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Oz

Bu ¢alismada, ¢avdarda genotipin(diploid ve tetraploid), 6n islem (+4 °C’de 1 hafta siire 6n islem uygulanmis ve uygulanmamis) ve
besin ortamlarinin (MS, Ng ve NN) anter kiiltiiriindeanter tepki orani, kallus olusumu ve yesil bitkicik rejenerasyonu iizerine etkileri
incelenmistir. Denemede kallus olusum ortami olarak MS ortaminda 10 g/L agar, NN ortaminda 8 g/L agar kullanilmis, ayrica her iki
ortama 2,4 pmol/L Kinetin, 4,4 umol/L BAP, 2,7 pmol/L NAA ve karbon kaynagi olarak 30,3 g/L siikroz ilave edilmistir. Ng ortamina
ise 5 g/L agar, 2 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L Kinetin, 1 mg/L 1AA ve 90 g/L siikroz ilave edilmistir. Rejenerasyon ortami olarak, kallus
olugum ortami olan MS ve NN ortamlart ayni kalmis ancak modifiye edilmis Ng ortamina 2 g/L aktif karbon, karbon kaynagi olarak 20
g/L siikroz, hormon olarak 2 mg/L kinetin, katilastirict madde olarak da 5 g/L agar eklenmistir. Arastirmada soguk 6n islem
uygulamasinin anter tepki oran1 ve kallus biiyiikliigii {izerine olumsuz, kallus orani ve kok olusumuiizerine olumlu etkisi belirlenmistir.
Diger taraftan soguk 6n uygulamasinin incelenen 6zellikler {izerine etkisi ¢cavdar genotiplerinde farklilik gostermis ve 6zelliklerden
anter tepki oran1 hari¢ dnemli bulunmustur.Besin ortamlarinin kallus oran1 ve biiyiikl{igii iizerine etkisi nemli olurken, anter tepki orani
lizerine etkisi 6nemsiz olmustur.En fazla kok olusumu ve bitki rejenerasyonu soguk uygulamali diploid ¢avdar anterlerinin MS
ortaminda kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Anter kiiltiirdi, in vitro, kallus,¢avdar.

Kisaltmalar

(2,4-D): 2,4 dikloro fenoksi asetik asit
(IAA): Indol-3 asetik asit

(BAP): Benzil amino piirin

(KIN): Kinetin

(MS): Murashige ve Skoog besi ortami
(NAA): Naftalin asetik asit

(NN): Nitsch ve Nitsch besi ortami
(Ne):Ng besi ortami

(umol): Mikromol
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Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi
The Influence of Genotype, Pre-Chilling and Nutrient Media on
Callus Induction and Plantlet Regeneration in Rye (Secale cereale 1.)
Anther Culture

Abstract

The present study investigated the effects of genotypes (diploid and tetraploid), of pre-treatment (coldtreatmentwithin one week at 4°C
and non-cold treatment) and and nutrient media (MS, Ng and NN) on anther response ratio,callus induction and green plantlet
regeneration in anther culture of rye. In our experiment, the MSmedium (consisting of 10 g/L of agar), NN medium (consisting of 8 g/L
agar) and Ng medium (consisting of 5 g/L of agar)were used for callus formation, MS and NN media supplemented with 2.4 pmol/L of
KIN, 4.4 pmol/L of BAP and 2.7 pmol/L of NAA as hormone and 30.3 g/L of sucrose as carbon source. Additionaly, Ne medium
supplemented with 2 mg/L 2.4-D, 0.5 mg/L KIN, 1 mg/L IAA as hormone and 90 g/L sucrose as carbon source. Two media (MS and
NN) used for callus formation were the same for plantlet regeneration, however Ng media was modified and included 2 mg/L KIN, 2
g/L activated charcoal, 20 g/L sucrose and 5 g/L agar. Our study demonstrated the negativeeffect of pre-chilling on anther response
ratio and callus size, but it also showed that the positive effect on callus ratio and root formation.On the other hand, effect of pre-chilling
on investigated characters changed according to rye genotypes and was significant (except for anther response ratio). While effect of
nutrient media on callus ratio and size was significant, it was not significant on anther response ratio. The highest root and plantlet
regeneration ratio were obtained as a result of cultured on MS media of pre-chilled anthers in diploid rye.

