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Bu calisma 2013-2014 yillarinda Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitisti’'nde yUriGtilmustir,
Calismanin amaci, klasik bugday islah programlarinin anter kultlr( teknigi ile kombine edilmesi boylece islah
surecinin kisaltiimasi klasik 1slah metodlarina gére daha kisa suirede gok miktarda %100 saf hat elde edilmesi
ve dolayisiyla yeni gesitlerin gelistirimesinde zaman tasarrufu sagdlanarak maliyetin disUrtlmesidir.
Aragtirmada 61adet ekmeklik bugday F, melezi kullaniimistir, F, melezlerinin tohumlarinin vernalizasyon
ihtiyaci kargilandiktan sonra 2014 yili agustos ayinda seraya ekilmigtir. EKim ayinda basaklar alinmaya
baslanmistir, Erken-orta tek ¢ekirdekli donemde alinan basaklar naylon posetler ile sariimis ve 4°C’ de 12-
15 guin suresince bekletilmistir. Basaklar steril edildikten sonra MN6 besin ortamina her petri kabina 50-100
arasinda anter ekimi yapilmistir. Anterlerin bulundugu petri kaplari 28°C de ve karanlik kosullarda
inkubatérlere birakilmistir. inkubatérde 28. giinden sonra olusan kalluslar steril kabin igine alinarak dogrudan
190 Il kati rejenerasyon ortami Gizerine aktariimistir. Kalluslarin aktarildigi petri kaplari 25°C de 16 saat 1s1k
(50 ymol s m2) ve 8 saat karanlik kosullarda iklim odalarinda bitkiler rejenere oluncaya kadar bekletiimistir.
Bu ortamda gelisen bitkiler 1-1.5 cm olunca 190 Il kdk besi ortamini igeren test tliplerine aktariimistir. Calisma
sonucunda F, bitkilerinden 107,984 anter ekimi yapilmig, 22,979 kallus olusmus, 1160 bitki elde edilmistir.
Calismanin devaminda, elde edilen bitkiler vernalize edilmek Uzere 4°C’de soguk iklim odasina aktariimaya
baslanmistir. Vernalize edilen bitkiler saksilara aktarilarak 15°C’de 16 saat 151k/8 saat karanlik ortamda 2
hafta slreyle iklim dolaplarinda bekletilecektir. Elde edilen bitkilerin ploidi dizeylerine bakilarak spontan
diploid olanlar iklim dolaplarina ve seralara aktarilacaktir. Haploid bitkilere ise colchisin uygulanarak
kromozom katlamasi yapilacaktir. Tohum elde edilen saf hatlardan daha sonra tohum ¢ogaltimi yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Anter, double haploid, bugday

Obtaining the Pure Line in F, Generation Wheat Using Anther Culture Technique

Abstract

This study was conducted at theTransitional Zone Agricultural Research Institute in the years 2013-
2014.The purpose of the study was providing the combination conventional breeding in tegration with anther
culture techniques, so obtaining more than %100 pureline in a short time according to conventional breeding
methods, saving time andreducing cost for development of new varieties. In this research, 61 genotypes of
F, hybrid bread wheat were used. F, hybrid seeds were sown in greenhouse in August 2014, after
vernalization requirement was satisfied. Grain ears were taken at October, 2014. Ears which were taken at
early-midsingle-coreperiod, were wrapped in plastic bags at 4°C and kept during the 12-15 days.After ears
were made sterile, anther cultivation was made 50-100 units per each petri dish, in the MN6 nutrient
media.Petri dishes which were containing the anthers were left in the incubator at dark conditionsand 28°C.
Callus which were formed after 28 days in the incubator, was transferred directly into a sterile cabine and
inserted in 190 Il solid regeneration medium. The petri dishes which callus’s were transfered into, were kept
at 25°C for 16 hours light (50 pymol s' m?) and 8 h dark conditions at the climate chamber until they
regenerated. Growing plants In the semedia were transferred to the190 Il medium containing stem test tube
when they were done 1-1.5 cm. As a result, 129.744 anther was planted from F, hybrids, 14,836 callus were
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formed and 1104 plants were obtained. At the continuation of work, the obtained plants began to be
transferred into the cold climate chamber at 4°C for the vernalisation. Vernal plants were transferred into
pots at 15°C for 16 h light / 8 hours of darkness for waiting two weeks in the climate cabinet. Ploidy level of
plants were determinated and the spontaneous diploid ones will be transferred to the greenhouse and climate
cabinets. Colchicine will be applied to the haploid plants for chromosome doubling. Then, the obtained seeds
from the pure lines will be used for the seed multiplication.

