasinda bulunmustur.

Zheng vd. (2002) DH bugday iiretmek i¢in daha verimli ve etkili bir izole
mikrospor kiltlir sistemi gelistirmek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 6n muamele
soliisyonuna %10 NPB98 ortami ekleyerek siireci gelistirmis ve WED202-16-2 bugday
genotipinde bitki rejenerasyon oranlarim1 %15 ve yesil bitki yiizdesini %27 oraninda
artirmigtir. Arastiricilar mikrospor embriyogenesisini indiiklemek icin kimyasal bir
formiilasyon olusturduklarini ve muamele edilen mikrosporlarin %50 kadarim
gametofitik yoldan sporofitik yola doniistiirdiiklerini bildirmistir. Formiilasyon karigimi
0.1 g/L 2-hidroksinikotinik asit, 10 mol/L 2,4-D ve 10°® mol/L 6-benzilaminopiirin
olarak aciklanmistir. Bu embriyojenik mikrosporlar, sivi NPB-99 ortaminda bugday
yumurtaliklar ile birlikte kiiltiire alinmis ve 8 bugday genotipinde basak basina 50 ila
5500 yesil bitkinin rejenere oldugu bildirilmistir.
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Daha sonra yapilan ¢alismalarda farkli arastirmacilar, yuksek albino bitki olusum
orani, yesil bitkilerin diisiik olusum oran1 ve genotip bagimlilig1 gibi mevcut sorunlari
¢ozmek i¢in de arastirmalar yiriitmustiir. Letrate vd. (2006) arabinogalaktanlarin (AG)
ve arabinogalaktan proteinlerinin (AGP) iki yazlik bugday genotipi olan Chris ve Pavon
79 Uzerindeki etkilerini test etmistir. Arastirma bulgulari, AG ilavesinin Kiltlrde
yumurtaliklarin  bulunup bulunmadigma ragmen, her iki genotipte de mikrospor
oliimlerini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir. Benzer sekilde, ortamdaki AGP varligi
iretilen embriyo sayis1 ve yesil bitkilerin rejenerasyonu iizerinde gii¢lii bir pozitif etki
gostermistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, AGP yumurtaliklar olmaksizin tek basina
kullanildiginda bugday mikrospor kiiltiirlerinden yesil bitkilerin iiretilmesine katki
saglamistir. Genel olarak sonuclar, bugday mikrospor kiiltiirlerinde embriyogenesis
indiiksiyonunun, her ikisi de yiiksek hiicre 6liim oranlarin1 6nlemeye ve yesil bitki
rejenerasyonunun verimliligini artirmaya yardimci olan AG veya AGP kullanimindan
guclu bir sekilde etkilendigini gostermistir.

Cistue vd. (2006) ve Labbani vd. (2007), tarafindan yiiriitiilen iki 6nemli ¢alisma,
izole mikrospor kiiltiirleri kullanarak makarnalik bugdayda DH bitkileri liretmeye
odaklanmustir. Cistué ve arkadaslar1 genotip olarak bes ticari gesit, bir se¢ilmis hat ve
1slah degeri yiiksek farkli genotipler arasinda gelistirilen 20 F1 melezinden olusan bir
koleksiyon kullanmistir. Anterleri 0.7 M mannitol i¢cinde 6n muamele etmisler,
maserasyon yoluyla mikrosporlar1 izole etmisler ve yumurtalik ko-kultird ile C17
indiiksiyon kiiltiir ortaminda kiiltiire almiglar ve optimum rejenerasyon ortami olarak J25-
8 ortamini kullanmiglardir. 35 mikrospor izolasyonundan, yaklasik %67'si spontan DH
olan 407 yesil bitkicik elde etmislerdir. Elde edilen bu 407 bitkiden 275'i tamamen verimli
bulunmus ve tarlada test edilebilecek kadar tohum iiretmistir. Diger yandan, Labbani vd.
(2007) ayn1 bugday tipinden Jennah Khetifa ¢esidi ile ¢alismislardir. Toplanan basaklar
0.3 M mannitol i¢inde 6n muameleye tabi tutulmus ve +4 °C'de 3, 5, 6, 7, 8, 10 ve 12 giin
boyunca farkli siirelerde muhafaza edilmistir. Elde edilen sonuglar, 0.3 M mannitol ve 7
giin boyunca soguk depolamasiin birlikte kullanildigir bir 6n muamelenin, Uretilen
embriyo sayist ve yesil bitkilerin rejenerasyonu iizerinde Onemli bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Bu kosullar altinda, 2.693.500 mikrospordan 13.475 olgun
embriyo Uretmisler ve 85 yesil bitki elde etmislerdir. Calismada 100.000 mikrospor

basina ortalama 11.55 yesil bitki olmak iizere yliksek bir yesil bitki rejenerasyon frekansi
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kaydedilmis olup, bu da yaklasik olarak basak basina 6 bitkiye esdegerdir. Her iki
calismada farkli metodolojiler ve sonuglar olsa da, makarnalik bugday mikrospor
kiiltiirlerinde DH bitkilerinin {iretimini artirmada belirli 6n muamele ve kiiltiir
kosullarinin etkinligini gostermistir. Cistué ve arkadaslar1 daha yiiksek sayida yesil
bitkicik ve dnemli oranda spontan DH elde ederken, Labbani ve arkadaslari embriyo
tiretimini ve yesil bitki rejenerasyonunu en {ist diizeye ¢ikarmak icin 0n muamele
kosullarin1 optimize etmeye odaklanmustir.

Soriano vd. (2007) ile Islam (2010), kolhisinin bugday mikrospor kiiltiirlerinde
kromozom katlanmasi ve androjenik tepki tizerindeki etkilerini arastirmistir. Soriano ve
arkadaslari, mannitol stresi 6n muamelesi sirasinda ve ilk 48 saat i¢inde 0, 150 ve 300 mg
/L konsantrasyonlarda kolhisin uygulamasini yapmislardir. Arastirmacilar, 300 mg/L
kolhisin uygulamasinin diisiik yanit veren genotiplerde kromozom katlanma oranini
iyilestirdigini ve DH24033 genotipinde kontrole gore %118 artis sagladiginm
bildirmilerdir. Bununla birlikte, kolhisinin embriyo olusumu ve yesil bitki yiizdesi
tizerindeki etkisi genotipe bagli bulunmustur. Diger taraftan, Islam'in 2010 yilinda yaptigi
calisma da ise izole edilmis mikrospor kiiltiirlerinin kolhisin ile direkt muamelesi
incelenmistir. Bu yontemin embriyoid indiiksiyonunu ¢ ila dort kat azalttig1, ancak fertil
bitkilerin rejenerasyonunu iyilestirdigi bildirilmistir. Ayrica Islam, ii¢ giin boyunca
indiiksiyon ortamina eklenen farkli kolhisin konsantrasyonlarini (50, 100 ve 150 mg/ L)
test ettigi bagka bir denemede, daha ylksek kolhisin konsantrasyonlarinin embriyo
sayisini ve rejenere yesil bitkilerin oranini azaltirken, albino bitkilerin rejenerasyonunu
tesvik ettigini ortaya koymustur. Embriyo sayisindaki azalmaya ragmen, ¢alismanin
birincil hedefi olan kromozom katlanma indeksi artmistir. U¢ uygulama arasinda diploid
bitkilerin ortalama siklig1 kontroldeki %72.40'a kiyasla %81.73'e yiikselmistir. Islam
kolhisin uygulamasimin ortalama kromozom katlanma sikligin1 kontroldeki %55.26'ya
kiyasla %84.94'e yiikselttigini bildirmistir. Kisacasi, her iki calisma da kolhisin
uygulamasinin bugday mikrospor kiiltiirlerinde kromozom katlanmasini énemli 6lciide
iyilestirebilecegini gdstermistir. Soriano ve arkadaslart kolhisinin etkilerinin genotipe
bagli dogasim1 vurgularken, Islam'in c¢alismasi embriyo olusumunun azalmasi ve
kromozom katlanmasinin artmasi arasinda bir denge oldugunu gostermistir. Her iki

calisma da kolhisinin, DH bitki dretimi icin ¢ok dnemli olan kromozom katlanmasini
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tesvik etmedeki etkinliginin altin1 ¢izerken, bugday mikrospor kiiltiirleri i¢in kolhisin
uygulamalarinin optimize edilmesindeki zorluklari da ortaya koymustur.

Asif ve arastirma grubu, tritikale ve yazlik bugdayda cesitli uygulamalarin
mikrospor kiiltiirleri {izerindeki etkilerini arastiran ¢esitli calismalar yUriitmistiir.
Arastirmalar genel olarak antioksidan (2014), antibiyotik (2013), fitosulfokin alfa
(2014a) ve indiiksiyon ortami osmolalitesinin (2014b) etkilerini belirlemek Uzere
yapilmistir.  Asif vd. (2013a) ilk c¢alismalarinda, mitokondriyal veya plastid
antioksidanlarla desteklenmis NPB-99 + %10 Fikoll den olusan bir indiiksiyon ortami
kullanmislardir. Bu ¢aligma ilk olarak tritikalede yapilmis ve daha sonra cesitli yazlik
bugday genotiplerinde gergeklestirilmistir. Sonuglar bugday genotipine gore degismis,
ancak prolin (10 mM) ile desteklenmis indiiksiyon ortami hem tritikale hem de bugdayda
daha fazla sayida embriyo/embriyo benzeri yap1 ve yesil bitki Uretmistir. Test edilen
plastid antioksidanlar arasinda glutatyon (2 uM) embriyo ve yesil bitki liretimini
artirmada en etkili olarak belirlnemistir. Ek olarak, salisilik asit kullanimu tritikale ve
SWS366 bugday genotipinde albino bitki sayisini azaltmaya yardimei olmustur. Asif vd.
baska bir galismada (2013b), sefotaksim antibiyotiginin kullanimini arastirmislardir.
Sefotaksimin (100 mg/L) bugday ve tritikale mikrospor kiltirlerinde meydana gelen
gram-negatif bakteriyel kontaminasyonu azalttigi, daha da 6énemlisi hiicre bliylmesini ve
yesil bitki tretimini arttirdigi bulunmustur. Diger ¢alismalarinda (2014a) indiiksiyon
ortamina eklenmis fitosiilfokin alfa (PSK-a) kullaniminin etkilerini degerlendirmislerdir.
Ek olarak, NPB99 + 10F indiiksiyon ortaminda yumurtalik ko-kiiltiiriiniin katkisi
aragtirilmigtir. PSK-a;10" M'a kadar olan konsantrasyon araliginda, bugday ve tritikale
cesitlerinde en yiiksek dozda kontrole kiyasla daha fazla embriyo benzeri yap1 ve yesil
bitki olusturmustur. Ayrica bugday ¢esitlerinde albinizmi en az orana indirmis, ancak
tritikalede azaltmamustir. Tlging bir sekilde, 107 M PSK-a, yumurtaliklarin ko-kultiirii ile
birlikte ¢ok sayida embriyo ve yesil bitkinin olusumunu desteklemistir. Son olarak,
indiiksiyon ortami osmolalitesi {izerine yaptiklar1 ¢alismada (2014b), bugday ve
tritikalenin izole edilmis mikrosporlari mannitol kullanilarak ¢esitli osmolalitelere (300-
500 mOsm kg™) tabi tutulmustur. Her iki tiirde de, maksimum embriyo benzeri yap1 ve
yesil bitki sayis1, indiiksiyon ortami1 9.1 g L™ mannitol ile desteklendiginde 350 mOsm
kg''den elde edilmistir. Daha yiiksek osmolalitelerde mikrospor yanitinda keskin bir

diisiis gozlenmistir.
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Yapilan farkli ¢alismalardaki bu gelismelere ragmen bugdayda embriyo
distikligi, yiiksek albino bitki olusum oranlari, disiik oranda yesil bitki {iretimi ve
genotip bagimliligir gibi baz1 zorluklar devam etmektedir. Arastirmacilar bu sorunlari
¢ozebilmek i¢in ¢esitli yaklasimlar gelistirmeye devam etmistir. Sinha vd. (2015) dimetil
tirozin (DMT) konjuge kisa peptitlerin mikrospor embriyogenesisine katkisini
aragtirmistir. Canli mikrospor sayisinin SS-31 ve kaspaz-3 inhibitéri (Ac-DEVD-CHO)
varliginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ozellikle, tritikalede
rejenere olan toplam yesil bitki sayis1 SS-02 ile %42 ve SS-31 ile %55 oraninda artmustir.
Ayrica, SS-31 ve Ac-DEVD-CHO varliginda daha diisiik kaspaz-3 benzeri aktiviteler
gbzlenmis ve hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) SS-31 ile azaltilmistir. Bu sonuglar,
SS-31'in ROS ve kaspaz-3 benzeri aktiviteyi azaltarak mikrospor hicre olimind
azalttigini ortaya koymustur.

Bagka bir galismada, Sinha vd. (2016), bugday mikrospor kiiltiiriinde anti-
apoptotik rekombinant insan B-hicreli lenfoma-2 (Bcl-2421) ve kaspaz-3-inhibitori (Ac-
DEVD-CHO) kullanmistir. Bcl-2421 ve Ac-DEVD-CHO igeren indiiksiyon ortami,
onemli dl¢lide daha yiiksek sayida canli mikrospor, embriyo benzeri yap1 ve toplam yesil
bitki vermistir. Elde ettikleri sonuclar Bcl-2421 ve Ac-DEVD-CHO'mun hiicreleri farkli
yollarla olimden korudugunu gostermistir. Bcl-2421 hidroksil radikallerini (HO-)
detoksifiye ederken, kaspaz-3 benzeri aktiviteyi baskilamakta, Ac-DEVD-CHO ise
kaspaz benzeri aktiviteyi modiile ederek hiicre 6liim yollarini inhibe etmektedir.

Jiang vd. (2017) trikostatin kullanimini arastirmis ve hem ticari ¢esitlerde hem de
F1 hibritlerinde DH {iretiminin verimliliginde onemli bir artis gozlemlemistir. MHO08
genotipinde ortalama 173 embriyoid degeri ve Andrew genotipinde ortalama 28 yesil
bitki verimi bildirmislerdir.

Wang vd. (2019), hem yazlik hem de kiglik bugday genotipleri i¢in verimli ve
genis capta uyarlanabilir bir mikrospor kiiltiirii metodolojisi gelistirmeyi amaglamstir.
Mevcut bugday mikrospor kiiltiirii yontemlerinin, 6zellikle ki genotipleri i¢in rutin
uygulama igin yetersiz kaldigin1 kabul etmislerdir. Calismalari, mikrospor
embriyogenesis frekansini artirmaya ve mikrospordan tiiretilen embriyolarin verimli yesil
bitkilere doniisiimiinii iyilestirmeye odaklanmistir. Mikrospor embriyogenesis siirecinin
tim asamalarinda ¢ok sayida faktoriin test edildigi sistematik bir degerlendirme

yapilmistir. Sonuglar birkag 6nemli bulgunun altini ¢izmistir: Optimum soguk 6n islem
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stireleri kislik bugday genotipleri i¢in 28 giin ve yazlik genotipler i¢in 21 giin olarak
belirlenmistir. Yiiksek siklikta embriyojenik mikrospor igeren mikrospor siispansiyonlari
%23 maltoz gradyani kullanilarak toplanmis ve ardindan mannitol i¢eren bir ¢ozelti ile
peletlenmistir. Trikostatin A (TSA) uygulamasi hem embriyogenesisi hem de yesil bitki
rejenerasyonunu artirmistir.  Scriptaid, BIX-01294 ve sodyum biitirat gibi diger
epigenetik kimyasallar da degerlendirilmistir. Scriptaid embriyogenesisi artirirken,
rejenere edilen bitkiciklerde anormal siirgiin ve kok gelisimine yol agmistir.

Tdm bu c¢alismalar, bugdayda mikrospor embriyogenesisi ve DH bitki
tiretimindeki zorluklarin {istesinden gelmek i¢in devam eden ¢abalari gostermektedir.
Arastirmacilar, farkli materyaller ve yaklagimlar kullanarak yesil bitkilerin canliligini ve
rejenerasyonunu artirmayi ve sonuc¢ta DH iiretiminin verimliligini ve basar1 oranlarini
tyilestirmeyi amaglamaktadir.

Degisen basar1 oranlarina ragmen mikrospor kiiltiirlerindeki ¢aligmalar, bitki
biyoteknolojisinin diger uygulamalar1 ve 6zellikle transgenik bitkilerin yetistirilmesi

alaninda da 6nemli ilerlemelerin kaydedilmesini saglamistir.

2.1.3. Bugdayda shed-mikrospor kultlirii ¢ahismalar:

Nicotiana tabaccum igin gelistirilen shed-mikrospor Kkaltiri ydnteminde
inokulasyondan kisa siire sonra anterlerin dogal olarak agilmasi ve mikrosporlarin sivi
ortama dagilarak orada bagimsiz sekilde gelisim avantajindan yararlanilir. Bu teknikte,
anterler petri kaplarindaki sivi ortamin s1§ ylizeylerinde gezdirilir, mikrosporlarin sivi
ortama dokulmesine ve buyimeye devam etmesine izin verilir ve gerekiyorsa anterler
ortamdan cikartilir (Sunderland ve Roberts. 1977). Bu yontem daha sonra 1982 yilinda
Wei tarafindan bugday igin uyarlanmigtir. Sivi ortamda kiiltiire aliman T. aestivum
anterlerinden 4-8 giin arasinda dokiilen mikrosporlarin kallus olusturdugu belirtilmistir.
Kati ortamdaki anter kiiltiirleriyle karsilagtirildiginda, s1vi ortamdaki mikrospor kulttrleri
anter basina yaklasik altt kat daha fazla kallus olusturmustur. Yine de, mikrospor
kiiltiirtinden elde edilen kalluslar, kat1 ortamdaki anter kiiltlirlerinden elde edilenlere gore
strginleri rejenere etmede daha az etkili bulunmustur. Yesil siirglinlerin albino
slirgiinlere gore orani anter kiiltiirleri igin kabaca 1:1 iken mikrospor klttrleri igin ¢ok

daha dusiiktiir. Shed mikrospor Kiltirl, karmasik izolasyon islemlerinden ve
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mikrosporlarin zararlanma riskinin olmamasi nedeniyle mekanik olarak izole edilen
mikrospor kulttrine gore énemli bir avantaja sahiptir (Ziauddin vd. 1990).

Yukarida da belirtildigi gibi bugdayda ilk shed mikrospor kultiri Wei (1982)
tarafindan yapmustir. Bu calismada bes bugday cesidi kullanmis ve bunlarin basaklar
mikrosporlar orta tek gekirdekli asamadayken toplanmistir. Bu basaklar sekiz giin
boyunca + 4-5 °C'de soguk muamelesine tabi tutulmustur. Wei ii¢ indiiksiyon ortamini
test etmistir: Patates-2, N6 ve C1 ortamlari. Ortamlarin hepsi %5 sukroz, 2-3 mg/L 2,4-
D, 800 mg/L glutamin, 100 mg/L serin ve 5000 mg/L myo-inositol icermis ve pH 5.8'e
ayarlanmigtir. Olusan Kalluslar 20 giin sonra indiiksiyon ortamina benzer, ancak 250
mg/L laktalbumin hidrolizat ve 0.3-0.5 mg/L kinetin igeren biiylime ortamina alinmistir.
Rejenerasyon i¢in 0.3 mg/L IAA ve 1 mg/L kinetin iceren MS ortami kullanilmigtir. Wei,
C1 ortaminin Patates-2 veya N6 ortamindan daha fazla kallus iirettigini ve genotipler
arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu belirtmistir. Kalluslardan hem yesil hem de albino
stirgiinler tiretilmis, ancak mikrospor kiiltiirleri kat1 anter kiiltiirlerine gére anter basina
yaklagik alt1 kat daha fazla kallus vermistir. Bununla birlikte, yesil/albino siirgiin orani
anter kiiltiirleri i¢in yaklasik 1:1 iken, mikrospor kiiltiirleri i¢in ¢ok daha diisiik olmustur.

Datta ve Wenzel. (1987), yilinda bir Fransiz ve bes Cin yazlik bugday ¢esidinin
yani sira yedi F1 yazlik bugday melezi ile bugday androgenesisi Uzerine denemeler
gerceklestirmistir. Mikrosporlarin ¢cogu orta tek cekirdekli asamadayken basaklar
toplanmis ve 4-20 giin boyunca + 5°C'de soguk stresine maruz birakilip, ii¢ farkli besin
ortaminda test edilmistir: Patates-2 (P2), N6 ve Murashige Skoog (MS) ortamlari. P2 iyi
sonu¢ vermezken modifiye edilmis MS ve N6 ortamlar1 benzer ve basarili sonuglar
gostermistir. Calismada birkag bugday ortami modifiye edimistir. WM1; N6 tuzlari, %6
sukroz, %0,5 myo-inositol, %0,5 glukoz ve 160 mg/L glutaminden olusurken, WM2;
%10 Fikolli WM1 ortami olup, WM4 isel, %0,1 kazein hidrolizat ve 2,28 uM zeatin
iceren WM1 ortamindan meydana getirilmistir. Mikrospor boliinmesini tesvik etmek i¢in
sukroz (%3-9) ve 2,4-D (4.5-22.5 uM) konsantrasyonlarmi degistirmislerdir.
Rejenerasyon ortamlar1 (R3 ve R7) da sukroz, myo-inositol ve agar eklenmis WM 1'den
olusturulmustur. Datta ve Wenzel, 6-8 giin boyunca soguk muamelenin polen
boliinmesini ve embriyoid olusumunu uyardigini bildirmistir. Embriyojenik mikrokallus

olusumu i¢in 2,4-D'nin varligi gerekli bulunmustur. Daha yiksek 2,4-D
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konsantrasyonlarinin Fikoll ile birlikte embriyoid indiiksiyonunu tesvik ettigi calismada
106 embriyodan 5 yesil bitki ve 72 albino bitki elde edimistir.

2.2. Bugdayda somatik embriyogenesis ¢calismalari

Somatik embriyogenesis, somatik hiicrelerden somatik embriyolarin tiretildigi
dogal bir fenomendir. Bu yontem, bitki ¢ogalmasi i¢in en etkili morfojenik yol olarak
kabul edilir. Bu yontem, genetik transformasyon ¢alismalar1 ve ¢esitlerin hizlandirilmis
gelisimi i¢in gerekli olan bitki ¢cogaltimi ve rejenerasyonu i¢in etkili bir ara¢ sunmaktadir.
(Ramirez-Mosqueda, 2022). Somatik embriyogenesis dogrudan veya dolayli yollarla
gerceklesebilir. Direkt somatik embriyogenesis kallus olusum asamasini igermezken,
indirekt somatik embriyogenesis somatik embriyo gelisiminden 6nce kallus olusumunu
icermektedir (Ahmadpour vd. 2017). Bugday somatik embriyogenesisi, bugday islahi igin
o6nemli bir yontem olarak bitki biyoteknolojisinde ve genetik transformasyon
caligmalarinda ¢ok sayida yarar saglamaktadir (Adero vd. 2019). Somatik
embriyogenesis, gametik flizyon olmadan somatik hiicrelerden embriyo benzeri yapilar
tiretmeyi saglar ve bu siireg, diisiik kimeraz frekansi, yiiksek sayida rejenerant ve sinirh
somaklonal varyasyon ile sonug¢lanir (Kahriz ve Kahriz. 2017).

1970 yilinda Norstog, kinetin iceren bir ortamda kiiltiire alinan olgunlagsmamis
arpa embriyolarmin epiblastindan atipik embriyoidlerin gelistigini bildirmistir. Bu
calisma bir tahil bitkisinde embriyoid olusumunun ilk raporu olmustur. Bundan sonra,
embriyoid olusumu bugday (Magnusson ve Bornman, 1985; Ozias-Akins ve Vasil. 1983;
Thomas vd. 1977; Vasil ve Vasil. 1981) da dahil olmak {izere diger tiirler iizerinde rapor
edilmistir. Bir¢ok arastirmaci bugdayin kok (Dudits vd. 1975), olgun yaprak (Wernicke
ve Milkovits. 1987) , olgun tohum (Ozias-Akins ve Vasil. 1983), olgun embriyo Aadel
vd. 2016; Filippov vd. 2006; Ekom vd. 2013b), olgun embriyo pargalari (Delporte,
Mostade, vd., 2001a), olgunlasmamis embriyo (Aadel vd. 2016b; le Roux vd. 2016;
Parmar vd. 2012) olgun skutellum (YYadav vd. 2020), olgun olmayan skutellum (He ve
Lazzeri. 2001; Yadav vd. 2020), infloresens (He ve Lazzeri. 2001; Kavas vd. 2008) ve
geng yaprak (Ahuja vd. 1982; Chugh ve Khurana. 2003; Kopertekh ve Stribnaya. 2003;
Yu vd. 2012) gibi gesitli eksplantlarinin totipotensisini arastirmistir. Bunlar arasindan
olgunlasmamis embriyolarin rejenerasyon i¢in en verimli eksplant oldugu belirlenmistir

(le Roux vd. 2016; Parmar vd. 2012). Ancak bu eksplantlarin genotipe bagimli (Zhang
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vd. 2015) ve sadece kisa bir siire iginde kiiltiire alinabilecegi (Filippov vd. 2006)
bildirilmis olup, bununla birlikte olgunlasmamis eksplantlardan (embriyo, skutellum ve
infloresens) elde edilen embriyojenik kalluslarin ¢oklu bitkicik Uretme potansiyeline
sahip oldugu gosterilmistir.

Purnhauser vd. (1987), olgunlasmamis bugday embriyolarini (antesisden 11-15
giin sonra) eksplant olarak kullanmis ve 1 mg/L tiamin-HCI, 100 mg/L myo-inositol, %2
sukroz, %0.7 Bakto-Agar ve 1 mg/L 2,4-D iceren modifiye MS ortaminda kiiltiire
almislardir. ilk kallus olusumundan sonra, kallus biiyiimesini siirdiirmek i¢in kalluslar
azaltilmis 2,4-D konsantrasyonu (0.5 mg/L) ile ayn1 ortama aktarilmistir. Siirgiin ve kok
rejenerasyonu icin kalluslar 2,4-D, myo-inositol ve tiamin-HCI icermeyen MS ortamina
taginmistir. Ayrica, 5-50 mg/L konsantrasyonlarda AgNOs (giimiis nitrat) eklenmis ve bu
da siirgiin rejenerasyonunu 6nemli 6l¢iide desteklemistir. AgNOgz'Un dahil edilmesinin,
etilen kaynakli inhibisyonu azaltarak siirgiin rejenerasyonunu énemli Olglide artirdigi
ifade edilmistir.

Benkirane vd. (2000), Fas'ta yetistirilen 10 makarnalik bugday ¢esidini kullanarak
yaptiklart somatik embriyogenesis ¢alismasinda, eksplant olarak olgunlagsmamig
infloresans ve koleoptilleri kullanmislardir. Indiiksiyon ortami olarak cesitli
konsantrasyonlarda 2,4-D (2.3, 4.5, 6.8, 9, 11.3 uM), 8 g/L agar ve 30 g/L sukroz igeren
MS ortami1 kullanilmig ve bunlarin pH s1 5.8'e ayarlanmistir. Rejenerasyon iginse 0.9 uM
2,4-D ve 0.5 uM 2iP igeren MS ortami kullanilmistir. Stirglinler daha sonra 2-4 hafta
boyunca buyime dizenleyicileri olmadan ¥2 MS ortamina, ardindan 5.5 pM 1AA ve 3
uM GA3 igeren MS ortamina aktarilmistir. Her iki eksplant tiirii hem embriyojenik hem
de embriyojenik olmayan kalluslar tretmistir. Embriyojenik kalluslarda somatik
embriyolar geliserek normal, verimli bitkiler ortaya ¢ikmustir. infloresans pargalari, 6.8
MM 2,4-D igeren ortamda en yiiksek embriyojenik kallus (¢ogu cesit icin %100) ve
rejenerasyon ('Massa' ve 'Isly' i¢in %100) frekanslarini olusturmustur. Koleoptil
eksplantlar1 daha diisiik embriyogenesis ve rejenerasyon frekanslarina sahipken, 1 mm'lik
parcalar 2-4 mm'lik segmentlerden daha iyi performans gostermistir. Calismada 2,4-D
konsantrasyonu kallus indiiksiyonunu onemli Olgiide etkilememis, ancak 9 uM
rejenerasyon i¢in optimal bulunmustur. Ayrica, ¢alismada her iki eksplant tiirii i¢in kallus

indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu lizerinde genotip etkisi gozlemlenmistir.
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He vd. (2001a), makarnalik bugdayin dort genotipinden olgunlagsmamis skutellum
ve infloresans eksplantlar1 icin kiltiir kosullarint optimize etmistir. Skutellum
eksplantlari, infloresans eksplantlarina kiyasla daha yiiksek embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonu frekanslar1 gostermistir. Pikloram her iki eksplanttan da bitki
rejenerasyonunu 6nemli Slciide artirmustir. Ug haftalik iki asamali zeatin iceren
rejenerasyon ortamindaki kiltiirlerde rejenerasyon frekansinda = %20-30 artig
goriilmiistiir. Bliyiime ortamma 1 mg/L 6-BAP eklenmesi slrgun kardeslenmesini
artirmigtir. Optimize edilmis kosullar; skutellum kdltdrleri icin %97-100 (2 mg/L
pikloram ile) ve infloresans kilturleri icin %45-80 (4 mg/L pikloram ile) rejenerasyon
saglamig, skutellum basina ortalama 34 bitki ve infloresans eksplant basina ortalama 16
bitki elde edilmistir. Bu calisma, skutellum eksplantlarinin etkinligini ve makarnalik
bugdayda rejenerasyonu artirmada pikloram ve zeatinin etkisini ortaya koymustur.

Delporte vd. (2001), embriyojenik kallus olusturmak igin kiglik bugday (Odeon
¢esidi) ve yazlik bugdaydan (Minaret ¢esidi) olgun embriyo parcgalari kullanmislardir.
Embriyolar 500 um'lik parcalara ayrilmis ve 10 uM 2,4-D iceren kat1 ortamda kiiltiire
alimmustir. Aktif hiicre boliinmesi 24 saat i¢cinde baslamis, 3 giin i¢inde 100 pargalanmis
embriyodan %90 kallus indiiksiyon orani elde edilirken, proembriyolar 8. glinde ortaya
cikmistir. En yiiksek embriyojenik kallus indiiksiyon orani (%47) 3-4 hafta sonra 2,4-D
kaldirildiginda elde edilmistir. Iki rejenerasyon yontemi karsilastirilmis ve toplam 513
bitkicik dretilmistir. Optimal protokol 100 embriyo bagina 25-30 bitki Ureterek bu
yontemi transformasyon uygulamalari i¢in uygun hale getirmistir.

Milczarek ve Zimny (2001), olgunlasmamis embriyolar kullanarak ii¢ azot
tuzunun (NH4NO3, KNO3 ve NH4Cl) bugday in vitro Kklturleri Uzerindeki etkilerini
aragtirmigtir. Hem NOs- hem de NH4+ iyonlarinin embriyojenik kallus ¢ogalmasi ve
somatik embriyolarin gelisimi igin gerekli oldugu bulunmustur. inorganik azot kaynag
olarak tek basina NH4NO3 1n somatik embriyo olusumunu indiiklemek i¢in yeterli oldugu
bildirilmistir.

Mahalakshmi vd. (2003), 2,4-D ile muamele edilmis bugday yaprag: alt
segmentlerinde dogrudan somatik embriyogenesisi arastirmiglardir. Yaprak dibi
pargalarina 24 saat boyunca 10 uM 2,4-D uygulandiginda ve MS besin ortaminda 2
haftadan daha kisa bir siire kiiltiirlendiginde direkt somatik embriyolar gelismeye

baglamistir. Bu tepkinin oksine 6zel bir tepki olarak ve genotipten bagimsiz olarak
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gerceklestigi belirtilmistir. Yaprak segmentlerine 1 dakika boyunca 50 uM 2,4-D'nin
vakumla infiltrasyonu da embriyojenik yanit1 etkili bir sekilde indiiklemistir. indirekt
yontemlerle Kkarsilastirildiginda, bu dogrudan embriyogenesis sistemi, embriyo
indiksiyonu icin gereken slreyi (15-20 giin kadar) Onemli Ol¢iide azaltmis ve
dediferansiyasyon sirasinda ikincil degisiklikleri en aza indirmistir.

Chugh vd. (2003), bugdayda somatik embriyogenesis ve genetik transformasyon
icin yaprak dip kisimlarmi kullanmiglardir. Triticum aestivum var. CPAN1676 ve
Triticum dicoccum var. DDK1001'in 5 giinliik bitkilerinden alinan bazal segmentler
kallus ortaminda kiiltiire edilmis ve ardindan oksin igermeyen ortamda rejenerasyon
gerceklestirilmistir. Somatik embriyogenesis 2 hafta i¢inde gozlenmis ve yliksek
rejenerasyon oranlarina ulagilmistir (CPAN1676 ve DDK1001 i¢in sirastyla %68 ve
%82). Embriyojenik kallus, partikiil bombardiman1 yoluyla genetik transformasyon igin
kullanilmis ve higromisin direnci elde edilmistir. CPAN1676, PBW343 ve DDK1001'de
sirasiyla %8.6, %7.5 ve %4.9'luk transformasyon verimlilikleri elde edilmistir. Southern
Blot hibridizasyonu, TO bitkilerinde hptlI transgeninin (higromisin direnci) varhigmi teyit
etmistir.

Li vd. (2003), ticari bugday cesitlerinden izole edilmis skutellum eksplantlarini
kullandiklar1 somatik embriyogenesis ¢alismasinda, anthesis sonrasi giinlerin (DPA),
+4°C'de basak depolama giinlerinin (DSS) ve sukroz konsantrasyonlarin (SC)
embriyogenesis etkinligi tizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan ilk denemede, gesitli
DPA'larda toplanan ve farkli siirelerde saklanan basaklardan elde edilen skutellum, 9.96
mM 2,4-D ve 110 mg/L kasamino asit i¢eren indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir.
DPA ve DSS etkilesimi, olgun embriyo Ureten skutellum ylzdesini énemli 6lglide
etkilerken, DPA tek basma skutellum basina embriyo sayisini etkilemistir. ikinci
denemede, 12 DPA basaklarindan elde edilen skutellum farkli siireler boyunca
depolanmis ve degisen sukroz konsantrasyonlarina sahip ortamda kiiltiire alinmistir. DSS
ve SC arasindaki etkilesim hem olgun embriyo ireten skutellum yiizdesini hem de
skutellum basina embriyo sayisin1 6nemli 6lgiide etkilemistir. Optimal kombinasyonlar,
en yliksek embriyogenesis verimliligini gosteren 12 DPA / 17 DSS / 3% SC, 12 DPA /
18 DSS /3% SC ve 12 DPA / 19 DSS / 2% SC'yi igermistir.

Filippov vd. (2006), Rus yazlik ve kislhik bugday genotiplerinin olgun

embriyolarindan embriyogenesisi ve bitki rejenerasyonunu etkileyen faktorlerden farkl
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oksinler olarak 2,4-D, 2,4,5-T ve Dicamba'nin etkilerini arastirmislardir. Dicamba %21.8
ila %38.3 arasinda degisen oranlarda embriyojenik kallus olusturarak en etkili oksin
olarak bulunmustur. Maksimum embriyojenik kallus olusumu ve yiiksek sayida rejenere
bitki 12 mg/L Dicamba'dan elde edilmistir. Dicamba'ya uygulama siiresi (7 ila 28 giin)
somatik embriyogenesis etkinligini dnemli 6l¢iide etkilemis, daha uzun uygulama siireleri
artan embriyogenesis oranlar1 ve rejenere bitki sayisi ile iliskilendirilmistir. Dicamba ile
kallus indiiksiyon ortamina oksinlerin (IAA, IBA ve NAA) eklenmesi embriyojenik
kallus olusum oranini artirmistir. En iyi somatik embriyogenesis orani (%60) Dicamba
ile birlikte 0.5 mg/L IAA ilavesinden elde edilmistir.

Mahalakshmi vd. (2007), daha énce 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismalari temel
alarak bugday yaprak diplerini kullanmislardir. Arastirmada, bugday yaprak diplerinin 10
MM 2,4-D ile bir giin boyunca kiiltiirlenmesinin somatik embriyogenezi tetikledigini
gostermislerdir. Yaprak diplerinin 2,4-D uygulamasindan dnce kalsiyum selatori EGTA
(Ethylene Glycol Tetraacetic Acid) ile muamele edilmesi somatik embriyogenesisi
engellediginden, bu indiiksiyonun kalsiyum aracili oldugu bulunmustur. inhibisyon
kalsiyum iyonlar1 ile tersine c¢evrilebilirken magnezyum veya cinko gibi diger iki
degerlikli katyonlar ile tersine ¢evrilememistir. Ayrica, Triticum aestivum kalmodulin
baglayici protein kinaz, kalsiyum bagimli protein kinaz ve somatik embriyogenesiste
kalsiyum i¢in spesifik bir role isaret eden varsayilan bir kalsiyum baglayici protein dahil
olmak tizere kalsiyumla diizenlenen ii¢ genin ekspresyonunu analiz etmiglerdir. Kalsiyum
iyonoforu A23187'nin tek basina ya da 2,4-D ile birlikte uygulanmasi somatik
embriyogenesisi tetikleyerek kalsiyumun 0zgulligiinii dogrulamistir. Kalsiyum kanal
blokerleri (verapamil ve nifedipin), kalsiyum antagonisti lantanum ve kalmodulin
inhibitorleri (klorpromazin ve flupenazin) ile 2,4-D uygulamasindan 6nce muamele
edildiginde somatik embriyogenesisin inhibisyona ugradig: bildirlmistir.

Yu vd. (2012), yaprak dokularmi kullanarak in vitro rejenerasyon sistemini
aragtirmiglardir. Rejenere edilmis bitkiciklerin 4 cm lik yapraklarindan alinan 2 mm'lik
bazal parcalar en iyi kallus induksiyonunu saglamistir. Kallus indiiksiyonu igin en uygun
ortam 2 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L NAA ile desteklenmis MS ortami olmus ve %87.2 kallus
indiiksiyon orani elde edilmistir. Farklilagtirma i¢in, en iy1 sonuglar 10 mg/L giimiis nitrat
ve 1 mg/L 2,3,5-triiodobenzoik asit ile desteklenmis MS bazal ortamu ile elde edilmis ve

test edilen bugday hatlar1 i¢in %33.7 rejenerasyon orani elde edilmistir. Bu ¢aligma, in
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vitro rejenere bitkiciklerden elde edilen yaprak bazal pargalarinin bugday rejenerasyonu
icin kullanilabilecegini gosteren ilk ¢aligma olmas1 bakimindan 6nemlidir. Bu tekrarlayan
rejenerasyon sistemi, in vitro rejenere bugday ve diger tahil driinlerinin yaprak
materyalinden baslayarak kloroplast doniisiimiinii ve bitki rejenerasyon sistemlerini
kolaylagtirabilir.

Parmar vd. (2012a), olgun embriyolar1 kullanarak 10 ticari Hint ekmeklik bugday
¢esidi i¢in tekrarlanabilir ve nispeten genotipten bagimsiz bir in vitro bitki rejenerasyon
protokolii gelistirmistir. Kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu tizerindeki etkileri i¢in
modifiye MS ortaminda ii¢ farkli oksin ve bes biiyiime diizenleyici kombinasyonunu test
etmiglerdir. Hormonsuz ortamda 2 mg/L 2,4-D ile indlklenen kallus, eksplant basina
ortalama 7.5 siirgiin ile %86 rejenerasyon frekansi gostermistir. Rejenerasyon sikligi,
tidiazuron (TDZ) ve 2,4-D kombinasyonu ile %97'ye ve eksplant bagina 19 siirgiine
yiikselmistir. Protokol, bitki rejenerasyonunu iyilestirmek icin erken kallus agsamasinda
rejenere olabilen kallilerin rejenere olamayan yapilardan fiziksel olarak izole edilmesi
gerektigini ortaya koymustur.

Roux vd. (2016), alt1 Gliney Afrika ekmeklik bugday genotipi (Triticum aestivum
L.) igin etkili in vitro rejenerasyon protokolleri gelistirmis ve rejenerasyon verimliliginde
%0 ila %36.5 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek ve en diisiik verimlilikler sirasiyla
Gamtoos ve Tugela genotiplerinde gozlenmistir. Anthesis'ten 12 gln sonra izole edilen
olgunlagsmamis embriyolar, pikloram ve/veya 2,4-D kullanilarak 4 ila 6 giin i¢inde
embriyojenik kalluslar olusturmustur. Adventif siirgiinler, BAP ve zeatin varliginda 3 ila
4 haftalik kalluslardan ¢ikmistir. Maltoz, MS vitamin karisimi ve 50 pM glimiis nitrat
kullanim1 rejenerasyon yeteneklerini gelistirmistir. In vitro bitkiciklerin koklenmesi,
BGD igcermeyen MS veya yar1 kuvvetli MS ortaminda saglanmistir.

