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OZ

Bu aragurmada, yeni bugday gesitlerinin geligtirilmesinde gen
transferi yontemlerinin uygulanabilmesi i¢in gerekli olan kallus, hiicre
siispansiyon kiiltiirii, protoplast ve bitki regencrasyonu sistemlerinin kurulmasi
amaglanmigtir. Bes hexaploid bugday ¢esidinmin (Triticum aestivum L.)
olgunlagmamig ve olgun embriyolan Kiiltiire alindiklart MS ve BS ortamlan
izerinde kallus olugturmusglardir. Ortama ilave cdilen organik maddclerden
kazein hidrolizat ve glutamin kiiltire alinun biititn ¢egitlerde kallus olusumunu
artirmiglardir. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiildirleri, Seri 82 bugday
¢esidinin kolay dagilabifen, hizli geligen, beyaza yakin renkteki, embriyogenik
kalluslarindan olugturulmustur. Protoplastlar, olugturulan bu embriyogenik
hiicre stispansiyon kiiltiirlerinden izole edilmigtir. Bir gram hiicre siispansiyon
kiiltiirinden enzimler kullamlarak 2x107 protoplast izole edilmigtir. Kiiltiire
alinan protoplastlar yiiksek oranda hiicre boliinmesi ve kaplama etkinligi
gostermislerdir. Mikrokalluslar TAA,BAP ve kinetin igeren MS ortamlarina
aktanlmiglar ve 16-20 hafta sonunda bitki regenere edilmigtir. Sitolojik
caliymalarda, hiicre siispansiyon Kkiltiirlerinde yiiksek oranda kromozom
kayiplan gozlenmistir. Regenere edilen bitkilerde ise 2n=42 normal kromozom
sayist goriilmiiy fakat baz1 bitkilerde morfolojik anormalliklerc rastlanmugtir.
Mezofil protoplastlarimn izolasyonunda | gram yapraktan 6x10° protoplast izolc
edilmigtir. Farkh ortamlarda kiiltire alinan mezofil prataplastlarinda hiicre

boliinmesine rastlanmamagtir.
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ABSTRACT

The regeneration of plants from protoplasts of wheat is a useful
technology for new wheat cultivars improvement using genetic manipulation
techniques. Immaturc and mature embryos of five cultivars of wheat (Triticum
aestivum L.) formed callus on MS and B5 media. Most cultivars formed calli on
media augmented with organic substrates (cascin hydrolisate, glutamin). The
emryogenic cell suspension cultures were established from embryogenic callus
of Seri 82 wheat cultivar which friable, rapid growing, off-white. Protoplasts
isolated from embryogenic cell suspension cultures. Enzymaticaly 2x107 purified
protoplasts were isolated per onc gram initial fresh weight of cell suspension
culturec. Cultured protoplasts showed high rate cell division and plating
cfficiency. Microcallus were transterred on MS media supplemented with [AA,
BAP and kinetin, and regencrated plant after 16-20 weeks.

In cytological study, It was observed chromosomes lost at the rate of
52 percent in cell suspension cultures. The regenerated plants from protoplasts
observed normal chromosome number (2n=42), but some plants coincided
abnormal seems.

Secedling leaves were used mesophyll protoplasts isolation.

Enzymaticaly 6x10° purificd protoplats were isolated per one gram lcaf tissue.
Mesophyll protoplasts were cultured on different media, but It wasn't coincide

with the «cell division.



1. GIRIS

Tahillar igerisinde bugday, dimyada en yaygin yetistirilen Kiltiir
bitkisidir. Diinya niifusunun yaklagtk %35’inin temel besimi olan bugday,
besinlerden alinan kalorinin %20’simi karsilamaktadir (VASIL ve ark., 1991).
Kiiltiir bitkileri igerisinde en fazla yetistiricilifi yapilan bugdaymn diinya ekim
alam yaklagik 226 milyon hektar, iiretimi 550 milyon ton, verimi ise 2562 kg/ha
kadardir ( KUN, 1983; AKKAYA, 1994).

Az gelismis iilkelerde bitki 1slahimn temel amacim mutlak verim artigi
olusturmaktadir. Gelismis ilkelerde bu durum tarimsal o6zellikler ve teknikler
agisindan degigerek, agin iiretimin neden oldugu sorunlara yonelik galigmalara
doniigmiigtiir. Cevre faktorii gozoniine alindiginda iriin artigt amaciyla yapilan
bitki 1slah1 teknikleri de buna paralel olarak degismektedir (REXEN ve MUNCK,
1984). Giniimiizde bu amaca yonelik olarak uygulanan ve aym zamanda
geligtirilen teknolojilerin basinda biyoteknoloji gelmektedir. Yakin zamana kadar
hayal olan genlerle oynamak suretiyle hastalik ve zararlilara dayamkli, sofuga ve
tuza tolerant bitki tiir ve gesidleri iretilebilmis, bozulmadan uzun siire depolanan,
besin degeri yiiksek iiriinlerin elde edilmesi miimkiin olabilmistir. Bitki 1slahinda,
bitkisel biyoteknolojinin uygulanmasindaki basan, bitki doku ve hiicre
kultiirlerinden bitki regenerasyonunun gergeklestirilmesine baghdir. Bu tiir
araghrmalar diinyamin  6nemli ticari tir ve gesidlerinde uygulanmaktadir
(MADDOCK, 1987, VASIL ve VASIL, 1992). Bugiine kadar dikotiledon
bitkﬁerde totipotent bitki materyali olarak vyaprak, sirgiin, govde, kok vb.
organlart kullanilabilmekte iken monokotiledonlarda kullanilacak bitki
materyalinin gok simirh oldugu belirtilmistir (GREEN ve PHILLIPS, 1975).

Kendine déllenen bir bitki olan bugdayda dogal kosullarda kendiliginden
genetik varyasyonlarin ortaya ¢ikmasi ¢ok zordur (LORZ ve ark. 1988). 1980
yitlinin basinda ilk olarak dikotiledon bitkilere bir toprak bakterisi olan



Agrobacterium aracih@: ile transformasyon gergeklestirilmig ve bu alanda hizl
bir gelisme saglanmigtir. Dikotiledon bitkilerde 6nemli asamalar kaydedilmesine
ragmen, monokotiledon bitkilerden olan tahillarda transformasyon ¢ok gerilerde
kalmigtir. Bunun baslhica nedeni Agrobacterium’un monokotiledon bitkileri
infekte etmemesinden kaynaklanmaktadir (DE CLEENE ve DE LEY, 1976; LEE,
1989). Bu nedenle tahillarda transformasyonu sinirlayan faktorlerin istesinden
gelmek, yiiksek verimlilik, hastalik, zararli ve stres faktorlerine dayamkhlik gibi
yabanci genetik materyallen aktarmak igin alternatif metodlar geligtinlmgtir. Bu
metddlar; kimyasal (polyetilenglikol) ve fiziksel (elektrofiizyon) yontemlerle iki
protoplastin  birlestirilerek (Protoplast fuzyonu) somatik hibridizasyonun
gergeklestirilmesi, yabanci DNA’lanin yine fiziksel ve kimyasal yontemlerle
protoplastlara aktarilmasi, mikroinjeksiyonla protoplastlara DNA’ nin aktarilmasi
(DNA-uptake), partikil bombardimani yoluyla bitki hiicre ve dokularna
DNA’min aktanlmasi seklinde uygulanmaktadir (LORZ ve ark., 1988; LEE,
1989; VASIL, 1990, KARADIMOVA ve NEDKOUSKA, 1992).

Insanlifin beslenmesinde ¢énemli bir konuma sahip, monokotiledon bir
bitki olan ve tanimsal agidan iistiin 6zelliklere sahip yeni gesitler gelistirmek i¢in
Agrobacterium aracihify ile gen transferinin miimkiin olamadigi bugdayda
yukarida belirtilen protoplast fuzyonu ile somatik hibridizasyon ve direk gen
transferi yontemlerinin (elektroporasyon, mikroinjeksiyon) uygulanabilmesinde
gerekli olan embriyogenik kallus-protoplast-bitkiye ge¢is sisteminin kurulup

islerlik kazandinlmasi bu araghrmanin bashica amacim olusturmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bitki islahinda doku kiltiirlerinden yararlanmak igin oncelikle her tiir
i¢in uygun kallus, protoplast ve bitki regenerasyonu sistemlerinin gelistirilmesine
baglidir. Bugdaygiller familyasina ait degisik tiirlerde ¢esitli bitki dokularindan
(explant) yararlamlarak kallus ve protoplast kiiltiirlert yapilabilmekte ve
bunlardan bitki regenere edilebilmektedir. Monokotiledon bitkilerin en ¢nemlisi
olan bugdaydan kallus kiltirlerinin elde edilmesinde, olgunlasmams embriyo
(OHNOUTKOVA ve NOVAK, 1985; KOBA ve ark., 1988; BARABANOVA ve
ark., 1988; MOROZOVA, 1988; YU ve ark., 1990; YANG ve ark., 1991) olgun
embriyo (KIM ve KIM, 1989; BARABANOVA ve BANNIKOVA, 1990),
olgunlasmams basak¢gik (OHNOUTKOVA ve NOVAK, 1985; REN ve ark.,
1989; PAUK ve SZARKA, 1991) gibi bitki dokulan kullanilmaktadir.
Olgunlagmamis embriyolar genellikle en iyi sonucu vermektedirler (VASIL ve
VASIL, 1992).

Tahillarda genetik varyasyonlar meydana getirebilmek igin alternatif
metodlar gelistirilmistir (LEE, 1989). Bu tekniklerin uygulanmaya baslandig:
kiltir bitkilerinden biri de tim dinya ig¢in ekonomik oneme sahip olan
bugdaydir. Protoplast izolasyonu, kiiltiirii ve bitki regenerasyonu ¢alismalarinin
diger bitki tiirlerine gore daha zor oldugu bildirilen tahillarda, embriyogenik
kallus, hiicre siispansiyon kiiltiirii, protoplast ve bitki sisteminin kurulmasi

amactyla yogun ¢aligmalar yapilmstir,

2.1. Kallus Olusumu ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

SEARS ve DECKARD (1982), 39 kishk bugday genotipinin doku
kiiltiirlerine tepkilerini belirlemek amactyla yaptiklarni ¢aligmada, 12 giinliik
olgunlagmamig embriyolar 1.0 mg/l 2,4-D igeren MURASHIGE ve SKOOG
(1962) ortaminda kiiltiire alinmis ve elde edilen kalluslar 0.5 mg/l 2.4-D igeren



ortamda uzun sire muhafaza edilmistir. Elde edilen kalluslar 40 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda 1300 mg’a kadar degigen miktarda kallus agirlik artigi
meydana getirmislerdir. Kalluslar 0.1 mg/l 2,4-D igeren ortama transfer
edildiginde siirgiin, 2,4-D igenmeyen ortama transfer edildiklerinde 1se bitki
regenere edilmistir. Kiiltiire alinan genotipler kallus olugsumu, regenere olabilir
kallus olugumu, Kkalluslarin altkiltirlere  gosterdikleri  tepki  ve  bitki
regenerasyonu potansiyelleri yoniinde karsilagtinldiginda  6nemli  olgiide
varyasyonlarin bulundugunu bildirmislerdir. Regenerasyon ortamina aktarilan 18
genotipten 90-125 giin, 5 genotipten de 240 giin sonra bitki regenere edilmigtir.
‘Doku kiiltiirlerinden elde edilen ND7532 ve Roughider ¢esidlerinden 420 giin
sonra bitki regenere edilebilmistir. Bunun yaninda ND7532 g¢esidinin kallus
olusumu, embriyogenik kallus olusumu ve in vitro *da gelisme durumu yoniinden
diger genotiplere gore daha 1y1 performans gostermislerdir. Bu ¢alismada 532
bitki regenere edildigini, bunlardan 510 bitkinin olgunlagarak tohum verdigini,
gesidlerin doku kiiltiirlerine gosterdikleri tepkilerin genotipe bagh olarak
degistigini bildirmiglerdir.

OZIAS-AKINS ve VASIL (1982), (Triticum aestivum L) bugdayin
- olgunlagmamis embriyo ve basakg¢iklarindan elde edilen kallus kiiltiirlerinden
bitki regenerasyonunu ger¢eklestirmiglerdir. Olgunlagsmamis embriyo ve
basakgiklari 2 mg/l 2,4-D igeren MURASHIGE ve SKOOG (1962) ortaminda
kiiltiire alarak, kirilgan ve kompakt olmak iizere iki tip kallus elde etmislerdir.
Regenerasyon ortamina aktarilan kinlgan kalluslardan bitki regenere edilirken,
kompakt kalluslardan sadece kok regenere edilebilmistir. Sonug olarak her iki
matéryalden elde edilen kalluslardan bitki regenere edilerek topraga aktarildigini,

bu bitkilerin 2n=6x=42 normal kromozom sayisina sahip olduklarm

bildirmislerdir.



EAPEN VE RAO (1982), (Triticum aestivum L.) hexaploid bugday
¢esidlerinin  farkli dokularmin  kiltire ahnmasiyla elde ettikleri kallus
kiiltirlerinden embriyo ve bitkicik regenere etmislerdir. Alti bugday varyetesinin
yaprak, mezokotil, kok, olgun ve olgunlagmamis emriyolarimi Kkallus elde etmek
amactyla, farkhh konsantrasyounlarda hormon igeren basal ortamlar iizerinde
kiiltire almiglardir. En iyi kallus gelisimini 2,4,5-Cl; FOP (fenoprop) igeren
ortamda elde etmislerdir. Elde edilen bu kalluslar hormon igermeyen ortama
transfer edildiklerinde nodlar, kiigitk siirgiinler ve yapraklar olusturmuslardir.
Bunun yaninda regenerasyon orani da ¢esidlere gore farklilik gostermigtir. Olgun
embriyolardan elde edilen kalluslarin yaklagik %10’unun klorofil olusturdugunu,
sirgiinlerden elde edilen kalluslarin ise oksin igeren ortamlarda kiiltiire
alindiklarinda bitkicik olusturduklanm ve bu bitkiciklerin olgunlasmalari igin
topraga aktarildiklarini bildirmislerdir.

AHLOOWALIA  (1982), Maris Huntsman bugday ¢esidinin
olgunlagmamis embriyolarini 2,4-D, IAA ve kinetin igeren (veya igermeyen) 1/2
MS ortami iizerinde kiiltire almiglardir. Kinetin igeren ortamda kiiltiire alinan
embriyolarin %77’ sinin, kinetin icermeyen ortamdaki embriyolarin ise tamaminin
iki hafta iginde kallus olusturduklan gézlenmigtir. Elde edilen kalluslarin 2,4-D
ve zeatin igeren 1/2MS ortaminda 120 giin siirede organogenesis gosterdiklerini,
aynéa NAA’nin  kok gelisimini hizlandirdigini saptamislardir. Sonu¢ olarak
regenere edilen bitkilerin bitki boyu, sap kalinhigi, yaprak ayasi alani, basak
boyu, polen canhihif, ve tane biyiikligii bakimindan varyasyon gosterdiklerini
kanitlamiglardr.

ZAMORA ve SCOTT (1983), bugday yapraklarim kiiltire alarak kallus
elde etmigler ve bu kalluslardan bitki regenerasyonunu gergeklestirmiglerdir. 1-7
yaprakh bitkiciklerin geng yapraklanndan 2-6 cm biyiikliginde parcalar

kesilerek 2,4-D, arginin, maya ekstrakti ve sakkaroz igeren katt MS ortaminda



kiiltire alinmgtir. Kallus olugumu y6niinden diger yapraklarla kargilagtirildiginda
6. ve 7. yapraklarin basal bolgelerinden alinan segmentlerden daha yiiksek
oranda kallus elde edilmistir. Yapraklardan elde edilen kalluslarin 1 uM 2,4-D, 5
uM sitokinin igeren ortamda kiiltire alindiginda siirgiin olusturduklarim, elde
edilen siirgiinlerin koklenmeleri i¢in hormon igermeyen 1/2 MS ortaminda
kiiltiire alindifimt ve sonugta bitki regenerasyonunun gergeklestirildigini
bildirmislerdir.

MCHUGHEN (1983), bugdayin koleoptil segmentlerinden olusturulan
kalluslardan bitki regenere etmistir. Bugday tohumlarinm 29 °C’de, 3-4 giin siire
ile ¢imlendirilmesi ile elde edilen koleoptil segmentlerinin kiiltire alinmas
sonucu embriyogenik kalluslarin elde edildigini ve bunlardan da bitki
regenerasyonunun  gergeklestirildigini,  ayrica  kiiltiirlerde  somaklonal
varyasyonlarin meydana geldigini bildirmistir.

MADDOCK ve ark. (1983),(Triticum aestivum L.) 25 bugday ¢esidinin
olgunlagmamig embriyo ve basakgiklanindan elde edilen kalluslardan bitki
regenere etmiglerdir. Highbury ve Maris Butler bugday ¢esidlerinden elde edilen
kalluslar 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda yiiksek oranda siirgiin olusturmuslardir. Bu |
galigmada kullamlan 25 bugday ¢esidini morfogenesis kapasiteleri yoniinden
kargilagtinlmis ve sonugta embriyoid ve siirgiin olusumu yoniinden farkhiliklar
bulunmustur. Olusan siirgiinlerden regenere edilen 1000°den fazla bitkide
morfolojik goriiniim, gigeklenme zamam, fertil tane olusumu bakimmdan énemli
olgiide varyasyonlanin meydana geldigini bu varyasyonlar aym gesidin farkli
bitkilerinde dahi goriildiigiinii rapor etmislerdir.

LAZAR ve ark. (1983), bugdayin embriyo kiiltiirlerinden elde ettikleri
hiicre kiiltiirlerinden bitki regenerasyonu oranina genotip ve ¢evrenin etkilerini
belirlemeye galismuglardir. 25 bugday ¢esidinin ve 5 Triticum tiirimiin olgun ve

olgunlagmamyg embriyolarin in vitro’da farkh g¢evre kosullannda kiiltiire



almiglardir. Kallus olusum oranina genotipin, ortama ilave edilen hormon tiirii ve
miktarimin ve farkli in vitro kosullaninin 6nemli olgiide etkili oldugunu
kanitlamiglardir. Kallus olusumu i¢in  0.5-1.0 mg/l 2,4,5-T ve 0.1 mg/l kinetin
igeren ortamin en iyi sonug verdigini, bunun yaninda elde edilen kalluslann
genotipe goére degismekle birlikte siirgiin olusturma oranlarinin diigiik oldugunu
bildirmislerdir.

SCHAEFFER ve ark., (1984), bugdaym (7riticum aestivum L.)
olgunlagmamis embriyo, olgunlasmams basak¢ik, anter ve ¢esith govde
segmentlerini farkli konsantrasyonlarda hormon igeren ortamlarda Kkiiltiire
almiglardir. Kiiltiire aldiklan bitiin eksplasntlardan da yiiksek oranda kallus elde
etmiglerdir. 21 farkh genotipin olgun embriyolarindan elde ettikleri kalluslan
farkli ortamlarda kiiltiire almislar ve 1800 mg’a kadar degisen miktarlarda kallus
agirhgr elde etmislerdir. Elde edilen kalluslarin regenerasyon ortamina
aktarildigini ve 4-8 hafta sonra yesil siirgiinler meydana geldigini bildirmiglerdir.

HEYSER ve ark. (1985), bugdaydan (7riticum aestivum L.) elde edilen
kallus  kiiltiirlerinden  somatik  embriyo  ve  bitki  regenerasyonunu
gergeklestirmislerdir. Bitki 1slahinda kullamlan doku kiltiirlerinde  baglangig
materyalinin  olduk¢a o6nemli oldufunu, bugdaydan elde edilen kallus
kiiltiirlerinin genellikle olgun ve olgunlasmamig embriyolardan elde edildigini
belirﬁnislerdir. Embriyogenik kalluslarin kiigiik yuvarlak hiicreli ve kinlgan
olduklarm, embriyogenik olmayan kalluslarin ise uzun hiicreli ve kompakt
olduklarmi1 gozlemiglerdir. Embriyogenik bolgelerden ahnan hiicrelerin
regenerasyon oraninin yiiksek oldugunu, embriyogenik olmayan bélgeden alinan
hiicrelerin ise regenerasyon orammin ¢ok disitk oldugunu bildirmislerdir.
Olgunlasmamig embriyolarin ortama vyerlestirildikleri yiizey durumuna gore
embriyogenik ve embriyogenik olmayan kalluslarin olustugunu, olgunlagmamis

embriyolarn siirgiin  bolgesinden olusan kalluslann  embriyogenik, kok



bolgesinden olusan kalluslarin ise embriyogenik olmadiklarini tesbit etmiglerdir.
Olgunlagmamig embriyo tanesinin pargalanmasi durumunda siirgiin apikal
bolgesinden embriyogenik, kok apikal bolgesinden ise embriyogenik olmayan
kalluslarin  gelistigini, olgun embriyolarim siirgiin  apikal boélgesinden
embriyogenik, kok apikal bolgesinden ise embriyogenik olmayan kalluslarin
olustugunu, sonugta olgunlasmis ve olgunlagmamis embriyolardan embriyogenik
ve embriyogenik olmayan kalluslarin elde edilmesinin yiiksek oranda ortama
ilave edilen 2,4-D konsantrasyonuna bagli oldugunu bildirmislerdir.
OHNOUTKOVA ve NOVAK (1985), bugday ve arpanin olgunlagmamis
embriyo ve bagakg¢iklarinin kallus olusumu ve bitki regenerasyonu oranlarna in
vitro kosullarin etkisini belirlemek amaciyla yaptiklant ¢alismada, yazlik Rena,
kighk Vala bugday ¢esidlerinin, yeni seleksiyon yapilmig HE417 bugday
¢esidinin ve yazlik Koral arpa g¢esidinin (0.5-1 mm) biiyiikligiindeki
olgunlagmamis emrnyolamnm ve (2-4 mm) uzunlugundaki olgunlagmams
basakg¢iklarim 5, 20 ve 50 uM 2,4-D igeren MURASHIGE ve SKOOG (1962)
ortaminda kiiltiire almislardir. Olgunlagsmamis basak¢iklarin 20 uM 2,4-D igeren
ortamda 10-20 giin sonra, olgunlagmamig embriyolarin 1se 5 uM 2.4-D igeren
ortamda 30-40 giin sonra yiiksek oranda bitkicik olugturmuslardir. En hzl: kallus
olusumuna Vala ¢esidinde rastlanmistir. Rena g¢esidinde kiiltiire alindiktan 20 giin
sonra, diger g¢esidlerde ise 40 giin sonra kallus olusumu ger¢eklesmigtir. Kallus
olusumu igin en uygun 2.4-D konsantrasyonunun Rena ve Vala ¢esidler: i¢in 20
uM, HE417 gesidi igin SO0 uM ve Koral gesidi igin 5 pM oldugunu tesbit
etmiglerdir. Regenerasyon orani yoniinden en yiiksek Rena g¢esidinin (%20-30),
en diisitk Vala ¢esidinin (% 5-15) bulundugunu, Koral ¢esidinin ise regenerasyon
yeteneginin bulunmadigini rapor etmislerdir. |
ZHANG ve SEILLEUR (1985) /n vitro’da (Triticum aestivum L.) bugday

¢esidlerinin  farkli dokularindan elde edilen kalluslardan bitki regenere



etmiglerdir. Sekiz bugday ¢esidinin olgun ‘ve olgunlagmamis embriyolarim ve
gesith govde segmentlerim farkli ortamlarda kiiltire alarak kallus olusum
oranlarm tesbit etmislerdir. Buna gore olgun embriyo, epikotil ve mezokotil
eksplantlardan embriyogenik kapasiteye sahip kalluslarin elde edildigini, bunun
yaninda déllenmenin gergeklesmesinden yaklasik 16-22 giin sonra ahnan
olgunlagmam§ embriyolarmn genotipe gore degismekle birlikte daha yiiksek
oranda kallus olusumu meydana getirdiklerini bildirmislerdir. Bu eksplantlardan
elde edilen kalluslarin regenerasyon oranmin ortama bagl olarak degisim
gosterdigini belirtmiglerdir.

EAPEN ve RAO (1985), bugday, ¢avdar ve triticale’nin olgunlagmamis
bagak¢iklarinin kiiltiire alinmas: sonucu elde ettikleri kalluslardan bitki regenere
etmiglerdir. Bugday (7riticum aestivum L. cv Kalyan Sona), ¢avdar ve triticale
cv. 6T209’nin 1 cm uzunlugundaki olgunlagsmamis basak¢iklarini 2,4-D,
hindistan ceviz sitii ve BAP igeren MURASHIGE ve SKOOG (1962) ortaminda
kiiltire alarak kallus olusumunu tesvik etmiglerdir. Elde edilen bu kalluslarin
NAA ve JAA igeren ortama transfer edilmesiyle embnyoidlerin ve vyesil
siirgiinlerin  olugtugunu, bunlardan regenere edilen bitkilerin ise topraga
aktanldigim bildirmiglerdir.

INAGAKI (1986), bugday (7riticum aestivum L. cv. Norin 61,
2n=6x=42) ¢esidinin olgunlagsmamis haploid embriyolanndan kallus elde
etmigtir. 9 adet olgunlagmamis bugday embriyosunun 0.5 mm biiyiikligiindeki
pargalarim 2 ppm 2,4-D igeren BS ortaminda kiiltiire alarak 15 giin siire ile
inkiibe etmigtir. Elde edilen kalluslar hormonsuz B5 ortaminda kiiltiire alinarak
toplam 63 bitki regenere edildigini regenere edilen bitkilerin 21 kromozoma
sahip olduklarini bildirmigtir.

KARADIMOVA ve ERIKSON, (1986), bugdaym (7riticum aestivum L.)

olgunlasmamig embriyolarindan elde edilen kalluslardan somatik embriyo ve
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organogenesis tesvik etmislerdir. Kishk ve yazlik olmak iizere 11 bugday
varyetesinin olgunlagmamis embriyolarinin hormon ilave edilmis MURASHIGE
ve SKOOG, (1962) ortamunda kiiltiire alindigini, kallus olusturma oranimn
genotipe bagl olarak %58 ile 100 arasinda degisim gosterdigini belirtmiglerdir.
Kiiltire ahinan varyetelerden embriyogenik kallus olusum oraninin ise %1.5 ile
%17.7 arasinda bulundugunu bildirmiglerdir. Yazlik varyetelerden elde edilen
kalluslarin kighk varyetelere oranla daha iyi performans gosterdiklerini, ortalama
regenere olan bitki / kallus oramimin 2-10 arasinda bulundugunu bildirmislerdir.
Kiiltire alman 22773 ve 24373 vyazlik varyetelerinin g¢ok vyiiksek bitki
regenerasyonu kapasitesine sahip olduklarim goézlemislerdir.

GALIBA ve ark. (1986), bugday kallus kiiltiirlerinden bitki
regenerasyonunda, kalluslarin regenerasyon yeteneklerini etkileyen faktorleri
belirlemeye g¢alismuglardir. Cheyenne bugday ¢esidinin  olgunlagmamug
embriyolarindan elde edilen kalluslardan regenere edilen bitkilerde kromozom
analizleri yapildigim ve kalluslardan bitki regenerasyonun birgok gen tarafindan
kontrol edildigini ileri stirmiiglerdir.

BUTENKO ve ark. (1986), 5 kislik bugday ¢esidinin olgun ve
olgunlasgmamis embriyo, kok ucu, olgunlasmamis basakgiklanimin kiiltiire
alinmast ile elde edilen kallus dokularinin morfogenesis ve bitki regenerasyonu
kapasilerini belirlemislerdir. Bu explantlar 4 farkls sekilde modifiye edilmig kati
MS (MURASHIGE ve SKOOG,1962) ortaminda kiiltiire alinmuglardir. Modifiye
edilen ortamlan a) kallus olusumunun tegvik edildigi, b) embriyogenik kalluslarin
altkiiltiire almarak muhafaza edildigi, c¢) morfogenesisin tegvik edildigi, d)
bitkiciklerin koklendirildigi ve topraga aktarilmadan Once geligmelerinin
saglandigs ortamlar olarak 4 gruba aymrmuslardir. Bu g¢ahgyma sonucunda
olgunlasmamig embriyolardan elde edilen kalluslardan yiiksek oranda bitki

regenerasyonunun gergeklestirildigini, diger orijinlerden elde edilen kalluslardan
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ise nadiren bitki regenere edilebildigini, regenere edilen bitkilérin bir kisminda
kok gelisimi, yaprak ayasi genigligi ve bitki boyu yoniinden genotiplerden
kaynaklanan varyasyonlarin bulundugunu tesbit etmiglerdir.

HUNSINGER ve SCHAUZ (1987), bugday (7riticum aestivum 1.)in
olgunlagmamig embriyolarindan olusturulan kalluslardan somatik embriyo ve
bitki regenerasyonu oranma dicamba’min etkisint aragturmislardir. 3 bugday
¢esidinin olgunlagmamig embriyolart 1 mg/l dicamba igeren modifiye edilmis N6
ortaminda kiiltiire alinarak, 7-10 giin i¢inde kallus ve embriyoid olusturmuslardir.
4-6 hafta sonra ise bu kalluslardan %70 oraninda embriyoid meydana gelmistir.
Her embriyoidden 1-30 arasinda bitki elde edildigini, kiiltiire alinan Caribo ve
Kanzler c¢esidlerinden Sage ¢esidine gore daha 1yi sonuglar ahindigim
bildirmiglerdir.