Keywords: Anther, double haploid, wheat

Giris

ugday 1slahinda, dstin genotiplerin

gelistiriimesinde katlanmis haploid/dihaploid
tekniginin kullanimi dinyada ve Ulkemizde
glinden gline artmaktadir. Bu teknik, haploid
genoma sahip gametlerden geligtirilen bir
bitkinin kromozomlarinin bazi kimyasallar
kullanilarak katlanmasi sonucunda kromozom
sayisinin 2 katina c¢ikarilmasi (2n), boylece
%100 homozigot bireylerin elde edilmesini
kapsamaktadir (Ellialtioglu 2001). 1973 yilinda
anter kultird teknidi ile bugdayda katlanmis
haploid bitki Gretimi basladiktan sonra haploid
bitki Gretimi git gide artis gostermigtir. Birgcok
Ulkede basarili sonuglar alinmis, bu teknikle
Fransa’da Florin adiyla bir ¢esit (De Buyser et
al. 1987), Cin’de Jinghua No 1 (Hu et al. 1983)
ve 764 (Hu et al. 1988), Macaristan’da GK
Delibab gesidi (Pauk et al.1995) gelistirilerek
ciftcilerin hizmetine sunulmustur.

Bugdayda dihaploid uretiminde kullanilan en
yaygin iki ydntem, anter kultird ve bugday ile
misir melezlemesidir (Hussein et al. 2012).
Dihaploid bitkilerin elde edilmesinde genel
yaklagim, gametlerin baglangi¢c materyali olarak
kullanildidi in vitro tekniklerdir. Bunlardan anter
kaltura teknigi, hem yuksek yanit alinmasi ve
hem de uygulamasinin diger tekniklere gore
daha kolay olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen
tekniktir. Anter kultird, olgunlasmamis polenlerin
(mikrosporlar) bulundugu anterlerin, bitkinin
ciceklerinden izole edilerek doku kaltdra
kosullarinda uygun bir besi ortaminda
gelistiriimesi ve olgunlasmamis polenlerden
haploid embriyolarin elde edilmesi teknigidir.
Teknigin nihai hedefi kromozom katlanmasi
saglanarak %100 homozigot saf hatlarin elde
edilmesidir. Kromozom katlanmasi  bazi
bitki tirlerinde kendiliginden meydana gelmekle
birlikte, genelde kimyasal madde
uygulamalariyla gergeklestiriimektedir, colchisin
gibi antimitotik 6zellik gosteren kimyasallardan
yararlaniimaktadir (Ellialtioglu 2001). Dihaploid
bitkilerde karakterleri kontrol eden genler
homozigot olmakta ve sonraki generasyonlara
oldugu gibi aktariimaktadir. Cunkl haploid
kromozom sayisi iki katina gikartildigindan ayni
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alleller karsi karsiya gelmektedir ve sonugta
genetik kararlilik saglanmaktadir. Ayrica, verim

ve diger kantitatif karakterler igin erken
seleksiyon sansi da mumkin olmaktadir
(Snape1989).

Bugdayda F,’den baslayan genetik acilimin
Ust diizeyde bir homozigotluga ulagsmasi igin en
az 6-7 generasyon gerekmektedir. Buna karsin,
dihaploid tekniginde in vitro kromozom katlanmasi
sonucu tek generasyonda %100 homozigot saf
hatlarin elde edilmesi mimkindur. Kromozom
katlanmasi ile resesif genlerin sorumlu oldugu
karakterler, dominant genler tarafindan
ortilemeyeceginden ve eklemeli gen etkisi ikiye
katlandigindan %100 homozigot olan dihaploid
bireylerde, bu karakterleri izlemek ¢ok daha
kolaydir. Bir baska deyisle bu bitkilerin déllerinde
bir acilim olmadigi igin genotipler arasinda ¢ok iyi
bir ayirim saglanabilmektedir. Sonug olarak anter
kaltaru teknigi ile bir yandan islah suresi buyuk
oranda kisalirken (bugdayda 4-5 yil) bir yandan
da seleksiyonun bagarisi dolayisiyla da islah
etkinligi yiksek oranda artmaktadir.