Aadel vd. (2016), olgunlasmamis ve olgun embriyolari eksplant olarak kullanarak
ortamlarin, ¢esitlerin ve bunlarin etkilesimlerinin ekmeklik bugdayda kallus indiiksiyonu
ve bitki rejenerasyonu lizerindeki etkilerini incelemistir. Dort Fas ekmeklik bugday cesidi
(‘Achtar', 'Amal’, 'Mehdia' ve 'Rajae’) dort ortamda (M1 - M4) yetistirilmistir. Her iki
embriyo tipinde de kallus indiiksiyonu i¢in ¢esit, ortam ve bunlarin etkilesiminin énemli
etkileri gézlenmistir. Tiim ortamlar, tiim ¢esitlerde embriyojenik kallus olusumunu
indUklemistir. 2 mg/L pikloram igeren M2 ortami en yiiksek bitki rejenerasyon oranlarini

vermigtir. Olgunlagsmamis embriyolardan kallus basma 1.4 bitkicik (%21.9) ve olgun
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embriyolardan kallus basina 0.84 bitkicik (%20.2) elde edilirken, M2 ortami tiim gesitler
icin en uygun ortam olarak belirlenmistir.

Aydn vd. (2016), olgun embriyolar kullanarak poliaminlerin bugdayda somatik
embriyogenez iizerindeki etkisini arastirmistir. Kallus indiiksiyon ortami, 12 mg/L
dikamba, 0.5 mg/L IAA, 20 g/L sukroz, 7 g/L agar ve 1.95 g/LL MES ile desteklenmis MS
bazal tuzlari ve vitaminlerinden olusturulmustur. Embriyojenik kallus olusumu ve
olgunlagsmasi i¢in, ilk olusan kalluslar {i¢ poliaminin (putresin, spermidin ve spermin)
degisen konsantrasyonlarini (0, 0.5, 1.0 mM) igeren MS ortamina aktarilmis ve 14 giin
boyunca karanlikta kiiltiirlenmistir. Daha sonra embriyojenik kallus orani hesaplanmustir.
Ardindan, kalluslar bitki rejenerasyonu ic¢in 0.5 mg/L TDZ iceren MS ortamina
tasinmistir. Calismada endosperm destekli olgun embriyo kiiltiirlinde %100 kallus
olusum orani bulunmustur. Embriyojenik kallus olusumu, poliaminlerin tiiriine ve
konsantrasyonuna bagli olarak %90 ila %100 arasinda degismistir. Putresin, 1 mM
konsantrasyonda en yiksek ortalama embriyojenik kallus oranmmi (%78.3) ve
rejenerasyon verimliligini (eksplant bagina 2.5 bitki) saglamistir. Spermidin ve spermin
ise daha diisiik ortalama embriyojenik kallus oranlari (sirasiyla %70.3 ve %58.9) ve daha
diisiik rejenerasyon verimliligi (eksplant basina sirasiyla 1.7 ve 1.6 bitki) gostermistir.

Birla vd. (2017), yilinda yaptiklar1 ¢alismada, olgun embriyolar kullanarak bes
Hint bugday ¢esidinde in vitro rejenerasyonu etkileyen faktorleri aragtirmislardir. Erken
¢imlenmeyi azaltirken, embriyojenik kallus indiiksiyonunu artirmak igin zeatin
konsantrasyonu ve dikamba ile modifiye edilmis MS bazal ortam gibi kosullar1 optimize
etmislerdir. Maltoz; kallus olusumu ve rejenerasyonu icin karbon kaynaklar1 arasinda en
etkili oldugunu kantlamistir. Jellestirici maddeler rejenerasyon verimliligi iizerinde
onemli bir etki gOstermemistir. Dikamba ile modifiye edilmis MS bazal ortami erken
¢imlenmeyi etkili bir sekilde azaltmis ve embriyojenik kallus olusumunu indiiklemistir.
Embriyojenik  kalluslarin  yenilenemeyen yapilardan erken ¢ikarilmasi  bitki
rejenerasyonunu artirmistir. Zeatin (1 mg/L) ve dikamba (0.1 mg/L) iceren optimum
ortam, kallus basina 8-9 siirgiin iireterek en yiiksek rejenerasyon frekansini (%98)
olusturmustut. Calisma, C-306 ve HD-2967'yi genetik transformasyon caligmalari i¢in
uygun yiiksek rejeneratif cesitler olarak tanimlamis ve 1slah caligmalar1 i¢in degerli

bilgiler sunmustur.
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Malik vd. (2020), tarafindan Hexaploid ekmeklik bugdayin (T. aestivum L.) in vitro
rejenerasyonu iizerine yapilan ¢alismada, in vitro rejenerasyonda oratay ¢ikan zorluklarin
transformasyon ve fonksiyonel genomikteki ilerlemeleri engelledigi bildirilmistir. Altt
onemli bugday cesidinin kullanildig1 ¢alismada, olgunlasmamis ve olgun skutellum
eksplantlar kullanilarak karsilastirmali rejenerasyonlari arastirilmigtir. HD-2967, PBW-
343, WH-1105, PBW-550, DBW-17 ve WL-711 genotiplerinin 2,4-D ile desteklenmis
MS ortaminda kiiltiire alinan olgunlasmamis skutellumlari, tim ¢esitlerde %100 kallus
indiiksiyonu gdstermis ve Kkiiltiirlerin %90'inda kallus basina 15 siirgline kadar
rejenerasyon saglamistir. Buna karsilik, olgun skutellumlar %80 kallus indiiksiyonu
gostermis ve kiiltiirlerin  %67'sinde maksimum 5 siirgiin {retmistir. Calisma,
olgunlagsmamis skutellumlarin kallus indiiksiyonu ve slirglin rejenerasyonu i¢in olgun
olanlara gore istiin duyarliligini goéstermistir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in optimum
kosullar; NH4NO3, zeatin, dicamba, AgNO3, CuSO4 ve sukroz ile zenginlestirilmis
modifiye MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin 151k kosullar altinda kiiltiirti olarak
belirtilmistir. Calisilan ¢esitler arasinda, HD-2967 en yuksek rejenerasyon potansiyelini
gostererek, bugday ¢esitlerini gelistirmeyi amaglayan daha ileri genetik transformasyon
calismalari i¢in uygunlugunu ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu boliimde bugday in vitro androgenesisi ve somatik embriyogenesisi
hakkindaki mevcut bilgiler kapsamli bir sekilde degerlendirilmeye calisilmigtir. Bu ileri
teknikler, bugday 1slahini hizlandirmak ve ticari gesitler gelistirmek i¢in 6nemli bir umut
vermektedir. Temel ¢ikarimlarda belirtildigi gibi; genotip, eksplant se¢imi, kiiltiir ortami
ve cevresel kosullar bu siirecleri etkileyen kritik faktorlerdir. Gelecekteki arastirmalar;
daha fazla bugday genotipi ig¢in protokolleri optimize etmeye, temel molekuler
mekanizmalar1 aydinlatmaya ve bu teknikleri genetik transformasyon ve genomik analiz
gibi gelismis araglarla entegre etmeye odaklanmalidir. Arastirmacilar bu alanlari ele
alarak in vitro androgenesis ve somatik embriyogenesisin bugday islahini ilerletme

potansiyelini tam olarak ortaya ¢ikarabilirler
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3.  MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, 2021-2024 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Seralarinda ve Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda
yluritilmistir. Arastirma temel olarak bugdayda androgenesis ¢alismalar1 ve somatik
embriyogenesis ¢alismalar1 olmak iizere iki ana gruptan olusmaktadir. Bunlarin materyal
ve metodlart asagida belirtilmistir:

3.1. Androgenesis ¢alismalari

Androgenesis ¢alismalart anter kiiltiirlinde yapilan 6n denemelerle baslamis olup,
bunlar 1.grup androgenesis denemeleri olarak kabul edilmistir. Daha sonra 2 y1l boyunca
devam eden androgenesis ¢aligmalar1 kapsaminda 2. ve 3. grup androgenesis denemeleri
gergeklestirilmis, bu gruplarin her birisinde hem anter hem de mikrospor kiiltiir
denemeleri kurulmustur. Bu kiiltiirlerde kullanilan materyal ve metodun ayrintilart

asagida verilmistir.

3.1.1. Materyal

3.1.1.1. Bitki materyali

On denemeler niteligindeki 1. grup androgenesis denemelerinde yukarida
belirtildigi gibi sadece anter kiiltlirli denemeleri kurulmustur. Bu denemelerde bitkisel
materyal olarak ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) tipinde 3 kishk cesit
kullanilmistir. Bu ¢esitler Altindane, Dariel ve Pehlivan olup (Cizelge 3.1), tohumlari sera

kosullarina ekilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bugday genotipleri.

Cahsmada Kullanilan Bugday Genotipleri
Calisma Gruplarn
Ekmeklik Bugday Cesitleri Makarnahk Bugday Cesitleri
Yazhk Kishk Yazhk Kishk
I. Grupta (Anter Kultlrlerinde) Altindane, Dariel,
Kullanilan Genotipler Pehlivan
1l. Grupta (Anter ve Mikrospor Ceyhan 99, Bayraktar, Svevo, Eminbey,
Kiiltiirlerinde) Kullanilan Sagittario Esperia Sariganak Kiziltan
Genotipler
I11. Grupta (Anter ve Mikrospor Ceyhan 99, Svevo,
Kiiltiirlerinde) Kullamlan Genotipler] Sagittario Sariganak
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Anter ve mikrospor kiiltlirli denemelerinin kuruldugu II. grup androgenesis
calismalarinda bitki materyali olarak hem ekmeklik bugday hem de makarnalik bugday
(T. durum Desf.) tiplerinde 2’ser yazlik ve 2’ser kislik ¢esit olmak {izere toplam 8 genotip
kullanilmistir. Bunlar; makarnalik bugdayda 2 yazlik (Svevo ve Saricanak) ve 2 kislik
(Eminbey ve Kiziltan) ile ekmeklik bugdayda 2 yazlik (Ceyhan 99 ve Sagittario) ve 2
kislik (Bayraktar ve Esperia) standart gesitler olup (Cizelge 3.1), bunlara ait tohumlar
Akdeniz Universitesi seralardaki toprak kosullarma 01.12.2022 tarihinde 5 tekerriirlii
ve her tekerriirde 20 bitki yetisecek sekilde ekilmistir. Vejetasyon siiresini uzatarak, daha
uzun silire basak toplayabilmek icin tohum ekimleri her tekerriir arasinda 10 giinliik

bosluklar olacak sekilde yapilmistir (Sekil 3.1).

A

Sekil 3.1. Akdeniz Universitesinde sera kosullarda bitki yetistiriciligi.

Yine anter ve mikrospor kiiltiirii denemelerinin kuruldugu II1. grup androgenesis
calismalarinda, bitkisel materyal olarak I1. grup androgenesis ¢calismalarinda daha basaril
sonug¢ veren bugday genotiplerinden makarnalik 2 yazlik (Svevo ve Sariganak) standart
cesit ile ekmeklik 2 yazlik (Ceyhan 99 ve Sagittario) ¢esit olmak iizere toplam 4 genotip
(Cizelge 3.1) kullanilmustir. Yetistiricilikleri yaz donemine denk gelen bu ¢esitlerin
tohumlar1 kontrollii kosullarda bitki gelistirebilmek i¢in 20.08.2023 tarihinde 460x350
mm lik saksilara ekilmistir. Tohumlarin ¢imlenmesinden 2 hafta sonra, ii¢ yaprakl
asamaya ulasan fidelerin vernalizasyon ihtiyacini karsilamak i¢in saksilar 20 giin boyunca
14 saatlik fotoperiyot ve yaklasik +4°C'lik bir kontrollii seraya tasimistir. Saksilar

igerisindeki bitkiler vernalizasyondan sonra seraya transfer edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Akdeniz Universitesi kontrol ve ¢iftlik sera kosullarinda bitki yetistiriciligi.

3.1.1.2. Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan besin ortamlari ve kimyasal
Maddeler

I. grup androgenesis c¢aligmalarindaki anter kiiltiiri 6n denemelerinde 5
indiiksiyon ve 1 rejenerasyon ortami kullanilmistir. Kullanilan indiiksiyon ortamlari

Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. 1. grup androgenesis ¢alismalarindaki anter kiiltiirlerinde kullanilan

indiiksiyon ortamlar1

Ortam| Ortam Ortam Ad1 DMSO | Ortam | pH
No Kodu (%) Tipi
1 Modifiye MS (Murashige ve Skoog - Kati 5.9
MS-1
1962) ortam1
MS-2 Modifiye MS ortami - Kat1 5.9
CHB-3 Modifiye CHB (Chu vd. 1990) ortami - Sv1 5.9
CHB-3 + | Kati alt fazi CHB-3 ve sivi iist faz1 MS- - Cift fazli | 5.9
MS-2 2 olan gift fazli ortam ortam
5 CHB-3 + | %1 DMSO ilave edilmis CHB-3 ortami1 1 Sivi 5.9
%1 DMSO

Cizelge 3.2 nin 5.ortamindaki DMSO (dimethyl sulfoxide) normalde bir organik
coOziiciidiir. Ancak, DMSO, lipid ¢ift tabakasinin kalinligin1 ve membran akigkanligini
azaltirken membran gecirgenligini artirir ve androgenesis siirecini etkili bir sekilde
gelistirmesi etkisi nedeniyle CHB-3 ortamina %]1 oraninda ilave edilmistir (Sharafat vd.
2023).

Yukaridaki indiiksiyon ortamlarinda olusan embriyoidlerin rejenerasyonu igin ise

R9(Chu vd. 1990) adli tek bir kat1 rejenerasyon ortami kullanilmistir.
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Androgenesis calismalarinin tiimiinde kullanilan indiiksiyon ve rejenerasyon

ortamlarinin igerikleri Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan indiiksiyon ve rejenerasyon kultir
ortamlarinin igerikleri (mg/L)

No Ortam indiiksiyon Ortamlari Rejenerasyon Ortam
Bilesenleri MS-1 | MS-2 | CHB-3 R9 | B5
MAKRO ELEMENTLER
1 KNO3 1900 1900 1415 1000 2500
2 (NH4)2S04 - - 232 - 134
3 MgSOa. 7H20 370 370 93 71 121.56
4 KH2PO4 170 170 200 300 -
5 CaCl2.2H20 440 440 83 - 113.23
6 NH4NOs 1650 1650 - 1000 -
7 Ca(N03).2Hz0 - - - 500 -
8 KCL - = - 65
9 NaH2PO4 = - - - 130.44
MIiKRO ELEMENTLER
1 MnS04.5H20 22.3 22.3 3.75 4.9 10
2 ZnS04.7H20 8.6 8.6 5 2.7 2
3 H3BOs 100 100 5 1.6 3
4 Kl 0.8 0.8 0.4 0.75 0.75
5 CuS04.5H,0 0.025 0.025 0.025 0.076 0.025
6 NazMo004.2H20 0.25 0.25 0.012 0.2 0.25
7 CoCI2.6H20 0.025 0.025 0.025 0.05 0.025
DEMIR BILESIGI
1 FeNa,EDTA - - 40 40 36.7
2 | NaEDTA.2H20 37.3 37.3 - -
VITAMINLER
1 Nicotinic acid 0.5 0.5 0.5 5 1
2 Biotin - - 0.25 - -
3 Pyridoxine HCI 0.5 0.5 0.5 5 1
4 Thiamine HCI 0.4 0.4 25 1 10
5 Myo-inositol 100 100 0.39 - 100
6 Penthathenate - - 0.25 - -
7 Glisin - - 1 2 _
8 Glutamin 146 146 1000 500 500
KARBONHIDRAT
1 Sukroz 40000 30000 - 30000 3000
2 Maltoz - - 90000 - -
BiTKi GELiSIiM DUZENLEYICISi
1 2,4-D - - 2 - -
2 Kinetin - - 2 0.5 0.5
3 NAA 4 4 - 0.5 0.5
4 BAP 0.5 0.5 - 1 -
DiIGER KATKI MADDELERI
1 AgNO3 15 15 - - -
2 Aktif karbon (%0.25) (%0.25) - - -
3 Gelrite - - - 2800 2800
4 Agar 7000 7000 - - -
5 pH 5.9 5.9 5.9 5.9 5.9
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Anter ve mikrospor kiiltiirii denemelerinin kuruldugu II. grup androgenesis
calismalarindaki mikrospor kiiltiirleri i¢cin mikrospor izolasyon ortami olarak FHG
ortaminin (Hunter 1988) makro elementlerinden olusan bir izolasyon ortami (Cizelge
3.4), indiiksiyon ortamlarinin temel besin ortami olarak modifiye edilmis CHB-3 ortami

(Cizelge 3.3) kullanilmustir.

Cizelge 3.4. 1I. ve III. grup androgenesis ¢aligsmalarinin mikrospor kiiltiirlerinde

izolasyon ortami olarak kullanilan FHG ortam1 makro elementleri bilesenleri

N | FHG Ortam Makro Element Bilesenleri Miktar (ma/L)
1 KNO3 1900

2 MgS0,.7H20 370

3 KH2PO4 170

4 CaCl.H0 440

5 NHiNO3 165

6 FeNa, EDTA 40

Indiiksiyon ortami olarak II. grup androgenesis ¢alismalarinda hem anter, hem de
mikrospor kiiltiirii denemelerinin her birisinde toplam 18 ortam kullanilmistir. Bunlarin
temel indiiksiyon ortami yukarida belirtildigi gibi modifiye edilmis sivi CHB-3 (Cizelge
3.3) ortamidir. Bu CHB-3 ortamina karbonhidrat kaynagi olarak %9 maltoz, BGD olarak
2 mg/L kinetin ve 2 mg/L 2,4-D, 500 mg/L glutamin (embriyo uyartimi ve
rejenerasyonunda olumlu etkisi olan bir aminoasit) ve 10 mg/L arabinogalaktan (arabinoz
ve galaktoz monosakkaritlerinden olusan bir biyopolimer) ilave edilmistir. Daha sonra bu
ortama farkli konsantrasyonlarda (0, 100 ve 200 mg/L) timentin (6zellikle
transformasyon calismalarinda bitki gelisimini tesvik ettigi bilinen bir antibiyotik) ve
aktif karbon (0, 20 ve 40 um/ml) (adsorbe ve absorbe edici 6zellikleri ile bir PGR olmasa
da bazi durumlarda in vitro bitki biiyiimesini iyilestirici veya diizenleyici etkilere sahip
bir organik bilesik) eklenerek 9 farkli indiiksiyon ortami hazirlanmistir. Bu 9 ortamin
pH’s1 IN NaOH veya IN HCI kullanilarak 6’ya ayarlanmistir. Yiiksek pH nin olumlu
etkilerinin goriildiigli baz1 androgenesis ¢aligmalarindan hareketle s6z konusu 9 ortamin

pH’sinin 6.5’a ayarlandig1 ikinci bir ortam seti hazirlanarak, toplam 18 indiiksiyon
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ortaminin etkinlikleri hem anter hem de mikrospor kiiltiirlerinde karsilagtirilmigtir

(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. II. grup androgenesis ¢aligmalarinin anter ve mikrospor kiiltiirlerinde

kullanilan indiiksiyon ortamlarinin igerikleri

Orta | Temel | Kineti | 2,4-D | Glutami | Arabinogalakta | Timenti Aktif p
m No Besin n (mg/L n n n karbon
Ortam | (mg/L) ) (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (um/ml
1 )

1 CHB-3* 2 2 500 10 0 0 6
2 CHB-3 2 2 500 10 100 0 6
3 CHB-3 2 2 500 10 100 20 6
4 CHB-3 2 2 500 10 100 40 6
5 CHB-3 2 2 500 10 200 0 6
6 CHB-3 2 2 500 10 200 20 6
7 CHB-3 2 2 500 10 200 40 6
8 CHB-3 2 2 500 10 0 20 6
9 CHB-3 2 2 500 10 0 40 6
10 CHB-3 2 2 500 10 0 0 6.5
11 CHB-3 2 2 500 10 100 0 6.5
12 CHB-3 2 2 500 10 100 20 6.5
13 CHB-3 2 2 500 10 100 40 6.5
14 CHB-3 2 2 500 10 200 0 6.5
15 CHB-3 2 2 500 10 200 20 6.5
16 CHB-3 2 2 500 10 200 40 6.5
17 CHB-3 2 2 500 10 0 2 6.5
18 CHB-3 2 2 500 10 0 40 6.5

* CHB-3 ortam1 (Chu vd. 1990)

Il. grup caligmalarinin hem anter, hem de mikrospor kiiltiirii denemelerinin
yukarida bahsedilen indiiksiyon ortamlarinda olusan embriyoidlerin  bitkiye
doniistiiriilmesi igin rejenerasyon ortami olarak R9 ortami (Chu vd. 1990) ve B5 ortami
(Gamborg vd. 1968) (Cizelge 3.3) kullanilmstir.

Yine anter ve mikrospor kiiltiirii denemelerinin kuruldugu I1I. grup androgenesis

caligmalarindaki mikrospor kiiltiirleri i¢in de mikrospor izolasyon ortami olarak II. grup
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caligmalarinda oldugu gibi FHG makro elementleri (Hunter 1988) induksiyon
ortamlariin temel besin ortami olarak ise modifiye edilmis CHB-3 (Chu vd. 1990)
ortaminin yani sira NN (Nitsch ve Nitsch. 1969) ortami (Cizelge 3.3) kullanilmustir.

III. grup calismalarda hem anter, hem de mikrospor kiiltiirii denemelerinin her
birisinde toplam 8 indiiksiyon ortami kullanilmistir. Bunlardan 6 ortamin temel besin
ortam1 modifiye edilmis stvi CHB-3 ortami iken, 2 ortamin temel besin ortami ise NN
ortamidir. Bu ortamlara genel olarak Il.grup calismalarda oldugu gibi karbonhidrat
kaynag1 olarak %9 maltoz, BGD olarak 2 mg/L kinetin ve 2 mg/L 2,4-D ve ayrica bir
aminoasit olarak 500 mg/L glutamin ilave edilmistir. Daha sonra farkli
konsantrasyonlarda timentin (0, 75, 150 ve 200 mg/L) ve Previcur (0, 0.5 ve 1 mL/L)
(koklenmeyi ve bitki gelisimini tesvik ettigi icin fidecilikte kullanilan bir fungusit)
eklenerek 8 farkli indiiksiyon ortami1 hazirlanmistir. Bu ortamlarin pH’1 6’ya ayarlanarak,
toplam 8 indiiksiyon ortaminin etkinlikleri hem anter hem de mikrospor kilturlerinde

karsilastirilmistir (Cizelge 3.6)

Cizelge 3.6. III. grup androgenesis ¢alismalarinin anter ve mikrospor kiiltiirlerinde

kullanilan indiiksiyon ortamlarinin igerikleri

Orta | Temel | Kineti | 2,4-D | Glutami | Arabinogalakta | Timenti | Previcu | p
m No Besin n (mg/L n n n r H
Ortam | (mg/L) ) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mL/L)
1
1 CHB-3* 2 2 500 10 0 0 6
2 CHB-3 2 2 500 10 75 0 6
3 CHB-3 2 2 500 10 150 0 6
4 CHB-3 2 2 500 10 200 0 6
5 CHB-3 2 2 500 10 0 0.5 6
6 CHB-3 2 2 500 10 0 1 6
7 NN** 0 0 0 10 0 40 6
8 NN 2 2 500 10 0 0 6

* CHB-3 ortam1 (Chu vd. 1990), ** NN ortam1 (Nitsch ve Nitsch, 1969).
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I1l. grup caligmalarimin hem anter, hem de mikrospor kiiltiirii denemelerinin

yukarida bahsedilen indiiksiyon ortamlarinda olusan embriyoidlerin  bitkiye

dontistiiriilmesi i¢in rejenerasyon ortami olarak B5 ortami kullanilmastir.
Androgenesis ¢alismalarinda temel besin ortamlarina ilave edilen kimyasallardan
2,4-D, kinetin, aktif karbon, timentin (ticarcillin disodium ve clavulanate potasyum

karigimi), arabinogalaktan ve previcur i¢in hazirlanan stok soliisyonlarin bilgileri Cizelge

3.7 de verilmistir.

Cizelge 3.7. Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan kimyasallarin stok ¢ozelti bilgileri

Stok Stogu Kimyasalin Stok Stok Ortamdaki Stok
No | Hazirlanan | Cozlcust | Konsan- | Hacmi Stok Saklama
Kimyasal trasyonu | (mL) Konsan- Kosullar
(mg/mL) trasyonu 1(°C)
(ml/L)
1 2,4-D NaOH 1 100 2 +4
2 Kinetin NaOH 2 100 1 -20
3 Aktif Karbon* ddH20 * 100 * 24-25
4 Timentin ddH20 100 20 200 -20
5 Arabinogalakt ddH20 1 100 10 +4
6 Previcur** ddH20 ** ** *x +4

* Aktif karbon stogu icin 0.5 g aktif karbon ve 0.25 g yavas eriyen agaroz 100 ml ddH20 'da
¢Oziillmiistiir. Otoklavdan sonra oda sicakliginda muhafaza edilen bu stok petriler kapatilmadan 6nce
1ml indiiksiyon ortam bagina 0, 20 ve 40 pl olacak sekilde ilave edilmistir.

** Sivi halde olan Previcur ortamlara 0.5 veya 1 mL/L olacak sekilde ilave edilmistir.

Calismada bitkisel materyallerin yiizey dezenfeksiyonu i¢in kullanilan
kimyasallara gelince; I. ve II. grup androgenesis ¢alismalarinda %70’lik etil alkol ve
%15°lik ticari hipoklorit soliisyonu, III. yil ¢alismalarinda ise %0.2 (a/h) lik civa klorur
muamelesinden sonra %70’lik etil alkol ve %15°1lik ticari hipoklorit sollisyonu

kullanilmis, durulamalar ise ¢ift damitilmis su (ddH20) ile yapilmustir.

Calismada yiiksek sicakliktan zarar gormeyen igerige sahip stok veya ortamlarin
sterilizasyon islemi 121 °C’de 1 atmosfer basinca sahip otoklavda 15 dakika siirede,
yiiksek sicakliktan zarar goren icerige sahip stok veya ortamlarin sterilizasyonu ise
vakum yardimiyla 0.22 pm lik porlara sahip

soguk filtrasyon sistemiyle

gergeklestirilmistir.
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3.1.2. Metot

3.1.2.1. Androgenesis calismalari icin mikrosporlarin uygun gelisim asamalarinin
belirlenmesi

Bugdayda hem anter, hem de mikrospor kiiltlirii denemeleri i¢in en Onemli
asamalardan birisi uygun gelisim asamasindaki (orta ila ge¢ tek ¢ekirdekli sathadaki)
mikrosporlar1 iceren anterlerin ve bunlart igeren bagaklarin morfolojilerinin ortaya
konulmasidir. Calismanin 1., II. ve III. grup androgenesis ¢aligmalarinin baglangicinda
kiiltiirleri baslatmadan hemen oncesinde kullanilan farkli genotiplerde bu asamalar
belirlenmeye calisilmig, daha sonra denemeler baglatilmistir.

Genotiplere gore degisebilen mikrosporlarin uygun gelisim asamalari; farkli
biiytikliiklerde toplanan basaklardaki anterlerin icerisindeki mikrosporlarin DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindole) boya ile hazirlanan preparatlarinin floresan 151k mikroskobu
altinda arastirilmistir. Orta - geg tek ¢ekirdekli mikrosporlari igeren basak morfolojisine

gore bitki materyalleri kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Androgenesis ¢aligmalar1 i¢in mikrosporlarin uygun gelisim asamalari
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Sekil 3.4. Uygun asamadaki mikrosporlara sahip basaklarin 6n muamele i¢in hazirlanmasi

3.1.2.2. On muamele

Bugday basaklari genel olarak ikinci bogumun tepesinden kesilmis ve dip
kisimdaki yapraklar makas ile kesilerek dipler hemen 50 ml saf su igeren 250 ml'lik
sigselere daldirilmistir. Siselere yerlestirilmis siirglin kardesler +4°C lik karanlikta 4 giin
bekletilmistir (Sekil 3.4).

3.1.2.3. Ylzey sterilizasyonu

Calismanin 1. ve II. grup androgenesis calismalarinda basaklarin yiizey
dezenfeksiyonu i¢in basaklar %70’lik etil alkolde 1 dk bekletilmis ve ardindan 1-2 dk saf
suda durulama iglemi yapilmistir. Daha sonra 1-2 damla Tween 20 eklenmis %15 lik ticari
hipoklorit soliisyonunda 15 dakika muameleden sonra 3 kez steril saf su ile durulama
islemi yapilmistir.

II. grup androgenesis ¢aligmalarinda rastlanan kontaminasyon problemi nedeniyle
II1. grup calismalarda basaklarin ylizey dezenfeksiyonu i¢in degisiklige gidilmis, bunun
icin oOncelikle basaklara %70 lik etil alkol piskirtiilmiis ve alkoliin tamamen
buharlagmasi i¢in 3-4 dk beklenmistir. Basaklar daha sonra %0.2 lik (a/h) civa klorlr
soliisyonunda 5 dk boyunca (Tuvesson ve Ohlund. 1993) bekletilmis ve bunun ardindan
2-3 kez saf suyla durulanmistir. Daha sonra 1-2 damla Tween 20 eklenmis %15 lik ticari
hipoklorit soliisyonunda 15 dk bekletilmis ve son olarak 3 kez saf suyla durulama islemi

gerceklestirilmistir (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5. Basaklarin yiizey dezenfeksiyon asamalari

3.1.2.4. Anter kalturleri

Bagaklar yatay hava akisl steril kabin icerisinde steril pens ve bistiiri yardimiyla
kesilerek anterleri izole edilmis ve 6 cm capl petri kaplar icerisindeki indiiksiyon
ortamlarina 15 anter + 5 bugday yumurtaligi olacak seklinde yerlestirilmistir. Bu
klltiirler, 30°C'de karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir. Anter kiiltiirleri diizenli
araliklarla haftada bir kez stereo ve inverted 1sitk mikroskoplarinda gozlemlenmis

(Sekil.3.6) ve kiiltirden sonraki 10. giin her petri kabina 2 ml yeni ortam eklenmistir.

7 glin sonra 14 glin sonra 21 giin sonra 28 glin sonra

Sekil 3.6. Anter kiiltiirlerinin mikroskop gozlemlerinden bazi goriintiiler
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3.1.2.5. Mikrospor kulturleri

Mikrospor kiiltiirlerine mikrosporlarin izolasyonu ile baslanmistir. Mikrosporlar,
maceration ad1 verilen ydntemle (Tuvesson ve Ohlund. 1993) izole edilmis ve 40 um lik
filtreden gecirilerek FHG makro elementleri (izolasyon ortami) ile 40 ml'ye kadar
tamamlanan 50 ml lik Falcon tiiplinde toplanmigtir. Mikrosporlar ardindan +4°C'lik 1600
rpm de 5 dakika boyunca santrifiij edilmis, santrifiij sonras tiipiin iist kismindaki sivi
dokiilmiis ve izolasyon ortami ile yikanarak bu islem 2 kez daha tekrarlanmistir. Bu
islemler sonrasinda izole edilen mikrosporlardan ayri bir tiipii az bir 6rnek alinarak, elde
edilen mikrosporlarin yogunlugu 6l¢iilmiistiir.

Mikrosporlarin yogunlugu, hemocytometer adi verilen bir lam ile asagidaki
formiil kullanilarak tespit edildikten sonra, mL'de 6x10.000 yogunlukta (60.000
mikrospor/mL) mikrospor olacak sekilde 6 cm c¢apli steril petri kaplarina indiiksiyon
ortami ile karistirtlarak 7 mL/petri olacak sekilde dagitilmis ve 30°C'de karanlikta inkiibe

edilmistir.

(al+a2) *5*5*10*
6 * 104

Mikrospor yogunlugu formiuli =

Formiilde, al hemocitometre in iist bélmesinden sayilan mikrosporlarin sayisini
ve a2 hemocytometerin alt bolmesinden sayilan mikrosporlarin sayisint gostermektedir.
Formiilde daha sonra gelen ilk 5 rakami son santrifiijden sonra tiipe eklenen indiiksiyon
ortam hacmini (mL), ikinci 5 rakami: da mikrosporlarin sayildigi hemocytometer
karelerinin adedini belirtmektedir. 10* degeri (10.000) ise mikrosporlarin yogunlugunu
temsil etmektedir. Calismanin mikrospor kiiltiirlerinde basaklarin ylizey dezenfeksiyonu
sonrasinda gergeklestirilen mikrospor izolasyonu ve mikrospor yogunluk asamalarina ait
bazi goruntuler Sekil.3.6. da verilmistir.

Mikrospor kiiltiirleri diizenli araliklarla haftada bir kez inverted 151k mikroskobu
ve kiiltiirlin ge¢ asamalarinda ise stereo mikroskop ile gozlemlenmis (Sekil.3.7) ve

kiiltiirden sonraki 10. giin her petri kabina 2 ml yeni ortam eklenmistir.
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Sekil 3.7. Mikrospor kiiltiirlerinde mikrosporlarin izolasyon ve yogunluk belirleme
asamalar1
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Kdltdr glini 7 giin sonra 14 glin sonra
.'__"-‘*ﬁ g
N
21 gun sonra 28 gun sonra 45 gln sonra

Sekil 3.8. Mikrospor kiiltiirlerinin mikroskop gézlemlerinden bazi goriintiiler

3.1.2.6. Bitki rejenerasyonu ve aklimatizasyon

Anter ve mikrospor kiiltlirlerinden olusan embriyolar BS ve R9 ortamlarina
eklenen 0.5 mg/L kinetin + 0.5 mg/L NAA + 5 mg/L askorbik asit ile olusturulan 9 cm
capli petrilerdeki kati ortamlara aktarilmistir. Petri kaplar1 25 °C ve 16 s fotoperiyot
kosullarina sahip iklim odasinda bekletilmistir. ki hafta sonra, yesil ve albino
rejenerantlarin sayilart sayilmistir. Bunlar arasindan saglikli ve yesil bitkicikler 15 giin
icin hormonsuz MS tuzlart ve NN vitaminlerinden olusturulan kati ortamdan 30 mL
iceren kavanozlara, daha sonra da kok gelisimini tesvik etmek amaciyla ayni ortama 2
mg/L NAA eklenmis koklendirme ortamina aktarilmistir. Bu ortamda da 15 glin geciren
yesil Dbitkicikler 1:2 perlit:torf karistmi  doldurulan  kiigiik  saksilara aktarilip
aklimatizasyon islemleri basglatilmistir. Bitkicikler 18°C'de ve 16 s fotoperiyot kosullarina
sahip bir ortamda 2 hafta siireyle diizenli nemlendirme ve kademeli dis ortama alistirma

islemlerine tabi tutulmus ve son olarak 30 cm ¢apli saksilara transfer edilmistir.
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3.1.2.7. Arastirma tasarimi ve veri analizi

I. grup androgenesis ¢alismalarindaki anter kiiltiirti 6n denemeleri faktoriyal RCD
(Randomized Complete Design) dizaynda kurulmustur. Bu denemelerde, 3 genotipin her
birinin anterleri 5 indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinarak embriyo verimi en yliksek
genotip ve ortam belirlenmeye calisilmistir. Bu nedenle bu denemelerde 2 faktor
bulunmaktadir: Faktor A genotipi (3 ekmeklik bugday ¢esidi) ve Faktor B ise kullanilan
indiiksiyon ortamini (5 farkli ortam) ifade etmektedir.

I. grup androgenesis denemelerinde her uygulama 3 tekerriirlii yapilmis, bir petri
kabi tek bir tekrar olarak kabul edilmistir. Her petri kabi i¢in bir basagin orta kismindan
on bes anter ¢ikarilmis ve petri kabina yerlestirilmistir. Anter kultlrlerinde gdzlem
parametreleri olarak olusan embriyoid, yesil bitkicik ve albino bitkicik sayilar
kaydedilmis ve bunlarin sayist 100 anter basina ortalama olarak ifade edilmistir. Verilerin
istatistik analizi R Studio (siiriim 4.4.0) programinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak
gergeklestirilmistir. I. grup androgenesis ¢aligmalarindaki anter kiiltiirii denemelerine ait

deneme bilgileri Cizelge 3.8 de verilmistir.

Cizelge 3.8. I. grup androgenesis c¢alismalarindaki anter kiiltiirli denemelerine ait

deneme bilgileri.

I. Grup Androgenesis Caliymalarindaki Anter Kiiltiirii Denemeleri

Faktor A: Genotip Faktor B: Indiiksiyon Ortami
Dizey: 3 Dizey: 5
1: Altindane, 2: Dariel, 3: Pehlivan 1: MS-1, 2: MS-2, 3: CHB-3,
4: CHB-3 + MS-2, 5: CHB-3 + %1 DMSO

Deneme Deseni: Faktoriyel RCB

Tekerriir Sayisi: 3

Toplam Petri Sayisi: 3*5*3=45

Toplam Anter Sayisi: 675

II. grup androgenesis calismalarindaki anter ve mikrospor kiiltiirii denemeleri
faktoriyel dizaynda gergeklestirilmistir. Bu denemelerde, 8 genotipin her birinin hem
anterleri hem de mikrosporlar1 18 indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinarak embriyo verimi

en yliksek genotip ve ortam belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu nedenle bu denemelerde 3
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faktor bulunmaktadir: Faktor A eksplanti (anter ve mikrospor), Faktér B genotipi (4
ekmeklik bugday ve 4 makarnalik bugday ¢esidi) ve Faktor C ise kullanilan indiiksiyon
ortamini (18 farkli ortam) ifade etmektedir.

I1. grup androgenesis denemelerinde her uygulama 4 tekerriirlii yapilmus, bir petri
kab1 tek bir tekrar olarak kabul edilmistir. Anter kiiltiirlerinde her petri kab1 i¢in bir
basagin orta kismindan on bes anter ¢ikarilmis ve petri kabina yerlestirilmistir. Mikrospor
kiltiirlerinde ise mikrospor yogunlugu tespit edildikten sonra 6 cm ¢apli her bir petri
kabina (6x10* mikrospor iceren yogunlugunda) 7 mL indiiksiyon ortami eklenmistir.

Anter ve mikrospor kiiltiirlerinde gézlem parametreleri olarak olusan embriyoid,
yesil bitkicik ve albino bitkicik sayilar1 ile ayrica mikrospor kiiltiirlerinde mikrospor
boliinmesi verileri kaydedilmis, bunlarin sayis1 100 anter basina ortalama olarak ifade
edilmistir. Verilerin istatistik analizi R Studio (surim 4.4.0) programinda Anter ve
mikrospor kiltir i¢in bazi ortak olmayan parmeterler nedeniyle iki yonli ANOVA analizi
yapilarak ve anlamli farkliliklar i¢in Fisher LSD (0.05) testi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Il. grup androgenesis ¢alismalarindaki anter ve mikrospor kiiltiirii

denemelerine ait deneme bilgileri Cizelge 3.9 da verilmistir.

Cizelge 3.9. II. grup androgenesis galismalarindaki anter ve mikrospor kiiltiirii

denemelerine ait deneme bilgileri

I1. Grup Androgenesis Calismalarindaki Anter ve Mikrospor Kiiltiirii

Denemeleri

Faktor A: | Faktor B: Genotip Faktor C:
Eksplant Duzey: 8 Ortam
Dizey: 2 Dizey: 18
1: Anter Makarnahk Ekmeklik Cizelge 3.6 da
2: Mikrospor 1 Svevo 5: Ceyhan 99 belirtilen

2: Sariganak 6: Sagittario

i ortamlar
3: Eminbey 7: Bayraktar
4: Kiziltan 8: Esperia

Deneme Deseni: Faktoriyel RCB

Tekerriir Sayisi: 4
Toplam Petri Sayisi: 4*8*18*2=1152
Toplam Anter Sayisi: 8640

Mikrospor Yogunlugu/mL: 6*10*
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III. grup androgenesis ¢aligmalarindaki anter ve mikrospor kiiltiirii denemeleri de
yine faktoriyel dizaynda gergeklestirilmistir. Bu denemelerde, 4 genotipin her birinin hem
anterleri hem de mikrosporlar1 8 indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinarak embriyo verimi
en yiiksek genotip ve ortam belirlenmeye calisilmistir. Bu nedenle bu denemelerde de 3
faktor bulunmaktadir: Faktor A eksplanti (anter ve mikrospor), Faktor B genotipi (2
ekmeklik bugday ve 2 makarnalik bugday ¢esidi) ve Faktor C ise kullanilan indiiksiyon
ortamini (8 farkli ortam) ifade etmektedir.

I1l. grup androgenesis denemelerinde her uygulama 4 tekerriirlii yapilmis, her
tekerriir i¢in 3 petri kab1 kullanilmigtir. Anter kiiltiirlerinde her petri kabi i¢in bir basagin
orta kismindan on bes anter ¢ikarilmig ve petri kabina yerlestirilmistir. Mikrospor
kiltrlerinde ise mikrospor yogunlugu tespit edildikten sonra 6 cm ¢apli her bir petri
kabma (6x10*mikrospor i¢eren yogunlugunda) 7 mL indiiksiyon ortami eklenmistir.