PAPENFUSS ve CARMAN (1987), dicamba ve kinetinin bugday kallus
kiiltiirlerinde bitki regenerasyonu oranina olan etkilerini belirlemek amaciyla
yaptiklann g¢alisgmada, PCYTI10 ve Fremont g¢esidlerinin 14-21 giinlik
olgunlagsmamis embriyolarim1 dicamba igeren MURASHIGE ve SKOOG (1962)
ve SCHENG ve HILDEPRAND (1972) ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Kallus
olusturmak amaciyla kiiltiire alinan embriyolarda dogrudan siirgiin olusumu 2 4-
D igeren ortama nazaran engelledifi tesbit edilmistir. Bunun yaninda
embriyolarin MS ortaminda ve karanhk kosullarda inkiibe edildiginde
dicamba’min kallus ve siirgiin olusumunu tegvik ettigini gozlemislerdir. 2,4-D
yada dicamba igeren ortamlarda gelisen kalluslar kinetin igeren ortamda kiiltiire
alindiklarinda ise bu kez sirgiin olusumunun oOnemli 6lgiide arttigim
saptamiglardir.  Kiltiirler karanhk kosullarda inkiibe edildiginde kallus
gelisiminde meydana gelen olumlu artisin 16 saat 151k 8 saat karanhk kosullarda

inkiibe edildiginde olumsuz yonde degistigini tesbit etmiglerdir. Embriyolardan



elde ettikleri kalluslarin 4 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda yiiksek oranda
kallus agirlik artig1 meydana getirdiklerini bildirmiglerdir.

ORSHINSKY ve MCHUGHEN (1987), Neepawa bugday g¢esidinden
elde edilen kalluslardan bitki regenere etmislerdir. 0.5 mg/l 2,4-D iceren temel
besin ortaminda kiiltire alinan olgunlasmamis embriyolardan kallus olusumu
baslatilmigtir. En uygun kalluslar sera sartlarinda yetistirilen birkilerden ve
dollenmenin gergeklesmesinden 12-15 giin  sonra ahnan olgunlasmamisg
embriyolardan elde edilmistir. Elde edilen kalluslar diizenli bir sekilde
altkiltirlere alinarak stabil hale getirilmistir. Bu sekilde elde edilen
embriyogenik kalluslardan embriyo olusum oranlarmin %40-45 oldugunu,
regenere edilen 600°den fazla bitkinin sera kosullarinda topraga aktarildigim,
bunlardan yaklasik %85’ini olgunlasarak tane olusturduklarini belirtmislerdir.
Ayrica somaklonal varyasyonun genotipe bagh olarak nadiren de olsa meydana
geldigini bildirmiglerdir.

OVESNA ve LHOTOVA (1987), bugday (Z¥iticum aestivum L.) doku
kiltirlerinden kallus ve bitki regenerasyonunu gergeklestirmek amaciyla
yaptiklan ¢alismada, kiltiire alman 4 bugday ¢esidinde en uygun materyalin 14
ginlik  olgunlagmamis  embriyolarin  oldugunu  saptamuglardir.  Olgun
embriyolardan elde edilen kalluslarin 2,4-D yada 2,4,5-T igeren ortamlarda
scutellar dokulardan degil de apikal dokulardan olustuklarmm dolayistyla bitki
regenere edilmediklerini ileri siirmiglerdir. Olgunlagmamis basakgiklann kiltiire
alinmasiyla elde edilen kalluslardan bitki regenere edilerek topraga aktarildigim,
bunun yaninda govde nodlanindan elde edilen kalluslarda regenerasyon orammnin
¢ok digikk oldugunu bildirmislerdir.

KARABAEYV ve ark. (1988), in vitro’da bugday doku kiiltiirleri izerine
yaptiklan ¢alismada, diploid, tetraploid, hexaploid bugday ve Aegilops

tirlerinden elde ettikleri kalluslardan morfogenesis tesvik  edildigini,



13

regenerasyon oramina kiltiir sartlarimin etkili oldugunu, bugday yapraklanindan
elde edilen kalluslarin regenerasyon oraninin yaklasik %60 olarak bulundugunu,
ayrica olgunlasmamis embriyolardan elde edilen kalluslardan albino siirgiinlerin
elde edildigini bildirmislerdir. Kighk bugday varyetelerinde somaklonal
varyasyonlarin  bulundugunu, bu varyasyonlann kallus kiiltirlerinden veya
bugdaymn farkli organlarindan direk kurulan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Azot ve sakkaroz konsantrasyonlar ile 151k
kosullarinin hiicre kiltiirlerinden embriyoid olusumunu dogrudan etkiledigini,
ayrica bu ¢alismada hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinden ve farkli dokulardan
protoplast izolasyonu metodlanimn uygulandigini ve elde edilen protoplastlarda
boliinme meydana geldigini bildirmi slerdir'.

MOROZOVA (1988), bugday kalluslannin altkiltiirleri boyunca
regenerasyon yeteneklerinin devamliliklarimi  belirlemek amaciyla yaptig:
galismada, Zarva kighk ve Moskovskaya 35 yazhk bugday ¢esidlerinin 14-16
giinlik olgunlagsmamig embriyolarmin 2,4-D, kinetin ve sakkaroz igeren
MURASHIGE ve SKOOG (1962) otaminda kiiltiire alindiginda kallus olusumu
tesvik edilmistir. Sulu, kirtlgan, uzun hiicrelere sahip embriyogenik olmayan ve
kompakt, kiigiik hiicrelere sahip embriyogenik kalluslar olmak iizere iki tip kallus
elde edilmistir. Embriyogenik tip kalluslar 1-5 mg/l 2,4-D, %3-5 sakkaroz ve 0,1
mg/l kinetin igeren besin ortaminda daha yiiksek oranda olusmustur. Elde edilen
kalluslar 40-50 giinde bir 24 °C’de aym ortamda altkiiltiire alinarak stabil hale
getirilmis, daha sonra bu kalluslar 1 mg/l BAP, 1 mg/l zeatin yada 1 mg/l kinetin
iceren MS regenerasyon ortaminda, 24 °C’de, 16 saat 151k (3000 likks) 8 saat
karanhk kosullarda inkiibe edilmistir. Kalluslarin altkiiltire alindiklar1 ortamin
igerigine bagli olarak bitki regenerasyonu oranmin degistigini, her iki varyetede
de en yiiksek bitki regenerasyonu oranina 2-3 mg/l 2,4-D, %5 sakkaroz, 0.1 mg/l

kinetin iceren (veya igermeyen) kallus gelisme ortaminda altkiiltire alinan
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kalluslarda rastlandigimi bildirmistir. Zarda gesidinin kiiltire alindiktan 40-60
giin sonra %17-31, Moskovskaya g¢esidinin 80-90 gin sonra %11-33
regenerasyon oranina sahip oldugu belirlenmigtir.

KOBA ve ark. | (1988), (Triticum aestivum) bugday ve (Hordeum
vulgare) arpadan elde edilen intergenerik hibritlerin  olgunlagmamig
embriyolarinin ve basak¢iklarinin kiiltiire alinmasiyla olusturulan kalluslarda ve
regenere edilen bitkilerde kromozomal ve morfolojik varyasyonlan
incelemislerdir. Elde edilen 12-18 ayhk kallus kiiltirlerinde ve bunlardan
regenere edilen bitkilerde sitolojik ve morfolojik karakterleri incelemislerdir.
Kallus hiicrelerinin kromozom sayilart 23 ile 29 arasinda degigim gostermis,
yaklagik %60°1 28 kromozoma sahip bulunmustur. Ayrica amfidiploid hiicreler ve
kromozomlarda meydana gelen degigiklikler de incelenerek, olgunlagmamig
embriyolardan elde edilen hiicrelerin kromozomlarinda meydana gelen
degisiklikler olgunlagmamis basakg¢iklardan elde edilen hiicrelere g(‘ire‘ daha
yiiksek bulunmustur.  Ayrica regenere edilen bitkilerin yaklasik %12’sinde
kromozomal anormallikler tesbit etmislerdir. Fenotipik varyasyonlar olarak
kulakgik ve yapraklardaki anormalliklerin ve klorofil eksikliklerinin, gen
seviyesinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandigim, kromozomlarin
yapisinda meydana gelen varyasyon derecesinin  hiicrelerin altkiiltiirlerde
kaldiklan siireye bagh oldugunu bildirmiglerdir.

BARABANOVA ve ark. (1988), kislik bugdayin embriyo kiltiirlerinden
bitki regenerasyonunu gergeklestirmiglerdir. 15 melezden elde edilen varyeteler
arasi hibritlerin ve 5 varyetenin 14 giinliikk olgunlasmamis embriyolan 1.5 mg/l
2,4-D igeren MURASHIGE ve SKOOG (1962) ortaminda kiiltiire alinmig ve
biitiin varyeteler %100 oramnda kallus olusturmuslardir. Elde edilen kalluslar 0.2
mg/l IAA ve 1 mg/l BAP igeren MS regenerasyon ortamina transfer edildiginde
kok ve yesil siirgiinler elde edilmistir. Sonug olarak, Mironovskaya 808’in %90, -
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Donskaya Polukarlikovaya'nin %71.4, Buchany’nin %87.8, Balkan’in %57.5,
Yuzhnaya Zarya’nin %17.4 regenerasyon oranina sahip olduklarim, ayrica bitki
regenerasyonu oranimn kallus verimine ve kapasitesine bagli olmadigim
bildirmislerdir.

ELENA ve GINZO (1988), (Triticum aestivum 1..) bugdayin hibrit ve
hibrit olmayan ¢esidlerinin kiiltiire alinmasiyla elde edilen kalluslardan bitki
regenerasyonuna ortama ilave edilen oksin konsantrasyonlarinin etkilerini
saptamiuslardir. Elde edilen kallus kiiltirlerinin ilk altkiiltiiriinde 2,4-D miktarinin
azaltilmas: ile siirgiin olusumunun gergeklestirildigini, materyal olarak kullanilan
hibrit gesidin oksin seviyesine olan tepkisinin ticari geside goére daha diigiik
oldugunu bildirmislerdir.

HE ve ark. (1988), tesadiife bagh olarak sectikleri 35 (7riticum
aestivum L.) bugday varyetesinin olgunlasmamis embriyolanim kiiltiire
almiglardir. Bu embriyolardan epiblast ve scutellar kaynakli olmak iizere iki tip
kallus elde etmislerdir. Kallus olusumu bakimindan c¢esidler arasinda onemli
diizeyde farkliliklar bulundugunu, kiltire alinan gesidlerin %28-96 oraninda
scutellar, %18-94 oraninda ise epiblast kallus olusturduklarmi saptamislardir.
Bunun yaninda kiiltiire alinan 7. durum bugdaymin 6 varyetesinin ise sadece
scutellar kallus olusturduklarint gozlemislerdir. Yapilan galismada embriyolarnn
kiltiire ahndigin MS ortamimmin makroelement konsantrasyonunun embriyogenik
kallus olusturma oramimi etkiledigini tesbit etmiglerdir. Sonugta her iki tip
kallustan da diisiik oranda da olsa embriyoidlerin elde edildigini, genel olarak
scutellar kalluslardan epiblast kalluslara gore daha fazla bitki regenere edildigini
rapor etmislerdir.

LIU (1988), kiiltiire alinan bugday embriyolarindan kallus olusumu ve
bitki regenerasyonu kapasiteleri arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla yaptigi

bu arastirmada, bugday embriyosu igin en yiiksek kallus olusumunun meydana
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geldigi ortamin 2 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l NAA ve 200 mg/l kazein hidrolizat igeren
MS ortami oldugunu belirlemistir. In vitro’da 10 bugday ¢esidi ile yaptigt
calismada, kallus olusumu ve bitki regerenerasyonu oranlan yéniinden g¢esidler
arasinda Onemli diizeyde farkhibiklar bulundugunu, ayrica en yiksek bitki
regenerasyonunun kallus olugsum orani yitksek olan gesidlerde meydana geldigin
bildirmiglerdir.

TUBEROSA ve ark. (1988), italyan ekmeklik bugday gesidlerinden
kallus olusumu ve bitki regenerasyonun gergeklestirildigini rapor etmislerdir. 8
italyan ekmeklik bugday ¢esidinin yaprak ayasi, olgunlasmis ve olgunlasmamis
embriyolarim1  L-Prolin igeren (veya ig¢ermeyen) MS (MURASHIGE ve
SKOOG,1962) ve BS5 (GAMBORG B35, 1968) ortamlarinda kiiltiire almiglardir.
Bu kiiltiirlerden 1ki tip kallus elde edildigini, bunlardan birinin yumusak yapida
ve sadece kok regenere olabilen kallus, digerinin ise kompakt, nodular ve yiiksek
oranda morfogenik kapasiteye sahip oldugunu, ayrica L-prolin igeren ortamda
gelisen kalluslarin regenerasyon kapasitelerinin azaldigint tesbit etmiglerdir.
Bunun yaminda B5 ortaminda kiltiire alinan kalluslarin totipotensi 6zelliklerinde
azalma meydana geldigini bildirmislerdir. Sonugta olgunlagmamis embriyolardan
ve yaprak ayasindan elde edilen kalluslardan 112 adet bitki regenere edildigini,
gesidler arasinda totipotensi ve regenerasyon Kkapasiteleri yoniinden 6neml
olgiide farkliliklar bulundugunu bildirmislerdir. |

SIDOROVA ve ark. (1988) kislik bugday gesidlerinin olgunlagmamig
embriyolarimin kallus ve morfogenesis olugturma oranlarint belirlemiglerdir. 2
mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire alinan 10 kislik bugday genotipininden,
en izl ve kolay kallus olugturma kapasitesine Polesskaya70 ¢esidinin sahip
oldugunu, Karibo gesidinin ise 1 mg/l BAP, 0.5 mg/l NAA igeren ortamda
yiiksek regenerasyon kapasitesine sahip oldugunu belirlemiglerdir. Bunun

yanmda kalluslardan regenere edilen bitkiciklerde somaklonal varyasyonun daha
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fazla oldugunu, bu bitkilerin fertilitelerinin ise genotiplere gore farklhilik
gosterdiklerini bildirmiglerdir.

AVENIDO ve ark. (1988), (7riticum aestivum L.) bugdaymn olgun
embriyolanndan elde ettikleri kalluslardan siirgiin regenere etmiglerdir. Olgun
tanelerin embriyolar1 scutellumlarindan aymnlarak 10 puM 24-D igeren
LINSMAIER ve SKOOG (1965) (LS) ortaminda, 25 °C’de, 12 saat fotoperiyot
kosullarda kiiltire alinmig ve kallus elde edilmistir. Elde edilen kalluslar
MURASHIGE ve SKOOG (1962) (MS) ortamina aktanldiginda siirgiin ve bitki
regenere edildigini bildirmislerdir.

PRILYUK (1988), dort bugday turinin kallus kiiltiirlerinden
organogenesis tesvik etmistir Triticum persicum, 1. timopheevii, T. militinae ve
7. aestivum bugday tirlerinin in vitro’da ¢imlendirilmesiyle elde edilen ii¢
yaprakl: fidelerinin yaprak segmentleri eksplant olarak kullamiimistir. 20 gr/l
sakkaroz, 0,5 mg/l thiamine, 100 mg/l myo-inositol, 2 mg/l 2,4-D igeren MS
ortamunda kiiltiire alinan bu eksplantlardan kallus elde edilmistir. Elde edilen
kalluslar 150 mg/l asparagin, (0,5 yada 0,1) mg/l1 2,4-D igeren MS regenerasyon
ortamma aktarilarak siirgiin olusumu tegvik edilmistir. Olusan bu siirgiinler
WHITE (1963) ortamina aktarilarak bitkicik regenere edilmis ve topraga
aktarilmistir. 7. militinae’nin diginda biitiin tiirlerin kallus olusturma oranlan
yitksek bulunmugtur. 7. persicum ve T. militinae’nin kalluslar1 0.5 mg/l 2,4-D
iceren ortama aktarildiklarinda siirgiin olusumu gergeklesmistir. 2,4-D miktan
0.1 mg/’ye disirildiigiinde ise bu oranin daha da arttigi gozlenmistir. Bitki
regenerasyonu orani yoniinden en yiiksek 7. persicum tiiriiniin bulundugunu, T
timopheevi ve T. aestivum “un regenerasyon orammin ise diger tiirlere nazaran
daha diigiik bulundugunu rapor etmistir.

PRILYUK (1988), dort bugday tiiriiniin kallus kiltirlerinden bitki

regenere etmigtit. Triticum persicum, T. timopheevii, T. militinae ve T. aestivum
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tiirlerinin tohumlarinm in vitro’da ¢imlendirilmesiyle elde edilen fidelerin iig
yapraklt donemdeki yaprak pargalarimi kiiltiire alarak kallus olugturmuglardur.
Biitiin genotipler 2 mg/l 2,4-D igeren agar ile katilagtirilmig MS ortaminda kallus
olusturmus, bu kalluslar ilk altkiiltire alindiklarinda ise siirgiin olusumu
gerceklesmistir. Serada yetistirilen bitkilerden alinan eksplantlardan olusturulan
kalluslarin regenerasyon yeteneklerinin, in vitro’da yetistirilen bitki
eksplantlarindan olusturulan kalluslara oranla daha yiiksek bulunmustur. Bitki
regenerasyonu oramnin tiirler arasinda farklilik gosterdigini, en yiiksek siirgiin
olusturma kapasitesine 7. persicum’un sahip oldugunu, regenere edilen bitkilerde
morfolojik goriiniim olarak kontrol bitkilerine goére farkhilik bulunmadigim
bildirmistir.

| RAJYALAKSHMI ve ark. (1988), (7riticum aestivum L.) Sonalika
bugday g¢esidinden elde edilen kalluslardan somatik embriyo ve bitki
regenerasyonu oranina genotipin etkisini belirlemeye ¢aligmuglardir. Sonalika
bugday ¢esidinin olgunlagmamis basakgiklarimi 2,4-D, kazein hidrolizat ve
hindistan cevizi siitii igeren MURASHIGE ve SKOOG (1962) ortaminda kiiltiire
alarak kallus olusumunu tesvik etmislerdir. Olusan bu kalluslardan 6nce somatik
embriyo daha sonra da bitki regenere edilmistir. Somatik embriyo ve bitki
regenerasyonu  diisik  konsantrasyonda  2,4-D  igeren  ortamlarda
‘gergeklesﬁrihnistir. Elde edilen bitkicikler dogal kosullar altinda topraga
aktarilmistir. Yapilan histolojik galismalar sonucunda bu bitkilerin 2n=42 normal
kromozom sayisina sahip olduklanmi kamtlamislardir. Daha once yapilan
calismalarda 19 bugday varyetesinin kallus olusumu ve bitki regenerasyonu
oranlan iizerine genotipin etkilerinin belirlendigini ve Sonalika ¢esidinin bunlarla
karsilastinldiginda bu ¢esidin 12 ayhik siire boyunca altkiiltirde muhafaza
edildiginde dahi regenerasyon yetenegini kaybetmedigini, fakat morfogenesis
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potansiyelinin azaldigini, bunun da kisa sireli altkiiltire almarak
onlenenebilecegini belirtmislerdir.

LU ve ark. (1989), farkli bugday tiirlerinin embriyo kiiltirlerinden kallus
olusumu ve bitki regenerasyonunu gergeklestirmiglerdir. 15 bugday tiiriiniin
embriyolarini modifiye edilmis MS ortaminda kiiltiire almiglar ve en yiiksek
kallus olusturma orami ortalama %81.3 ile hexaploid tirlerden elde edilmistir.
Bunu %76.6 1le tetraploid tiirler, %41.1 ile diploid tiirler izlemistir. Bu tiirlerin
regenerasyon yeteneklerinin de aym oranda ortaya ¢iktigmi bildirmislerdir.
Kallus olusumu ve regenerasyon oranlart yoniinden aymi ploidi seviyesindeki
tirler arasmmda da onemli diizeyde farkhliklarin bulundugunu, hexaploid
tirlerdeki bitki regenerasyonu oranlarinin 7. spelta ‘da %14.3,‘ T, aestivum
subsp.yumnenese’de %57.5 arasinda degisim gosterdigini belirlemiglerdir.

BROWN ve ark. (1989), bugdayin (7riticum aestivum 1..) olgunlagmamusg
embriyolarindan elde edilen kalluslarin gelisimi, embriyogenesis ve organogesis
olusumu iizerine sekerlerin, seker alkollerinin ve PEG (Polietilen glikol)’in
etkilerini aragtimmislardir. Yitksek osmotik basinca sahip ortamlarda kallus
gelisiminin yavagladig, birim kallustan regenere olan siirgiin ve bitki sayisimin
ortamin osmotik basincina ve karbon kaynagina bagh oldugunu saptamislardir.
En iyi siirgiin olusumu %3 sakkaroz konsantrasyonunda meydana gelmistir.
Ayrica ortama %3 manitol, yada %S5 polietilen glikol (PEG) ilave edildiginde bu
oranin daha da arthd gozlenmistir. Bunun yamsira diisiik konsantrasyondaki
absisik asitin (ABA) embriyogenesisi artirdigini belirlemislerdir. Sonug olarak
bugdayin kallus kiiltiirlerinden bitki regenerasyonu iizerine osmotik basincin,
karbon kaynaginin ve absisik asit’in 6nemli 6lgiide etkili bulundugunu rapor
etmiglerdir.

FEKETE ve PAUK (1989), bugday kallus kiltirlerinden bitki

regenerasyonuna, ortama ilave edilen 2,4-D ve kinetin miktarimn etkilerini
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belirlemek amaciyla yaptiklann g¢aligmada, GK Othalom g¢esidinin kallus
kiltiirlerinin (1-1.5) mg/l 2,4-D ve (0,5-4) mg/l kinetin igeren ortamlarda kiiltiire
almislardir. Bu kiltiirlerde en yiiksek bitki regenerasyonun 1 mg/l kinetin igeren
ortamda gergeklestirildigini, kalluslardan bitki regenerasyonu orammn ise %86
olarak belirlendigini bildirmislerdir.

CHAWLA (1989), bugdaym farkhh dokularindan alinan eksplantlarn
kultire alinmas: ile elde edilen kalluslardan bitki regenerasyonu olanaklarim
belirlemek amaciyla yaptii aragtimada, olgunlasmamis embriyo ve koék
meristemleri modifiye edilmis MS (MURASHIGE ve SKOOG, 1962) ve BS5
(GAMBORG BS5, 1968) ortamlan iizerinde kiiltire alinmis ve her iki tip
eksplanttan da embriyogenik kalluslar elde edilmistir. Olgunlagmamis
embriyolardan elde edilen kalluslarda siirgiin olusum oram %22-48 arasinda
bulunurken, kok meristemlerinden elde edilen kalluslarda ise sadece kok geligimi
olmustur. Esteraz, peroksidaz ve pfosfataz asit izoenzimlert analizleri yapilmisg
ve kalluslardan siirgiin yada kok gelisimi iizerine bazi izoenzimlerin etkili
bulundugunu rapor etmistir.

HE ve ark. (1989), kiltire alinan olgunlasmamisg bugday (7riticum
aestivum L.) embriyolarindan embriyogenik kallus olusum kapasitelerine
makroelementlerin etkilerini belirlemeye ¢alismiglardir. Ortama ilave edilen (10-
20 mM) NH,NO;, (0-40mM) KNO3, (0.31-10mM) KH,PO4, (0-24mM) CaCl, ve
(0-48mM) MgSO, tuzlarimin yiiksek oranda epiblast kallus olusumunu tegvik
ettigini, ortama ilave edilen (0-20mM) KNO;, (0-24mM) CaCl, ve (0.19-12mM)
MgSO; tuzlarinin ise yitksek oranda skutellar kallus olusumunu tesvik ettigini
gozlemiglerdir. Epiblast ve scutellar bolgeden olusturulan embriyogenik
kalluslarin altkiiltiire alinarak ¢ogaltilmalart igin ortamda en azindan (10mM)
NH;NO;’iin bulunmasi gerektigini kanitlamislardir. Sonug olarak CaCl,, MgSO,
ve KH;POy’iin epiblast kallus olusumu i¢in mutlak gerekli olmadigim fakat bitki
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regenerasyonu igin ortamda mutlaka bulunmast gerektigini, aynca fosfat
elementinin kallustan siirgiin olugumunu tesvik ettigini saptamiglardir. Aynca
ortama ilave edilen 4 makroelementin beyaz kallus olusumunu artirdigim
bildirmislerdir.

GAPONENKO VE GOLUBEVA. (1989), bugdayin kallus kiiltiirlerinin
regenerasyon kapasitelerini  belirlemiglerdir.  Kallus elde etmek amaciyla
déllenmenin gergeklesmesinden 10 ile 14 giin sonra alinan olgunlagmamig
bugday embriyolarim kiiltiire almislardir. Kiiltiire alindiktan 3,7,14,30,90 ve 180
giin sonra yapilan gozlemler sonucunda embriyogenik kapasiteye sahip
kalluslarin 2 mg/l 2,4-D igeren LS (LINSMAIER ve SKOOG, 1965) ortaminda
elde edildigini, bitki regenerasyonunun 2.4-D icermeyen fakat IAA igeren
ortamda gerceklestirildigini bildirmislerdir.

ZHENG ve ark. (1989), in vitro'da olgunlasmamig bugday
basak¢iklarindan elde edilen kallus kiiltiirlerinden regenere edilen bitkilerde
meydana gelen varyasyonlan belirlemeye ¢aligmislardir. 11 adet kishik bugday
genotipinin olgunlagmamis basak¢tklanim 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda
kiiltiire alarak kallus olusumunu tesvik etmislerdir. Kiltire alinan 11 genotipten
%100 oraninda kallus olusumu, %73.7-100 oraninda ise bitki regenerasyonu
gergeklestirildigini bidirmiglerdir. Bitki regenere edilen biitiin genotiplerden
sadece Dabaimang’min fertilitesi diigiikk bulunmustur. Regenere edilen bitkilerde
bitki boyu, basaklanma zamam, bayrak yaprag, tane karakterleri, alfa-amilaz ve
prolamin igerikleri yoniinden varyasyonlarin bulundugunu tesbit etmiglerdir.

KIM ve KIM (1989), bugday (7riticum aestivum L. cv. Jang Kwang)
¢esidinin olgun embriyolarmdan olusturulan kalluslardan hiicre siispansiyon
kiiltiirleri kurarak tek hiicre kiiltiirleri elde edilmis ve bu hiicre kiiltiirlerinden
bitki regenere edilmistir. Ayrica hiicrelerin 10 uM 2.,4-D igeren MS ortaminda

kiiltire alindiklarinda embriyogenik kallus gelisiminin olumlu yénde arttig1
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saptanmigtir. Embriyogenik kalluslarin 10 mg/l giimiis nitrat (AgNO3) igeren
hormonsuz MS ortamina transfer edildiklerinde somatik embriyo ve siirgiin
olusumunun gergeklestigini bildirmislerdir.

YU ve ark. (1990), bugdayin olgunlagsmamis embriyo kiiltiirlerinden
regenere edilen bitkilerde meydana gelen varyasyonlan belirlemiglerdir.
Chunyanghongmai x Eenl bugday ¢esidlerinin garprazlanmasiyla elde edilen
bitkilerin 14 giinlik olgunlagsmamis embriyolarindan regenere edilen R2
bitkilerinde 8 ¢zellik yoniinden meydana gelen varyasyonlar incelenmigtir.
Normal kosullarda elde edilen F2 bitkileriyle karsilastinldiklarinda, bagsaklanma
zamani, bitki boyu, 5. yaprak uzunlugu, bayrak yaprak uzunlugu,
basak¢ik/kulakgik orani yoniinden varyasyon goriilmiistiir. En diisiik varyasyon
oranina bayrak yaprak alam, kulak¢ik uzunlugu ve kulakgik adedi gibi
Ozelliklerde  rastlanmstir. Incelenen  biitin ~ ozellikler  yéniinden |
karsilastinildiginda, bagaklanma zamam yoniinden F2 bitkilerinde %47.25, R2
bitkilerinde %76.70, bitki boyu yoniinden F2 bitkilerinde %41.66, R2
bitkilerinde %77.32, bayrak yaprak uzunlugu yoniinden F2 bitkilerinde %31.84,
R2 bitkilerinde 66.98, bayrak yaprak genisligi yoniinden F2 bitkilerinde %58.38,
R2 bitkilerinde %655.77, kulakg¢ik uzunlugu yoniinden F2 bitkilerinde %24.37, R2
bitkilerinde 31.74, basak¢ik/kulakgik orami yoniinden F2 bitkilerinde %8.28, R2
bitkilerinde %43.97 oraninda varyasyon bulundugu tesbit edilmigtir.

BANNIKOVA ve BARABANOVA (1990), bugdaygillerin doku
kiiltiirlerinden elde edilen somatik embrivolarin histolojik karakterlerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada, tahil ve ¢ayir-mer’a bitkilerinde kallus
ve somatik embriyo olusumuna, donor bitkinin genotipinin, eksplantin yagimn,
kiilltiir ortamunin fiziksek o6zelliklerinin, kiiltir ortamina ilave edilen (2,4-D,
absisik asit, amino asit ve sakkaroz) bilegiklerin konsantrasyonlarinin etkili

bulundugunu saptamiglardir.
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BARABANOVA ve BANNIKOVA (1990), in vitro’da kiiltire alman
kighk bugdaymn olgun embriyolarinin  histolojik karakterlerini incelemek
amactyla yaptiklart ¢aligmada, kiiltiire alinan olgun embriyolarda degisikliklerin
meydana geldigini, materyallerin kiiltiire ahndiktan 2 giin sonra scutellum
bolgesinde mitotik bolinmelerin  bagladigin1  fakat somatik embriyolarin
olugsmadigimi, bunun yaninda bazi koleoptillerin ve ikincil koklerin olugtugunu
gozlemiglerdir. Ayrica olgun embriyolardan elde edilen kalluslarin regenerasyon
yeteneklerinin ¢ok diisiik olduklarini tesbit etmiglerdir.