Materyal ve Yontem

Calismada yurt ici ve yurt diginda gelistirilen
tescilli cesitlerin melezlenmesi sonucu elde
edilen 61 adet F, melez kombinasyonu materyal
olarak kullaniimistir. Calismada kullanilacak
bugday basaklari, anterlerde bulunan c¢icek
tozlari erken-orta univalent (tek c¢ekirdekli)
dénemde (gicek tozlari binokller altinda
incelenerek) alinmistir. Seradan alinan basaklar
icinde su bulunan erlenmayere konulmustur.
Alinan bagaklar naylon posetler ile sarilmis ve
4°C’ de 12-14 giin suresince bekletilmistir. On
soguk uygulamasindan sonra basaklar
Uzerindeki yaprak ve diger aksamlar
temizlenerek, basaklarda ylzey sterilizasyonu
yapiimistir. Bu amagla, birka¢ damla tween 80
iceren %2’lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisi icinde 20
dakika suresince galkalanmis, steril kabin iginde
onceden hazirladigimiz steril su ile dort-bes defa
yikanmigtir. Bagakgiklardaki anterler steril kabin
icinde, steril penslerle alinmig ve daha 6nceden
hazirlanmis, icinde MNG sivi besi ortami bulunan
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Sekil 1. a. On soguk uygulamasi b,c. Bagaklarin sterilizasyonu d. Anter ekimi e. inkiibatdrdeki anterlerin
go6rinumd f. Olusan kalluslar g. Olusan bitkicikler h. Rejenerasyon ortamindaki bitkicikler 1. Bitki blyttme

kabinindeki bitkiciklerin gorinimi k. Colchicine uygulamasi |I. Flow sitometri m., n.Seradaki bitkiler

(calismadaki orijinal resimler)

Figure 1. a. Preliminary cold application b,c. Sterilization of spikes d. Anther planting e. Anthers during
incubation f. Callus formation g. Plantlets h. Plantlets in regeneration medium 1. Plantlets in growth chamber

k. Colchicine application I. Flow cytometry m., n. plants in greenhouse (original)

petri (60x10 mm) kaplarina ekilmistir (Ouyang
1986). Petri kaplarinda bulasmayi énlemek igin
kaplarin etrafi parafilm ile sarilarak 29°C’de
karanlk inkiibatore konulmustur. 4-5 hafta sonra
olusan kalluslar bitki rejenerasyonu icin 190-II
(Zhuang ve Hu 1983) besi ortamina aktariimistir.
Kalluslarin aktarildigi petri kaplari 25°C de 16
saat 1s1k (50 ymol s™' m?) ve 8 saat karanlik iklim
odalarinda bitkiler rejenere oluncaya kadar
bekletilmistir. Bu ortamda gelisen bitkiler 1-1.5
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cm olunca 190 Il kdk besi ortamini iceren kdk
tiplerine aktarilmistir. Kok gelisme ortamina
aktarilan bitkicikler 25°C de 16 saat igik (50 pmol
s m2) ve 8 saat karanlik iklim odalarinda bitkiler
gelisinceye kadar (2-3 hafta) bekletilmistir.
Gelisen bitkicikler vernalizasyon isteklerini
karsilamak icin + 4 °C de 6 hafta slireyle soguk
iklim odasinda bekletilmistir. Besi ortaminda
yeterince kok ve slrgln gelismesi gosteren
bitkiler saksilara aktariimistir.
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Cizelge 1. Ekmeklik bugday melezlerinden elde edilen anter, kallus, albino bitkicik, yesil bitkicik, haploid ve
spontan bitki oranlari ve sayilari

Table 1. Anter, callus, albino plant, green vegetative, haploid and spontaneous plant ratios and numbers
obtained from bread wheat hybrids