Keywords: Anther culture,in vitro,callus, rye.

Abbreviations

(2,4-D): 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(IAA): Indole-3 acetic acid

(BAP): Benzyl amino piirine

(KIN): Kinetin

(MS): Murashige and Skoog nutrient medium
(NAA): Naphthalene acetic acid

(NN): Nitsch and Nitsch nutrient medium
(Ns): Ng nutrient medium

(umol): Micromol

1.Giris

Anter kiltiirti, haploid veya double haploid bitkileri elde etmek i¢in kullanilan metotlardan birisidir(Mishra ve Goswami, 2014;
Plamenov, Belehev, Daskalova, Spetsov, ve Moraliyski, 2013; Qi, Ye, ve Bao, 2011). Anter kiiltiirii ile double haploidlerin hizli tiretimi
bitki 1slahinda genetik ilerleme i¢in 6nemli ve {imit verici bir yontemdir (Islam ve Tuteja, 2012). Double haploid (DH) bitkilerin
kullanilmastyla genetik ve 1slah calismalar1 hizlanmakta, kolaylagsmakta (Baser, Korkut, Bilgin, ve Balkan, 2016) ve yapilan
caligmalarda kisa zamanda seleksiyon etkinligini artirmak ve homozigotlugu saglamak i¢in arpa (Celiktas ve Hatipoglu, 1997), triticale
(Eudes ve Amundsen, 2005; Gonzalez ve Jouve, 2000), bugday (De Buyser, Henry, Lonnet, Hertzog, ve Hespel, 1987) ve ¢avdar
(Khanna ve Raina, 1998; Ma, Guo, ve Pulli, 2004; Ponitka ve Slusarkiewicz-Jarzina, 2004; Trejo-Tapia vd., 2002) gibi kendine ve
yabanci tozlasan tahillarin 1slah programlarinda kullanilmigtir.In vitroda double haploid iiretimi bilyiikk oranda genotipe baghdir
(Begheyn, Libberstedt, ve Studer, 2016).Cavdar doku kiiltiirii caligmalarinda (Bazylewska, Broda, Mikotajczyk, ve Pluta, 2015;
Targonska, Hromada-Judycka, Bolibok-Bragoszewska, ve Rakoczy-Trojanowska, 2013; Zimny ve Michalski, 2019) 6zellikle anter
veya mikrospor kiiltiirii yoluyla double haploidlerin tiretiminde en zorlayici tiirlerden birisi (Mikotajczyk, Broda, ve Weigt, 2012) olup,
cavdarda double haploidlerin {iretimini arttirmak igin farkli ¢alismalar yapilmistir (Immonen, 1999; Immonen ve Anttila, 1999).
Cavdarda anter kiiltiiriinde yasanan sorunlar disiik bitki rejenerasyonu ve yiiksek albino oranidir (Ma vd., 2004). Genotip (Jager, Bartok,
Ortdg, ve Barnabas, 2010; Oleszczuk, 2013; Tenhola-Roininen, 2009), soguk &n islem uygulamasi(Plamenov vd., 2013) ve
besinortaminin kompozisyonu (Finnie, Powell, ve Dyer, 1989; Saidi, Cherkaoui, Chlyah, ve Chlyah, 1997; Silva, 2010;Trejo-Tapia vd.,
2002) gibi baz1 faktorlerin androgenik embriyo olusumu iizerine etkili oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada diploid ve tetraploid ¢avdar genotiplerinde uygulanabilir, etkili ve giivenilir anter kiiltiirli yontemini gelistirmek
amaglanmistir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali

Bu c¢aligmada, farkli ploidi seviyesine sahip (diploid ve tetraploid) tarla sartlarinda yetistirilen cavdar (Secale cereale L.)
genotiplerine ait bagaklar kullanilmistir. Her genotipe ait basak drnekleri toplandiktan sonra bayrak yaprak hari¢ tiim yaprak aksamlari
uzaklastirilmis ve plastik bir kapla ortiillip 1 haftalik siirede saplartyla birlikte su i¢inde karanlikta +4 °C’de bekletilmistir. Kalan diger
yarisinda anterler direk besin ortamina yerlestirilmistir (Akgiin ve Altindal, 2015).