Anter ve mikrospor kiiltiirlerinde gbzlem parametreleri olarak olusan embriyoid,
yesil bitkicik ve albino bitkicik sayilar1 ile ayrica mikrospor kiiltiirlerinde mikrospor
boliinmesi verileri kaydedilmis, bunlarin sayis1 100 anter basina ortalama olarak ifade
edilmistir. Verilerin istatistik analizi R Studio (slirim 4.0.0) programinda iki yonli
ANOVA analizi yapilarak ve anlamli farkliliklar i¢in Fisher LSD (0.05) testi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. I1I. grup androgenesis ¢aligmalarindaki anter ve mikrospor kultlr{

denemelerine ait deneme bilgileri Cizelge 3.10 da verilmistir.

Cizelge 3.10. III. grup androgenesis ¢alismalarindaki anter ve mikrospor kiiltiirii

denemelerine ait deneme bilgileri

ITI. Grup Androgenesis Calismalarindaki Anter ve Mikrospor Kiiltiirii

Denemeleri

Faktor A: Faktor B: Genotip Faktor C: Ortam
Eksplant Duzey: 4 Duzey: 8
Duzey: 2
1: Anter Makarnahk Ekmeklik Cizelge 3.7 de belirtilen

. Genotipler: Genotipler:
2: Mikrospor 1 Svevo 3- Ceyhan 99 ortamlar

2: Sariganak 4: Sagittario

Deneme Deseni: Faktoriyel RCB
Tekerriir Sayisi: 4 (3 petri/tekerrir)
Toplam Petri Sayisi: 12*4*8*2=768
Toplam Anter Sayisi: 5760
Mikrospor Yogunlugu/mL: 6*10*
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3.2. Somatik embriyogenesis calismalar:
3.2.1. Materyal

3.2.1.1. Bitki materyali

Somatik embriyogenesis denemelerinde bitki materyali olarak makarnalik
bugdayda 2 yazlik (Svevo ve Sariganak) ile ekmeklik bugdayda 2 yazlik (Ceyhan 99 ve
Sagittario) standart cesitleri olmak {izere toplam 4 bugday genotipi kullanilmistir. Bu
genotiplerden elde edilen steril skutellum parcaciklar1 ve yaprak dokulari ¢alismada

eksplant olarak kullanmaistir.

3.2.1.2. Somatik embriyogenesis calismalarinda kullanilan besin ortamlari ve
kimyasal maddeler

Bu c¢alismada skutellum ve yaprak eksplantlarmin kiiltlirii icin 4 ana grup
indiiksiyon ortam grubu olusturulmustur. Bu gruplarin ana 0&zellikleri, bilhassa
indiiksiyon ortamlarinin temel besin ortamlari ve karbonhidrat kaynaklar1 yoniinden

Cizelge 3.11 de verilmistir.

Cizelge 3.11. Somatik embriyogenesis calismalarindaki 4 ana indiiksiyon ortam deneme
grubunun temel besin ortamlari, karbonhidrat kaynaklar1 ve diger temel 6zellikleri (mg/L)

Ana Indiiksiyon Ortamimin Temel Besin | Karbonhidrat | Ortam pH

Indiiksiyon | Ortam Kaynag Katilastiricisi

Ortam

Grubu

I. Grup Modifiye edilmis MS ortamm [MS | 30 g/L sukroz | 3.5 g/L agar + | 5.8
ortami tuzlar1 (Murashige ve Skoog. 1.5 g/L gelrite
1962) + NN vitaminleri (Nitsch ve
Nitsch, 1969)]

Il. Grup Modifiye edilmis MS ortanmm [MS | 30 g/L maltoz | 3.5 g/L agar + | 5.8
ortami  tuzlar1 (Murashige ve 1.5 g/L gelrite
Skoog. 1962) + NN vitaminleri (
Nitsch ve Nitsch 1969)]

I11.Grup | Modifiye edilmis CHB ortam | 30 g/L sukroz | 3.5 g/L agar + | 5.8
[CHB-3 ortami (Chu vd. 1990)] 1.5 g/L gelrite

IV. Grup Modifiye edilmis CHB ortamm | 30 g/L maltoz | 3.5 g/L agar + | 5.8
[CHB-3 ortami (Chu vd. 1990)] 1.5 g/L gelrite

Yukaridaki 4 ana grubun temel farkliligi; modifiye MS (ModMS) ve modifiye
CHB (ModCHB) temel besin ortamlarindaki karbonhidrat igerigidir. Her iki ortamda da
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30 g/L sukroz ile 30 g/ maltozun etkileri ayr1 ayri arastirilmak istenmistir. Somatik
embriyogenesis ¢alismalarinda kullanilan indiiksiyon ortamlarinin temel besin ortamlari
(ModMS ve ModCHB) ve rejenerasyon ortamlariin (ModMS-R1, ModMS-R2,
ModCHB-R1 ve ModCHB-R?2) icerikleri Cizelge 3.12 de verilmistir.

Cizelge 3.12. Somatik embriyogenesis ¢alismalarinda kullanilan indiiksiyon ortamlarinin
temel besin ortamlar1 ve rejenerasyon ortamlarinin icerikleri (mg/L)

No Ortam indiiksiyon Temel Rejenerasyon Ortamlar: Surgin
Bilesenleri Ortamlar: ve Kok
Gelistirme
Ortami
ModMS- | ModMS- [ModCHB|ModCHB| Westvaco
Mod-MS |Mod-CHB R1 R2 R1 R2 WV5
MAKRO ELEMENTLER
1 KNOs 1900 1415 1900 1900 1000 1000 1084.06
2 (NH4)2S04 - 232 - - - - -
3| MgSO.. 7TH0 370 93 370 370 71 71 903.79
4 KH2PO4 170 200 170 170 300 300 270.00
5| CaCl,.2H20 440 83 440 440 500 500 452.88
1650+ 1650+ 1650+ 1000+ 1000+ 700.
P|onANos | e | 1650 | e | isso | 2000 | zooo | oo
7 KCL 65 65 718.67
MiKRO ELEMENTLER
! FeS0,.7H20 27.8 - 27.8 27.8 - - )
2 | MnS04.5H20 22.3 3.75 22.3 22.3 4.9 4.9 15.16
3| ZnS04.7H,0 8.6 5 8.6 8.6 2.7 2.7 8.60
4 HsBOs 100 5 100 100 1.6 1.6 31.00
5 Kl 0.8 0.4 0.8 0.8 0.75 0.75 0.83
6 | CuS0.4.5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.076 0.076 0,25
7 | NazM004.2H,0 0.25 0.012 0.25 0.25 0.2 0.2 0.25
8 | CoCl2.6H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.05 0.05 0,025
DEMIR BILESIGi
1| FeNa,EDTA 36.7 40 3.7 | 367 | 40 40 36.7
VITAMINLER
1 Nicotinic acid 5 0.5 5 5 5 5 -
2 Biotin 0.05 0.25 0.05 0.05 - - -
3 | Pyridoxine HCI 0.50 0.5 0.50 0.50 5 5 -
4 | Thiamine HCI 0.50 2.5 0.50 0.50 1 1 0.40
5 | Myo-inositol 100 0.39 100 100 - - 1000.00
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Cizelge 3.12’nin devami

6 | Penththenate - 0.25 - - - - -
7 Glycine 2 1 2 2 1 1 -
8 Glutamine 1000 1000 500 500 500 500 -
Folic acid 0.05 - 0.05 0.05 -
KARBONHIDRAT KAYNAGI
1 Sukrose 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000
2 Maltose 30000 30000 - - - -
BIiTKIi GELISIiM DUZENLEYICi
1 2,4-D 0/2.5/5 0/2.5/5 - - - - -
2 Pikloram 0/2.5/5 0/2.5/5 - - - - -
3 Kinetin - - 3 - 3 - -
4 Zeatin - - - 3 3 -
5 BAP - - 1 1 1 1 -
6 NAA - - - - - - 0/2
DiGER KATKI MADDELERI
1 L-Glutamine 0/500 0/500 1000 1000 1000 1000 -
2 |Arabino-galactan| 0/10 0/10 - - - - -
3 Gelrite 1500 1500 1500 1500 1500 1500 3000
4 Agar 3500 3500 3500 3500 3500 3500
5 pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

Temel besin ortami niteligindeki yukaridaki 4 ana grup ortamdan her birisine daha
sonra BGD olarak 2,4-D (0, 2.5 ve 5 mg/L) ve Pikloram (0, 2.5 ve 5 mg/L) ile ayrica
Arabinogalaktan (0 ve 10 mg/L), L-glutamin (0 ve 1000 mg/L) ve NH4NO3 (0 veya 1650
mg/L) ilave edilerek 9 farkli indiiksiyon ortam1 olusturulmustur. Boylece 1. grup, 1. grup,
I11. grup ve IV. grup somatik embriyogenesis denemelerinin her birisinde 9’ar indiiksiyon
ortaminin kallus veya embriyo olusturma etkileri arastirilmistir (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13’ e gore, l.ortam her grup i¢in kontrol ortami niteligindedir. Bu 9
ortamda olusan yapilarin rejenerasyonu i¢in farkli gruplarda farkli rejenerasyon ortamlari
kullanilmigtir. Temel besin ortami ModMS olan |. grup ve Il. grup somatik
embriyogenesis denemelerinde rejenerasyon ortamlari olarak ModMS-R1 ve ModMS-R2
ortamlart kullanilmistir. Temel besin ortam1 ModCHB olan I11. grup ve IV. grup somatik
embriyogenesis denemelerinde ise rejenerasyon ortamlari olarak ModCHB-R1 ve
ModCHB-R2 ortamlar1 kullanilmistir. pH degerleri 5.8'e ayarlanan ve farkli BGD (BAP,
kinetin ve zeatin) konsantrasyonlar1 ilave edilmis bu ortamlarin igerikleri Cizelge 3.12 de
verilmistir. Rejenerasyon ortamlarinda gelisen yapilarin siirgiin ve kok gelisimlerini
arttirmak i¢in ise NAA ilave edilmis Westvaco WVS5 ortami (Coke 1996) kullanilmistir
(Cizelge 3.12).
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Cizelge 3.13. I. grup, Il. grup, Ill. grup ve IV. grup somatik embriyogenesis

denemelerinin her birisindeki 9’ar indiiksiyon ortaminin icerikleri

Dort Ana Somatik Embriyogenesis Deneme Grubunun
Her Birisindeki Indiiksiyon Ortamlarinin Icerikleri
Makro+
Ortam ) | 24-D | Pikloram | AG Glutamin | NHsNO3
Mikro | Vitamin
No (mg/L) | (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L)
Tuzlan
1 MS NN - - - - -
2 MS NN 2.5 - - 500 1650
3 MS NN 2.5 - 10 500 1650
4 MS NN - 2.5 - 500 1650
5 MS NN - 2.5 10 500 1650
6 MS NN 5 - - 500 1650
7 MS NN 5 - 10 500 1650
8 MS NN - 5 - 500 1650
9 MS NN - 5 10 500 1650

Calismada bitkisel materyallerin yiizey dezenfeksiyonu i¢in %0.2 (a/h) civa
Klorir, %70 lik etil alkol %215 lik ticari hipoklorit soltsyonu ve ddH-O kullanilmistir.

Calismada yiiksek sicakliktan zarar gormeyen igerige sahip stok veya ortamlarin
sterilizasyon islemi 121 °C’de 1 atmosfer basinca sahip otoklavda 15 dakika siirede,
yiiksek sicakliktan zarar goren icerige sahip stok veya ortamlarin sterilizasyonu ise
vakum yardimiyla 0.22 pm lik porlara sahip soguk filtrasyon sistemiyle

gerceklestirilmistir.

3.2.2. Metot

3.2.2.1. Yuzey Dezenfeksiyon

Bugday tohumlarinin ylzey dezenfeksiyonu icin tohumlar dncelikle steril kabin
icinde 100 mL'lik kavonozda 1 dk boyunca %70 lik etanol ¢ozeltisinde karistirilmas,
ardindan 2 dk siireyle ddH20 ile durulanmis, onun ardindan 5 dk boyunca %0.2 (a/h) civa
kloriir ¢ozeltisinde karistirilmistir. Tohumlar daha sonra, 100 mL'lik bir kavanozda 1-2
damla Tween-20 igeren %30 luk ticari hipoklorit ¢6zeltisi kullanilarak 15 dk boyunca ek
bir dezenfeksiyon islemine tabi tutulmustur. Son olarak, tohumlar her biri yaklasik 3-4

dk sureyle ddH20 ile ii¢ kez durulanmistir (Ari vd. 2021)
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3.2.2.2. Eksplantlarin izolasyonu ve kiiltiiri

Daha 6nce de belirtildigi gibi somatik embriyogenesis ¢alismalari i¢in skutellum
ve yaprak olmak iizere 2 tip eksplant kullanilmistir. Bunlar1 elde edebilmek i¢in tohumlar
yuzey dezenfeksiyonundan sonra steril kabin igerisinde 5 saat boyunca steril ddH20
icinde bekletilerek sismeleri saglanmistir.

Skutellum eksplantlari igin sisen tohumlarin skutellumlar1 karyopsisten ayrilmisg
ve 6nceden hazirlanmis 6 cm lik petri kaplarindaki kallus indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire
alinmustir.

Yaprak cksplantlarinin eldesi iginse sisen tohumlarin olgun embriyolari
karyopsisten ayrilarak, hormonsuz bir katt MS ortamina ekilmistir. MS ortaminin igerigi;
MS tuzlari, NN vitaminleri, 180 mg/L adenin hemisiilfat, 150 mg/L Na2H2P4, %3 sukroz
ve %0.7 agardan olusturulmustur. Kiiltiir petri kaplar1 24°C karanlikta bekletilmeye
baslanmistir. Embriyolardan ¢imlenen 3-5 giinliik fidelerin geng yapraklart eksplant
olarak kullanilmis, bu amagcla her yapraktan yalnizca 2-3 eksplant pargasi elde edilmistir.
Yaprak eksplantlar1 ince uzun sekilde gelisen yapraklardan yaklasik 2 mm olacak sekilde
kesilerek indiiksiyon ortamina yerlestirilmis ve 24°C lik 16 saatlik fotoperiyot kosullarina

sahip iklim odasinda kiiltiire alinmistir (Sekil.3.8).
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Sekil 3.9. Somatik embriyogenesis i¢in eksplantlarin izolasyonu ve kiiltiirii
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3.2.2.3. Kallus kulturleri, rejenerasyon ve aklimatizasyon

Indiiksiyon ortamlarinda gelisen 6 haftalik kalluslar eksplantlarindan ayrilarak
rejenerasyon ortami igeren 90 mm'lik petri kaplarina aktarilmis ve 25°C lik 16 saatlik
fotoperiyot kosullarinda kiltiire alinmistir. 10 giin sonra kalluslarda olusan yesil
noktalarin sayist sayilmistir. Bu noktalar daha sonra rejenerant bitkicik veya kiguk
stirgiinlere dontligmiistiir. Rejenerant bitkicikler daha iyi biiylimeleri i¢in %0.3 gelrite ile
katilastirilmis hormonsuz Westvaco WV5 ortami (Coke 1996) igeren tiiplere aktarilmus,
kokleri olmayanlar 2 mg/L NAA igeren ayni ortama yerlestirilmistir.

Tiplerdeki kiiltiirler diizenli gdzlemlenerek siirgiin gelisimi veya rejenerant
bitkicik olusum durumu kontrol edilmistir. Iyi gelismis siirgiin ve kdklere sahip in vitro
bitkicikleri dis kosullara alistirmak i¢in 3:1:1 oranindaki torf:perlit:vermikiilit karigimina
sahip kiiclik saksilara aktararak ve {lizerlerini kapatarak aklimatizasyon islemleri
baslatilmistir. Bu kosullardaki bitkicikler 18°C'de ve 16 saatlik fotoperiyot kosullarina
sahip bir ortamda 2-3 hafta siireyle diizenli nemlendirme ve kademeli dis ortama alistirma
islemlerine tabi tutulmustur. Dis kosullara alistirilan rejenerant bitkicikler son olarak 30

cm capli saksilara transfer edilmistir.

3.2.2.4. Arastirma tasarimi ve veri analizi

Somatik embriyogenesis ¢aligmalari 4 ana indiiksiyon ortam deneme gruplarindan
olusturulmus olup, her bir grup faktoriyel tasarim lizerine gergeklestirilmistir. Her grupta
t¢ faktdr bulunmaktadir: Faktor A eksplanti (skutellum ve yaprak parcasi), Faktor B
genotipi (2 ekmeklik bugday ve 2 makarnalik bugday ¢esidi) ve Faktor C ise kullanilan
indlksiyon ortamini (9’ar farkli uygulama) ifade etmektedir. Her bir ortam uygulamasi 4
tekerriirlii olarak yapilmis, her tekerriir i¢in indiiksiyon ortami igeren 2 petri kabi
kullanilmis ve her bir petri kabinda 5 eksplant kiiltiire alinmistir.

Somatik embriyogenesis c¢aligmalarindaki 4 ana indiiksiyon ortami deneme
grubunun her bir grubunda kurulan ortam denemelerine ait deneme bilgileri Cizelge 3.14

de verilmistir.
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Cizelge 3.14. Somatik embriyogenesis ¢alismalarindaki 4 ana indiiksiyon ortami
deneme grubunun her bir grubunda kurulan ortam denemelerine ait deneme bilgileri

Dort Ana Somatik Embriyogenesis Deneme Grubunun
Her Birisindeki Ortam Deneme Bilgileri

Faktor A: Faktor B: Faktor C:
Eksplant Genotip Indiiksiyon Ortam
Dizey: 2 Dilzey: 4 Dizey: 9
1: Skutellum Makarnahk Ekmeklik Cizelge 3.13 de
2: Yaprak Genotipler: Genotipler: belirtilen ortamlar
1: Svevo 3: Ceyhan 99
2: Sariganak 4: Sagittario

Deneme Deseni: Faktoriyel RCB

Tekerriir Sayisi: 4 (2 petri/tekerriir= 8 petri)
Her Bir Gruptaki Toplam Petri Sayisi: 8*2*4*9=576

Her Bir Gruptaki Toplam Eksplant Sayisi: 2880

Cizelge 3.14 deki verilerin her bir gruptaki deneme grubuna ait oldugu goz 6niine
alindiginda caligmanin tezin somatik embriyogenesis c¢alismalarinda toplam 2.304
(4x576) petride toplam 11.520 eksplant kiiltiire alinmustr.

Somatik embriyogenesis denemelerinde alinan gozlem parametreleri; kallus
olusumu (%), embriyojenik kallus orani (%), kallus biiytikligi (mm), kallus agirhigi (mg),
yesil nokta sayisi (adet), kallustan olusan siirgiin sayisi1 (adet) ve regenerant bitki sayisidir
(adet). Bunlara ait verilerin istatistik analizi R Studio (siiriim 4.4.0) programinda u¢ yonli
ANOVA analizi yapilarak ve anlamli farkliliklar i¢in Fisher LSD (0.05) testi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Somatik embriyogenesis ¢aligmalarin rejenerayson igin 2 ana rejenerasyon ortam
deneme gruplarindan olusturulmus olup, her bir grup faktoriyel tasarim {izerine
gerceklestirilmistir. Her grupta {i¢ faktdr bulunmaktadir: Faktor A eksplanti (skutellum
ve yaprak parcast), Faktor B genotipi (2 ekmeklik bugday ve 2 makarnalik bugday ¢esidi)
ve Faktor C ise kullanilan rejenerasyon ortamini (2’ar farkli uygulama) ifade etmektedir.
Her bir ortam uygulamasina indiiksiyon ortamindan olusan kalluslar yesil sekile de

aktirilmigtir.

56



MATERYAL VE METOT A.R. SHARAFAT

Somatik embriyogenesis ¢alismalarindaki rejenerasyon i¢im 2 ana rejenerasyon
ortami deneme grubunun her bir grubunda kurulan ortam denemelerine ait deneme

bilgileri Cizelge 3.15 de verilmistir.

Cizelge 3.15. Somatik embriyogenesis c¢aligmalarindaki 2 ana rejenesiyon ortami

deneme grubunun her bir grubunda kurulan ortam denemelerine ait deneme bilgileri

Dort Ana Somatik Embriyogenesis Deneme Grubunun

Her Birisindeki Ortam Deneme Bilgileri

Faktor A: Faktor B: Faktor C:
Eksplant Genotip Rejenerasyon Ortam
Duzey: 2 Dizey: 4 Duzey: 2
1:Skutellum dan Makarnahk Ekmeklik Cizelge 3.13 de
olusan kallus Genotipler: Genotipler: belirtilen ortamlar
1: Svevo 3: Ceyhan 99
2: Yaprak tan olusan 2: Sariganak 4: Sagittario

kallus

Deneme Deseni: Faktoriyel RCB
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4.  BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Androgenesis calismalari bulgulari
4.1.1. I. Grup androgenesis calismalar: (anter kiiltiirleri) bulgular:

I. grup androgenesis calismalari kapsaminda Altindane, Dariel ve Pehlivan
genotiplerinin her birisinin 5 farkli indiiksiyon ortaminda test edildigi anter kiiltiirlerinde
her 100 anter basina elde edilen ortalama embriyoid, albino bitki ve yesil bitki sayilari

Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. 1. grup androgenesis ¢alismalarinda (anter kiiltiirlerinde) her 100 anter

basina elde edilen ortalama embriyoid, albino bitki ve yesil bitki sayilar

Eaktbrler Embriyoid / Albino Bitki / Yesil Bitki /
100 anter 100 anter 100 anter
Genotip (Faktor A)
Altindane 46.66 8.00 0.88
Dariel 1.33 0.44 0.00
Pehlivan 0.00 0.00 0.00
F- probability <0.05 <0.05 <0.05
Indiiksiyon Ortam
(Faktor B)
MS-1 0.00 0.00 0.00
MS-2 0.00 0.00 0.00
CHB-3 74.07 8.15 1.48
CHB-3+MS-2 0.00 0.00 0.00
CHB-3+1%DMSO 5.92 5.92 0.00
F- probability <0.05 <0.05 <0.05
Kruskal-Wallis 0.783 0.783 1

I. grup androgenesis ¢aligmalarindaki ii¢ genotipin 5 farkli indiiksiyon ortaminda
kiiltiire alindig1 anter kilturlerinde gozlemlenebilir farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Genotip
faktoriiniin embriyoid olusturma lizerine etkisi Gnemli bulunmustur. En yiuksek embriyoid
olusumu Altindane genotipinde (44.66 embriyoid/100 anter) olusmustur. Dariel
genotipinde 1.33 embriyoid/100 anter elde edilirken, Pehlivan genotipinde hi¢ embriyoid
meydana gelmemistir.

Indiiksiyon ortami faktdrii yoniinden en yliksek embriyoid CHB-3 ortamindan
(74.07 embriyoid/100 anter) elde edilirken, CHB-3+1%DMSO ortaminda 5.92
embriyoid/100 anter meydana gelmis, MS-1, MS-2 ve CHB-3 + MS-2 ortamlarinda ise
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hi¢ embriyoid olusmamistir. Hem genotip, hem de indiiksiyon ortami faktorii yoniinden
100 anterden elde edilen embriyoid ortalamasi ise 16 olarak gergeklesmistir.

Calismada, albino bitki ve yesil bitki sayis1 da genotip faktériinden etkilenmistir.
En yiiksek albino bitki tiretimi Altindane genotipinde (8 albino bitki/100 anter)
gerceklesirken, Pehlivan genotipinde 0.44 albino bitki/100 anter meydana gelmistir. Yesil
bitki Uretimi ise sadece Altindane genotipinde 0.88/100 anter olarak gergeklesmistir. I.
grup androgenesis ¢alismalar1 kapsaminda yapilan anter kiiltiirlerinde gézlemlenen bazi

emriyoid, albino ve yesil bitkicik olusumuna ait goriintiiler Sekil 4.1. de verilmistir.

(@) (b) (©)

Sekil 4.1. I. grup androgenesis calismalari kapsaminda yapilan anter kiiltiirlerinde

gbzlemlenen bazi rejenerasyon olugumlari: (a) indiiksiyon ortaminda embriyoid iiretimi

(b) yesil ve albino bitkilerin rejenerasyonu (c) yesil rejenere bitkiciklerin gelisimi

4.1.2. II. Grup androgenesis ¢alismalar: bulgular
4.1.2.1. 11. Grup androgenesis ¢calismalarindaki anter kiiltiirleri bulgulari

Il. grup androgenesis ¢aligmalar1 kapsaminda 8 genotipin her birisinin 18 farkli
indiiksiyon ortaminda test edildigi anter kultlrleri verilerine yapilan varyans analizi
(ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.2 de verilmistir. Cizelge 4.2 ye gore, embriyoid Uretimi
yoniinden genotipler arasinda 6nemli fark olusmustur (F = 4.976, P < 0.001). Bu nedenle
kullanilan genotipler arasindaki genetik varyasyonun embriyoid Uretimini dnemli élglide
etkiledigi ifade edilebilir. Embriyoid Gretimi yoniinden indiksiyon ortamlar: arasinda da
onemli fark (F =2.300, P < 0.01) g6zlenmis olup, dolayisiyla indiiksiyon ortam igeriginin
de embriyo verimi Uzerinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya konulmustur. Ayrica,
ANOVA sonuglart embriyo iiretimi yoniinden genotip ve ortam arasindaki
interaksiyonun da énemli ol¢iide farkli oldugunu gostermektedir (F = 3.304, P < 0.001)

(Veriler gosterilmemistir). Bu durum, genotip ve ortamin embriyo iiretimini bagimsiz
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olarak etkilemelerine ragmen, interaksiyonlarinin da énemli bir etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.2. I1. grup androgenesis ¢alismalarinin anter kiiltiirlerinde genotiplerin ve

ortamlarin embriyo ve bitki liretme lizerindeki etkileri*

Faktirler Embriyoid sayisi Embriyoid Alb;:;gltkl Albino Bitki

(adat) /100 anter /100 anter
(adat)

Genotip (Faktor A)

Bayraktar 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00

Esperia 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00

Ceyhan-99 0.45a 3.00 a 0.09a 0.60a

Sagittario 0.16bc 1.06bc 0.01ab 0.06ab

Eminbey 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00

Kiziltan 0.00 c 0.00 c 0.00 0.00

Svevo 0.33b 2.2ab 0.05ab 0.33ab

Sariganak 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00

F value 4.976 2.222

SE (+/-) 0.070 0.013

Pr>F <0.00 0.031

Indiiksiyon Ortam (Faktor B)

1 0.06bc 0.41bc 0.02ab 0.13ab

2 0.37ab 2.46ab 0.02ab 0.13ab

3 0.12bc 0.80bc 0.02ab 0.13ab

4 0.03bc 0.2bc 0.00b 0.00b

5 0.05bc 0.80bc 0.02ab 0.13ab

6 0.06bc 0.41bc 0.00b 0.00b

7 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

8 0.71a 4.73a 0.11a 0.73a

9 0.12bc 0.80bc 0.02ab 0.13ab

10 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

11 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

12 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

13 0.50a 3.33a 0.08ab 0.53ab

14 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

15 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

16 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

17 0.06bc 0.41bc 0.00b 0.00b

18 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b

LSD (0.05) 0.33 0.097

F value 2.300 0.805

SE (+/-) 0.033 0.005

P r>F 0.002 0.19

Onemlilik (P) |

Genotip oAk *

Ortami ok OD

Genel ortalama | 0.11 0.01

*LSD testi ile ayrilan ortalamalart igin iki yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde farkl harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.
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Genotip ve indiikksiyon ortam gruplarindan hangi grubun digerlerinden farkl
oldugunu bulmak i¢in LSD testi yapilmistir. 1l. Grup androgenesis ¢alismalarinin anter
kilturlerinde 8 genotipten 3 genotip embriyoid olusturmustur. Bunlar arasindan en
yuksek embriyoid dretimi 3 embriyoid/100 anter ortalama ile Ceyhan-99 dan elde
edilirken, en diisiik ortalama 1.06 embriyoid/100 anter ile Sagittario genotipinde meydana
gelmistir (Cizelge 4.2).

Genotiplerin kiiltiire alindig1 indiiksiyon ortamlar1 arasinda ise 18 ortamdan 10
unda embriyoid olusmustur. Bunlar arasindan en yiiksek embriyoid liretimi ortalama 4.73
embriyoid/100 anter ile 8. ortamdan elde edilirken, onu 3.33 embriyoid/100 anter
ortalama ile 13. ortam takip etmistir. En diisiik ortalama deger olan 0.2 embriyoid/100
anter ise 4. ortamda meydana gelmistir (Cizelge 4.2).

Ortam ve genotip interaksiyonu yoninden ise, en yliksek ortalama embriyo dretimi
8. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinden (38.3embriyoid/100 anter) elde
edilirken, en diisiik ortalama deger 1.6 embriyoid/100 anter 4. ortamda kiiltiire alinan
Svevo genotipinde olusmustur (Veriler gosterilmemistir). Embriyoid iiretiminde genotip
ve ortam interaksiyonu yoniinden ayrica su gozlemler yapilmistir: 13. ortamda kdltiire
aliman Svevo genotipi ortalama 26.6 embriyoid/100 anter, 2. ortamda kiiltiire alinan
Sagittario genotipi ortalama 25 embriyoid/100 anter, 3. ve 9. ortamlarda kiiltiire alinan
Ceyhan-99 genotipi ortalama 6 embriyoid/100 anter ve 1. ortamda kiiltiire alinan yine
Ceyhan-99 genotipi ortalama 3.3 embriyoid/100 anter olusturmustur.

II. grup androgenesis caligmalarinin anter kiiltiirlerinde yesil bitki olugsmamus,
sadece albino bitkicikler elde edilmistir. ANOV A sonuglari albino bitki Gretimi yoniunden
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir (F =
2.222, P = 0.03) (Cizelge 4.2). Bu sonu¢ genotipin albino bitki Gretimi tzerinde énemli
bir etkiye sahip oldugunu gdstermektedir. Genotipler arasinda en yiiksek albino bitki
uretimi 0.60 embriyoid/100 anter ortalama deger ile Ceyhan-99 genotipinde gozlenirken,
en diisik ortalama deger 0.006 embriyoid/100 anter ortalama deger ile Sagittario
genotipinde kaydedilmistir.

Farkli indiksiyon ortamlar1 arasinda albino bitki iiretimi yonunden istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark goriilmemis (F = 0.805, P = 0.68), bu da ortam igeriginin albino
bitki Gretimi tzerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini gostermektedir. Farkli indiiksiyon

ortamlar: arasinda en ylksek albino bitki Gretimi 0.73 embriyoid/100 anter ortalama
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degerle 8. ortamda, en diisiik albino bitki {iretimi ise 0.13 embriyoid/100 anter ortalama
degerle 9. ortamda meydana gelmistir.

Ayrica, genotip ve indiiksiyon ortami arasindaki interaksiyon da Onemli
bulunmamistir (F=1.124, P =0.1975) (veriler gosterilmemistir) Bununla birlikte, genotip
ve indiiksiyon ortami interaksiyonu yoniinden en yiiksek albino bitki {iretimi ortalama
6.66 embriyoid/100 anter degeriyle 8. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinde
olusurken, en diisiik albino bitki tiretimi ise ortalama 1.66 embriyoid/100 anter degeriyle
5. ortamda kiiltiire alinan Svevo genotipinde kaydedilmistir (veriler gosterilmemistir)

(Sekil 4.2).

(d)

Sekil 4.2. II. grup androgenesis ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan anter kiiltiirlerinde
gbzlemlenen bazi rejenerasyon olusumlari: (a, b) indiksiyon ortamlarinda embriyoid
olusumlari, (c, d) anter kiiltiirlerinden olusan albino bitkicikler
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4.1.2.2. 11. Grup androgenesis calismalarindaki mikrospor Kkiiltiirleri bulgular

I1. grup bugday androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde gozlemlenen

ve verisi alinan mikrospor bolinmesi, embriyoid olusumu, albino bitki olusumu ve yesil

bitki olusumu parametreleri i¢in varyans analizi yapilmstir.

Cizelge 4.3. 11. grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotiplerin
ve ortamlarin mikrospor boliinmesi ve embriyoid verimi lizerine etkileri*

Faktorler Mikrospor 2 Boliinmeli 3 Boliinmeli 4 Boliinmeli Embriyoid

Boliinmesi Mikrospor mikrospor Mikrospor

(%)

Genotip
Bayraktar 20.41b 0.13b 0.09a 0.06a 0.00a
Esperia 15.97¢ 0.093c¢ 0.07a 0.03b 0.00a
Ceyhan-99 14.58¢ 0.12bc 0.09a 0.01cd 1.62a
Sagitario 27.77a 0.27a 0.10a 0.03b 1.69a
Eminbey 3.19d 0.03d 0.01b 0.00d 0.00a
Kiziltan 1.80d 0.016d 0.002b 0.002d 0.00a
Svevo 24.86a 0.23a 0.08a 0.02bc 1.45a
Sariganak 1.94d 0.01d 0.00b 0.00d 0.00a
LSD (0.05) 3.95 0.04 0.02 0.017 -
F value 64.94 37.860 13.390 11.95 1.219
SE (+/-) 4.128 0.038 0.038 0.008 0.106
Pr>F <0.001 <0.05 <0.05 <0.05 0.29
indiiksiyon ortam
1 19.06ab 0.15a-c 0.08ab 0.01c 0.00b
2 19.06ab 0.20ab 0.08ab 0.02bc 0.00b
3 17.81a-c 0.15b-d 0.08a 0.05a 0.00b
4 21.87a 0.22a 0.08a 0.02bc 0.00b
5 10.93e-g 0.10c-e 0.05a-e 0.04ab 0.00b
6 13.75b-f 0.09de 0.07a-c 0.02a-c 0.00b
7 16.25b-¢ 0.12c-¢ 0.06a-d 0.0lc 1.19b
8 12.18d-g 0.10c-e 0.05a-¢ 0.01c 6.16a
9 13.75b-f 0.10c-e 0.07a-d 0.01c 0.00b
10 10.31fg 0.08e 0.05a-e 0.02bc 2.19-b
11 8.12g 0.10c-e 0.02e 0.0lc 0.00b
12 9.06fg 0.071e 0.03c-¢ 0.0lc 0.00b
13 12.18d-g 0.09c-e 0.04b-e 0.01c 0.00b
14 10.93e-g 0.07e 0.05a-e 0.006¢ 0.00b
15 12.18d-g 0.10c-e 0.03de 0.006¢ 0.00b
16 12.81c-g 0.07e 0.04a-¢ 0.02bc 0.00b
17 16.56a-d 0.12¢c-¢ 0.06a-¢ 0.02bc 0.00b
18 11.87d-g 0.09c-e 0.05a-¢ 0.006¢ 0.00b
LSD (0.05) 3.38 0.06 0.04 0.026 3.03
F value 3.829 3.418 1.535 1.519 1.928
SE (+/-) 0.668 0.007 0.003 0.002 0.089
P r>F <0.001 <0.05 0.07 0.07 0.01
Ind.Ortamu otk Hork OD OD *
Genel ortalama 13.81 0.11 0.05 0.02 0.53

*LSD testi ile ayrilan ortalamalar karsilastirmak i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmustir. Bir siitun ig¢inde farkli harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

ANOVA sonuglari, genotipler arasinda (F = 64.94, P <0.001) ve ortamlar arasinda

(F =3.829, P <0.001) mikrospor bolunmesi yoniinden énemli bir fark oldugunu ve ayrica
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genotip ve ortam etkilesiminin de mikrospor boélinmesinde 6nemli fark olusturdugunu
gostermistir (F = 2.35, P < 0.001) (Cizelge 4.3). Hangi gruplarin birbirinden farkli
oldugunu belirlemek i¢in Fisher LSD testi uygulanmistir. Genotipler i¢in LSD degeri 3.95
bulunmustur. En yiiksek mikrospor boliinmesi 27.77 ortalama deger ile Sagittario
genotipinde gozlenirken, en diigiik mikrospor boliinmesi 1.80 ortalama deger ile Kiziltan
genotipinde gozlenmistir.

Ortamlar arasindaki LSD degeri ise 5.38 olarak bulunmustur. En yiiksek
mikrospor boliinmesi ortalama 21.87 degeriyle 4. Ortamda, en diisiik mikrospor
boliinmesi ise ortalama 8.12 degeriyle 11. ortamda gozlenmistir (Cizelge 4.3).

Genotip ve ortam arasindaki interaksiyon i¢in LSD degeri 15.24 olarak tespit
edilmistir. En yiiksek mikrospor boliinmesi 45 ortalama deger ile 3., ve 4. Ortamda
kiiltiire alinan Sagitarrio genotipinde ve 4. Ortamda Svevo genotipta, en diisiik mikrospor
boliinmesi ise 2.5 ortalama deger ile 8. Ortamda kiiltiire alinan Saricanak genotipte
gozlenmistir (Cizelge 4.4).

Mikroskop altinda yapilan erken gozlemlerde mikrosporlarin kag defa (2 defa, 3
defa ve 4 defa) boliindiigiine iligskin (Sekil 4.2) alinan verilere yapilan ANOVA sonuglari
da yine Cizelge 4.3 de belirtilmistir. Ornegin 2 boliinmeli mikrosporlarin varyans
analizine gore genotipler arasinda (F = 37.860, P <0.001) ve indiiksiyon ortamlari
arasinda (F = 3.418, P <0.001) ve ayrica genotip ve ortam interaksiyonu arasinda (F =
2.381, P <0.001) 6nemli farkliliklar oldugu belirlenmistir. Gruplarin digerlerinden farkli
olup olmadigini degerlendirmek i¢in yapilan Fisher LSD testinde genotipler i¢in LSD
degeri 0.04 olarak bulunmus olup, en yuksek 2 bolunmeli mikrospor ortalamasi (0.27)
Sagittario genotipinde, en diisiik deger ortalama (0.01 ise Kiziltan genotipinde
gbzlemlenmistir. Indiiksiyon ortamlarindaki LSD degeri 0.06 olarak belirlenmis olup, en
yuksek 2 bolunmeli mikrospor 0.22 ortalama deger ile 4.ortamda, en diisiik 2 béliinmeli

mikrospor ise 0.07 ortalama deger ile 11. ortamda g6zlemlenmistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3. Erken evrede mikroskopta yapilan gozlemlerde rastlanan mikrosporlarin
boliinme sayilarina gore gelisimleri; (@) 2 bolunmeli mikrospor, (b) 3 bdlinmeli
mikrospor (c) 4 bolunmeli mikrosporlar.

Cizelge 4.4. 11. Grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip x

ortam interaksiyonunun mikrospor bdliinmesi (%) iizerine etkileri™*

Indiiksiyon Mikrospor Boliinmesi Gozlemlerinin Yapildig1 Genotipler
Ortam Bayraktar | Esperia | Ceyhan-99| Sagitario | Eminbey | Kiziltan | Svevo Saricanak

1 30.0a-f 30.0a-f | 10.0h-1 15.0f-1 17.5¢e-k | 0.01 45.0a 5.04-1
2 35.0a-d 27.5b-g | 25.0c-h 30.0a-f | 2.5kl 0.01 32.5a-¢ | 0.0
3 27.5b-g 12.5g-1 | 10.0h-1 45.0a 2.5kl 0.01 42.5ab | 2.5kl
4 42.5ab 10.0h-1 | 27.5b-g 45.0a 2.5kl 0.01 45.0a 2.5kl
5 17.5e-k 12.5g-1 | 5.0j-1 225d-i | 5.0 0.01 25.0c-h | 0.01
6 12.5g-1 22.5di 15.0 f-1 25.0c-h | 0.01 0.01 32.5a-¢ | 2.5kl
7 7.5i-1 25.0c-h | 20.0d-j 30.0a-f | 2.5kl 5.0§-1 40.0a-c | 0.01
8 17.5¢-k 17.5e-k | 7.5i-1 25.0c-h | 2.5k 2.5kl 22.5d-i | 2.5kl
9 22.5d-i 7.5i-1 2.5kl 30.0a-f | 0.01 5.04-1 42.5ab | 0.01
10 10.0h-1 225d-i | 15.0f1 20.0d-j 5.0§-1 2.5kl 7.5i-1 0.01
11 7.5i-1 10.0h-1 | 12.5g-1 30.0a-f | 5.0-1 0.01 0.01 0.01
12 15.0f-1 2.5kl 10.0h-1 42.5ab 2.5kl 0.01 0.01 0.01
13 15.0f-1 7.5i-1 7.5i-1 20.0d-j | 0.01 0.01 45.0a 2.5kl
14 20.0d-j 1501 | 15.0f-1 27.5b-g | 0.01 0.0l 10.0h-1 | 0.01
15 17.5¢-k 1501 | 17.5e-k 17.5e-k | 0.01 5.0j-1 20.0d-j | 5.0j-1
16 30.0a-f 27.5b-g | 17.5¢-k 20.0d-j | 0.01 5.0j-1 0.01 2.5k
17 15.0f-1 15.0£1 | 20.0d-j 30.0a-f | 10.0h-1 | 5.0-1 32.5a-¢ | 5.0j-1
18 25.0c-h 7.5i-1 25.0c-h 0.00 5.0j-1 2.5kl 5.00j-1 | 5.0j-1

LSD (0.05) 15.24

SE (+/-) 0.185

Pr>F <0.05

Onemlilik (P) ok
Genel ortalama 13.81

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 ve genotip interaksiyonunun karsilastirmak igin iki yonliit ANOVA

kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.
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Iki béliinmeli mikrospor verilerinin genotip x ortam interaksiyonu icin LSD degeri

0.18 olarak bulunmustur. 2 bdliinmeli mikrosporlar en yiiksek (ortalama

0.72) 4.