ITO VE ABE (1990), olgunlasmamis bugday embriyolarindan kallus
olusumu ve bu kalluslardan bitki regenerasyonunu gergeklestirmiglerdir. Yapilan
¢alismada 122 bugday ¢esidinin 10 giinlik olgunlasmamis embriyolarin 2 mg/l
2.4-D igeren MS (MURASHIGE ve SKOOG, 1962), B5 (GAMBORG BS5, 1968)
ve N6 (MOROCZ ve ark., 1990) ortamlarinda kiiltiire alindigini ve bunlardan
kompakt kalluslarin elde edildigini bildirmislerdir. Bu kalluslarin regenerasyon
ortamina transfer edildiklerinde en yiiksek bitki regenerasyonu oraninin MS
ortaminda meydana geldigini ve regenerasyon oraninin genotipe bagh olarak %0
ile 87 arasinda degisim gosterdigini bildirmislerdir.

MOHMAND ve NABORS (1990), bugdayin 3 genotipinin kiiltiire
almmastyla olusturulan kalluslardan regenere edilen bitkilerde meydana gelen
varyasyonlar belirlemek amaciyla yaptiklarn ¢alismada, Glennson, Pavon ve
PAK16171 gesidlerinden regenere edilen bitkilerde 4 morfolojik ve agronomik
karakterler yoniinden meydana gelebilecek varyasyonlar incelenmistir. Kallus
kiiltiirleri 2 mg/l 2,4-D, %2 sakkaraoz ve %] agar igeren LINSMAIER ve
SKOOG (1965) ortaminda elde edilmistir. Elde edilen bu kalluslardan 0.1 mg/l
JAA ve 0.5 mg/l benzilaminopurin (BAP) igeren ortamda bitki regenere

edilmistir. Sonug olarak kalluslardan elde edilen bitkiler ile ebeveynleri arasinda
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bitki boyu, basak uzunlugu, basaktaki tane sayist ve 100 tane agrliklan
yoniinden farkliliklar bulundugunu tesbit etmiglerdir.

LHOTOVA ve KUCERA (1990), kiiltire aldiklart olgunlagsmamis
bugday embriyolarinin embriyogenik kallus olusumu ve bitki regenerasyonu
kapasitelerimi belirlemeye galigmuslardir. 5 kighik, 4 yazlik bugday varyetesinin
olgunlagmamug embriyolarinin modifiye edilmis MS ortaminda kiltire alindigin
ve elde edilen bu kalluslarin regenerasyon ortamina aktarildiklarinda sadece 7
varyeteden somatik embriyolarin  ve bitkilerin regenere edilebildigini
belirtmiglerdir. Ayrica somatik embriyo olusum oranina ortamin igeriinin ve
genotipin dogrudan etkili olduklarim bildirmislerdir.

REDWAY ve ark. (1990), 8 bugday ¢esidinin olgunlagmamis embriyo,
basakgik ve anterlerini farkl ortamlar tizerinde kiiltiire alarak kallus olusumunu
tesvik etmislerdir. En yiiksek kallus olusumu 1-1.5 mm uzunlugundaki
olgunlagsmams embriyolardan elde edilmistir. Test edilen 12 ortamdan 11’inde
olgunlasmamis embriyolarin kallus olusum oramnin vitksek bulundugunu, bu
kiiltirlerden hizli gelisen beyaza yakin kompakt nodular ve beyaz kompakt
olmak iizere iki tip embriyogenik kallus elde edildigini bildirmislerdir. Elde
edilen kalluslarm bes ay boyunca altkiiltiire alinarak stabil hale getirildigini, her
iki tip kallus kiiltiirlerinin de 19 ay boyunca embriyo olusturma kapasitelerini
koruduklarimi belirlemislerdir. Biitiin embriyogenik kalluslarin regenarasyon
brtamma aktanldiklarinda bir ay gibi kisa bir sirede ¢ok sayida siirgiin
olusturduklarim, anterlerden elde edilen kalluslardan ise ¢ok daha az sayida
siirgiin elde edildigini bildirmislerdir.

D’YACHUK ve ark. (1990), ekmeklik ve makarnalik bugday
varyetelerinin somatik doku Kkiiltirlerinden  kallus olusumu ve bitki
regenerasyonu kapasitelerini  belirlemeye ¢ahigmiglardir.  Ershovskaya 32,

Saratovskaya 46 ve Saratovskaya 55 ekmeklik bugday ¢esidlerinin ve
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Saratovskaya 40 makarnalik bugday ¢esidinin LINSMAIER ve SKOOG (1965)
ortaminda en 1yi kallus gelisimi gosterdiklerini, yine aym ¢esidlerin Blaydes
ortaminda daha yiiksek regenerasyon o6zelligi gosterdiklerini gozlemislerdir. En
yiiksek embriyogenik kallus olusum kapasitesine Saratoskaya 40 g¢esidinin sahip
oldugunu, bunun da genotiptk farkliliktan kaynaklanmis olabilecegint ileri
siirmiiglerdir. Bu tip kalluslardan olusan somatik embriyolarin scutellumlarinin
yukartya doniik bir sekilde gelisme gosterdiklerini tesbit etmislerdir. Ekmeklik
bugday g¢esidlerinin regenerasyon kapasitelerinin, makarnalik bugday gesidlerine
gore daha yitksek bulundugunu, Ershovskaya 32 ¢esidinin ise biitiin ¢esidlerden
daha yiiksek regenerasyon kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.
CHEVRIER ve ark. (1990), bugdayin (7riticum aestivum L.) embriyo
kiiltiurlerinden elde edilen kalluslarin bitki regenerasyonu kapasitelerini
belirlemek amaciyla yaptiklann g¢alismada, HY912 x HY320 gesidlerinin
¢arprazlamasidan elde edilen 28 adet F, dolinin olgunlagmamis embriyolarnni
kiiltire almuglardir.  Kiiltiirii  yapilan biitiin - ¢esidlerin  embriyodan siirgiin
olusumu, kallus olusumu, embriyogenik kallus olusumu ve bitki regenerasyonu
yoniinden genotipler arasinda onemli dizeyde farkliliklar bulundugunu rapor
etmiglerdir. |
TABAEIZADEH ve ark. (1990), Triticum aestivum x Leymus angustus
‘un F, hibritlerinin ve ebeveyn hatlarimin embriyo kiiltiirlerinden elde edilen
kalluslarin  somatik embriyo ve bitki regenerasyonu kapasitelerini
belirlemislerdir. F1 hibritlerin ve ebeveyn hatlarin yaprak segmentlerinden ve
olgunlasmamis basakgiklarindan elde edilen kalluslardan 6nce somatik embriyo
daha sonra da bitki regenere etmiglerdir. Olgunlagmamis basak¢iklardan elde
edilen kalluslar yapraklardan elde edilen kalluslara oranla daha yiiksek oranda
somatik embriyo ve bitki regenerasyonu gostermislerdir. L. angustus ve T.

aestivum’un embriyogenik kallus olusum kapasitesinin olduk¢a yiiksek



26

bulundugunu, kallus gelisim ortamina bes aminoasit (glutamin, prolin, asparagin,
aspartik asit ve glutamik asit) ilave edildigini fakat etkilerinin &nemli
bulunmadigini, regenere edilen bitkilerin morfolojik olarak ebeveyn bitkilerden
farksiz oldugunu kamitlamiglardir.

GIRKO ve VOLOSHCHUK (1990), bugday hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin hiicre artislarim belirlemek amaciyla yaptiklani ¢alismada, bin hibrit
olmak iizere ¢ bugday varyetesinin ¢esitli eksplantlarindan kallus
olugturmuslardir. Bu kalluslann modifiye edilmis MS ortamunda kiiltiire alarak
hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurmuglar ve yiiksek oranda hiicre artisinin meydana
geldigini saptamiglardir. Sonug olarak hiicre artisinin ortamun hacimine bagh
olarak artan miktarda degistigini, ayrica her 7-14 giinde bir hiicre siispansiyon
kiiltiirii ortaminin yenilenmesi gerektigini bildirmiglerdir.

ILCHEVA ve ZAGORSKA (1991), bugdaym (7Triticum aestivum L.)
doku kiiltiirlerinden elde edilen kalluslardan bitki regene etmislerdir. Yapilan
calismada kallus olusumuna, olusan kallusun tipine, morfogenesis,
organogenesis, embriyogenesis olusumuna, bu doku ve organlarda meydana
gelen somaklonal varyasyonlara, bitkinin genotipinin, eksplantin alindig:
bolgenin, kiiltiir ortamm igeriginin ve ortama ilave edilen hormonlarn dogrudan
etkili olduklarini ileri siirmiislerdir.

MOHMAND ve NABORS (1991), (Triticum aestivum L.) bugdaymn
olgunlagmamis embriyolarindan kallus olusumu ve bitki regenerasyonu oranmin
artinlmasma yonelik yeni metodlann gelistirilmesi amaciyla yaptiklan galigmada,
Glenson ¢esidinden elde edilen kalluslardan bitki regenere edebilmek igin sivi
ortamda kagt filitre kopriisii iizerinde kiltire alindifimi ve regenerasyon
kapasitelerinin agarli ortama gore daha yiiksek bulundugu bildirmislerdir.

CHOWDHURY ve ark. (1991), yaygin olarak ekimi yapilan ticari

bugday cesidlerinin olgunlasmamig embriyolarindan elde edilen kalluslarin bitki
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regenerasyonu kapasitelerine genotipten kaynaklanan varyasyonlari belirlemeye
calismuslardir. 1986-87 yillarinda, dogu, bat1 ve merkez olarak belirlenen ii¢ ayn
bolgeden toplam 102 yerel gesid toplamislardir. Dollenmenin gergeklesmesinden
14 giin sonra alinan olgunlagsmamis embriyolar karyopsislerinden ayirilarak 0,22
mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Bat1 bolgesinden alinan
cesidlerin ortalama kallus olusturma oram yoniinden %75.5, bitki regenerasyonu
yoniinden %65.8 ve ¢esidlerin kiiltiir ortamlarina tepkisi yoniinden %50.0’hik
degerlerle en 1yi sonucu verdigini, merkez bolgeden alinan gesidlerin basaklanma
zamaninin geg olmast nedeniyle kallus olusumunun (%60.7)’lik degerle diigiik
bulundugunu bildirmislerdir.

WHELAN ve SCHAALJE (1992), kislik bugdayin vernalizasyon
isteginin  kallus doéneminde kargilanmasi amaciyla yaptiklann ¢aligmada,
olgunlasmamis embriyo kiiltiirlerinden elde edilen kalluslar vernalize
edilmislerdir. Tohumlar 6 °C’de 12 saat fotoperiyot kosullarda 8 hafta siire ile
bekletilmis ve 20 °C’de 8 saat karanlik- 18 saat aydinlik kosullara alinmiglardir.
Bu tohumlar yaklasik 42 giin sonra basak olusturmuglardir. Embriyogenik
kalluslar ise 6 °C’de 8-12 hafta siire ile vernalize edilmistir. Bu kalluslardan
regenere edilen Dbitkiler topraga aktanildiktan 8-9 hafta sonra bagak
olusturmuslardir. Sonug olarak kishk bugdayin vernalizasyon isteginin kallus
doneminde de karsilanabilecegini bildirmislerdir.

CHOWDHURY ve VASIL (1994), bugdayin (7riticum aestivum L.)
olgunlasmamms embriyo kiiltiirlerinden regenere edilen bitkilerde molekiiler
analizler yapmuslardir. Florida 302, Chris, Pavon, RH770019 bugday ¢esidlerinin
olgunlasmamis  embriyolarindan  olusturulan embriyogenik kalluslarindan
regenere edilen bitkilerin total DNA’lar1 ile, 6 musir mitokondrial geni (atpA,
atp6, atp9, coxl, coxIl, rrn18, rm5), 3 bugday mitokondrial klonu (K, K3, X2), 5
pearl millet mitokondrial klonu (4A9, 4D1, 4D12, 4E1, 4E11), bugdayin ¢ok sik
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kullamilan (PTA71) problart in vitro’da molekiiler varyasyonlarin belirlenmesi
igin materyal olarak kullanilmigtir. Buna ilave olarak Florida 302 g¢esidinin
protoplastlarindan elde edilen bitkiler ile 24 aylik embriyogenik olan ve
embriyogenik olmayan kalluslar ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri analiz edilmigtir.
Bugday ve millet’in mitokandrial klonlarinda varyasyona rastlanmamgtir.
Misirin ii¢ mitokondrial geni ile (coxI, rm8-rm5, atp6) embriyogenik olmayan

hiicre siispansiyon kiiltiirleri arasinda kalitatif varyasyonlar ortaya ¢ikmistir.

2.2. Protoplast Izolasyonu ile ilgili Yapilan Calismalar

KARP ve ark. (1987), bugdaymn (7riticum aestivum L.) hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde ve bu kiltiirlerden izole edilen protoplastlarda sitolojik
¢alismalar yapmuslardir. Bu galigmada incelenen biitiin hatlarda yapisal ve say1sal
kromozom degisikliklerine rastlamiglardir. Kromozom sayist yoniinden en g¢ok
2n=32 kromozom sayist tesbit edilmistir. Hiicre stispansiyon kiiltirleri ve
protoplast kiiltiirleri sirasinda normalde 2n=6x=42 kromozoma sahip hexaploid
bugdayin kromozom kayiplarina ugradig: tesbit edilmistir. Kromozom sayisi
degisikliklerinin yaninda kromozom segmentlerinde ve kollarinda da kayiplara
rastlanmustir. Bu durumun hexaploid bugdaydan izole edilen protoplastlardan
bitki regenerasyonun etkilenebilecegini bildirmislerdir.

KIM ve LEE (1987), (Triticum aestivun L.) bugday ve (Hordeum
bulbosum L.) arpadan protoplast izolasyonu ve fuzyonu amaciyla yaptiklan
calismada, bugday ve arpa yapraklarindan alinan mezofil dokulan 0.7 M
mannitol igeren solusyonda 2 saat siire ile bekletilmis, daha sonra %3 cellulase,
%0.8 maserozyme ve %0.03 pectolyase (pH 5.8) enzim solusyonunda 4 saaat
siire ile inkiibe edilmistir. Bu ¢alismada bugday ve arpanin mezofil dokularindan

elde edilen protoplastlarin fuzyonu igin %30 ve %40’ ik polietilen glikol (PEG)



29

solusyonunun uygun oldugunu, fuzyon igin protoplast yogunlugunun 2,5x10°/ml
olmasi gerektigini bildirmislerdir.

PEMOV ve DMITRIEVA (1988), bugday vyapragmmn farkh
bolgelerinden alinan mezofil dokularindan izole edilen protoplastlarin verimi
iizerine yaptiklan g¢aligmada, Zarya bugday varyetesinin 7 ginlik fide
yapraklarmin mezofil dokularindan protoplast izole ederek optimum enzim
konsantrasyonunu belirlemislerdir. Izole edilen protoplastlarda ozmotik basing
ayarlayici olarak mannitol kullamilmigtir. Sonug olarak en uygun protoplastlarin
yvapragin merkez ve ug¢ bolgelerinden alman mezofil dokularindan i1zole edildigini
belirtmiglerdir.

WATANABE ve ark. (1988), bugday fide yapraklarindan izole edilen
mezofil protoplastlarinda oksijenli fotosentez sistemine D genomunun etkisimi
belirlemek amactyla yaptiklart bu galismada, protoplast kiiltiirii teknigi ile hiicre
seviyesinde oksijenli fotosenteze Aegilops squarrosa’ min D genomunun etkili
oldugunu ileri sirmiislerdir. Test edilen diploid, tetraploid ve hexaploid tiirlerde
oksijenli fotosentezin ve klorofilin kloroplast sayisina bagh olarak degistigini,
aym zamanda ploidi seviyesiyle de aralarinda bir oranti oldugunu tesbit
etmislerdir.

BATYRGOZHIN (1988), bugday hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden
morfogenesis  tesvik  etmistir.  Tselinnaya 21 bugday varyetesininin
olgunlasmamis embriyolart 1 mg/l 24-D ve 0.5 mg/l kinetin igeren
MURASHIGE ve SKOOG (1962) ortaminda kiiltire alinarak kallus elde
edilmistir. Ortamin  2,4-D  konsantrasyonu daha sonra 5 mg/l’ye kadar
arttirilmistir.  Hiicre  siispansiyon  kiiltiirleri  olusturmak igin kalluslar aym
konsantrasyonda hazirlanan sivi - MS ortaminda 7 giin ara ile altkiiltiire alinmug
ve bu kiltirlerden tek  hiicreler elde edilmistir. Optimum hiicre

konsantrasyonunun 150.000 ile 200.000 hiicre/m]l olarak bulunmugtur. Hiicre
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siispansiyon kiiltiirleri agregat olusturmaya bagladiklarinda, boliinmenin en
yilksek oldugu zamanda, yaklagik iki haftada bir altkiiltire alinmgtr.
Siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin 50 mg/l miyo-inositol, 16 gr/l sakkaroz, 4.5
mg/l kinetin ve 1.5 mg/l TAA igeren 1/2 MS kati ortaminda, 16 saat 151k, 8 saat
karanhk kosullarda kiiltiire alindiginda yesil siirgiinlerin regenere edildigini rapor
etmistir. |

HARRIS ve ark. (1988), bugdayin embriyogenik hiicre siispansiyon
kiiltirlerinden izole edilen protoplastlardan bitki regenerasyonu amaciyla
yaptiklan ¢aligmada, Chris bugday ¢esidinin embriyogenik hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlarin sivi ortamda ve karanhk kogullarda
kiiltiire alindigini, bunlardan bir kisminin mikrokallus olusturdugunu bir kismnin
da globular embriyoya donistiigiinii gozlemiglerdir. Globular embriyolarin kati
ortama transfer edildikten sonra bitkicik olusturduklarimi ve bunlarin steril
kosullarda topraga transfer edildiklerini bildirmislerdir.

HAYASHI ve SHIMAMOTO. (1988), Chinese yazlik bugday ¢esidinin
olgunlagmamig embriyolarindan elde edilen embriyogenik kalluslarindan ve
ayrica olgunlagmamug embriyolarindan dogrudan protoplast izole etmislerdir. 3-4
haftalik embriyogenik kalluslardan izole edilen protoplastlarin kiiltiire alindiktan
3-5 giin iginde %2 oraminda koloni olusturduklarim, fakat ogunlagmamig
embriyolardan dogrudan izole edilen protoplastlann  %0.1°den daha disiik
oranda koloni olusturduklarim gozlemislerdir. Aym zamanda kalluslardan izole
edilen protoplastlardan olugan kolonilerin embriyogenik kapasitelerinin daha
yiikksek oldugunu, fakat sonugta koklerin ve albino siirgiinlerin regenere
edildigini bildirmislerdir.

NIKIFOROVA ve BASHARKINA (1988), Triticum timophei’nin
olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen kalluslardan hiicre siispansiyon

kiiltiirleri kurmuglar ve bu hiicrelerden protoplast izole etmislerdir. Izole edilen
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protoplastlart KAO (1975) ortaminda kiiltiire almiglar ve 2 giin sonra hiicre
duvar olugumunun, 6 giin sonra da boliinmenin basladigim goézlemiglerdir. Bir ay
sonra elde edilen mikrokalluslar agar ile katilastirilmus MURASHIGE ve
SKOOG (1962) ortamina aktarilmigtir. Sonug olarak bugdayda uygulanan
protoplast-bitki  sistemin ileride  yapilabilecek somatik  hibridizasyon
¢aligmalarinda kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

WATANABE ve NISHIKAWA (1989), Triticum ve Avena tiirlerinin
mezofil protoplastlarinin fotosentez oranlarim belirlemiglerdir. Protoplastlarda
oksijen Olgiimii sirasinda hiicre bityiikliigiiniin fotosentez oranina olan etkisinden
ve ploidy seviyesinin etkisinden yararlanmislardir. 7riticum ve Avena tiirlerinin
hem diploid ve tetraploid dollere sahip olmasi aymt zamanda tetraploid ve
hexaploid tiirlere sahip olmasindan dolayr kullamldiklarim  belirtmislerdir.
Poliploid tiirlerin diploid tiirlere oranla daha biyiik prtoplastlara sahip
olduklarini, her protoplastin okstjen kullanim oranimin ploidi seviyesindeki artig
ile dogru orantih oldugunu, fakat protoplastlarm biiyiikliikleri ile ters orantih
oldugunu kanitlamislardir. Hexaploidlerde oldugu gibi gelismis varyetelerin
protoplastlarinin ilkel varyeteler oranla daha yiiksek fotosentez oramna sahip
olduklarini bildirmislerdir.

REN ve ark. (1989). (7riticum aestivum L. cv Gan-Mat 8) bugday
¢esidinin olgulasmamig basakgiklarin kiiltiire alarak elde ettikleri kalluslardan
protoplast izolasyonu, kiiltiirii ve bitki regenerasyonunu gergeklestirmislerdir. En
viiksek protoplast verimi 7-10 ginlik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden elde
edilmis. izole edilen protoplastlar N6 ( MOROCZ ve ark., 1990) ortaminda
kiiltire ahnmis ve 2 hafta sonra %20 ile 50 arasinda degisen oranda hiicre
kolonisi olusturmuslardir. Protokalluslar 1-2 mm biyiklige ulagtiklarinda %3
sakkaroz, 1000mg/l kazein hidrolizat ve %0.2 aktif karbon igeren N6 ortamina

transfer edilmisler ve embriyoid olusturmuglardir. Bunun yaninda (1) 2 mg/l
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kinetin, 0.5 mg/l BAP, 0.1 mg/l 2,4-D ve (2) 1 mg/l kinetin, 0.5 mg/l BAP, 0.1
mg/l 2,4-D ortamlarinda embriyoid olusumunun arttigmi, kalluslardan olusan
embriyoidlerin yaklagik %20-30’unun bitkicik olusturdugunu bildirmislerdir.

REDWAY ve ark. (1990), embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
ozelliklerinin belirlemek ve bu kiltiirlerden bitki regene edebilmek amacryla
yaptiklart ¢alismada, FLA302 bugday c¢esidinin olgunlagmamis embriyo
kiiltiirlerinden kompakt ve kirtigan olmak iizere iki tip embriyogenik kallus elde
edilmis ve hiicre siispanstyon kiiltiirleri bu kalluslardan kurulmustur. 5-8 aylik
altkiltiirler sirasinda kalluslar stabil hale getirilmis ve bu hiicrelerin kiigiik ve siki
stoplazmik yapida olduklarini  belirtmislerdir. Embriyogenik stispansiyon
kiltiirlerinden elde edilen kompakt ve nodular kalluslarin IAA ve zeatin igeren
regenerasyon ortamina aktarildiklaninda farkli yapida somatik embriyo
olusturduklarini ve bunlardan 200 tane bitki regenere edildigini bildirmislerdir.

VASIL ve ark. (1990), bugdayin (7riticum aestivum L.) olgunlagmamig
embriyolarindan olusturduklart kompakt kalluslardan embriyogenik hiicre
sispansiyon kiltiirleri kurmuglar ve izole ettikleri protoplastlardan da bitki
regenere etmislerdir. Protoplast izolasyonunda %! cellulasu onozuka RS, %1
pectinase, %0.1 pectolyase igeren enzim solusyonu kullanmiglardir. Hizh geligen,
kirilgan fakat embriyogenik olmayan kalluslardan kurulan hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden izole ettikleri protoplastlardan bitki regenere edilememigtir. Bunun
yamnda embriyogenik hiicre hatlarindan izole edilen protoplastlar KAO ve
MICHAYLUK, (1975) (KM) ve MURASHIGE ve SKOOG, (1962) (MS)
ortamlarinda kiiltiire alinmus ve kaplama etkinlikleri yaklagik %20’den fazla
bulunmustur., Embriyogenik hiicre siispansiyon kiltiirlerinden izole edilen
protoplastlar regenerasyon ortamina aktarildiklarinda somatik embriyo ve siirgiin

olusturmuslardir. Elde edilen bitkiciklerin aktif karbon igeren (ve igermeyen) MS
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ve 1/2MS ortamina aktarilan morfolojik olarak normal gériiniimli bitkilerin elde
edildigini ve bunlarin basaril1 bir sekilde topraga aktanldigim bildirmiglerdir.

SUN ve ark. (1990), bugdaydan (7riticum aestivum L.) izole ettikleri
protoplastlardan bitki regenere etmislerdir. Xu Zhou 211 bugday ¢esidinin hiicre
siispansiyon kiiltirlerinden izole ettikleri protoplastlant %0.8 agaroz igeren,
modifiye edilmis MS ortaminda kiiltiire almiglar ve olusan mikrokalluslardan da
bitki regenere etmislerdir. Mikrokolonilerin kiltiire alindiktan iki hafta sonra
diisiik osmotik basingli ortamda bekletildigini, mikrokallus olusturduklarinda
ortamin sakkaroz konsantrasyonunun diisiiriilerek regenerasyon artiginin
hizlandinldigimi, ayrica siirgiin olusumu igin ortama yiiksek konsantrasyonda
sitokinin ilave edildigini bildirmislerdir.

YANG ve ark. (1991), (Triticum aestivum L. cv. Hariog) Avustralya
bugday ¢esidinin olgunlagsmamig embriyolarindan elde edilen embriyogenik
kalluslarin siv1 ortamlarda kiiltire alinarak 2-8 mm ¢apinda hiicrelerden olugan
hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurmuglardir. Bu hiicre siispansiyon kiltiirleri 20 ay
boyunca embrivogenesis kapasitelerini  korumuglardir. Kalluslarin  diigiik
konsantrasyonlarda 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinmast embriyogenik hiicre
kiimelerinin segimini kolaylastirmig, 1 yillik hiicre siispansiyon kiiltiirleri ise
regeneresyon ortamina aktartldiklarinda %37 oraninda embriyoid, daha sonra da
bitkicik olusturmuglardir. 5 uM 2,4-D igeren altkiiltir ortamina giimily nitrat
(AgNOs) ilave edilerek kalluslarin embriyo olusturma oranlan arttinlmstir.
Farklt bugday gesidlerinden elde edilen embriyogenik kalluslarin stvi kiiltir
ortamlarinda embriyogenik kapasitelerini muhafaza etmelerinin genotipe bagh
oldugu gozlenmistir. Bu ¢aligmada uygun hiicre siispansiyon kiltiirler1 Hartog
bugday ¢esidinin hizh gelisen, kiigik agregatlara sahip hiicrelerinden
olusturulmustur. Hiicre siispansiyon Kkiiltirlerinde yapilan sitolojik ¢aligmalar

sonucunda, hiicrelerin (2n=42) kromozoma sahip olduklari, regenerasyon
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ortamina transfer edilen hiicrelerin hem yumusak hem de sert kalluslar
olusturduklari, bunlardan da embryoidlerin ve bitkiciklerin regenere
edildiklerini belirtmislerdir. Aym1 zamanda bu hiicre siispanstyon kiiltiirlerinden
izole edilen protoplastlardan morfolojik olarak normal kok ve siirgiine sahip yesil
bitkilerin elde edildigini rapor etmiglerdir.

YANG ve ark. (1991), protoplast izolasyonunda negatif basing (vakum)
uygulamasinin protoplast verimliliine olan etkilerini belirlemek amaciyla
yaptiklan galigmada, Mangbai bugday ¢esidinin enzim-hiicre solusyonuna 30-180
dakika siire ile 7-700 mm Hg negatif basing uygulamis ve protoplast veriminin 2-
3 kat arttigr gozlenmigtir. Sonug olarak negatif basing uygulamasmn,
kullanilacak enzim konsantrasyonunu azalttigimt fakat bunun yaninda protoplast
canliligmi ve bolinmesini olumsuz yonde etkiledigim belirtrmiglerdir. |

CHANG ve ark. (1991), bugdaym (7riticum aestivum L.) hiicre
siispansiyon  kiiltiirlerinden  protoplast izolasyonu, kiltirii  ve  bitki
regenerasyonunu basarmiglardir. Bugdayin olgunlasmamig embriyolarindan elde
edilen hizli gelisen ve kinlgan kalluslardan hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri
kurmuslardir. Hizh gelisen, kiigiik stoplazmik hiicrelerden olusan bu kiiltiirler
diisiik regenerasyon yetenegine sahip bulunmustur. 1 ml hiicre hacimi (% PCV)
hiicre siispansiyon kiiltiiri hiicreden 2-3x107 protoplast izole etmislerdir.
Protoplastlar sivi ve agaroz ile katilastinlmis KM8p ( modifiye edilmis KAO ve
MICHAYLUK, 1975) ortamunda kiiltiire almiglar ve %20-50 oraminda béliinme
meydana geldigini saptamislardir. Bolinen protoplastlarin = %0.21’inin
mikrokallus olusturdugunu, bu mikrokalluslardan sadece 68 bitki regenere
edildigini ancak 30 tanesinin topraga aktarilabildigini rapor etmislerdir.