Basaklara %0.5 Tween 80 ve %1.2’lik sodyum hypoklorit igeren solusyonda 20 dakikalik ¢alkalama ile yiizey sterilizasyonu
yapilmistir. Daha sonra bu basaklar steril suda 5 defa yikanmistir. Basagin orta kisminda bulunan anterler steril petri kaplarinda
basakgiklardan rastgele ¢gikarilmigtir. Farkli uygulamalar yapilan anterler farkli kiiltiir ortamlari i¢eren her petri kabinda (9 cm) 10 adet
olacak sekilde kiiltiire alinmig (Immonen ve Anttila, 1998) ve her uygulama 20 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

2.2. Anter Kiiltiira

Denemede kallus olusum ortami olarak modifiye edilmis kiiltiir ortamlar1 kullanilmis ve ortamlarla ilgili bilgiler Tablo 1°de
verilmistir.
Tablo 1. Arastirmada kullanilan kallus olusum ortamlart

Besin ortami Hormon Siikroz (g/L) Agar (g/L)
MS (Dedicova, Obert, 2.4 pmol/L KIN
Zofajova, Matusik, ve 4.4 umol/L BAP 30.3 10
Pretova, 1999) 2.7 umol/L NAA
Ne (Flehinghaus, 2 mg/L 2.4-D
Deimling, ve Geiger, 0.5 mg/L KIN 90 5
1991) 1 mg/L IAA
NN (Dedicova vd., 1999) 2.4 pmol/L KIN
4.4 umol/L BAP 30.3 8
2.7 pmol/L NAA

Rejenerasyon ortami olarak kullanilan ve Tablo 1’de verilen modifiye edilmis MS ve NN ortamlari ayn1 kalmis, ancak N6 ortanu
2 g/L aktif karbon, 20 g/L siikroz, 2 mg/L kinetin ve 5 g/L agar ilave edilerekdegistirilmistir(Flehinghaus vd., 1991).

Besin ortamlarmin pH’1 otoklavdan (15 dakika, 121 °C, 20 psi) 6nce 5,8’ ayarlanmustir. Oncelikle tiim uygulamalarda anterler
karanlikta 25 °C’de (Flehinghaus vd., 1991) 4 hafta tutulmus (Gtirel, Tosun, ve Demir, 1993) ve ardindan aydinlik ortama (22-25 °C)
14 hafta siireyle konulmustur. Daha sonra anterlerin kallus olusturabilme yetenekleri degerlendirilmis ve olusan kalluslar rejenerasyon
igin cam deney tiiplerinde (14 ¢m boy, 2,5 cm ¢ap)22-25°C’de 4 ay siireyle (Flehinghaus vd., 1991) 16 saat giindiiz / 8 saat karanlik
fotoperiyodunda (Giirel, 1994) 2000-2200 liiks 151k altinda (Giirel vd., 1993) tutulmustur.

2.3. Gozlemler ve istatistiki Analizler

Denemede ele alinan faktorlerin anter tepki orani, kallus orani ve bitytikliigii ile yesil bitkicik rejenerasyonu orani lizerine etkileri
incelenmistir. Herbir anterin tepki orani, kallus olusturabilme yetenegi ve kalluslardan meydana gelen yesil rejenerantlarin oram %’de
olarak belirlenmeye calisilmigtir. Kallus biiytikliigii dijital kumpas yardimi ile dl¢lilmiistiir. Her bir pedri icinde yer alan 10 adet anter
uygulama olarak degerlendirilmis ve 20 tekerriir tizerinden analizler yapilmisgtir.

Arastirma, tesadiif parsellerinde faktdriyel deneme desenine gore diizenlenmis, incelenen 6zelliklerden anter tepki orani, kallus
oran1 ve kallus biiyiikliigiinden elde edilen veriler SAS programinda analiz edilmistir. Onemli bulunan farkliliklarm MSTAT-C
programinda Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile kontrolii yapilmistr.