Ortamda kiiltiire alinan Bayraktar genotipinde, en diisiik (ortalama =0.025) ise 8.ortamda

kiiltiire alinan Sariganak genotipinde gézlemlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. 1. Grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip x ortam
interaksiyonunun 2 béliinmeli mikrospor gelisimi lizerine etkileri*

ind. 2 Boliinmeli Mikrospor Gozlemlerinin Yapildig1 Genotipler

Ortam | Bayraktar | Esperia |Ceyhan-99| Sagitario | Eminbey | Kiziltan | Svevo | Saricanak
1 0.25e-1 0.17h-o | 0.02no 0.15i-0 0.15i-0 0.00 0.47b-d | 0.05m-0
2 0.25e-1 0.25e-1 0.35¢c-h 0.50bc 0.02no 0.00 0.30d-j | 0.00
3 0.15i-0 0.00 0.071-0 0.57ab 0.02no 0.00 0.40b-f | 0.02no
4 0.72a 0.02no 0.37c-g 0.20g-n 0.02no 0.00 0.42b-e | 0.02no
5 0.12j-0 0.10k-o | 0.05m-0o | 0.25e-1 0.05m-o0 | 0.00 0.22f-m | 0.00
6 0.00 0.10k-o | 0.10k-o | 0.17h-o 0.00 0.00 0.32c¢-i | 0.02no
7 0.05m-o0 0.071-o0 0.10k-o 0.35c-h 0.02no 0.05m-o | 0.37c-g | 0.00
8 0.10k-o 0.20g-n | 0.05m-0 | 0.17h-o 0.02no 0.00 0.25¢-1 | 0.02no
9 0.02no 0.071-o0 0.02no 0.35c-h 0.05m-o | 0.05m-o | 0.35¢c-h | 0.00
10 0.02no 0.22f-m | 0.12j-0 0.12j-0 0.05m-o | 0.02n0 | 0.071-0 | 0.00
11 0.05m-o 0.05m-o0 | 0.27e-k 0.37c-g 0.05m-o | 0.00 0.00 0.00
12 0.02no 0.00 0.10k-o | 0.42b-¢ 0.02no 0.00 0.00 0.00
13 0.071-0 0.05m-o | 0.02no 0.17h-o0 0.00 0.00 0.42b-e | 0.02no
14 0.05m-o 0.05m-0 | 0.12j-0 | 0.30d-j 0.00 0.00 0.10k-o | 0.00
15 0.22f-m 0.00 0.12j-0 | 0.15i-0 | 0.00 0.05m-0 | 0.20g-n | 0.05m-o0
16 0.12j-0 0.17h-0 | 0.05m-0 | 0.17h-o 0.05m-o | 0.05m-o0 | 0.00 0.02no
17 0.05m-o 0.071-0 | 0.15i-0 0.22f-m | 0.10k-o 0.05m-o | 0.32¢c-i | 0.05m-o
18 0.20g-n 0.05m-o | 0.15i-0 0.22f-m | 0.00 0.02no 2.05m— 0.05m-o

LSD (0.05) 0.18

F value 37.86

SEm (+-) 0.002

Pr>F <0.05

Onemlilik (P) Hokk
Genel ortalma 0.11

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 ve genotipler arsinda interaksiyonunun arsilagtirmak igin iki yonlii ANOVA
kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

3 bolinmeli mikrosporlarin varyans analizine gore, genotipler (F = 13.39, P <

0.05) ve genotip-ortam interaksiyon (F = 1.931, P < 0.001) arasinda 6nemli farkliliklar
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bulunmustur. Ancak ortamlar arasinda (F = 1.535, P = 0.07) 3 boliinmeli mikrospor
gelisimi yoniinden onemli farkliliklar yoktur (Cizelge 4.3). Genotiplerin LSD degeri
0.028 olup, Sagittario genotipi 3 boliinmeli mikrospor gelisimi yoniinden en yiiksek
(0.27) ortalama degeri, Kiziltan genotipi ise en diisiik degeri (0.002) vermistir (Cizelge
4.3). ortamlarin LSD degeri ise 0.04 olup, en yiiksek (0.087) 3 boliinmeli mikrospor
3.ortamda, en diisiik (0.025) 3 béliinmeli mikrospor ise 11. ortamda olusmustur (Cizelge
4.3). Genotip x ortam interaksiyonu i¢in LSD 0.12 olup, en yiksek ortalama (0.27) 3
bolinmeli mikrospor 9. ortamda kiiltiire alinan Bayraktar genotipinde gézlemlenirken, en

diisiik ortalama (0.025) ise 10. ortamda kiiltiire alinan Svevo genotipindedir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Il. Grup androgenesis caligmalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip X
ortam interaksiyonunun 3 boliinmeli mikrospor gelisimi {izerine etkileri*

Ind. 3 Boliinmeli Mikrospor Gozlemlerinin Yapildig1 Genotipler
Ortam Bayraktar | Esperia | Ceyhan-99 Sagitario | Eminbey | Kiziltan Svevo Sariganak

1 0.05f-h 0.17a-e | 0.07e-h | 0.10d-h | 0.05Eh | ¢ 00n 0.20a-d | 0.00h
2 0.02gh 0.20a-d | 0.20a-d | 0.12¢c-g | 0.00h 0.00h 0.10d-h | 0.00h
3 0.20a-d 0.00h 0.07e-h | 0.27a 0.02gh 0.00h 0.12c-g | 0.00h
4 0.17a-¢ 0.02gh | 0.25ab | 0.12¢c-g | 0.00h 0.00h 0.12c-g | 0-00h
5 0.10d-h 0.05f-h | 0.02gh | 0.12¢c-g | 0.07e-h | 0.00h 0.10d-h | 0.00h
6 0.07¢-h 0.15b-f | 0.10d-h | 0.07e-h | 0.00h 0.00h 0.22a-c | 0-00h
7 0.05f-h 0.20a-d | 0.02gh | 0.17a-e | 0.00h 0.00h 0.10d-h | 0.00h
8 0.10d-h 0.12c-g | 0.05-h | 0.10d-h | 0.02gh 0.00h 0.00h 0.00h
9 0.27a 0.02gh | 0.00h 0.07e-h | 0.00h 0.00h 0.20a-d | 0.00h
10 0.00h 0.10d-h | 0.10d-h | 0.07e-h | 0.07e-h | 0.02gh 0.02gh | 0.00h
11 0.00h 0.00h 0.02gh | 0.17a-e | 0.00h 0.00h 0.00h 0.00h
12 0.02gh 0.00h | 0.10d-h | 0.17a-e | 0.00h 0.00h 0.00h 0.00h
13 0.02gh 0.10d-h | 0.02gh | 0.02gh 0.00h 0.00h 0.17a-e | 0.00h
14 0.17a-¢ 0.02gh | 0.20a-d | 0.02gh 0.00h 0.00h 0.00h 0.00h
15 0.10d-h 0.07e-h | 0.05f-h | 0.02gh 0.00h 0.00h 0.00h 0.00h
16 0.17a-¢ 0.05f-h | 0.12¢c-g | 0.00h 0.00h 0.02gh 0.00h 0.00h
17 0.07e-h 0.07e-h | 0.10d-h | 0.12¢c-g | 0.00h 0.00h 0.15b-f | 0.00h
18 0.15b-f 0.02gh | 0.22a-c | 0.02gh 0.00h 0.00h 0.00h 0.00h
LSD (0.05) 0.12

F value 1.931

SEm(+-) 0.001

Pr>F <0.05

Onemlilik (P) oo
Genel ortalma 0.059

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak icin iki yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml: olarak farklidir.
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4 bolinmeli mikrosporlarin varyans analizine gore, genotipler arasinda (F=11.91,
P < 0.05) ve genotip x ortam interaksiyonunda (F = 1.931, P <0.001) 6énemli farkliliklar
bulunmustur. Ancak ortamlarda énemli farkliliklar olmamistir (F = 1.519, P = 0.07).

Gruplarin birbirinden farkli olup olmadigimi belirlemek i¢in yapilan LSD testinde

genotiplerin LSD degeri 0.017 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.7. II. Grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip x
ortam interaksiyonunun 4 boliinmeli mikrospor gelisimi iizerine etkileri*

ind. 4 Boliinmeli Mikrospor Gozlemlerinin Yapildig1 Genotipler

Ortamn | Bayraktar| Esperia | Ceyhan-99 | Sagitario | Eminbey| Kiziltan | Svevo Saricanak
1 0.00e 0.05c-e | 0.025de | 0.00e 0.00e 0.00e 0.07b-¢ | 0.00e
2 0.00e 0.10b-d | 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.07b-¢ | 0.00e
3 0.05c-e | 0.12a-c | 0.025de | 0.12a-c | 0.00e 0.00e 0.07b-¢ | 0.00e
4 0.07b-e | 0.025de | 0.00e 0.05c-¢ | 0.00e 0.00e 0.025de | 0-00e
5 0.20a 0.025de | 0.00e 0.15ab | 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
6 0.025de | 0.12a-c | 0.00e 0.025de | 0.00e 0.00e 0.05c-¢ | 0-00e
7 0.025de | 0.025de | 0.07b-e 0.00e 0.00e 0.00e 0.025de | 0.00e
8 0.05c-e | 0.05c-e | 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
9 0.07b-e | 0.025de | 0.00e 0.00e 0.00e 0.025de | 0.025de | 0.00e
10 0.10b-d | 0.025de | 0.00e 0.025de | 0.00e 0.025de | 0.00e | 0.00e
11 0.00e 0.00e 0.025de | 0.10b-d | 0-00e 0.00e 0.00e | 0.00e
12 0.10b-d | 0.00e 0.025de | 0.025de | 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
13 0.07b-e | 0.00e 0.025de | 0.00e 0.00e 0.00e 0.025de | 0.00e
14 0.025de | 0.00e 0.00e 0.025de | 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
15 0.05¢c-¢ 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e
16 0.12a-c | 0.025de | 0.025de | 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
17 0.125a-c | 0.00e 0.00e 0.05c-e | 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
18 0.05c-e | 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e | 0.00e
LSD (0.05) 0.12
F value 1.931
SEm (+) 0.0006
Pr>F <0.05

Onemlilik (P) ook

Genel ortalma

0.059

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in iki yonli ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde farkl
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Bayraktar genotipi 4 boliinmeli mikrospor gelisimi yoniinden en yiiksek (0.063)

ortalama degeri verirken, Kiziltan genotipi ise en diisiik ortalamay1 (0.002) gostermistir
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(Cizelge 4.3). ortamlarin LSD degeri ise 0.026 olarak bulunmustur. En yiiksek (0,05) 4
boliinmeli mikrospor ortalamasi 3. ortamda, en diisiik (0.062) 4 boliinmeli mikrospor ise
18. ortamda meydana gelmistir (Cizelge 4.3). Genotip X ortam interaksiyonu icin LSD
0.075 olup, en yiiksek ortalama (0.27) 4 b6élinmeli mikrospor 5. ortamda kiiltiire alinan
Bayraktar genotipinde gozlemlenirken, en diisiik ortalama (0.025) ise 9. ortamda kdlttire
alinan Svevo genotipinde kaydedilmistir (Cizelge 4.7).

Faktorlerin embriyoid verimi lizerine etkilerini belirlemek icin yapilan varyans
analizinde ise genotipler arasinda (F = 1.094 ve P = 0.36) 6nemli bir fark tespit
edilmemistir. Indiiksiyon ortamlar1 (F = 1.784 ve P =0.02) arasinda ise dnemli farkliliklar
bulunmustur. Genotip ve ortam arasindaki interaksiyon yoniinden (F = 1.106 ve P =0.23)
ise onemli bir fark belirlenmemistir. Hangi indiiksiyon ortaminin embriyo iiretiminde
onemli farkliliklara sahip oldugunu belirlemek i¢in yapilan LSD testinde ortamlarin LSD
degeri 3.31 olarak bulunmus olup, en yliksek (ortalama 6.5) embriyo iiretimi 6. ortamda,
en diisiik (ortalama 1.19) embriyo iiretimi ise 7. ortamda gergeklesmistir (Cizelge 4.3).
Ancak bu embriyolar rejenerasyon ortamlarina aktarildiginda herhangi bir albino veya

yesil bitkiye doniisememistir (Sekil 4.3).

P,‘K R

()

Sekil 4.4. 11. grup androgenesis ¢alismalar1 kapsaminda yapilan mikrospor kiiltiirlerindeki
embriyo gelisimleri; (a) Indiiksiyon ortaminda olusan embriyolar, (b) rejenerasyon
ortamina aktarilan embriyolar
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4.1.3. I1I. Grup androgenesis ¢alismalar1 bulgulari

4.1.3.1. 111. Grup androgenesis ¢cahsmalarindaki anter kiiltiirleri bulgulari

I1l. grup androgenesis c¢alismalar1 kapsaminda 4 genotipin her birisinin 8 farkl
indiiksiyon ortaminda test edildigi anter kllturleri verilerine yapilan varyans analizi
(ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. III. Grup androgenesis c¢alismalarinin anter kiiltiirlerinde genotip ve
indiiksiyon ortamlarinin embriyoid ve albino bitki olusumu iizerine etkileri*

Faktbrler Embriyoid sayis1 | Embriyoid Alb;:;lg‘tk‘ Albino Bitki

(adat) /100 anter /100 anter
(adat)

Genotip (Faktor A)

Ceyhan-99 0.60a 4.00a 0.01a 0.06a

Sagittario 2.39a 15.93a 0.00a 0.00a

Svevo 0.03a 2.00a 0.00a 0.00a

Sari¢anak 0.09a 0.06a 0.00a 0.00a

LSD (0.05) 3.19 0.01

F value 0.937 1

SE (+/-) 0.479 0.002

P r>F 0.42 0.39

Indiiksiyon Ortam (Faktor B)

1 0.35b 2.33b 0.02a 0.13a

2 0.12b 0.8b 0.00a 0.00a

3 4.87a 32.46a 0.00a 0.00a

4 0.64ab 4.26ab 0.00a 0.00a

5 0.25b 1.66b 0.00a 0.00a

6 0.00b 0.00b 0.00a 0.00a

7 0.00b 0.00b 0.00a 0.00a

8 0.00b 0.00b 0.00a 0.00a

LSD (0.05) 4.49 0.02

F value 1.067 1

SE (+/-) 0.361 0.001

P r>F 0.38 0.43

Onemlilik (P)

Genotip OD OD

Ortami1 OD OD

Genel ortalama 0.02 0.78

*LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilastirmak i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Cizelge 4.8” e gore, embriyoid tretimi yoniinden genotipler (F =0.937, P = 0.42),
indiiksiyon ortamlar1 (F = 1.067, P = 0.38) veya bunlarin interaksiyonu (F = 0.972, P =
0.49) arasinda onemli bir fark olusmamustir. Benzer sekilde, albino bitki iiretimi
yoniinden de genotipler (F = 1, P = 0.93), ortamlar (F = 1, P = 0.46) veya genotip x

indiiksiyon ortami interaksiyonu (F = 1, P = 0.46) arasinda 6nemli bir fark meydana
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gelmemistir. Bununla birlikte, en yliksek embriyoid verimi ortalama 15.93 ile Sagittario
genotipinden elde edilirken, en diisiik embriyoid verimi ortalama 2.00 ile Svevo
genotipinden elde edilmistir. Sekiz indiiksiyon ortamindan 5’1 tepki olusturmus, bunlar

arasindan en yuksek embriyoid verimi ortalama 32.46/100 anter ile 3. ortamdan, en diisiik

embriyoid verimi ise ortalama 0.08/ 100 anter ile 2.ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.6a)
(Cizelge 4.8).

(a) (b)
Sekil 4.5. III. grup androgenesis c¢aligmalari kapsaminda yapilan anter kiiltlirlerinde
gbzlemlenen bazi rejenerasyon olusumlar; (a) anter kaltirlerinden elde edilen
embriyoidler, (b) anter kiltirlerinden elde edilen bir albino bitki

Genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonu ile ilgili olarak, en ylksek embriyoid
verimi ortalama 18.16 ile 3. ortamda kiiltiire alinan Sagittario genotipinden elde edilirken,
en disiik embriyoid verimi ortalama 0.08 ile 3. ortamda Kkiiltiire alinan Svevo
genotipinden elde edilmistir (Cizelge 4.9,4.10). Yesil bitki olusumunun gergeklesmedigi
III. grup androgenesis ¢alismalarindaki anter kiiltiirlerinde albino bitki Gretimi yoninden
ise sadece 1. ortamda kiiltire alinan Ceyhan-99 genotipinde albino bitki meydana
gelmistir (Sekil 4.6b).
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Cizelge 4.9. III. grup androgenesis ¢alismalarinin anter kiiltiirlerinde genotip x ortam
interaksiyonunun embriyo ve albino bitki olusumu Uzerindeki etkisi*

s . I Genotiplerin Embriyoid Verimi

ind. Genotiplerin Embriyoid Verimi (adat) (100 anter)
Ortamu g; yhan- Sagitario | Svevo | Saricanak gge yhan- Sagitario | Svevo | Sariganak
1 1.41b 0.00b 0.00b | 0.00b 9.40b 0.00b 0.00b | 0.00b
2 0.00b 0.00b 0.00b | 0.50b 0.00b 0.00b 0.00b | 3.33b
3 1.00b 18.16a 0.08b | 0.25b 6.66b 121.1a 0.08b | 1.66b
4 2.41a 0.00b 0.16b | 0.00b 16.06a 0.00b 1.06b | 0.00b
5 0.00b 1.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 6.66b 0.00b | 0.00b
6 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
7 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
8 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
LSD (0.05) 8.99
F value 0.972
SE (+/-) 0.172
P r>F 0.49
Genel ortalama 0.78

Genotiplerin Albino Bitki Verimi Genotiplerin Albino Bitki Verimi
ind. (adat) (100 anter)
Ortam QC; G- Sagitario | Svevo | Saricanak 9Cge ATl Sagitario | Svevo | Saricanak
1 0.08a 0.00b 0.00b | 0.00b 0.53a 0.00b 0.00b | 0.00b
2 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
3 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
4 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
5 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
6 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
7 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
8 0.08a 0.00b 0.00b | 0.00b 0.53a 0.00b 0.00b | 0.00b
LSD (0.05) 0.04
F value 1
SE (+/-) 0.0007
P r>F 0.46
Genel ortalama 0.02

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

4.1.3.2. 111. Grup androgenesis ¢alismalarindaki mikrospor kiiltiirleri bulgular

[11. grup bugday androgenesis ¢aligmalar1 kapsaminda 4 genotipin her birisinin 8

farkl1 indiiksiyon ortaminda test edildigi mikrospor kultirlerinde gézlemlenen ve verisi

alian mikrospor bolinmesi, embriyoid olusumu ve albino bitki olusumu parametreleri

icin varyans analizi yapilmstir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. III. grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip
ve ortamlarin mikrospor boliinmesi, embriyoid ve albino bitki verimi iizerine etkileri*

Faktor Mikrospor 2 Boliinmeli 3 Boliin- 4 Boliin- Embriyoid Albino
Boliinmesi Mikro-spor meli meli Sayisi Bitki
(%) Mikro- Mikro- Sayis1
spor spor
Genotip
Ceyhan-99 32.70a 0.23a 0.13a 0.08a 4.55a 0.01a
Sagitario 15.32b 0.09b 0.06b 0.02b 0.07b 0.01a
Svevo 10.10c 0.05¢ 0.02c 0.01bc 2.67ab 0.00a
Sariganak 7.18 0.04¢ 0.02¢ 0.07¢ 0.00b 0.00a
Toplam
LSD (0.05) 2.92 0.02 0.02 0.01 3.85 0.00a
F value 117.43 89.918 46.072 34.117 2.526 0.667
SEm (+-) 15.64 0.122 0.071 0.045 0.954 0.002
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 0.05 0.57
Indiiksiyon ortam
1 26.25ab 0.18a 0.10a 0.056a 2.72ab 0.00a
2 28.33ab 0.17ab 0.10a 0.056a 4.22ab 0.00a
3 24.60b 0.14bc 0.10a 0.050ab 0.37b 0.00a
4 28.95a 0.17ab 0.11a 0.068a 0.83b 0.02a
5 1.87d 0.01d 0.006¢ 0.000c 0.00b 0.00a
6 1.04d 0.01d 0.006¢ 0.000c 0.00b 0.00a
7 16.66¢ 0.12¢c 0.05b 0.033b 6.41a 0.02a
8 2.91d 0.02d 0.004c 0.002c 0.02b 0.00a
LSD (0.05) 4.13 0.03 0.03 0.022 4.45 0.02
F value 117.43 33.433 21.842 12.788 1.512 0.857
SEm (+-) 8.55 0.052 0.034 0.019 0.521 0.002
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05 0.07 0.16 0.541
Onemlilik (P)
Genotip Kok ko Hokok Kok ] OD
Ortami okok dokok stk stk OD OD
Genel Ortalama 16.33 0.10 0.06 0.003 1.82 0.005

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilastirmak i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun
icinde farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Cizelge 4.10 daki ANOVA sonuglar1 genotipler (F=17.43, p <0.001), ortam

(F=10.25, p<0.001) ve genotip x ortam interaksiyonu (F=12.58, p<0.001) yoénunden

onemli farkliliklar gostermistir. Hangi gruplarin birbirinden farkli oldugunu belirlemek

icin Fisher LSD testi uygulanmistir. Genotipler icin LSD degeri 2.91 bulunmustur. En

yiiksek mikrospor boliinmesi 32.70 ortalama deger ile Ceyhan-99 genotipinde

gozlenirken, en diisiik mikrospor boliinmesi 7.18 ortalama deger ile Saricanak

genotipinde gozlenmistir.
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Ortamlar arasindaki LSD degeri ise 4.13 olarak bulunmustur. En yiiksek
mikrospor boliinmesi ortalama 28.95 degeriyle 4. ortamda, en diisik mikrospor
boliinmesi ise ortalama 1.04 degeriyle 6. ortamda g6zlenmistir (Cizelge 4.10).

Genotip ve ortam interaksiyonu i¢in LSD degeri 8.26 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.11). En yiiksek mikrospor boliinmesi 67.50 ortalama deger ile 4. ortamda
kiiltire alinan Ceyhan-99 genotipinde, en diisiik mikrospor boliinmesi ise tepki veren
ortamlar arasindan 0.83 ortalama deger ile yine 4. ortamda kiiltiire alinan Sariganak'ta
gozlenmistir (Cizelge 4.11). Bu da farkli genotiplerin ayni ortama farkli tepkiler

verdiginin gostergesi sayilabilir.

Cizelge 4.11. 1I1. grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip X
ortam interaksiyonunun mikrospor bélinmesi Uzerine etkileri*

Indiiksiyon Mikrospor Boéliinmesi Gozlemlerinin Yapildig1 Genotipler
Ortami Ceyhan-99 Sagitario Svevo Sariganak
1 49.16b 19.16ef 20.00ef 16.67fg
2 47.50bc 30.00d 20.00ef 15.83fg
3 40.83c 25.09de 16.66fg 15.83fg
4 67.50a 31.66d 15.83fg 0.83i

5 4.16hi 2.50hi 0.83i 0.00i

6 3.33hi 0.00i 0.83i 0.00i

7 47.50bc 10.00gh 5.83hi 3.33hi

8 1.66i 4.16hi 0.83i 5.00hi
LSD (0.05) 8.26

F value 12.58

SE (+/-) 1.81

Pr>F <0.05

Onemlilik (P) falekal

Genel ortalma 16.33

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in iki yonlii ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Mikroskop altinda yapilan erken gozlemlerde mikrosporlarin kag defa (2 defa, 3
defa ve 4 defa) boliindiigiine iliskin alinan verilere yapilan ANOVA sonuglart Cizelge
4.12 de verilmistir. Iki bolunmeli mikrosporlarin varyans analizine gore genotipler
arasinda (F=89.918, p <0.001), indiiksiyon ortamlari arasinda (F=33.433, p <0.001) ve
genotip x ortam interaksiyonu arasinda (F=8.059, p <0.001) 6nemli farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Hangi gruplarin birbirinden farkli oldugunu belirlemek i¢in, ANOVA
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testini 0.05 degerinde Fisher LSD testi izlemistir. Genotipler i¢in LSD degeri 0.02 olarak
bulunmus olup, en yiiksek 2 boliinmeli mikrospor ortalamasi (0.23) Ceyhan-99
genotipinde, en diisiik ortalama (0.04) ise Sariganak genotipinde gdzlenmistir. indiiksiyon
ortamlarindaki LSD degeri 0.03 olup, en yiiksek 2 boliinmeli mikrospor 0.18 ortalama ile
1. ortamda, en diisiik 2 boliinmeli mikrospor ise 0.01 ortalama ile 5. ve 6. ortamda
gozlemlenmistir (Cizelge 4.10). Genotip x ortam interaksiyonu i¢in LSD test degeri 0.07
olarak bulunmustur. En yiksek 2 bélinmeli mikrospor 0.40 ortalama ile 1. ortamda
kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinde, en diisiik mikrospor ise 0.008 ortalama ile 4.
ortamda Saricanak genotipinde gézlemlenmistir (Cizelge 4.12).

3 bolinmeli mikrosporlarin varyans analizine gore, genotipler (F=46.072, p
<0.001), ortam (F=21.84, p <0.001) ve genotip x ortam interaksiyonu (F=6.405, p <0.001)
i¢cin 6nemli farkliliklar gostermistir. Gruplarin farkliligini belirlemek icin yapilan Fisher
LSD testinde genotiplerin LSD degeri 0.21 olup, Ceyhan-99 genotipi 3 bolinmeli
mikrospor gelisimi yoniinden en yiiksek (0.13) ortalamay1 verirken, Sariganak genotipi
ise en diisiik ortalamay1 (0.02) vermistir (Cizelge 4.12). Ortamlarin LSD degeri 0.03
olarak bulunmustur. En yiiksek (0.11) 3 boliinmeli mikrospor 4. ortamda, en diisiik
(0.004) 3 boliinmeli mikrospor ise 8. ortamda meydana gelmistir (Cizelge 4.12). Genotip
x ortam interaksiyonu i¢in LSD 0.06 olup, en yuksek ortalama (0.35) 3 bolinmeli
mikrospor 4. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinde gézlemlenirken, en diisiik
ortalama (0.08) ise 8. ortamda kiiltiire alinan Sariganak genotipinde kaydedilmistir
(Cizelge 4.12).

4 bolinmeli mikrosporlarin varyans analizine gore, genotip (F=34.117, p <
0.001), indiksiyon ortami (F=12.78, p<0.001) ve genotip X ortam interaksiyonu
(F=5.738, p<0.001) yoninden 6nemli farkliliklar bulunmustur. Gruplarin birbirinden
farkli olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan LSD testinde genotiplerin LSD degeri
0.015 olarak belirlenmistir. En yuksek 4 bélinmeli mikrospor 0.08 ortalama ile Ceyhan-
99 genotipinde gdzlenirken, en diisiik mikrospor 0.007 ortalama ile Sariganak genotipinde
gozlenmistir. Ortam i¢in LSD degeri 0.02'dir. 4 boéliinmeli mikrosporlarin en yliksek
bulundugu ortam 0.06 ortalama ile 4. ortam iken, en diisiik bulundugu ortam ise 0.002
ortalama ile 8. ortamdir (Cizelge 4.10). Genotip ve ortam interaksiyon igin LSD degeri

0.04 olup, en yiiksek (0.22) 4 bolinmeli mikrospor 4. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99
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genotipinde gozlemlenirken, en diisiik ortalama (0.008) ise 9. ortamda kiiltiire alinan

Sariganak genotipinde kaydedilmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. 111. grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip x ortam interaksiyonunun 2, 3 ve 4 bolinmeli

mikrospor gelisimleri lizerine etkileri*

Ind. 2 Bolunmeli Mikrosporlar 3 Bolunmeli Mikrosporlar 4 Bolunmeli Mikrosporlar
Ort.|Ceyhan-99 Sagitario Svevo Saricanak |Ceyhan-99 Sagitario Svevo  Saricanak [Ceyhan-99 Sagitario Svevo Saricanak
1 0.40a 0.10d-g 0.11d-f 0.11d-f 0.21b 0.10d-f  0.05e-i 0.03g-i 0.08b-d 0.07b-e 0.03e-h 0.03e-h
2 0.34ab 0.17cd 0.05f-j 0.10d-g 0.15b-d 0.15b-d 0.07e-h  0.04f-i 0.11b 0.03e-h  0.06¢c-f 0.008h
3 0.31b 0.15c-e  0.07f-i  0.04g-j 0.15b-d 0.10c-e  0.05e-i  0.09e-g 0.11b 0.05d-g 0.008h 0.01gh
4 0.38ab 0.21c 0.08e-h  0.008ij 0.35a 0.09e-g 0.03g-i  0.00i 0.22a 0.04d-h  0.008h  0.008h
5 0.02h-j 0.02h-j  0.008ij 0.00j 0.02hi 0.00i 0.00i 0.00i 0.008h 0.008h  0.008h 0.008h
6 0.03h-j 0.00j 0.008ij  0.00j 0.02hi 0.00i 0.00i 0.00i 0.008h 0.008h  0.008h  0.008h
7 0.35ab 0.07f-i 0.05f-j  0.01h-j 0.16bc 0.01hi 0.01hi 0.01hi 0.10bc 0.02f-h  0.008h  0.008h
8 0.01h-j 0.03h-j  0.00j 0.04g-j 0.00i 0.008i 0.00i 0.008i 0.008h 0.008h  0.008h  0.008h
LSD (0.05) 0.07 0.06 0.04

F value 8.059 6.405 5.738

SEm(+-) 0.012 0.009 0.006

Pr>F <0.05 <0.05 <0.05

Onemlilik (P) falaied falaied falaied

Genel ortalama 0.10 0.06 0.03

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar karsilastirmak icin iki yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde farkli harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.
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Embriyoid verimi yoninden ANOVA sonuglar1 genotip ve ortam interaksiyonu
icin 6nemli farkliliklar gosterirken (F=1.706, p =0.02), genotipler (F=2.526, p=0.05) ve
ortam (F=1.512, p =0.168) igin farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamuistir.
Hangi gruplarin farklilik gosterdigini belirlemek i¢in yapilan LSD testinin genotipler igin
LSD degeri 3.85 olup, en yuksek embriyoid tiretimi Ceyhan-99 genotipinde (ortalama =
4.55) ve en diisiikk embriyoid Uretimi Sagittario genotipinde (ortalama = 0.07) meydana
gelmistir. Ortam i¢in LSD degeri 5.45'tir. En yiiksek embriyoid verimi 7. ortam (ortalama
= 6.41) ve en disiik embriyoid verimi 8. ortamda(ortalama = 0.02) gerceklesmistir
(Cizelge 4.10). Genotip x ortam interaksiyonu i¢in LSD degeri 10.90'dir. En yiiksek
embriyoid verimi 7. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinde (ortalama = 25,25),
en diisiik embriyoid verimi ise 8. ortamda kiiltiire alinan Svevo genotipinde olusmustur
(Sekil 4.7a) (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. I1I. grup androgenesis ¢alismalarinin mikrospor kiiltiirlerinde genotip x
ortam interaksiyonunun embriyoid ve albino bitki olusumu tizerine etkisi*

. Genotiplerin Embriyoid Verimi Genotiplerin Albino Bitki Verimi
Ind. Ceyhan- Ceyhan-

Ortami 99 Sagitario | Svevo Saricanak 99 Sagitario | Svevo | Saricanak
1 5,50bc 0.00c 5.41bc | 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
2 1.91c 0.00c 15.00ab | 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
3 0.66¢ 0.08c 0.75¢ 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
4 3.08¢c 0.25¢ 0.00c 0.00c 0.08a 0.00b 0.00b | 0.00b
5 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
6 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
7 25.25a 0.25¢ 0.16¢ 0.00c 0.00b 0.08a 0.00b | 0.00b
8 0.00c 0.00c 0.08c 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b | 0.00b
LSD (0.05) 10.90 0.05

F value 6.405 1.048

SE (+/-) 0.227 0.001

Pr>F 0.02 0.40

Onemlilik (P) * oD

Genel ortalama 1.82 0.005

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in iki yonliit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde
farkl1 harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Albino bitki olusumu yoniinden ANOVA sonuglari genotipler (F = 0.667, P =
0.57), ortamlar (F = 0.857, P = 0.541) ve bunlarin interaksiyonu (F = 1.048, P = 0.405)
arasinda 6nemli bir fark olmadigin1 gostermektedir (Cizelge 4.10). Bu sonug genotip ve
ortamlardaki varyasyonlarin yani sira bunlarin interaksiyon etkilerinin albino bitkilerin

olusumunu 6nemli Olclide etkilemedigini gostermektedir (Sekil 4.7.b). Benzer sekilde,
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yesil slirgiin iiretimi i¢in genotipler (F = 0.0, P = 0.39), ortam (F = 1.0, P = 0.43) veya
genotipler ve ortam arasindaki interaksiyon (F = 1.0, P = 0.462) arasinda énemli bir fark
olmadigin1 gostermektedir. Bu sonug, incelenen faktorlerin iiretilen yesil siirgiin sayisi

iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip olmadigi anlamima gelmektedir

(Veriler gosterilmemistir) (Sekil 4.7.c).

Sekil 4.6. (a) Mikrospor kultlrlerinden elde edilen embriyoidler, (b) mikrospor
kiiltiirlerinden elde edilen albino bitki, (c, d) Mikrospor kiiltiirlerinden elde edilen yesil
strgunler
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4.2. Somatik embriyogenesis ¢alismalar: bulgulari

4.2.1. 1. Grup somatik embriyogenesis deneme bulgulari

4.2.1.1. Genotip, eksplant ve induksiyon ortami faktérlerinin toplam kallus
olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirhg iizerine
etkileri

I. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; 4 bugday genotipinin skutellum
ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortami1 Modifiye edilmis MS ortami olan
ve 30 gr/L sukroz karbonhidrat kaynagi eklenmis 9 farkli indiiksiyon ortaminda kiiltiire
almmigtir. Bu denemelerde eksplant tipi, genotip ve ortamin kallus olusumu,
embriyojenik  kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirligi tizerindeki etkilerini
belirlemek icin t¢ yonlu varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14° e gore eksplant skutellum veya yaprak) fatoru; kallus olusumu
(F=566.374, p < 0.001), embriyojenik kallus orani (F=200.65, p < 0.001), kallus boyutu
(F=150.157, p < 0.001) ve kallus agirligi (F=183.559, p < 0.001) tizerinde oldukga dnemli
bir etkiye sahiptir. Bu durum, kullanilan eksplant tiriiniin bugday somatik
embriyogenesisinde kallus olusumu, embriyojenik kallus olusumu, kallus boyutu ve
kallus agirlig: Uzerinde kritik bir faktor oldugunu gostermektedir. Skutellum eksplantlari,
yaprak segmentlerine gore daha fazla kallus, embriyojenik kallus ve daha biytk kallus
tiretmistir, ancak kallus agirlig1 yaprak eksplantinda daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.14).

Genotip faktori; kallus olusumu (F=1.920, p = 0.12) ve kallus boyutu (F =0.614,
p = 0.60) uzerine 6nemli 6lgude etkide bulunmazken, embriyojenik kallus uretimi (F=
12.08, p <0.001) ve kallus agirlig1 (F=14.724, p < 0,001) tzerinde oldukga 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bu, kallus iiretiminde gozlenen varyasyonlarin esas olarak test edilen 4
genotip arasindaki farkliliklardan kaynaklanmadigini gostermektedir. Bununla birlikte,
genotip faktoriinii de igeren interaksiyonlarin etkisinin 6nemli bulunmasi, genotipin diger
faktorlerle birlikte rol oynadigini gostermektedir (Cizelge 4.14).

Indiiksiyon ortami faktord; kallus tretimi (F= 58.422, p < 0.001) embriyojenik
kallus oran1 (F=50.82, p < 0.001), kallus boyutu (F= 39.230, p < 0.001) ve kallus agirlig
(F= 10486, p < 0.001) Gzerinde oldukca 6nemli etkiye sahiptir. Farkli ortam bilesimleri
kallus tiretiminde 6nemli farkliliklara yol agarak basarili bir somatik embriyogenesis igin

indlksiyon ortaminin optimize edilmesinin énemini ortaya koymustur (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. 1. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
indiiksiyon ortaminin toplam kallus olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus
boyutu ve kallus agirligi iizerindeki etkileri*

Faktorler Kallus Embriyojenik Kallus Boyutu | Kallus agirhg:
Olusumu Kallus Olusumu (mm) (mg)
(%) (%)
Eksplant
Skutellum 73.47° 50.41° 3.52% 23.47°
Yaprak 36,04° 28.26° 2.21° 70.07*
LSD (0.05) 3.08 3.06 0.20 6.75
F degeri 566.374 200.651 150.157 183.559
SE (+/-) 1.758 1.748 0.119 0.981
Pr>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Genotip
Ceyhan-99 57.08* 46.66" 2.97* 63.80°
Sariganak 55.83 @ 39.72° 2.88* 50.58°
Svevo 52.08 37.08" 2,77 35.82¢
Sagittario 54.02° 33.88¢ 2.83% 36.86¢
LSD (0.05) 4.36 4.33 0.29 9.55
F degeri 1.920 12.080 0.614 14.724
SE (+/-) 1.243 1.236 0.084 0.694
P r>F 0.124 <0.000 0.605 <0.000
Indiiksiyon ortam
1(kontrol) 8.43¢ 0.00f 0.364 8.41d
2 62.5% 56.25° 3.20° 57.07ab
3 53.75¢ 42.81 2.76° 44.87bc
4 57.18" 46.56 2.81° 54.32ab
5 56.87" 34.68° 2.87° 42.96bc
6 65.00° 38.43de 3.84* 63.13a
7 56.25% 33.12¢ 3.06b° 60.55a
8 64.68" 52.18® 3.37° 52.35ab
9 68.12* 50.00% 3.48° 37.22¢
LSD (0.05) 6.54 6.50 0.44 14.32
F degeri 58.422 50.827 39.230 10.486
SE (+/-) 0.288 0.824 0.056 0.462
Pr>F <0.000 <0.000 <0.000 <0.000
Onemlilik (P)
Eksplant skskok kskok skskok skskok
Genotip OD kK OD ook
hld. Ortaml skskok kskok skskok skskok
Genel ortalama 54.75 39.34 2.86 46.77

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in ti¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Degiskenler arasi iligkilerin daha ayrintili bir sekilde anlasilabilmesi i¢in yapilan
Fisher LSD post-hoc testi sonuglarina gore; eksplant thrindn kallus dretimini,

embriyojenik kallus oranin, kallus boyutun ve kallus agirhigin da 6nemli Olglde
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etkiledigini gostermistir. Skutellum eksplanti (ortalama = 73.47) yaprak eksplantina
(ortalama = 36.04) kiyasla yaklasik iki kat daha fazla kallus olusturmustur. Benzer
sekilde, embriyojenik kallus olusumu yénunden eksplant tipleri arasinda anlamli bir fark
olusmustur (LSD = 3.06). Skutellum eksplant1 (ortalama = 50.41), yaprak eksplantina
(ortalama = 28.26) kiyasla daha yiiksek embriyojenik kallus meydana getirmistir
(Cizelge 4.14) (Sekil 4.8). Bu bulgular, skutellum eksplantinin embriyojenik kallus

olusumuna daha olumlu katk1 sagladigini ortaya koymaktadir.

(b)

Sekil 4.7. 1. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; (a) skutellum eksplantindan elde
edilen embriyojenik kallus, (b) yaprak eksplantindan elde edilen embriyojenik kallus

Eksplant faktoru kallus boyutunu 6nemli 6lgiide etkilenmistir (LSD = 0.20).
Skutellum eksplant1 (ortalama = 3.52), yaprak eksplantina (ortalama = 2.21) kiyasla daha
biiyiik kallus boyutlar1 olusturmustur. Ilging bir sekilde, kallus agirlig1 i¢in yapilan LSD
testi, yaprak eksplantinin skutellum eksplantina (ortalama = 23.47 mg) kiyasla (LSD =
3.447) oranla 6nemli Ol¢lide daha agir kallus (ortalama = 70.07 mg) {irettigini ortaya
koymustur (Cizelge 4.14) Bu, skutellum eksplantlarinin kallus iiretimi ve boyutu i¢in
daha basarili olmasina ragmen, yaprak eksplantlarinin daha fazla biyokutleye sahip
kalluslar olusturdugunu gostermektedir.