Melez Anter . . en s Haploi Spontan
No Melezlerin Pedigrisi Sayisi Kallus Albino Rejenerasyon Yesil Bitkicik dbitki  bitki
(Adet)  Adet %  Adet %  Adet %  Adet %  Adet Adet
1 Porsuk /Sultan 3924 588 14.9 79 13.4 9 1.5 8 1.3 2 6
2 AK 702/Paledor 4922 1876 381 223 118 44 2.3 42 22 10 32
3 AK 702/Garcia 3233 451 13.9 42 9.3 13 2.8 12 2.6 1 11
4 AK 702/ Yildiz 3443 914 265 130 14.2 44 4.8 40 44 15 25
5 AK 702/Syrena Odeska 2167 1313 605 179 13.6 30 2.3 28 21 4 24
6 Esperia/ Pandas 3598 670 18.6 83 12.3 20 2.9 19 2.8 2 17
7 Esperia/Sénmez 4431 899 202 117 13.0 4 0.4 2 0.2 - 2
8 Esperia / Yunus 240 13 54 5 38.4 4 30.7 4 30.7 - 4
9 Esperia / Krasunia 324 20 6.1 4 20 - - - - - -
10 Sultan/ Yunus 2813 364 12.9 30 8.2 8 22 8 22 1 7
1 Sultan/Tosunbey 4314 555 12.8 66 11.9 32 5.7 28 5 8 20
12 Tahirova 2459 386 15.6 32 8.2 7 1.8 6 1.5 2 4
13 Altay 2204 294 13.3 34 11.5 4 14 4 1.3 - 4
14 Altay /Tosunbey 4137 506 12.2 62 12.2 32 6.3 31 6.1 8 23
15 Altay / Porsuk 78 7 8.9 - - - - - - - -
16 Gelibolu / Aldane 1017 77 7.5 15 19.4 - - - - - -
17 Bezostaja/Gelibolu 4422 537 121 57 10.6 7 1.3 6 1.1 - 6
18 Kirag / Krasunia 3581 724 202 106 146 51 7.04 44 6.07 2 42
19 Soénmez / Esperia 3418 817 23.9 78 9.5 6 0.7 5 0.6 1 4
20 Mufitbey / Kadett 2930 627 213 77 12.2 5 0.8 5 0.8 - 5
21 Atilla / Konya 180 48 26.6 - - 10 20.8 9 18.7 - 9
22 Siizen / Konya 1827 250 13.6 24 9.6 - - - - - -
23 Konya / Tanya 667 21 31.6 8 3.8 2 0.9 2 0.94 - 2
24 Konya / Batko 721 50 6.9 8 16 3 6 3 6 - 3
25 Konya / Kutluk 944 171 18.1 8 4.6 14 8.1 12 7.01 3 9
26 Tahirova / Konya 1831 88 4.8 22 25 - - - - -
27 Miufitbey / Neepawa 2345 86 3.6 16 18.6 2 23 2 23 - 2
28 Yubileyneya/Sagittario 661 70 10.5 12 171 7 10 6 8.5 - 6
29 Kutluk/ Esperia 1345 121 8.9 24 19.8 1 0.8 1 0.8 - 1
30 Kutluk / Krasunia 774 110 14.2 8 7.2 3 27 3 2.7 1 2
3 Y-100 / Katea 1100 39 3.5 2 5.1 - - - - - -
32 K-99 / Konya 336 10 2.9 - - - - - - - -
33 Lastochka / Katea 775 278 358 66 23.7 2 0.7 2 0.7 2
34 Oksana /AK-702 364 44 12.8 3 6.8 1 22 1 2.27 - 1
35 AK-702 / Ronsard 230 - - - - - - - - - -
36 Sénmez / Tosunbey 3084 366 0.1 48 13.1 1" 3 10 27 7 3
37 Tosunbey / Sénmez 3116 209 6.7 20 9.5 5 24 4 1.9 1 3
38 Tosunbey / Nota 2232 96 4.3 7 7.3 2 2.08 2 2.08 - 2
39 izgi / Tosunbey 1405 132 9.3 12 9.1 15 1.3 14 10.6 6 8
40 izgi / S6nmez 2490 245 9.8 58 23.6 4 1.6 4 1.6 - 4
41 Nota / Tosunbey 1376 163 11.8 23 14.1 24 14.7 21 12.8 2 19
42 Harmankaya / Altay 1992 81 4.06 8 9.8 - - - - - -
43 Vratsa/Kate(7) 2016 938 465 114 121 94  10.02 82 8.7 19 63
/ILib/kuz/3/Vratsa/Kate
(8)/4/Tosunbey
44 Vratsa/Kate(7) 1881 2207 1173 297 134 236 106 213 9.6 45 168
/ILib/kuz/3/Vratsa/Kate
(8)/4/Esaual
45 Vratsa/Kate(7) 3195 1132 354 194 171 123 10.8 108 9.5 39 69
/ILib/kuz/3/Vratsa/Kate
(8)/4/Aldane
46 Vratsa/Kate (8)*2//WU GENG 2848 1776 623 121 6.8 316 178 290 16.3 89 201
8025 /3/S6nmez
47 Vratsa/Kate(8)*2 //IWU GENG 1541 203 13.1 20 9.8 1 0.5 1 0.5 - 1
8025 /3/Tosunbey
48 SpillmanHRS/4*Tova- 3111 505 16.2 82 16.2 36 71 32 6.3 - 32
2000(Kirmizi tane) // Aldane
49 Vratsa / Kate(7) // Lib / kuz / 3 3062 1585 51.7 163 10.2 36 227 33 2.08 7 26
/Vratsa/Kate(8)/4/Ceyhan99
50 NX02Y4481WaxyBeyaz/ 1869 127 6.7 46 36.2 13 10.2 13 10.2 1 12
Sénmez
51 Bezostaja x Konya 93 - - - - - - - - - -
52 Konya x K-99 918 - - - - - - - - - -
TOPLAM 107984 22979 2833 1281 1160 276 884