3. Arastirma Bulgulari ve Tartisma

3.1. Anter tepki orani

On islem olarak soguk uygulamasi anter tepki oranin istatistiksel olarak dnemli seviyede azaltmistir . Soguk uygulanmayan islemde
anter tepki orant %74.92 iken, soguk uygulamasina tabi tutulanlarda %71.00 olmustur. Anter tepki orani yoniinden genotipin etkisi
6nemli olmamasina ragmen en yiiksek anter tepki oran1 diploidlerde (%74.83) belirlenmistir. Denemede kullanilan farkli ortamlara gore
anter tepki oranlar1 modifiye edilmis MS ortaminda %76.38, N6 ortaminda %72.25 ve NN ortaminda %70.25 olarak belirlenmistir.
Ancak bu farkliliklar istatistiksel olarakdnemli olmamustir.
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Farkli ploidi seviyesine sahip anterlerin 6n iglem uygulamalarina tepkisiénemli derecede farklilik gostermistir (p<0.01). Nitekim
en fazla anter tepki orani diploidlerde on tsiitme yapilan uygulamalarda (%76.67), tetraploidlerde ise 6n tistitme yapilmayanlarda
(%76.83) belirlenmistir (Tablo 2). Farkli ploidi seviyesine sahip genotiplerin farkli besin ortamlarindaki tepkileri benzer olmus ve
genotip x besin ortam1 interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur. Ancak 6n isleme bagli olarak farkli besin ortamlarindan elde edilen degerler
istatistiki olarak farkliliklar gostermistir (p<0.01). En yiiksek anter tepki orani (%80.50) soguk uygulama yapilmig MS ortamindan elde
edilmis, ve 6n islem uygulanan N6 ve NN ortamlarindan farkli bulunmustur (p<0.01). Ancak soguk uygulamasiz anterlerde en yiiksek
anter tepki oran1 N6ortaminda belirlenmis olsa da (%78.00), bu deger ile diger ortamlar arasindaki fark 6nemli olmamstir (Tablo
2).Tim faktorlerin birlikte interaksiyonu anter tepki oran1 bakimindan 6nemsiz olmug, bununla ilgili veriler Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo 2 Cavdarda én islem, genotip ve besin ortamlarinin anter tepki orani iizerine etkisi.

Genotip On islem Besin ortam
MS N6 NN Ortalama
Soguk uygulamali 8500  [7/5.00  [70.00 76.67a
Diploid Soguk uygulamasiz|70.00 80.00 69.00 73.00ab
Ortalama 77.50 77.50 69.50 74.83
Soguk uygulamali [76.00 _ 58.00 _ 62.00 65.330
Tetraploid Soguk uygulamasiz[7450  [76.00 _ [80.00 76.83a
Ortalama 75.25 67.00 71.00 71.08
ORTALAMA [76.38 72.25 70.25
On islem MS N6 NN  Ortalama
Soguk uygulamali [80.50 A |66.50 B 66.00 B 71.00
Soguk uygulamasiz|72.25 AB [78.00 AB [74.50 AB [74.92
talik koyu kiiciik harf: Genotip x On islem Koyu biiyiik harf: On islem x Besin ortami

3.2. Kallus orani (%)

Kallus orani iizerine genotipin ve 6n islemin etkisi 6nemsiz iken, farkli besinortamlarinin etkisi 6nemli olmustur (p<0.01). Kallus
olugturan anter oran1 bakimindandiploid ve tetraploidlerde birbirine yakin degerler elde edilmistir (diploidlerde %12.58,tetraploidlerde
%12.92). Soguk 6n islem uygulanan anterlerde kallus oram %15.67, soguk uygulanmayanlarda ise %9.83 olarak belirlenmistir (Tablo
3). Farkli kiiltiir ortamlarinda bulunan anterlerin kallus olusturabilme kapasitesi degisiklik gostermis, en yiiksek kallus oran1t NN
ortaminda (%18.00) belirlenmis ve diger uygulamalar (N6 %11.38; MS %8.88) arasindaki fark énemli olmustur (Tablo 3).Arastirmada
kallus orami lizerine On islem x besin ortamu interaksiyonu onemli bulunmus ve 6n islem olarak soguk uygulanan anterlerin NN
ortaminda kallus olusturabilme yetenekleri daha fazla olmus (%23.50), en disiik ise on {isiitme yapilmayan MS ve N6 ortamlarinda
olmustur (%8.50). (Tablo 3). Ug farkli faktdriin birlikte kallus orami iizerine etkisi dnemsiz olmus ve elde edilen degerler Tablo
3'deverilmistir.