CHANG ve ark. (1991), (Triticum aestivum L. cv. Mustang) bugday
¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen kalluslardan embriyogenik

hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurmuglar ve izole edilen protoplastlara gen transferi
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yapilarak bitki regenerasyonunu gergeklestirmislerdir. Kirtlgan ve hzli gelisen
kallus kiltiirlerinden kurulan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin regenerasyon
yetenekleri diisiik bulunmugstur. Enzim solusyonunda inkiibe edilen hiicrelerden
viikksek oranda protoplast izole edilmig ve bu protoplastlar sivi ve agaroz ile
katilastinlmis KM8p ortaminda kiltire alinmistir. Protoplastlarin  boliinme
oranlart  %20-50 arasinda olmustur. Bolinen protoplastlann  mikrokallus
olusturma orant %0.21 bulunmus, bu mikrokalluslardan daha sonra fertil bitkiler
regenere edilmistir. Ayrica bu g¢alismada izole edilen protoplastlara
polietilenglikol (PEG) vasitastyla DHFR gent kodlanmig plazmid DNA
(pSOG19)’lar  aktarilmis, elde edilen koloniler 1 mg/l methotrexate igeren
ortamda Kkiiltire alinarak selekte edilmigtir. Mikrokalluslar tizerinde yapilan
¢alismalar sonucunda transformasyon orammin %0.2 oraminda gergeklestigini,
plazmid DNA’min bugday genomuna stabil olarak integre oldugunun PCR ve
Southern analizlerle ispatlandigini bildirmislerdir.

RAKOSY-TICAN ve ark. (1991), elektrofizyon iiriinii protoplastlarin
canhiliklarimin  korunmasi igin yeni metodlar gelistirmek amaciyla yaptiklan
¢alismada, bugdayin mezofil protoplastlan ile Fescuta arundinacea’mn hiicre
siispanstyon kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlarin elektrofiizyon iiriinlerini,
elektrik soku uygulamasindan hemen sonra alginate ¢ozeltisine gomerek
canliliklarinin ~ korunmalarinin ~ saglandigimi  bildirmiglerdir. Bu  ¢alisma
sonucunda, alginate ¢ozeltisinin diffiizyon yoluyla protoplastlara giris yaptigini
ve protoplastlart hareketsiz hale getirerek mekanik soka kargt dayamklilik
sagladigin, ayrica bu metodun diger metodlardan daha kolay ve uygun oldugunu
kamtlamiglardir.

PAUK ve SZARKA (1991), Bugdaydan protoplast izolasyonu, kiiltiirii ve
bitki regenerasyonu amaciyla yaptiklarn arastirmada, olgunlagmamig embriyo ve

basakgiklar kiiltiire alinmis ve sonugta farkli hiicre hatlar elde edilmigtir. Uzun
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siire altkiiltiire alinan hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine farkli enzim solusyonlart
uygulanarak protoplast izole edilmistir. %1 cellulase onozuka RS, %0.5
pectinase, %0.1 pectolyase igeren enzim solusyonunda en vyiiksek oranda
protoplast izole edilmistir. izole edilen protoplastlar modifiye edilmis, sivi ve
agaroz ile katilagtinlmis KM ortaminda kiiltiire alinmis ve %5-10 oraminda hiicre
boliinmesi meydana gelmistir. farkli tipteki hiicre siispansiyon kiltiirlerinden
izole edilen protoplastlar regenerasyon ortamina transfer edilmis ve sonugta yesil
kalluslar ve somatik embriyo benzeri yapilar olusturmuslardir. Yapraklardan,
olgunlasmamis embriyo ve basakgiklardan dogrudan izole edilen protoplastlar ise
farkli ortamlarda kultiire alindiklari halde hiicre boéliinmesinin  meydana
gelmedigini belirtmislerdir.

QIAO ve ark. (1991), hekzaploid bugdaylarda embriyogenik kallus,
hiicre siispansiyon kiiltiiri ve protoplast sistemlerinin kurulmast amaciyla
yaptiklart bu g¢alismada, ekmeklik bugdayin olgunlasmamis embriyolarim
hormon ilave edilmis MS ortaminda kiiltire alarak kallus olusumunu tegvik
etmislerdir. Hizh gelisen, kirilgan hiicre hatlan agarla katilagtinlmis ortamlar
iizerinde yapilan altkiiltiirler sirasinda seleksiyon yapilmistir. Seleksiyon yapilan
¢abuk dagilabilir, yar1 kinlgan embriyogenik kalluslardan hiicre siispansiyon
kiltirleri  kurulmustur. Sonugta hiicre siispansiyon kiiltiirii  hiicrelerinin
altkiiltiirler sirasinda regenerasyon yeteneklerini koruduklarini ve bu hiicrelerden
izole edilen protoplastlarin  veriminin  olduk¢a yiiksek  bulundugunu
bildirmislerdir. Protoplast izolasyonunun %1 cellulase onozuka RS, %0.1
pectolyase igeren enzim sotusyonunda gergeklestirildigini belirtmiglerdir.

VASIL ve VASIL (1992), tahullardan protoplast izolasyonun avantajlarini
belirten bir rapor sunmuslardir. 1986 yilindan bugiine kadar bugday, geltik,
misir, arpa, ¢ayir-mer’a ve sekerkamigt gibi onemli tall tiirlerinin

protoplastlanindan  bitki regenerasyonunun  gergeklestirildigini  ve  birgok
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agronomik karakterler yéniinden transgenik bitkilerin, somatik hibrit ve
sibritlerin elde edildigini belirtmislerdir. Son 10 yilda tahillarda genetik
manipulasyonlarin baslamasi y6niinde 6nemli agsamalar kaydedildigini, bunlarin
en Onemblerinin embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplastlarin
izole edilmesi ve bu protoplastlara direck DNA transferlerinin yapilabilmesi
oldugunu bildirmislerdir.

HE ve ark. (1992) (Triticum aestivum L. cv. Hartog) Avurturalya bugday
¢esidinden izole ettikleri protoplastlardan morfolojik olarak normal gériiniimlii
bitkiler regenere etmislerdir. [zole edilen protoplastlar 1/2 MS makroelement, 5
uM 2.4-D ve 0.6 M glikoz igeren ortamda kiiltiire alimmis ve %0.1 ile %5
arasinda degisen siklikta koloni olusturmuglardir Kolonilerden bitki
regenerasyonu orant %ol ile %25 arasinda degismis ve morfolojik olarak normal
goriiniimlii siirgiin ve kok olusturan 80 bitki topraga aktaribmigtir. Yapilan
aragtirmada sitolojik g¢alismalarn tesadiifen secilmis birkag bitkiden alinan
orneklerden vyapildigim ve bunlarin 2n=6x=42 kromozom sayisma sahip
olduklarin1 kamtlamislardir.

LI ve ark. (1992), (Triticum aestivum L. cv. Kehong) bugday ¢esidinin
embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole ettikleri protoplastlardan
somatik embriyolar regenere etmislerdir. Olgunlagmamis basak¢iklardan elde
edilen embriyogenik kalluslar 2 mg/l 2,4-D igeren sivi ortamda kiiltiire alarak
embriyogenik hiicre siispansiyon kiltirleri kurmuglardir. Birkag kez altkiiltiirii
yapilan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplast izole edilmig ve kiltiire
alinmistir. Kiiltiire alinan protoplastlarin bolinme oranlart %11-16 arasinda
bulunmus, bitki regenerasyonu oram ise (regenere olan bitki sayisinin toplam
protoplast saymnma boliinmesiyle elde edilmis) %0.001 olarak tesbit edilmistir.

Ayrica protoplastlardan elde edilen mikrokolonilerin regenerasyon ortaminda
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kiiltiire alindiktan 15 giin sonra %20 oraninda somatik embriyo olusturduklarim
tesbit etmiglerdir.

DZHARDEMALIEV ve ark. (1992), hekzaploid bugdaymn (Triticum
aestivum L.) hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlarin
boliimme kapasitelerini saptanuslardir. Olgunlagmamig bugday embriyolarindan
ve anterlerden olusturduklan kalluslardan hiicre siispansiyon kiltiirleri kurarak
protoplast izole etmislerdir. Protoplast izolasyonunu %2 cellulase onozuka RS,
%0.5 driselase igeren enzim solusyonunda gerg¢eklestirmiglerdir. Protoplastlarin
verim ve canliliklan iizerine hiicre siispansiyon kiltiiri ortam: igeriginin ve
ozmotik basing ayarlayicilarinin konsantrasyonlarinin  6nemli 6lgiide etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Izole edilen protoplastlar B5 ortammda kiiltiire
alindiginda boliinme oramimin yaklasik %41 oldugunu, 7-8 hafta sonra olusan
mikrokolonilerin agarli ortam izerine transfer edildiklerinde ise embriyolann
meydana geldigini gozlemiglerdir. Protoplast boliinmesine kiiltiir ortaminin,
protoplast izole edilen bitki materyalinin ve genotipin 6nemli Olgiide etkili
oldugunu kanitlamislardir.

QIAO ve ark. (1992), hexaploid bugdaylarin (7riticum aestivum L.)
embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlardan
bitki regenere etmislerdir. Oderzo bugday ¢esidinin olgunlasmamig embriyolarim
kiiltire alarak kirlgan, hizhi gelisen, yiiksek regenerasyon yetenegine sahip
kalluslar elde etmislerdir. Cok kirilgan kallus hatlarindan kurulan ve 30 ile 1000
um capinda bulanan hiicre siispansiyon kiiltir hiicreleri hormonsuz MS
ortaminda kiiltiire almislar ve 10 ayhk bir siirede yesil bitkiler regenere
etmislerdir. Hiicre siispansiyon kiiltiirii ortamlarina ilave edilen organik maddeler
hiicre gelisimini olumli yonde etkilemistir. Ayrica 7-8 giinliik hiicre siispansiyon
kiiltiiri hiicrelerinden protoplast izole etmisler ve protoplast verimini 4-6 x10°

protoplast/gr bulmuglardir. [zole edilen protoplastlar sivi ve kati (agaroza
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gomiilerek) ortamlarda Kiiltiire alinmug ve ilk boliinme kiltiire alindiktan sonra 5.
giinde gorilmiistiir. 14 giin sonra olusan kolonilerin kaplama etkinligi %2-8
arasinda bulunmustur. Protoplastlardan elde ettikleri kalluslar1 1mg/l IAA ve 0.5
mg/l zeatin igeren ortamlarda kiiltire almislar ve yeni siispansiyon kiiltiirleri
olusturmak i¢in kullanmuglardir. Hormonsuz 0.1 mg/l GA3 igeren (veya
icermeyen) MS ortaminda kiiltiire alman kalluslardan 2 ay iginde normal kok ve
siirgiine sahip bitkilerin regenere edildigini ve bunlarin steril kosullarda topraga
aktanildigim bildirmislerdir.

AHMED ve SAGI (1993), (T riticum aestivum L.) bugdayin embiyogenik
hiicre siispansiyon Kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlardan fertil bitkiler
regenere  etmislerdir.  G.K.Sagvari  bugday ¢esidinin  olgunlasmamis
embriyolarindan elde ettikleri kirtlgan, izl gelisen, embriyogenik kalluslarindan
embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurmuslar ve bu kiiltiirlerden
protoplast izole etmiglerdir. Farkh sivi ve agaroz igeren kati ortamlarda kiltiire
aldiklar1 protoplastlardan en yiiksek protokallus oraninm KMS8p (KAO ve
MICHAYLUK, 1975) ve GM (LI ve MURAI, 1990) ortamlan ile normal kallus
gelisme ortami olan MS iizerinde olustugunu gézlemiglerdir. Protokalluslarin MS
regenerasyon ortamna transfer edildikten sonra yesil siirgiin ve bitkiciklerin elde
edildigini, bu bitkiciklerin daha sonra hormonsuz MS (MURASHIGE ve
SKO0G,1962) yada N6 (MOROCZ ve ark.,1990) ortamlarinda koklendirildigini
bildirmislerdir. Protokalluslardan morfogenesisin yaklasik 4 ay siirdiigiini ve
regenere edilen 1000 bitkiden yaklagik 500 tanesinin sera kosullarinda topraga
aktarildigini, bu bitkilerin %93 iiniin 2n=6x=42 normal kromozom sayisina sahip
ve fertil olduklarim tesbit etmislerdir.

YANG ve ark. (1993), D6962 bugday gesidinin emriyogenik hiicre
siispansiyon  kiiltiirlerinden izole ettikleri protoplastlardan bitki regenere

etmislerdir. 30 aylik embriyogenik kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirleri
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kurulmus ve bu hiicrelerden protoplast izole edilmistir. Protoplast verimi 3.0x10’
protoplast/gr hiicre olarak bulunmustur. izole edilen protoplastlar 5 uM 2,4-D,
0.6 M glukoz igeren 1/2 MS ortaminda kiiltire alinmis, béliinme oram % 1.4 ile
10 arasinda bulunmustur. Olusan mikrokalluslar kati ortama transfer edilerek
yesil bitkicikler regenere edilmigtir.

SIMMONDS ve GRAINGER (1993), 7riticum aestivum L. bugday -
protoplast  kiiltiirlerine  antibiyotiklerin  toksik  etkilerini  belirlemeye
calismiglardir. Fundela bugday g¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan elde
ettikleri kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurmuslar ve bu hiicrelerden
yitksek verimli 2.5-5x10" protoplast/gr fakat diisiik kaplama etkinligine sahip
protoplastlar izole edilmistir. Bu durumun ortama ilave edilen antibiyotiklerin
fitotoksik etkisinden kaynaklandigim ileri siirmiislerdir. Aminoglycoside grubu
antibiyotiklerden, hygromycin, G418, bekanamycin ve kanamycin’in 15pg/ml
miktarimin bugday hiicrelerinin gelisimini %50 oraninda engelleyerek toksik
etkide bulunduklarim, bunun yaninda en az toksik etkiye sahip antibiyotiklerin
ise vancomycin, spectinomycin ve cefotaxime olduklarim belirlemiglerdir.
Protoplast izolasyonu ve Kkiltirlerinde iyt sonug¢ alinamayan tiirlerde ise
Vancomycin antibiyotiginin 1000-2000 pg/ml miktarimin hiicre boliinmesini ve
kaplama etkinligini 6nemli 6lgiide artirdigim bildirmislerdir.

WATANABE (1993), Lolium perenne ve L. multiflorum tirlerinin fide
yapraklarindan izole edilen mezofil protoplastlarinda fotosentez sisteminde
meydana gelen varyasyonlan belirlemistir. Kiigiik ¢aplt mezofil protoplastlarinin
fotosentez orani (Py) yiiksek bulunmustur. Aymi zamanda L. rigidum ve L.
sublatum tirlerinin fotosentez oranlar da (Py) yiiksek bulunmus ve bunun L.
perenne ve L. muliiflorum tiirlerine gore her yapraktaki fotosentez alaminin,

klorofil oraninin ve klorofil igeriginin fazla olusundan kaynaklandigini ilen

sturmustir.
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YANG ve ark. (1994), bugday hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri sirasinda
olusan hiicre agregatlarinin protoplast izolasyonu ve kiiltiiriine olan etkilerini
belirlemeye ¢alismuslardir. Triticum aestivum’un Hartog ve Timmo ¢egidleri ile
T. durum’un D6962 ¢esidinin hiicre siispansiyon kiltirlerinin 2,5 yil siire ile
altkiiltire alindigim, bu hiicre siispansiyon kiltiirlerinde (1-3mm) ¢apinda hiicre
kiimelerinin olustugunu bildirmisierdir. Hiicre kiimelerinin ¢aplarina gore
ayirilarak gelisme oranlari, embriyogenik potansiyelleri ve protoplast kiiltiiriine
olan etkileri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 310 um’den kiigiik gaplh
hiicrelerin gelisme oranlan yiiksek fakat embrivogenik kapasiteleri 310-2000 um
capmna sahip hiicrelere oranla diisiik bulunmustur. En iy1 sonuglarin 1100 um
¢apindaki hiicrelerden alindigim, en yiiksek protoplast veriminin bu biiytikliikteki
hiicrelerden elde edildigini, farkli biiyiikliikteki hiicre agregatlanndan izole
edilen proplastlarin bolimnme ve regenerasyon oranlart yoniinden aym
performansi gosterdiklerini bildirmiglerdir.

PAUK ve ark. (1994), (Triticum aestivum L. cv. Aura) bugday ¢esidinin
olgunlasmamis embriyolarindan embriyogenik kallus olusturmuglardir. Bu
kalluslardan kurduklar1 hiicre siispansiyon kiltirlerinden protoplast 1zole
etmisler, bu protoplastlardan da yesil, fertil bitkiler regenere etmislerdir. Bu
calismada ayrica genotipin regenerasyon oranina olan etkisini belirleyebilmek
i¢in protoplast kiiltiirii ortami ve sartlar1 da dikkate almmgtir. Kiiltiir ortaminin
etkisinin yamnda, hiicre aguhgr artigt ve farkli genotiplerden elde edilen
kalluslanin regenerasyon yetenekleri de test edilmigtir. Protoplast izolasyonu
amaciyla kurulan embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, ortama ilave
edilen organik maddelerin yaninda ortamdaki hiicre miktan ile sivi kultiir
ortammin hacmi arasinda olumlu bir iliski bulunmustur. Ayrnica hiicre
boliinmesine kiltir ortammin igeriginin yaminda genotipin de etkili oldugu

sonucuna vanlmistir. Aura g¢esidi igin saptanan protoplast kiltir ortaminda
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vaklastk % 9 oranminda hiicre béliinmesi tesbit edilmigtir. Protoplastlardan elde
edilen mikrokoloniler regenerasyon ortamina transfer edildiklerinde somatik
embriyo ve fertil yesil bitkiler regenere edilmistir. Yapilan birgok deneme
sonucunda Aura gesidinin protoplast kiiltiirlerinden bitki regenere edilebildigini
ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 9 ay boyunca regenerasyon yeteneklerini

koruduklarini bildirmislerdir.



43

3. MATERYAL VE METOD
Arastirma 1991-96 yillan arasinda CU. Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma

Boliimii ile KSU. Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinde yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Arastirmada bitki materyali olarak Seri 82, Panda, Shafir, Gemini ve
Cukurova 86 bugday (7riticum aestivum L.) gesidlerinin olgun ve déllendikten
vaklasik 15 giin sonra alinan olgunlasmamis embriyolann kullamlmugtir.
Embriyogenik kallus elde etmek amaciyla kiiltiire alinan bu ¢esidlerden, Sert 82
bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen embriyogenik
kalluslart, hiicre siispansiyon kiiltirlerinin  kurulmasinda ve protoplast
izolasyonunda materyal olarak kullanilmigtir.

Yaprak mezofil dokularindan protoplast izolasyonunda Seri 82 bugday
¢esidinin tohumlarimun in vifro’da g¢imlendirilmesiyle elde edilen bitkiciklerin

yapraklari materyal olarak kullamlmigtir.

3.2. Metod
3.2.1. Olgunlasmamis Bugday Embriyolarmm Kiiltiirii ve

Kalluslarin Elde Edilmesi

Anter kavuzlarinin basaktaki tane kavuzlan tizerinde goriildiikler: zaman
dollenmenin  gergeklestigi giin  olarak kabul edilmis ve dollenmenin
gergeklesmesinden yaklasik 15 gin sonra alinan olgunlagmamig bugday
embriyolan1 kavuzlarindan soyularak %70°lik etil alkol igerisinde 60 saniye
bekletildikten sonra %15°lik ticari sodyum hipoklorit (NaOCl) solusyonu
icerisinde 15 dakika bekletilmis ve daha sonra ii¢ kez steril destile su ile

yikanmustir. Daha sonra olgunlagmams bugday tancleri petri kutulan igerisindeki
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steril kurutma kagitlar: iizerinde bir siire kurutularak kiiltiire alinmaya hazir hale
getirilmistir. Bu sekilde sterilizasyon iglemi tamamlanmis olan olgunlagsmamig
bugday tanelerinin embriyolari steril kosullarda bir pens ve bistiiri yardimiyla
sadece tohum kabugu ile baglantis1 kalacak sekilde kesildikten sonra degisik
konsantrasyonlarda (1mg/l, 2mg/l, 3mg/l, Smg/l) diklorofenoksiasetik asit (2,4-
D) igeren modifiye edilmis MS (MURASHIGE ve SKOOG, 1962), B5
(GAMBORG BS, 1968), LS (LINSMAIER ve SKOOG, 1965) ve N6 (MOROCZ
ve ark., 1990) ortamlarinda, 25+1°C’de ve karanlik kosullara sahip iklim
odalarinda, iglerinde 25’er ml ortam bulunan 100x25 mm’lik petri kutularinda,
her petri kutusuna 5 adet bugday tanesi olmak iizere ve tanelerin karin gizgileri
ortam yiizeyi ile temas edecek sekilde yerlestirilerek kiiltiire alinmigtir. Ortamlara
%3 sakkaroz ve %0.75 agar (Sigma A-9915) tlave edilmistir. Kiltiire alindiktan 4
hafta sonra olgunlasmamis bugday tanelerinin kallus olusum oram tesbit
edilmistir. Olgunlagsmamig bugday embriyolarinin % kallus olusum orani, her
petri kutusundaki kallus olusturan tanelerin petri kutusundaki toplam tane
sayisina oranlanip 100 ile garpilmasiyla elde edilmistir. Bugday taneleri iizerinde
olgunlasmamis embriyolardan gelisen embriyogenik kalluslar, bir pens
yardimiyla tanelerden ayirilarak 2 mg/l 2.4-D + 100 mg/l kazein hidrolizat + 500
mg/l glutamin iceren MS ortaminda (pH 5.7) altkiiltire alinmigtir. Kalluslar
siirckli olarak 25+1°C’de, karanlik kosullarda muhafaza edilmis ve her ay aym

ortam iizerinde altkiiltiire alintmislardir.

3.2.2. Olgun Bugday Embriyolarmin Kiiltiirii ve Kalluslarm

Elde Edilmesi

Olgun bugday taneleri %70°lik etil alkol igerisinde 2 dakika
bekletildikten sonra %?25°lik ticari sodyum hipoklorit (NaOCI) solusyonu

igerisinde 25 dakika bekletilmis ve daha sonra ig kez steril destile su ile
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yikanmustir. Bu gekilde yiizeysel sterilizasyonu yapilan bugday taneleri steril su
igerisinde oda sicakhiginda 10 saat siireyle sisirilmeye birakilmigtir. Sisirilmis
taneler petri kutulart igerisindeki steril kurutma kagitlan iizerinde bir siire
kurutulmustur. Bu sekilde hazirlanan taneler, steril kosullarda bir pens ve bistiiri
yardimiyla sadece tohum kabugu ile taneye baglantis1 kalacak sekilde kesildikten
sonra  degisik  konsantrasyonlarda  (Img/l, 3mg/l, Smg/l, 8mg/)
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) igeren modifiye edilmis MS, B5, LS ve N6
ortamlarinda, 25+1 °C’de karanlik kosullara sahip iklim odalarinda, iglerinde
25’er ml ortam bulunan 100x25 mm’lik petri kutularinda, her petri kutusuna 5
adet bugday tanesi olmak iizere, tanelerin karin gizgileri ortam yiizeyi ile temas
edecek sekilde yerlestirilerek kiiltire alinmigtir. Ortamlara %3 sakkaroz ve
%0.75 agar (Sigma A-9915)) ilave edilmistir. Kiiltire alindiktan 4 hafta sonra
olgun bugday tanelerinden kallus olusum oranlart tesbit edilmistir. Olgun
bugday embriyolarimin % kallus olusum oram, her petri kutusundaki kallus
olusturan tanelerin petri kutusundaki toplam tane sayisina oranlanip 100 ile
carpilmasiyla elde edilmistir. Bugday tanelerindeki olgun embriyolardan geligen
kalluslar, bir pens yardimiyla tanelerden ayimnlarak 2 mg/l 2,4-D + 100 mg/l
kazein hidrolizat + 500 mg/l glutamin igeren MS ortaminda (pH 5.7) altkiiltiire
alimmugtir. Kalluslar sirekli olarak 25+1°C’de, karanhk kosullarda muhafaza
edilmig ve her ay aym ortam iizerinde altkiltire alinmiglardir. Her iki tip
embriyolarin kiiltiire alindiklart ortamlar, igerdikleri kimyasallar ve kullanilan

miktarlan Ek.1°de verilmistir.

3.2.3. Bugday Nisastas1 Ortaminin Hazirlanmasi
Olgunlagmamis ve olgun bugday embriyolarindan kallus eldes:i ve kallus
agirhg artisi saglamak igin farkli organik maddeler (patates ekstrakti, bugday

nisastast, kazein hidrolizat, glutamin, asparigin) igeren ortamlarda kiiltiire
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alinmiglardir. MSS5 olarak isimlendirilen bugday nigastasi ortaminda katilastirici
olarak agar kullamilmamis, bugday nisastasimin katilagtinict  6zelliginden
yararlanilmstir,

Hazirlanan sivi MSS ortamina %7 oraminda bugday nisastas: (Basak Tiik.
ve Gida San. A.S.) ilave edilerek yaklasik 10 dakika siire ile kanstirilmig ve
pH’s1 5.8’¢ ayarlanmigtir. Daha sonra 1 dakika siire ile mikrodalga fﬁmda
(1500W) bekletilmistir. Bu islem 20 saniye siire ile 3 kez tekrar edilip ortam
jelatinimsi bir goriiniim aldiktan sonra 120 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika

siire ile steril edilmigtir.

3.2.4. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Seri 82 bugday c¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen
beyaza yakin renkte, kirilgan ve hizli geligen embriyogenik kalluslar 7-8 ay
boyunca altkiiltire alinarak stabil hale getirilmis ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin kurulmasmda bitki materyali olarak kullanilmistir. Bu gekilde elde
edilen embriyogenik kalluslar farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda organik
maddeler igeren sivi MS ortaminda, igerisine 30 ml ortam bulunan 100 ml’lik
erlenler igerisinde kiiltiire alinmigtir. Bu gekilde hazirlanan hiicre siispansiyon
kiltiirleri karanlik kosullarda, 25+1°C’de, 150 rpm’de g¢alisan calkalayicilar
iizerinde inkilbe edilmigtir. Kiltirler haftada bir 10 ml hiicre siispansiyon
kiiltiirii -+ 20 ml siv1 kiiltiir ortamu olacak sekilde altkiiltire alinmistir. Bu gekilde
altkiiltire alinan hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiicrelerin agregatlagmasim
onlemek i¢in 6-8 haftada bir 500 pm por genisligine sahip filitreden
gegirilmistir. Hiicre siispansiyon kiiltirlerinin 3, 5, 7 ve 9. giinlerinde alinan 5
ml’lik hiicre siispansiyonlari, 250xg’de 5 dakika santrifiyj edilerek hiicre hacim

artislan (Y%oHHA) belirlenmstir.
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3.2.5. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden Protoplast izolasyonu

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 3, 5 ve 7. giinlerinde alinan hiicre
ornekleri 100x25 mm’lik petri kutularina 1/10 (hiicre/enzim solusyonu) oraminda
olacak sekilde 20 ml enzim solusyonu 2 gr hiicre siispansiyon Kkiiltiirii
koyulmustur. Petri kutulan parafilm ile kapatildiktan sonra 50 rpm’de ¢ahisan
calkalayicilar iizerinde, 27°C’de, 6 saat siire ile inkiibe edilmistir. Enzim
~ solusyonu igerisinde ihkiibe edilen hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplast
izolasyonunun gergeklesip gergeklesmedigini, gergeklesti ise hangi oranda
gergeklestiging takip etmek igin 3, 4, 5 ve 6. saatlerde 6rnekler almmustir. 6 saat
stire ile inkiibe edildikten sonra izole edilen protoplastlardan enzim solusyonunu
ve hiicre artiklarimi uzaklastirmak igin protoplast-enzim solusyonu 30 pum por
genisligine sahip  filtrelerden gegirilmistir. Filtreden gegen protoplast-enzim
solusyonu bir streil pipet yardimiyla her tiipe 2 ml olacak sekilde steril santrifuy
tiplerine aktanlarak 800 rpm’de 3-4 dakika santrifuj edilmistir. Santrifujden
sonra protoplastlar santrifuj tipinin dibinde toplanmuslardir. Tipiin st
kismindaki sivi kisim alindiktan sonra santrifuj tipianin dibinde toplanan
protoplast pelleti 3ml yikama solusyonu (7mM CaCl,.2H,O + 0.7mM
NaH-P0,.2H-0 + 3mM MES ve 0.6M mannitol) ile yavasca sulandirilarak tekrar
800 rpm’de 3 dakika santrifuj edilmistir. Bu islem iki kez tekrar edildikten sonra
santrifuj tiipiiniin dibinde toplanan protoplast pelleti 1 ml protoplast kiiltiir ortami
(MS + 0.6 M glikoz + 600 mg/l MES) ile sulandirlmis ve hemositometre
kullanarak 1 ml'de ka¢ tane protoplast oldugu saptanmistir. Daha sonra
protoplast yogunluklari 0.5x10° ve 1.0x10° protoplast/ml olacak sekilde
avarlanarak 0.6 M glikoz + (0.5-1.0 mg/l) 2.4-D + 600 mg/l MES igeren kat1 ve
sivi MS ve BS ortamlarinda kiiltire almmugtir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden
protoplast izolasyonunda kullanilan enzim solusyonlan ve igerdikleri kimyasallar

Ek.2 ve Ek.3’de verilmistir.
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3.2.6. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden 1izole Edilen

Protoplastlarin Kiiltiire Alinmasi

izolasyonu yapilarak yogunluklari 0.5x10° ve 1.0x10° protoplast/ml
olacak sekilde ayarlanmis olan protoplastlar, A)sivi, B)%0.3 agaroz, C)%0.6
agaroz, D)%]1.2 agaroz + (0.5vel.0) mg/l 2,4-D + 0.6 M glukoz + 600 mg/l MES
iceren MS ve BS ortamlarinda kiiltiire alinarak karanlik kosullarda, 25+1°C’de
inkiibe edilmistir. Protoplastlart kiiltiire almada kullanilan ortamlara katilastirica
olarak Agaroz (Seaplaque) kullamlmistir. Protoplastlar 50x15 mm’lik petri
kutularinin tabamimi kaplayacak sekilde (2 ml kiiltiir ortami) kiiltire alinarak,
25+1°C’de karanlik kosullarda inkiibe edilmislerdir. Protoplastlar kiiltiire
alindiktan iki giin sonra ve bunu takip eden her iki giinde bir bdliinen
protoplastlar sayilarak degerlendirilmistir. Kati kiiltiir ortamlan kurudukga ortam
iizerine s1vi ortam (MS+0.6 M glukoz+600 mg/l MES) ilave edilmigtir. Yaklagik
2 hafta sonra olusan mikrokoloniler sayilarak % kaplama etkinlifi saptanmistir.
Kati ortamlarda kiiltire alinan protoplastlardan gelisen mikrokalluslarin
gelisimini hizlandirmak igin kat1 ortam baklava dilimleri seklinde kesilerek iginde
2 ml sivi ortam bulunduran yeni petrilere aktarimistir. Petrilerin etrafi parafilm
ile kapatilarak karanlik kosullarda, 25+1°C kosullara sahip iklim odalarinda

inkiibe edilmislerdir.