Genotip faktoru agisindan; en fazla kallus olusumu Ceyhan-99 (ortalama = 57.08)
ve en az kallus olusumu Svevo (ortalama = 52.08) genotipinde belirlenmistir. En fazla

embryojenik kallus Ureten genotip de yine Ceyhan-99 (ortalama = 46.66) genotipi iken,
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en az embryojenik kallus Ureten genotip Sagittario (ortalama = 33.88) olarak tespit
edilmistir. Ayrica, en agir kallus olusturan genotip Ceyhan-99 (ortalama = 63.80 mg) ve
en hafif kallus olusturan genotip Svevo (ortalama = 35.82mg) olarak bulunmustur.
Bununla birlikte, kallus biiyiikliigii agisindan genotipler arasinda bir fark bulunmamistir
(Cizelge 4.14).

Indiiksiyon ortami faktorii yoniinden kallus tretimi ve embriyojenik kallus tiretimi
farkli ortamlarda degisiklik gostermistir. En yiiksek kallus olusumu %68.12 ortalama ile
9. ortamda kaydedilmisken, en diisiik ortalama %53.75 ile 3. ortamda gerceklesmistir.
Embriyojenik kallus olusumu ise en yiiksek %56.25 ortalama ile 2. ortamda, en diisiik ise
%33.12 ortalama ile 7. ortamda tespit edilmistir. Kallus biiyiikliigii agisindan en biiyiik
ortalama 3.84 mm ile 6. ortamda, en kigcuk ise ortalama 0.36 mm ile 1. ortamda
Olgtilmiistiir. Kallus agirligi bakimindan en yiiksek ortalama 63.13mg ile 6. ortamda, en
diisiik ise ortalama 8.41 mg ile 1. ortamda (kontrol) belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Yukarida belirtildigi gibi genotip faktoru tek basina kallus tiretimi ve kallus
boyutu (zerine 6nemli 6lglde bir etkiye sahip degildir. Bununla birlikte, genotip x
eksplant ikili interaksiyonu (F=8.736, p < 9.13e-06) ile genotip x ortam ikili interaksiyonu
(F=2.229, P <0.001) kallus uretimi tzerine énemli bir etki olusturmustur (veri tabloda
gosterilmemigstir). Benzer sekilde, kallus agirligi bakimindan genotip x eksplant ikili
interaksiyonu (F=10.130, p < 0.001) ve genotip x ortam ikili interaksiyonunun (F=4.388,
p < 0.001) etkisi de 6nemli bulunmustur (veri tabloda gosterilmemistir). Bu sonug,
eksplant tipinin kallus iiretimi ve kallus agirlig1 iizerindeki etkisinin genotipe bagli
oldugunu gostermektedir.

Bazi genotipler belirli bir eksplant tipinde daha iyi yanit vermistir ve bu yanit
kullanilan ¢esitli ortamlara bagli olarak degismektedir yani eksplant x genotip X
indiksiyon ortami ti¢lii interaksiyonu sonucu etkilemektedir. Bu etkiyi belirlemek (izere
yapilan 3 yonlii varyans analizinde; eksplant x genotip x induksiyon ortami
interaksiyonun kallus olusumu F= 1.611, p = 0.03), embriyojenik kallus olusumu (F=
4.715, P <0.001), kallus boyutu (F=1.884, P <0.00) ve kallus agirlig1 (f= 3.671, P <0.001)
Uzerinde 6nemli etkiye sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18)
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Cizelge 4.15. I. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun toplam kallus olusumu (%) lizerine etkileri™*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Olusumunun Gergceklestigi Genotipler ve Eksplantlar:
Indiiksiyon Ceyhan-99 Sari¢canak Svevo Sagittario
] e Tk | S ek | e vt | S v
1 (Kontrol) 12.5v=x 0.0x 50.0k-q | 0.0x 5.0wx 0.0x 0.0x 0.0x
2 975 a 37.50-u 90.0a-c 42.5m-t | 70.0d-j 35.0p-u | 82.5a-e 45.0l-s
3 82.5a-¢ 45.0l-s 75.0b-h 27.5s-v | 65.0e-k 27.5s-v | 77.5b-g | 30.0r-v
4 90.0a-c 30.0r-v 80.0a-f 35.0p-u | 72.5c-i 25.0t-v | 87.5a-d | 37.50-u
5 80.0a-f 30.0r-v 70.0d-j 50.0k-q | 72.5c-i 42.5m-t | 65.0e-k | 45.01-s
6 87.5a-d 60.0g-m | 82.5a-e 40.0n-u | 80.0a-f 57.5h-n | 70.0d-j 42.5m-t
7 87.5a-d 35.0p-u 72.5¢-1 37.50-u 80.0 a-f 42.5m-t | 55.0i-0 40.0n-u
8 92.5ab 37.50-u 97.5a 22.5u-w | 75.0b-h 47.5k-r | 87.5a-d | 57.5h-n
9 90.0a-c 32.5qu 87.5a-d 45.01-s 87.5 a-d 52.5;p | 87.5ad 62.511
LSD (0.05) 18.5
F degeri 3.671
SE (+/-) 0.287
Pr>F 0.03
Onemlilik (P) <
Genel ortalma 54.75

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilastirmak i¢in {i¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x indiksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus

olusumu tizerine etkileri Cizelge 4.15 de ortaya konulmustur. Tim uygulamalardaki genel

kallus olusumu ortalamas1 %354.75 olup, uygulamalar arasinda biiyilik farkliliklar

g6zlenmektedir. Ceyhan-99 genotipinden alinan skutellum eksplantlari 2. ortamda %97.5

ile en yiksek kallus olusumunu verirken, Svevo genotipinden alinan skutellum

eksplantlar1 1. ortamda %5 ile en diisiik kallus olusum oranina sahiptir (Cizelge 4.15).

Eksplant x genotip x indiksiyon ortam: arasindaki ¢l interaksiyonun

embriyojenik kallus olusumu ftizerine etkileri Cizelge 4.16 da gosterilmistir. Genel

embriyojenik kallus olusumu ortalamast %39.34 olmus ve uygulamalar arasinda

farkliliklar bulunmustur. Sariganak genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 8. ortamda

%97.5 ile en ylksek embriyojenik kallus olusumunu saglarken, ayni ortamda ayni

genotipten alinan yaprak eksplantlar1 %15 ile en diisiik oran1 vermistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16. 1. grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun embriyojenik kallus olusumu {izerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Embriyojenik Kalluslarin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:

Indiiksiyon Ceyhan-99 Sari¢canak Svevo Sagittario

1 (Kontrol) 0.0s 0.0s 0.0s 0.0s 0.0s 0.0s 0.0s 0.0s
2 92.5a 32.51-r 90.0a 25.00-r | 70.0b-d 30.0m-r | 80.0a-c 30.0m-r
3 82.5ab 37.5j-q 52.5d-k 27.5n-r | 50.0e-1 22.5p-r | 42.5h-0 | 27.5-n-r
4 70.0b-d 25.00-r 80.0a-c 32.51r 50.0e-1 20.0qr 65.0b-f | 30.0-r
5 67.5d-e 20.0qr 62.5¢c-g 42.5h-0 | 32.5l-r 22.5pr | 0.0s 30.0-r
6 45.0g-n 42.5h-o 25.0-r 35.0k-q | 80.0a-c 45.0g-n | 0.0s 35.0k-q
7 55.0d-j 30.0m-r | 0.0s 35.0k-q | 45.0g-n 37.5j-q 27.5n-r 35.0k-q
8 92.5a 30.0m-r | 97.5a 15.0rs 37.5j-q 40.0i-p | 57.5d-i | 47.5fm
9 90.0a 27.5n-r 65.0b-f 30.0m-r | 50.0e-1 35.0kl-q | 60.0d-h | 42.5h-0
LSD (0.05) 18.39
F degeri 4.715
SE (+/-) 0.291
Pr>F <0.00
Onemlilik (P) *xe
Genel ortalma 39.34

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in {i¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x indilksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus

boyutu Gzerine etkileri Cizelge 4.17 de gosterilmistir. Kallus boyutu ortalamasi 2.86 mm

olup, uygulamalar arasinda ¢esitlilik gostermektedir. Ceyhan-99 genotipinden alinan

yaprak eksplantlar1 6. ortamda 5.08 mm ile en blyk kallus boyutunu olustururken, Svevo

genotipinden alinan skutellum eksplantlart 1. ortamda 0.18 mm ile en kicuk boyutta

kalluslar olusturmustur (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. 1. grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x

indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus boyutu (mm/eksplant) iizerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Boyutlarinin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:

indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
1 (Kontrol) 0.24v 0.00v 2.47m-s 0.00v 0.18v 0.00v 0.00v 0.00v
2 4.56a-¢ 227n-u | 4.17a-f 2.87g-q | 3.26f-0 1.53r-u | 4.23a-f | 2.74hr
3 4.36a-f 231In-u | 3.97a-h 1.64q-u | 2.65jr 1.58r-u | 3.89a-j 1.69q-u
4 3.49¢n 1.14tv 3.86a-k 2.00p-u | 3.77b-1 1.68q-u | 4.42a-f | 2.160-u
5 3.93a-i 1.24s-v 3.26f-0 2.87g-q | 3.52cn 2.88g-q | 2.64j-r 2.61k-r
6 4.66a-c 5.087a 4.02a-g 2.71i-r 3.85a-k 3.79b-1 | 4.00a-g | 2.58l-r
7 4.55a-¢ 3.24fp 3.78b-1 1.93g-u | 3.37d-o0 3.45¢cn | 2.39m-t | 1.80q-u
8 4.83ab 1.79q-u | 4.6la-d 1.094uv | 3.21f-p 3.45¢c-n | 4.64ac 3.35¢-0
9 4.08a-g 1.64q-u 3.75b-1 2.86g-q | 3.62b-m 4.09a-g | 4.34a-f | 3.48¢c-n
LSD (0.05) 1.25
F degeri 1.884
SE (+/-) 0.019
Pr>F <0.00
Onemlilik (P) o
Genel ortalma 2.86

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in iki yonli ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x indilksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus
agirlig tizerine etkileri Cizelge 4.18 de verilmistir. Genel kallus agirligi ortalamasi 46.77
mg dir. Ceyhan-99 genotipinden alinan yaprak eksplantlart 6. ortamda 192.36 mg
ortalama ile en yiiksek kallus agirhigini meydana getirirken, Svevo genotipinden alinan
skutellum eksplantlar1 1. ortamda 2.01 mg ortalama ile en hafif kallus agirligini1 vermistir
(Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. 1. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x

indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus agirligi (mg/eksplant) {izerine etkileri*

indiiksiyon indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Agirhklarinin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:
Ortam Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Skutellum Yaprak Skutellum Yaprak Skutellum Yaprak Sku- Yaprak
tellum

1 (Kontrol) 4.98tu 3.41u 11.44r-u 5.44s-u 2.01u 0.00u 0.00u 40.00f-u

2 23.16m-u 189.96a 31.42k-u 53.36e-q 10.81r-u 39.10g-u | 33.55j-u 75.20c-i

3 36.05h-u 107.63¢ 18.32p-u 53.51e-p 19.84p-u 44.00e-t 26.02m-u | 53.66e-p

4 39.41g-u 48.29¢-r 27.681-u 149.15b 11.65r-u 52.28e-q | 28.791-u 77.37c-g

5 16.99p-u 57.40d-p 20.05p-u 62.02d-n | 21.75n-u 107.57¢ 21.75n-u | 36.21h-u

6 34.92i-u 182.98ab | 31.56k-u 75.83c-h | 28.691-u 70.15¢-k | 20.05p-u | 60.93d-o

7 23.91m-u 192.364a | 25.98m-u 96.46cd 20.670-u 67.97c-1 16.99p-u | 40.09f-u

8 25.58m-u 62.58d-m | 79.96¢-f 82.78c-e 22.00n-u 67.54c-1 25.58m-u | 52.78e-q

9 26.59m-u 72.23¢j 24.19m-u 61.41dn | 12.92g-u 45.92e-s 19.67p-u | 34.89%i-u

LSD (0.05) 440.52

F degeri 3.671

SE (+/-) 0.163

Pr>F <0.000

Onemlilik (P) ok

Genel ortalma 46.77

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilastirmak i¢in ti¢ yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

4.2.1.2. Genotip, eksplant ve rejenerasyon ortami faktorlerinin yesil nokta olusumu,
rejenerant bitki oram ve kallus basina stirgiin sayisi Gzerine etkileri

I. grup somatik embriyogenesis denemelerinde dncelikle 4 bugday genotipinin
skutellum ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortami1 Modifiye edilmis MS
ortam1 olan ve 30 gr/L sukroz karbonhidrat kaynagi eklenmis 9 farkli indiiksiyon
ortaminda kiiltiire alinmigtir. Bu indiiksiyon ortamlarinda olusan embriyojenik kalluslar
rejenere olabilmeleri i¢in 2 farkli rejenerasyon ortamina (Cizelge 3.12) aktarilmig, daha
sonra bunlardan olusan yesil nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki
sayis1 verileri kaydedilmistir. Bu rejenerasyon denemelerinde eksplant tipi, genotip ve
rejenerasyon ortami faktorlerinin yesil nokta sayisi, kallus bagina siirgiin sayisi ve
rejenerant bitki sayisi lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in {i¢ yonlii varyans analizi

yapilmistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19. Il.grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
rejenerasyon ortaminin yesil nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki

Kiltiire Alinan | Yesil Nokta | Kallus Basina | Rejenerant

Faktorler Kallus Sayis1 Sayisi Surgun Sayis1 | Bitki Sayisi
(adet) (adet/kallus) | (adet/kallus) | (adet/kallus)

Eksplant Tipi
Skutellum 1112 18,44 16.27a 3.30a
Yaprak 510 15,65 3.01b 0,54b
F value 1,345 12,599 13,85
Pr (>F) 0.24 <0.001 <0.001
SE (+/-) 0.601 0.934 0.185
Genotip
Ceyhan-99 469 19.58a 17.97a 3.52a
Sariganak 402 21.27a 6.11b 1.27b
Svevo 366 14.66ab 8.33ab 1.61ab
Sagottiro 385 12.66b 6.16b 1.27b
fFvalue 0,04 2,283 2,118
Pr (>F) 2,83 0,082 0,101
SE (+/-) 0.425 0.660 0.131
Rejenerasyon Ortami
R1 795 18.68a 10,19 2.12a
R2 827 15.41a 9,09 1.72b
F valuve 0,17 0,086 0,294
Pr (>F) 1,83 0,769 0,588
SE (+/-) 0.601 0.934 0.185
Onemlilik (P)
Eksplant oD *rk *rk
Genotip * OD OD
Rejenerasyon Ortamlari OD oD oD
Toplam 1622
Genel ortalama 17,04 9,64 1,92

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak igin ti¢ yonlit ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun i¢inde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

Cizelge 4.19° a gore eksplant tipi (skutellum ve yaprak) yesil nokta olusumu (F=
1.345, P=0.248) lzerinde 6nemli bir etkiye sahip degilken, kallus basina siirgiin sayisi
uzerinde (F=12.599, P <0.001) ve rejenerant bitki sayisi1 Gzerinde (F= 13.850, P < 0.001)
onemli farklilik gostermektedir. Bu durum, kullanilan eksplant tipinin bugday somatik
embriyogenesisinde yesil nokta olusumu, kallus basina siirgiin sayisi1 ve rejenerant bitki
olusturma basarisini belirlemede kritik bir faktér oldugunu gostermektedir. Skutellum

eksplantlar1 yaprak eksplantina gore 5.4 kat daha fazla stirgiin ve 3 kattan fazla rejenerant
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bitki tiretmistir (Cizelge 4.19). Bu sonug bugday bitkisinde skutellum eksplantinin sirglin
rejenerasyonu igin daha basarili bir kaynak olabilecegine isaret etmektedir.

Genotip faktori; yesil nokta olusumu (F= 2.830, P= 0. 04) tizerinde 6nemli etki
gostermistir. En fazla yesil nokta 21.27 ortalama ile Sariganak genotipinde ve en az yesil
nokta 12.66 ortalama ile Sagitarrio genotipinde olusmustur. Ancak genotip faktori kallus
basina siirgiin sayisi ( F 2.283, P=0.082) ve rejenerant bitki (F= 2.118, P=0.101) sayis1
uzerinde énemli bir etkide bulunmamustir (Cizelge 4.19).

Rejenerasyon ortami faktori; yesil nokta olusumu (F= 1.839, P= 0.177), kallus
basina stirgiin sayis1 ( F = 0.086, P=0.569) ve rejenerant bitki (F= 0.294, P=0.588) sayis1
(Cizelge 4.19). izerinde 6nemli bir farklilik olusturmamustir.

Cizelge 4.20. I.grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip x eksplant x rejenerasyon
ortami interaksiyonunun yesil nokta, kallus basina siirgiin ve rejenerant bitki tizerine etkileri*

Kallus basina Rejenerant Bitki
Yesil Nokta Sayisi Siirgiin Sayis1 Sayisi
Genotip Eksplant
Rejenerasyon Ortamlari
R1 R2 R1 R2 R1 R2
Skutellum 27.33a 21.22a-c |41.77a |19.11b |8.11a 4.22ab
Ceyhan-99 Yaprak 12.22¢ 17.55a-c | 1.88b 9.11b |0.33b 1.44b
Skutellum 12.22c 17.55a-c |9.77b 10.44b | 2.11b 2.22b
Sariganak Yaprak 20.88a-c 21.00a-c |2.66b 1.55b |0.44b 0.33b
Skutellum 18.66a-c 8.11c 11.77b | 19.00b |2.66b 3.11b
Svevo Yaprak 19.55a-c 12.33c 0,77b 1.77b |0.22b 0.44b
Skutellum 13.66a-c 15.33a-c | 8.88b 9.44b |2.33b 1.66b
Sagittario Yaprak 11.11c 10.55¢ 4.00b 2.33b | 0.77b 0.33b
LSD(0.05) 13,47 20,91 4,15
F value 0,399 1.258 0.734
Pr>F 0,753 0.291 0.533
SEm(+-) 0.212 0.065 0.330
Onemlilik (P) oD oD oD
Genel Ortalama 17,048 9,64 1,92

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilastirmak i¢in ii¢ yonlit ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.
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Eksplant tipi x genotip X rejenerasyon ortami arasindaki U¢lu interaksiyonun yesil
nokta sayisi1 kallus bagina siirgiin sayis1 Ve rejenerant bitki sayisi Uzerine etkileri Cizelge
4.20 de verilmistir.

Cizelge 4.20 ye gore, genel yesil noktalarin sayisi ortalamasi 17.04 olup,
uygulamalar arasinda farkliliklar bulunmamaktadir (F= 0.399, P=0.75). Ceyhan-99
genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 1. ortamda 27.33 ortalama ile en yiiksek yesil
nokta olusumunu saglarken, Svevo genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 2. ortamda

8.11 ortalama ile en diisiik oran1 vermistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.8. 1. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; (a) skutellum eksplantindan
elde edilen yesil noktalar, (b) yaprak eksplantindan elde edilen yesil noktalar.

Genel kallus basina siirgiin sayisi ortalamasi 9.64 olmustur ve uygulamalar
arasinda farklilik bulunmamaktadir. Ceyhan-99 genotipinden aliman skutellum
eksplantlart 1. ortamda 41.77 ile en yliksek kallus basina siirgiin sayisin1 olustururken,
Svevo genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 1. ortamda 0.77 ortama ile en disiik

kallus basina siirgiin sayisin1 vermistir (Cizelge 4.20) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. 1. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde kalluslardan olusan siirgiinler

Genel rejenerant bitki sayisi ortalamasi 1.92 olup, varyans analizi sonuglarina gore
uygulamalar arasinda farkliliklar bulunmamaktadir (F=0.734, P=0.53). Ceyhan-99
genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 1. ortamda 8.11 adet ile en ylksek rejenerant
bitki olusumunu saglarken, Svevo genotipinden alinan skutellum eksplantlari yine 1.

ortamda 0.22 en diisiik orant olusuma neden olmustur (Cizelge 4.20) (Sekil 4.11).

|
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Sekil 4.10. I. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; (a) embriyojenik kallustan
rejenerasyionu, (b, ¢) kok gelistirme ortaminda gelisen rejenerant bitkicik, (d) bitkiciklerin
topraga aktarilmasi, (¢) somatik embriyogenesisten olusan fertil bitki.
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4.2.2. 11. Grup somatik embriyogenesis deneme bulgulari

4.2.2.1. Genotip, eksplant ve induksiyon ortami faktorlerinin toplam kallus
olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirhg iizerine
etkileri

I1. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; 4 bugday genotipinin skutellum
ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortami1 Modifiye edilmis MS ortam1 olan
ve 30 gr/L maltoz karbonhidrat kaynag1 eklenmis 9 farkli indiiksiyon ortaminda kiiltiire
alimmistir. Bu denemelerde eksplant tipi, genotip ve ortamlarin kallus olusumu,
embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirlig1 izerindeki etkilerini belirlemek
icin ¢ yonll varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21° e gore eksplant skutellum ve yaprak pargasi) faktor(; kallus
olusumu (F=810.9, P < 0.001), embriyojenik kallus orani (F=320.06, P < 0.001), kallus
boyutu (F= 127.48, P <0.01) ve kallus agirligi (F= 78.526, p < 0.001) uzerinde oldukca
onemli etkiye sahip bulunmustur. Bu nedenle kullanilan eksplant tipinin bugday somatik
embriyogenesisinde kallus olusumu, embriyojenik kallus olusumu, kallus boyutu ve
kallus agirlig: tizerinde kritik rolii oldugu ifade edilebilir. Skutellum eksplantlari, yaprak
eksplantina gore daha fazla kallus miktari, embriyojenik kallus ve daha blyik kalluslar
tiretmis ancak kallus agirlig1 yaprak eksplantinda skutelluma gore iki kat yiiksek olmustur
(Cizelge 4.21).

Genotip faktord; kallus olusumuna (F= 12.11, P <0.001), kallus boyutuna (F =
5.10, P < 0.01), embriyojenik kallus oranina (F= 5.06, p< 0.01) ve kallus agirhgina (F=
11.301, P <0.001) oldukga 6nemli etkide bulunmustur (Cizelge 4.21).

Indiiksiyon ortam faktoriiniin ise kallus tretimi (F= 82.03, P < 0.001),
embriyojenik kallus oran1 (F= 53.78, P < 0.001), kallus boyutu (F= 44.94, P < 0.001) ve
kallus agirligr (F= 11.44, P < 0.001) Gzerine oldukg¢a onemli etkisi olmustur (Cizelge
4.21).
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Cizelge 4.21. I1. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
indiiksiyon ortaminin toplam kallus olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus
boyutu ve kallus agirligi iizerindeki etkileri™®

Faktorler Kallus Embriyojenik Kallus Boyutu | Kallus agirhg:
Olusumu Kallus Olusumu (mm) (mg)
(%) (Y0)
Eksplant
Skutellum 81.38a 61.66a 3.78a 27.54b
Yaprak 39.65b 32.63b 2.56b 56.61a
LSD (0.05) 2.87 3.18 0.21 6.44
F degeri 810.940 320.067 127.489 78.526
SE (+/-) 1.638 1.813 0.120 1.834
P r>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Genotip
Ceyhan-99 63.19a 52.50a 3.49a 37.83b
Sariganak 66.25a 46.38b 3.22ab 28.66¢
Svevo 55.13b 45.27b 2.94b 53.25a
Sagittario 57.50b 44.44b 3.03b 48.57a
LSD (0.05) 4.06 4.49 0.29 9.11
F degeri 12.114 5.068 5.102 11.301
SE (+/-) 1.158 1.282 0.084 1.297
P r>F <0.001 <0.01 <0.01 <0.001
Indiiksiyon ortamm
1(kontrol) 7.50b 0.00c 0.31b 2.45d
2 66.56a 55.31ab 3.64a 51.73ab
3 68.75a 54.37ab 3.64a 51.06ab
4 67.81a 56.25a 3.51a 39.33ab
5 68.75a 52.18ab 3.69a 49.38a-c
6 65.93a 49.37b 3.65a 35.82¢
7 66.25a 49.68ab 3.34a 38.68bc
8 66.87 55.00ab 3.45a 58.51a
9 66.25a 52.18ab 3.33a 51.69ab
LSD (0.05) 6.09 6.74 0.44 13.67
F degeri 82.032 53.781 44.949 11.446
SE (+/-) 0.772 0.855 0.056 0.864
P r>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Onemlilik (P)
EkSplant skskok skoksk oksk skskk
Genotip skskok skesk sk skskk
hld. Ortarnl skskok kskok skskok skskok
Genel ortalama 60.52 47.15 3.17 37.38

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak igin ti¢ yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

Degiskenler arasi iligkilerin daha ayrintili sekilde ortaya konulmast igin yapilan
Fisher LSD post-hoc testi sonuglarina gore; eksplant tipi kallus uretimi, embriyojenik
kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirligii 6nemli 6l¢iide etkilemistir. Skutellum

eksplanti (ortalama = 81.38) yaprak eksplantina (ortalama = 39.65) kiyasla yaklasik 2 kat
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daha fazla kallus Uretmistir. Benzer sekilde, LSD testi embriyojenik kallus olusumu
Uzerine eksplant tipinin anlamli bir fark olusturdugunu gostermistir (LSD = 3.18).
Skutellum eksplanti (ortalama = 61.66), yaprak eksplantina (ortalama = 32.63) gore iKi
kat yiiksek embriyojenik kallus olusumu saglamistir (Cizelge 4.21).

Kallus boyutu yo6nunden skutellum eksplanti (ortalama = 3.78), yaprak
eksplantina (ortalama = 2.56) kiyasla daha biylk kalluslar olusturmustur. ilging bir
sekilde, kallus agirlig: icin yapilan LSD testi, yaprak eksplantlarinin (ortalama = 56.61)
skutellum eksplantlarina kiyasla (ortalama = 27.54, LSD =6.44) 6nemli ol¢iide daha agir
kalluslar iirettigini ortaya koymustur. Bu durum, tipki 1. grup somatik embriyogenesis
sonuglarinda oldugu gibi skutellum eksplantlarinin kallus tiretimi ve boyutu agisindan
daha basarili olmasina karsilik, yaprak eksplantlarinin daha fazla biyokutleye sahip
kalluslar olusturdugunu ortaya koymustur (Cizelge 4.21).

Genotip faktoru; farkli seviyelerde kallus tiretimi olusturmustur. En fazla kallus
Ureten genotip Sariganak (ortalama = 66.25) ve en az kallus Ureten Svevo (ortalama =
55.13) genotipleridir. En fazla embriyojenik kallus treten genotip Ceyhan-99 (ortalama
= 52.50) iken, en az iireten ise Sagittario (ortalama = 44.40) olarak tespit edilmistir.
Ayrica, en biiytik kallus tireten genotip Ceyhan-99 (ortalama = 3.49) ve en kuicuk kallus
ureten Svevo (ortalama = 2.94) genotipleri iken, en agir kallus tireten genotip Svevo
(ortalama = 53.25) ve en hafif kallus iireten Sariganak genotipi (ortalama = 28.66)
olmustur (Cizelge 4.21).

Indiiksiyon ortam1 faktorli acisindan; en yiksek kallus tretimi %68.75 ortalama
ile 3. ve 5. ortamlarda kaydedilmisken, en diisiik kallus Gretimi %7.5 ortalama ile 1.
ortamda gergeklesmistir. Embriyojenik kallus iiretimi ise en yiiksek %56.25 ortalama ile
4. ortam, en diisiik ise %49.37 ortalama ile 6. ortamda tespit edilmistir, Kallus bitytkligii
acisindan en bilyiik ortalama 3.69 mm ile 5. ortamda, en kiguk kallus ise ortalama 0.31
mm ile 1. ortamda 6lgiilmistiir. Kallus agirligi bakimindan en yiiksek ortalama 58.51 mg
ile 8. ortamda, en diisiik ise ortalama 2.45 mg ile 1. ortamda belirlenmistir (Cizelge 4.21).

Eksplant tipi x genotip x indiksiyon ortam: arasindaki ii¢ yonlii interaksiyona
gelince; bu ti¢lii etkilesim kallus Gretimi F= 1.69, P< 0.05), embriyojenik kallus orani (F=
1.79, P<0.01), kallus boyutu (F=1.79, P<0.05), ve kallus agirhigim (F=2.797, P <0.001)

uzerinde 6nemli fark olusturmustur (Cizelge 4.22).
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Cizelge 4.22. II. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun toplam kallus olusumu iizerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Olusumunun Gergeklestigi Genotipler ve Eksplantlari

indiiksiyon Ceyhan-99 Sariganak Svevo Sagittario
Ortam
Sku- Sku- Sku- Sku-
tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak
1 (Kontrol) | 12.5mn | 0.0n 475¢g-k |00 n |0.0n 0.0n 0.0n 0.0n

2 95.0a-c 27.5lm | 95.0a-c 60.0fg | 82.5b-¢ 42.5h-1 | 92.5a-d | 37.5j-1
3 95.0a-c 42.5h-1 | 95.0a-c 60.0fg | 80.0c-e 40.0i-1 | 92.5a-d | 45.0g-k
4 100 a 42.5h-1 | 97.5ab 57.5t-h | 77.5de 40.0i-1 | 87.5ad | 40.0i-1
5 100 a 37.5j-1 | 97.5ab 42.5h-1 | 87.5a-d 52.5g-j | 82.5b-e | 50.0g-k
6 95.0a-c 55.0f-1 | 100a 37.55-1 | 70.0ef 42.5h-1 | 80.0c-e | 47.5g-k
7

8

9

95.0a-c 52.5g-j | 90.0a-d 45.0g-k | 77.5de 47.5g-k | 87.5a-d | 35.0kl

100.a 50.0g-k | 92.5a-d 40.0i-1 | 87.5a-d 35.0kl | 87.5a-d | 42.5h-1
97.5 ab 40.0i-1 | 90.0a-d 45.0g-k | 80.0c-e 50.0g-k | 82.5b-¢ | 45.0g-k
LSD (0.05) 17.24

F degeri 1.694
SE (+/-) 0.273
Pr>F <0.05
Onemlilik (P) *

Genel ortalma 60.52

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in {i¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant tipi x genotip x induksiyon ortami interaksiyonu kallus olusumunu
onemli Olglide etkilemistir. Tiim uygulamalardaki genel kallus olusumu ortalamasi %
60.52 olup, uygulamalar arasinda biyiik farkliliklar go6zlenmistir. Ceyhan-99
genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 4. ortamda %2100 ile en ylksek kallus
olusumunu saglarken, 1. (Kontrol) ortamda ayni genotipten alinan skutellum eksplantlari
% 12.5 ile en diisiik kallus olusum oranini vermistir (Cizelge 4.22).

Eksplant x genotip x indiksiyon ortam: arasindaki G¢ll interaksiyonun
embriyojenik kallus olusumu iizerine etkileri Cizelge 4.22° de gosterilmistir. Genel
embriyojenik kallus olusumu ortalamasi %47.15 olmustur ve uygulamalar arasinda
farkliliklar olusmustur. Ceyhan-99 genotipinden alinan skutellum eksplantlar1 8. ortamda
%100 ile en yuksek embriyojenik kallus olusumunu gdsterirken, ayni genotipten alinan

yaprak eksplantlar1 2. ortamda % 15 ile en diisiik oran1 vermistir (Cizelge 4.23).
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Cizelge 4.23. II. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun embriyojenik kallus olusumu {izerine etkileri*

indiiksiyon Ortamlarinda Embriyojenik Kalluslarin Olustugu Genotipler ve Eksplantlari
Indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortam
Skutellum Yaprak Skutellum | Yaprak Skutellum Yaprak | Skutellum | Yaprak
1 (Kontrol) 0.0p 0.0p 0.0p 0.0p 0.0p 0.0p 0.0p 0.0p
2 77.5 b-f 15.0p 65.0e-i 50.0h-1 85.0 a-d 40.0k-n 82.5a-¢ 27.5
3 70.0 c-g 35.0 k-n 77.5¢-f 45.0j-n 75.0 c-f 35.0k-n 75.0c-f I31(5)‘0 k-n
4 77.5 b-f 35.0k-n 82.5a-¢ 45.0j-n 72.5¢-f 32.51-0 67.5d-h 375 kn
5 70.0 cg 30.0m-o 77.5b-f 37.5kn 72.5 c-f 40.0k-n 47.5i-m 42.5 k-n
6 95.0 ab 45.0j-n 42.5 k-n 32.51-0 47.5i-m 37.5kn 50.0 h-1 45.0j-n
7 87.5a-c 52.5gk 30.0m-o 32510 65.0 e-i 40.0k-n 62.5 £+ 27.5
8 100. a 40.0 k-n 77.5 b-f 27.5no 52.5g-k 35.0k-n 70.0c-g 23.5 k-n
9 82.5a-¢ 32.51-0 77.5 b-f 35.0k-n 47.5i-m 37.5k-n 70.0c-g 35.0 k-n
LSD (0.05) 19.08
F degeri 2.028
SE (+/-) 0.302
Pr>F <0.01
Onemlilik (P) ok
Genel ortalma 47.15

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar: karsilagtirmak igin ti¢ yonlit ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x indilksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus
boyutu tzerine etkileri Cizelge 4.23 de gosterilmistir. Kallus boyutu ortalamasi 3.17 mm
olup, Ceyhan-99 genotipinden alinan yaprak eksplantlar1 6. ortamda 5.54 mm ile en
buyik kallus boyutunu olustururken, Ceyhan-99 genotipinden alinan skutellum
eksplantlari tepki veren ortamlar arasindan 1. ortamda (kontrolde) 0.24 mm ile en klguk
kallus boyutunu olusturmustur (Cizelge 4.24).

Eksplant x genotip x indiksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus
agirhig tizerine etkileri Cizelge 4.25 de verilmistir. Genel kallus agirligi ortalamasi 42.07
mg olarak belirlenmistir. Svevo genotipinden alinan yaprak eksplantlar1 5. ortamda
181.38 mg ile en yiiksek kallus agirligini olustururken, Svevo genotipinden alinan yaprak

eksplantlar1 1. ortamda 3.25 mg ile en hafif kallus agirhgini vermistir (Cizelge 4.25).
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Cizelge 4.24. II. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortam1 interaksiyonunun kallus boyutu {lizerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Boyutlarinin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:

Indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortami Sku- Sku- Sku- Sku-
tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak
1 (Kontrol) 0.24y 0.00y 2.26v-x 0.00y 0.00y 0.00y 0.00y 0.00y

4.57a-g 1.65x 4.07b-n 3.63e-t 4.26b-1 3.43f-v | 4.79a-e | 2.70px

4.70a-¢ 2.50r-x 4.51a-h 3.34g-w | 4.31a+ 2.58q-x | 4.8la-e | 2.38t-x

5.23ab 2.43s-x 4.50a-h 3.64e-t 4.04b-0 2.780-x | 2.85n-x | 2.62p-x

5.05a-c 2.33u-x 5.07a-c 2.68p-x | 4.62a-f 3.67d-s | 3.36g-w | 2.73p-x

491a-d 3.58e-u 3.11j-w 2.65p-x | 2.790-x 3.38f-w | 4.16b-m | 2.13wx

4.8la-e 3.81cq 3.56e-u 2.58q-x | 2.54r-x 2.13wx 5.54a 2.64p-x

2
3
4
5
6 5.54a 4.30a-k 3.86¢-p 2.55q-x | 2.95m-w 3.22i-w | 3.72d-r 3.021-w
7
8
9

4.43a-1 2.78p-x 3.62e-t 2.39t-x 3.04k-w 3.26h-w | 4.26b-1 2.82n-x

LSD (0.05) 1.26
F degeri 1.796
SE (+/-) 0.020
Pr>F <0.05
Onemlilik (P) *
Genel ortalma 3.17

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in ii¢ yonlit ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun i¢inde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Cizelge 4.25. 11. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus agirligi tizerine etkileri*

Iindiiksiyon Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Agirliklarinin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:
Ortam
Ceyhan-99 Sari¢anak Svevo Sagittario

Skutellum| Yaprak Skutellum Yaprak Skutellum Yaprak | Skutellum | Yaprak
1 (Kontrol) 4.98u-w 0.00w 11.44t-w 0.00w 0.00w 3.25vw 0.00w 0.00w
2 23.920-w | 34.68i-w 26.33m-w 42.04h-u | 32.22j-w 46.241-t 41.62h-v 52.18f-r
3 66.90e-k 40.15h-v 25.05n-w 65.40¢-1 28.45k-w 52.29fr 37.42h-w 92.88de
4 40.20h-v 42.63g-u 22.41p-w 17.42q-w | 36.23i-w 64.59¢e-m | 39.040h-v | 52.18fr
5 29.32j-w 38.15h-w | 25.03n-w 22.63p-w | 19.15q-w 181.38a 27.201-w 52.23fr
6 28.37k-w | 29.96j-w 25.12n-w 20.74q-w | 26.53m-w 55.79%e-q | 38.72h-v 61.36¢-0
7 28.35k-w | 32.32j-w 12.73s-w 51.30f-s 24.350-w 81.34d-f 11.45t-w 67.66¢-j
8 76.01e-h 73.23e-i 22.70p-w 63.35e-n 16.81r-w 118.21cd | 16.85r-w 80.97d-g
9 38.9%h-v 52.82fr 20.81q-w 41.40h-v | 38.54h-w 133.16bc | 28.251-w 59.61e-p
LSD (0.05) 38.65
F degeri 2.797
SE (+/-) 0.305
Pr>F <0.001
Onemlilik (P) ok
Genel ortalma 42.07

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidur.

97




BULGULAR VE TARTISMA A.R. SHARAFAT

4.2.2.2. Genotip, eksplant ve indiiksiyon ortami faktorlerinin yesil nokta olusumu,
rejenerant bitki oram ve kallus basina stirgiin sayis1 Uzerine etkileri

I1. grup somatik embriyogenesis denemelerinde 6ncelikle 4 bugday genotipinin
skutellum ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortami1 Modifiye edilmis MS
ortami olan ve 30 gr/L maltoz karbonhidrat kaynag:i eklenmis 9 farkli indiiksiyon
ortaminda kiiltiire alinmigtir. Bu indiiksiyon ortamlarinda olusan embriyojenik kalluslar
rejenere olabilmeleri i¢in 2 farkli rejenerasyon ortamina (Cizelge 3.12) aktarilmis, daha
sonra bunlardan olusan yesil nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki
say1st verileri kaydedilmistir. Bu rejenerasyon denemelerinde eksplant tipi, genotip ve
rejenerasyon ortami faktorlerinin yesil nokta sayisi, kallus basma siirgiin sayisi ve
rejenerant bitki sayisi lizerindeki etkilerini belirlemek igin li¢ yonlii varyans analizi
yapilmistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26 ya gore eksplant tipi (skutellum ve yaprak); yesil nokta olusumu (F=
45.25, P <0.001), kallus basina siirgiin sayis1 (F= 18.40, P<0. 001) ve rejenerant bitki
(F=18.06, P<0.001) olusumu tizerinde 6nemli farklilik gostermektedir. Genotip faktori
sadece rejenerant bitki (F=3.286 P<0.05) olusumu Uzerinde 6nemli farkliliga sahiptir.
Rejenerasyon ortami faktorii ise olgiilen parametrelerde dnemli bir fark olusturmamustir.
LSD testine gore, kullanilan eksplant tipi bugday somatik embriyogenesisinde yesil nokta
olusumu, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki orani basarisini belirlemede kritik
bir faktordiir. Skutellum eksplantlari yaprak eksplantlarina gore 2.36 kat fazla yesil nokta,
15.25 kat fazla kallus basina siirgiin ve 6.67 kat rejenerant bitki tiretmistir (Cizelge 4.26).
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Cizelge 4.26. 11

grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve

rejenerasyon ortaminin yesil nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki sayist

Uzerine etkileri*

Faktorler Kll(l::llll:: g;;l::n Yesil Nokta K:alllis Basina F\"ej('anerant
(adet) Sayisi Siirgiin Sayisi Bitki Sayis1
Eksplant Tipi
Skutellum 1171 27.97a 11.59a 2.20a
Yaprak 571 11.84a 0.76b 0.33b
LSD(0.05) 4.74 4.99 0.87
F value 45.25 18.40 18.06
Pr (>F) <0.001 <0.001 <0.001
SE (+/-) 0.599 0.745 0.110
Genotip
Ceyhan-99 545 17.66a 7.38ab 1.63a
Sariganak 477 19.13a 0.77b 0.11b
Svevo 397 22.44a 7.55ab 1.41a
Sagittario 414 20.38a 9.00a 1.91a
LSD(0.05) 6.70 7.05 1.23
F value 0.712 2.11 3.28
Pr (>F) 0.54 0.10 <0.05
SE (+/-) 0.423 0.527 0.078
Rejenerasyon Ortam
R1 866 19.65a 6.95a 1.37a
R2 876 20.16a 5.40a 1.16a
LSD(0.05) 4.74 4.99 0.87
F value 0.045 0.380 0.223
Pr (>F) 0.81 0.53 0.63
SE (+/-) 0.599 0.745 0.110
Onemlilik (P)
Eksplant *kx **k* **k*
Genotip oD OD *
Rejenerasyon Ortamlari oD OD oD
Genel ortalama 19.90 6.18 1.27

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar kargilagtirmak igin ti¢ yonlii ANOVA kullanilmustir. Bir siitun i¢inde farkl harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x rejenerasyon ortami arasindaki U¢lU interaksiyonun yesil

nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki sayis: Gzerine etkileri Cizelge

4.27 de verilmistir.
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Cizelge 4.27. 11. grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip x eksplant x
rejenerasyon ortami interaksiyonunun yesil nokta, kallus basina siirgiin ve rejenerant bitki
uzerine etkileri*

Kallus basina Siirgiin | Rejenerant Bitki
Genotip Eksplant Yesil Nokta Sayisi Sayisi Sayisi
Rejenerasyon Ortamlari
R1 R2 R1 R2 R1 R2
Skutellum 25.66ab |25.88ab |16.55ab | 10.66a-e |3.44a 1.88a-c
Ceyhan-99 Yaprak 9.66¢ 9.44c 1.44de 0.88e 0.66¢ 0.55¢
Skutellum 29.77a 27.88a |1.11de 2.00c-e 0.22¢c 0.22¢
Saricanak Yaprak 8.55¢c 10.33c | 0.00e 0.00e 0.00c 0.00c
Skutellum 30.11a 26.77ab |15.77a-c |11.33a-e |2.33a-C 2.22a-C
Svevo Yaprak 14.00bc | 18.88a-c | 0.33e 2.77b-e 0.22c 0.88bc
Skutellum 29.00a 28.66a |20.22a 15.11a-d |4.00a 3.33ab
Sagittario Yaprak 10.44c 13.44bc | 0.22e 0.44e 0.11c 0.22c
LSD(0.05) 13.41 14.13 2.46
F value 0.137 0.117 0.112
Pr>F 0.93 0.95 0.95
SEm(+-) 0.211 0.263 0.039
Onemlilik (P) oD oD oD
Genel Ortalama 19.90 6.16 1.27

*LSD testi ile aynlan ortalamalart Kargilastirmak igin ti¢ yonli ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farkldir.