Tablo 3. Cavdarda én iglem, genotip ve besin ortamlarinin kallus orani tizerine etkisi.

Genotip On islem Besin ortam
MS N6 NN Ortalama
Soguk uygulamal [10.50 14.50 20.00 15.00
Diploid Soguk uygulamasiz 9.50 7.00 14.00 10.17
Ortalama 10.00 10.75 17.00 12.58
Soguk uygulamah [8.00 14.00 27.00 16.33
Tetraploid [Soguk uygulamasiz [7.50 10.00 11.00 9.50
Ortalama 7.75 12.00 19.00 12.92
ORTALAMA 8.88b 11.38b 18.00a
On islem MS N6 NN Ortalama
Soguk uygulamah [9.25C 14.25B 23.50A 15.67
Soguk uygulamasiz |8.50C 8.50C 12.50 BC 9.83

Koyu kiiciik harf: Besin ortam1 ~ Koyu biiyiik harf: On islem x Besin ortamu

3.3. Kallus biiyiikliigi (mm)

Denemede ele alinan faktdrlerden besin ortami kallus biiyiikliigiinii dnemli seviyede degistirmistir (p<0.05). On islem uygulamasi
ve genotipin kallus bilyiikligii tizerine etkisi ise 6nemsiz bulunmustur. Genotiplere gore kallus biiyiikligii diploidlerde 2.92 mm;
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tetraploidlerde ise 3.05 mm olarak belirlenmistir. On islem uygulamasi1 durumunda kallus biiyiikliigii 2.87 mm; uygulanmayanlarda ise
3.11 mm olmugtur. Kallus biiyiikliigii N6 (3.14 mm) ve NN (3.09 mm) besin ortamlarinda ayn1 grupta yer alirken, MS ortaminda (2.74
mm) farklilik gostermistir (Tablo 4). Kallus biiyiikliigii 6n islem uygulamasina gore farkli ploidi seviyesine sahip genotiplerde
degiskenlik gostermis, diploidlerde soguk uygulamasi kallus biiyiikliigiinii olumlu yonde etkilemis (soguk uygulananlarda 3.32 mm;
uygulanmayanlarda 2.54 mm), tetraploidlerde ise soguk uygulamasi kallus biiyiikligiini 6nemli seviyede azaltmustir (soguk
uygulananlarda 2.43 mm; uygulanmayanlarda 3.68 mm) (Tablo 4). Farkli besin ortamlarinda diploid ve tetraploid genotiplerin
anterlerinden meydana gelen kalluslarin biiytlikligii farklilik gostermis ve genotip x besin ortamiinteraksiyonu dnemli bulunmustur
(p<0.01). Tetraploidlerde N6 ve NN besin ortaminda (sirasiyla 3.22 mm ve 3.42 mm) kallus biiytikligii MS ortamina (2.52 mm) goére
6nemli derecede farkli bulunmustur. Diploidlerde ise kiiltiir ortamlarinin etkisi benzer olmustur (Tablo 4).Arastirma sonuglar1 besin
ortam1 ve On islem uygulamasi olarak degerlendirildiginde; besin ortami x 6n islem interaksiyonu 6nemli olmustur (p<0.01). Soguk
uygulandiginda N6 ve NN besin ortamlar1 rakamsal olarak daha iyi sonug¢ vermis (sirastyla 3.43 mm; 3.20 mm), ancak 6n uygulama
yapilmadiginda da elde edilen sonuglara benzer olmustur (Tablo 4).Denemede ele alinan tiim faktorlerin interaksiyonu istatistiksel
olarak onemli derecede farklilik géstermistir (p<0.01) (Tablo 4).

Tablo 4. Cavdarda én islem, genotip ve besin ortamlarimin kallus biiyiikliigii tizerine etkisi.