3.2.7. Hiicre Siipansiyon Kiiltiirlerinden Izole Edilen

Protoplastlardan Bitki Regenerasyonu

Hiicre siispansiyon kiiltirlerinden izole edilen protoplastlanindan elde
edilen mikrokalluslar bitki regenerasyonu i¢in farkhh kombinasyon ve
konsantrasyonlarda diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) (0.1-0.5 mg/l), indol-3
asetik asit (IAA) (0.1 mg/l), benzil amino purin (BAP) (1.0 mg/l), kinetin (1.0
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mg/l) ve naftelen asetik asit (NAA) (0.1 mg/l) igeren MS ortamina
aktarilmiglardir. Her petri kutusuna yaklagtk 16 kallus pargasi koyulmus ve
inkitbasyon siiresi sonunda bu kallus pargalan iizerinde olusan bitkicikler
sayilarak bitki regenerasyonu oram tesbit edilmistir. Kiiltiirler 25+1°C’de
yaklasik 4 hafta siire ile karanlik kosullarda inkiibe edildikten sonra, 16 saat 151k -
8 saat karanhk kosullarda inkiibe edilmistir. Ilk kiiltiire almdiktan yaklagik 14-16
hafta sonra olusan yesil embriyoidler, 16-20 hafta sonra da 0.5-1.0 cm’lik siirgiin
olusturmuglardir. Olusan bu siirgiinler hormonsuz MS ortamina aktarilarak hem

siirgiinlerin gelismeleri hemde koklenmeleri tegvik edilmistir.

3.2.8. Yaprak Mezofil Protoplastlarinin izolasyonu

Bugday yapraklarindan mezofil protoplastlanimn i1zole edilmesi amaciyla in
vitro’da 3-4 yaprakhi geng fideler elde etmek igin Seri 82 bugday ¢esidinin
tohumlan %70’lik etil alkol igerisinde 2 dakika bekletildikten sonra %25°lik
ticari sodyum hipoklorit (NaOCl) solusyonu igerisinde 25 dakika bekletilmis ve
ii¢ kez steril destile su ile ytkanmigtir. Daha sonra bugday taneleri petri kutulan
icerisindeki steril kurutma kagitlart iizerinde kurutularak kiiltiire alinmaya hazir
hale getirilmistir. Bu sekilde sterilizasyon islemi tamamlanms olan bugday
taneleri %3 sakkaroz igeren MS ortaminda (pH 5.7), 25+1°C’de, 16 saat 151k, 8
saat karanlik kosullara sahip iklim odalarinda, iglerinde 10’ar ml ortam bulunan,
150x20 mm’lik cam tiiplerde, her tiipe 1-2 adet bugday tanesi olmak iizere
yerlestirilerek kiiltiire alinmigtir. Kullamlan kiiltir ortam1 %0.75 agar (Sigma A-
9915) ile katilastmlmustir. Kiiltiire almdiktan 7-10 giin sonra olugan geng
fidelerin yapraklan protoplast izolasyonunda materyal olarak kullamlmugtir. Elde
edilen bitkiciklerin yapraklan steril keskin bir bistiri ile enine ince seritler
halinde (1-2 mm kalinhiginda) kesilerek igerisinde soguk steril edilmig (W) enzim

solusyonu (bakiniz Ek.4) bulunan steril bir tiipe koyulmustur. Bu tiip igerisinde
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3-4 dakika vakum edilerck enzimlerin doku ve hiicreler arasina girisi
saglandiktan sonra, yaprak pargalan enzim solusyonu ile birlikte 50x15 mm’lik
steril petri kutularina aktanlmigtir. Petri kutulan parafilm ile kapatilarak
25+1°C’de 1500 litks 151k altinda 5-7 saat siire ile inkiibe edilmistir. izole edilen
protoplastlardan enzim solusyonu ve bitki kalntilanim uzaklaghrmak igin
protoplast enzim solusyonu 6nce 1 mm’lik daha sonra 100 um por genisligine
sahip filtreden gecirilmistir. Filtreden gecgen protoplast-enzim solusyonu bir
steril pipet yardimiyla her tiipe 2 ml olacak sekilde steril santrifuj tiiplerine
aktarilarak 700 rpm’de 7 dakika santrifuj edilmigtir. Santrifujden sonra saglam
protoplastlar santrifuj tiipiiniin dibinde toplanmiglardir. Tipiin iist kismundaki siva
kistm alindiktan sonra santrifuj tiipiniin dibinde toplanan protoplast pelleti
yikama solusyonu (0.5M sorbitol + ImM CaCl. pH 5.5) ile yavagca
sulandirilarak tekrar 700 rpm’de 7 dakika santrifuj edilmistir. Bu iglem iki kez
tekrar edildikten sonra santrifuj tipiiniin dibinde toplanan protoplast pelleti 1 ml
protoplast kiiltiir ortam ile sulandiilms ve hemositometre kullanarak 1 ml’de
kag tane protoplast oldugu saptanmigtir. Daha sonra protoplast yogunluklan
0.5x10° ve 1.0x10’ protoplast/ml olacak sekilde kiiltiire alinmustir.

3.2.9. Yaprak Mezofil Dokularindan izole Edilen

Protoplastlarin Kiiltiirii

izolasyonu yapilarak yogunluklari 0.5x10* ve 1.0x10" protoplast/ml
olacak sekilde ayarlanmig olan mezofil protoplastlar, A)sivi, B)%0.3 agaroz,
(C)%0.6 agaroz, D)%!1.2 agaroz + (0.5ve1.0) mg/l 2,4-D + 0.5 M sorbitol igeren
MS ve B5 ortamlarinda kiiltiire alinarak 25+1°C’de, 16 saat aydinhk, 8 saat
karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Protoplastlan kiiltire almada kullanilan
ortamlara katilagtirici olarak Agaroz (Seaplaque) kullanilmustir. Protoplastlar
50x15 mm’lik petri kutularinin tabanim kaplayacak sekilde (2 ml kiiltiir ortami)
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ve kat1 damlalar seklinde kiltiire alinmiglardir. Protoplastlar kiiltiire alindiktan iki
giin sonra ve bunu takip eden her iki giinde bir gozlemlenerek hiicre duvan
olusumu ve hiicre boliinmeleri tesbit edilmeye ¢aligiilmistir. Kiltiir ortamlarinin
kurumasim onlemek i¢in her 3 giinde bir siv1 ortam ilave edilmigtir.

Arastirmada kullanilan tim ortamlar (enzimler hari¢) 121 °C’de 1 atm basing
altinda 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir. Enzimler ise 0.22pm por

genisligine sahip filtrelerden gegirilerek soguk sterilizasyona tabi tutulmustur.

3.2.10. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Hiicrelerinde ve Regenere

Edilen Bitkilerde Kromozom Sayimi

3.2.10.1. Feulgen Boyama Solusyonunun Hazirlanmasi

Kromozom boyamada kullamlan feulgen solusyonu, 1 gr fuchsin (Pulver,
Merck’s 4041) iizerine 200 ml kaynamis destile su yavasga dokulerek
kanstinlmistir. Bu sekilde 50 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Bu sicaklikta
stviya 20ml IN HCl ilave edilmis ve filtre kagidinda suiziilmistiir. Daha sonra 2gr
Potasyum metabisiilfit ilave edilmistir ve 4°C’de bir gece bekletilmigtir. Bu siire
sonunda ¢ozeltiye 0.5 gr aktif karbon ilave edilip bir siire kanstirildiktan sonra
kagt filtre ile siiziilmiigtiir. Bu sekilde renksiz bir hale gelen feulgen solusyonu
+4 °C’de kullanilmak iizere depolanmistir. Kromozom boyamasinda kullanilan
feulgen solusyonunun igerdigi kimyasallar ve kullamidiklari miktarlar Ek.6’da

verilmigtir.

3.2.10.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Hiicrelerinde Kromozom

Boyamasi
Hiicre siispansiyonu altkiiltiiriiniin 5. giininde ahnan yaklagik 50 ml
hiicre siispansiyonu 500 rpm’de 2 dakika siire ile santrifuj edilmig ve ustteki

siispansiyon ortam uzaklagtirilmigtir. Hiicre siispansiyon kiltiirt hiicrelerine
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monobromonaftalin’in sudaki doymus ¢6zeltisinden (100 ml destile su + 3-4
damla monobromonaftalin) hiicre hacimi miktarinda ilave edilmistir. Hiicrefer bu
¢ozelti igerisinde +4 °C’de 1 gece siire 1le bekletilmistir. Bu siire sonunda
santrifuj edilerek 3 kez destile su ile yikanmistir. Daha sonra hiicre hacimi
miktarinda 3 hacim etil alkol (%96) + 1 hacim glasiel asetik asit solusyonu ilave
edilmis ve +4 °C’de bir gece siire ile fikse edilmistir. Fikse edilen hiicreler
satrifuj edilerek ii¢ kez destile su ile yikandiktan sonra hiicre hacimi miktarinda
IN HCl (hidroklorik asit) ilave edilmis ve 60 °C’de 12 dakika siire ile hidroliz
edilmistir. Hidrolize edilen hiicreler satrifuj edilerek 3 kez destile su ile yikanms
ve ELCI, (1994)’e gore hazirlanan feulgen solusyonu igerisinde, oda sicakhiginda
1 saat siire 1le bekletilerek boyanmalan saglanmistir. Boyama’ isleminden sonra
hiicreler santrifuj edilerek 3 kez destile su ile ytkanmis ve 10 dakika destile suda
bekletilmigtir. Daha sonra bu hiicrelerden preparatlar hazirlanarak kromozom
sayimlart yapilmigtir. Preparat hazirlamada ortam sivist olarak %45°lik asetik asit

kullanilmigtir.

3.2.10.3. Protoplastlardan Regenere Edilen Bitkilerde

Kromozom Sayimi

Hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden izole edilen protoplastlardan
regenere edilen bitkilerin yaklasgtk 1 cm uzunlugundaki kokleri kromozom
sayimlarinda kullanmilmigtir.  Koékler monobromonaftalin’in  sudaki doymug
¢ozeltisi bulunan kiigiik tiplere konmus ve bu ¢o6zelti igeresinde 1 gece
bekletilmigtir. Bu siire sonunda tiipler igerisindeki ¢6zelti bosaltilarak 3 kez
destile su ile yikanmigtir. Daha sonra 3 hacim etil alkol (%96) + 1 hacim glasiel
asetik asit solusyonuna konulmus ve +4 °C’de 1 gece bekletilerek fikse
edilmigtir. Fikse edilen kék uglari 3 kez destile su ile yikandiktan sonra 1 N HCI

igerisinde 60 °C’de 12 dakika siire ile hidroliz edilmis ve 3 kez destile su ile
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yikanmigtir.  Yikanan kok uglan, ELCI (1994)’e gore hazirlanan feulgen
solusyonunda, oda sicakhiginda, 1 saat sire bekletilerek boyanmalan
saglanmistir. Boyama igleminden sonra kék uglan 10 dakika siire ile destile suda

bekletilmis ve ezme yontemine gore preparatlar hazirlanmistir. Preparatlarn

hazirlanmasinda ortam sivis1 olarak %45°1lik asetik asit kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Olgunlasmamis Bugday Embriyolarmmmn Kiiltiri ve

Kalluslarin Elde Edilmesi

Embriyolann heniiz olgunlagmamis bes hexaploid bugday g¢esidinin
taneleri (Resim 1) embriyogenik kalluslar elde etmek amaciyla farkl
konsantrasyonlarda 2,4-D igeren MS ortamlarinda kiiltire alinmus ve kallus

olusum oranlan ile 1lgili sonuglar Sekil 1’°de verilmigtir.
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Sekil 1.Degisik konsantrasyonlarda 2,4-D igeren MS ortamlan iizerinde kiiltiire
alinan bes bugday ¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarimin kallus olusum oranlan

Sekil 1’e gore 2,4-D ilave edilmeyen kontrol olarak alinan MS ortaminda
kallus olusumu meydana gelmezken, diger ortamlarda ortama ilave edilen 2,4-D
miktarlarina gore farkli oranlarda kallus olusumu meydana gelmistir (Resim 2).
Kiiltire alman bugday gesidlerinin kallus olusturma oranlari %8.2 ile %71.8
oramnda degigim gostermistir. Kiiltiire alinan biitiin g¢esidlerde en yiiksek kallus

olusumu 3.0 mg/l 2,4-D igeren ortamda %71.8 ile Seri 82, %67.1 ile Shafir,
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%62.2 ile Panda, %61.0 ile Cukurova 86 ve %26.2 ile Gemini g¢esidlerinde
meydana gelmisgtir. Ortalama kallus olusum orami %54 olarak bulunmustur.
Gozlem yapilan siire iginde kallus olusturmayan taneler ayni ortamlar iizerinde
tekrar kiiltiire alindiklan halde herhangi bir kallus olusumuna rastlanmamgtir.
Ozellikle 2.4-D konsantrasyonunun diisiik oldugu ortamlarda bazi
embriyolar siirgiin olusturmuslardir. 2.4-D konsantrasyonu arttikga bu oran
azalmistir. Bu sonuglara gore 2 mg/l 2,4-D igeren ortam ile 3 mg/l 2,4-D igeren
ortamlar arasinda kallus olusum oranlann yoninden o6nemli bir farklilik
bulunmadigindan, kalluslarin altkiiltiire alindiklar1 ortamlarda 2.0 mg/l 2.4-D

konsantrasyonlar1 kullamlmistir.

Resim 1. Embriyogenik kallus olusturmak iizere Kkiiltire alinan

olgunlagmamis bugday taneleri
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Embriyogenik kallus elde etmek amaciyla kiiltiire alinan olgunlagsmamis
bugday embriyolarimin  dollenmenin  gergeklesmesinden sonraki  kiiltiire
alindiklan giin, embriyogemk kallus olusumunda 6nemli bir kriterdir. Bu
nedenle doéllenmenin gergeklesmesinden itibaren 3, 6, 9, 12, 15, 18 ve 21.
giinlerde alinan 5 bugday ¢esidinin olgunlagmamis embriyolart 2 mg/l 2,4-D
igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Olgunlagsmamis embriyolardan kallus

olusumu oranlan ile ilgili sonuglar Sekil 2°de verilmigtir.
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Sekil 2. Déllenmenin gergeklesmesinden sonraki farkli zamanlarda kiiltiire alman

bes bugday ¢esidinin olgunlagmamig embriyolarinin kallus olusum oranlan (%)

Sekil 2’ye gore, 2 mg/l 2.4-D igeren MS ortaminda, déllenmenin
gerceklesmesinden sonraki farkli zamanlarda kiiltiire ahnan beg bugday cesidinin
olgunlasmamis embriyolarimin, kiiltire alindiktan dort hafta sonra yapilan
gozlemler sonucunda kallus olusum oranlan % 1.7 ile % 67.5 arasinda degisim
gostermistir. Buna gore Seri 82 ve Gemini gesidlerinin dollendikten sonraki 9.

giinde, Panda, Shafir ve Cukurova 86 ¢esidlerinin ise dollendikten sonraki 12.
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ginde kiiltire alinan olgunlasmamiy embriyolarinin = kallus olugturmaya
bagladiklan tesbit edilmistir. En yiiksek kallus olusumu dollendikten sonraki 18.
giinde kultiire alinan Seri 82 (%67.5) ve Cukurova 86 (%57.8) ¢esidleri ile 15,
giinde kiiltiire alinan Shafir (%61.2) ¢esidinde rastlanmistir. Genel olarak biitiin
¢esidlerde en yiiksek kallus olusumu dollenmeden sonraki 15. ve 18. giinlerde
kiiltire alinan embriyolarda meydana gelmistir. Kiiltire alindiktan 4 hafta sonra
taneler iizerinde embriyolardan olusan kalluslar, tanelerden ayinlarak kiiltiire
alinmiglardir (Resim 3.). Kallus olusturmayan embriyolar yine aym ortamlarda

kiiltire alindiklart halde herhangi bir kallus olusumu goézlenmemis, zaman

igerisinde kahverengilegerek canliliklarini kaybetmislerdir.

Resim 2. Modifiye edilmig farkli ortamlarda kiltire alinan olgunlagmamig

bugday embriyolarinda kallus olusumu
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Dollenmenin gergeklesmesinden yaklagik 15 giin sonra alinan besg
bugday ¢esidinin olgunlasmamig embriyolarinin kallus olusum oranlan iizerine
farkli ortamlarmn etkisini belirleyebilmek amaciyla 2 mg/l 2,4-D igeren MS, BS,
LS ve N6 ortamlan (bakiniz Ek.1.) iizerinde kiltire alinmigtir. Dort farkli ortam
tizerinde kiltiire alinan bes bugday gesidinin olgunlasmamig embriyolarinin

kallus olusum oranlarna iliskin sonuglar Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. MS, LS, N6 ve B5 ortamlart iizerinde, déllenmenin gergeklesmesinden
yaklagik 14-18 giin sonra kiiltiire alinan bes bugday gesidinin olgunlagmamig

embriyolarimn kallus olusum oranlan (%)

Bes bugday gesidi, 2mg/l 2,4-D igeren MS, LS, N6, B5 ortamlan
iizerinde kiiltire alinmis ve 4 hafta sonra yapilan goézlemler sonucunda tesbit
edilen kallus olusum oranlarina iliskin sonuglar Sekil 3’te verilmistir. Cesidlerin
kiiltiire alindiklan biitiin ortamlarda kallus olusum oranlan %11.2 ile %69.5

arasinda degisim gostermistir. Dort farkli ortam uzerinde de kallus olusumu
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meydana gelmis fakat en yiiksek kallus olusumu MS ortaminda olmustur. Bunu
sirastyla B5, LS ve N6 ortamlan izlemistir. En yiiksek kallus olusumu MS
ortaminda %69.5 ile Seri 82, %64.0 ile Shafir, %59.1 ile Panda, %57.7 ile
Cukurova 86 ve %14.5 ile Gemini gesidlerinde gozlenmigtir. Kiiltiire ahinan bes
¢esidin olgunlagmamig embriyolarmin kallus olusum oranina, ortama ilave edilen
2,4-D miktarmin yaninda kiiltiire alindiklari ortamm makro ve mikro element

konsantrasyonlarinin da etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Resim 3. Olgunlasmamg bugday embriyolarindan olusan kalluslarm tanelerden

ayirilarak kiiltiire alinmalan
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Bes bugday c¢esidinin olgunlagmamis embriyolarnimin kallus olusum
oranlarina, kiiltiire alindiklar1 ortamlara ilave edilen organik maddelerin (patates
ekstrakti, bugday nisastasi, kazein hidrolizat, glutamin, asparagin) etkilerini
belirlemek amaciyla, modifiye edilmis MS (MS1, MS2, MS3, MS4, MS5, MS6,
MS7, MS8, MS9 ve MS10) ortamlarinda kiiltire alinmig ve kallus olusum

oranlarina iligkin sonuglar Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. Modifiye Edilmis MS ortamlart  Gzerinde, déllenmenin
gergeklesmesinden yaklagik 15 gin sonra kiiltire alinan bes bugday

¢esidinin olgunlagmams embriyolarimin kallus olusum oranlari (%)

MS1=MS + 1mg/l 2,4-D. MS2= MS + 2mg/l 2.4-D. MS3=MS + 2mg/l 2.4-D + %S5 patates ckstrakti,
MS4=MS (cift konsantrasvon) + 2mg/ 2.4-D. MS5= MS + 2mg/ 2.4-D+%7 bugday nigastasi (agar
vok). MS6= MS+2mg/l 2.4-D + 100mg/l kazcin hidrolizat. MS7= MS + 2mg/l 2.4-D + 100mg/l
kazein hidrolizat + 500mg/l glutamin. MS8= MS (¢ift konsantrasyon) + 2mg/l 2.4-D + 100mg/l kazcin
hidrolizat + 500mg/l glutamin. MS9=MS + 2mg/ 2.4-D + 150mg/l asparajin. MS10= MS (gift
konsantrasyon) + 2mg/l 2.4-D + 100mg/l kazein hidrolizat + 150mg/ asparajin
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Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D (1mg/l - 2mg/l) ve organik maddeler (%35
patates ekstrakti, %7 bugday nisastasi, 100 mg/l kazein hidrolizat, 500 mg/l
glutamin, 150 mg/l asparagin) igeren modifiye edilmis MS (MS1, MS2, MS3,
MS4, MSS, MS6, MS7, MS8, MS9 ve MS10) ortamlarinda, déllenmenin
gergeklesmesinden yaklasik 15 giin sonra kiiltiire alinan 5 bugday ¢esidinin
olgunlagmamis embriyolarinin kallus olusum oranlarinin %8.2 ile %87.1 arasinda
degisim gosterdigi Sekil 4’te gorilmektedir. Kiiltire alinan gesidlerden Seri 82
(%86.3) Panda (% 73.2), Shafir (60.8) ve Cukurova 86 (%70.2) ¢esidler1 MS
(¢ift konsantrasyon) + 2 mg/l 2,4-D+100 mg/l kazein hidrolizat+500mg/l
glutamin igeren MS8 ortaminda yiiksek oranda kallus olusturmuslardir. Bunun
yaninda Gemini (%44.7) gesidi ise MS (sift konsantrasyon) + 2mg/l 2,4-
D+100mg/l kazein hidrolizat+150mg/l asparagin igeren MS10 ortamunda yiiksek
oranda kallus olusturmustur. Kiiltiire alinan ortamlardan 1 mg/l 2,4-D igeren MS1
ortam1 hari¢ diger modifiye edilmig butiin ortamlarda kallus olusum oram

oldukga yiiksek bulunmustur.
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Olgunlagmamis bugday embriyolanindan elde edilen hzh gelisen,
kinlgan embriyogenik kalluslarin modifiye edilmis MS (MS1, MS2, MS3, MS4,
MSS5, MS6, MS7, MS8, MS9 ve MS10) ortamlarinda, kiiltiire alindiktan yaklagik

4 hafta sonra meydana gelen kallus geligimlerine iliskin sonuglar Sekil 5’de

verilmigtir,
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Sekil 5. Modifiye edilmig MS ortamlan iizerinde kiiltiire alinan olgunlagmamus

bugday embriyolan kalluslarinin biiyiime oranlan (mg)

MS1=MS + Img/l 2.4-D, MS2= MS + 2mg/ 2.4-D. MS3=MS + 2mg/l 2.4-D + %5 patates ekstrakt,
MS4=MS (cift konsantrasyon) + 2mg/A 2,4-D, MS5= MS + 2mg/l 2.4-D+%7 bugday nisastas: (agar
yok), MS6= MS+2mg/l 2,4-D + 100mg/l kazein hidrolizat. MS7= MS + 2mg/l 2.4-D + 100mg/l
kazein hidrolizat + 500mg/l glutamin, MS8= MS (¢ift konsantrasyon) + 2mg/l 2.4-D + 100mg/l kazein
hidrolizat + 500mg/l glutamin, MS9=MS + 2mg/l 2,4-D + 150mg/ asparajin, MS10= MS (cift
konsantrasyon) + 2mg/l 2.4-D + 100mg/l kazein hidrolizat + 150mg/1 asparajin

Bes bugday cesidinin olgunlagmamis embriyolarindan elde edilen
kalluslarin, kiiltire alindiklan modifiye edilmis MS ortamlarinda 373mg ile
1812mg arasinda kallus geligimi meydana getirdikleri Sekil 5°de gorilmektedir.
En fazla kallus geligimi Seri 82 (1812 mg), Panda (1351 mg), Shafir (1168 mg)
Gemini (1120 mg) ve Cukurova 86 (1276 mg) ¢esidlerinde, MS (qift
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konsantrasyon) + 2 mg/l 2,4-D + 100 mg/l kazein hidrolizat + 500 mg/l glutamin
iceren MS8 ortamindan elde edilmistir. Aym oranda 2,4-D ve organik madde
konsantrasyonu igeren MS7 ortami ile kallus gelisimi yo6niinden 6nemhi bir
farklihk bulunmamasindan dolayr bu ortamda meydana gelen kallus gelisiminin
daha ekonomik oldugu sonucuna varilmgtir. Kiiltiire alinan gesidler 794mg ile
1184mg arasinda degisen miktarlarda kallus gelisimi gostermislerdir. Bugday
nisastas1 1ilave edilmis MSS5 ortaminda nisastanin katilagtirici 6zelliginden
yararlamilip agar kullanilmamasi nedeniyle kallus gelisiminin diger ortamlara
gére az olmasina ragmen agar kullanilmamas! nedeniyle daha ekonomik oldugu
sonucuna varilmigtir Olgunlasmamig embriyolardan elde edilen kalluslar 6-8 ay
boyunca altkiiltiire alinmigtir. Altkiiltiirler sirasinda hizli gelisen, kirillgan, beyaza

yakin renkteki embriyogenik kalluslar segilerek stabil hale getirilmistir (Resim 4)

Resim 4. Hizli gelisen, kirllgan, beyaza yakin renkteki embriyogenik kalluslar
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Karanlik ve 16 saat aydinlik-8 saat karanlik inkiibasyon kosullarnin
embriyogenik kalluslanin gelisimine olan etkisini belirlemek amaciyla Seri 82
bugday ¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarindan elde edilen embriyogenik
kalluslan 25+1 °C’de karanlik ve 16 saat aydinlik-8 saat karanlik kosullarda
yaklagik 4 hafta siire ile inkiibe edilmis ve bu siire sonundaki kallus geligimlerine

iliskin sonuglar Sekil 6’da verilmistir.

BmKaranlk B Aydinhk

Kallus agirigi (mg)

Ortamlar

Sekil 6. Karanlik ve 16 saat aydinlik-8 saat karanlik kosullarda inkiibe edilen
embriyogenik kalluslarin modifiye edilmis MS ortamlan iizerindeki biiyiime

oranlar1 (mg)

A=MS + 2 mg/l 2.4-D + 150mg/l asparajin. B=MS + | mg/l 2.4-D+150mg/l asparajin; C=MS (makro
clementier) + 2 mgf 2.4-D. D=MS + 2 mg/l 2.4-D + 100mg/l kazein hidrolizat + 500mg/ glutamin,
E=MS + 2 mg/l 2 4-D + %7 bugday nisastasi (agar yok): F=MS + 2 mg/1 2.4-D

Sekil 6’da goriildiigii gibi karanhk kosullarda inkube edilen kalluslar,
modifiye edilmis biitin ortamlarda daha fazla kallus gelisimi gostermigtir.
Karanlik kosullarin yaminda ortama ilave edilen organik maddelerin de etkisi
farkli olmustur. MS + 2 mg/l 2,4-D igeren A ve MS + 2 mg/l 2,4-D + 100 mg/l
kazein hidrolizat + 500 mg/l glutamin igeren D ortamlarindaki kallus gelisimi B,

C, E ve F ortamlarna gore daha yiiksek olmustur. 16 saat aydinlik-8 saat karanhk
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kosullarda ise kallus gelisimi karanhk kosullara goére daha az olmug fakat
ortamlanin etkisi karanlik kosullarda inkiibe edilen kalluslara paralel olmusgtur.
Yapilan bu caligmada kallus gelisimi iizerine ortama ilave edilen organik
maddelerin yaninda inkiibasyon kosullarminda etkili oldugu, karanlik kogullarda

kallus gelisiminin daha fazla oldugu sonucuna varilmistir.