Cizelge 4.27 ye gore; eksplant tipi x genotip x rejenerasyon ortami arasindaki ti¢
yonli interaksiyon oOlgilen parametreler zerinde 6nemli bir fark olusturmamistir.
Bununla birlikte, en yiiksek yesil nokta sayisi, ortalama 30.11 ile Svevo genotipinin R1
ortaminda kiiltiire alinan skutellum eksplantlarindan tiretilmistir. Buna karsilik, en diisiik
yesil nokta sayist ortalama 8.55 ile Sariganak genotipinin R1 ortaminda kiiltiire alinan
yaprak eksplantlarinda gergeklesmistir. Bu sonug, ayni rejenerasyon ortami kosullari
altinda genotip ve eksplant tipi se¢iminin yesil nokta tretiminde kritik bir rol oynadigini
gostermektedir.

Ayrica, en yiiksek rejenerant bitki sayist 4 ortalama ile Sagittario genotipi
tarafindan R1 ortaminda skutellum eksplantlar ile iiretilmistir. En diisiik rejenerant bitki
sayist ise 0.11 ortalama ile ayni genotip tarafindan R1 ortaminda kiiltiire alinan yaprak

eksplantlarinda olusmustur. Kallus basma siirgiin tiretimi ile ilgili olarak, en yiiksek
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ortalama 20.22 ile Sagittario genotipinden R1 ortaminda kiiltiire alinan skutellum
eksplantlarindan elde edilmistir. Buna karsilik, en diislik ortalama 0.22 ayni genotipin
aym ortamda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda olusmustur. (Cizelge 4.27). Bu
bulgular, genotip ve eksplant tipinin hem kallus basina siirgiin iiretimi hem de rejenerant
bitki sayis1 {izerindeki Onemli etkisini ortaya koymakta ve bugdayda somatik

embriyogenesis protokollerinin optimize edilmesindeki dneminin altini ¢izmektedir.

4.2.3. 111. Grup somatik embriyogenesis deneme bulgulari
4.2.3.1. Genotip, eksplant ve indiiksiyon ortami faktorlerinin toplam kallus
olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirhg iizerine
etkileri

[1l. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; 4 bugday genotipinin
skutellum ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortami1 Modifiye edilmis CHB
ortami [CHB-3 ortami (Chu vd. 1990)] olan ve 30 gr/L sukroz karbonhidrat kaynagi
eklenmis 9 farkl indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu denemelerde eksplant tipi,
genotip ve ortamin kallus olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus
agirligi tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in ti¢ yonlii varyans analizi yapilmistir (Cizelge
4.28).

Cizelge 4.28’ e gore eksplant tipi faktord, 690.548 F degeri ve 0.001 den kiciuk P
degeri ile oldukga dnemli etkiler gostererek iki eksplant (skutellum ve yaprak) arasinda
kallus olusumunda 6nemli farklilik ortaya koymustur. Genotip faktori de kallus
olusumunu 6nemli 6l¢iide etkilemistir. Bu faktoriin F degeri 21.308 ve P degeri <0.001
olup 4 genotip arasinda énemli farkliliklar sergilemistir. Indiiksiyon ortami faktoriiniin F
degeri 64,885 ve P degeri 0.001 den kiigiik olup, kullanilan 9 farkli ortam arasinda kallus
olusumunda 6nemli bir varyasyon ortaya koymustur (Cizelge 4.28). Kallus olusumu
yoniinden eksplantlarin LSD degeri 2.94 olup, skutellum eksplant1 (ortalama = 73.54)
yaprak eksplantina (ortalama = 34.02) kiyasla onemli Ol¢iide daha yiiksek kallus
Uretmistir. Genotiplerin LSD degeri 4.169 olup en yuksek kallus tretimi Ceyhan-99
genotipinde (ortalama = 59.86) kaydedilmisken, en diisiik kallus iiretimi Svevo
genotipinde (ortalama = 46.52) kaydedilmistir. Indiiksiyon ortamlar1 icin LSD degeri 6.25
olup, en yuksek kallus tretimi 8. ortamda (ortalama = 66.5625) ve en diisiik kontrol

ortaminda (ortalama = 7) ger¢eklesmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. I1I. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
indiiksiyon ortaminin toplam kallus olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus

boyutu ve kallus agirligi iizerindeki etkileri*

Faktorler Kallus Embriyojenik Kallus Boyutu | Kallus Agirhg
Olusumu Kallus Olusumu (mm) (mg)
(%) (%)
Eksplant
Skutellum 73.54a 31.94a 3.39a 23.86b
Yaprak 34.02b 28.54b 2.33b 70.68a
LSD (0.05) 2.94 3.05 0.20 7.76
F degeri 690.548 4.779 101.592 142.429
SE (+/-) 1.681 1.740 0.117 2.209
Pr>F <0.001 <0.05 <0.001 <0.001
Genotip
Ceyhan-99 59.86a 32.77a 3.33a 45.34b
Sariganak 59.58a 27.22b 2.94b 39.08b
Svevo 46.52b 24.16b 2.21c 34.52b
Sagittario 49.16b 36.80a 2.94b 70.13a
LSD (0.05) 4.16 4.31 0.29 10.97
F degeri 21.308 13.145 20.148 16.124
SE (+/-) 1.188 1230 0.082 1.562
Pr>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Indiiksiyon ortam
1(kontrol) 7.5¢ 0.0e 0.31e 2.05d
2 55.31b 37.5b 2.95cd 58.30a-c
3 62.81a 34.06bc 3.69ab 46.56.bc
4 55.31b 27.18d 3.29bc 41.94¢
5 65.56a 46.56a 3.16¢ 49.29bc
6 51.25b 39.06b 2.56d 71.15a
7 55.93b 29.06cd 2.63d 62.37a
8 66.56a 30.93cd 3.36a-c 50.53bc
9 64.00a 27.81cd 3.16¢ 43.21c
LSD (0.05) 6.25 6.47 0.43 16.46
F degeri 64.885 30.799 43.857 10.752
SE (+/-) 0.792 0820 0.055 1.041
Pr>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Onemlilik (P)
Eksplant ek * skskk sk
Genotip kesksk sksksk skskosk skesksk
ind. Ortami wkk Hokok Hokok Hokok
Genel ortalama 53.78 3.24 2.86 47.27

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in ii¢ yonlit ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun i¢inde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.
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Embriyojenik kallus Uretimi yonunden; eksplant faktorinin F-degeri 4.779, P-
degeri <0.05 ve LSD degeri 3.05 bulunmustur. En yiiksek embriyojenik kallus tiretimi
skutellum eksplantinda (ortalama = 31.94) gerceklesirken, yaprak eksplanti 28.54
ortalama ile daha az embriyojenik kallus tiretebilmistir. En ylksek embriyojenik kallus
Uretimi Sagittario genotipinde (ortalama = 36.80), en diisiik ise Svevo genotipinde
(ortalama = 24.16) kaydedilmistir.

Indiiksiyon ortami faktoriiniin embriyojenik kallus olusturma yoniinden F-degeri
30.799, P-degeri < 0.001 ve LSD degeri 6.47 olup, ortamin etkisi de 6nemli bulunmustur.
En yiiksek embriyojenik kallus tretimi ortam 5'te (ortalama = 46.56), en diisiik ise ortam
4'te (ortalama = 27.18) kaydedilmistir (Cizelge 4.28).

Eksplant x genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonun etkisini ortaya koymak
icin yapilan 3 yonli varyans analizinde ise tg¢ll interaksiyon 3.091 F degeri ve <0.001 P
degeri ile anlamli olup, bir faktoriin etkisinin diger faktorlerin seviyelerine bagli oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.29. I11. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun toplam kallus olusumu {izerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Olusumunun Gergeklestigi Genotipler ve Eksplantlar:

indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortami
Sku- Sku- Sku- Sku-
tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak
1 (Kontrol) 12.5tu 0.0u 47.5k-n | 0.0u 0.0u 0.0u 0.0u 0.0u

2 67.5g-j 37.51-q 82.5a-g | 45.0k-0 | 67.5g-j 27.50-t 80.0b-g | 25.0p-t
3 97.5ab 45.0k-0 90.0a-¢ 37.51-q 90.0a-e | 27.50-t 87.5a-f | 37.51q
4 90.0a-e 52.5]-m | 95.0a-c 42.5k-p | 72.5e-1 37.51-q 27.50-t 35.0m-r
5 95.0abc 45.0k-o0 92.5a-d | 40.0k-q | 85.0a-g | 52.5]-m | 77.5¢c-g | 32.5n-s
6
7
8
9

85.0a-g 37.51-q 100.0a 25.0p-t 70.01-j 15.0s-u | 40.0k-q | 37.51q
85.0a-g 40.0k-q 100.0a 35.0m-r | 70.0f5 22.5g-t 57.5h-k | 37.51-q
97.5ab 55.0i-1 70.01-j 40.0k-q | 87.5a-f | 27.50-t 80.0b-g | 75.0d-h
95.0a-c 40.0k-q 90.0a-¢ 40.0k-q | 82.5a-g | 12.5tu 80.0b-g | 75.0d-h
LSD (0.05) 17.69

F degeri 3.091
SE (+/-) 0.280
Pr>F <0.001
Onemlilik (P) ok
Genel ortalma 53.78

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in ii¢ yonlit ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.
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Eksplant x genotip x indiksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus
olusumu iizerine etkileri Cizelge 4.29 da ortaya konulmustur. Eksplant, genotip ve ortam
arasindaki {i¢ yonlii interaksiyonun kallus olusumu i¢in LSD degeri 17.69 olup, en ylksek
kallus tiretimi Sariganak genotipinin 6. ve 7. ortamlarinda kiiltiire alinan skutellum
eksplantlarinda, en disiik kallus Gretimi ise Svevo genotipinin 6. ve 9. ortamlarinda
kiiltire alinan yaprak eksplantilari ile Ceyhan-99 genotipinin kontrol ortamindaki
skutellum eksplantlarinda gergeklesmistir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.30. I1I. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip
x indiiksiyon ortami interaksiyonunun embriyojenik kallus olusumu {izerine
etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Embriyojenik Kalluslarin Olustugu Genotipler ve

. Eksplantlart
Indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortam

S, [ v |t v | S T oprs | S | s
1 (Kontrol) 0.00t 0.00t 0.00t 0.00t 0.00t 0.00t 0.00t 0.00t
2 27.5k-r 30.0k-q 50.0d-j | 45.0e-k | 22.5m-s | 27.5k-r | 65.0a-d | 32.5j-p
3 45.0e-k | 20.0n-s 17.50-t | 32.5jp 45.0e-k | 17.50-t 62.5a-e | 32.5j-p
4 20.0n-s 35.0i-0 10.0r-t 35.0i-0 0.0t 22.5m-s | 72.5ab 22.5m-s
5 80.0a 42.51-1 35.0i-0 | 40.0g-m | 80.0a 45.0e-k | 20.0n-s | 30.0k-q
6 70.0a-c 37.5h-n 55.0b-h | 22.5m-s | 57.5b-g | 15.0p-t 17.50-t 37.5h-n
7 35.0i-0 35.0i-0 22.5m-s | 35.0i-0 20.0n-s | 17.50-t 35.0i-0 32.5jp
8 15.0p-t 52.5¢-i 17.50-t | 5.0st 17.50-t | 25.0l-r 60.0b-f | 55.0b-h
9 5.0st 40.0g-m | 30.0k-q | 37.5h-n | 10.0r-t 12.5gq-t | 30.0k-q | 57.5b-g
LSD (0.05) 18.31
F degeri 5.807i¢
SE (+/-) 0.290
Pr>F <0.00
Onemlilik (P) *E
Genel ortalma 30.24

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in ti¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

Eksplant x genotip x indiksiyon ortam: arasindaki Ggll interaksiyonun
embriyojenik kallus olusumu iizerine etkileri Cizelge 4.30 da gosterilmistir. Ug yonli
interaksiyon agisindan yapilan analizlerde F degeri 5.807, P degeri 0.001'dan kugik ve
LSD degeri 18.31 olarak bulunmustur. En yuksek embriyojenik kallus tiretimi 5. ortamda

kiiltiire alinan Sagittario genotipi (ortalama = 80.0) ve Svevo genotipinin (ortalama =
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80.0) skutellum eksplantlarinda olusmustur. En diisilk embriyojenik kallus Gretimi
(ortalama = 5) ise 8. ortamda kiiltiire alinan Saricanak genotipinin yaprak eksplantinda

meydana gelmistir (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.31. III. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x

indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus boyutu {lizerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Boyutlarinin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:
Indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
1 (Kontrol) 0.24yz 0.00z 2.28p-v 0.00z 0.00z 0.00z 0.00z 0.00z
2 331gp 3.36e-p 2.86l-r 3.72¢c-n | 2.470-t 1.761-x 3.77c-n | 2.36p-v
3 4.72a-d 4.04b-1 3.89¢c-m 1.22u-z | 4.56a-f 3.13i-q | 5.37a 2.55n-t
4 4.71a-d 4.10b-k | 4.17a- 2.861-r 2.88k-r 2.24p-w | 3.89c-m | 1.48s-x
5 4.57a-¢ 3.33fp 4.50a-g 2.79m-r | 4.81a-d 327h-p | 4.87ac | 2.02q-w
6 4.44a-h 2.75m-r | 4.65a-d 141ty | 2.76m-r 0.66x-z | 1.04w-z | 2.74m-r
M7 4.41a-h 2.94j-r 3.15i-q 2.34p-v | 2.22p-w 1.13v-z | 2.39p-u | 2.420-u
M8 3.73c-n 3.63d-o0 2.72m-s 2.74m-r | 4.14a-j 1.21u-z | 3.82c-m | 4.92a-c
9 3.30g-p 2.430-u | 3.23hq 2.56n-t | 3.80c-m 0.59x-z | 4.22a-i 5.13ab
LSD (0.05) 1.23
F degeri 4.390
SE (+/-) 0.019
Pr>F <0.001
Onemlilik (P) HoEE
Genel ortalma 2.86

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in ti¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x indilksiyon ortami arasindaki Ugll interaksiyonun kallus
boyutu Gzerine etkileri Cizelge 4.31 de gosterilmistir. Kallus boyutu yoniinden eksplant
faktori 101.592 F-degerine ve 0.001 den kiiglik P-degerine sahiptir. Genotipin F-degeri
20.148 ve P-degeri <0.001 iken, indlksiyon ortaminin F-degeri 43.857 ve P-degeri 0.001
den kiigiik bir deger bulunmustur. Ug yénlii etkilesim (eksplant x genotip x ortam) ise

4.390 F-degerine ve <0.001 P-degerine sahiptir.

Kallus boyutu yoninden; eksplant tipinin LSD degeri 0.20 olup, skutellum
(ortalama = 3.39), yaprak eksplantina (ortalama = 2.33) kiyasla daha yiiksek kallus
boyutu olusturmustur (Sekil 4.12). Genotiplerin LSD degeri 0.29 olup, Ceyhan-99 en
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yuksek (ortalama = 3.33) ve Svevo en diisiik (ortalama = 2.21) kallus biyiikligiinii
meydana getirmistir. Indiiksiyon ortamminn LSD degeri 0.43 olup, 5. ortam en yiiksek
kallus boyutunu (ortalama = 3.77) ve 1. ortamda en diisiik kallus boyutunu (ortalama =
0,31) olusturmustur (Cizelge 4.28). Kallus boyutu yoniinden; c¢lu interaksiyonun LSD
degeri ise 1.23 olup, en yiiksek kallus biiyiikliigii 3. ortamda kiiltiire alinan Sagittario
genotipinin skutellum eksplantlarinda (ortalama = 5.37) ve en diisiik kallus biiylikligii ise
kontrol ortaminda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlarinda
meydana gelmistir (Cizelge 4.31).

Bu bulgular, tim faktorlerin (eksplant tipi, genotip ve indiiksiyon ortami) ve
bunlarin interaksiyonlarinin toplam kallus olusumu, embriyojenik kallus iiretimi ve kallus
boyutunu dnemli dlgiide etkiledigini gdstermistir. Dolayisiyla sonuglar, bugday somatik
embriyogenesisinde kallus ve embriyojenik kallus iiretiminin yani sira kallus boyutunu

artirmak i¢in bu faktorlerin optimize edilmesinin 6nemini vurgulamistir (Cizelge 4.31).

Sekil 4.11. I11. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde; (a) skutellum
eksplantindan olusan kallus boyutu, (b) yaprak eksplantindan olusan kallus boyutu.

Eksplant x genotip x induksiyon ortam: arasindaki U¢li interaksiyonun kallus
agirligi izerine etkileri Cizelge 4.32 de verilmistir. Kallus agirhigi yoninden eksplant tipi
142.42 F-degerine ve 0.001'den kii¢iik bir P-degerine sahiptir. Genotipin F-degeri 16.124
ve P-degeri <0.001 iken, ortamin F-degeri 10,754 ve P-degeri 0.001'den kiguk
bulunmustur. Ug yénlii etkilesim (eksplant X genotip x ortam) ise 1.650 F-degerine ve
<0.05 P-degerine sahiptir. Kallus agirligi yoniinden LSD post hoc test sonuglarina goére
eksplant tipi nin LSD degeri 7.76 olup, yaprak eksplanti (ortalama = 70.86) skutellum
eksplantindan (ortalama = 23.68) daha agir kallus olusturmustur. Genotipler i¢in LSD
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degeri 10.97 olup, Sagittario genotipi en agir kallus (ortalama = 70.13 mg) ve Svevo en

hafif kallus (ortalama = 34.52 mg) agirligini1 vermistir. Ortam ig¢in LSD degeri 16.46 olup,

6.ortam en agir kallus (ortalama = 71.15 mg) ve 1.ortam (kontrol) en hafif kalluslari

(ortalama = 2.05 mg) olusturmustur (Cizelge 4.28). Ug yonlii etkilesimin LSD degeri ise

46.57 olup, en agir kallus 6.ortamda kiiltiire aliman Sagittario genotipinin yaprak

eksplantlarinda (ortalama = 229.71mg) ve en hafif kallus ise kontrol ortaminda kiltire

alinan Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlarinda olusmustur (Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32. III. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x

indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus agirligi lizerine etkileri*

Indiiksiyon indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Agirhklarimin Olustugu Genotipler ve Eksplantlart
prtam! Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario

Skutellum | Yaprak Skutellum Yaprak Skutellum Yaprak Skutellum Yaprak

1 (Kontrol) 4.98uv 0.00v 11.44t-v 0.00v 0.00v 0.00v 0.00v 0.00v

2 34.121-v 85.18e-j 27.951-v 63.09g-r 18.10g-v 63.75g-q | 22.500-v 151.75bc

3 25.56m-v | 74.03f-1 26.54m-v 38.71j-v 18.21g-v 33.091-v 23.18n-v 133.16cd

4 22.98n-v 61.60g-r 22.330-v 40.51i-v 24.12n-v 23.90n-v 12.39s-v 127.76¢c-¢

5 49.78g-u 83.60e-k 24.68n-v 46.85h-u 33.811-v 44.62h-v | 24.60n-v 86.41e-i

6 23.91n-v 59.12g-r 37.36k-v 56.55g-t 22.410-v 95.71d-g | 44.45h-v 229.71a

7 10.81t-v 90.34d-h 36.471-v 72.00f-m | 20.91p-v 53.08g-t 26.43m-v 188.94ab

8 16.991-v 56.56g-t 35.461-v 67.80g-0 19.59p-v 65.93g-p 25.64m-v 116.31c-f

9 31.561-v 85.06¢-j 26.31m-v 69.36g- 25.61m-v 58.59g-s 21.31o-v 27.901-v

mn

LSD (0.05) 46.57

F degeri 1.650

SE (+/-) 0.368

Pr>F <0.05

Onemlilik (P) *

Genel ortalma 47.27

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak igin ti¢ yonlit ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade edilen
ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

4.2.3.2. Genotip, eksplant ve indiiksiyon ortami faktorlerinin yesil nokta olusumu,

rejenerant bitki oram ve kallus basina stirgiin sayisi tGzerine etkileri

I11. grup somatik embriyogenesis denemelerinde 6ncelikle 4 bugday genotipinin

skutellum ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortam1 Modifiye edilmis CHB

ortami1 [CHB-3 ortam1 (Chu vd. 1990)] olan ve 30 gr/L sukroz karbonhidrat kaynagi

eklenmis 9 farkli indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu indiiksiyon ortamlarinda
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olusan embriyojenik kalluslar rejenere olabilmeleri i¢in 2 farkli rejenerasyon ortamina
(Cizelge 3.12) aktarilmis, daha sonra bunlardan olusan yesil nokta sayisi, kallus basina
sirgiin sayis1 ve rejenerant bitki sayisi verileri kaydedilmistir. Bu rejenerasyon
denemelerinde eksplant tipi, genotip ve rejenerasyon ortami faktorlerinin yesil nokta
sayisi, kallus basma siirglin sayisi ve rejenerant bitki sayisi Uzerindeki etkilerini
belirlemek icin ¢ yonlu varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.33” e gore eksplant tipi (F = 0.509, p = 0.47) ve genotip (F=2.721, p
= 0.10) faktorleri yesil nokta olusumu iizerine 6nemli bir fark olusturmamaistir. Ancak,
rejenerasyon ortamlart arasinda onemli fark gozlenmistir (F = 4.545, P <0.05). Bu
faktorler arasinda, eksplant tipi (F = 4.107, P <0.05) rejenerant bitki tretimini énemli
Olciide etkilemistir. Buna karsilik, hicbir faktor kallus basina siirglin sayisini veya
rejenerant bitki iiretimini 6nemli Sl¢iide etkilememistir. Ayrica, eksplant X genotip X
rejenerasyon ortami arasindaki etkilesim incelendiginde de, yesil nokta (F = 2.547, p =
0.11), kallus basina siirgiin (F= 1.605, P=0.20) ve rejenerant bitki (F= 1.422, P = 0.23)
icin onemli bir fark bulunmamustir (Cizelge 4.34). Skutellum eksplantlarinda yesil nokta
uretimi ortalama 16.54 iken, yaprak segmentlerinde ortalama 14.38'dir. Genotipler
arasinda en yiiksek yesil nokta tiretimi 20.02 ortalama ile Ceyhan-99'da, en diisiik yesil
nokta Gretimi ise 11.19 ortalama ile Sagittario'da goézlenmistir. ModCHB-R1 ve
ModCHB-R2 rejenerasyon ortamlarindan (Cizelge 3.12) yesil nokta iiretimi ortalama
degerleri sirasiyla 18.68 ve 12.25'tir. Skutellum eksplantlarinda ortalama 0.86 ve yaprak
parcalarinda 0.33 rejenerant bitki tiretilmistir.

Genotipler arasinda, Ceyhan-99 ortalama 1.00 ile en yiiksek sayida rejenerant
bitki liretirken, Sariganak ortalama 0.08 ile en diislik sayida rejenerant bitki iiretmistir.
ModCHB-R1 ve ModCHB-R2 rejenerasyon ortamlarinin kallus basina olusturdugu

strgln ortalamalar1 sirastyla 3.93 ve 2.77 olmustur.
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Cizelge 4.33. Ill.grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
rejenerasyon ortaminin yesil nokta sayisi, kallus bagina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki

sayisi Uzerine etkileri*

Kiiltiire Alinan . Kallus Basina | Rejenerant
i Yesil Nokta o Lo

Faktorler Kallus Sayisi Sayist (Adet) Surguin Sayis1 | Bitki Sayist

(Adet) (Adet) (Adet)
Eksplant Tipi
Skutellum 1077 16.54a 4.44a 0.86a
Yaprak 488 14.38a 2.26a 0.33b
LSD(0.05) 5.96 3.24 0.51
F value 0.509 1.763 4.107
Pr (>F) 0.4766 0.18 0.04
SE (+/-) 0.754 0.410 0.065
Genotip
Ceyhan-99 429 20.02a 5.41a 1.00a
Sariganak 429 13.19ab 0.38b 0.08b
Svevo 335 17.44ab 2.41ab 0.38ab
Sagittario 372 11.19b 5.19a 0.91a
LSD(0.05) 8.42 4.59 0.72
F value 2.721 0.034 0.002
Pr (>F) 0.1014 0.83 0.96
SE (+/-) 0.533 0.290 0.046
Rejenerasyon Ortami
R1 779 18.68a 3.93a 0.86a
R2 786 12.25b 2.77a 0.33b
LSD(0.05) 5.94 3.24 0.51
F value 4.54 0.493 0.921
Pr (>F) 0.03 0.43 0.331
SE (+/-) 0.754 0.410 0.065
Onemlilik (P)
Eksplant oD oD *
Genotip OD oD oD
Rejenerasyon Ortamlari * OD oD
Genel ortalama 15.46 3.35 0.59

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmstir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

Skutellum eksplantlarinda kallus basina diisen siirgiin sayist ortalama 4.44 iken,
yaprak segmentlerinde ortalama 2.26'dir. Ceyhan-99 genotipi 5.41 ortalama ile en ytksek
kallus basina siirgiin sayisini iiretirken, en diisiik ortalama 0.38 ile SariGanak tarafindan

iretilmistir. Rejenerant bitki olusumu yoniinden ise ModCHB-R1 ve ModCHB-R2

rejenerasyon ortamlari sirasiyla 0.72 ve 0.47 ortalamalar vermistir (Cizelge 4.33).
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Eksplant x genotip x rejenerasyon ortami arasindaki U¢li interaksiyonun yesil
nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant bitki sayisi Gzerine etkileri Cizelge
4.34 de verilmistir.

Cizelge 4.34° e gore eksplant x genotip X rejenerasyon ortami arasindaki etkilesim
kaydedilen parametreler izerine 6nemli bir etkide bulunmamistir. Bununla birlikte, en
yiiksek yesil nokta iiretimi MOdCHB-R1 rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinan Ceyhan-
99 genotipinin yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. En diisiik yesil nokta tiretimi ise
ModCHB-R2 ortaminda kiiltiire alinan Sariganak genotipinin skutellum eksplantlariinda
gerceklesmistir. Kallus basina en yiiksek siirgiin sayist (12.11) ModCHB-R1 ortaminda
kiiltire alinan Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlarindan tretilirken, kallus
basma en diisiik slirglin sayist (0.22) ise ModCHB-R2 ortaminda kiiltiire alinan Svevo
genotipinin yaprak eksplantlarinda ger¢eklesmistir. Son olarak, rejenere bitkilerle ilgili
olarak en yuksek bitki sayisi (2.33 ortalama) ModCHB-R1 ortaminda kiiltiire alinan
Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlarindan elde edilirken, en diisiik oran (0.11)
ModCHB-R2 ortaminda kiiltiire aliman Svevo genotipinin yaprak eksplantlarinda
gerceklesmistir (Cizelge 4.34).

I11. grup somatik embriyogenesis denemelerindeki yesil nokta, siirgiin ve bitki

geligimleri ile aklimatize edilmis baz1 bitkiciklerin goriintiileri Sekil 4.12 de verilmistir.

It

Sekil 4.12. Ill. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde; (a) gelismis yesil
noktalar, (b) yesil noktalardan siirgiin olusumu, (c) rejenere bitkiciklerin gelisimi,
(d,e) aklimatizasyonu yapilan bitkicikler

110



BULGULAR VE TARTISMA A.R. SHARAFAT

Cizelge 4.34. Ill.grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip x eksplant x
rejenerasyon ortami interaksiyonunun yesil nokta, kallus bagina siirgiin ve rejenerant
bitki Gzerine etkileri*

it | sipiiom | "
Genotip Eksplant
Rejenerasyon Ortamlari
R1 R2 R1 R2 R1 R2
Skutellum 23.88abc 24.00ab |12.11a | 5.88abc | 2.33a 1.22abc
Ceyhan-99 Yaprak 24.88a 7.33bcd | 3.66abc |[0.00c |0.11bc 0.00c
Skutellum 11.66a-d 6.44d 0.66¢ 0.00c 0.11bc 0.00c
Sariganak Yaprak 19.88a-d 14.77a-d | 0.88c 0.00c | 0.22bc 0.00c
Skutellum 23.22a-d 16.33a-d | 4.77abc | 4.66abc | 0.88abc | 0.55bc
Svevo Yaprak 15.44a-d 14.77a-d | 0.00c 0.22c | 0.00c 0.11bc
Skutellum 19.66a-d 7.11cd 6.88abc_ | 0.55c | 1.44abc | 0.33bc
Sagittario Yaprak 10.77a-d 7.22bcd | 2.44bc 10.88ab | 0.33bc 1.55ab
LSD(0.05) 16.87 9.18 1.45
F value 2.547 1.605 1.422
Pr>F 0.11 0.20 0.23
SEm(+-) 0.?_66 O."145 0.923
Onemlilik (P) o oy oD
Genel Ortalama 15.46 3.35 0.59

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in U¢ yonliit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

4.2.4. 1V. Grup somatik embriyogenesis deneme bulgulari
4.2.4.1. Genotip, eksplant ve induksiyon ortamm faktorlerinin toplam kallus
olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus agirhg: iizerine
etkileri

IV. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; 4 bugday genotipinin
skutellum ve yaprak eksplantlariin her birisi temel besin ortam1 Modifiye edilmis CHB
ortami1 [CHB-3 ortami (Chu vd. 1990)] olan ve 30 gr/L maltoz karbonhidrat kaynagi
eklenmis 9 farkli indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu denemelerde eksplant tipi,
genotip ve ortamin kallus olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus boyutu ve kallus
agirligi tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in ii¢ yonlii varyans analizi yapilmistir (Cizelge
4.35).
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Cizelge 4.35. IV. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
indiiksiyon ortaminin toplam kallus olusumu, embriyojenik kallus orani, kallus
boyutu ve kallus agirligi iizerindeki etkileri*

Faktorler Kallus Embriyojenik Kallus Boyutu | Kallus Agirhg
Olusumu Kallus Olusumu (mm) (mg)
(%) (%)
Eksplant
Skutellum 68,40a 47.43a 2.46a 27.59b
Yaprak 31,52b 15.34b 1.98b 107.07a
LSD (0.05) 3,00 2.68 0.17 11.94
F degeri 579.341 548.518 28.149 162.
SE (+/-) 1.712 1.531 0.100 3.400
Pr>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Genotip
Ceyhan-99 60.83a 40.13a 291a 86.14a
Sariganak 54.58b 35.69b 2.37b 78.11ab
Svevo 35.27¢ 18.88d 1.48c 64.13b
Sagittario 49.16¢ 30.83c 2.12b 44.90c
LSD (0.05) 4,24 3.79 0.24 16.89
F degeri 50.531 44.702 44.042 8.823
SE (+/-) 1.211 1.082 0.070 2.404
Pr>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Indiiksiyon ortam
1(kontrol) 7.5d 0.00e 0.31d 2.05¢
2 49.68¢ 19.68d 2.52ab 92.32a
3 50.93bc 38.12b 2.56ab 86.62a
4 56.25ab 20.00d 2.56ab 73.90ab
5 59.68a 52.81a 2.80a 77.12ab
6 50.62bc 24.06cd 1.97¢ 54.66b
7 58.75a 49.68a 2.56ab 72.00ab
8 55.62a-c 29.68¢ 2.22bc 70.19ab
9 60.62a 48.43a 2.48ab 86.01a
LSD (0.05) 6.37 5.69 0.37 25.33
F degeri 51.165 72.185 31.499 8.903
SE (+/-) 0.807 0.721 0.047 1.602
Pr>F <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Onemlilik (P)
Eksplant skskok kskok kskok skskok
Genotip skskok kskok skskok skskok
ind. Ortam1 sokok ok dokok stk
Genel ortalama 49.96 31.38 2.22 68.32

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak icin {i¢ yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir
stitun i¢inde farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Cizelge 4.35° e gore; eksplant tipi (F=579.341, P<0.001), genotip (F=50.531,
P<0.001) ve indiiksiyon ortami (F=51.165, P <0.001) faktorleri kallus olusumu tzerine

O6nemli etkilerde bulunmustur. Farkli eksplantlarin toplam kallus Gretimi zerindeki

etkisinin analizi onemli farkliliklar ortaya koymustur. Skutellum eksplanti, yaprak
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eksplantina kiyasla 6nemli 6lgiide daha yiiksek kallus iiretimi gostermistir. Ozellikle,
skutellum eksplant1 i¢in ortalama kallus tiretimi 68.4 iken, yaprak eksplant1 i¢in ortalama
kallus tiretimi 31.53 olmustur. Ayrica, dort genotip arasinda kallus iiretiminde de 6nemli
farkliliklar gozlenmistir. Ceyhan-99 genotipinde en yulksek (ortalama 60.83) kallus
tiretimini gerg¢eklesirken, en diisiik (ortalama 38.52) kallus Uretimi Sagittario genotipinde
kaydedilmistir. Ayni sekilde, kullanilan indiiksiyon ortaminin igerigi de kallus Gretimi
uzerinde 6nemli etkide bulunmustur. Test edilen 9 indiiksiyon ortami arasinda, en yiiksek
ortalama kallus tiretimini saglayan 4. ortam (ortalama 82.13) olmus, bunu 5.ortam
(ortalama 75,48) ve 6.ortam (68,17) izlemistir. Buna karsilik, 9.0ortam en diisiik kallus
uretimine (ortalama 20.37) olmustur. Bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli olup,
optimum kallus iretimi i¢in uygun indiiksiyon ortaminin secilmesinin Onemini
gostermektedir ( Cizelge.4.35). Eksplant tipi, genotip ve ortam arasinda da 6nemli {iglii
interaksiyon etki bulunmustur (F=3.685, P <0.001) (Cizelgede 4.36.)

Cizelge 4.36. I'V. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x
indiiksiyon ortami interaksiyonunun toplam kallus olusumu {izerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Olusumunun Gergeklestigi Genotipler ve Eksplantlar:
indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortam
Sku- Sku- Sku- Sku-
tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak tellum Yaprak
1 (Kontrol) 12.5uv 0.0v 47.51-q 0.0v 0.0v 0.0v 0.0v 0.0v
2 97.5ab 40.0n-s 72.5e-j 35.0p-t | 25.0r-u 30.0g-u | 65.0g-l 32.5p-t
3 95.0a-c 42.5m-r | 67.5g-k | 35.0p-t | 35.0p-t | 32.5p-t | 70.0fj 30.0g-u
4 87.5a-f 50.0k-p 97.5ab 32.5p-t 37.50-t | 42.5m-r | 70.0f- 32.5p-t
5 92.5a-d 55.0j-0 90.0a-e 37.50-t 62.5g-1 30.0g-u 77.5¢c-h 32.5p-t
6 97.5ab 35.0p-t 55.0j-0 27.5r-u 40.0n-s 30.0g-u 80.0b-g 40.0n-s
7 100.0a 32.5p-t 95.0a-c 20.0tu 77.5¢c-h 22.5s-u 92.5a-d | 30.09-u
8 100.0a 30.0g-u 95.0a-c 37.50-t 55.0j-0 30.0g-u 57.5i-n 40.0n-s
9 100.0a 27.5r-u 97.5ab 40.0n-s 57.5i-n 27.5r-u 60.0h-m 75.0d-i
LSD (0.05) 18.02
F degeri 3.685
SE (+/-) 0.285
Pr>F <0.000
Onemlilik (P) HAK
Genel ortalma 49.96

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilagtirmak i¢in ti¢ yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip X indiiksiyon ortami arasindaki ti¢lii interaksiyon kallus tretimi
uzerinde 6nemli etkide bulunmus olup, faktorlerin etkileri Cizelge 4.36 da ortaya

konulmustur. En yuksek kallus tretimi 7. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinin
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skutellum eksplantlarinda gergeklesmistir. En diisiik kallus ise ayni genotip ve eksplant
tipi 1. ortamda kultlre alindiginda olusmustur (Cizelge 4.36).

Embriyojenik kallus tretimi yonlinden skutellum eksplanti, yaprak eksplantina
gore onemli Olgiide daha fazla gostermistir. Spesifik olarak, skutellum eksplanti ile
ortalama embriyojenik kallus uretimi %47.43 iken, yaprak eksplanti ile ortalama
embriyojenik kallus iiretimi %15.34 olarak bulunmustur (Cizelge 4.35). Ayrica, dort
genotip arasinda embriyojenik kallus tiretiminde de Oonemli farkliliklar gozlenmistir.
Ceyhan-99 genotip ortalama %60.83 ile en yiuksek embriyojenik kallus Gretimini
gerceklestirirken, en diisiik embriyojenik kallus Gretim ortalamasi Sagittario genotipi
%38.52 i¢in kaydedilmistir (Cizelge 4.35). Kullanilan indiiksiyon ortaminin igerigi de
kallus Gretimi Uzerinde 6nemli etkiye sahip bulunmustur. Embriyojenik kallus tim
ortamlarda olusmus ve kontrol ortamindan 6nemli Slgiide farklilik gostermistir. Test
edilen 9 indiiksiyon ortami arasinda, en yiiksek ortalama embriyojenik kallus tretimini
saglayan ortam 5.ortam %52.81 iken, 2. ortam embriyojenik kallus Uretimi en diisiik
ortalamay1 %13.68 vermistiri. Bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli olup, optimum
embriyojenik kallus iiretimi i¢in uygun indiiksiyon ortaminin segilmesinin 6nemini
gostermektedir (Cizelge 4.35). Eksplant x genotip x indiksiyon ortami arasindaki Ucll
interaksiyonun embriyojenik kallus olusumu Uzerine etkileri Cizelge 4.37 de verilmistir.

Cizelge 4.37 ye gore, en fazla embriyojenik kallus 7. ortamda kiiltiire alinan
Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlarinda, en diisiik ise 4. ortamda kiiltlire alinan
Svevo genotipinin yaprak eksplantlarinda kaydedilmistir. Bu sonug, bu &zel
kombinasyonun embriyojenik kallus olusumuna faydali olabilecegine isaret etmektedir.
Bunun nedeni, bu genotipteki skutellum dokusundaki dogal totipotensi 6zelliginin yani
sira 7. ortamin embriyogenesisi destekleyebilecek spesifik bilegenleri olabilir. Buna
karsilik, Svevo genotipinden alinan yaprak eksplantlarinda 4. ortamdaki diisiik
embriyojenik kallus tretimi, bu kombinasyonun kallus indiiksiyonu igin yeterince tesvik
edici olmadigimi gostermektedir. Bu durum, bu genotipteki yaprak dokusunun daha diisiik
rejenerasyon kapasitesine ve muhtemelen embriyogenesisi desteklemek icin 4.ortamdaki

yetersiz besin veya hormonal kosullara baglanabilir (Cizelge 4.37)
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Cizelge 4.37. IV. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip
x indiiksiyon ortami interaksiyonunun embriyojenik kallus olusumu {izerine
etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Embriyojenik Kalluslarin Olustugu Genotipler ve
. Eksplantlar:
Indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortami
St oo | St Tvoora | e, [vuan | e, | e

1 (Kontrol) 0.0x 0.0x 0.0x 0.0x 0.0x 0.0x 0.0x 0.0x
2 12.5t-x 5.0wx 52.5i-1 17.5r-w 5.0wx 0.0x 65.0f-j 0.0x
3 80.0c-f 35.0m-q 67.5e-i 15.0s-x 22.59-v | 0.0x 55.0h-1 30.0n-s
4 32.5n-r 15.0s8-x 40.0l-p 12.5t-x 12.5t-x 5.0wx 42.5k-0 0.0x
5 92.5a-c 52.5i-1 90.0a-c 17.5r-w 55.0h-l 15.0s8-x 72.5d-g 27.50-t
6 40.0l-p 35.0m-q 35.0m-q | 22.59-v 17.5r-w 17.5r-w 25.0p-u 0.0x
7 100.0a 30.0n-s 82.5b-e 10.0u-x 70.0e-h 7.5v-x 87.5a-d 10.0u-x
8 45.0k-n 30.0n-s 55.0h-1 27.50-t 17.5r-w 30.0n-s 32.5n-r 0.0x
9 90.0a-c 27.50-t 97.5ab 0.0x 57.5g-k 7.5v-x 57.5g-k 50.0j-m
LSD (0.05) 16.11
F degeri 4.512
SE (+/-) 0.255
Pr>F <0.001
Onemlilik (P) gtk
Genel ortalma 31.38

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak igin {i¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml: olarak farklidir.

