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OZET
Yiitksek Lisans Tezi

YULAFTA (4yeng sativa L-) TOHUM IRILIGININ
BITKi REJENERASYONUNA ETKISi

Selcen SIMSEK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal

Danigman:Prof. Dr. A. Murat OZGEN

Bu ¢ahgma 2002-2003 yillannda A.U.ZF. Tarla Bitkileri Bslimit Biyoteknoloji
laboratuvar ve serasinda yiriitiilmiigtiir. Arastirmada; ikisi gesit (Ankara 76 ve Ankara
84), sekiz hat (803, 804, 805, 821, 822, 823, 824, 825) olmak iizere toplam 10 yulaf
genotipi kullanilmig, bu genotipler tane iriliklerine gére biyik ve kiiciik olarak iki
gruba ayrilmugtir. Kallus olusumu i¢in 8 ml/L 2,4-D igeren sivi MS ortamn ve bitki
rejenerasyonu igin 20 g/L sucroz ve 7 g/L agar igeren kat1 MS ortarmu kullaniimigtir.

Caligmada, kallus olusumu , kallus agirhif1 , rejenerasyon kapasitesi, killtiir etkisi ve
rejeneratif bitki sayist parametreleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; iri
tanelilerde kallus olugumu % 98.3-100; kallus agirligi  0.84-1.84g, rejenerasyon
kapasitesi % 51.17-83.3; kiiltiir etkisi % 50.0-83.3, bitki sayis1 4.6-12.3 arasinda; kiiciik
tanelilerde ise bu degerler sirasiyla %85-100, 0.60-1.42 g, % 26.9-59.9, % 25-98.3 ve
4-9.6 olarak belirlenmisgtir,

Yulafta kallus olugumu ve bitki rejenerasyonuna tane iriliginin etkili oldugu, bilyik
tanelerin rejenerasyon kapasitesinin daha yitksek oldugu ve yulafta transgenik bitki elde
etme ¢aligmalarinda bunun $nemli bir avantaj olacag: saptanmustir.

2004, 45 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Yulaf, 4venq sativa L., tohum iriligi, kallus olusumu,
bitki rejenerasyonu



ABSTRACT
Master Thesis

EFFECT OF SEED SIZE ON THE PLANT REGENERATION
IN OAT (4vena sativa L

Selcen SIMSEK

Ankara University
Graduate School of National Applied Science
Department of Field Crops

Supervisor: Prof, Dr. A. Murat OZGEN

This research was carried out at the Biotechnology Laboratory and greenglass of the
Department of Field Crops, Faculty of Agriculture, University of Ankara between 2002-
2003 years. Ten oats genotypes containing Ankara 76 and Ankara 84 as cultivars and
803, 804, 805, 821, 822, 823, 824, 825 as lines were used as plant materials. According
to the seed size these genotypes were divided into two groups as large and small
samples. Liquid MS media, supplemented with 8 mg/L 2,4-D and solid MS media,
supplemented with 20 g/L sucrose, 7 g/L agar were usud for cullus induction and plant
regeneration respectively.

In this study, callus induction, callus weight , regeneration capacity , culture efficiency
and regeneration plant number parameters were determined, According to the result of
the research, callus induction, callus weight, regeneration capacity, culture efficiency
and plant number were changed between 98.3-100 %; 0.84-1.84 g, 51.7-83.3 %, 50.0-
83.3 and %, 4.6-12.3 for large seeds, and 85-100 %; 0.60-1.42 g, 26.9-59.9 %, 25-78.3
% and 4-9.6 for small seeds respectively.

The results revealed that seed size was significiantly effective on callus induction and
plant regeneration in oats and regeneration capacity of large seeds were higher than
small seeds. The results showed that it would be an important advantage in the studies
of achievement of transgenic plants in oats,

2004, 45 pages
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1. GIiRIS

Yulaf, bugday ve arpaya gore olduk¢a yeni bir killtiir bitkisidir. Bugday ve arpanin
kiiltiirii ¢ok eskiden yapilirken; yulaf uzun zamandir yabani ot olarak bilinmistir. Buna
kargin iki bin yillik ge¢misi olan yulaf, diinya ekilis ve firetimi bakimindan serin iklim
tahillan iginde iigiincti sirada; tilkemizde ise bugday, arpa ve gavdardan sonra dérdiincii
sirada yer almaktadir. Yulafin diinyadaki ekim alani 15 milyon ha, tiretimi 24 milyon
ton ve verimi 2300 kg/ha olup tilkemizde ekim alan: 150.000 ha, Gretimi 300.000 ton ve
verimi 1850 kg/ha ‘dir (Anonymous 2003).

Yulaf tarimi, 64 o Kuzey-35 o Giiney enlemleri arasinda yayilmistir. Kuzey Yarikiirede
40 o Kuzey — 55 o Giiney enlemleri arasinda 4. g4zv4 ¢esidi yaygindir. Gilney yan
kiirede ise yulaf ekimi azdir. Yulaf yeryiiziiniin Snemli iiretim bélgelerinde genellikle
yazhk olarak ekilir. Ancak, kishk yulafin , yazlik ekilenlerden % 40-50 daha fazla iirtin
sapladipn  bilinmektedir. Ulkemizde ise hem yazlik hem de kishk olarak
yetistirilebilmektedir. Yulaf tarnmi kighk olarak daha ¢ok Akdeniz ikliminin hakim
oldugu yerlerde yapilmaktadir,

Yurdumuzda tane yemlerin 6nemi yildan yila artmaktadir. Karbonhidrat igerigi (% 53-
65) bugday, arpa ve ¢avdardan biraz diigtik, ham selitloz (% 6.12) ve kiil miktar1 (% 2-4)
ise yliksektir. Yulaf tanesinde bulunan “,yepi,” maddesi geng organizmalarin
gelismelerini ve atlarinda kaslann gliclenmesini saglar. Ote yandan, yulaf samam ise en
yiiksek besleme degerine sahip olan bir hayvan yemidir. Ayrica insan beslenmesinde,
yulaf unu yurdumuzda son yillarda yayginlagmaya baslamistir, Yulaf bitkisinin
beslenme deferinin yiiksek olmasina kargin tane dSkmesi nedeniyle biger-déverle

hasada elverigli olmamas: yulaf ekim alanlarinin gerilemesine neden olmusgtur.

Serin iklim tahillan i¢inde yulaf, iklim istekleri en fazla olan bir cinstir, Fazla soguk ve
sicak olmayan, bagil nemi yitksek olan yerlerde iyi yetigir. Sicakhifin 4 oC’nin altina
diismedigi ve 17 oC’nin iistiine gikmadifi, bagil nemin ise sitrekli olarak % 70-80
arasinda bulundugu yerler yulaf i¢in ¢ok uygundur. Yulafin bir yandan serin ve nemli

iklimlerden hoglanmasi, 6te yandan dilsitk sicaklara karst dayamksiz olmas: kiglik ekim



alaniin gelismesini engelleyen baglica nedenlerdir. Yan kurak bolgelerdeki yazlik
. ekimlerde yulaf diisiik verim getirmektedir. Yulaf suyu ¢ok sever. Ancak bunun yaninda
besin maddelerinin fazla oldugu yerlerde kuvvetli gelisecefinden yatma sorunu
olmaktadir. Kurak ve sicak bolgelerde yulaf tanmimmin en dnemli sorunu ise pas
* hastaliklardir,

Yulaf bitkisi, toprak segiciligi bakimindan gavdardan sonra gelmesine karsihk iklim
istegi yoniinden en fazla olan bir serin iklim talhdir (Kiin 1988). Yulaf diger serin
iklim tahillanna oranla yiiksek tuz konsantrasyonlarina dayanabilmektedir. Ozellikle

tohum baglama devresinde toprak neminin ve nispi nemin uygun olmas: gerekmektedir.

Yulaf ekilisinde piderek azalma s6z konusudur. Ancak, Tirkiye’de yulaf ekiliginin az
olusunun baslica nedeni, giivenilir kighk cesitlerin fireticiye saglanamamasidir.
Pazarlama ve titketim sekilleri de ekim alamimn artinlmasinda etkilidir. Bunun en
belirgin &rnegini, giniimiizde giderek artmakta olan “Yulafl” bisklivilerde
gorillmektedir.

Turkiye’de en fazla yulaf ekili§ ve iretimi Konya ilindedir. Konya’da yulaf ekim alam
34.977 ha ve iiretimi 47 004 tondur. Bu ilimiz Tiirkiye yulaf ekiliginin % 22’sim,
tiretimin ise % 16 saglamaktadir. Konya ilini ekim alam bakimindan Kocaeli,
Canakkale, Istanbul, Antalya ve Balikesir; tiretim bakimindan Kocaeli, Istanbul,
Canakkale ve Antalya izlemektedir. Yulaf tiretiminin en az oldugu il 2 ton ile Rize’dir
(Anonim 2003).

Introditksiyon, seleksiyon, melezleme, mutasyon ve poliploidi yulaf 1slahinda
uygulanan klasik islah yontemleridir. Bu y8ntemlerle elde edilmis ekonomik 6neme
sahip ¢ok sayida yulaf gesidi bulunmaktadir, Ote yandén, her yontemin de kendine
6zgli sorunlart vardir. Bu bakimdan introdﬁksiydndaki en Snemli sorun, yeterli
adaptasyon (uyum) denemeleri yapilmadan gesitlerin dretim alinmasi ve sonugta
istenilen basarinin elde edilmemesidir. Seleksiyon galigmalarinda ise gesit 1slahinin
uzun yillar almasidir. Olas1 bir hastahk salginna kisa siirede ¢6zim {iretilemez.

Seleksiyon ile birlikte en fazla kullamlan y8ntem olan melezlemede de bazt sorunlar



vardir. Amaca uygun ve ydreye adapte olmus anaglarn' segilmesi, istenmeyen
karakterlerin déllere gegisi, melezlemede kastrasyonda karsilagilan gesitli zorluklar,
tiirler arasindaki izolasyon, akrabalik derecesi, seleksiyon isleminin uzun yillar almasi
buna 8rnek olarak verilebilir (Demir 1975, Ulukan ve Ozgen 1998,s Sehrali ve Ozgen
2002). Mutasyon 1slahinda ise, uygulanan mutagenlerin genetik materyalde ne gibi bir
degisiklige neden olacag kesin olarak dnceden bilinemedigi i¢in, yapilan ¢aligmalarin
amaglann ve etkisi tam olarak ortaya konulamamaktadir. Bu durum ise elde edilen
mutantlarda amaca uygun olarak yeniden seleksiyonlarin yapilmasini gerektirmekte;
aynca birgok morfolojik ve ﬁzyolojik aksakliklar da ortaya ¢ikarak bitkide gelisim
yavaglamaktadir,

Bir bagka islah y6ntemi olan poliploidi, bitkilgrin gelismelerini  etkilemektedir.
Poliploidinin uygulandi® bitkilerde osmotik basincin diigitk olmas: hiicre boliinmesinin
hizim  yavaglatmaktadir. Bu da dolaylh olarak kardeslenmenin azalmasi ve
¢igeklenmenin gecikmesi gibi fizyolojik degisikliklere neden olmaktadir. Homolog
kromozomlarin meyoz boliinme sirasindaki eslesme giigliigii kisirlik sorunu yaratirken,
tilrler aras1 genetik izolasyonun da tohum baglama oramm azaltict etkide bulundugu
ifade edilmektedir (Sehirali ve Ozgen 2002).