4.2. Olgun Bugday Embriyolarimin Kiiltiirii ve Kalluslarin Elde
Edilmesi
Bes hexaploid bugday ¢esidinin olgun embriyolarindan kallus elde etmek
amaciyla farkli konsantrasyonlarda 2.4-D igeren MS ortamlaninda kiiltiire alinmig

ve kallus olusum oranlar ile ilgili sonuglar Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. Degisik konsantrasyonlarda 2,4-D igeren MS ortamlan tizerinde kiiltiire

alnan bes bugday gesidinin olgun embriyolarimin kallus olusum oranlan (%)

Sekil 7’ye gore farkli konsantrasyonlarda 2.4-D igeren MS ortamlarinda

kiiltiire alinan bes bugday gesidinin olgun embriyolari, ortama ilave edilen 2,4-D
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konsantrasyonlarmma gore farkli oranda kallus olusturmuglardir. Olgun
embriyolan kiiltire alinan biitiin gesidler en yitksek 5 ve 8 mg/l 2,4-D igeren
ortamlarda kallus olusturmuslardir. Olgun embriyolardan kallus olusum oranlan
%0 1le %26.2 arasinda degisim gostermistir. Bunlardan 5 mg/l 2.4-D igeren
ortamda %26.2 ile Panda, %24.6 ile Cukurova 86, %18.4 ile Gemini g¢esidleri
diger 2.4-D konsantrasyonlarina gére daha yitkksek oranda kallus
olusturmuslardir. Kallus olusturmayan olgun embriyolarin bir ¢ogu siirgiin
olusturmuglardir. Embriyolardan siirgiin olusumu tanenin ortam yiizeyine temas
etme sekline gore degisim gostermis, ortam yiizeyine karin ¢izgileri temas edecek
sekilde yerlestirilen tanelerde daha az siirgiin olusumu goézlenmigtir. Kiiltiire
aliman ¢esidlerin ortalama kallus olusum oranlar1 %16 olarak bulunmustur. 2.4-D
ilave edilmeyen kontrol ortaminda ise kallus gelisimine rastlanmamigtir. Kiiltiire
alindiktan 4 hafta sonra kallus olusturmayan taneler aym ortamlarda kiiltiire

alindiklan halde kallus olusumunda herhangi bir gelisme gozlenmemigtir.
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Olgun bugday embriyolarinin kallus olusum oranlan tizerine farkl
ortamlann etkisini belirleyebilmek amaciyla 5 mg/l 2,4-D igeren MS, BS, LS ve
N6 ortamlan iizerinde kiiltire alinmislardir. Bu dort farkl ortam iizerinde kiiltiire
alinan bes bugday ¢esidinin olgun embriyolarindan kallus olusum oranlarina

iliskin sonuglar $ekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. MS, LS, N6 ve B5 ortamlan iizerinde kiiltire alinan bes bugday
¢esidinin olgun embriyolarinin kallus olusum oranlan (%)

Sekil 8’e gore, kiiltire alindiktan 4 hafta sonra yapilan gozlemler
sonucunda 5 mg/l 2.4-D igeren MS, LS, N6 ve BS ortamlarinda kiiltiire ahinan besg
bugday ¢esidinin olgun embriyolannin kallus olusum oranlarnt %6.1 ile %26.5
arasinda degigim gostermistir. Kiltiire alinan biitiin ¢esidlerde en yiiksek kallus
olusumu MS ortaminda meydana gelmis, bunu sirasiyla BS, LS ve N6 ortamlan
izlemistir Olgun embriyolardan kallus olusum oranlarna kultire alindiklan

ortamin etkisi olgunlagmamis emriyolardan kallus olusum oramna olan etkisiyle
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benzerlik géstermis fakat olgun embriyolarin kallus olusum oram oldukga diigiik
oranda olmugtur. Kiiltire ahinan ¢esidlerden en yiiksek kallus olugumu MS
ortaminda %26.5 ile Shafir ¢esidinden elde edilmis, bunu %?23.4 ile Seri 82,
%?22.5 ile Cukurova 86, %21.2 ile Panda, %19.1 ile Gemini g¢esidleri izlemistir.
Olgun bugday embriyolarinun kallus olusum oranlan iizerine kiiltiire
alindiklani ortamlara ilave edilen organik maddelerin etkilerini belirlemek
amaciyla, 5 bugday cesidinin olgun embriyolan modifiye edilmig MS (MS1,
MS2, MS3, MS4, MS5, MS6, MS7, MS8, MS9 ve MS10) ortamlarinda kiiltiire

alinmis ve kallus olugum oranlarina iligkin sonuglar Sekil 9°da verilmigtir.
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Sekil 9. Modifiye Edilmis MS ortamlan iizerinde kiiltire alman bes bugday

¢esidinin olgun embriyolarinin kallus olusum oranlar (%)

MS1=MS + 3mg/l 2,4-D, MS2=MS + 5mg/l 2.4-D, MS3=MS + 5mg/l 2.4-D + %S5 patates ekstrakti,
MS4=MS (cift konsantrasyon) + Smg/l 2,4-D, MS5= MS +5mg/l 2.4-D+%7 bugday nigastas: (agar
yok), MS6= MS+5mg/l 2.4-D + 100mg/Al kazein hidrolizat. MS7= MS + Smg/l 2,4-D + 100mg/
kazein hidrolizat + 500mg/l glutamin, MS8= MS (cift konsantrasyon) + 5Smg/l 2,4-D100mg/ kazein
hidrolizat + 500mg/ glutamin, MS9=MS +5mg/l 2.4-D + 150mg/ asparajin, MS10= MS (cift
konsantrasyon) + Smg/l 2,4-D + 100mg/l kazein hidrolizat + 150mg/l asparajin

Sekil 9°da farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda 2,4-D (3mg/l - 5
mg/1) ve organik maddeler (%5 patates ekstrakti, %7 bu@day nigastasi, 100 mg/l
kazein hidrolizat, 500 mg/l glutamin, 150 mg/l asparagin) igeren modifiye
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edilmis MS (MS1, MS2, MS3, MS4, MS5, MS6, MS7, MS8, MS9 ve MS10)
ortamlarinda kiiltiire alinan 5 bugday ¢esidinin olgun emriyolarinin kallus olugum
oranlarinin %0 ile %41.2 arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir. Kultiire
alinan c¢esidlerden Seri 82 (%33.2), Panda (%31.2), Shafir (%23.0), Gemini
(%30.0) gesidleri MS (sift konsantrasyon) + 2 mg/l 2,4-D + 100 mg/l kazein
hidrolizat + 500mg/l glutamin igeren MS8 ortaminda yiiksek oranda kallus
olusturmuslardir. Gemini (%44.7) gesidi ise MS (gift konsantrasyon) + 2mg/] 2,4-
D+100mg/l kazein hidrolizat+150mg/l asparagin igeren MS10 ortaminda yiiksek
oranda kallus olusturmustur. Bugday nisastasi igeren MS5 ortaminda ise kallus
olusumu oldukga yiiksek olmustur (Resim 5). Kiiltiire alinan biitiin ¢esidlerde en
diisiikk kallus olusumu MS + 3 mg/l 2,4-D igeren MS1 ortamlarinda meydana

gelmistir. Kiiltiire alinan genotiplerin olgun embriyolarindan kallus olugum

oraninin ortamun igerigine bagh olarak degistigi gozlenmigtir.

Resim 5. Bujgday nigastasi ilave edilen ortamlarda kallus geligimi
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4.3. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Farkli organik maddeler igeren MS (A, B, C, D) ortamlarinda kiiltiire
alinan Seri 82 bugday ¢esidinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin % hiicre hacimi
artiglart (%oHHA) Sekil 10°da verilmigtir.

Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasimda kullanilacak
kalluslarin embriyogenik kapasitesi, kiiltir ortamindaki gelisme durumu gibi
6zellikleri hiicre kiiltiirlerindeki stabilitenin korunmasinda en énemli faktordiir.
Sekil 10°da goriildigi gibi, farkli organik maddeler (100 mg/l kazein hidrolizat,
500 mg/l glutamin, 150 mg/l asparagin) igeren sivi MS ortaminda kiiltiire alinan
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 3, 5, 7 ve 9. giinlerinde tesbit edilen %hiicre
hacmi (%HHA) artis1 en fazla hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 3, 5 ve 7. giinlerinde
kazein hidrolizat ve glutamin igeren ortamlarda olusmustur.
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Sekil 10. Farkli organik maddeler igeren sivi MS ortamlannda kiiltire alinan
hiicre siispansiyon kiiltirlerinin 3, 5, 7 ve 9. giinlerdeki % hiicre hacimi artis1
(%HHA)

A=MS+2mg/12.4-D; B=MS+2 mg/l 2,4-D+100mg/l kazein hidrolizat; C=MS+2 mg/l 2,4-D+100mg/1

kazein hidrolizat+150 mg/l asparagin. D=MS+2 mg/ 2.4-D+100mg/l kazein hidrolizat+500 mg/l
glutamin
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Hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 9. giiniinde ise asparagin igeren C ve glutamin
igeren D ortamlarinda en fazla hiicre artisinin meydana geldigi goriilmiigtiir.
Higbir organik madde ilavesi yapilmayan A ortamindaki hiicre artiginin organik
madde igeren ortamlara gore daha diigitkk oldugu saptanmistir. Hiicre siispansiyon
kiiltiirii ortamlarinda kullanilan organik maddelerin hiicre artisim olumlu yénde

etkiledigi sonucuna varilmistir (Resim 6).

Resim 6. Seri 82 bugday ¢esidinin olgunlagmamis embriyolarindan elde edilen

embriyogenik kalluslarindan olugturulmus hiicre siispansiyon kiiltiirii
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4.4, Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden Protoplast izolasyonu

Enzim solusyonu igerisinde 50 rpm’de g¢alisan galkalayicilar iizerinde
2741 °C’de karanlik kogullarda inkiibe edilen Seri 82 bugday ¢esidine ait hiicre
siispansiyon Kiiltiirii hiicrelerinden protoplast izolasyonunun 3, 4, 5 ve 6.
saatlerinde ornekler alinarak izolasyonun gergeklesip gergeklesmedigi,
gergeklesti ise hangi oranlarda gergeklestigi takip edilmig ve aliman sonuglar

Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplast 1zolasyonunda kullanilan
dort farkh enzim solusyonlarummn (V, P, Q, D) (Ek 2,3) degisik zamanlarda

protoplast verimliligi iizerine olan etkileri.

Zaman Enzim Solusyonu Bir Goriig Alaninda Gorillen
(saat) Protoplast Sayis1 (x40)
24

21

16

0

41

36

30

11

71

42

38

15

89

58

43

18

3
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Seri 82 bugday ¢esidinin olgunlasmamig embriyolanindan elde edilen
embriyogenik kalluslardan kurulan ve yedi giinde bir altkiiltire alinan hiicre
siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden protoplast izole edebilmek igin 4 farkli enzim
solusyonu kullanilmistir.

Cizelge 1’de goruldiigi gibi hiicre stispansiyon kiiltiiris hiicrelerinden V,
P, Q ve D enzim solusyonlarinda zamana bagh olarak izole edilen protbplast
miktarinda da degisim meydana gelmistir. Biitin zamanlarda D enzim
solusyonunda izole edilen protoplast orami diisiik bulunurken P ve Q enzim
solusyonlarinda normal sayilabilecek oranda, V enzim solusyonunda ise yiiksek
oranda protoplast izolasyonu gergeklesmistir. En yikksek protoplast
izolasyonunun biitiin zamanlarda V enzim solusyonunda meydana geldigi
goriilmiistir. V enzim solusyonunda, 6 saat siire ile inkiibe edilen lgr hiicre

siispansiyon kiltiirii hiicreden yaklasik 2x10’ protoplast izole edilmistir Resim 7)

4.5. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden izole Edilen

Protoplastlarin Kiiltiirii

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilerek kiiltiire alinan
protoplastlarin boliinme oranlan iizerine kiltiire alindiklart ortamlarin MS, BS,
oratama ilave edilen 2,4-D (0.5 mg/l - 1.0 mg/l) miktarlarinn, kiiltiire alindiklan
protoplast yogunluklarmin (0.5x10%1.0x10° protoplast/ml), hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden alindiklar1 giiniin (3.giin, 5.giin, 7.giin), kiltire alindiklan ortamin
stvi ve farkli agaroz konsantrasyonlarmn etkilerini belirlemek amaciyla bu

degiskenler dogrultusunda kiiltire almmuglardir.
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0.5 mg/1 2,4-D igeren MS ortamlaninda, hiicre siispansiyon kiiltirlerinin
3, 5 ve 7. giinlerinde alman hiicrelerden izole edilen protoplastlar, farkli
yogunluklarda, sivi ve farkh agaroz konsantrasyonlarinda kiiltire alinmuglardir.
Protoplastlar kiiltiire alindiktan iki giin sonra ve bunu takip eden her iki giinde bir

boliinen protoplastlar sayilmig ve alinan sonuglar Cizelge 2’de verilmigtir.

Cizelge 2. 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS ve B5 ortamlarinda, farkli yogunluklarda,
sivi ve farkli agaroz konsantrasyonlarinda kiiltire alinan protoplastlarin = %

boéliinme oranlan

Protoplast Hiicre Agaroz konsantrasyonlan ve ortamlar
Yogunlugu Stispansiyon Sm %0.3 %0.6 %]1.2
Protoplast/ml _ Kiiltiirid (gin) MS  BS MS B5S5 MS BS MS BS

3 1395 72 14.75 93 1632 127 1720 125
0.5x10° 5 1343 83 1269 108 1525 122 1660 123
7 1075 47 9.24 6.0 11.20 8.1 10.27 94
3 1922 112 2362 108 2650 143 3660 128
1 0x10° 5 19.30 126  24.65 9.1 2720 155 2580 112
7 16.50 7.7 9.66 4.1 11.60 8.0 11.40 98

[zole edilen protoplastlar kiiltiire alindiktan iki giin sonra hiicre duvan
olusturmaya (Resim 8) ve béliinmeye (Resim 9) baslamislardir. Bu bakimdan
kiiltiir ortamlan arasinda farkliliklar gozlenmagtir.

Cizelge 2’de gorildiigii gibi 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire
aliman protoplastlarda en yiiksek protoplast boliinmesi %36.6 1ile hiicre
siispansiyon kiiltiiriiniin 3. giiniinde, 1x10° protoplats/ml yogunlugunda ve %1.2
agaroz igeren ortamda meydana gelmustir.

Bunu %26.5 protoplast boliinmesi ile %0.6 agaroz ve %23.62 protoplast
boliinmesi ile %0.3 agaroz igeren ortamlar izlemisgtir. 1.0x10° protoplast
yogunlugunda ve %]1.2 agaroz konsantrasyonunda en yiiksek hiicre boliinmesi
hiicre siispansiyon kiltiiriiniin 3. ve 5. giiniinde izole edilen protoplastlarda

meydana gelmistir. 0.5x10° protoplast/ml yogunlugunda kiiltire alman
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protoplastlarda ise en yiiksek hiicre boliinmesi yine %1.2 ve %0.6 agaroz
konsantrasyonunda ve hiicre siispansiyon kiiltiriiniin 3. ve 5. giiniinde izole
edilen protoplastlarda meydana gelmistir. Protoplast yogunlugu ve agaroz
konsantrasyonu arttikga protoplast bélinmesinde de bir artis oldugu goézlenmistir.

Protoplastlarin boliinme oranlan iizerine, kiiltiire alindiklar ortamlarin ve
ortama ilave edilen 0.5 mg/l 2,4-D miktarinin etkisini belirleyebilmek amaciyla,
BS ortamlarinda, hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin farkli altkiiltir zamanlarinda
1zole edilen protoplastlar, farkli yogunluklarda, sivi ve farkhh agaroz
konsantrasyonlarinda kiiltire alinmislardir. Kiltire alinan protoplastlarin %
boliinme oranlarina iliskin sonuglar Cizelge 2’ de verilmistir.

Cizelge 2’ye gore 0.5 mg/l 2,4-D igeren BS ortamlarinda kiiltire alinan
protoplastlarda  en yiiksek hiicre bolinmest %15.5 ile hiicre siispansiyon
kiltiriniin 5. giiniinde izole edilen, 1.0x10° protoplast/ml yogunlugunda kiiltiire
alinan ve %0.6 konsantrasyonda agaroz ile katilastirilmig ortamlarda meydana
gelmistir. Bunu %14.3 hiicre boliinmest ile aym yogunlukta kiiltiire alinan, aym
konsantrasyonda agaroz ile katilagtirilan ve hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 3.
giiniide izole edilip kiltire alinan protoplastlar izlemistir. En dusiik hiicre
bolinmesi  ise  kiiltire alman  biitin  yogunluklarda ve  agaroz
konsantrasyonlarinda, hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 7. giiniinde izole edilen
protoplastlarda meydana gelmistir. Buna gére B5 ortaminda kiiltiire alman
protoplastlar hiicre bélinme oram yoniinden MS ortamlarinda kiiltiire alinan

protoplastlara oranla daha diisiik bulunmustur.
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Resim 7. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen Seri 82

bugday ¢esidi protoplastlan



7

59 ?

Resim 8. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltirii protoplastlanimn kiiltiire

alinmasmdan iki giin sonra hiicre duvan olusumu ve bélinme
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1.0 mg/l 2,4-D igeren MS ortamlarinda, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin 3, 5
ve 7. ginlerinde almman hiicrelerden 1zole edilen protoplastlar, farkh
yogunluklarda, sivi ve farkli agaroz konsantrasyonlarda kiiltiire alinmiglardir.
Kiltire alindiktan sonra béliinen protoplastlar sayilmis ve alinan sonuglar
Cizelge 3’te verilmigstir.

Cizelge 3. 1.0 mg/l 2,4-D igeren MS ortamlarinda, farkli yogunluklarda, siv1 ve

farklt agaroz konsantrasyonlarinda kiiltire alinan protoplastlarin % boliinme

oranlarn
Protoplast Hiicre Agaroz Konsantrasyonlari
Yogunlugu Siispansiyon
(Protoplast/ml) Kiiltiirii (giin)  Siv1 %0.3 %0.6 %1.2
3 7.92 8.98 12.80 14.14
0.5x10° 5 1.05 793  1L75 13.78
7 5.08 5.63 6.70 7.12
3 9.40 12.43 21.21 25.40
1.0x10° 5 10.65 13.62  22.48 23.23
7 6.81 7.62 8.90 9.87

Cizelge 3’e gore 1.0 mg/l 2.4-D igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinan
protoplastlarda en yiiksek hiicre bolinmesi %?25.4 ile hiicre siispansiyon
kiiltiriiniin 3. giiniinde izole edilen, 1.0x10° protoplast/ml yogunlugunda kiiltiire
alinan ve %1.2 konsantrasyonda agaroz igeren ortamda meydana gelmigtir. Bunu
hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 5. giiniinde izole edilen, 1.0x10° protoplast/ml
yogunlugunda kiiltiire alinan ve %1.2 ve %0.6 konsantrasyonda agaroz igeren
ortamlar izlemistir. En diigiik hiicre boliinmesi ise hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin
7. giiniinde izole edilen protoplastlarda meydana gelmistir.  Kiiltiire alinan
protoplast yogunlugu ve agaroz konsantrasyonlar arttikga ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden alinan hiicrelerin altkiiltiir siireleri kisaldik¢a hiicre béliinmesinde

de bir artig meydana geldigi sonucu ortaya ¢ikmigtir.



agaroz konsantrasyonlarinda kiiltiire alman embriyogenik hiicre siispansiyon

kiiltiirii protoplastlarinin ilk (a) ve ikinci boliinmeleri (b)
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Farkli 2,4-D konsantrasyonlarinda ve ortamlarinda, farkli hiicre
siispansiyon  kiiltiirii  altkiiltiir  zamanlarinda, sivi ve farkli agaroz
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan protoplastlarda hiicre boliinmeleri baz
yonlerden karakteristik ozellik gostermiglerdir. ki, ii¢ ve dort hiicreden olusan
koloniler ilk haftanin sonuna kadar tamimlanabilmiglerdir. 8-10 hiicreden olusan
kolonilerden sonra tammlamada giigliik ¢ekilmeye baslanmuigtir. iki haftadan
sonra olugan hiicre koloniler1 siispansiyon kiiltiirii hicrelerine benzerlik

gostermeye baglamiglardir (Resim 10).

Resim 10. Modifiye edilmig MS ortamlarinda farkli yogunluklarda, siv1 ve farkli

agaroz konsantrasyonlarinda kiltire almman hiicre siispansiyon kiltiirii

protoplastlarinin béliinmelerinin devam etmesi sonucu olusan mikrokoloniler.
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Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltirlerinden izole edilerek farkli 2,4~
D konsantrasyonlarinda ve ortamlarinda, farklt yogunluklarda, sivi ve farkh
agaroz konsantrasyonlarinda kiiltire alinan protoplastlar kiiltiire alinmalarinda
yaklastk  15-20 giin sonra protoplast boliinmesi sonucunda olugan
mikrokalluslarin sayimi yapilarak % kaplama etkinliklert belirlenmigtir.

Farkhi yogunluklarda, sivi ve farkli konsantrasyonlarda agaroz ile
katilastinlmig ve 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiltire alinan
protoplastlarm % kaplama etkinlikleri belirlenmis ve alinan sonuglar ¢izelge 4’te
verilmistir.

Cizelge 4. 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS ve B5 ortamlaninda, farklh yogunluklarda,
stvi ve farkhh agaroz konsantrasyonlarinda kiiltiire aliman protoplastlarin (%)

kaplama etkinlikleri

Protoplast Hiicre Agaroz Konsantrasyonlan ve ortamlar
Yogunlugu Siispansiyon Sivi %0.3 %0.6 %]1.2
(Protoplast/mi) Kialturi (gin)  MS B5S MS B5S MS B5 MS B5

3 0 0 0 0 23 16 56 31
0.5x10° 5 0 0 21 12 38 0 58 1.3
7 0 0 0 0 24 10 37 18
3 0 0 10 04 36 22 62 23
1.0x10° 5 0 0 18 19 26 17 51 21
7 0 0 17 006 12 0 23 11

Cizelge 4’te goriildigii gibi 0.5 mg/l 2,4-D igeren MS ortamlarinda
kiiltiire alinan protoplastlardan mikrokallus gelisimi en yiiksek %6.2 ile hiicre
siispansiyon  kiiltiiriiniin - 3. giniinde izole edilen, 1.0x10° protoplast/ml
yogunlukta ve %1.2 konsantrasyonda agaroz igeren ortamlarda meydana
gelmistir (Resim 11). Bunu %5.8 kaplama etkinhgi ile hiicre siispanstyon
kiiltiiriiniin 5. giiniinde izole edilen, 0.5x10° protoplast/ml yogunlugunda ve %1.2

konsantrasyonda agaroz igeren ortamlar izlemistir). Hiicre siispansiyon
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kiiltiiriiniin farkli altkiiltiir siirelerinde izole edilen ve farkli yagunluklarda, siv1
ortamlarda kiltiire alinan protoplastlarda hiicre béliinmesi meydana gelmesine
ragmen mikrokallus gelisimi gozlenmemuistir.

Farkh Yogunluklarda, sivi ve farkli Kkonsantrasyonlarda agaroz ile
katilastirilomg, 0.5 mg/l 2,4-D igeren BS5 ortamlarinda kiiltiire alinan
protoplastlarin % kaplama etkinlikleri ¢izelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4’e gore 0.5 mg/l 2,4-D igeren B5 ortamlarinda kiiltiire alinan
protoplastlardan en fazla mikrokallus gelisimi %]1.3 ile hiicre siispansiyon
kiiltiiriiniin 3. giiniinde izole edilen, 0.5x10° protoplast/ml yogunlukta kiiltiire
alman ve %1.2 konsantrasyonlarda agaroz igeren ortamlarda meydana gelmistir.
Bunu %2.2 ve %2.1 kaplama etkinligi ile hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 5.
giiniide izole edilen, 1.0x10° protoplast/ml yogunlukta kiltiire alinan ve %0.6 ile
%1.2 konsantrasyonlarda agaroz igeren ortamlar izlemistir. Hiicre siispansiyon
kiltiiriiniin farkli altkiiltiir siirelerinde alinip izole edilen, farkh yogunluklarda,
siv1 ortamlarda kiiltiire alinan protoplastlar ile hiicre siispansiyon Kkiiltiiriiniin 3.
ve 5. giinlerinde alinip izole edilen, 0.5x10° protoplast/ml yogunlukta, %0.3
konsantrasyonda agaroz igeren ortamlarda kiiltire alinan protopastlarda
mikrakallus gelisimi olmamigtir. Aym yogunlukta, hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin
5. giiniide, %0.6 konsantrasyonda agaroz igeren ortam ile 1.0x10° protoplast/ml
yogunlukta, hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 7. giniide, %0.6 konsantrasyonda
agaroz igeren ortamlarda hiicre bolinmesi meydana gelmesine ragmen
mikrokallus olusumu gézlenmemustir.

B5 ortaminda kiiltiire alinan protoplastlardan mikrokallus geligimi MS
ortaminda kiiltiire alinan protoplastlara gore daha diigiikk oranda gergeklesmistir.
Buna gére protoplastlarin kiiltiire alindiklart ortamin mikrokallus gelisimi iizerine

etkili oldugu sonucuna varilmistir.
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Farkhi yogunluklarda, sivi ve farkli konsantrasyonlarda agaroz ile
katilagtirlmig, 1.0 mg/l 2,4-D igeren MS ortamlannda kiltire alinan

protoplastlarin % kaplama etkinlikleri gizelge 5°de verilmistir.

Cizelge 5. 1.0 mg/l 2,4-D igeren MS ortamlarinda, farkli yogunluklarda, siv1 ve
farkli agaroz konsantrasyonlarda kiltire alinan protoplastlarin % kaplama

etkinliklen

Protoplast Hiicre Agaroz Konsantrasyonlan
Yogunlugu Siispansiyon
(Protoplast/ml)  Kiiltiirii (giin) Sivi %0.3 %0.6 %1.2
3 0 1.2 1.8 4.2
0.5x10° 5 0 0 3.1 5.1
7 0 0 2.0 3.0
3 0 8 0.6 1.9
1.0x10° 5 0 1.1 1.9 4.8
7 0 1.6 4.5

Cizelge 5’e gore 1.0 mg/l 2,4-D igeren MS ortamunda kiiltiire alinan
protoplastlardan mikrokallus gelisimi en fazla %5.1 ile hiicre siispansiyon
kiiltiiriiniin 5. giiniide izole edilen, 0.5x10° protoplast/ml yogunlukta ve %1.2
konsantrasyonda agaroz igeren ortaminda meydana gelmistir. Bunu %4.8
kaplama etkinligi ile hiicre siispansiyon kiiltiriinin 5. giiniide izole edilen,
1.0x10° protopalst/ml yogunlukta ve %]1.2 konsantrasyonda agaroz igeren ortam
izlemistir. Hiicre siispansiyon kultirlerinin farkh altkiiltiir siirelerinde ahinip izole
edilen ve farkli yogunluklarda, sivi ortamlarda kiiltiire alinan protoplastlar ile
hiicre siispansiyon kiiltiiriinin 5. ve 7. ginlerinde izole edilen, 0.5x10°
protoplast/ml  yogunlukta ve %0.3 agaroz konsantrasyonunda kiiltiire alinan
protoplastlarda hiicre boliinmesi meydana gelmesine ragmen mikrokallus gelisimi
gozlenmemistir. Buna gore agaroz konsantrasyonlarinin mikrokallus olusumunu

olumlu yonde etkiledigi sonucuna varilmigtir.
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Resim 11. Modifiye edilmis MS ortamlarinda, farkhh yogunluklarda ve farkh
agaroz konsantrasyonlarinda kiiltire aliman embriyogenik hiicre siispansiyon
killtiirii  protoplastlaninin ~ bélinmelerinin - devam  etmest  sonucu olusan

mikrokalluslar.
Protoplastlar 60x10 mm’lik petri kutularinda ince bir tabaka halinde

kiiltire alindiklarinda zamanla ortamda bulunan su buharlagarak ortamin
kurumasma neden olmaktadir. Kuruyan ortamda protoplastlar bolierek
mikrokallus olusturamamaktadir. Ortamin kurumasim onlemek ve protoplastlarin
bolinmesini tesvik etmek igin protolastlar kiiltire alindiktan 7 giin sonra
mikrokallus meydana gelinceye kadar her 3 giinde bir sivi kiiltiir ortamu ile

sulandirmanin hiicre boliinmesini tesvik ettifi gézlenmigtir.
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Kiiltiire alindiklan ortamlarda geligen mikrokalluslar farkli kombinasyon
ve konsantrasyonlarda oksin (1mg/l-2mg/l 2,4-D; 0.5mg/l 1AA) ve organik
maddeler (%7 bugday nisastasi; 100 mg/l kazein hidrolizat; 500 mg/l glutamin;
150 mg/l asparagin) igeren MS ortamlarina aktarilmislardir. Bu ortamlarda
kiiltire alinan mikrokalluslardan yaklasik 4 hafta sonra gelisen kalluslarin %

agwrhik artislant Sekil 11°de verilmigtir.

Kallus agligi (%)

Sekil 11. Protoplastlarin boliinmeler1 sonucu olusan mikrokalluslarin modifiye

edilmis MS ortamlarinda kallus gelisimleri (%)

MS1= MS+1 mg/l 2.4-1; MS2 = MS+2 mg/l 2.4-D; MS3 = MS+2 mg/l 2 4-DH0.5mg/l IAA; MS4 = MS+2
mg/l 2,4-D+1mg/l IAA; MSS = MS+2mg/l 2.4-D+%7 buddav nigastast (agar vok). MS6 = MS+2mg/l 2.4-
D+100mg/l kazein hidrolizat+300mg/ glutamin, MS7 = MS+2mg/l 2.4-D+100mg/l kazein hidrolizat+]50mg/l
asparajin

Sekil 11’e gore farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda oksin ve
organik maddeler igeren MS ortamlarnda kiiltire alinan mikrokalluslarda en
fazla gelisme MS + 2 mg/l 2.4-D+100 mg/l kazein hidrolizat ve 500 mg/l
glutamin igeren MS6 ortaminda meydana gelmistir. Bunu MS + 2 mg/l 2.4-D ve

0.5 mg/t IAA igeren MS3 ortami izlemistir. Bunun yaninda MS + 2 mg/l 2.4-D
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igeren MS2, MS + 2 mg/l 2.4-D +1 mg/l IAA igeren MS4 ve MS + 2 mg/l 2.4-D
+100 mg/l kazein hidrolizat +150 mg/l asparagin igeren MS7 ortamlarinda daha
az kallus gelisimi olmasma ragmen MS3 ve MS7 ortamlarina gore 6nemli bir
farklilik goriilmemistir. En diigiik kallus gelisimi 1 mg/1 2.4-D igeren MS1 ve 2
mg/l 2.4-D + bugday nisastast igeren agarsiz MSS ortamlarinda meydana
gelmustir. Buna gore ortama ilave edilen farkhi konsantrasyonlardaki oksinlerin ve
organik maddelerin mikrokalluslarin gelisimini olumlu yoénde etkiledigi sonucuna

vartlmistir,

4.7. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden Izole Edilen

Protoplastlardan Bitki Regenerasyonu |

Hiicre siispansiyon kiiltirlerinden izole edilerek kiiltire alinan
protoplastlardan gelisen mikrokalluslar farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarda  IAA, BAP, kinetin ve NAA igeren MS ortamina
aktarilmislardir. Mikrokalluslardan olusan % bitki regenerasyonu ile ilgili
sonuglar Sekil 12°de verilmistir.