Bu bitkilerde ploidi dlizeyi belirlenerek, seraya saksilara ekilmistir. Haploid olan bitkilere
haploid ve spontan dihaploid olanlar colchisin uygulanarak kromozom katlamasi
belirlenerek spontan dihaploid olanlar dogrudan  yapilmis ve iklim odalarina aktariimistir.
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Bulgular ve Tartigma

Ozel sektor isbirligi kapsaminda yapilan bu
calismada 61 adet F, ekmeklik bugday melezi
serada yetistirilmis, 9 adet F, melezinden basak
olusumu olmadigi igin basak alinamamistir. 52
adet F, melezinde olusan erken-orta univalent
(tek cekirdekli) dénemdeki tim basaklar
alinmistir Calisma sonucunda elde edilen veriler
Cizelge 1'de gosterilmistir. Cizelge 1 de kallus
sayilari incelendiginde;  2,7,11,14  nolu
melezlerden ekilen anter sayisi sirasiyla 4922,
4434, 4314, 4137 iken olusan kallus sayisi
1876,899,555 506'dir. 44 nolu melezden ekilen
anter sayisi 1881 iken olusan kallus sayisi 2207
olmustur. 8, 15, 21, 32 nolu melezlerden sirasiyla
ekilen anter sayisi 240, 78, 180, 336 iken, olugsan
kallus sayisi sirasiyla 13, 7, 48, 10 olmustur. Bu
da olusan kallus sayisinin genotipe ve ekilen
anter sayisina bagli olarak degistigini
gOstermistir. Ayni sekilde rejenere olan bitkicik
sayisl, albino bitki sayisi ve olusan haploid ve
spontan diploid bitki sayisi da genotipe ve olugan
kallus sayisina gore degismistir. Olusan 1160
adet bitkicigin 276’s1 haploid, 884’U spontan
diploid olmustur. Bu bulgular Cistue et al. (2006)
tarafindan yapilan galisma ile desteklenmektedir.
Albino bitki rejenerasyon oraninin genotiplere
bagh olarak farkliik gdstermesi ile ilgili
bulgularimiz, Li et al. (1988). Abd-EL Maksoud
and Bedo (1993) ve Orshinsky and Sadasivaiah
(1994) ve Altintas ve ark. (2005)'nin bulgulari ile
uyum icerisindedir. Bitki rejenerasyon oraninin
genotipe bagh olarak farklilik gdstermesi ile ilgili
bulgularimiz, Bullock ve Baenziger (1982), Liang
ve ark. (1987), Li et al. (1988), Foroghi -Wehr
and Zeller (1990), De Buyser et al. (1992),
Ghaemi ve ark. (1993), Ghaemi et al. (1995),
Saidi et al. (1997) ve Altintas ve ark. (2005)'nin
bulgularini desteklemektedir.

Sonug

Kromozom katlamasi sonucu ve spontan
diploid olarak 860 adet hat elde edilmistir. Bu
sonuglarin 1siginda, haploid bitki Gretiminde
baglangic materyali  olarak  kullanilacak
genotiplerin secimi olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alisma
bugday islah programlarinda anter kulttrd
tekniginin uygulanabilecegini gdstermektedir.
Elde edilen bu sonu¢ Hatipoglu ve ark.
(1994)nin, Bilir ve ark. (2009) ve Korkut ve ark.
(2001) sonugclariyla uyumludur.
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