Ote yandan, tarimsal istatistikler Dilnya tizerindeki tarim alanlarimin en son simirina
ulagtifim gostermektedir. Suras: agiktir ki artan diinya niifusuna paralel olarak, tiretimi
¢ogaltmanin tek yolu verimliligi artirmaktir. Bunu saglayabilmek i¢inde, diger kiiltiir
bitkilerinde oldugu gibi, yulafta da hretim ditzeyinin artirilmas: gerekmektedir,
Kugkusuz, bunu gergeklestirmenin bir bagka 6n kosulu da uygun yetistiricilik
tekniklerini uygulamak ve yitksek verimli, hastaliklara dayamkh gesitleri kullanmaktir.
Halen giiniimilzde yulafta verimli islah gesitlerini ortaya koyabilmek igin degisik
birgok 1slah yéntemlerinden yararlamlmakta, verim ve kalite artisint saglayan gegitler

1slah edilmektedir.

Bitkilerde klasik 1slah ¢aligmalariyla gesit ortaya koyabilmek oldukca gil¢ olup uzun
zaman almakta; ayrica, hastalik ve zararhlarin sirekli ik degistirmesi karsisinda
dayamkhliklan kirilmaktadir. Bu ve benzeri sorunlar nedeniyle, tarla kosullarinda uzun



yillar ¢aligma gerektiren klasik 1slah yontemlerine yardimci olabilecek, farkli tiirlerden
gen aktanimina olanak saflayacak, 1slah stiresini kisaltabilecek, daha az materyalle ve
daha kontrollil bir ortamda galigma yapilmasin: saglayabilecek genetik mithendisliginin
ve doku kiiltiirll tekniklerinin gelistirilmesi, 6teki killtiir bitkilerinde oldugu gibi yulafta

da 8nemlidir,

Giintimilzde yulafin klasik 1slalindaki varolan sorunlarim asabilmek igin, doku kiiltiirii
ve biyoteknolojik yontemlerden yararlanmak kagimlmazdir. Genetik mithendisligi
tekniklerinden yararlanilarak, gen aktarmada Snemli bir adim olan, kallus olusumu ve
bitki rejenerasyon galigmalarinda ise basarmnin, genotipin yanminda birgok etkene bagh
oldugu bilinmektedir.

Bu aragtirmanin amaci, Orta Anadolu Bélgesi’ne uyum saglamis kishk yulafta (4yen4

sativa L) tane iriliginin kallus olugumu ve bitki rejenerasyonuna etkisini saptamaktr.



2. KAYNAK OZETLERIi

Doku ve hilcre killtiirll teknikleri ytiksek bitkilerle galisma ve hiicre dilzeyinde
maniiplasyon olanaB: saglar. 1963 yilinda Murashige ve Skoog tarafindan kendi
adlariyla (MS) amlan yapay besin ortaminin bulmasindan sonra, doku kiltiiri ve
biyoteknolojik ¢aligmalar mzlanmustir. Yulafta (Jyeng sarivg L) olgunlagmis tohumlarin
kullamldigi ve bunlardan geligtirilen doku killtiirlerinde bitki rejenerasyonunun
saglandif1 bildirilmektedir (Rines and McCoy 1881°c gore Carter vd 1967). Birgok
bitkinin 1slahinda oldugu gibi, yulafin 1slah ¢aligmalarinda da aragtiricilar bu ySntemteri
kullanarak 6nemli gelismeler saglamuglardir. Yulafta, bugdayda ve gesitli tahil
tiirlerinde biyoteknolojik ydntemlerden yararlanilarak yapilan galigmalar tarih sirasina
gbre asagida Szetlenmistir.

Cummings vd (1976), yulafta doku kiltiirll uygulamasi igin olgun embriyo ve meristem
dokularinin yararh, kullanigli ve alternatif bir rejenerasyon kaynag: oldugunu, ve bu
eksplantlarin  kijltiir  etkisi yioksek bir gen aktanmi ¢aligmasmna dayanak
olusturabilecegini belirtmiglerdir.

Rines ve McCoy (1981), kiltir yulaflarinda  (4yeng sativa L.) doku killtiirit
caligmalarinin  yapildifim, yulafta ilk bitki rejenerasyonunun olgun embriyolar

kullanilarak Carter ve ark. tarafindan 1967 yilinda baglandigini bildirmislerdir.

Rines (1982), yulaf anter kitltiiriiyle haploid bitki kiltiirt ve kallus olugumuna
genotiplerin etkisini aragtirdift ¢aligmasinda; cesitli kiiltiir ortamlarina alti yulaf (4.
sativa L) cesidinden yaklagik 65 000 anter aldifin1 ve bunlarin 2 627 ‘sinden kallus elde
ettifini, Stout ¢esidinden aldifi anterlerden biri haploid (n = 3x =21) ve ikisi diploid
(2n = 6x = 42) olmak iizere ii¢ bitki gelistirdigini, bu bitkilerin yulaftan anter killtiirti
yoluyla elde edilen ilk kiiltilr bitkisi niteligini tapidigim belirlemis; arastiricy, kullanilan
kitltiir kosullarinda “Stout” ve “Clintford” ¢esitlerinin anterin' % 30’undan kallus
olugunu; ancak denemeye aldif1 diger genotiplerin % 6’sinda ise anter kiltiiriiniin etkili
olmadiini saptamigtir.



Lorz vd (1988), tahillarda gen aktarimi ve ileri doku killtiirQl tekniklerini inceledikleri
¢alismada, ¢eltik ve arpada eksplant olarak olgun embriyolari kullandiklaring;
rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisinin gok diisitk oldugunu belirtmislerdir.

Bregitzer vd (1989), yulafta hiicre diizeyinde genetik deBisimlere uygun kallus
kijfltlirlintin ~ belirlenmesini amaciyla yapilan bu ¢alismada; olgunlagmamsg
embriyolardan elde edilen yulaf kalluslarmin 60 g/L sukroz igeren hormonsuz MS
ortamina alindifim ve kirilict olmayan yulaf kalluslarinin elde edildigini, 26 haftalik
kinlhic: olmayan kalluslardan izole edilen embriyogenik kisimlarm kinlier kallus
tiretmeleri i¢in 2 mg/L 2,4-D ve 20 g sukroz igeren MS ortaminda alt kiiltiirlere
alindifans, bu kirther kalluslanin 60 g sukroz igeren MS ortamina transfer edildijinde
somatik embriyolarin olgunlagtifini, kirilicr kalluslar hormonsuz ve 20 g sukroz igeren
MS ortamma transfer edildiginde embriyolann siirgiin verdigini, kinlict kallus
olusumundan 78 hafta sonra rejenere bitkilerin elde edildigini ve in vitro kogullarda
yulafta genetik degismelerde kirlict kallus kiiltiirlerinden yararlanilabilecegini

bildirmiglerdir.

Lorz (1989), tahillarda in vitro kosullarda yiiriitillen bitki rejenerasyon ¢aligmalarinda
gok hiicreli cksplantlarla bagariya ulagildipim ve tahdlara alternatif gen aktarm
ydntemlerinin uygulanabilecegini belirtmistir.

Bregitzer vd (1991), yulafta somatik embriyolardan kallus olugturarak, ok sayida bitki
rejenerasyonu saglandigim, yulaftan elde edilen embriyogenik kirilici kalluslardan
olusan siispansiyon killtiirtinden iriliklerine bagh olarak alinan kalluslan vortekse tabi
tutarak somatik embriyolar olusturuldugunu, iriligi 300-380 Mm olan kalluslardan en
iyi somatik embriyolar elde edildigini, elde edilen bu -somatik embriyolarn %55°1ik
kismindan tekrar kallus olugtugunu; kalamindan % 22 oraminda fertil bitki
rejenerasyonu  saflandifim; aragtrmanin  sonucunda partikill bombardimaniyla
yapilacak gen aktariminda kirilic embriyogenik yulaf kallusundan elde edilen somatik
embriyolarm diger eksplantlara gére daha uygun oldugunu saptamglardir.



Chen vd (1994), aragtirmalarinda yulafda k6k primordiasindan kallus olugumunu ve k&k
primordia-meristematik bolgesini inceleyerek; yilksek konsantrasyondaki 2,4-D’nin
tohumda k&k uzamasim durdurdugunu ancak; ikinci koklenmenin baglamasi ve
embriyogenik hiicre sayisinin artig g8sterdigini dolayisiyla rejenere bitki sayisimin da

arthfim belirtmiglerdir,

Chen vd (1995), aragtirmalaninda sera ortaminda yulaf yaprafindan elde ettikleri
ekslantlarda, bu dokunun diger olgunlagmis kisimlarina goére olduk¢a hizli bir
rejenerasyon olusturdufunu; rejenerasyon kapasitesi bakimindan daha ¢ok bitkide
gelisimini tamamlamus organlara (6rnegin tohuma) y&nelmenin basarty: arhiracagim,
flow-cytometry teknigi ile hiicre gekirdegindeki DNA miktan ile kallus olusturma
kapasitesi arasindaki iligkinin belirlenebilecegini, apikal meristem’den elde edilen
kallustan somatik embriyogenesisi 3 farklt auxin konsantrasyonlarinda denemeye
alindifing; farkli ortamlarin aym rejenerasyon potansiyeline sahip oldufunu ve en
yiiksek rejenerasyon frekansinin % 60 oldugunu saptamislardir.

Ozcan ve Ozgen (1996), 1slah edilmis kiilttir bitkilerinin yabani formlaryla
karsilastirildiginda birgok mantar, bakteri ve viriis hastaliklar ile zararlilara karsi daha
duyarl olduBu, bu durumun genelde uygulanan islah y8ntemlerinin eksikliginden
kaynaklandifim belirtmigler; islah programlarinda, seleksiyon ¢aligmalarinda iiriin
kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler 6n planda mmldugundan, hastalik ve zararlilara kars:
dayamkliliin her zaman ikinci plana atildifin, bitki genetik mithendisligi tekniklerinin
kullamlmasiyla, 1slah siresinin kisaltilmasiun yaninda; melezlemede kargilagilan
engellerin, genetik baghlik sorunlarmin ve gen havuzlanndan yararlanmadaki
sirlamalarin kolayca ortadan kalkacafint; ayrica tahillar gibi ekonomik 6nemi biiyiik
olan bitkilerde klasik islah y&ntemlerinin yetersiz kalindigt durumlarda ve zaman

kazanmak agisindan biyoteknolojik y6ntemlerin 6nemini vurgulamiglardir,

Kiviharju vd (1997), dort farkh yulaf tir ( Avene sativa, A. nuda, A. sterilis ve A.
byzantina L)’ Unden elde edilen yedi genotipte farkli iki besi ortami kullanara anter
kitltlirli yapmuslar; en ytiksek kallus gelisimi % 17.3 oraniyla 4 ¢q¢ivq 'dan gelistirilen

Stout gesidinin olugturduguny; 4 sqrive’n iki Ve 4 pyudq’nin bir gesidinin hormonsuz



ortamda 2,4-D’li ortama gore 2 kat daha gok anter kiltiirit sagladifing 4 gserilis L.
CAV 2648 gesidinin ise %10 sukroz igeren 2,4-D’li kati MS ortaminda beyaz ve
embriyogenik yapilar olusturarak rejenenerasyon gésterdigini; bu gesit, dilsitk sucrouse
konsantrasyonda auxin tagima inhibit8ril (TIBA) bulunan ortama aktanldifinda 3 yesil
[2 diploid (2n=6x=42) ve 1 haploid (n=3x=21)] ve 2 albino bitkicigin gelistigini; diploid
bitkilerin sera kosullarinda tohum bagladigimi, yulafta “androgenesis” sorununun

* giderilebilmesi igin, anter kiiltiiriinden yararlamlabilecegini saptanuglardir.