Sekil 12°de goriilldiigi gibi en yiiksek bitki regenerasyonu orani %38.7
ile MS + 0.1 mg/l [AA + 1 mg/l BAP + 1 mg/l kinetin igeren R8 ortaminda
meydana gelmistir. Bunu sirasiyla %36.3 ile MS + 0.1 mg/l 2.4-D + 1 mg/l BAP
iceren R6; %34.2 ile MS + 0.1 mg/l IAA + 1.0 mg/l BAP igeren R7 ortamlan
izlemistir. En diisiik regenerasyon orani %9.6 ile MS + 0.5 mg/l 2.4-D igeren R2
ortaminda meydana gelmistir. Mikrokalluslardan yaklagik 14-16 hafta sonra yesil
embriyoidler (Resim 12) 16-20 hafta sonra da 0.5-1.0 cm uzunlugunda bitkicikler
olugsmustur (Resim 13). Ortama ilave edilen disitk konsantrasyonlardaki oksin
miktarlannin bitki regenerasyonu oramini olumlu yonde etkiledigi sonucuna

varilmustir.
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Sekil 12. Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D, IAA, BAP, kinetin ve NAA i¢eren MS
ortamlarinda, embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen
protoplastlardan gelisen mikrokalluslardan % bitki regenerasyonu

R1= MS (hormonsuz); R2 =MS + 0.1lmg/l 2.4-D: R3=MS+0.5mg/l 2.4-D. R4=MS+0.1mg/l IAA;
R5=MS + 0.1mg/l 2.4-D + 0.1mg/l IAA; R6=MS + 0.1mg/l 2.4-D+1.0 mg/l BAP: R7= MS + 0.1mg/l
1AA + 1.0 mg/l BAP; R8= MS + 0.1mg/1 IAA + 1.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l kinctin. R9= MS + 0.1mg/l
TIAA + 0.1mg/l NAA + 1. 0 mg/l kinctin: R10=MS + 0.1mg/1 NAA + 1. Omg/l kinctin + 1.0 mg/l BAP
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Resim 12. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirii protoplastlarindan gelisen

mikrokalluslarin, regenerasyon ortaminda olusturduklar1 embriyoidler.
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Resim 13. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltirii protoplastlarindan gelisen

mikrokalluslarin regenerasyon ortaminda olusturduklan bitkicikler
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4.8 Yaprak Mezofil Dokularindan Protoplast izolasyonu

Enzim solusyonu igerisinde 1, 3 ve 5 dakika siire ile vakum
uygulandiktan sonra 25+1 °C’de, 1500 liks 1s1tk altinda inkiibe edilen
yapraklardan, 3, 5 ve 7. saatlerde ornekler alinarak izolasyonun gergeklesip
gergeklesmedii, gergeklesti ise hangi oranlarda gergeklestigi takip edilmis ve

alinan sonuglar Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. Yaprak mezofil dokularindan protoplast izolasyonunda kullanilan
enzim solusyonunun (W), farkli vakum uygulama zamanlarinda protoplast

verimliligine olan etkileri.

Zaman (saat) Vakum uygulama siirest Bir gorisg alaninda goriilen
(dakika) protoplast sayist (x40)
1 13
3 3 18
5 21
1 24
5 3 38
5 32
1 47
7 3 63
S 43

Cizelge 6’da goriildiigii gibi inkiibasyonun 3, 5 ve 7. saatlerinde alinan
orneklere gore en yitksek protoplast izolasyonunu 3 dakika siire ile vakum
uygulanan ve 7 saat siire ile inkiibe edilen enzim solusyonundan elde edilmistir
(Resim 14). Bunu 1 dakika siire ile vakum uygulanan ve 7 saat siire ile inkiibe
edilen enzim solusyonu izlemistir. 3 ve 5 dakika siire ile vakum uygulanan ve 5
ve 7 saat siire ile inkiibe edilen enzim solusyonlarinda daha dusiik protoplast
izolasyonu gergeklesmesine ragmen uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik

bulunmamistir. En diisiik protoplast izolasyonu 1 dakika sire ile vakum
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uygulanan ve 3 saat siire ile inkiibe edilen enzim solusyonunda meydana
gelmistir. 1 gram yapraktan bitkinin fiyolojik durumuna bagh olarak 6-7x10°
protoplast izole edilebilmistir. Enzim ¢ozeltisinde yaprak pargalarina vakum
uygulama siiresinin ve inkiibasyon siiresinin protoplast izolasyon  oranmim

etkiledigi sonucuna varilmigtir.

Resim 14. Bugday yaprak mezofil dokularindan izole edilen protoplastlar.
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4.9. Yapraklardan izole Edilen Mezofil Protoplastlarmin

Kiiltiirii

izolasyonu yapilarak yogunluklari 0.5x10% ve 1.0x10* protoplast/ml
olacak gekilde ayarlanmis olan mezofil protoplastlart sivi, %0.3, %0.6 ve %1.2
konsantarsyonlarda agaroz + (0.5 ve 1.0) mg/l 2.4-D + 0.5 M sorbitol igeren MS
ve BS ortamlarinda kiiltiire alinarak 2541 °C’de 16 saat aydinhk 8 saat karanlik
kosullarda inkiibe edilmistir. Bu sekilde kiiltiire alinan mezofil protoplastlarinda
hiicre duvar1 olugumu ve boliinme meydana gelmemis, kiltire ahindiktan 7-10

giin sonra kahverengileserek canliliklarim kaybetmaislerdir.

4.10. Protoplastlardan Regenere Edilen Bitkilerde Kromozom

Saymmi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlardan regenere
edilen, morfolojik olarak normal (Resim 15) ve anormal (Resim 16) goriiniimlii
toplam 20 bitkinin kok uglarindan preparatlar hazirlanmis ve kromozom sayilari
tesbit edilmistir.

Metafaz sathasinda tesbit edilen her bitkiye ait 10 hiicrenin
kromozomlan sayilmigtir. Kromozom sayim yapilan biitin 6rneklerin 2n=42
kromozom sayisina sahip olduklan tesbit edilmistir (Resim 17). Buna gore hiicre
siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden izole edilen protopastlardan regenere edilen
bitkilerde kromozom sayisi yoniinden varyasyonlarin bulunmadig: sonucuna

varilmustir.



Resim 15. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiltiirii protoplastlarindan regenere
edilen morfolojik olarak normal goriiniimli bitkiler. a,b)in vitro’da gelisen

siirgiinler, ¢,d) topraga aktarilmig bitkiler
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Resim 16. Embriybgenik hiicre siispansiyon kiiltiri protoplastlarindan regenere
edilen morfolojik olarak anormal goriiniimla bitkiler. a) albino bitki, b) asin

kardeslenme, ¢) yaprak ayasi genisligi, d) erken donemde i1 bos basakgik.
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4.11. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Hiicrelerinde Kromozom

Sayimi
Hiicre siispansiyonu altkultiriinin 5. giinilnde almip preparatlar
hazirlanan hiicrelerde kromozom sayimlan yapilmis ve elde edilen sonuglar

Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin kromozom sayilan

Hiicre Sayis1 (adet) Kromozom Sayisi (adet)
6 11
9 21
7 33
4 35
23 42
1 84

Cizelge 7°de goruldugii gibi hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden
hazirlanan preparatlarda metafaz safhasinda tesbit edilen 50 hiicrede yapilan
kromozom sayimlarinda 6 hiicrede 11 kromozom, 9 hiicrede 21 kromozom, 7
hiicrede 33 kromozom, 4 hiicrede 35 kromozom, 23 hiicrede 42 normal
kromozom (Resim 18) , 1 hiicrede ise 84 kromozom sayisi tesbit edilmistir. Buna
gore kromozom sayimlar1 yapilan hiicrelerin yaklasgtk %52’sinde kromozom
sayist eksiklikleri, %46’sinda 2n=42 normal kromozom sayisi, %2’sinde ise
kromozom sayist fazlaligi bulunmaktadir. Elde edilen bu degerlere gore hiicre
siispansiyon kiiltiirit hiicrelerinde kromozom sayisi yoniinden oldukga yiiksek

oranda varyasyonlarin bulundugu sonucuna varilmistir.
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Resim 17. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirii protoplastlarindan regenere

edilen bitkilerin kromozomlari
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Resim 18. Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicreleri kromozomlari, a,b)

kromozom eksiklikleri, ¢) kromozom fazlali:
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Gegmis yillarda tahllarda (bugday, musir, g¢eltik) ve diger bitkilerde
tarimsal a¢idan énemli karakterlerin iyilestirilmesi agisindan 6nemli asamalar
kaydedilmistir (LORZ ve ark., 1988). Hizla artan diinya niifusu kargisinda ortaya
¢ikan gida thtiyaci bitki islahgilarmi yeni teknolojiler gelistirmeye yoneltmistir.
Ginumiizde bitki 1slahinda uygulanmaya baglayan teknolojilerin basinda
biyoteknoloji  gelmektedir.  Bitki 1slahinda  biyoteknolojik  yontemlerin
uygulanabilmesindeki bagart doku ve hiicre kiiltiirlerinden bitki regenerasyonuna
baglidir (REDWAY ve ark., 1990).

Dogal genetik mithendis olarak da adlandirilan Agrobacterium araciligi
ile tahillara gen transferinin simirli olmasi nedeniyle, tstiin ozelliklere sahip
transgenik tahillar elde edebilmek i¢in alternatif metodlar gelistirilmigtir. Farkh
ozelliklere sahip iki bitkiden izole edilen iki protoplastin fiziksel ve kimyasal
yontemlerle birlestirilmesi (somatik hibridizasyon), protoplastlara
elektroporasyon ve  mikroinjeksiyonla  genlerin  aktarilmasi,  partikil
bombardiman: ile genlerin bitki hiicre ve dokularina sokulmasi gibi son yillarin
en giincel biyoteknolojik yontemlerinin uygulanabilmesi tahillarda kallus-
protoplast-bitki sisteminin kurulmasina baghdir (LEE, 1990).

Bu tiir uygulamalari yapabilmek igin embriyogenik kallus kiiltiirlerinin
elde edilmesi gerekmektedir. Monokotiledon bitkilerin en Onemlist olan
bugdayda embriyogenik kallus kiiltiirlerinin elde edilmesinde, olgunlagmamais
embriyo, olgun embriyo ve olgunlasmamis basakgik gibi bitki dokularn
kullanilmaktadir. Olgunlagmamis embriyolar ve basakgiklar embriyogenik kallus
kiiltiirleri elde edilmesinde olumlu sonuglar vermektedir. (VASIL ve ark.,1990).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada embriyogenik kalluslar elde etmek igin
degisik konsantrasyonlarda 2.4-D (1mg/l, 2mg/l, 3mg/l, Smg/l) igeren MS

ortamlan kullamlnus ve en 1yi sonucu 2mg/l ve 3mg/l1 2.4-D igeren MS ortamlar
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vermigtir. Olgunlasmamis embriyolardan embriyogenik kallus elde edilmesi
konusunda ¢ahisma yapan bir ¢ok arastinct 2mg/l 2.4-D iceren MS ortam
kullanarak bu konuda etkin sonuglar almiglardir (MOROZOVA ve ark.,1988;
LIU,1988; ZHENG ve ark.,1989; VASIL ve ark., 1990; ITO ve ABE,1990; LI ve
ark.,1992). Bunun yamida SEARS ve DECKARD,(1982), MADDOCK ve
ark.,(1983) 1 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda, OHNOUTKOVA ve NOVAK,(1985)
Smg/l 2,4-D igeren ortamlarda yiiksek oranda kallus olusumu elde ettiklerini
belirtmiglerdir. /i vitro doku kiiltiirlerinde ortama ilave edilen hormonlarla bitki
dokusu igerisinde olusan endojen hormonlar arasinda siki bir iliskinin oldugu
bilinmektedir. Bugday embriyolarindan embriyogenik kallus olusumunda ortama
tlave edilen 2,4-D miktarinin da etkili oldugu birgok aragtirici tarafindan
vurgulanmaktadir (LAZAR ve ark., 1983; HEYSER ve ark, 1985;
BARABANOVA ve BANNIKOVA, 1990). Birgok arastirici tarafindan farkh
2,4-D konsantrasyonlann kullamilarak, farkhh sonuglar elde edilmesi, bitki
materyalinin genotipine, eksplantin endojen ve eksojen hormon igerigine gore
degisim gostermesinden kaynaklandif1 diisiiniilmektedir.

Embriyogenik kallus olustumak amactyla kiiltiire alinan olgunlasmamis
embriyolarin, doéllenmenin gergeklesmesinden sonra kiiltire alma zamam
embriyogenik kallus olusumu bakimindan 6énemli bir kritedir. Bu nedenle
dollenmenin ger¢eklesmesinden itibaren farkli zamanlarda Kkiiltiire altnan
olgunlasmams bu@day embriyolarindan embriyogenik en iist diizeyde kallus
olusumu dollenmeyi takip eden 15 ve 18. giinlerde kiiltiire alinan embriyolardan
elde edilmistir. Bu konuda daha ¢énce ¢aliyma yapan arastincilar (ZHENK ve
SEILLEUR,1985; PAPENFUE ve CARMAN, 1987; ORSHINSKI ve
MCHUGHEN, 1987; MOROZOVA, 988; BARABANOVA ve ark., 1988;
CHOWDHURY ve ark.,1991) dollenmeyi takiben 14. ve 22. giinlerde almip

kultiire alinan olgunlagmamig bujday embriyolarindan uygun embriyogenik
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kalluslar elde etmislerdir. Bizim yapmis oldugumuz bu ¢aligmada déllenmeden
sonraki 14. ile 18. ginlerde kiiltire alinan olgunlagsmamis embriyolann
embriyogenik kallus olusumu bakmmindan 1y1 sonug¢ vermest adi gegen
arastiricilann sonuglan ile uyum igenisinde oldugunun bir géstergesidir.

Farkli ortamlarin olgunlagmamis embriyolardan embriyogenik kallus
olusumuna etkisini saptamak i¢in MS, LS, B5, N6 ortamlari denenmis ve dort
haftalik inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek kallus olugumunun MS ortaminda
meydana geldifi gozlenmistir. Aragtirmada kullanilan MS ve LS ortamlan diger
ortamlardan farkhi olarak amonyum nitrat (NH;NO;), BS ve N6 ortamlan ise
diger ortamlardan yaklagtk 1.5 kat daha fazla potasyum nitrat (KNO;)
igermektedirler. Ayrica BS ve N6 ortamlarinin kalsiyum kloriir (CaCl,) igeriklen
MS ve LS ortamlarinin yaklagik yarisi kadardir. BS ortam hi¢ potasyum fosfat
(KP,Os) igermezken N6 ortami, MS ve LS ortamlarimin yaklasik iki kati
potasyum  fosfat icermektedir. Kiiltiir ortamlarimin  makro element
konsantrasyonunun olgunlasmamig embriyodan embriyogenik kallus eldesinde
oldukga etkili oldugu bilinmektedir (HE ve ark., 1989). Bu nedenle kullamlan
dort degisik ortamin kallus olusumu bakimindan farkl: sonuglar vermesi beklenen
bir sonug olarak algilanmasi gerekir. Buna benzer daha 6nce yapilan galismalarda
(OZIAS-AKINS ve VASIL, 1982; SIDOROVA ve ark., 1988; ITO ve ABE,
1990) olgunlagmamig embriyolardan embriyogenik kallus elde edilmesinde
kiiltiire aldiklart ortamlardan en iyi sonucu MS ortaminda almislardir. Adi gegen
aragtincilarn elde ettikleri sbnuclar bu ¢alismada MS ortamlannda kiiltiire alarak
elde ettifimiz sonuglant desteklemektedir. MS ortamu tizerinde diger ortamlara
oranla daha fazla embriyogenik kallus olugsumunun meydana gelmesi igerdigi
makro element konsantrasyonlarindan kaynaklandig: tahmin edilmektedir.

Olgunlagmamis bugday embriyolarindan embriyogenik kallus olusumuna

kiiltir ortamina ilave edilen organik maddelerin etkilerim belirleyebilmek



101

amactyla embriyolar farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda organik maddeler
igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmiglar, sonugta biitiin ¢egitler farkli oranlarda
kallus olusturmuslardir. En diisiik kallus olusumu MS + 1mg/l 2,4-D igeren MS1
ortaminda gergeklesmigtir. Olgunlagmamis embriyolann kiltiire alindiklar diger
ortamlarda hem 2,4-D miktarimin hem de ilave edilen organik maddelerin
embriyogenik kallus olusumunu olumlu yonde etkiledigi goriilmiigtiir. Bes ¢esid
arasinda kallus olusumu yoniinden tiim ortamlarda da en tyi sonucu Seri 82
¢esidi vermistir. Aym ortamlar uzerinde kultiire alinan farkli gesidlerin farkh
oranlarda embriyogenik kallus olusturmalarinin  genotipik  6zellikleninden
kaynaklanmig olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu kunuda ¢alisma yapan SEARS ve
DECKARD,(1982); LAZAR ve ark.,(1982) KARADIMOVA ve ERIKSON,
(1986); LIU, (1988); REDWAY ve ark., (1990); CHEVRIER ve ark.,(1990)
embriyogenik  kallus  olusumunda genotipten kaynaklanan farkhliklan
bulunabilecegini belirtmiglerdir. Ortamlara ilave edilen organik maddeler
arasinda kazein hidrolizat ve glutamin 6zellikle MS ortaminda olumlu sonuglar
vermistit. Bu konuda RAJYALAKSMI ve ark, (1988); REDWAY ve ark.
(1990); tarafindan ortama ilave edilen farkli organik maddelerin  kallus
olusumuna olan etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklart ¢aligmada, kazein
hidrolizat ve glutaminin embriyogenik kallus olusumunu olumlu yénde
artirdiginini belirtmektedirler.

Cesitli uygulamalar sonucu elde edilen beyaza yakin renkte, kirilgan ve
hizli gelisen embriyogenik kalluslar farkhh organik maddeler igeren MS
ortamlannda kiltiire alinarak kallus agirlik artislari belirlenmistir. Kiiltiire alinan
5 bugday ¢esidinin embriyogenik kalluslan kiiltiire alindiklan biitiin ortamlarda
farkli oranlarda kallus gelisimi gostermiglerdir. En iist diizeyde kallus gelisimi
MS7 ortaminda Seri 82 ¢esidinde goriilmistir. Bugday embnyolanndan elde

edilen kalluslarin embriyogenik kapasiteye sahip olmalarmin en o6nemli



gostergelerinden birinin kiiltire alindiklart ortamlarda hizli gelismeleri oldugu
ilen1 siiriilmektedir ( MOROZOVA, 1988; REDWAY ve ark., 1990; YANG ve
ark., 1991). Yapilan bu g¢aligmada farkli genotiplerden elde edilen kalluslarnn
farklh ortamlarda kiltiire alinmasi ile hizli gelisen embriyogenik kalluslarin
se¢imi de bu suretle kolaylagsmistir. Kiltiire alinan ortamlar igerisinde en fasla
kallus gelistm kazein hidrolizat, glutamin ve asparagin igeren ortamda meydana
gelmistir. Ortama ilave edilen organik maddeler ve ortamin igerdigi elementlerin
koﬁsantrasyon]an kallus gelisimini olumlu yoénde etkilemistir. Kiiltiire alinan
kalluslar 10x2.5 cm’hik deney tiiplerinde altkiiltiirleri yapilarak kallus agirliklar
alimmgtir. Petri kutularinda kiltiire alinan kalluslar ile tiiplerde kiiltiire alinan
kalluslarin gelisimleri de farkli olmaktadir. Bu nedenle kalluslarin kiiltire
alindiklan  kaplarin  6zellikleri de kallus gelisiminde dogrudan etkili
olabilmektedir. SEARS ve DECKARD,(1982), SHAEFFER ve ark. (1984),
PAPENFUS ve CARMAN, (1987) olgunlasmamis embriyolardan elde ettikleri
kalluslan farkli ortamlarda kiiltiire almiglar ve 240 mg ile 2000 mg arasinda
degisen oranlarda kallus agirlik artig1 elde etmiglerdir. Yaptifimiz calismada
farkli organik maddeler igeren ortamlar iizerinde ve tiiplerde kiiltiire alinan
embriyogenik kalluslardan 1800 mg’a kadar degigen miktarda kallus agirhik artisi
elde edilmistir. Baz1 farkliliklarla birlikte almis oldugumuz sonuglar bu konuda
onceden yapilmig olan ¢aligmalarda elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir.
Elde edilen embriyogenik kalluslarm kallus agirhgi artisina ortam
sartlaninin etkisini belirlemek amaciyla farkli organik maddeler igere MS
ortamlarinda kiiltiire alinan kalluslar, karanlik ve 16 saat aydinlik-8 saat karanhk
kosullarda inkiibe edilmislerdir. Sonugta karanhk kosullarda inkiibe edilen
kalluslar daha fazla kallus agirhign artisi meydana getirdikleri gozlenmistir. Isik
kosullarinda 1inkiibe edilen kallus hiicrelerinde klorofil olusumu tegvik edilmekte,
bu da kallus gelisimini yavaglatmaktadir. PAPENFUS ve CARMAN, (1987)
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tarafindan yapilan ¢alismada karanhk kosullarin kallus gelisimini ve bitki
regenerasyonu orammnin artifini, aydinhk kosullarin ise bitki regenerasyon
oranim azalttfim bildirmislerdir. Bunun yaninda LAZAR ve ark ,(1983) ve
OHNOUTKOVA ve NOVAK, (1985) kallus gelisimine genotipin ve ortama ilave
edilen hormon miktarlarmm yaninda degisik in virro kosullanmn da etkili
oldugunu bildirmislerdir. Adi gegen aragtincilarin elde ettikleri sonuglar ile, bu
konuda elde ettigimiz sonuglar benzer bulunmustur.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar sonucunda olgun bugday embriyolarindan
embriyogenik kallus elde edilmesinde pek basari saglanamamigtir. Embriyogenik
kallus elde etmek amaciyla birgok arastirici tarafindan olgunlasmamig embriyo ve
basakgiklar eksplant olarak kullamlmigtr (OHNOUTKOVA ve NOVAK, 1985;
MOROZOVA, 1988; REN ve ark., 1989; YANG ve ark., 1991; PAUK ve
SZARKA, 1991).

ZAHANG ve SEILLEUR, (1985) sekiz bugday ¢esidinin olgun embriyo,
olgunlasmamis embriyo ve ¢esitli gdvde pargalarinin kallus olusturmak amaciyla
kiltire alindigim ve genotipe gore dedismekle birlikte olgunlagmamusg
embriyolardan daha yiiksek oranda embriyogenik kallus elde edildigini
bildirmiglerdir. Calismamizda olgun bugday embriyolarindan embriyogenik
kallus elde etmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda 2.4-D (1mg/l, 3mg/l, Smg/l,
8mg/1) igeren MS ortam: kullanilmig ve inkiibasyon siiresi sonunda Smg/l ve 8
mg/l 2.4-D igeren MS ortamlarinda diisiik oranda da olsa kallus olusumu
gergeklesmigtir. Elde ettifimiz sonuglara gore olgun embriyolardan kallus
olusumu cesitlere gore %0 ile %?26.6 arasinda degisim gosterirken,
olgunlasmamig embriyolardan kallus olusum oram %0 ile %71.8 arasinda
olmustur. Olgun embriyolar ile olgunlagsmams embriyolarn kiiltiire alindiklan
genotipler, ortamlar ve kiltir kosullan aym oldugu halde kallus olusumu

yoniinden meydana gelen bu farkhliklann eksplantin (embriyonun) yagindan
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kaynaklanms olabilecegi diisiniilmektedir. EAPEN ve RAQ, (1982); LAZAR ve
ark., (1985); BUTENKO ve ark., (1986); TUBEROSA ve ark, (1988);
AVENIDO ve ark., (1988) olgun bugday embriyolanndan diisiik oranda da olsa
kallus elde ettiklerimi bildirmislerdir. Bu konuda ¢aligma yapan OVESNA ve
LHOTOVA, (1987) ise olgun embriyolardan elde ettikleri kalluslarin
embriyogenik olmadiklanimi  belirtmislerdir.  Olgun embriyolardan  kallus
olusumunun diger bitki materyallerine oranla daha diisik olmasmn olgun
embriyolarda metabolik  aktivitelerin  minimum  seviyede olmasindan
kaynaklandign diigiiniilerek yaptigimiz ¢alismada hem 2,4-D konsantrasyonu
artinlmis hemde embriyolar danelerden sadece tohum kabugu ile baglantisi
kalacak sekilde kesilerek kiiltire alinmistir. Bu konuda g¢aligma yapan diger
arastincilardan farkli olarak uygulanan bu islem olgun embriyolardan kallus elde
etmemizi saglamistir.

Olgun embriyolardan kallus olusumuna kiiltire alindiklan farkh
ortamlarin etkilerini belirleyebilmek amaciyla 5 mg/l 2.4-D 1geren MS, LS, BS,
N6 ortamlannda kiiltire alinmiglar ve kiltiire alindiklan bitiin - ortamlar
igerisinde en iyi sonucu MS ve B5 ortamlan vermistir. OHNOUTKOVA ve
NOVAK, (1985); HEYSER ve ark. (1985) S5mg/l ve 10 mg/l 2.4-D 1geren
ortamlar iizerinde olgun bugday embriyolarmu kiltiire aldiklarim ve kallus
olusumu yéniinden en iyi sonucu MS ortamunda elde ettiklerini bildirmislerdir,
Elde ettigimiz sonuglara gére olgun bugday embriyolarindan embriyogenik
kallus olusumunda 2,4-D konsantrasyonun ve embriyonun yaralanmasiun
yaninda Kiiltiire ahndiklan ortamin makro ve mikro element igeriginin de etkili
oldugu ortaya ¢ikmigtir.

| Kiiltiire alindiklar ortama ilave edilen organik maddelerin olgun bugday
embriyolarindan kallus olsumuna olan etkilerini belirlemek amaciyla farkh

organik maddeler igeren MS ortamlan iizerinde bes bufday ¢esidimin olgun
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embriyolar kiiltiire alinmig ve en fazla kallus olusumu kazein hidrolizat ve
glutamin 1geren ozellikle MS (¢ift konsantrasyon) ortamlarinda meydana
gelmistir.  RAJYALAKSMI ve ark. (1988); REDWAY ve ark., (1990)
olgunlagsmamis bugday embriyolarimi farkli organik maddeler igeren ortamlarda
kiiltire almiglar ve ortama ilave edilen organik maddelerin kallus olusumunu
olumlu yonde etkilediklerini bildirmiglerdir. Bu konuda elde ettifimiz sonuglara
gore ortama ilave edilen organik maddelerin olgunlagmanns embriyolarda oldugu
gibi olgun embriyolarda da kallus olusumunu artirmisgtir.  Olgun embriyolardan
kallus olusumu iizerine ortamin makro ve mikro element konsantrasyonlarinin
yaninda organik madde igeriginin de oldukga etkili oldugu ortaya ¢ikmustir,

Olgun ve olgunlagsmamis embriyolardan elde edilen kalluslarn
embriyogenik kapasitede olmasi gerekmektedir. Her iki tip embriyodan da
embriyogenik kallus olusumu iizerine birgok faktoriin yaninda kiiltiire alinmalar
sirasinda  tanenin ortam yiizeyine temas etme sckline gore de degisim
gostermektedir. Embriyogenik kallus elde etmek amaciyla kiiltiire alinan tanenin
karin ¢izgisi ortam yiizeyine temas edecek sekilde yerlestirildiginde skutellar
bolgeden kallus tesvik edilmektedir. Skutellar bolgeden olusan kalluslar ise
beyaza yakin renkte, kinlgan, hizh gelisen ve embriyogenik kapasiteleri yiiksek
kalluslardir. Kiiltiire alinan tanenin kann ¢izgisi yukariya gelecek sekilde ortam
yiizeyine yerlestinldiginde ise epiblast bolgeden kallus gelisimi tesvik edilmekte,
epiblast bolgeden olusan kalluslar ise sariya yakin renkte, kompakt, yavas gelisen
ve sadece kok regenere olabilen kalluslar olmaktadir.