Genotip On islem Besin ortamm
MS N6 NN Ortalama
Soguk uygulamah [2.42 cd 4.05 a 3.49 ab 3.32a
Diploid Soguk uygulamasiz|3.51 ab 2.08 cd 2.02 cd 2.54 b
Ortalama 2.96 ABC [3.07 ABC [2.75BC 2.92
Soguk uygulamal [1.56 d 2.82 bc 2.90 bc 2.43 b
Tetraploid [Soguk uygulamasiz 3.47 ab 3.63 ab 3.95a 3.68 a
Ortalama 2.52 C 3.22AB 342 A 3.05
ORTALAMA 2.74b 3.14 a 3.09 a
On islem MS N6 NN Ortalama
Soguk uygulamah [1.99 B 3.43 A 3.20 A 2.87
Soguk uygulamasiz [3.49 A 2.85 A 2.98 A 3.11
talik koyu kiiiik harf: Genotip x On islem Koyu kiiciik harf: Besin ortam1 Biiyiik harf: Genotp x Besin ortami

Kiigiik harf: Genotip x On islem x Besin ortarm Koyu biiyiik harf: On islem x Besin ortami

3.4. Kok olusumu ve bitkicik rejenerasyonu

Olgiim yapilan kalluslar 3 farkli besin ortami iceren cam tiiplere aktarilmis ve her tiip igerisine 1 adet kallus konulmustur.
Baglangigta 6n uygulama yapilmamis diploid genotiplerde kalluslardan kok olusumu sadece N6 ortaminda belirlenmis (%13.79), diger
ortamlarda (MS ve NN) kok gelisimi gozlenmemistir. Tetraploidlerde ise kok olusumu NN besin ortaminda ortaya ¢ikmis (%1.85),
ancak diger MS ve N6 ortamlarinda kok gelisimi meydana gelmemistir. Soguk 6n islem uygulanmis diploidgavdar anterlerinden olusan
kalluslar tiim besin ortamlarinda kok olusumu meydana getirmis ve kok olusumu en yiitksek MS ortaminda (%57.89) gézlenirken, bunu
N6 (%7.14) ve NN (%3.57) ortamlar takip etmistir. Tetraploid genotiplerde ise N6 ortami hari¢ diger iki ortamda (MS ve NN) kok
olusumu meydana gelmistir (MS %6.67; NN %4.55).

Yesil bitkicik olusumu yoniinden elde edilenbasari kok olusumu kadar yiiksek olmamus, bitkicik olusumu yalnizca soguk uygulama
yapilan diploid ¢avdar anterlerinin MS besin ortaminda kiiltiire alinmast ile belirlenmistir (%5.26) (Tablo 5).

Tablo 5. Cavdarda éon iglem, genotip ve besin ortamlarinin kok ve bitkicik olusumu iizerine etkisi.

On islem Genotip Besin ortam Kok olusumu (%) | Yesil bitkicik
olusumu (%)

Diploid MS - -
Ns 13,79 -
Soguk uygulamasiz NN - -
Tetraploid MS - -
Ne - -
NN 1,85 -

Diploid MS 57,89 5,26
Ns 7,14 -
Soguk uygulamal NN 3,57 -
Tetraploid MS 6,67 -
Ns - -
NN 4,55 -
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Bu aragtirmada anter kiiltiiriinde farkli 6n islem ve besin ortamlarinin diploid ve tetraploid ¢avdar genotiplerinde kallus ve bitkicik
olusumu iizerine etkisi belirlenmeye ¢aligilmistir. Bu amaca yo6nelik olarak tarla sartlarinda yetistirilen diploid ve tetraploid genotiplere
ait anterler 6n igleme (1 hafta soguk uygulama) tabi tutulmus modifiye edilmis 3 farkli besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Cavdarda
anter kiiltlirii ¢aligmalarinda en biiyilik sorun rejenerasyon kapasitesinin ¢ok diigilk olmasidir. Bu sorunu gidermeye yonelik olarak
degisik arastiricilar tarafindan farkli yontemler denenmistir (Daniel, 1993; Flehinghaus vd., 1991; Ma vd., 2004).