Eksplant x genotip x indiksiyon ortami interaksiyonunun kallus boyutu tzerine
etkileri Cizelge 4.38 de verilmistir. Cizelge 4.38’e gore kallus boyutu tzerinde gigli
etkilere isaret eden tiim faktorler ve bunlarin interaksiyonlar1 oldukga dnemli etkiye
sahiptir. Eksplant tipi i¢in F degeri 28.14 ve P degeri <0.001, genotip i¢in F degeri 44,04
ve P degeri <0.001, indiiksiyon ortami ic¢inse F degeri 31.49 ve P degeri <0.001 dir.
Eksplant x genotip x ortam interaksiyonunun F degeri 5.786 iken, P degeri ise <0.001
bulunmustur. Bu sonuglar, tiim bireysel faktorlerin yani sira bunlarmn interaksiyonun da
kallus boyutunu 6nemli 6l¢iide etkiledigini gostermektedir.

En biiytik kallus boyutlar1 ortalama 2.46 mm ile skutellum eksplantlarindan
kaydedilmis, en kii¢iik kallus boyutlar1 ise ortalama 1.98 mm ile yaprak eksplantlarindan
kaydedilmistir. Genotip ag¢isindan, en biiylik kallus boyutlar1 ortalama 2.91 mm ile
Ceyhan-99 genotipinde kaydedilirken, en kiigiik kallus boyutlar1 ortalama 1.48 mm ile

Seveo genotipinde kaydedilmistir. Indiiksiyon ortamu ile ilgili olarak, en biiyiik kallus
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boyutlar1 ortalama 2.80 mm ile ortam 5'te kaydedilirken, en kiigiik kallus boyutlar
ortalama 0.31 mm ile kontrol ortaminda kaydedilmistir (Cizelge 4.35).

Uc yonli interaksiyonda ise en fazla kallus biiyiikliigii 4.72 mm ortalama ile 9.
ortamda kiiltiire alinan Segitario genotipinin yaprak cksplantlarindan, en az kallus
biiytikligii ise 0.24 mm ortalama ile kontrol ortaminda kiiltire alinan Ceyhan-99

genotipinin skutellum eksplantlarindan kaydedilmistir (Cizelge 4.38).

Cizelge 4.38. IV. grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip x

indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus boyutu iizerine etkileri*

Indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Boyutlarimin Olustugu Genotipler ve Eksplantlar:
ingiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
rtami
She, [ o | gt [ | S s | St | e

1 (Kontrol) 0.24zA 0.0A 2.26m-u 0.0A 0.0A 0.0A 0.0A 0.0A
2 4.28a-c 4.03a-f 2.41j-s 2.14n-v 0.69y-A 2.291-t 2.76h-r 1.55s-y
3 3.96a-g 4.16a-e 2.21m-u 2.20m-u 0.89x-A 2.30k-t 3.22d-m 1.55s-y
4 2.98g-0 3.76a-h 3.58b-h 1.57s-y 1.11v-z 2.93g-p 2.76h-r 1.81g9-x
5 3.32c-1 4.52ab 3.66b-h 1.79r-x 2.36k-s 2.020-w 2.86h-q 1.90p-x
6 3.50b-i 2.000-w 1.78r-x 1.72r-y 1.02w-A 1.42s-y 2.76h-r 1.59s-y
7 4.24a-d 1.52s-y 3.96a-g 1.13v-z 3.12e-n 1.21u-z 3.43c+j 1.860-x
8 3.33c-l 1.54s-y 3.35¢c-k 2.40j-s 1.137v-z 1.75r-x 1.76r-x 2.47i-s
9 3.77a-h 1.23u-z 3.51b-i 3.04f-0 1.05w-z 1.29t-z 1.26t-z 4.72a
LSD (0.05) 1.05
F degeri 5.786
SE (+/-) 0.016
Pr>F <0.001
Onemlilik (P) HA*
Genel ortalma 2.22

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilastirmak icin ii¢ yonlit ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli
harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Eksplant x genotip x induksiyon ortam: arasindaki U¢li interaksiyonun kallus
agirhig lizerine etkileri Cizelge 4.39. da verilmistir. Cizelge 4.39 eksplant tipi, genotip,
indiikksiyon ortami ve bunlarin etkilesimlerinin kallus agirligi {izerinde etkilerini
gostermektedir. Eksplant tipi i¢in F degeri 283.689 ve P degeri <0.001 olup, bu sonug
eksplant tipine bagli olarak kallus agirliginin degistigini gostermektedir. Genotip igin F
degeri 10.571 ve P degeri <0.001 olup, bu da farkli genotipler arasinda kallus agirliginda
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onemli degiskenlik oldugunu gostermektedir. Indiiksiyon ortam icin F degeri 19.007 ve
P degeri <0.001 olup, ortamin kallus agirlig1 tizerindeki kritik etkisinin alt1 ¢izilmektedir.
Eksplant x genotip x ortam interaksiyonu ise 3.671 F degerine ve P =0.10 degerine
sahiptir ve kallus agirligimin belirlenmesinde bu faktorler arasindaki karmasik
interaksiyon onemli bir farkliliga neden olmamistir. En fazla kallus agirliklar ortalama
100.04 mg ile yaprak eksplantlarinda kaydedilirken, en az kallus agirliklart ortalama
29,59 mg ile skutellum eksplantlarinda tespit edilmistir. Bu durum, yaprak eksplantlarinin
genellikle skutellum eksplantlarina kiyasla daha agir kaluslar iirettigini gostermektedir.
Genotiplerin kallus agirhigi iizerindeki etkisi degerlendirildiginde, en agir kallus ortalama
86.14 mg ile Ceyhan-99 genotipinde kaydedilmistir. Buna karsilik, Sagitario genotipi
ortalama 44.90 mg ile en hafif kalluslari tiretmistir. Bu degiskenlik, genotipin kallus
agirhgin etkilemede 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Indiiksiyon ortaminin
kallus agirligi tizerindeki etkisi ile ilgili olarak ise, en agir kallus 92.23 mg ortalama
agirlikla 2.ortamda tiretilmistir. Kontrol ortami sadece 2.05 mg ortalama agirlikla en hafif
kalluslar1 tiretmistir, bu da kallus biiylimesini tegvik etmede ortam bilesiminin 6nemini
ortaya koymaktadir (Cizelge 4.35).

Eksplant x genotip x indiiksiyon interaksiyonu agisindan en agir kallus ortalama
219.90 mg ile 9. ortamda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinin yaprak eksplantlarinda
kaydedilmistir. Diger taraftan, en hafif kallus ortalama 4.98 mg ile kontrol ortaminda
kiiltire alinan yine Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlarindan elde edilmistir
(Cizelge 4.39.). Bu sonug, ayn1 genotip i¢inde bile eksplant tipi ve indiiksiyon ortaminin
kombinasyonunun kallus agirlhiginda o6nemli farkliliklara yol agabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular, kallus agirligin1 optimize etmek i¢in uygun eksplant tipi,
genotip ve indiiksiyon ortaminin se¢ilmesinin dnemini ortaya koymaktadir. Sonug olarak
yaprak eksplant1 ve 2. ortam igeriginin daha agir kallus Uretiminde daha etkili oldugu
ifade edilebilir.

117



BULGULAR VE TARTISMA A.R. SHARAFAT

Cizelge 4.38. V. grup somatik embriyogenesis denemelerinde eksplant x genotip
x indiiksiyon ortami interaksiyonunun kallus agirlig1 (mg/kallus) tizerine etkileri*

indiiksiyon Ortamlarinda Kallus Agirhklarmin Olustugu Genotipler ve Eksplantlart

Indiiksiyon Ceyhan-99 Saricanak Svevo Sagittario
Ortam
Skutellum| Yaprak | Skutellum Yaprak Skutellum | Yaprak | Skutellum Yaprak
1 (Kontrol) | 4.98no 0.00 11.44m-o 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 48.45j-0 187.82ab | 38.97j-0 185.51ab | 13.00m-o 151.56a-f | 49.88j-0 63.44g-0
3 27.20k-0 161.52a-d | 31.09k-o 186.92ab | 17.801-0 179.91ab | 33.15k-o 55.37i-0
4 33.68k-o0 134.75b-g | 30.66k-0 98.12d-k | 17.891-0 178.12a-c | 27.52k-o 70.53g-0
5 34.02k-o 129.25b-h | 69.93g-0 72.26g-n | 22.291-0 182.57ab | 33.14k-o 73.56g-n
6 21.401-0 124.85b-i 40.84j-0 70.80g-o0 29.72k-o0 72.78g-n | 25.781-0 77.70g-m
7 124.85b-1 | 156.51a-e | 62.57h-o0 124.85b-i | 29.72k-o 69.73g-0 | 29.55k-0 63.07h-o0
8 27.96k-o0 156.51a-e | 20.06l-0 172.30a-c | 19.831-0 71.25g-0 | 49.43j-0 49.92j-0
64.94g-0 219.90a 25.311-0 164.34a-d | 18.501-0 88.85e-1 | 23.94l-0 82.34f-m
LSD (0.05) 71.66
F degeri 1.379
SE (+/-) 0.566
Pr>F 0.10
Onemlilik (P) OD
Genel ortalma 68.32

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak i¢in ti¢ yonlit ANOVA kullanilmustir. Bir siitun iginde farkli harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidr.

4.2.4.2. Genotip, eksplant ve indiiksiyon ortam faktorlerinin yesil nokta olusumu,
rejenerant bitki orani ve kallus basina siirgiin sayisi iizerine etkileri

IV. grup somatik embriyogenesis denemelerinde 6ncelikle 4 bugday genotipinin
skutellum ve yaprak eksplantlarinin her birisi temel besin ortam1 Modifiye edilmis CHB
ortami1 [CHB-3 ortami (Chu vd. 1990)] olan ve 30 gr/L maltoz karbonhidrat kaynagi
eklenmis 9 farkli indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu indiiksiyon ortamlarinda
olusan embriyojenik kalluslar rejenere olabilmeleri igin 2 farkli rejenerasyon ortamina
(Cizelge 3.12) aktarilmis, daha sonra bunlardan olusan yesil nokta sayisi, kallus basina
siirgiin sayist ve rejenerant bitki sayisi verileri kaydedilmistir. Bu rejenerasyon
denemelerinde eksplant tipi, genotip ve rejenerasyon ortami faktdrlerinin yesil nokta
sayist, kallus basina siirglin sayisi ve rejenerant bitki sayisi Uzerindeki etkilerini

belirlemek icin i¢ yonlu varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.40).
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Cizelge 4.39. IV.Grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip, eksplant ve
rejenerasyon ortaminin yesil nokta sayisi, kallus basina siirgiin sayisi ve rejenerant bitki

sayisi1 Uzerine etkileri*

) Kiiltiire Alinan Yesil Nokta Kallus Bagina | Rejenerant
Faktorler Kallus Sayist | ¢ Adet) | Stirgiin Sayisi | Bitki Sayis:
(Adet) ayist (Adet) | 7 ) det) (Adet)
Eksplant Tipi
Skutellum 893 18.45a 6.12a 0.80a
Yaprak 454 7.33b 1.88a 0.25a
LSD(0.05) 4.38 4,58 0.58
F value 25.23 3.344 3.56
Pr (>F) 0.06 0.06 0.06
SE (+/-) 0.554 0.579 0.073
Genotip
Ceyhan-99 437 19.63a 3.05b 0.47ab
Sariganak 392 12.27b 1.66b 0.22b
Svevo 254 5.38c 1.66b 0.22b
Sagittario 354 13.27b 9.63a 1..199a
LSD(0.05) 6.19 6.48 0.82
F value 0,04 2.707 2.44
Pr (>F) <0.00 0.04 0.06
SE (+/-) 0.391 0.409 0.052
Rejenerasyon Ortami
R1 714 15.66a 6.38a 0.84a
R2 723 1.12b 1.62b 0.20b
LSD(0.05) 435 458 0.58
F value 0,17 4.229 4.71
Pr (>F) 0.03 0.43 0.33
SE (+/-) 0.554 0.579 0.073
Onemlilik (P)
Eksplant ok oD oD
Genotip ok * oD
Rejenerasyon Ortamlari * * *
Toplam 1437
Genel ortalama 12.89 4,00 0.52

* LSD testi ile ayrilan ortalamalari karsilagtirmak igin iki yonli ANOVA kullanilmustir. Bir siitun i¢inde farkl harfle ifade
edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir.

Cizelge 4.40° a gore yesil nokta olusumu ydniinden, t¢ yonli interaksiyon
(P=0.87) i¢in dikkate deger bir istisna disinda, eksplant tipi (P <0.001), genotip (P <0.001)
ve rejenerasyon ortaminin (P <0.05) 6nemli etkilerini gostermektedir. LSD test sonuglari
bu bulgular1 daha da aydinlatmaktadir. Eksplant tipi i¢in, skutellum eksplantlar1 ortalama
18.45 yesil nokta degerine sahipken, yaprak segmentleri ortalama 7.33 yesil nokta

degerine sahiptir. Bu, skutellum eksplantlarinin yesil nokta olusumunda yaprak
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segmentlerinden 6nemli 6l¢lide daha iyi sonug verdigine isaret etmektedir. Genotiplerin
yesil nokta olusumuna etkisi incelendiginde, LSD sonuglar1 genotipler arasinda yesil
nokta olusumunda agik¢a 6nemli bir fark oldugunu gostermektedir; ortalama 19.63 ile
Ceyhan-99 genotipi en fazla yesil nokta olusumunu saglarken, ortalama 5.38 ile Svevo
genotipi en az yesil nokta olusumunu goéstermistir. Rejenerasyon ortaminin yesil nokta
olusumuna etkisi yoOninden; ModCHB-R1 rejenerasyon ortami ModCHB-R2
rejenerasyon ortamindan 2.52 kat daha fazla yesil nokta iiretmistir, bu da ModCHB-R1
ortaminin yesil nokta olusumunda ModCHB-R2 ortamindan 6nemli 6lcide daha iyi
performans gosterdigini ortaya koymaktadir (Cizelge 4.40).

Eksplant x genotip x rejenerasyon interaksiyonun yesil nokta sayist, kallus bagina
slirgiin sayis1 Ve rejenerant bitki sayis: Uzerine etkileri Cizelge 4.41 de verilmistir. Cizelge
4.41’e gore ug yonli interaksiyon, gozlemi alinan parametrelerin higbirisi iizerinde
onemli bir fark olusturamamistir. Bununla birlikte, en yiiksek yesil nokta ortalamasi
(33.77) ModCHB-R1 rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinin
skutellum eksplantilarinda gerceklesirken, en diisiik yesil nokta ortalamasi (2.22)
ModCHB-R2 rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinan Svevo genotipinin yaprak

eksplantlarindan tiretilmistir.

Cizelge 4.40. IV. Grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotip x eksplant x
rejenerasyon ortami interaksiyonunun yesil nokta, kallus bagina siirgiin ve rejenerant
bitki Gzerine etkileri*

Kallus Basina . S
Yesil Nokta Sayisi Siirgiin Sayis1 Resjsnfs:az:\t di’gkl
Genotip Eksplant (Adet) (Adet) Y
Rejenerasyon Ortamlari
R1 R2 R1 R2 R1 R2
Ceyhan-99 Skutellum 33.77a 22.66ab  |9.77b 0.33b | 1.55ab 0.11b
Yaprak 15.77b-e 6.33d-f 2.11b 0.00b 0.22b 0.00b
Saricanak Skutellum 21.44ab 11.11b-f |1.22b 0.33b 0.33b 0.11b
Yaprak 17.00b-d 3.55ef 5.11b 0.00b 0.44b 0.00b
Svevo Skutellum 7.55¢-f 5.77d-f 2.88b 0.00b 0.33b 0.00b
Yaprak 6.00d-f 2.22f 3.77b 0.00b 0.55b 0.00b
Sagittarto Skutellum 19.11bc 20.33b 23.33a 11.11ab | 2.77a 1.22ab
Yaprak 10.55b-f 3.11f 2.88b 1.22b 0.55b 0.22b
LSD(0.05) 12.39 12.96 1.64
F value 0.23 0.555 0.502
Pr>F 0.87 0.64 0.68
SEm(+-) 0.195 0,204 0.026
Onemlilik (P) OD OD oD
Genel Ortalama 12.89 0.52 4.00

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 karsilastirmak icin ¢ yénliit ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun i¢inde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.
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4.2.5. Somatik embriyogenesis ¢calismalarinda karbonhidrat kaynaklarinin kallus

iiretimi ve embriyojenik kallus olusumu iizerine etkisi

Dort ana grupta ydrutilen somatik embriyogenesis ¢alismalarinda daha 6nce
belirtildigi gibi temel olarak farkli karbonhidrat kaynaklar1 ve temel besin ortamlarina
eklenen cesitli kimyasallarla olusturulan 9’ar indiiksiyon ortaminin (Cizelge 3.11) kallus
ve embriyo olusumu iizerine etkileri arastirilmistir. Bunlarin dort gruptaki etkileri zaten
yukarida detayli sekilde verilmistir. Ancak 6zellikle karbonhidrat kaynaginin énemine
vurgu yapabilmek icin bu béliimde sukroz ve maltozun kallus tretimi ve embriyojenik
kallus olusumu tizerindeki etkileri karsilagtirilmistir.

Somatik embriyogenesis ana gruplarin1 hatirlatmak gerekirse; her biri 9
indiiksiyon ortami i¢eren 4 gruptan; 1. ve 1l. gruplarda temel besin ortam1 olarak ModMS
ortam1 kullanilirken, I11. ve IV. gruplarda ModCHB ortami kullanilmistir. Bu gruplardak
ortamlarin karbonhidrat kaynagi olarak ise; I. ve Ill. gruplarda sukroz, IlI. ve IV.
gruplarda maltoz kullanilmigtir. Bu karbonhidrat kaynaklarmin kallus dretimi ve
embriyojenik kallus olusumu dahil olmak {izere somatik embriyogenesisin temel
parametrelerini nasil etkiledigini anlamak amaciyla varyans analizi yapilmistir (Cizelge

4.42).

Cizelge 4.41. Somatik embriyogenesis denemelerindeki ortamlara eklenen karbonhidrat
kaynaklarimin kallus tiretimi ve embriyojenik kallus olusumu {izerine etkisi™*

Karbonhidrat Toplam Kallus (%) Embriyojenik Kallus
Kaynagi Olusumu (%)
Sukroz 54.21a 34.79b
Maltoz 55.24a 39.27a
LSD (0.05) 1.65 1.70
F degeri 1.475 26.658
Pr>F 0.22 <0.001
Onemlilik (P) OD *xx

Genel 54.73 37.03

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar karsilagtirmak i¢in ii¢ yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir siitun iginde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

Cizelge 4.42°ye gore, karbonhidrat kaynagi toplam kallus Gretimini dnemli
Olctde etkilemezken (F=1.475, P=0.22), embriyojenik kallus olusumu (F=26.65,
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P<0.001), tizerine dnemli etkide bulunmustur. Karbonhidrat kaynaklar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli olmamasina ragmen, maltoz (%55.24) sukroza (%54.21)
kiyasla daha yiiksek oranda kallus tiretmistir. Embriyojenik kallus olusumu ile ilgili
olarak ise LSD degeri 1.70 olup, maltoz (%39.27) sukrozdan (%34.71) daha fazla
embriyojenik kallus Uretmistir.

Karbonhidrat kaynagi x eksplant tipi interaksiyonunun kallus Gretimi ve
embriyojenik kallus olusumu iizerindeki etkisini degerlendirmek Uzere varyans analizi

yapilmustir (Cizelge 4.43).

Cizelge 4.42. Somatik embriyogenesis denemelerinde karbonhidrat kaynag: X
eksplant interaksiyonunun kallus iiretimi ve embriyojenik kallus olusumu {izerine
etkileri*

Karbonhidrat Toplam Kallus (%) Embriyojenik Kallus (%)
Kaynagi Skutellum Yaprak Skutellum Yaprak
Sukroz 73.40a 35.03b 41.18b 28.40c
Maltoz 74.89a 35.59b 54.54a 23.99d
LSD (0.05) 2.33 2.40

F degeri 0.309 104.984

Pr>F 0.57 <0.001
Onemlilik (P) OD *kk

Genel 54.73 37.03

* LSD testi ile ayrilan ortalamalart karsilastirmak i¢in {i¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun
icinde farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Cizelge 4.43’e¢ gore, karbonhidrat kaynaklart ve eksplant tipleri arasindaki
interaksiyon toplam kallus itiretiminde 6nemli bir fark olmadigini ortaya koymustur
(F=0.309, P=0.57). Bununla birlikte, maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan skutellum
(ortalama %74.89) ve yaprak (ortalama %35.59) eksplantlarinda sukrozlu ortamlarda
kiiltiire alinan muadillerinden daha fazla kallus olusmustur.

Embriyojenik kallus dretimi yoninden ise karbonhidrat kaynagi ve eksplant
interaksiyonu 6nemli bulunmustur (F=104.984, P<0.001). Cizelge 4.43’e¢ gore, en
yuksek embriyojenik kallus Gretimi ortalama %54.54 ile maltozlu ortamlarda kultlre
alinan skutellum eksplantlarinda gergeklesmistir. En diisiik embriyojenik kallus {iretimi

ise ortalama %23.99 ile yine maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan yaprak segmentlerinde
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gbzlenmistir. Bu sonuglar, embriyojenik kallus olusumunda eksplant kaynaginini
6nemini vurgulamaktadir.

Ayrica, karbonhidrat kaynagi x genotip interaksiyonunun kallus Gretimi ve
embriyojenik kallus olusumu tizerindeki etkisini degerlendirmek igin de varyans analizi

yapilmustir (Cizelge 4.44).

Cizelge 4.43. Somatik embriyogenesis denemelerinde karbonhidrat kaynagi x genotip
interaksiyonunun kallus tretimi ve embriyojenik kallus olusumu iizerine etkileri*

Karbon- Toplam Kallus Olusumu (%) Embriyojenik Kallus Olusumu(%)
. han- han-
hidrat Ceyhan Saricanak | Svevo| Sagittario Ceyhan Sariganak Svevo Sagittario
o 99 99

Kaynag
Sukroz 58.26b 57.70b 49.30 51.59cd 39.72bc | 33.47¢f 30.62f 35.34de
Maltoz 62.01a 60.41ab | 45.20e| 53.33c 46.31a 41.04b 32.08eff | 37.63cd
LSD(0.05) 3.30 3.40
F value 4.335 3.094
Pr>F <0.01 <0.05
Onemlilik e *
Genel 54.73 37.03

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar karsilagtirmak i¢in ii¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun i¢inde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir.

Cizelge 4.44°¢ gore, toplam Kkallus olusumu (F=4.335, P<0.01) ve embriyojenik
kallus olusumu tizerine (F=3.094, P<0.05) karbonhidrat kaynagi x genotip interaksiyonun
etkisi 6nemli bulunmustur. Toplam kallus olusumunun LSD degeri 3.30 olup, en yiiksek
kallus Uretimi, ortalama %62 ile karbonhidrat kaynagi olarak maltoz olan ortamlarda
kiiltire alinan Ceyhan-99 genotipinden elde edilmistir. Buna karsilik, en diisiik kallus
uretimi ortalama %45.2 ile yine maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan Svevo genotipinde
olusmustur.

Embriyojenik kallus olusumunun LSD degeri 3.40 olup, en ylksek embriyojenik
kallus tretimi, ortalama %46.31 ile olarak maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan Ceyhan-99
genotipinden, en diisiik embriyojenik kallus iiretimi ise ortalama %30.62 ile olarak
sukrozlu ortamlarda kiiltiire alinan Svevo genotipinde gerceklesmistir (Cizelge 4.44).

Karbonhidrat kaynagi x eksplant x genotip faktorleri arasindaki {i¢ yonli
interaksiyonun Kkallus verileri Uzerine etkilerini belirlemek igin de varyans analizi

yapilmistir (Cizelge 4.45).
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Cizelge 4.44. Somatik embriyogenesis denemelerinde karbonhidrat kaynag: x eksplant
X genotip interaksiyonunun kallus retimi ve embriyojenik kallus olusumu (zerine
etkileri*

Toplam Kallus Olusumu Embriyojenik Kallus
Genotip | Eksplant (%) Olusumu (%)
Sukroz | Maltoz Sukroz Maltoz
Ceyhan- | Skutellum |79.86c 87.36a 49.58c 64.02a
99 Yaprak 36.66gh | 36.66gh 29.86f 28.61fg
Saricanak Skutellum [81.80bc | 84.58ab 39.44d 58.33b
Yaprak 33.61hi 36.25gh 27.50fgh 23.75hi
SVevo Skutellum |68.47d 57.36f 37.08e 43.05d
Yaprak 30.13hi | 33.05hi 24.16ghi 21.11i
Sagittario Skutellum |63.47e 70.27d 38.61de 52.77?
Yaprak 39.72g 36.38gh 32.08f 22.50i
LSD(0.05) 4.67 4.80
F value 10.319 3.881
Pr>F <0.001 <0.01
Onemlilik (P) o *x

* LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 kargilagtirmak i¢in {i¢ yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun i¢inde
farkli harfle ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

Cizelge 4.45°c¢ gore, karbonhidrat kaynagi x eksplant x genotip faktorleri
arasindaki ti¢lU interaksiyon toplam kallus olusumu (F=10.319, P<0.001), hem de
embriyojenik kallus olusumu (F=3.881, P<0.01) Uzerine 6nemli etkide bulunmustur.
Toplam kallus olusumunun LSD degeri 4.67 olup, en yiiksek kallus olusumu Ceyhan-99
genotipinin maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan skutellum eksplantlarindan (%87.36) elde
edilirken, en disiik kallus olusumu Svevo genotipinin sukrozlu ortamlarda kiiltiire alinan
yaprak eksplantlarindan (%30.13) elde edilmistir.

Embriyojenik kallus tiretiminin LSD degeri ise 4.80 olup, en yiiksek embriyojenik
kallus olusumu Ceyhan-99 genotipinin maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan skutellum
eksplantlarinda (%64) gergeklesirken, en diisiik kallus olusumu ise Svevo genotipinin
maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda (%21.1) meydana gelmistir

(Cizelge 4.45).

124



BULGULAR VE TARTISMA A.R. SHARAFAT

4.3. TARTISMA

Bu ¢alismada kullanilan in vitro androgenesis ve somatik embriyogenesis teknikleri
ekmeklik ve makarnalik bugdayda cesit gelistirmek ve bitki {iretimini artirmak igin
kullanilan 6nemli potansiyele sahip biyoteknolojik yontemlerdir. Bugdayda androgenesis
ve somatik embriyogenesis basarisi; donor bitkilerin yetistirilme kosullari, genotip
bagimlilig, kiiltlir 6ncesi veya sonrasi stres olusturma amacli yapilabilen 6n islemler ve
kullanilan indiiksiyon ve rejenerasyon ortamlarinin igerikleri gibi c¢esitli faktorlere
baglidir (Zhang vd. 2015; Zheng vd. 2003). Bu tez ¢alismasinda mikrospor ve somatik
embriyogenesis sureclerini etkileyen 6nemli bazi faktorlerin embriyoid/embriyo ve
stirglin/bitki olusumu iizerine etkilerinin ortaya konulmas1 amaglanmistir.

Tezin androgenesis caligmalar1 boliimiinde oncelikle embriyo indiksiyonu ve
rejenerasyonu, albino ve yesil bitki iiretimi gibi androjenik tepkiler tzerinde 6nemli
genetik varyasyon olusturan ¢esitli bugday genotiplerine (kislik, yazlik, ekmeklik ve
makarnalik bugday) odaklanilmistir. Androgenesis basarisinin endojen ve eksojen
faktorlere bagl oldugu kabul edildiginde; endojen énemli olmaktadir (Segui-Simarro ve
Nuez. 2008). Genotip bagimliligi kapsaminda farkli bugday genotipleri, androgenesis
indlksktorler arasindaki genotip, bugday androgenesis surecinde kritik bir rol iyonuna ve
bitki rejenerasyonuna farkli tepkiler gosterir (Maluszynski vd. 2003). Tezde ¢ grup
halinde yurutulen androgenesis denemelerinde de bugday anter kiiltiiriinde genotip
bagimliligin1 gdsteren benzer sonuglar alimmustir. Ug kislik bugday genotipinin yer aldig1
I. grup denemelerde; Altindane genotipi 100 anter basina 46.66 embriyoid verirken,
Dariel genotipi 100 anter basina 1.3 embriyoid olusturmus, Pehlivan genotipi ise hic
embriyoid meydana getirmemistir. Bu bulgular, genotipin bugday anter kiiltiiriinde
embriyoid olusumu ve bitki rejenerasyonunun basarisi iizerindeki O6nemli etkisini
literatiirle uyumlu sekilde tekrar vurgulamistir. I. grup ¢alismada elde edilen verilere gore,
100 anter bagina olusan ortalama embriyoid sayisi 16 nin lizerindedir. Bu sonug, 100 anter
basina 10 androjenik yap1 elde eden Weight vd. (2019) ile 100 anter basina 7.8 kallus
rapor eden El-Hennawy vd. (2011) tarafindan bildirilen sonuglardan daha yiiksektir.
Weight vd. (2020b) ise 100 anter basina 6 embriyo benzeri yapi elde etmistir. Bu
karsilagtirmalardaki sonuclar, calisilan genotiplerin degiskenliginin 6énemini ve daha

yiiksek verimlilik potansiyelinin altin1 ¢izmektedir.
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Calismanin sonuglarina gore, yazlik bugday genotipleri kislik genotiplere kiyasla
androgenesise (hem anter hem de mikrospor kiiltiiriine) daha yiiksek tepki vermistir, ki
bu sonu¢ Khound vd (2013) 'nin ii¢ yazlik ve ii¢ kislik bugday genotipi tizerinde
mikrospor kiiltiirii kullanarak yaptigi calismanin bulgulariyla uyumludur. Bu durum,
yazlik bugday genotiplerinin mikrospor kiiltiiriinde daha yiiksek basar1 oran1 gosterdigini
ortaya koymaktadir. Calismalarimizda tim genotipler (hem yazlik hem de kiglik tipteki)
mikrospor boliinmesine tepki gostermistir.  Genel olarak, makarnalik bugday
androgenesise ekmeklik bugdaydan daha diistik tepki gostermektedir (Ghaemi vd. 1992).
Bu durum, yazlik ekmeklik bugday genotiplerinin mikrospor bdliinmesinin yazlik
makarnalik bugday genotiplerinden daha yiiksek tepki gosterdigi calismamizda da
gozlemlenmistir. Ornegin, 1. grup androgenesis calismalarinda yazlik ekmek bugdayi
olan Ceyhan-99 genotipinde ortalama 27.77, 11l. grup ¢alismalarda ise ortalama 32.70
mikrospor boélinmesi gozlemlenmistir. Bununla birlikte, makarnalik bugday
genotiplerinden birisi olan Svevo genotipi de Il. grup ¢alismalarda mikrospor bélunmesi
yoniinden yuksek tepki vermistir. Svevo genotipi 18 indiiksiyon ortamindan 11., 12. ve
16. ortamlar hari¢ diger ortamlarin tamaminda mikrospor boliinmesi gosterdigi i¢in bu
genotip androgenesise diger makarnalik genotiplerden daha yiiksek tepki vermis
gbziukmektedir. Ancak, ayni genotip Ill. grup calismalarda indiiksiyon ortamlarinin
¢ogunda daha az mikrospor boliinmesi gostermistir. Buna karsilik, Ceyhan-99 genotipi
her iki deneyde de ortamlarin ¢gogunda yiiksek mikrospor bdliinmesi gostermistir.

I. grup androgenesis ¢alismalarinda hem anter hem de mikrospor kultirlerindeki
embriyoid iiretimi, farkli genotiplerin (yazlik, kislik, makarnalik ve ekmeklik tipteki)
kullanimi nedeniyle 1. grup denemelerden daha az olmustur. II. grup denemelerden, 8
genotip arasindan sadece 3 genotip embriyoid {retmistir. Bunlardan birisi yazlik
makarnalik bugday ve diger ikisi yazlik ekmeklik bugdaydir. Kislik bugday genotipleri
ise hi¢ embriyoid tiretmemistir. Buna karsilik, I. grup denemelerde 3 kislik ekmeklik
bugday genotipi ile kullanilmis ve bunlardan ikisi embriyoid tretmistir. Ill. grup
denemelerde ise, Il. grup denemelerde androgenesise tepki veren genotipler tzerinde
durulmus, bu nedenle genotip sayis1 8 den 4’ e diigiirilmiistiir. Bununla birlikte, 111. grup
denemelerdeki embriyoid uretimi hem anter hem de mikrospor kulttrinde tipk: III. grup

denemelerdeki gibi I. grup denemelerden daha diisiik gergeklesmistir. Bu sonuclar, bu
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calisgmada da androgenesis yoniinden giicli bir genotip bagimliligt oldugunu
gostermektedir.

In vitro bugday androgenesis ¢alismalarinda yasanan bir diger zorluk albinizm olup,
bu da biiyiik dl¢lide genotipten kaynaklanmaktadir. Zira bazi genotiplerde %100 albinizm
gorulebilmektedir. Calismada albino ve yesil bitki sayisi da genotiplerden etkilenmistir.
I. grup androgenesis denemelerinde en yiiksek albino bitki iiretimi Altindane genotipinde
(8 adet/100 anter), en diistlik ise Dariel genotipinde (0.44 adet/100 anter) ger¢eklesmistir.
Yesil bitki iiretimi ise, 100 anter basina yaklasik 0.8 yesil bitki ile sadece Altindane
genotipinde gerceklesmistir. Albinizm sorunu 1l. ve I1l. grup ¢alismalarinin hem anter
hem de mikrospor kultirlerinde de gozlenmistir. Il. grup denemelerde mikrospor
kilturlerinden hi¢ bitki Uretilememis, ancak anter kiiltiirlerinde sadece albino bitki
tiretimi ger¢eklesmistir. Ceyhan-99 genotipi ortalama 0.6/100 anter basina ile en yiiksek
sayida albino bitki Ttretilen genotip olmustur. III. grup denemelerde Ceyhan-99
genotipinde anter kiiltlirlinde ortalama albino bitki tiretimi 0.06/100 anter basina olmus
ve ayni genotipin mikrospor Kkiiltiirlerinden de ayni ortalama ile albino bitki
gerceklesmistir. Neyse ki, III. grup mikrospor kiltir denemelerde yine Ceyhan-99
genotipinden ortalama 0.03 ile yesil siirgiin elde edilmistir. Bugday androgenesisinde
yesil bitki iiretimi ile ilgili ¢alisan daha 6nceki arastiricilardan; Holm vd (1999) duyarl
genotipler kullanarak yesil bitki verimliligini arttirirken (100 anterde 11,4), Broughton
(2011) makro besin ile 6n islem uygulamasinda Ca ile karistirilmig n-butanol kullanarak
yesil bitki verimini 100 anterde 0 dan 27 ye ¢ikartmistir. Echavarri vd (2016) bugday
anter kiiltiiriinde, 6n islem ortamina %1 DMSO eklemenin yesil bitki sayisin1 2 kat ila 4
kat artirdigini bildirmistir. Ancak, calismamizda aynm1 DMSO dozunu indiksiyon
ortaminda kullandigimizda, sonuglar1 olumsuz etkilemistir. Ilging bir sekilde, basaklarin
yuzey dezenfeksiyonu i¢in %1 lik DMSO kullanimi embriyoid Uretimini % 0'dan % 46'ya
cikarmistir. Bu bulgular, DMSO'nun androgenesisin ilk agsamasinda kritik bir etkiye sahip
olabilecegini gostermektedir, ki bu sonu¢ Sharafat vd. (2023) de paylasilmistir. Elde
edilen bu sonug, Echavarri vd. (2016) nin 6n islem ortaminda DMSO kullandiklarinda
elde ettikleri olumlu sonuglarla da uyumludur. DMSO uygulamasinin zamanlamasi ve
konsantrasyonunun bugdayda androgenesis sonuglarini optimize etmede oldukga dnemli

oldugu diistiniilmektedir.
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Androgenesis sirecini ve basarisini etkileyen bir diger kritik faktor; kullanilan
indiiksiyon veya rejenerasyon ortamlarinin bilesenleridir (Zheng. 2003). Calismaki farkli
grup denemelerde kullanilan farki besin ortamlarina bagli olarak degisen sonuclar
gbzlemlenmistir. I. grup denemelerde, Modifiye MS ve modifiye CHB-3 dahil olmak
lizere 5 farkli indilksiyon ortam: test edilmistir. Ilging bir sekilde, basarili sonuglar
yalnizca CHB-3 ortamindan elde edilmis olup, bu sonug¢ androgenesisin tesvik
edilmesinde CHB-3 ortammin iistiin etkinligini ortaya koymustur. Bu bulgu, Zheng
(2003) in ortam bilesiminin O6nemine iliskin gézlemleriyle de uyumludur. Il. grup
denemelerde c¢aligmanin kapsami CHB-3 formiilasyonuna dayali olarak 18 farkli
indiksiyon ortami ile genisletilmis ve tum bu ortamlar mikrospor boélinmesini olumlu
yonde etkilemistir. Ozellikle, 2., 3. ve 4. ortamlar en yiksek mikrospor boliinme
oranlarini vermistir. Bu ortamlarin performansi; ortamlardaki aktif karbon ve timentin
varligma baglanabilir. Aktif karbon, eksplantlar tarafindan salinabilecek veya kiiltiir
ortaminda olusabilecek inhibitdér maddeleri adsorbe ederek bitki doku kiiltiiriinde ¢ok
o6nemli bir rol oynar. Ayrica ortamin havalandirma ve 151k penetrasyonu gibi fiziksel
ozelliklerini gelistirerek genel kiiltiir kogullarin iyilestirebilir (Pan ve Van Staden. 1998),
I1. grup androgenesis denemelerimizde, aktif karbonun ortama dahil edilmesi mikrospor
boliinmesi ve gelisimi i¢in daha elverisli bir ortam yaratmis gibi gériinmektedir. Benzer
sekilde, Vural ve Ar1 (2020) tarafindan patlican anter kiiltiirii izerine yapilan ¢alismada,
aktif karbonun faydali etkileri ortaya koyulmustur. S6z konusu ¢alismada 1 g/L aktif
karbon ile birlikte 10 mg/L AgNOs ve karbonhidrat kaynagi olarak 90 g/L maltoz
eklenmesiyle olusan {i¢lii sinerjik etki, embriyo olusumunu 290 embriyo/100 antere kadar
onemli Olgiide artirmis ve saghikli bitkilerin  biiylimesini  kolaylastirmistir.
Arastirmamizdan ve patlican ¢aligmasindan elde edilen bulgular, aktif karbonun tek
basina veya diger katki maddeleriyle birlikte androgenesis siirecinin gelistirilmesine katki
saglayabilecegine isaret etmektedir. Gelecek bugday androgenesis ¢alismalarinda, aktif
karbonun yararli etkilerini gosterdigi spesifik mekanizmalar daha fazla arastirabilir ve
farkli genotiplerde androgenesis verimliligini arttirmak i¢in ortamdaki konsantrasyonu
optimize edilebilir.