Bered vd (1998), in vitro ortamda 9 yulaf (A. sativa L.) ¢esidini rejenerasyon yetenegini
belirlemek amaciyla 1- 3 mm iriligindeki olgunlagmamig embriyolarnn 4 mg/L, 2,4-D
MS ortamma alindigini, ileriki asamada 2,4-D kontrasyonunun azaltildigam ve bitki
rejenerasyon agamasindayken ortamdan tamamen uzaklagtinldigimi, elde edilen
kalluslarin, somatik embrioit {iretiminin, karakterler arast iliskinin ve rejenerasyonun
kontrol edildifini, tiim gesitlerde bitki rejenerasyonunun gézlendigini, embriyogenesis
ve rejenerasyon aralarinda diigiik korelasyon saptandifimi, yulafta organogenesis ve

¢imlenme olaylarinin sonucunda bitki rejenerasyonun saglandigim bildirmiglerdir.

Gless vd (1998), in vitro kogullarda yetistirilen bes yulaf ¢esidinin geng bitkilerin den
-alinan yaprak taban kisimlarini eksplant olarak kullanarak kallus olusumu ve stirgiin
regenerasyonunu inceledikleri g¢alismada; oksin igeren ortamda eksplantlarin kallus
olusumu ve siirgiin rejenerasyonu bagariyla sagladigin, rejenerasyon frekans: ve kallus
olusum kapasitesinin eksplant yagina ve ¢eside gére depistifini, 5 farkli yulaf
genotipinde ortalama 1 eksplanttan 25 bitki tretilebildigini, en verimli genotipte 1
cksplanttan 50 rejenere bitki tiretildi3ini, yilksek rejenerasyon kapasitesi nedeniyle yulaf
yaprak tabanlarinin transformasyon i¢in uygun materyal olabilecegini belirtmislerdir.

Kiviharju vd (1998), kiiltiir ve yabani yulaflarda genotiplerin anter kiiltiiriine etkilerini
aragtirmiglardir. Calismalarinda 5 4 gq4y, intraspesifik melezi, 2 4. sariva X A. sterilis
interspesific melezleri, 44 killttr ¢esidi (4. s4rivq L.), 6 giplak (kavuzsuz) (A. nuda L.)
ve 15 yabani yulaf (4 sserifis L) genotiplerini kullanarak yaptiklar: anter kitltiirlerinden
31 kiltdr gesidinde kallus olusumu gézlemiglerdir. Denemeye aldiklari tiim giplak
yulaflar embriyo olugturmugtur. Yabani yulaflann embriyo olusturma hizlan, giplak



olanlarla karsilagtinldiginda yabani 15 genotipten sadece 13’1l embriyo yapisi
olusturmustur. Bu miktar gesitlerde ise 7 ye kadar inmistir. Ote yandan, bitki
rejenerasyonu sadece yabani yulaf gesitlerinde saglanmug; rejenerasyonun 4, sqfiva X 4.
sterilis (Puhti x CAV 2648) ‘de basarih oldugu bildirilmigtir. Benzer sekilde ortamdaki
oksin miktarinin yulaf genotiplerinde anter kiiltiiril olusumunu &nledigi; 2,4-D bulunan
ortamda ise en iyi geligimin ¢iplak, yabani ve 4 gsarivg X A sterilis de oldugu

saptanmglardir.

Ozgen vd (1998), 12 ekmeklik bugday cesidinde kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna eksplant tilrliniin etkisini (olgunlasmamig embriyo ve endosperm-
destekli olgun embriyo) aragtirmislar; her iki embriyo kitltiiriinde de rejenere bitki elde
edildigini ve Kkiiltiir tepkilerinin genotiplere bagh oldufunu, kallus olusumu,
rejenerasyon kapasitesi ve rejenere bitki sayisinin birbirinden bagimsiz oldugunu, olgun
embriyolarda kallus olugsumu ve bitki rejenerasyonunun yitksek oldugunu ve yilmn her
déneminde kolay bulunabilecegi i¢in bugday doku killtiirii ¢aligmalarinda basariyla
kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Torbert vd (1998), olgun yulaf embriyolarinmn partikiil bombardiman teknigiyle gen
aktarimina uygunlugunu belirledikleri ¢aligmada olgun embriyolar 1, 4, 8 ve 9 hafta
siirelerle kallus olugturma ortaminda bekletmigler ve ardindan bombardiman yapmuslar,
8 ve 9 haftalik doku kiltiirlerinde transgenik doku kiiltlirit sayisimin gok ytiksek
oldugunu, ayrica rejenerasyon ve fertil transgenik bitki olugturma kapasitelerinin de
yiiksek oldugunu belirlemisler, 85 transgenik doku killttirlintin 35 ‘inden fertil bitkiler
rejenere etmisler, yulafa gen aktariminda olgun embriyolar kullanildifinda masraf ve
isgiiciiniin azaltilacafim bildirmislerdir.

Cho vd (1999), yulaf (4 sativq L.)’1n GAF/Park-1 ¢esidinin olgun embriyolarinin, az
ikl 2,4-D’li; 6-BAP’h ve yitksek bakir siilfat’s igceren besi ortaminda embriyogenik

kallus olusturdugu, ve bu rejenerativ dokularin yulafa gen aktarnminda hedef doku
olarak kullanildifini, gen tabancastyla 327 tane eksplant, GUS (B-Glucorunidase) ve s

(hygromycine phosphotransferase) genlerinin aktanldifm, hygromasin seleksiyonu
yapildiktan sonra 84 bagimsiz transgenik yap: elde edildigini, bu transgenik yapilarin



transformasyon frekensinin % 26 oldugu ve % 70 ‘inde ise GUS geninin morfolojik
olarak gorilldiflinti (expression’u), transgenik olan T; ve T, bitkilerinden alnan
yaprak Omeklerinde izole edilen DNAlarda PCR ve DNA-blot hibridizasyon
analizlerinin yapildigini,. trangenik hatlardaki bitki fertilitesinin % 63 (24/38)
oraninda oldugunu, T, ve T, generasyonlanna‘g'enlerin basariyla gegirilebildigini
belirtmislerdir..

Kiviharju ve Tavriunen (1999), 4. sativa L-» 4. sterilis ve bu iki tiiriiln melezlerinde
anter kiltirit ¢aligmuglar; kinetin  ve 2,4-D;nin degisik  konsantrasyonlarim
kullandiklarim, yitksek 2,4-D dozlarimin her iki c;esiﬁe embriyo firetimini ve 4 sserilis
Ve A sativa X A. sterilis melezininde de bitki rejenerasyonunu arttmrdifim,
rejenerasyon ortaminda kinetin diizeyi yiksek tutuldupunda ise ¢esitlerde kararma
olustugunu; ancak diisiik konsantrasyonda embriyo olusumu igin kinetinin son derece
gerekli olduBunu, yapilan g¢aligmalarin sonucunda 1 yesil ve 1 albino bitki elde
edildigini, ayrica melez hatlar test edildiginde W,, tuzu igeren ortamin MS ortamindan
daha yiksek rejenerasyon sagladifim bildirmislerdir,

Sayar vd (1999), diploid, tetraploid ve hekzaploid bugday gesitlerinde endosperm
destekli olgun embriyo teknifi kullanarak, tane iriliginin kallus olusumuna etkisi
aragtirdiklan ¢aligmada; bufday cesitlerine ait tohurnlarm kitgitk ve bilyiik olarak ikiye
aywrdiklarim, yiizey sterilizayonu uygulanan bu tohumlarda tamamen steril ortamda
embriyo endospermden hafifge ayimlip 8 mg/L 2,4-D igeren sivi ortamda kallus
olusumu saglandigimi; iginde oksin bulunmayan MS ortamina rejenerasyon igin
aktarildifim. tiim genotiplerde biiyiik tanelerin, kiigitk tanelere gére kallus olusturma
frekansi, kallus net agirlig1, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir olugturabilme yeteneginin
dnemli derecede yitksek degerler gsterdigini; tohum afirlipr ile kallus aparhip:
(r = 0,86) ve kallus afirhi ile rejencrasyon kapasitesi (r = 0,85) arasinda snemli iligki
oldugunu, bityitk taneli bugdaylarda endosperm destekli embriyo teknigi kullamlarak
. yiiksek diizeyde rejeneratif kallus olusumu elde edildiﬁini, bu nedenle bu teknigin
olgunlasmams embriyolara alternatif olarak kullamlabilecegini belirtmislerdir.
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Birsin vd (2001), yulafia olgun embriyolardan kallus olusumu ve rejenerasyon
yetenegini belirlemek i¢in 10 yulaf gesit ve hatini kullandiklarim, elde edilen veriler
istatistik olarak degerlendirildifinde kallus olugumu ve rejenerasyon kapasitesi arasinda
énemli bir iligkinin bulunmadigim; rejenere bitki sayisinin ise dogrudan kallus

olusumuna bagl: oldugu saptanmiglardir.

Doehlert vd (2002), yulafta tane boyutlarindaki degisimi belirlemek amaciyla; 10 adet
yulaf gesidi 4 farkh lokasyonda denemeye alindiklarim ve bagakgiklan incelediklerini,
bu bagakgiklarda birinci, ikinci, diglincii ve daha ileri derecedeki tanelerin agirhigim
dlgtiiklerini, tane agirling; tanenin salkimdaki pozisyonunun, genotip ve gevrenin etkili
oldufunu, f¢ taneli bagakgiklarin birinci tanesinin ¢ift taneli basakgifin birinci
tanesinden daha bilyltk oldugunu, igiincii tanelerin en kilgiik oldugunu,ii¢ taneli
basakgiklarda daha bilyitk tanelerin olusmasinda gevrenin etkili oldugunu, bazi
genotiplerin hicbir lokasyonda ii¢ taneli bagakgik olusturmadigimi, kangik salkimin
ucundaki tanelerin salkimin altindaki tanelerden daha bilytk oldugunu belirtmislerdir.