Soguk 6n islem uygulamasina diploid ve tetraploid ¢avdarlar farkli tepki gostermis, diploidlerde soguk uygulama anter tepki oranin
ve kallus sayisini artirmig ancak tetraploidlerde anter tepki oraninin diismesine neden olmustur. Bu durum soguk uygulama siiresinin
genotiplere gore degisebilecegini gostermektedir. Akgiin ve Altindal (2015) tarafindan ¢avdarda yapilan bir ¢aligmada 1 haftalik soguk
on uygulamasinin diploidlerde anter tepki oranini artirdig: bildirilmistir. Cavdar anter kiiltiiriinde basaklara 1 haftalik soguk uygulama
yaygin olarak kullanilmistir (Daniel, 1993; Flehinghaus vd., 1991; Rakoczy-Trojanowska, Smieeh, ve Malepszy, 1997). Soguk
uygulama ile kiiltiir ¢avdarinda (Secale cereale L.) anterlerin sadece yaklasik %1-3’linde yiiksek rejenerasyon orami gériilmiistiir
(Daniel, 1993; Flehinghaus-Roux, Deimling, ve Geiger, 1995). Cavdar anter kiiltiiriinde baglangigta genellikle hiicre boliinmesi ve
kallus olusumu gézlenmektedir (Zimny ve Michalski, 2019). Yapilan bir ¢ok ¢alismalarda soguk uygulamanin rejenerasyon orant ve
kallus sayisini arttirdig1 ve uygun siirenin genotipe gore degistigi ortaya konulmustur (Daniel, 1993; Flehinghaus vd., 1991; Immonen
ve Anttila, 1996; Szarejko ve Kasha, 1991). Ma vd. (2004) 4 °C’de 1-4 hafta arasi soguk uygulamaya tabi tutulan anterlerden en yiiksek
kallus olusumunun meydana geldigini ifade etmistir.

Arastirmamizda tetraploidlerde kallus sayisi daha yiiksek bulunmus, ancak anter tepki oraninda diisiis goriilmiistiir. Yapilan bir
caligmada, tiim genotipler i¢in tek bir besin ortami belirlenememis ve genotiplere gore kallus olusumu degisikenlik gostermis (Rakoczy-
Trejanowska vd.,1997) ve yine bir diger calisgmada kullanilan besin ortam bitki 1slahinda anter kiiltiiriiniin kullanimini sinirlayan
faktorlerden birisi olmustur (Afza vd., 2000). Bugdayda yapilan anter kiiltiirii galismasinda genotipin etkisi kallus olusumu ve yesil
bitki olusumu iizerine 6nemli olmus ve degiskenlik gostermistir (Weigt, Kiel, Nawracata, ve Pluta, 2015; Weigt, vd., 2016).

Faktor olarak kullanilan soguk uygulama baglangigta anter tepkisini azaltsa da, kallus olusturan anter oranini énemli seviyede
artirmasina ragmen kallus biiyiikligiinii azaltict bir etki yapmustir. Bu durumun kallus olusturan anter sayisinin daha fazla olmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Yapilan arastirmalarda anterlerin yerlestirme yogunlugunun kallus olusumu iizerine etkili oldugu
ortaya konulmustur (Ma vd., 2004)

Ana ortamin igerigi androgenesiste basari igin Onemli faktorlerden biridir. Simdiye kadar tek besin ortami ¢aligmalarda
kullanilmamis, genotip ve kiiltiir sartlarina gore bir¢ok ortamlar denenmistir. Diger bitkilerde oldugu gibi cavdar anter kiiltiiriinde de
gesitli besin ortamlar1 kullanilmistir (Daniel, 1993; Immonen ve Anttila, 1996; Guo ve Pulli, 2000; Wenzel, Hoffmann, Thomas, 1977).
Calismamizda yesil bitkicik olusumunda N6 ve NN ortamlarinin MS ortamina gore yetersiz oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu sonucun
¢avdarda (Immonen ve Anttila, 1999), arpada (Dedicova vd., 1999) ve celtikte (Mandal ve Bandyopadhyay 1997) yapilan ¢alismalar
ile paralellik gosterdigi agik vearastiricilar ¢alismalarinda N6 ortaminin da rejenerasyon igin yetersiz oldugunu ortaya koymuslardir.
Ancak genel olarak kallus sayis1 ve kallus biiyiikliigii bakimindan N6 ortaminin daha iyi sonug verdigi ¢alismamizda ortaya ¢ikmis ve
Immonen (1999) tarafindan yapilan ¢alismayla uyumluluk gostermistir.