Bir antibiyotik olan timentinin etkinligi 06zellikle birgok transformasyon
calismasinda ortaya konulmus olup, sadece kontaminasyonu 6nlemekle kalmamakta, ayni

zamanda hicre blylmesini de tesvik ettigi igin bitki gelisimine olumlu katkida
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bulumaktadir. Ancak bu katki timentinin ortamdaki konsantrasyonuna bagli olabilir.
Ornegin, calismada I11. grubun anter kiltlirlerindeki 3. ve 4. indiiksiyon ortamlarinda
daha fazla embriyoid olusumu gozlenmistir. Bu ortamlarin etkisi; igerdikleri yiiksek
konsantrasyondaki (3. ve 4. ortamlar igin sirasiyla 150 mg/L ve 200 mg/L) timentin
varligina baglanabilir. Ciinkii timentinin olmadigi veya diisiik konsantrasyonda (75 mg/L)
oldugu ortamlarda ya hi¢ ya da daha az embriyo olugsmustur (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9).
Dolayisiyla, indiiksiyon ortamlarindaki yiiksek timentin konsantrasyonlari, anter
kalturinde embriyoid Uretimini destekliyor gibi goériinmekte, bu da timentin igin doza
bagl bir tepkiye isaret etmektedir. Calismada timentin kullanimi ile elde edilen olumlu
bulgular, Asif vd. (2013b) nin arastirmasinda sefotaksim antibiyotiginin hiicre
biliylimesini tesvik ettigini ve yesil bitki liretimini artirdigini bildirdigi bulgularla
uyumludur. Antibiyotiklerin kontaminasyonu azaltirken bitki biiylimesini tegvik
etmedeki rolu, androgenesis protokollerini optimize etmek igin pratik etkileri olan dikkat
cekici bir gozlemdir. Timentin veya sefotaksim gibi antibiyotiklerin besin ortamlarina
dahil edilmesiyle daha yiiksek mikrospor béliinmesi, daha yuksek embriyoid ve yesil bitki
Uretiminin 6nii agilabilir, dolayisiyla androgenesis verimliligi onemli 6l¢iide arttirilabilir
(Randhawa vd. 2013). Farkli icerikteki besin ortamlarinin bugday androgenesisindeki
embriyoid Uretimi Gzerine etkisinin arastirildigi ¢alismanin II. ve III. grup denemelerdeki
tim ortamlara 10 mg/L arabinogalaktan ilave edilmistir. Arabinoz ve galaktoz
monosakkaritlerinden olusan bir biyopolimer olarak bilinen arabinogalaktan, mikrospor
Oliimlerini 6nemli Olgiide azaltarak androgenesis sonuglari tizerinde olumlu etki
saglayabilmektedir (Letarte vd. 2006). Bununla birlikte, Il. grup denemelerdeki
indliksiyon ortamlarinda arabinogalaktan bulunmasi mikrospor bdliinmesi ve embriyoid
tiretimi arasinda bir korelasyon gostermemistir. Letarte vd. (2006), indiiksiyon ortamina
10 mg/L arabinogalaktan eklediginde ortalama 69 ile en yuksek mikrospor boélinmesini
elde ederek benzer sonuglar elde etmislerdir. Ancak, ayni1 genotip ve ortamdan ortalama
0.5 embriyoid elde etmislerdir.

Tezde androgenesis g¢alismalarinin disinda, androgenesis denemelerinde olumlu
tepki gosteren 4 bugday genotipinin somatik embriyogenesis tepkilerinin de belirlenmesi
icin kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Tezin somatik embriyogenesis ¢aligmalar1 dort ana
grupta yiiriitiilmiistiir. Ana gruplarin temel farklilig1; kullanilan indiiksiyon ortamlarinin

temel besin ortamlar1 ve karbonhidrat kaynaklarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir.
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Bu gruplarda s6z konusu 4 genotipin her birisinin olgun skutellum ve vyaprak
eksplantlarin1 9 farkli indiiksiyon ortaminda kiiltiire alarak, daha sonra da bunlardan
olusan yapilar1 2 farkli rejenerasyon ortaminda kiiltiire alarak etkili bir somatik
embriyogenesis protokoliiniin olusturulmasi amaglanmaistir.

Bugday somatik embriyogenesisi, bugday 1slahi i¢in 6nemli bir biyoteknolojik
yontem olup, 0zellikle genetik transformasyon ¢alismalarina 6nemli katk1 saglamaktadir.
Somatik embriyogenesis, somatik hiicrelerden somatik embriyolarin {iretildigi dogal bir
fenomendir. Somatik embriyogenesis, gametik fiizyon olmadan somatik hicrelerden
embriyo benzeri yapilar iretmeyi saglar ve bu siireg, diisiik kimeraz sikligi, yliksek sayida
rejenerant ve siirlt somaklonal varyasyon ile sonuglanir (Kahriz ve Kahriz. 2017). Bu
yontem, klonal bitki ¢ogaltimi igin en etkili biyoteknolojik yol olarak kabul edilmekte ve
genetik transformasyon ¢aligsmalari ve gesitlerin hizlandirilmus Kitlesel Gretimi icin etkili
bir ara¢ sunmaktadir (Ramirez-Mosqueda. 2022). Somatik embriyogenesis dogrudan
veya dolayli yolla gergeklesebilir. Direkt somatik embriyogenesisde kallus fazina gerek
duyulmazken, indirekt somatik embriyogenesis embriyo gelisiminden Once kallus
olusumunu igermektedir (Ahmadpour vd. 2017b).

Somatik embriyogenesis siirecinde ¢esitli faktorler 6nemli rol oynamaktadir. Bu
faktorler arasinda genotip, eksplant tipi, karbonhidrat kaynagi, kiiltiirel/gevresel kosullar,
151k kalitesi ve yogunlugu, ¢oziinmiis oksijen (DO) seviyesi, hiicre yogunlugu, bitki
gelisim duzenleyicileri (BGD) (oksin ve sitokinin) sinyali, BGD-gen interaksiyonu ve
uygulanan stresler sayilabilir (Yadav vd. 2020; Zhang vd. 2015).

Genotip faktori; somatik embriyogenesis surecinde ¢ok énemli bir rol oynayarak
kallus indiiksiyonu, bitki rejenerasyon orani ve rejenere edilen ortalama siirgiin sayisini
etkileyebilmektedir (Kopertekh ve Stribnaya. 2003; Ekom vd. 2013). Bugday ve arpa gibi
cesitli tahil tiirleri iizerine yapilan arastirmalar, farkli genotiplerin in vitro kiiltiire farkli
tepkiler gosterdigini ve somatik embriyogenesisin basart oranlarini etkiledigini
gostermistir. Bazi genotipler digerlerine gore daha yiiksek rejenerasyon tepkileri ve
sirgiin sayilar1 olusturmaktadir (Parmar vd. 2012). Somatik embriyogenesis (zerine
yaptigimiz tim denemelerde, kallus {iretimi genotipten onemli Ol¢iide etkilenmistir.
Ekmeklik bugday genotipleri, makarnalik genotiplere kiyasla daha yiiksek miktarlarda
kallus iiretmistir. Bu sonug, ekmeklik bugdayin olgun embriyolarindan %100 kallus

tireten Aydin vd. (2016)’ nin bulgular ile olgun skutellum eksplantini kullanan Parmar
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vd. (2012)’nin bulgulartyla uyumludur. Buna karsilik, Mouiamrine vd. (2012) makarnalik
bugdayin olgun embriyolarindan %93 ile en yiiksek kallus iiretim oranini bildirmistir.
Tezde elde edilen kallus bulgulari, kallus {iretiminin genotipe bagimliligin1 gésteren bu
caligmalarla benzerlik gostermektedir.

Embriyojenik kallus iiretimi ile ilgili olarak, Aydin vd. (2016) ekmeklik bugdayin
olgun embriyolarindan %90-100 gibi yiiksek bir kallus orani1 bildirirken, Mouiamrine vd.
(2012) makarnalik bugdayin olgun embriyolarindan %4.66-52 araliginda kallus olusumu
bildirmistir. Calismamizin III.grup somatik embriyogenesis denemelerinde makarnalik
bugday c¢esidi olan Svevo genotipinin skutellum eksplantlar1 ile ekmeklik bugday
genotipi Ceyhan-99 genotipinin skutellum eksplantlar1 5. indiiksiyon ortaminda (2.5
mg/L Pikloram + 10 mg/L arabinogalaktan + 500 mg/L glutamin + 1650 mg/L NH4NO3
iceren) ayni oranda (%80) embriyojenik kallus tiretmistir (Cizelge 4.30). Bu sonug, bazi
makarnalik bugday genotiplerinin de farkli cevre kosullarinda ekmeklik bugday
genotipleri ile ayn1 miktarda embriyojenik kallus iiretebilecegini gostermektedir.

IV. grup somatik embriyogenesis denemelerinde genotipin hem kallus boyutu hem
de agirlig1 iizerinde kayda deger bir etkisi oldugu ortaya cikmstir. Ozellikle, ekmeklik
bugday genotipi olan Ceyhan-99, diger makarnalik bugday genotiplerine kiyasla daha
biiyilk ve daha agir kalluslar tireterek kallus gelisimi agisindan istiin performans
gostermistir. Bu bulgu, hiicre biiylimesini ve farklilasmasini etkileyen genetik faktorlere
baglanabilen doku kiiltirii yanitlarinda, genotipe 6zgii varyasyonlara iliskin bildirilen
onceki ¢alismalarla uyumludur. Buna karsilik, II. grup denemelerde Svevo ve Ill. grup
denemelerde Sagittario harig, gogu makarnalik bugday genotipi daha kiigiik ve daha hafif
kallus iiretmistir. Bu istisnalar, genotipin kallus gelisiminde 6nemli rol oynarken,
makarnalik bugday kategorisindeki belirli genotiplerin kallus olusturma kapasitelerini de
arttiran Ozelliklere sahip olabilecegine isaret etmektedir. I. grupta, genel olarak hem
makarnalik hem de ekmeklik genotipin skutellum eksplantlarinda belirlenen ortalama
kallus boyutu 3.52 mm olup, makarnalik bugdayin olgun embriyolarindan daha biiyiik
kallus boyutlart elde eden Ekom vd. (2013) tarafindan bildirilen bulgulardan daha
diistiktiir. Bu farklilik, deneme kosullarina veya kilttr ortamlart igerigindeki farkliliklara
baglanabilir. Caligmada ayrica, ekmeklik bugdaydaki kallus agirligi makarnalik bugdaya
kiyasla daha yiiksek bulunmustur. En yiksek ortalama kallus agirligi V. grup
denemelerde 86 mg olarak belirlenmistir. Ancak bu deger, Ekom vd. (2012) tarafindan

131



BULGULAR VE TARTISMA A.R. SHARAFAT

bildirilen degerlerden daha diisiiktiir. Caligmamizda gozlemlenen daha diisiik kallus
agirhigy, farkli genotip ve eksplant tiplerinin kullanilmasina baglanabilir.

Calismada ayrica yesil nokta, kallus basina siirgiin ve rejenerant bitki olusumunda da
genotipe bagl varyasyonlar ortaya cikmustir. Ozellikle ekmeklik bugday genotipleri,
Ceyhan-99 basta olmak iizere, ¢esitli 6l¢iitlerde daha iyi performans gostermistir. 111. grup
somatik embriyogenesis denemelerinde, Ceyhan-99 ortalama 20.02 yesil nokta {iretimi
gostermistir. Buna karsilik, I1l. grup denemelerde sadece Svevo makarnalik bugday
genotipi ortalama 22.44 ile yesil nokta tiretiminde daha yiiksek sonuglar gostermistir.
Kallus bagina siirgiin ve rejenerant bitki olusumu yoniinden de genotipler farkl tepkiler
vermistir. Kallus bagina siirgiin agisindan, Ceyhan-99 genotipi ortalama 17.97 surgin ile
dikkate deger sonu¢ gostermistir. Bu deger, Yadav vd. (2020) tarafindan bildirilen olgun
skutellum eksplantlarindan kallus basma elde edilen 5 siirgiin ile olgunlasmamis
skutellum eksplantlarindan kallus basina Uretilen 15 strgiin degerinden daha ytiksektir.
Kallus basina rejenerant bitki olusumu yoniinden ise kallus basina ortalama 3.52
rejenerant bitki ile en yiiksek rejenerant bitki sayisi Ceyhan-99 genotipinde
kaydedilmistir. Bu sonug ise, kallus basina en yiiksek rejenerant bitki sayisinin 2.9 oldugu
Aydin vd. (2016) nin bulgularin1 geride birakmaktadir. Tum bu bulgular, bugdayda
genotipin somatik embriyogenesis tepkileri Uzerindeki ©6nemli etkisini ortaya
koymaktadir. Caligmada ekmeklik bugday genotiplerinden 6zellikle Ceyhan-99; yesil
nokta tiretimi, kallus basina siirgiin ve rejenerant bitki olusumu acisindan makarnalik
bugday genotiplerinden siirekli daha iyi performans gostermistir. Bu durum, bazi
ekmeklik bugday genotiplerinin somatik embriyogenesis tepkilerini arttiran dogal genetik
avantajlara sahip olabilecegini gostermektedir.

Farkli doku kulturd tekniklerinde baslangi¢ Kkultlr materyali olarak kullanilan
eksplantlar, bir bitkinin farkli kisimlar1 olabilir. Eksplant tipi in vitro somatik
embriyogenesisde de kallus indiiksiyonu ve sonraki bitki rejenerasyon islemlerinin
baglatilmasinda 6nemli bir role sahiptir (Saha vd. 2017). Somatik embriyogenesis
calismalarinda farkli eksplant kaynaklari kullanilirken, bunlar arasindan segilecek
eksplant tipi somatik embriyogenesis siirecinin basarisini ve verimliligini etkileyebilir.

Calismada skutellum ve yaprak olmak iizere iki tip eksplant kullanilmis olup, genel
olarak skutellum eksplanti kallus liretimi, embriyojenik kallus iiretimi, kallus boyutu,

yesil nokta, kallus basina siirglin ve rejenerant bitki olusumu agisindan yaprak eksplantina
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kiyasla daha yiiksek tepki ve daha iyi sonuglar vermistir. Sadece kallus agirlig1 agisindan
yaprak eksplanti daha yiiksek performans gostermistir. Yaprak eksplantlari ortalama
107.07 mg ile en agir kallusu 1V. grup denemelerde olusturmustur. Bu deger Il. grup
denemelerde skutellum eksplantlarindan olusan ortalama 27.54 mg agirliga sahip
kalluslardan yaklasik 4 kat daha yUksektir. Bu bulgu, skutellum eksplantlarinin somatik
embriyogenesisin diger parametrelerinde (kallus iiretimi, embriyojenik kallus tiretimi ve
rejenerasyon gibi) genellikle daha yiiksek etkinlik gosterirken, yaprak parcalarinin daha
agir kallus tretiminde belirgin bir avantaja sahip oldugunu gostermektedir. Yaprak
eksplantindan daha agir kallus iiretiminin nedeni belki besin emilimi, doku yapis1 veya
metabolik aktivitedeki farkliliklara atfedilebilir olmakla birlikte, bu konu daha fazla
arastirmayi gerektirmektedir.

Bu agir kiitleli kalluslar 6zellikle sekonder metabolitlerin incelenmesi ve in vitro
kosullarda tretilmesi igin de faydali olabilir. Sekonder metabolit Gretimi genellikle
onemli miktarda biyokiitle gerektirdiginden, yaprak eksplantlarindan elde edilen daha
biiytik kallus kiitlesi bu tiir ¢aligmalar i¢in uygun ve yeterli materyali saglayabilir. Bu
nedenle, sekonder metabolit ¢alismalarini kolaylastirabilecek ve gelistirebilecek daha
agir kallus iiretmek i¢in yaprak eksplantlarinin kullanilmasi 6nerilebilir.

Bu bulgular, eksplant kaynagimin somatik embriyogenesis sureci tzerindeki dnemli
etkisini gostermektedir. Eksplant tipi agisindan en yuksek kallus dretimi 11. denemelerde
%81.38 ile skutellum eksplantlarinda ger¢eklesmis olup, bu sonug olgun skutellumdan
%80 kallus Uretimi bildiren Yadav vd. (2020) nin bulgulartyla uyumludur. Yaprak
eksplantlarindan en yiksek kallus Gretimi ise Il. grup denemelerde %39.65 olarak
belirlenmistir. Yaprak eksplantlarin1 kullanan Yu vd. (2012) de %26.3-81 araliginda
kallus Uretimi bildirmistir.

Kalluslarda yesil nokta olusumu yoOninden en yuksek deger Il. grup somatik
embriyogenesis denemelerinde skutellum eksplantlarindan elde edilen %29.97 olup, bu
deger Yadav vd. (2020) tarafindan elde edilen %67'den daha diisiiktiir. Kallus basina en
yiiksek ortalama siirgiin sayisi I. grup denemelerde skutellum eksplantlarindan elde edilen
16.27 olup, bu deger Yadav vd. (2020) tarafindan olgun skutellumlardan bildirilen kallus
basina 4.5 strgunden 6nemli 6lclide yiiksektir. Bu karsilastirmalar; bugdayda somatik

embriyogenesisinin farkli parametreleri i¢in farkli eksplantlarin kullanilmas1 gerektigini,
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ornegin bu ¢alismada oldugu gibi kallus bagina en yiiksek ortalama siirgiin sayisi eldesi
icin yaprak yerine skutellum eksplantlarinin kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Kiiltiir ortamu igerigi; somatik embriyogenesisde kallus indiiksiyonu, embriyojenik
kallus Uretimi ve rejenerasyon sureclerini etkileyen son deece énemli baska bir faktordiir.
Farkli ortam igerikleri 6rnegin spesifik tuzlar, 6zellikle 2,4-D, |AA gibi oksin tiplerini de
iceren BGD ler, sukroz veya maltoz gibi karbonhidrat kaynaklari; kallus baslatma,
¢ogaltma ve rejenerasyonun basar1 oranlarini ciddi sekilde etkilemektedir (Bouiamrine
vd. 2012; Mostade vd. 2001; Kopertekh ve Stribnaya. 2003; Miroshnichenko vd. 2016;
Miroshnichenko vd. 2013). Yaptigimiz ortam denemeleri ortam igeriginin bugdayda
somatik embriyogenesis verimliligini 6nemli 6l¢iide etkiledigini ortaya koymustur. Farkli
ortamlarin karsilastirmali analizi, bitki doku kiiltiiriinde ¢esitli amaclar i¢in kosullarin
optimize edilmesine yonelik 6ngorii saglamaktadir.

Temel besin ortam1 Modifiye MS ortami1 ve karbonhidrat kaynagi 30 g/L sukroz olan
I. grup somatik embriyogenesis denemelerindeki 9 indiiksiyon ortamindan; 5 mg/L
Pikloram ve 10 mg/L arabinogalaktan iceren 9.ortam %68.12 ile en yiksek kallus
iretimini saglamistir. Ayni ortam ayni zamanda en yiiksek kallus agirligi ve kallus
boyutunu olusturmustur. Bu sonug, Pikloram ve arabinogalaktan kombinasyonunun s6z
konusu parametreleri gelistirmede etkili oldugunu gostermektedir. Buna karsilik, 2,5
mg/L 2,4-D igeren 2. ortam en yiksek embriyojenik kallus {iiretimini saglamistir
(%56.25). Bu durum, arabinogalaktan iceren Pikloram'mm genel kallus biiyiimesini ve
biyokiitleyi tesvik ederken, 2,4-D'nin embriyojenik kallus (retiminde daha -etkili
oldugunu ortaya koymustur. Bulgular, farkli oksin tiplerinin embriyojenik kalluslarin
gelisiminde farkli roller oynadigini gostermektedir.

I. grup denemelerdeki sukroz miktarinin (30 g/L) aym miktarda maltoz ile
degistirildigi II. grup somatik embriyogenesis denemelerinde; 9 indiiksiyon ortaminin
tima sukrozlu olan rakiplerine kiyasla daha yuksek kallus tretimi, embriyojenik kallus
olusumu ve benzer kallus boyutlar1 géstermistir. Bu durum, maltozun kallus gelisimini
tesvik ederek hem kallus hem de embriyojenik kallus Gretimini arttirabilecegini ortaya
koymustur. Maltoz igeren ortamlar arasinda 6dnemli farkliliklarin olmamasi ve kontrol
ortaminin  kayda deger farkliliklar gOstermesi, maltozun bugdayda somatik
embriyogenesisi tesvik etmede yararli bir karbonhidrat kaynagi olabilecegine isaret

etmektedir.
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Temel besin ortami Modifiye CHB ortami [CHB-3 ortami (Chu vd. 1990)] ve
karbonhidrat kaynagt 30 g/L sukroz olan IIl. grup somatik embriyogenesis
denemelerindeki 9 indiiksiyon ortamindan; 3., 5., 8. ve 9. ortamlarda kallus Uretimi daha
yiksek gergeklesmistir (%62.8 ile %64 arasinda degisen oranlarda). En ylksek
embriyojenik kallus Gretimi ise %46.56 ile 2.5 mg/L Pikloram ve 10 mg/L
arabinogalaktan iceren 5. ortamda meydana gelmistir. En biiyiik kallus boyutlar1 3. ve 8.
ortamlarda, en yiiksek kallus agirligi ise 6. ortamda olmustur.

I1l. grup denemelerdeki sukroz miktarmin (30 g/L) aymi miktarda maltoz ile
degistirildigi IV. grup somatik embriyogenesis denemelerinden alinan ortam sonuglari
I11. grup denemelerin sonuglarina kiyasla énemli 6l¢iide iyilesmistir. Bu etki maltozun
yavas metabolize olmasi nedeniyle kiiltiir ortaminin yiiksek ve sabit osmolaritesini
korumasina baglanabilir (Malik vd. 2017). En fazla embriyojenik kallus 5. ortamda
(%52,81) (2.5 mg/L Pikloram ve 10 mg/L arabinogalaktan igeren) meydana gelmistir.
Ayrica, diger ortamlara kiyasla yine 5. ortamda olusan daha buyik kallus boyutu
(ortalama 2.56 mm), maltozun kallus gelisimi {izerindeki olumlu etkisini vurgulamakta
ve maltozun hem kallusun embriyojenik potansiyelini hem de boyutunu arttirmak igin
daha iyi bir karbonhidrat kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir. En agir kallus ise 9.
ortamda (ortalama 86 mg agirlik) (5 mg/L Pikloram ve 10 mg/L arabinogalaktan iceren)
olusmustur. 9. ortam ile kallus agirligindaki 6nemli artis; maltozlu ortamda biyokitle
birikimi icin daha yuksek Pikloram konsantrasyonu ile birlikte arabinogalaktan
kombinasyonu etkinliginin altin1 ¢izmektedir.

Calismada genel olarak, karbonhidrat kaynagi olan maltoz (%39.27) sukroza
(%34.79) kiyasla daha yiiksek oranda embriyojenik kallus olusumu saglamistir. Bu bulgu,
maltozun bugday somatik embriyogenesisinde kallus indiiksiyonunu tesvik etmede daha
etkili olabilecegine isaret etmektedir. Yapilan istatistik analizler; skutellum
eksplantlarinin maltozlu ortamlarda kiiltiire alindiginda embriyojenik kallus olusumu
yonunden yaprak eksplantlarindan onemli sekilde daha iistiin performans sergildigini,
ortaya koymustur. Genotip x karbonhidrat kaynagi interaksiyonunda, en yiiksek
embriyojenik kallus olusumu maltozlu ortamlarda kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipinden
elde edilmistir (Cizelge 4.44) Eksplant x genotip x karbonhidrat kaynaginin ii¢ yonlii
interaksiyonu agisindan ise ortamlarda karbonhidrat kaynagi olarak maltoz

kullanildiginda en yiiksek embriyojenik kallus olusumu Ceyhan-99 genotipinin skutellum
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eksplantlarindan (%64) elde edilmistir. Bu bulgular, bugdayda somatik embriyogenesis
ortamlarmin optimize edilmesi sirasinda uygun karbonhidrat kaynagi se¢ciminde genotipe
ve eksplanta 6zgu tepkilerin de dikkate alinmasinin 6nemini gostermektedir. Elde edilen
bu bulgular, Malik vd. (2017)’nin (¢ karbonhidrat kaynagini (sukroz, glukoz ve maltoz)
test ettikleri ve maltozun somatik embriyogenesis siirecini olumlu ydnde etkiledigi
bulgusuyla uyumludur.

Arabinogalaktan (AG), bati karacamindan (Larix occidentalis) elde edilen
polisakkaritter ve arabinogalaktan proteinleri (AGP'ler), polisakkarit yan zincirleri ile D-
galaktopiranoz kalintilarindan olusan benzer bir omurgayi paylasmaktadir. Yapisal
benzerliklerine ragmen, onemli bir fark, AG'de fiziksel-kimyasal &zelliklerinde
farkliliklara yol agabilecek bir protein igeriginin bulunmamasidir. Hem AG hem de
AGP'lerin androgenesisde 6nemli rol oynadigi, AG ve AGP'nin mikrospor 6liimlerini
azalttig1 (Letarte vd. 2006) ve AGP'nin bugday somatik embriyogenesisini ve bitki
rejenerasyonunu arttirdig1 (Zhang vd. 2015) ortaya konulmustur. Bu bilgilere dayanarak,
calismada AG'nin bugday somatik embriyogenesisi tizerindeki etkileri aragtirilmig, bunun
icin 4 grubun timdinde 3., 5., 7. ve 9.ortamlara 10 mg/L AG ilave edilmistir. Bildigimiz
kadariyla, bugdayda somatik embriyogenesis i¢in AG'min kullanildigi herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Calismanin sonuglari, farklt deneme gruplarinin farkl
indiiksiyon ortamlarinda AG'nin kallus tiretimini, embriyojenik kallus olusumunu ve bitki
rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigini gostermistir. Mod-MS li ve sukrozlu I. grup
denemelerdeki AG igeren tiim ortamlar; kontrol ortami ve AG igermeyenlere kiyasla daha
fazla kallus iiretimi ve embriyojenik kallus olusumu saglamistir. Ozellikle 9.ortamda (5
mg/L Pikloram ve 10 mg/L AG igeren) %68.12 ile en yiuksek kallus dretimi
gerceklesmistir. Bu ortamlardaki AG varligt muhtemelen hiicre boliinmesini ve
farklilasmasini tesvik ederek bu sonuglarin olusumuna katkida bulunmustur. Calismadaki
en fazla embriyojenik kallus olusumu (%52.8) ve en agir kallus (ortalama 86 mg agirlik)
olusumu Mod-CHB li ve maltozlu IV. grup denemelerin sirasiyla 5.ve 9.ortamlarinda
gerceklesmistir. Bu sonuglar daha 6nce belirtildigi gibi AG'nin daha ylksek Pikloram
konsantrasyonlar1 ile birlestirildiginde, 6zellikle maltoz igeren ortamlarda biyokiitle
birikimini ve embriyojenik potansiyeli onemli 6lgiide artirdigini gostermektedir. Ayrica,
AG'nin androgenesis sirasinda mikrospor boliinmesindeki olumlu rolii, Onceki

caligmalarimizda gosterildigi gibi, bitki doku kiiltiirii siireglerinin verimliligini artirmada
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daha genis bir uygulama onermektedir. AGP literatirde daha kapsamli bir sekilde
calisilmig olsa da, AG ile ilgili ¢alismada elde edilen bulgular, bugdayin somatik
embriyogenesisi i¢in potansiyel faydalar1 hakkinda yeni bilgiler saglamaktadir.

Bugday somatik embriyogenesis denemelerinde ayrica farkli rejenerasyon
ortamlarmin Kalluslarda yesil nokta olusumu, kallus basina siirglin ve rejenerant bitki
uretimi tzerindeki etkinliginin degerlendirilmesi de amaglanmistir. Bunun igin Kinetin ve
zeatinin performansi karsilastirilmistir. 1. grup denemelerde; kalluslar ModMS-R1 (1
mg/L BAP, 3 mg/L kinetin ve 500 mg/L glutamin iceren) ve ModMS-R2 (1 mg/L BAP,
3 mg/L Zeatin ve 500 mg/L glutamin i¢eren) ortamlarina aktarilmistir. Her iki ortam da
onemli bir fark gostermeden yesil noktalar tiretmistir. Kallus bagina siirglinler i¢in, her
iki ortam da esit performans gostermis ve kallus basina yaklasik 10 siirgiin tiretmistir.
Ancak ModMS-R1, ModMS-R2 ye kiyasla daha yiiksek ortalama rejenerant bitki (2.12)
tiretmistir. Bu, kinetin in bitki rejenerasyonunu Zeatin den daha etkili sekilde arttirdigini
gostermektedir. Sukrozun yerini maltozun aldig: Il. grup denemelerde; hem ModMS-R1
hem de ModMS-R2 yesil nokta olusumunda, kallus basina siirgiin sayis1 ve rejenerant
bitki olusumunda 6nemli bir farklilik gostermemekle birlikte tim ortamlar benzer kallus
boyutlarinda daha yiiksek miktarda kallus ve embriyojenik kallus tiretmistir. Ill. grup
denemelerde, kalluslar ModCHB-R1 (1 mg/L BAP, 3 mg/L kinetin ve 500 mg/L glutamin
iceren) ve ModCHB-R2 (1 mg/L BAP, 3 mg/L Zeatin ve 500 mg/L glutamin igeren)
ortamlara aktarilmigtir. ModCHB-R1, ModCHB-R2 ye kiyasla 6nemli 6l¢iide daha
yuksek ortalama yesil nokta sayisi (18.86), kallus basina siirgiin (3.93) ve rejenerant bitki
(0.86) tiretmistir. Bu sonuglar, bugday eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonunu ve
gelisimini tesvik etmede kinetinin zeatine gore {stiin etkinligini gostermektedir.
Sukrozun yerini maltozun aldig1 IV. grup denemelerde de benzer sonuglar gézlenmistir.
ModCHB-R1, ModCHB-R2 ye kiyasla yine daha yiksek sayida ortalama yesil nokta
(15.66), kallus basma siirgiin(6.38) ve rejenerant bitki (0.84) iiretmistir. Bu durum,
kinetinin BAP ile birlikte bugdayda somatik embriyogenesis ve rejenerasyonu arttirmada
Zeatinden daha etkili oldugunu dogrulamaktadir. Yadav vd. (2020) ise bugday somatik
embriyolarinin rejenerasyon ortaminda dicamba (0.1 mg/L) ve Zeatin (5 mg/L) kullanmig
ve daha yiiksek rejenerasyon oranlar1 elde etmistir. Bunun nedeni Yadav vd. (2020) nin

ylksek diizeyde zeatin konsantrasyonu kullanmalarindan kaynaklanabilir.
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Somatik embriyogenesis denemelerinde kallus indiiksiyon ortamindan rejenerasyon
ortamina transfer edilerek embriyojenik kallus gelisimi saglanmistir. Bir hafta sonra, bu
kalluslar kiigiik siirglinler olusturmus ve kok varligina bagl olarak daha sonra farkli
ortamlara aktarilmistir. Kokleri gelismeye baslayan in vitro bitkicikler BGD igermeyen
Westvaco WV5 (Coke 1995) ortamina aktarilirken, kokleri olmayanlarsa 2 mg/L NAA
iceren ayn1 ortama yerlestirilmistir. Kiiglik siirgiinlere sahip tim transfer edilen kalluslar
basaril1 bir sekilde tam bitkiciklere doniismiistiir. Westvaco ortami, 6zellikle de WV5
bazal besin ortami geleneksel olarak loblolly ¢ami (Pinus taeda) kultlrl igin
kullanilmaktadir. Cam tirlerinde eksplant canliligini, stirgiin Uretimini, buyumeyi ve
koklenmeyi arttirdigi bilinmektedir (Coke 1996). Bildigimiz kadariyla WVS5 ortami
bugday somatik embriyogenesisinde simdiye kadar kullanilmamistir. Bu caligmada
bugday bitkisi rejenerasyonu i¢in WVS in basarili sekilde kullanimi, s6z konusu ortamin
geleneksel kullaniminin 6tesinde potansiyel uygulanabilirligini ortaya koymakta ve farkli
tiirlerde rejenerasyon siireglerini gelistirmek i¢in uyarlanabilirligini gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile bugdayda androgenesis ve somatik embriyogenesis i¢in
etkili ortamlarin optimize edilmesinde gerekli olabilecek ¢esitli bilesenlerin 6neminin alti
cizilmistir. Ornegin timentin, Ceyhan-99 genotipinde yesil siirgiinlerin gelisimini tesvik
etmede ¢ok degerli oldugunu kanitlayarak bakteriyel kontaminasyonu azaltmada ve bitki
rejenerasyonunu desteklemede etkinligini gdstermistir. Bir karbonhidrat takviyesi olan
arabinogalaktan ilavesi, kallus indiksiyonunu ve embriyojenik kallus tretimini 6nemli
ol¢iide etkileyerek bitki rejenerasyon protokollerinin verimliligini artirma potansiyelini
ortaya koymustur. Ayrica, 2,4-D ve Pikloram gibi spesifik BGD lerin ¢esitli
konsantrasyonlarda kullanilmasi kallus gelisimini olumlu yonde manipile etmede etkili
olmus ve kallus iiretimi, boyutu ve agirliginda kayda deger farkliliklar olusturmustur. Bu
bulgular toplu olarak; embriyogenesisi tesvik etmek ve bitki rejenerasyonunu gelistirmek
icin genotip ve eksplant faktorlerinin yanmi sira kiiltiir ortami bilesenlerini optimize

etmenin 6nemini ortaya koymaktadir.
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda hem ekmeklik bugday (T. aestivum. L) hem de makarnalik
bazi bugday (T. turgidum. desf) gesitlerinde, yiiksek sayida haploid ve DH bitkilerin
androgenesis yoluyla (mikrospor ve anter kaltrt ile) Gretilebilmesi icin gerekli ortam
protokollerinin gelistirilmesi ve ayni zamanda skutellum ve yaprak segmentleri
kullanilarak ytiksek verimlilikte somatik bitkilerin elde edilebilecegi etkili somatik
embriyogenesis protokollerinin olusturulmasi amaclanmistir. Gergeklestirilen kapsamli
androgenesis ¢alismalar1 anter kiiltiirlinde yapilan 6n denemelerle baglamis olup, bunlar
1.grup androgenesis denemeleri olarak kabul edilmistir. Daha sonra 2 y1l boyunca devam
eden androgenesis caligmalar1 kapsaminda 2. ve 3. grup androgenesis denemeleri
gerceklestirilmis, bu gruplarin her birisinde hem anter hem de mikrospor kiiltiir
denemeleri kurulmustur. Somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda skutellum ve yaprak
eksplantlarinin kiiltiirii i¢in 4 ana grup indiiksiyon ortam grubu olusturulmustur. Bu
gruplar1 birbirinden ayiran temel 0zellik, 6zellikle indiiksiyon ortamlarinin temel besin
ortamlar1 ve karbonhidrat kaynaklarinin farkli olmasidir. Tez ¢alismasinda kurulan tiim
denemelere ait genel sonuclar asagida 6zetlenmistir:

e Androgenesis calismalarinin anter kiiltiirleri arasinda 1.grupta yapilan anter
kiltarlerinde kishik bugday genotipi olan Altindane genotipi 100 anter basina
46.6 embriyoid, 8 albino bitki ve 0.88 yesil bitki Gretimi ile diger genotiplere gore
en yiiksek performansi sergilemistir, Ki bu sonu¢ bugday anter kiiltiiriinde
genotipe bagimliligi ortaya koymustur. Ortam olarak 2mg /L 2,4-D ve 2mg/L
Kinetin katkilt CHB-3 ortami (3. ortam) 100 anter basina 74.07 embryoid, 8.15
albino bitki ve 1.45 yesil bitki liretimini saglamstir.

e Mikrospor kilttrlerinde Il. grup denemelerin 3. ortaminda (2 mg /L 2,4-D ve 2
mg/L Kinetin + 500 mg/L Glutamin+ 10 mg/L Arabinogalaktan +100 mg/L
Timentin+20 pum/ml aktif karbon katkili) kiiltiire alinan Ceyhan-99 genotipi
29.25/petri bagina embriyoid iireterek ortam x genotip interaksiyonunun etkisini
ortaya koymustur.

e Genel olarak androgenesis ¢alismalarinda toplam 1.539 embriyoid, 36 albino
bitki, 2 yesil bitki ve 3 yesil siirglin elde edilmistir. Bunlardan 125 embriyoid,
21 albino bitki ve 2 yesil bitki I. gruptaki anter kilturlerinden, 69 embriyoid ve
12 albino bitki Il. gruptaki anter kdlttrlerinden, 344 embriyoid Il. gruptaki
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mikrospor kultlrlerinden, 300 embriyoid ve 1 albino bitki I1l. gruptaki anter
kalturlerinden ve son olarak 701 embriyoid, 2 albino bitki ve 3 yesil surgln ise
I11. gruptaki mikrospor kultlrlerinden elde edilmistir.

e Androgenesis ¢alismalarinda daha yiiksek timentin konsantrasyonlarina (150-
200 mg/L) sahip ortamlarin anter kiiltiirlerinde embriyoid liretimini destekledigi
ve doza bagl bir yanit olusturdugu ortaya konulmustur. Yiiksek timentin
seviyeleri mikrospor kilturlerinde ise Ceyhan-99 genotipinde yesil siirgiinlerin
tiretilmesine yardimei olmus ve belirli bugday genotiplerinde rejenerasyonu
artirma potansiyelini gostermistir.

e Aktif karbonun bazi genotiplerde, 0zellikle Ceyhan-99 genotipinde, embriyoid
uretimine yardimei oldugu gézlenmistir.

e Bazi denemelerde kullanilan Previcur’un belirgin  bir olumlu etkisi
gOrulmemistir.

e |l.grup androgenesis galismalarinda pH 6 olan ortamlar pH 6.5 olanlardan daha
iyi sonuglar sergilemis olup, 6.5 pH 1 ortamlardan sadece 13. ortam (6 pH'l 4.
ortam ile ayni igerikte) androgenesise olumlu yanit vermistir.

e Somatik embriyogenesis calismalarinda, ekmeklik bugday genotiplerinden
Ozellikle Ceyhan-99 genotipi incelenen parametrelerde (kallus olusturma,
embriyojenik kallus tiretimi, kallus boyutu ve agirligi, yesil nokta tiretimi, kallus
basina siirgiin ve rejenerant bitkiler agisindan) makarnalik bugday
genotiplerinden daha Ustiin performans gostermistir.

e Somatik embriyogenesis calismalarindaki en yiiksek kallus olusumu; Il. grup
denemelerin 2.5 mg/L 2,4-D ve 10 mg/L arabinogalaktan iceren 3. ortaminda ve
I. grup denemelerin 5 mg/L Pikloram ve 10 mg/L arabinogalaktan iceren 9.
ortamindan elde edilmistir. I.grup denemelerin 2.5 mg/L 2,4-D igeren 2. ortami
ise en yiiksek embriyojenik kallus tretimini saglamistir. Bu bulgular, BGD lerin
somatik embriyogenesis Uzerindeki etkisini vurgularken, ayrica ortamlara
eklenen arabinogalaktanin somatik embriyogenesis siirecindeki olumlu etkisini
ortaya koymustur. Arabinogalaktan Pikloram ile kombinasyon halinde
kullanildiginda; kallus dretimi, embriyojenik kallus Uretimi ve rejenerasyon

parametrelerinde iyilesme sagladig1 gézlenmistir.
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e Eksplant kaynagi yoniinden skutellum ve yaprak eksplantlarinin somatik
embriyogenesis tepkileri arasinda Dbelirgin farkliliklar gézlemlenmistir.
Skutellum eksplantlart; kallus iiretimi, embriyojenik kallus iiretimi, kallus
boyutu, yesil nokta olusumu, kallus basina siirgiin ve rejenerant bitki olusumu
acisindan yaprak segmentlerine kiyasla daha ytiksek tepki gostermistir. Yaprak
pargasi eksplantlar1 ise daha agir kalluslar iiretmistir, bu da in vitro sekonder
metabolit Uretimi gibi uygulamalar icin potansiyel olarak yararli olabilir.

e Eksplant kaynagi yoniinden skutellum ve yaprak eksplantlarinin somatik
embriyogenesis tepkileri arasinda belirgin farkliliklar gozlemlenmistir.
Skutellum eksplantlart; kallus iiretimi, embriyojenik kallus iiretimi, kallus
boyutu, yesil nokta olusumu, kallus basina siirgiin ve rejenerant bitki olusumu
acisindan yaprak segmentlerine kiyasla daha yiiksek tepki gostermistir. Yaprak
pargast eksplantlari ise daha agir kalluslar {iretmistir, bu da in vitro sekonder
metabolit Uretimi gibi uygulamalar icin potansiyel olarak yararli olabilir.

e Rejenerasyon ortamlar1 da somatik embriyogenesis siirecinde 6nemli bir rol
oynamistir. 1 mg/L BAP, 3 mg/L Kinetin, 500 mg/L glutamin iceren ortamlar,
yesil nokta iiretimini, kallus basina siirgiin ve rejenerant olusumunu tesvik
etmistir.

e Somatik embriyogenesis ¢alismalarindan toplam 622 bitki elde edilmis olup;
bunlardan 277 bitki 1. grup denemelerden, 183 bitki Il. grup denemelerden, 86
I11. grup denemelerden ve 76 bitki IVV. grup denemelerden tiretilmistir.

e Somatik embriyogenesis caligmalarinda kalluslarin indiiksiyon ortamindan
rejenerasyon ortamina aktarilmasimin genel olarak basarili bitkicik gelisimi ile
sonuclanmistir. Calismada tipik olarak ‘Loblolly Cam1’ i¢in kullanilan bir besin
ortami olan Westvaco (WV5) ortaminin, bugday somatik embriyogenesisinde de
kullanim potansiyeli oldugu ortaya c¢ikmistir. S6z konusu ortam, kalluslarin
bitkicige donlisiimiinii  destekleyerek bugdayda somatik embriyolarin
rejenerasyonunda  etkinligini gostermis ve daha farkli alanlarda da
uygulanabilirligini ortaya koymustur. Bu bulgu, sadece bugday somatik
embriyogenesisi anlayisimizi gelistirmekle kalmamis, aynt zamanda WVS5
ortaminin ¢esitli bitki tiirlerinin rejenerasyon siireclerinde kullanilmasi igin de

yeni bir potansiyel sunmustur.
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