Lamb vd (2002), olgunlagmis yulaf embriyolarinda somatik embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonu Uzerinde yaptiklant galismada; olgun embriyolann iginde 30 mg/L
sukrose ve 2 mg/L 2,4-D bulunan MS ortamina alindifim ve gelisen kalluslan 21 giin
streyle alt killtirlere aktanldigini, daha sonra embriyogenik kalluslarin, siirgiin
rejenerasyonu ortamina transfer edildigini ve ardindan da siirgiinlerden k8k olusumu
amaciyla MS ortaminda koklendirmeye alindifim, olgun embriyolardan olugan somatik
embriyolann in vitro bitki rejenerasyonu bakimindan farklilik gosterdigini, ¢alismada
kullamlan UFRGS-7 ve UFRGS-19 genotiplerindén saglanan eksplantlarda
rejenerasyon kapasitesinin  yiliksek olduBunu, yulafta genetik transformasyonu

saglamada bu olanaktan yararlamlabilecegini bildirmiglerdir.

Ozgen ve Birsin (2002), 2’si gesit ve 8’1 hat olmak {izere toplam 10 yulaf genotipinin
endosperm destekli olgun embriyo ve olgunlasmamis embriyolarim kullandiklarim,
genotip ve eksplant tiiriintin kallus olugumunu ve bitki rejenerasyona etkisini
aragtirdiklarini; bu 10 genotipte kallus olugumu, kallus agirlift, rejenerasyon kapasitesi

(%), kiltiir etkisi (%) ve 60 embriyodan elde edilen bitkicikleri topraga aktararak,
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* biyllyen bitki sayisim belirlediklerini, kallus agmhifii ve rejenerasyon kapasitesi
bakimindan denemeye aldiklan yulaflarda degisen degerler saptadiklarini, genelde ele
alinan  karakterler bakimindan olgun embriyola.rdah aldiklan  tepkilerin
olgunlagmamiglardan farkli olmadifimi ancak kallus olusum frekansinin rejenere bitki
say1sim arttirict yénde etki yaptifimi ve bu nedenle uygun genetik yapiya sahip cesitleri

kullanmanin 6nem tagidifint vurgulamglardir,
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakitltesi Tarla Bitkileri Bsliimit Biyoteknoloji
laboratuvarinda 2002-2003 yillar: arasinda ytrtitiImiigtiir. Denemede 2 gesit (Ankara
76, Ankara 84) ve 8 hat (803, 804, 805, 821, 822, 823, 824, 825) olmak iizere toplam 10
genotip kullamlmistir. Bu gesit ve hatlarn hepsi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Bolitmii’nden saglanmgtir. Cesitler Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi
Tarla Bitkileri Bslimiinde 1slah edilmiy olup, taneleri agik sar1 renkli olup, titmi kisa
dayamkldir.

3.2. Yontem

Olgun embriyolarda kallus olugumu ve bitki rejenerasyonu kapasitelerinin aragtirtimasi
amaciyla yapilan bu ¢ahiymada yontem; eksplant hazirhg: (elde edilmest), sterilizasyon,
ortam hazirhd, embriyolarin ¢ikarilmalan ve kallus ortamuna yerlestirilmeleri,
rejenerasyon galigmalarl, sera galigmalart ve fotograf ¢ekimleri bagliklar altinda ele

alinmigtir.

3.2.1. Eksplant hazirh@

3.2.1.1. Tohum hazirh

Laboratuvar g¢alismasmin en Onemli asamalanndan birini eksplant hazirhiin
olusturmaktadir. Kavuzlu olan toplam. 10 yulaf genotipinde ¢igek kavuzlan 6zenle
temizlenmis, ardindan kigtik ve bilyttk taneler olmak iizere ikiye ayrilmig (Ozgen vd
1998, Doehlert vd 2002) ve galigma igin gereken tohumlar hazirlanmugtir, Iriligine gore
ayrilan gesit ve hatlann gﬁrﬁntuleﬁ Sekil 3.1.’de bin tane agirliklan ise Cizelge 3.1.’de

verilmistir.
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Sekil 3.1. Yulafta kiigitk (a), bityitk (b) vé kargilastirmal (c) taneler
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Cizelge 3.1. Tane iriligine gdre yulaf ¢esit ve hatlarimin bin tane agirhf (g)

Cesitler ve haflar Kiigtik tane Bilyilik tane
801 18,45 36,52
802 22,09 41,09
803 23,04 41,42
804 20,25 41,51
805 21,54 43,03
821 26,39 46,87
822 19,48 40,85
823 22,52 4241
824 28,19 48,91
825 2749 46,00

Ortalama 22,94 13,37 42,86 4 3,55

Cizelge 3.1°de gorilldigt gibi kiigitk tanelerde bin tane afirliklar 18,45 - 28,19 g;
bityitk tanelerde ise 36,52 - 48,91 g arasinda degismistir. Kiiciik tanelilerle bilyik
tanelilerin genel ortalamasina baktifimizda kigiik tanelerde bin tane agirliklar 22,94 4
3,37 gile bilylik tanelilerde ise 42,86 + 3,55 g arasinda degistigi goritlmiigtiir.

3.2.1.2. Sterilizasyon

Tiim caligmalarin yapilacag: steril kabinin, kabinde kullamlacak malzemelerin ve
cksplantlarin sterilizasyonu yapildi. ‘Steril kabin her galisma &ncesinde etil alkolle
silindi ve bos olarak 10 dakika calistirildi. Aynca her ¢aliyma sirasinda kullamilacak
malzemeler, eksplantlar ve saf su sterilizasyon kurallar1 dogrultusunda steril edildi.

Doku kiiltiirii laboratuvaninda steril kabinde bulunan ve kullamlan tiim malzemeler
steril olmalidir. Bunu saflamak i¢in kullamlan malzemenin 8zelligine gére ¢alismaya
baglamadan belirli stire Snce tiimil steril edildi. Malzemelerin sterilizasyonunda 1s1 ya da
buhar basincinda yapild: ve sicakhiia dayanikli cam kaplar tercih edildi.
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‘Cam kaplarin sterilizasyonu igin kaplar, yanmaz kafitlara sanh olarak kuru
sterilizatdrde 180 °C’de 2 saat bekletildi. Bu siire sonunda kagitlara saril: olarak, steril
kabin i¢inde konuldu ve ¢aligilacag zaman kagitlardan ¢ikarlarak kullanildr.

Steril kabin icerisinde gergeklestirilen biitlin islemlerde kullamlan malzamelerin steril
olmasina &zen gosterildi. Bu amagla cam malzemelerin sterﬁizasyonundan farkh olarak
ka_lﬁnde kullanilan pens, bistilri ve spatula gibi malzemelerin sterilizasyonu igin steril
kabine yerlestirilmeden 8nce %70’lik etil alkolle yikamp, iginde %70’lik etil alkol
bulunan kavanoza konuldu. Kullamm sirasinda da sterilitenin devamu igin stk sik

alkolden ve kabinin i¢indeki sitrekli yanan dogalgaz alevinden gecirildi.

3.2.1.2. Steril saf su hazirlanmasi

Musluk suyunda erimis minerallerin olmasi, laboratuvar galigmalarda kullanilan
ortamlardaki besin maddesi kompozisyonunun dengesine olumsuz yonde etki yaparken,
sudaki klor da toksik etkide bulunarak kiltiir geligimini engellemektedir. Ote yandan,
laboratuar ¢aliymalannda en ¢ok kullamlan madde saf sudur. Musluk suyu, destilasyon
y6ntemiyle saflagtirilir, Suyun kaynatihp buharnnin- sogutulmas: ilkesine dayanan bu
ybntemle elde edilen saf su, laboratuar ¢alismalarimn ﬁer asamasinda kullanild.

Saf su agz1 kapatilabilen cam kaplara doldurularak otoklavlanma igin hazir hale
getirildi. Su buhart basinciyla sterilizasyon prensibine dayanan otoklavda, cam kaplar
agizlart gevsek sekilde 121> °C’de 15 psi basing altinda 25 dakika tutularak
sterilizasyonu saBlandi ve boylece steril saf su elde edildi. 25 dakika sonunda
otoklavdan ¢ikarilirken agizlan kapatilan sular soguduktan sonra kullanildi.

3.2.1.3. Olgun tohumlarda yiizey sterilizasyonu

Soyularak hazrlanan olgun tohumlarda yilzey sterilizasyonu, tamamen steril kaplarda
ve steril kabinde yapildi. Yiizey sterilizasyonu igin steril kabin igerisinde manyetik
kahsnncl, steril bir beher, igerisinde steril pens ve bistilri ile % 70°lik etil alkol

ya da isopropil alkol bulunan cam kavanoz ve icerisinde yine %70’lik alkol bulunan

pisetlerden yararlanildi ( Ozgen ve Birsin 2002).
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Yiizey sterilizasyonunda ilk agamada tohumlar manyetik karistiricida ve %70°lik etil
alkol igerisinde 5 dakika bekletildikte sonra 3 kez steril saf suyla durulandi. Durulama
sirasinda her ¢alkalama 30 saniyede tamamlandi. Ardindan yine manyetik karstirict
iizerinde ticari ¢amagir suyu (Sodyum hipoklorit, %53) igerisinde 25 dakika bekletildi
ve 7 defa steril saf su ile durulandi. Yapilan 6n deneme caligmalarinda irilikleri
nedeniyle su banyosuna tabi tutulan tohumlarin farkli tepkiler verdigi goriildi ve
bunlardan embriyolar1 ¢ikartmak giiglesti. Bu nedenle kiigiik taneli yulaflar oda
sicakligindaki 30’, bilyiik taneliler ise oda sicaklifindaki 1 saat tutuldu.

Yilzey sterilizasyonu yapilan tohumlar, endosperm destekli embriyo kesme isleminin
kolay olmas: i¢in steril kabin igerisinde ve az aliiminyum kagit ya da stre¢ filmle
kapatilarak saf suda yaklagtk 1 saat bekletildi. Bu gekilde eksplantlarin hazirhig
tamamlandi,

3.2.3. Ortam hazirh@

3.2.3.1. Kallus ortaminin hazirlanmas:

Kallus ortam1 manyetik kanstirici iizerine yerlestirilen beher igerisinde hazirlandi.
Olgun embriyolarda kallus olusumu i¢in 8 mg/L 2,4-D igeren ve pH’st 5.8 olan sivi
ortam kullamldi. Hazirlanan kanigimlar otoklavda 121 °C’de, 15 psi basing altinda 25
dakika tutularak steril edildi. Embriyolan gevsetilen olgun tohumlar 7 ml-sivi ortam

igeren 10 cm’lik petri kaplarina konuldu.

3.2.3.2.Rejenerasyon ortami hazirhg

Olgun embriyolardan elde edilen kallusiardan siirgfin ve kok olusumunu ve geligimini
safilamak amaciyla rcjencrasyon ortamn hazirlandi. Manyetik karistiner kullanilarak
ortama 20 g/LL sukroz, 7 g/L agar ile 4.43 g/L. MS eklenerek pH’s1 5.8’¢ ayarlandi.
Otoklavlanan ortam 10 cm’lik petri kaplarina dokildii ve katilagmast beklendi.
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3.2.4.Embriyolarin gevsetilmesi ve kallus ortamina yérlestirilmesi

Bu ¢aligmada steril embriyolarin endospermleriyle birlikte, steriliteleri bozulmadan ve
kopartilmadan alinarak 8nceden hazirlanmig besin ortamina aktarilmast bityiik énem
tasimaktadir. Bu islem kiigiik taneli ve bilityk taneli tohumlarda benzerlik gdsterse de
ylizey sterilizasyonu agamalan ve embriyolarin bilyiiklitkleri arasindaki farkhihklar
nedeniyle belirgin bir depisiklik gostermektedir.- Bu islem swasinda embriyolan
gevsetilmis tohumlar, egit araliklarla petri kaplarina yerlestirildi (Sekil 3.2). Daha sonra
7 ml 2,4-D igeren sivi ortam eklendi. Sivi oMm petrilere dékiilmesi sirasinda
tohumlarin birbirine defmemesine ve tane karn ¢izgisinin agafida olmasma 8zen
gosterildi (Ozgen ve Birsin 2002).