Soguk 6n uygulamasinin incelenen 6zellikler {lizerine etkisi incelendiginde; diploid ve tetraploid ¢avdar varyetelerinde farklilik
gostermistir. Nitekim soguk 6n islem uygulamasi diploid varyetelerde kallus biiyiikliigiinii ve kalluslardan kok gelisimini 6nemli
seviyede tesvik etmis, kok olusumu incelenen tiim besin ortamlarinda %3.57-57.89 arasinda degiskenlik gostermistir.. Calismamizda
cavdarda yesil bitkicik olusumu yetersiz kalmistir. Soguk uygulamali diploid c¢avdarlarda yesil bitkicik olusumu diisiik oranda
gozlenirken, tetraploidlerde ise gozlenememistir. Bu duruma tetraploidlerde daha fazla heterozigotlugun bulunmasi yaninda ortam
faktorleri de etkili olmug olabilir. Nitekim haploid bitki elde etmede bitki genotipinin dnemli oldugu degisik arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Hatipoglu ve Sakin, 1996). Powell (1998) calismasinda arpa genotiplerinin soguk 6n uygulamasina tepkilerinin farkl
oldugunu ifade etmistir. Ayrica diger tahillar igerisinde ¢avdarin uygulanan iglemlere karsi zor tepki veren bir tiir oldugu kallus olusumu,
bitki rejenerasyonu ve yiiksek albino bitki oraninin biiyiik sorun oldugu yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (Guo ve Pulli, 2000;
Ma vd., 2004).

Soguk 6n uygulama yapilmamus diploid genotiplerde kalluslardan kok olusumu (%0.0-13.79) tetraploid genotipten (%0.0-1.85) daha
fazla olmus, ancak yesil bitkicik olusumu her iki genotipte de meydana gelmemistir. Bu sonuglar yine 6n islem olarak soguk uygulama
stiresinin genotiplere gére degisebilecegini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada ¢avdarda 4 °C’de bagaklara 1 hafta soguk uygulama
mikrospor kiiltiiriinde basar1 sansini artirmigtir (Mikotajezyk vd., 2012).

Besin ortamlarinin Kalluslardan kok olusumu ve yesil bitkicik olusumu tizerine etkisi dikkate alindiginda, soguk 6n islem uygulanan
tetraploid genotipte modifiye edilmis N6 ortami hari¢ denemeye alinan diger tiim ortamlarda kok olusumu olumlu yonde tesvik edilmis,
en fazla kok olusumu (%57.89) modifiye edilmis MS ortaminda belirlenmistir. Yine yesil bitkicik gelisimi soguk uygulamali ve MS
ortami kullanilan denemeden elde edilmistir. On islem uygulanmayan diploid genotipte k&k olusumunun modifiye edilmis N6 ortaminda
(%13.79) tetraploidlerde ise modifiye edilmis NN ortaminda (%]1.85) ortaya ¢ikmus,, ancak yesil bitkicik olusumu higbir ortamda
meydana gelmemistir.

Anter kiiltiiriinde basariyi etkileyen faktorler arasinda anterlerin alindigi donor bitkinin yetisme kosullar1 (Dodds ve Roberts, 1985;
Mikotajczyk vd., 2012), kiiltiirdeki anter yogunlugu (Cho ve Zapata, 1990), gevre sartlar1 (Mikotajczyk, 2012), besi ortami ve basaklara
soguk uygulama (Tenhola-Roininen, Tanhuanpdi, ve Immonen, 2005; Mikotajezyk vd., 2012) ve genotip (Oleszczuk, 2013)
sayilabilmektedir. Calismamizda da genotip, besi ortamlar1 komposizyonu ve soguk uygulama sonuglarimizi etkilemis ve degiskenlik
gostermistir.

4. Sonu¢

Sonug olarak, ¢alismamizda ¢avdarda anter kiiltiiriinde kallus olusumu ve yesil bitkicik rejenerasyonu diger tahillara gore ¢ok zor
olup, genotiplere gore soguk uygulama siiresi ve besinortamlarinin degisiklik gosterebilecegi ortaya konulmustur. Cavdarda anter
kiltirinde uygun metotlarin oturtturulabilmesi i¢in ¢aligmalarin yogunlagmasi gerektigi sonucuna varilmustir.
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