3.2.5. Rejenerasyon ¢ahgmalar

Kallus olugumunu saglamis embriyolar kiiltiirenin 14, giiniinde tohumdan uzaklagtirild:
ve hormonsuz MS, sukroz ve agar igeren ortama aktarildr ve 26 °C’de karanlikta 3
hafta inkitbatSrde bekletilip, 25 1 °C sicaklikta, 16 saatlik fotoperiodda (1500 lux) 30
giln sitreyle yetistirildi. Rejenere bitkicikler 10-15 mm ytikseklige ulastifinda Magenta
kaplarina alind: ve killtir odasinda ikinci bir 30 giiniin bekletildi ve kék gelisimi
saélaya.n 10-12 cm boyunda bitkicikler saksilara aktarildi.

3.2.6.Alhstirma (Aklimatizasyon) ¢galiymalan

Kiiltlirdeki bitkilerin topraga aktarilmasi ve yasamim siirdiirmesi oldukga gii¢
oldugundan kiiltiirlerin sera ya da tarlaya aktarilmadan &nce bir ara dénem ile
aligtinlmas: (aklimatizasyonu) gerekmektedir. In vitro kosullarda yetistirilen bitkiler
" normal kosullara alindiinda asin derecede su kaybetmektedir. Bunu nlemek amaciyla
bitki normal ortama alindipmda agin nemli bir ‘gegis domeminde aligrmasi
yapilmaktadir.Kiltiir ortaminda magenta kaplar1 igerisinde 10-15 cm yitkseklife ulagan
Bitkicikler, iklim odasna alind:. Bitkicikler 1:1:3 oraninda kum, perlit ve turba toprag
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Sekil 3.2. Embriyolar1 gevsetilmis tanelerin kallus ortamina alinmasi
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kangmmindan olugan saksilara aktarilarak 26°C’de 16 saatlik fotoperiyodda 30 gin
stireyle biyutildd. % 90°la baslayan ortam nemi periyodik olarak azaltilarak, 30 giin
sonunda yasayan bitkicikler seraya alindi.

3.2.7. Sera ¢aliymalar:

. Iklim odasindan seraya alinan bitkiler burada da 30 giin siireyle yetistirilerek gévde ve
kok gelisimlerini, dolayisiyla uyumlarini tamamlamalan saglandi. Bu agama sonunda
elde kalan bitkilerin bazilan bagak olusturmasina karsin tohum baglayamad.

3.2.8. Fotograf ¢ekimleri

Calismanin her asamasinda elde edilen sonuglarin fotograflan gekildi.Cekimler
sirasinda 6zel alet ve ekipmana gerek duyuldugundan Tarla Bitkileri Bslimii Fotograf
Odas: olanaklarindan yararlanildi. Fotograflann ¢ekiminde SRL (Single Lens Reflex)
fotograf makinesi, 125 asalik siyah-beyaz ve 100 asalik renkli film kullamlmgtir,

3.2.9.Verilerin elde edilmesi

Kallus olusumu, kiltiirlin sonunda her petride kallus olusturan embriyolarin sayisimn
toplam embriyo sayisina oranlanmasi; kallus agirlify, - kiltfirfin onddrdiincti gliniinde
endospermden ayrilan kalluslarin tartilmasi; rejenerasyon kapasitesi, rejenerasyon
olusturan kallus sayisimn toplam kallus sayisina oranlanmasi; kiiltilr etkisi, rejenere
olan kallus sayisinin ortama alinan toplam embriyo- sayisina oranlamas; rejenere bitki

say1s, siirgiinit ve kokil olan ve topraga aktanlan bitkilerin say1lmasi ile elde edildi.

3.2.10. Verilerin degerlendirilmesi

Olgun embriyolarin eksplant olarak kullamldii denemede her petriye 20 tohum 3
tekrarl olarak konuldu. Elde edilen verilerle istatistik analizleri, MSTAT programi
kullanilarak yapildi. Deneme faktoriyel deneme desenine gére 3 tekrarlamali olarak
kurulmustur, Cesitler arasindaki farkliliin belirlenmesinde varyans analizi ve Duncan
testinden; eksplantlar arasindaki farklilifin belirlenmesinde ise ki-kare bafimsizlik
testinden yararlamild: (Diizglines vd 1983).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Yulafta (4, sqsive L.) bitki rejenerasyonuna tohum iriliginin etkisinin olup olmadiginin
belirlenmesine ynelik bu aragtirmada yapilan gézlemler, elde edilen sonuglar ile

tartisma ve degerlendirmeler bu bsliimde sunulmusgtur.
4.1, Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gére Kallus Olusumu

Kallus olusumu, yulafta 10 (2 gesit ve 8 hat) genotipin kilgtik ve biiyitk taneleri ayn
ayr1 embriyolan gevsetilerek 8 mg/L 2,4-D iceren sivi ortamda 26 °C de kiiltiire
alinmas1 ve 14 giin sonra kallus olugturan embriyolarin (Sekil 4.1) sayihp toplam
embriyo sayisina oranlamasiyla bulunmustur. Elde edilen verilerle yapilan varyans
analizi sonuglar Cizelge 4.1°de verilmi‘stir. Cizelge 4.1 incelendiBinde tane iriligi, gesit
ve tane irilifi x gesit etkilesiminin istatistiksel olarak 6nemli oldugu gériilmektedir.

Cizelge 4.1 Kallus olusumuna iligkin varyans analiz tablosu

V.K S.D. K.T. K. O. F
Genel 59 13483 -
Tekerrlir 2 35,8 17,9 1,71
Tane Iriligi(A) T 476,6 426,6 40,79%%
Cesit(B) 9 256,6 28,5 2,73%
AxB 9 231,6 25,7 2,46%
Hata 38 397,35 10,5

* 0.05 diizeyinde

** 0.01 diizeyinde 6nemli

Tane iriligine gdre kallus olugumu baklmmda.n bu farklarin belirlenmesi i¢in % 5°¢ gre
yapilan Duncan ve * testi sonuglant da Cizelge 4.2°de verilmistir, Cizelge 4.2
incelendiinde genotiplere ait kiigitk tanelerin kallus olugsum oraminin % 85-100
arasinda, bilylk tanelerin ise % 98,3-100 arasinda degistii gorillmektedir. Buna gére
kiigitk taneli gesitlerde sadece 821 no’lu hatta % 100 kallus olusumu saglanirken bityiik
tanelilerde 801, 803, 804, 805, 823, 824 ve 825 no’lu hatlarda % 100 kallus olusumu

saglanmstir,
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Sekil 4.1. Kiigitk ve bilyitk tanelerde 14. giinde kallus olusumu
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Cizelge 4.2. Tane iriligine gore cesitlerin kallus olugumu ortalamalarina
iligkin duncan  ve %2 testi sonuglan

Cesit ve K¢tk Biiylik
Hatlar Tane Tane

801 93,3 bc” 100,0a
802 85,0d 98,3 ab
803 91,7¢ 100,0a
804 95,0 abc 100,0a
| 805 95,0 abc 100,0a
821 100,0a : 98,3 ab
822 95,0 abc 98,3 ab
823 06,7 abc T00,0a
824 98,3 ab 100,0a
825 91,7¢c 100,0a

Ortalama [94,17£ 4,17 99,49 £ 0,82

*Aynt harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak &nemli degildir

Kallus olusumu bakimindan aym ¢esidin kiigiik ve bilyiik taneleri arasindaki farklilip:
belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglarma gére 801, 802, 803 ve 825 numaral
genotipler arasindaki farklilik % 5 dﬂzéyinde 6nemli bulunmustur. Her genotip kendi
arasinda  incelendifinde bazi hatlarda kiiglik ve biiyiik taneliler arasindaki farklilik
Snemli olmasina kargin genotiplerin genel ortalamalar incelendiginde 8nemli farkliligin
(%°=3,03) olmadif1 gériilmektedir. Bu durum tane iriligi bakimindan kallus olusumunun
genotiplere gdre degistifiini gdstermektedir. Ote yandan korelasyon katsayistmin
(r=0,689**) dnemli olmass, tane aZirhf artikga kallus olusumunun da arufini agik¢a
gostermektedir. Nitekim, Bregitzer vd (1991) arpada, Sayar vd (1999) bugdayda tane
iriliginin ve genotipin kallus olusumunu etkiledigini ve iri tanelilerde kallus olugum
oraninin daha yliksek oldugunu; Kiviharju vd (1998), Birsin vd (2001) de yulafta
genotipin  kallus olusmuna etkili oldugunu bildirmiglerdir. Bulgularmiz bu

aragtiricilarin bulgulariyla benzerlik gdstermektedir-

23



4.2. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gre Kallus Agirhips

Yulafta tane iriligine gore gesitlerin kallus afihina iligkin varyans analizi sonuglan
Cizelge 4.3°de verilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde tane irili3i, gesit, tane iriligi x
cesit etkilegiminin istatistiksel olarak 6nemlili3i vurgulanmaktadir.

Cizelge 4.3. Kallus agirhigina iligkin varyans analizi tablosu

V.K. S.D. KT. K. O. F
Genel 59 2,8 -

Tekerriir 2 0,18 0,1 4,24
Tane Iriligi(A) T T, LT [49,13%F|
Cesit(B) g 0.8 09 | 4107
AxB 9 1,0 0,1 5,32%%
Hata 38 0,8 0,02

** 0.01 dilzeyinde 6nemli

Tane iriligine goére kallus afirh@: bakimindan bu farklarin belirlenmesi igin % 5’e gore
yapilan Duncan testi sonuglari da Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4 incelendiginde
gegitlere ait kiigitk tanelerin kallus afirhiklar: 0.60-1.31 g arasinda, biiyiik tanelerin 0.84-
1.42 g arasinda degigmektedir. Ote yandan gesitler incelendiginde ise ktigiik tanelilerde
en dugik degeri 803, en yitksek degeri 805; bilytik tanelilerde ise diisitk degeri 804, en
yitksek degeri 823 numarali hat vermistir.

Cizelge 4.4. Tane iriligine gore gesitlerin kallus agirhklarina iligkin
Duncan testi sonuglar: (g).

Ki¢dk Tane Biiylk Tane
Cesitler :
80T 0,66 h*™ 0,99 cdef
802 0,72 gh 1,09 bede
I~ 803 0,60h 1,I5bc
804 | 0,05 cdelg 0,84 defgh
803 1,3T ab T,08bcde
821 0,85 defgh 1,14 bc
822 0,76 fgh 1,1Tbed
823 0,82 efgh 1,42a
824 0,77 fgh 1,14bc
825 0,75 fgh 1,08 bede
Ortalama [0,81 £ 0,19 I,LI0£0,14

* Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak &nemli degildir.
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Yapilan korelasyon analizi de (r=0.635**) tane iriligi arttik¢a kallus agirhiginin artigim
gostermektedir.Bu durum, yulafta tane iriligi arttik¢a kallus afirhifinin da 8nemli 8lgiide
artifim agikga gdstermekiedir. Bulgulanmiz; defisik bufday genotiplerinin olgun
embriyolaryla yaptiklar ¢aligmada kallus agirlifina, dane iriliginin etkili oldugunu ve
1000 tane agirhpr yliksek genotiplerde kallus afirhgimin da yiksek oldugunu bildiren
Rines ve McCoy (1981) ve Sayar vd (1999)‘in farkh biyilklitkteki olgunlasmanms
bugday embriyolartyla yaptiklan g¢aligmada elde ettikleri sonuglarla benzerlik

gOstermektedir.
4.3. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gre Rejenerasyon Kapasitesi

Hormonsuz besi yerine alinan kalluslar 26 °C ‘de 16 saat karanlik, 8 saat aydinlik foto
periyot ortamina gegirilmislerdir. Isikh ortama gegen kalluslarda zla siirgtin ve kok
olusumu baglamistir ($ekil 4.2). Istklt ortama alindiktan 4 hafta sonra rejenere olan
kalluslarin ortama konulan toplam kallus sayisina oranlanmasiyla elde edilen
rejenerasyon kapasitesine iligkin  varyans analizi sonuglan Cizelge 4.5°de verilmistir.
Cizelge 4.5 incelendiginde tane iriligi, ¢esit, tane irilii x ¢esit etkilesimi istatistiksel

olarak 8nemli bulunmusgtur.

Cizelge 4.5 Rejenerasyon kapasitesine (rejenere olan kallus sayisi / toplam kallus
sayisi) iligkin varyans analizi tablosu

VK. SD. KT, K O. F
Genel 59 18516.4 -
Tekerrir yi r.X 73 0,05
Tane InhgiA) | 1 TO99T,7 T099T,7 275,14
CesTl(B) g T648,6 1832 3,755
AxB g Z076,2 426,2 9, 14%+
Hata 38 T855,2 733

** 0.01 dilzeyinde 6nemli

Tane iriligine gore rejenerasyon olusturma kapasitesi bakimindan bu farklarin
belirlenmesi i¢in % 5 ‘e gbre yapilan Duncan testi ve o2 testi sonuglart da Cizelge 4.6’
da gbsterilmektedir. Cizelge incelendiginde gesitlere ait kilgik tanelerin rejenerasyon
olusturma kapasiteleri % 26.9-59.9 arasinda, bilyiik tanelerin ise % 51.7-83.3 arasinda
801 no’lu hatta olugurken, onu % 56.1 ile 825 no’lu hat ve % 42.3 ile 824 no’lu hat
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b)

Sekil 4.2. Kiigiik (a) ve bilyiik (b) tanelerde bitki rejenerasyonu
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izlemis; en diigilk oran 801 no’lu hatta ortaya gikmugtir. Bilyik tanelerde en yiiksek
rejenerasyon kapasitesi % 83.3 ile 803 no’lu hatta olugurken, onu % 81.5 ile 802 no’lu
hat ve % 76.7 ile 804 no’lu hat izlemis; en diigitk oran %51.7 ile 825 no’lu hatta ortaya
ctkmugtir, Yulaf olgun embriyolarindan elde edilen rejenerasyon kapasitesinin genotipe
gore degistifini gosteren bulgularimiz; bu konuda daha 6nce olgun ve olgunlasmamsg
embriyolarla ¢alisan Bregitzer vd. (1989 ); olgunlasmamug embriyolarla ¢alisan Bered
vd. (1998 ) ve endosperm destekli olgun ve olgunlagmamts embriyolarla galisan Ozgen
ve Birsin (2002 ) ‘nin sonuglariyla uyumludur.

Rejenerasyon kapasitesi bakimmndan aym gesidin kiiglik ve bityitk taneleri arasindaki
farklibgn Snemli oldufu Duncan testi sonuglarmda gérilmektedir (Cizelge 4.6).
Denemeye alinan toplam 8 yulaf gesit ve hatlarinda (801, 802, 803, 804, 821,822, 823
ve 824) kiigik ve biiyiik taneliler arasinda rejenerasyon kapasitesi bakimindan % 5
diizeyinde istatistiksel olarak Snemli bir farklilik saptanmigtir. Cesit ve hatlarda kiigitk
ve bitytik tanelilerin genel ortalamalar incelendiginde de tane iriligi ile rejenerasyon
kapasitesi arasinda Snemli bir fark oldufu (¥* = 13.71) belirlenmistir. Yapilan
korelasyon analizi de (r=0.800**) tane irili3i arttik¢a rejenerasyon kapasitesinin artifin
gostermektedir.Bu durum, yulafta tane iriligi arttik¢a rejenerasyon kapasitesinin de
Snemli dlclide arttigim agikca gdstermektedir. Bulgularimuz, bugdayda tane iriliginin
rejenerasyon kapasitesini etkiledigini bildiren Sayar vd (1999 )’nin sonuglaryla da
benzerdir

Cizelge 4.6. Tane irilifine gdre gesitlerin rejenerasyon kapasitesi (rejenere olan
kallus say1st / toplam kallus sayis1) ortalamalarina iligkin duncan ve y2 testi sonuglar:

Cesit ve Kilelik Bilyilk
Hatlar Tane Tane
80T 26,9h° 63,0 bed
802 41,51g 81,5a
803 [38,Tgh 833a
| 804 31,6 gh - 76,7 ab
805 59,9 de 61,7 cde
821 41,71g 60,1 bed
822 40,4 1Ig . 59,3 de
823 32,7gh 63,3 cde
824 (423 Tg 73,3 abc
825 56,1 de 51,7 ef
Ortalama [41,12 10,28 [68,I9+ 10,19

* Ayni harfi tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 8nemli degildir.
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4.4. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gére Kiltiir Etkisi

Yulafta tane iriligine gore gesitlerin kiltiir etkisine iligkin varyans analizi sonuglan
Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge 4.7 incelendiginde tane irili3i, gesit, tane iriligi x
cesit etkilegimi istatistiksel olarak dnemli bulunmugtur.

Cizelge 4.7. Killtiir etkisine (rejenere kallus sayisimn / toplam embriyo sayist) iligkin
varyans analiz tablosu

VK SD. KT. K O. F
Genel 59 97483 -

Tekerrir y) 158 79 0,18
Tane IANBHA) T 12615,0 12615,0 293, 34%%
Cesit(B) g 14233 58,1 3,687
AXB g 2060,0 75T,1 T0,49%%
Hata 38 1634,2 230

*#% 0,01 diizeyinde 8nemli

Tane iriligine gore kiltiir etkisi bakimindan bu farklarin belirlenmesi i¢in yapilan
Duncan ve %2 testi sonuglart Cizelge 4.8°de g8sterilmektedir.

Cizelge 4.8. Tane iriligine gore gesitlerin killtilr etkisine (rejenere kallus sayisimin
/ toplam embriyo sayist) iliskin Duncan ve 42 testi sonuglar

Cesit ve K¢tk Bilydk
Hatlar Tane Tane
[ 801 25,05 65,0cd
802 35,0y 80,0a
803 35,0y 83,3a
804 30,0y 76,7 ab
[ 805 56,7 def 61,7 cdel’
821 41,7 ght 65,0 bed
8§22 383 58,3 def”
823 31,7y 63,3 cde
824 41.7 ghi 73,3 abc
825 51.7efg 50,0 fgh
Ortalama | 38,68 £9,72 67,66 £ 10,42

* Aynt harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Snemli degildir.

28



Cesit ve hatlarda kiigiik ve bilyiik tanelilerin genel ortalamalan incelendiginde de tane
iriligi ile kiiltiir etkisi arasinda Snemli bir fark oldugu (y* =15,72) belirlenmigtir.
Yapilan korelasyon analizi de (= 0.820**) tane irilifi arttik¢a kiiltiir etkisinin artifim
gostermektedir. Bu durum, yulafta tane irili3i arttik¢a kiltilr etkisinin de 8nemli 8lgiide
artifim agikga gOstermektedir. Kiltiir etkisinin genotiplere bagli olarak depistigini
gOsteren sonuglanmiz; by konuda daha Snce bugdayda ( Ozgen vd. 1998 ) ve yulafta
(Lamb 2002; Ozgen ve Birsin 2002) calisan arastincilarin bulgulanyla uyum
gOstermektedir.

Ote yandan kiltilr etkisi bakimindan genotiplerin kiigiik ve bilyiik taneleri arasindaki
farklihg: belirlemek amaciyla yapilan ¥2 testi sonucunda toplam 7 genotipte (801, 802,
803, 804, 821, 823 ve 824) %] diizeyinde fark bulunmugtur (Cizelge 4.8). Kiltiir
etkisinin bilyilk tanelerde ( % 50 - 83.3 ) kilgiik tanelere ( % 25 — 56.7 ) oranla yiiksek
oldugunu gdsteren sonuglanimiz; bugdayda bu oram bilyiik tanelerde % 88.3 - 93.3
arasinda ve kilglik tanelerde % 60 — 65 arasinda saptayan Sayar vd. 1999 ‘un

sonuglariyla benzerlik gdstermektedir.

4.5. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gore Cesitlerde Topraga Aktarilan Bitki Sayist

Rejenerasyon ortaminda 10-15 mm geligen siirgiinler k&k olusumu igin cam
kavonozlara (Sekil 4.3) ve bir ay sonra topraga aktarilmugtir, Topraga aktanlan bitkiler
iklim odasinda belli bir stire aligtirma agamasinda tutulduktan sonra seraya alinmiglar ve
vernalizasyon gereksinimi kargilanan bitkiler basak olusturabilmiglerdir (Sekil 4.4).

Topraga aktarihirken siirgiin ve kokil bulunan bitkiler sayilarak elde edilen verilerle

yapilan varyans analizi sonuglan Cizelge 4.9'da verilmistir. Cizelge 4.9 incelendiginde
tane iriligi, gesit, tane iriligi x gesit iligkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmugtur.
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Sekil 4.3. Yulafta bitki rejenerasyonu
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Sekil 4.4. Bilylik (soldaki) ve kiigiik (safdaki) taneli  tohumlarin
kallusundan olugan bagakl: bitkiler

31



Cizelge 4.9. Bitki sayisimna iligkin varyans analiz tablosu

X SD. KT. K O. F
Genel 59 408,06 - -
Tekerrtir 2 3,0 1,5 0,79
Tane IAGEIA) T 79,3 793 IT,70%%
Cesit(B) g 1327 15,9 8,33
AxB 9 11,1 12,3 6,49
Hata 38 72,3 1,9
“¥%70.01 diizeyinde onemlt

Tane irilifiine gdre bitki sayisi bakimindan olabilecek farklarmn belirlenmesi igin
yapllan Duncan testi sonuglan Cizelge 4.10°da veﬁhnisﬁr. Cizelge 4.10 incelendiginde,
kullanilan genotiplerde, bitki sayist kiigiik tanelerde 4,0-9,6 arasinda, bityilk tanelerde
4,6-12,3 arasinda degistigi gorillmektedir. Kiigiik tanelerde en yitksek bitki sayist 9.6
ile 805 no’lu hatta olusmus, onu 9.3 ile 825 no’lu hat, 7.6 ile 821 no’lu hat izlemigtir.
Bilyik taneler de ise en yiiksek bitki sayist 12.3 ile 802 no’lu hatta g6riilmils, onu 11.3
ile 805 no’lu hat ve 10.3 ile 824 no’lu hat izlemistir.vpakat bu genellemede 825 no’lu

hatta kilgitk tanelerde yiiksek, iri tanelerde diigiik bitki sayisi vererek, genotipe 6zgil
davranig g8stermigtir. Bu genotip genel sonucu etkilememistir. Yapilan korelasyon
analizi de (= 0.597*) tane iriligi arttik¢a bitki sayisiun artifim gdstermektedir. Bu
durum, yulafta tane iriligi arttikca bitki sayisiun da Snemli 6lgiide arttifini agikca
gostermektedir. Rejenere bitki sayisinin genotipe gdre degistifini gdsteren
bulgularimiz Bregitzer vd (1989), Bregitzer vd (1991), Bered vd (1998), Torbert vd
(1998) ve Cho vd (1999)’un sonuglartyla uyumludur.

Cizelge 4.10. Tane iriligine gbre gesitlerde bitki sayisina iliskin Duncan testi sonuglarn

Cesitler Kicik Tane Bilyilk Tane
80T 5,0 hyjk* 4,6 1k
802 40k 123a
803 5,6 ghijk 8,6 cdef
I 804  [3,6 ghgk 7,0 efghi
I 805 9,6 bed 11,3ab
821 7,6 defg 9,3 bede
822 4,37k 7,3 defgh
823 5,6 ghyk 9,6 bed
824 7,3 defgh 10,3 abc
825 9,3 bcde 6,6 Tghyj
Ortalama [ 6,39 £ 1,97 8,69£2.34
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4.6.Yulafta Olgun Kigilk ve Bilyilk Tanelerde Endosperm Destekli Embriyo
Kiltiriinde Incelenen Karakterler Aras [ligki

Kiiciik taneli olgun embriyolardan elde edilen killtiir tepkileri bakimindan ele alinan
Ggeler arasindaki iligkiler Cizelge 4.11°de verilmigtir. Cizelge 4.11 incelendifinde
kallus agirhif1 ve rejencrasyon kapasitesi (r = 0,507**), kallus agirhify ve killtiir etkisi
(r = 0,522**), kallus agirhg ve bitki sayis1 (r = 0,519**), rejenerasyon Kkapasitesi ve
kaltir etkisi (r = 0,978**), rejenerasyon kapasitesi ve bitki sayis1 (r = 0,782**) ile
kiiltlir etkisi ve bitki sayis1 (r = 0,849**) arasinda 6nemli iligki oldugu, kallus olusumu
ve kallus agirhg (r = 0,120), kallus olugumu ve rejenerasyon kapasitesi (r = -0,110),
kallus olusumu ve kitltiir etkisi (r = 0,096) ile kallus olusumu ve bitki sayis: (r = 0,308)
arasinda ise Snemsiz iliski oldugu gériilmektedir. ‘

Cizelge 4.11. Kiiciik tanelerde incelenen karakterler arasinda iligki

K.O. T KA RK. KE. B.S.
Kallus Olugumu. - 0,120 -0,1T0 0,096 0,308 |
Kallus Agirhifr - - 0,507%*1  0,522%% 0,519%%
Rejenerasyon Kapasitesi - - - 0,978%* 0,782%¥
Kiltir Etkist - - - - 0,849%*%
Bitki Sayis1 - - - - -

%% 0.0T diizeyinde Sneml

Killttir tepkileri kallus olusumu, kallus agirlign, bitki rejenerasyonu gibi 6geleri
kullanlarak degerlendirilmektedir. Kallus olugjumu gogu zaman in vitro galismalarinin
baslangic1 olarak kabul edilir. Kiiltfir tepkileri sonucunda elde edilen kalluslar bize,
kitlttiriin bagaris1 hakkinda ip uglan verebilir. Kalluslarin agir olmast, bunlarin kompak
yapida olduBunu gostermektedir. Kompak &zellik arttikga kalluslarin agirligininda
artifit bilinmektedir. Kompak yap: ayn: zamanda kalluslarin rejenerasyon yeteneginin
yitksek oldugunu gdstermektedir (Mohanty ve Ghosh, 1988). Bu durum kallus
agirhfin artmasiyla rejenerasyon kapasitesi ve kiltiir etkisinin de artacaiim
gostermektedir. Bizim sonuglanmizda da kallus agirh ile killtilr etkisi arasinda (r =
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0,522**) ve kallus afirh# ile rejencrasyon kapasitesi arasinda (r = 0,507**) Snemli
iligkiler bulunmugtur.

Kitittir tepkileri arasinda rejenere bitki sayisim dofrudan etkileyen faktorler, rejenere
'kalluslarm olusum oramdir. Bu nedenle rejenerasyon kapasitesi arttikca rejenere
kalluslarin bitki sayisiun da artmasi beklenir, Oyleki , Cizelge 4.11.’de de gorilldiipii
gibi, rejenerasyon kapasitesi ile rejenere bitki sayist arasinda snemli (r = 0,782%*) bir
ilisgki bulunmustur. Dolayisiyla rejenerasyon kapasitesini etkileyen diger ogelerle
rejenere bitki sayisi arasindaki iligkilerin &nemli olmasi beklenir. Kallus agirhig
(r = 0,849%*), kiiltiir etkisi (r = 0,849**) ile rejenere bitki sayis1 arasindaki iligkiler bu
g6risl dogrularken katlus olusumu (r = 0,308) arasinda bir iligki kurulamamigtir,

Kiltlir tepkilerinin 6nemli 83elerinden biri olan killtiir verimi ise rejenere olabilen
kalluslarin sayismin kiiltiire alinan embriyo saylsmé Bélﬁmﬁyle elde edildiginden,
rejenere olabilen kallus sayist arttik¢a killtlir veriminin de artmas: beklenir. Dolayistyla
kiltiir verimini etkileyen faktr kalluslarin rejenerasyon kapasitesidir. Rejenerasyon
kapasitesinde de etkili faktdr, rejenere olabilen kalluslarin sayisidir. Bu nedenle iki 6ge
arasinda 6nemli (r = 0,978**) iliski bulunmugtur. Buna kargin, kallus olusumu ile kilttir
etkisi arasinda 6nemli bir iliski (r = 0,096) olmadig bulunmugtur. Ayrnca kallus
olusumu ve kallus aguirlifs (r = 0,120), kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi (r = -
0,110) ile kallus olusumu ve bitki say1s: (r = 0,308) arasinda Snemli bir iligki olmadig
gritlmigtilr.,

Bu iligkiler embriyo killtiirli 6geleri bakimindan bagimliifin s6z konusu olabilecegini
ancak bazen karakterlerin bagimsizda ¢aligabilecegini g8stermektedir. Birgok aragtirict
kallus olugumu ve rejenerasyon kapasitesinin bagimsiz oldugunu bildirmislerdir (Sears
ve Deckard 1982; Chowdhury vd. 1991; Ozgen vd. 1998). Nitekim, Bregitzer (1992) bir
genotipin kallus olusumu ile rejenerasyon kapasitesi arasinda iligki olmadifini belirtmis;
Ahloowalia (1987)’de benzer sonugclar elde etmigtir.

Olgun embriyolarda bilytik tanelerden elde edilen kiiltilr tepkileri bakimindan &geler

arasindaki iligkiler Cizelge 4.12’de verilmistir. Cizelge 4.12 incelendiginde kallus
agirhips ve bitki sayis1 (r = 0,409*); rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi (r = 0,992%)
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arasinda 6nemli iligkilerin oldugu, kallus olusumu ve kallus agirhig: (r = 0,121), kallus
olusumu ve rejenerasyon kapasitesi (r = -0,168), kallus olugumu ve kiilttir etkisi (r =
-0,071), kallus olusumu ve bitki sayis1 (r = -0,037), kallus agirligs ve rejenerasyon
kapasitesi (r = -0,040), kallus auhg ve kiltir etkisi (r = -0,009), rejenerasyon
kapasitesi ve bitki sayis1 (r = 0,285) ile kiiltilr etkisi ve bitki sayis1 (r = 0,209) arasinda
ise Snemsiz iligki oldugu géritlmektedir.

Cizelge 4.12. Bityiik tanelerde incelenen karakterler arasinda iligki

K.O. T XA. RK. K.E. B.S.
Kallus Olugumu. - 0,121 -0,168 -0,071 0,037
Kallus AZirlig1 - - -0,040 -0,090 0,409*
Rejenerasyon Kapasitesi - - - 0,992%* 0,285
Kiiltiir Etkisi - - - - 0,290
Bitki Sayisi - - - - -
*0.05 dilzeyinde 7

** (.01 dilzeyinde dnemli

Biyiik taneli yulaf embriyolarindan elde edilen kiiltiir tepkileri incelendiginde kallus
afirhginin yiiksek olmasinn, bitki sayisim arttirdigs dilgiinitlebilir (r = 0,409%).
Rejenere kallus say1s: ve kiiltiire alinan embriyo sayisimun etkin oldugu kiltilr verimi ile
diger &gelerin iligkilerini dikkate aldigimizda artan kallus afirhg: (r = 0,409*) ve olugan
kalluslarin rejenerasyon kabiliyetinin yiiksek olmast (r = 0,992%) seklinde bir iligki
ortaya gtkmaktadir,

Kiltitr tepkileri bakimindan kii¢iik ve bitytk taneliler karsilagtirildiginda; her iki grupta
da kallus olusumu ile difer 6geler arasinda Snemli bir iligki bulunmanustir. Kigiik
tanelilerde, kallus afirhifs ile rejenerasyon kapasitesi, kiltlir etkisi ve bitki sayisi
arasinda olumlu ve Snemli iligki goriiliirken; bilyiik tanelilerde sadece kallus agirhig
ile bitki sayis: arasinda olumlu ve 8nemli bir iligki ortaya gtkmustir, Kiiitk tanelilerde
rejenerasyon kapasitesi ile kiiltiir etkisi ve bitki sayis1 arasinda; bityiik tanelilerde ise
sadece rejenerasyon kapasitesi ve killtiir etkisi arasinda 6nemli iligki bulunmugtur.
Kiltiir etkisi ve bitki sayis1 arasindaki Snemli iligki ise kiigiik tanelilerde ortaya
crikmugtir,
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Kaltiir tepkileri bakimindan ele alinan 6geler arasinda her zaman Snemli bir iligki
bulmak miimkiin degildir. Baz: karakterler birbirlerinden bagimsizhik gosterebilirler.

" Kallus olugumu ve kallus agirlig (r = 0,121), kallus oiusumu ve rejenerasyon kapasitesi
(r = -0,168), kallus olusumu ve kilttir etkisi (r = ?0,071) ile kallus olusumu ve bitki
saytst (r = -0,037) arasinda Snemli bir iligki ortaya gikmamigtir. Kallus olusum
ésa.masmda her embriyonun kompak kallus olugturamamas: rejenerasyon yetenegini
etkileyebilir. Nitekim, Bayliss ve Dunn (1979) ve Bregitzer (1992) kallus olusumu ve
diger 8geler arasinda higbir baghilik bulmadigim belirtmiglerdir.
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5.SONUC

Bu ¢aligmada, yulafin 2 ¢esit (Ankara 76, Ankara 84) ve 8 hattinda (803, 804, 805, 821,
822, 823, 824, 825) tanc iriliginin bitki rejencrasyonuna cikisi aragtinlmigtir.

Yulaf, tilkemizde serin iklim talullar: i¢inde ekilis ve tretim bakimindan bugday ve
arpadan sonra yer almaktadir, Yulaf, igerdigi “avenin” maddesi ile geng organizmalarin
gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir, Bu nedenle ¢ocuklar igin yararli bir besin
maddesidir ve yulafli biskiiviler ve gocuk mamalar1 gittikge yayginlagsmaya baglamigtir.
Aynca, yulaf samam yiiksek beslenme degerine sahip olan bir hayvan yemidir. Yarig
atlanina dzellikle yulafli yemler verilmektedir. Yogun tarla tariminin ekim nobeti iginde,
yulafa da yer verilirse, yurdumuzda yulaf kiiltiiriintin gelismesi beklenebilir. Yulafta,
kuraga dayamkli ve hasatta tane ddkmeyen gesitlerin gelistirilmesi {ilkemizde yulaf
ekim alanlannin artmasim saglayacaktir, Yulaf ¢esit 1slahinda; biyoteknoloji ve
dogrudan gen aktarimindan yararlanma asamasinda, gesitlerin kallus olusturma ve
rejenerasyon &zelliklerinin belirlenmesinin  yulafla ilgili transgenik bitki elde etme
caligmalarinda 6nemli bir avantaj saglayacag) amaci, bu ¢alismay: yapmamzin en

dnemli nedenlerindendir.

Denemede  kullanilan ¢esit ve hatlarin kiiglik ve biiyilk taneli embriyolarimn
(endosperm-destekli embriyo), stvi ortamda (§mg/L 2,4-D igeren) killttire alinmasiyla
elde edilen Kkallus olugumu, kallus afirligt ve hormonsuz ortamda saglanan
rejencrasyon kapasitesi, kiiltiir etkisi ve toprafa aktarilan bitki sayist gibi ozellikler
incelenmis; bu dgeler bakimindan elde edilen verilerle yapilan istatistik analizlere gére;
tane iriligi, gesit ve tane iriligi x gesit etkilesimleri tiim &zellikler igin Snemli

bulunmustur,

Kallus olusumu bakimindan genotiplere ait kiigiik ve bilyiik taneler arasinda belirgin
farklar oldugu goriilmiistiir. Kiglik tanelerin kallus olusum orani % 85-100 arasinda
iken bilyiik tanelerin % 98,3-100 arasinda oldugu; kiigiik taneli gesitlerde sadece 821
nolu hatta % 100 kallus olugumu saglanirken bilyiik tanelilerde 801, 803, 804, 805, 823,
824 ve 825 nolu hatlarda % 100 kallus olujumu saglanmistir. Aym cesidin kiigiik ve
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bilyitk taneleri arasinda kallus olugumu bakimindan farkliligs belirlemek igin yapilan p2
testi sonuglarina gore ise 801, 802, 803 ve 825 nolu.gesitler arasindaki farklilik % 1
dizeyinde Onemli bulunmustur., Bulgularimiz tane iriliginin ve genotipin kallus
olusumunu etkiledigini ve iri taneli genotiplerde kallus olusum oranimin daha yiksek
oldugu goériilmiigtiir.

Tane iriligine gore kaltus agirlif1 incelendiginde genotiplere ait kiigilik tanelerin kallus
agirhiklarn 0.60-1.31 g arasinda, biiyitk tanelerin 0.84-1.42 g arasinda depistigi
goriilmigtiir. Cesitler incelendiginde, kiigiik tanelerde en kiigiik degeri 803, en yilksek
degeri 805; bilyilk tanelilerde ise dilgilk deferi 804, en yiksek degeri 823 numarali
genotipin verdigi belirlenmigtir. Kallus agirlifina, tane iriliginin etkili oldugu ve bin
tane agtrh yiiksek genotiplerde kallus afirh@inin da yitksek oldugu belirlenmistir,

Genotiplerin kil¢itk tanelerinde rejenerasyon kapasitesi % 26.9-59.9 arasinda, bilyik
tanelerinde ise % 51.7-83.3 arasinda  defismigtir. Kiiglik tanelerde en yiiksek
rejenerasyon kapasitesi % 59.9 ile 805 no’lu hatta olusurken, onu % 56.1 ile 825 no’lu
hat ve % 42.3 ile 824 no’lu hat izlemis; en diigiik oran 801 no’lu hatta ortaya ¢ikmigtir.
Bilyitk tanelerde en yiiksek rejenerasyon kapasitesi % 83.3 ile 803 no’lu hatta
olusurken, onu % 81.5 ile 802 no’lu hat ve % 76.7 ile 804 no’lu hat izlemis; en diisiik
oran %51.7 ile 825 no’lu hatta ortaya g¢ikimstir, Calismamizda yulaf olgun
embriyolanindan elde edilen rejenerasyon kapasitesinin  genotipe gore degistigi
gOrillmiigtiir,

Tane iriligine gore kiiltiir etkisi ortalamalarimi degerlendirildiginde; kiigiik tanelerde en
bilyltk oran % 56.7 ile 805 no’lu hattan elde edilmis onu % 51.7 ile 825 no’lu hat, %
41.7 ile 821 ve 824 no’lu hatlar izlemis, en diigik oran ise % 25 ile 801 no’lu hatta
ortaya gikmustir. Bilyiik tanelerde ise en bityiik oran % 83.3 ile 803 No’lu hatta olugmus
onu % 80 ile 802 ve % 76.7 ile 804 no’lu hat izlemis, en dislik oran da % 50 ile 825
no’lu hatta bulunmustur. Kiiltiir etkisinin tane irilifi ve genotiplere bagh olarak
degistigi saptanmigtir.
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Genotipler bitki sayis1 bakimindan incelendifinde: kiigikk taneler bitki sayisinin 4,0-9,6
arasinda, bilyiik taneler ise 4,6-12,3 arasinda degistigi gorillmiigtiir.. Kiigikk tanelerde
en yiiksek bitki sayis1 9.6 ile 805 no’lu hatta olusmus, onu 9.3 ile 825 no’lu hat, 7.6 ile
821 no’lu hat izlemigtir. Bilyiik taneler de ise en yiiksek bitki sayis1 12.3 ile 802 no’lu
hatta g8riilmils, onu 11.3 ile 805 no’lu hat ve 10.3 ile 824 no’lu hat izlemistir. Rejenere
bitki sayisimn genétipe gore degisiklik gbsterebilecegi bulgularimiz sonucunda ortaya
cikmustir.

Tane iriligine gore genotipleri kiiltiir tepkileri arasinda yapilan korelasyon analizinde,
baz karakterler arasinda nemli bir iligki ortaya ¢ikarken bazi karakterlerin birbirinden

bagimsiz oldugu belirlenmigtir.

Kiigitk taneli olgun embriyolardan elde edilen killtiir tepkileri arasindaki iligkiler
incelendiginde kallus agirlig1 ve rejenerasyon kapasitesi (r = 0,507**), kallus agirligs ve
kiilttir etkisi (r = 0,522**), kallus agirhig ve bitki sayisi (r = 0,519**), rejenerasyon
kapasitesi ve kiiltiir etkisi (r = 0,978**), rejenerasyon kapasitesi ve bitki sayis1 (r =
0,782**) ijle kultir etkisi ve bitki sayis1 (r = 0,849**) arasinda Snemli iliski oldugu,
kallus olusumu ve kallus agirlifa (r = 0,120), kallus olugumu ve rejenerasyon kapasitesi
(r=-0,110), kallus olusumu ve kiiltiir etkisi (r = 0,096) ile kallus olugumu ve bitki say1si
(r = 0,308) arasinda ise 8nemsiz iligki oldufu gdrillmiistiir.

Biyitk taneli yulaf embriyolarnindan elde edilen killtlir tepkileri arasindaki iligki
incelendiginde de; rejencrasyon kapasitesi ve kiiltilr etkisi (r = 0,992**) ile kallus
agirhifr ve bitki sayis1 (r=0.409*) arasinda Snemli iligki belirlenmisgtir.

Kiltlir tepkileri bakimindan kullamlan genotipler degerlendirildiklerinde, kilgiik
tanelilerin bilyiik tanelilere oranla daha olumlu sonuglar verdikleri g8riilmilstiir.

Bulgulanmiz ayni konu #izerinde ¢alisan aragtiricilarin bazilaniyla benzerlik gésterirken
bazilanyla da farkhilik géstermektedir. Farklilik, kullanilan genotiplerin gerek biyolojik
gerekse kéken bakimindan farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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- In vitro ¢ahigmalarin baglangicim olugturan kallus olusumn, 8zellikle olugan kaltuslann
yapisi nedeniyle, kiiltlirin baganisim etkileyen en 6nemli-faktorlerdendir. Rejenerasyon
kapasitesi ve killtiire alinan embriyo sayisina bagh olan kitltiir veriminin de kompak
kallus olusumu dolayisiyla artmasi beklenir. Ancak kiiltiir Sgelerinin birbirinden
bagimsiz hareket edebildigi de bilinmektedir. Olugan biitiin kalluslarin kompak yapida
olmamasi nedeniyle bazilarmin ditsitk kallus afirhg: 'Verdigi goriilmiigtiir. Buna bagh
olarak kilgiik taneli ve bilyiik taneli embriyolardan elde edilen kiiltiir verimi tepkilerinin
bazilan arasinda 8nemli iliski olmadig1 da ortaya gikmugtr,

Farkli buyikliikteki (kiigiik-biiyiik) embriyolardaki killtlir tepkileri incelendiginde
kiigitk taneliler ile bilylik taneliler arasinda &nemli bir fark oldugu, incelenen &geler
bakimindan kilgiik tanelerin killtdlr tepkileri arasinda olumlu ve Snemli, bilyitk tanelerin
ise; rejenerasyon kapasitesi ve kiltiir etkisi ile kallus agirhg: ve bitki sayist arasinda

6nemli iliski bulunduBu saptanmigtir,

Sonug olarak, son yillarda olgunlasmamig embriyolara alternatif bir ydntem olarak diger
tahillarda basariyla kullanilan endosperm-destekli embriyo y8nteminin yulaf i¢inde
kullanilabilecegi ve bu yontemde basarmmn iri endospermli tanelerin kullanilimasiyla

artinilabilecegi belirlenmigtir.
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