Monokotiledon Kiiltiir bitkilerinde protoplast izolasyonu, embriyogenik
kalluslardan kurulan hiicre sispansiyon kiiltiirlerinden yapilmaktadir. Hiicre
stispansiyon kiiltiirleri kallus kiiltiirlerine gore protoplast verimliligi agisindan
daha olumlu sonuglar vermektedir. Bunun baglica nedenleri arasinda siispansiyon

kiiltiirii 1¢erisindeki hiicrelerin kiigiik agregatlar geklinde bulunmasi, bu nedenle
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de daha biiyiik hiicre agregatlart halinde bulunan kalluslara gére enzim solusyonu
igerisinde kiigiik agregatlar seklinde olan hiicrelerin hiicre duvarinin enzimlerden
daha kolay etkilenmesi soz konusudur. Ayrica kallus kiltiirlerinde hiicrelerin
ortamdan yaralanmasi homojen olmadigi igin kallusu olusturan hiicreler arasinda
gelisim farkliliklar ortaya ¢ikarken hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiicrelerin
ortamdan yararlanmasi esit olacagr igin hiicre duvan yapist bakimindan
farkhliklar olmayabilmektedir. Bu nedenlerden dolayr monokotiledonlarda
protoplast izolasyonu 1ile ¢aligan biitiin arastiricilar  hiicre  siispansiyon
kiiltiirlerinden yaralanarak protoplast 1zolasyonunu yeglemektedirler.

Protoplast izolasyonunda bitki materyali olarak kullamlmak iizere Seri 82
bugday ¢esidinin olgunlagsmamis ebriyolanndan elde edilen beyaza yakin renkte,
kirlgan, hzh gelisen embriyogenik kalluslardan kurulan hiicre siispansiyon
kiltiirlerinde hiicre hacimi artislari (% PCV) belirlenmistir. Hiicre siispansiyon
kiltirlerinin stvt kiltiir ortamlanina ilave edilen farkli organik maddelerin hiicre
hacimi artisina olan etkisini belirlemek amaciyla, farklt konsantrasyonlarda
organik maddeler igeren sivi MS ortamlarinda kiiltire alinmiglardir. Hicre
siispansiyon kiiltiiriiniin 3,5,7 ve 9. giinlerinde alimn 6rnekler hacim hesabina
gore degerlendirilmis ve en fazla hiicre artiginin kazein hidrolizat, glutamin ve
asparagin igeren stvi MS ortamlannda meydana geldigi belirlenmigtir. Bu
calismada ortama ilave edilen organik maddeler kallus gelisiminde meydana
getirdikleri artiglara paralel olarak hiicre siispansiyon kiltiirii hiicrelerinde de
artis meydana getirmiglerdir. Bu konuda benzer ¢alismalar yapan QIAO ve ark.
(1992); PAUK ve ark.,(1994) hiicre siispansiyon kiiltiirii ortamlarma ilave edilen
organik maddelerin hiicre gelisimini olumlu yonde ctkilediklerini bidirmiglerdir.
Hiicre siispansiyon kiiltiirlerine ilave edilen oraganik maddelerin hiicre
gelisimlerine olan etkileri kiiltiire alindiktan sonraki farkli zamanlarda gorillmeye

baslamustir. Organik maddelerin hiicre kultiirlerindeki etki sireleri organik
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maddenin tiirine goére de defisim gostermistir. Omegin glutamin hiicre
siispansiyon kiiltiiriine ilave edilip inkiibe edildikten sonraki 3. giinden itibaren
hiicre artisim1 olumlu yonde etkilemesine karsin asparaginin bu etkisi daha ¢ok 7.
ginden itibaren gorillmeye baslamistir. Bu da hiicre siispansiyon kiltiiri
hiicrelerinin gelisimleri {izerine ortama ilave edilen farkli organik maddelerin
farkli zamanlarda etkili olduklan sonucunu ortaya g¢ikarmaktadir. Hiicre
siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin gelisimlerine inkiibe edildikleri galkalayicinin
hiz1 da 6nemli bir etkendir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin inkiibe edildikleri
¢alkalayicimin hizlar bitki tiiriine gore degisebilmektedir. Yaptugumiz ¢alismada
elde ettigimiz sonuglar 150 rpm’de dairesel galisan ¢alkalayicilar iizerinde inkiibe
edilen hiicre siispansiyonlarinda elde edilmigtir. Bununla birlikte hiicre
siispansiyon kiltiirlerinin hiicre gelisimleni dzerine kiltir kaplarinin da oldukga
etkili olduklar bilinmektedir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri 100 ml’lik erlenler
igerisinde kiiltiire alinmig ve her altkiltiir sirasinda kultiir kaplan yenilenmistir.
Aym kiiltiir kabinda altkiiltiire alindiklaninda ise hiicre gelisiminde gozle goriiliir
bir azalmanin meydana geldigi goézlenmigtir.

Bugdayin embriyogenik kalluslarindan kurulan hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden protoplast izolasyonunda birgok aragtirici tarafindan farkh
kombinasyon ve konsantrasyonlarla enzim solusyonlan kullanmiglardir (VASIL
ve ark, 1990, PAUK ve SZARKA, 1991; QIAO wve ark, 1991;
DZHARDEMALIEV ve ark., 1992). Bu g¢aligmada embriyogenik hiicre
siispansiyon kultiirlerinden protoplast izolasyonunda V.P,Q ve D olmak iizere
dort farkli enzim solusyonu kullanilmustir. Kullanilan enzim ¢o6zeltilerinden
DZHARDEMALIEV ve ark.(1992) tarafindan kullanilan (D) enzim ¢ozeltisi
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplast izolasyonunda iy1 sonug vermemistir.
En yiiksek protoplast izolasyonu VASIL ve ark., (1990) tarafindan kullanilan (V)

enzim ¢ozeltisinden elde edilmistir. Protoplast izole etmek amaciyla hiicre
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siispansiyon kiiltiirlerinden alinan hiicrelerin, alindiklart zaman protoplast
veriminde olduk¢a oOnemlidir. Hiicre boliinme fazinin en yiiksek ve hiicre
agregatlarinin en az oldugu, hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 3. ve 5. giinlerinde
alimp 1zole edilen hiicrelerde protoplast vennm daha yitksek olmaktadir. Hiicre
siispansiyon kiiltariiniin 7. ve daha sonraki giinlerinde alinan hiicrelerde hiicre
agregatlar1 daha biiyiik oldugundan enzim solusyonunun bu hiicre agregatlarinn
i¢ kisimlarmdaki hiicre duvarina etki etmesi giiglesmekte dolayist ile protoplast
verimi de diismektedir. Bu konuda REDWAY ve ark., (1990) tarafindan yapilan
caligmada, hiicre agregatlann biyiiditkkge protoplast verimini azalttigim
bildirmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin
agregat biyiikliiklerim sabit tutabilmek igin hiicre siispansiyon kiiltiirleri her 6-8
haftada bir kez 500 pm por genigligine sahip filtreden gegirilmistir.

Hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 3. ve 5. giinlerinde alman ve V enzim
solusyonunda, karanlik kogullarda, 27°C’de, 50 rpm’de g¢aligan galkalayicilar
iizerinde 6 saat siire ile inkiibe edilen 1 gram hiicre siispansiyon kiiltiirii
hiicrelerinden 2x10’ protoplast izole edilmistir. Bu konuda VASIL ve ark., (1990)
2,5x10’ protoplast/gr hiicre; HE ve ark (1991) 5x10’ protoplast/gr hiicre;
CHANG ve ark. (1991) 2-3x10” protoplast/gr hiicre, QIAO ve ark. (1992) 4-
6x10° prototplast/gr hiicre, YANG ve ark., (1993) 3x10’ protoplast/gr hiicre,
SIMMOND ve GRAINGER, (1993) 2,4-5x10" protoplast/gr hiicre, protoplast
1zole ettiklerini bildirmiglerdir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplast
izolasyonunda birgok arastirict tarafindan bir gram siispansiyon kiiltiirii hiicreden
farkli miktarlarda protoplast izole edilmesi kullanilan bitki materyalinin gesit
ozelliklerine, izolasyon igin hiicrelerin siispansiyon kiiltiirlerinden alindiklan
zamana ve enzim solusyonunun kombinasyon ve konsantrasyonuna bagh

olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Protoplast kiiltiirii ile ilgili arastirmalarda kiiltiire alma asamasinda en
onemli etkenlerden biri de protoplast kiltiir ortamimin igerigidir. Bu konuda
yapilan ¢alhigmalarda protoplast kiiltiirlerinde farkli ortamlar kullanilm:stir.
VASIL ve ark., (1990) MS ve KM; HE ve ark., (1992) 1/2 MS; QIAO ve ark,,
(1992) MS; ZHOUNG-YI ve ark., (1992) N6; DZHARDEMALIEV ve ark,
(1992) MS ve B5; YANG ve ark., (1993) 1/2 MS; AHMED ve SAGI, (1993)
GM, MS ve KM; ZAGHMOUNT ve TROLINDER, (1993) MS tuzlan + KM
vitaminleri; PAUK ve ark, (1994) MS ortamlan kullanarak protoplast
kiiltiirlerinden 1yi sonug¢ almiglardir. Protoplast kiiltirlerinde kullanilan temel
ortamlarin yaninda bu ortamlara ilave edilen hormonlarin konsantrasyonlarmin
da hiicre boliinmesi iizerine oldukga etkili olduklan bigok arastirict tarafindan
bildirilmistir (VASIL ve ark., 1990; PAUK ve SZARKA, 1991; LORZ ve ark.,
1988). Bu ¢alismamizda MS ve BS ortamlan ve bu ortamlara ilave olarak 0.5mg/1
ve 1.0 mg/l 2,4-D konsantrasyonlarinin hiicre boliitnmesine olan etkilern
belirlenmeye ¢alisilmistir. Embniyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole
edilen protoplastlar kiiltire alindiklant 0.5mg/1 2,4-D i¢geren MS ortaminda, aym
konsantrasyonda 2.4-D igeren B5 ortamindan daha fazla mktarda hiicre
boliinmesi ve kaplama etkinlifi meydana getirmiglerdir. VASIL ve ark., (1990)
tarafindan farkh ortamlarin protoplast bolinmesine ve kaplama etkinligine olan
etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklan galismada, MS ortaminin KM ortamina
nazaran daha fazla hiicre boliinmesi ve kaplama etkinligi meydana geldigini fakat
aralarmdaki farkin gok fazla olmadigini bildirmislerdir. Adr gegen arastiricilarin
1zole edilen protoplastlan kiiltiire alarak hiicre boliinmesi ve kaplama etkinligine
iliskin elde ettikleri sonuglar bizim bu konuda elde ettigimiz sonuglar1 kismen
desteklemektdir.

Ayrica hiicre boliinmesi ve kaplama etkinligi iizerine protoplastlarin 1zole

edildikleri hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin  altkiiltir  zamanlarmma  ve
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protoplastlann kiiltiire alindiklart ortamin sivi veya kati olmasimn da etkileri
beliﬂenmeye ¢alistilmigtir. VASIL ve ark. (1990), ve AHMED ve SAGI (1993)
tarafindan yapilan ¢alismada sivi ve farkh agaroz konsantrasyonlarinda kiiltiire
alinan protoplastlarda hiicre boliimmesi tizerine agaroz yogunlugunun da etkili
olduklarim1  bildirmiglerdir. Bu konuda elde ettifimiz sonuglara gore
protoplastlarin  kiiltire almdiklan ortamin agaroz konsantrasyonlart arttikga
bolinme oranlarinda da bir artig meydana geldigi gérilmistiir. Hiicre bolinmesi
tizerine protoplastlarin kiiltiire alindiklar ortamlarin da etkileri farkli olmusg, MS
ortamunda kiiltire alinan protoplastlarda bolinme orani ve kaplama etkinhigi
yoniinden BS ortamina pore daha yiiksek olmustur. Bu da hiicre bolinmesi ve
kaplama etkinligi lizerine protoplastlarn kiiltiire alindiklan ortamin igeriginin
etkili oldugunun bir gostergesidir.

Sivi ortamda kiiltire alinan protoplastlarin boliinme oranlan agaroz
igeren ortamlara gore daha disik bulunmustur. Bunun yaninda sivi ortamda
diisiik oranda da olsa hiicre bolimmesi meydana gelmesine karsin mikrokallus
gelisimi gergeklegsmemistir.  Kiiltire alinan protoplastlarda en yiiksek hiicre
bolinmest ve mikrokallus gelisimi ise %!1.2 agaroz igeren ortamda meydana
gelmigtir.  VASIL ve ark, (1990) tarafindan yapilan ¢ahigmada agaroz
konsantrasyonlarinin, hiicre boliimmesini ve mikrokallus gelisimini  artirdigi
bildirmigledir. AHMED ve SAGI (1993) protoplast kiiltiirlerinde %1.2 agaroz
konsantrasyonu kullandiklarnini ve yiiksek oranda hiicre bolinmesi ve mikrokallus
elde ettiklerini  belirtmiglerdir. Elde ettigimiz sonuglara goére agaroz
konsantrasyonlarinin hiicre boliinmesi ve mikrokallus olusumuna olan etkisi bariz
farkhliklarla ortaya g¢ikmistir. Bunun protoplastlarin izole edildikleri hiicre
siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin 6zelliklerinden kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlar 0.5x10° ve

1.0x10° protoplast/ml yogunlugunda kiiltire alinmis ve hiicre bolinmesi ve
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mikrokallus olugumu yoéniinden ¢ok 6nemli bir farklilik bulunmamigtir. Buna
ragmen en uygun yogunlugun 1.0x10° protoplast/ml oldufu gézlenmistir.
Protoplastlar biitiin ortamlarda kiiltiire alindiklann 2 giin sonra hiicre duvan
olusturmaya ve boliinmeye baslamislardir. Kiultire alindiktan 10 giin sonra
hiicreler tamimlanamaz duruma gelmis ve hiicre siispansiyon kiiltiirii hiicrelerine
benzerlik gostermeye baglamiglardir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden protoplast izolasyonunda hiicre
sispansiyon kiiltiriiniin 3, 5 ve 7. gimlerinde alinan hiicrelerden protoplast
izolasyonu gergeklestirihmigtir. {zole edilen bu protoplastiarda kiiltiire alindiklan
MS ve BS ortamlarinda hiicre bolinmesi ve mikrokallus olusumu yoniinden en
1y1 sonucu hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin 3 ve 5. giinlerinde alinip izole edilen
protoplastlar ~ vermiglerdir.  Monokotiledonlarin ~ embriyogenik  kallus
kiiltiirlerinden kurulan hiicre siispansiyon kiiltirler1 7 giinde bir sivi ortamlart
yenilenerek altkiiltire alinmalan gerekmektedir VASIL,(1990); AHMED ve
SAGI, (1993); HE ve ark.,(1992). Bu altkiltiir siiresinin uzamasi durumunda
hiicreler agregatlagsmakta, ortamda bulunan besin maddelerinin azalmasi
nedeniyle hiicreler strese girmekte ve fiziksel olarak kendilerini buna
hazirlamaktadirlar. Bu nedenle hiicre siispansiyon kiilturlerinin bdliinme hizinin
en yitksek oldugu, kiiltiire alindiktan sonraki 3. ve 5. giinlerde alinan hiicrelerden
izole edilen protoplast miktari, hiicre bolinme oram ve mikrokallus olusumu
oldukg¢a artmaktadir. Hiicre sispansiyon kiltirinin farkh ginlerinde izole
edilen, sivi ve farkli konsantrasyonlarda agaroz ile katilastmlmg, farkh
ortamlarda ve farklt yogunluklarda kiiltiire alinan protoplastlarin  hiicre
boliinmeleri ile mikrokallus olusum oranlan arasinda dogrudan bir iligki
bulunmaktadir. VASIL ve ark., (1990) tarafinda yapilan ¢aliymada agaroz
konsantrasyonlarinin artmasinin hiicre boliinmesi ve mikrokallus gelisiminde

artiy meydana getirdigini bildirmiglerdir. Bizim yaptifimiz ¢alismada sivi



112

ortamlarda kiiltire alinan protoplastlarda béliinme meydana gelmesine karsin
mikrokallus olusumu gergeklesmemistir. Bu durumda protoplast kiiltiir ortamina
katilagtirici  olarak ilave edilen agaroz konsantrasyonunun mikrokallus
gelisiminde de dogrudan etkili oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilerek kiiltiire
alinan protoplastlarda hiicre boliinmesine 2.4-D konsantarsyonlannm etkisini
belirlemek amaciyla 0.5mg/l ve 1.0 mg/l 2.4-D konsantrasyonlari da denenmistir.
Elde ettifimiz sonuglara gore kiiltir ortamina ilave edilen 2.4-D miktan
protoplast boliinme oranina ve mikrokallus olugsumuna dogrudan etkili bulunmus
ve en 1yi sonucu 0.5 mg/l 2.4-D igeren ortamlar vermistir. VASIL ve ark., (1990)
tarafindan yapilan ¢aligmada 0.5 mg/l ve 1.0 mg/l 2.4-D igeren ortamlarda kiiltiire
alman protoplastlarda hiicre bélinmesi ve mikrokallus olusumu yoniinden 0.5
mg/l 2,4-D igeren ortamlarmn hiicre béliinmesi ve mikrokallus gelisimini’
artirdgfimi bunun da protoplastlarin izole edildigi hiicre kaynagimn gesit
ozelliklerinden kaynaklandigint vurgulamislardir.

Protoplastlarin kiiltire ahindiktan sonra boliinmelerinin devam etmesi
sonucu mikrokallus gelisimi meydana gelmektedir. Yapilan bu g¢alismada
Protoplastlardan mikrokallus gelisimine, kiltire alindiklan ortamlarin, ilave
edilen hormon tiirii ve konsantrasyonunun, protoplastlarin kiltire alindiklan
yogunlugun, kiiltire alindiklan ortamin siv1 ve farkh agaroz konsantrasyonlarinin
ve izole edilen protoplastlarin hiicre siispansiyon kiiltiirii altkiiltari zamaninin
oldukga etkili olduklan goriilmiigtiv. Mikrokallus gelisimleri iizerine kiiltiire
alindiklan  ortamun igeriginin  etkilerini  belirleyebilmek amaciyla farkh
kombinasyon ve konsantrasyonlarda hormon ve organik maddeler igeren MS
ortamlarinda kiiltire alinmiglardir. Dort haftalik inkiibasyon siiresi sonunda en
fazla mikrokallus gelisimi kazein hidrolizat ve glutamin igeren ortamda meydana
gelmigtir. VASIL ve ark., (1990), AHMED ve SAGI, (1993) ve YANG ve ark.,
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(1993) tarafindan yapilan ¢alismalarda protoplastlarin béliinmelerin devam
etmesi sonucu olusan mikrokalluslarm gelisimleri iizerine ortamin igeriginin,
ortama ilave edilen hormon tiirii ve miktarmn etkili olduklarimi bildirmislerdir.
Bu ¢alismamizda ortama ilave edilen oksinlerin (2,4-D, JAA) ve organik
maddelerin (kazein hidrolizat, glutamin, asparagin) mikrokallus gelisimini
olumlu yonde etkiledikleri gozlenmistir. Mikrokallus gelisimi iizerine birgok
arastiric tarafindan yapilan ¢alismada farkli oksin tiirlerinin ve miktarlarmin
farkli sonuglar vermesi protoplastlarin izole edildikleri hiicre kaynaginin farkh
olmasindan kaynaklandi§i sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

In vitro doku kiiltiirlerinde hiicreden bitkiye gegis siireci bu sistemin en
o6nemli asamalarindan birisidir. Bugiine kadar monokotiledonlarda yapilan
¢aligmalarda, protoplast kiiltiirlerinden bitki regenerasyonunun oldukga zor
oldugu birgok aragtirici tarafindan bidinlmistir (VASIL ve ark.,1990; PAUK ve
SZARKA,1991; HE ve ark.,1992; AHMED ve SAGI, 1993).

Embriyogenik hiicre siispansiyon kiltiirlerinden izole edilerek kiiltiire
alinan protoplastlardan gelisen mikrokalluslar bitki regenerasyonu amaciyla
farklh konsantrasyonlarda IAA, BAP, kinetin ve NAA igeren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. Mikrokalluslardan bitki regenerasyonunda klorofil olugumu
mikrokalluslardan embriyo olusumunu engellemektedir. Bu nedenle kiiltiire
alindiktan sonra embriyo olusumunu tegvik etmek i¢in yaklasik 4 hafta siire ile
karanlik kosullarda inkiibe edilmis daha sonra 16 saat aydinlik-8 saat karanhk
kosullarda inkiibasyona devam edildiginde embriyo olusumunda artis meydana
geldigi  gozlenmistir. KARABAEV ve ark.,(1988) bugday kalluslarindan
farklilasimi tesvik etmek amaciyla yaptiklan g¢aligmada, bitki regenerasyonuna
kiiltiir sartlarmn etkili oldugunu ileri siirmiiglerdir. KIM ve KIM (1989), VASIL
ve ark.,(1990), REDWAY ve ark.,(1990), SUN ve ark.,(1990), QIAO ve ark.,
(1991), PAUK ve ark., (1994) tarafindan yapilan galigmalarda hormon igermeyen
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basal ortamlar {izerinde veya diisik konsantrasyonlarda oksin igeren ortamlarda
kiiltire alman proplastlardan bitki regenerasyonunun gergeklestirildigini
bildirmiglerdir. Bu konuda yaptigumz ¢alismada hormonsuz basal ortamda bitki
regenerasyonu oram oldukga diigiik olmugtur. Bunun yaninda MS ortammna ilave
edilen disiik konsantrasyonlardaki 24-D, IAA, BAP ve kinetin bitki
regenerasyonunu oldukg¢a arttrmustir. Bunun protoplastlann izole edildigi hiicre
kaynaginin altkiltirde kaldiklan siireye bagh olarak embriyogenik kapasitesinin
degisebilmesinden kaynaklanmaktadir.

Bugday yapraklarindan protoplast izolasyonunda bir¢ok aragtirici farkh
kombinasyon ve Kkonsantrasyonlarla enzim solusyonlan kullanmiglardir.
WATANABE ve ark., (1988) tarafindan kullanilan (W) enzim solusyonu
yaptigimiz ¢ahigymada ¢ok iyi sonug vermistir. Bugday yapraklanindan protoplast
1zolasyonunda farkli enzim kombinasyonlarinin ve vakum uygulamalarmin iyi
sonug¢ vermesi, bu amag i¢in kullanilan bitkinin g¢esidine ve yetisme kosullarina
bagli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bugday yapraklarindan protoplast
izolasyonunda, yapraklarin enzim solusyonu ile inkiibasyonu sirasinda petri
kaplarinin sabit bir yerde veya bir ¢alkalayici iizerinde inkiibe edilmesinin etkili
oldugu bilinmektedir. Yaptigimiz ¢galigmada inkiibasyon sirasinda sabit bir yerde
duran petr1 kaplaninda en yiiksek protoplast izolasyonu 7. saatte gergeklesmistir.
Calkalayicilar tzerinde inkiibe edilen prtoplastlarda bu siire kisalmakta fakat
izole olan protoplastlar petrinin kenarina veya heniiz tam olarak pargalanmamis
yaprak dokularina garparak pargalanmakta ve protoplast verimliligi diismektedir.
Bu nedenle sabit bir yerde protoplast izolasyonu tercih edilmistir. Izole edilen
protoplastlardan enzim solusyonu ve bitki artiklanm uzaklagtirmak igin (W1)
yikama solusyomu (bakmz Ek.5) kullamlmgtur. izolasyonu yapilarak
yogunluklar1 0.5x10" ve 1.0x10" protoplast/ml olacak sekilde ayarlanmis olan
mezofil protoplastlan, A)sivi, B)%60.3 agaroz, C)%0.6 agaroz, D)%]1.2 agaroz +
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(0.5vel.0) mg/l 2,4-D + 0.5 M sorbitol igeren MS ve BS ortamlarninda kiiltiire
alinarak 25+1°C’de, 16 saat aydinlik, 8 saat karanhk kosullarda inkiibe
edilmigtir. Protoplastlar kiiltiire alindiktan iki giin sonra ve bunu takip eden her
iki giinde bir gézlemlenerek hiicre duvan olusumu ve hiicre boliinmeleri tesbit
edilmeye g¢alisilmig fakat herhangi bir hiicre bélinmesine rastlanmamigtir. Bu
konuda ¢aligma yapan arastiricilar monokotiledonlarnn yaprak dokularindan izole
edilen mezofil protoplastlarinda hiicre duvart olusumu ve protoplast
boliinmesinin  meydana gelmedigini, bu hiicrelerin totipotent olmadigin
bildirmiglerdir  (VASIL,1987, KIM ve LEE 1987, WATANABE ve
NISHIKIVA,1989, VASIL ve VASIL, 1992, WATANABE, 1993).

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilen protoplastlardan regenere
edilen morfolojik olarak normal goriinimlii bitkilerin yaninda genis yaprak
ayasina sahip, asin kardeslenme gosteren, klorofil eksikliklern bulunan erken
donemde i¢1 bos basak¢ik olusturan anormal gorianiimlit bitkilere de rastlanmigtir.
Normal ve anormal goriniimlii bitkilerden alinan kok uglarinda yapilan
kromozom sayimlar1 sonucunda regenere edilen bitiin bitkilerin 2n=6x=42
normal kromozom sayisina sahip olduklart belirlenmigtir. Morfolojik olarak genig
yaprak ayasina sahip, asirt kardeslenme gosteren, klorofil eksikliklenn bulunan,
erken donemde i¢i bos basak¢ik olusturan anormal gorimiimlii bitkiler tesbit
edilmigtir. Bu sonuglara gore protoplastlardan regenere edilen bitkilerde
morfolojik olarak meydana gelen anormalliklerin kromozomlarda gen diizeyinde
meydana gelen varyasyonlardan kaynaklanabilecegi  sonucunu ortaya
¢ikarmaktadir. Bu konuda KOBA ve ark., (1988) tarafindan yapilan ¢alismada
12-18 aylik kallus kiiltiirlerinden regenere edilen bitkilernin %12’sinin kromozom
yapilarinda degigikliklerin bulundugunu tesbit etmislerdir. Bunun yaminda
morfolojik olarak klorofil eksikliklerinin, kulak¢ik ve yaprakgiklarda
anormalliklerin de bulundugunu bildirmiglerdir. HE ve ark., (1992), AHMED ve
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SAGI (1993) tarafindan yapilan g¢aligmalarda protoplastlardan regenere edilen
bitkilerin 2n=42 normal kromozom sayisina sahip olduklarim tesbit etmislerdir.
OZIAS-AKINS ve VASIL, (1982) olgunlagmamis embriyolardan elde edilen
kalluslardan regenere edilen bitkilerin 2n=42 kromozom sayisina sahip
olduklarmi bildirmiglerdir. YANG ve ark., (1991) hiicre siispansiyon kiiltiirit
hiicrelerinden regenere edilen bitkilerde 2n=42 normal kromozom sayist
saptamislardir.  AHLOOWALIA, (1982), MADDOCK ve ark, (1983),
ORSHINSKY ve MCHUGHEN (1987), ZHENG ve ark., (1989) embriyogenik
kalluslardan regenere ettikleri bitkilerde morfolojik olarak bitki boyu, sap
kalinhigy, basak boyu, bayrak yaprag, albino siirgiin olusumu gibi somaklonal
varyasyonlarin meydana geldigini bildirmiglerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada
protoplastlardan regenere edilen bitkilerde kromozom sayilanmn normal
seviyede olmasma ragmen birtakim morfolojik varyasyonlarin bulunmasi bu
kanuda daha o6nce ¢aligma yapan arastncilarn regenere ettikleri bitkilerde
morfolojik olarak meydana gelen degigikliklerin gen diizeyinde meydana gelen
varyasyonlardan kaynaklanmis olabilecegi hipotezi ile bagdaymaktadir.

Hiicre siispansiyon kiiltirii hiicrelerinden hazirlanan pereparatlarda mitoz
bolinmenin metafaz safhasinda tesbit edilen ve kromozom sayimnlar1 yapilan
hiicrelerin yiiksek oranda kromozom kayiplarina ugradiklan tesbit edilmistir.
Hiicre siispansiyon kiltirii hiicrelerinde meydana gelen kromozom sayisi
degisiklikleri, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin altkiiltirde kaldiklart siireye, hiicre
siispanstyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda kaynak olarak kullanilan kalluslann
altkiltirde kaldiklan siireye bagli olarak degisim gosterebilmektedir. Bu konuda
KARP ve ark., (1987), hiicre siispansiyon kiiltirlerinde ve bélinen protoplast
kiiltiirlerinde yaptiklan sitolojik ¢aligmalarda incelen birgok hiicrede sayisal ve
yapisal kromozom varyasyonlarimin bulundugunu ve birgok hiicrenin kromozom

sayisimn 2n=32 olarak tesbit edildigini bildirmiglerdir. Aym sekilde 2n=42
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normal kromozom sayisma sahip hiicrelerde 1se kromozom segmentlerinde ve
kollaninda kopmalar meydana geldigini bildirmiglerdir. KOBA ve ark., (1988)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise 12-18 aylik kallus kiiltiirlerinde ve bunlardan
regenere edilen bitkilerde yaptiklan sitolojik ¢aligmalarda, incelenen hiicrelerdeki
kromozom sayilarmin 2n=23 ile 2n=29 arasinda degisim gosterdiklerini, bu
hiicrelerin yaklagik %60’ inin 28 kromozoma sahip olduklarim tesbit etmislerdir.
YU ve ark., (1990), olgunlagsmamis embriyolardan dogrudanregenere edilen
bitkilerde morfolojik olarak basaklanma zamam, bitki boyu, bayrak yaprak
uzunlugu, basake¢ik/kulak¢ik orami yoniinden varyasyonlarin meydana geldigini
saptamiglardir. Bu konuda yaptigimiz ¢aligmada hiicre siispansiyon kiiltiirii
hiicrelerinde hazirlanan preparatlarda mitoz bélinmenin metafaz sathasinda tesbit
edilen hiicrelerde %52 oraninda kromozom sayist eksikligi, %2 oranmda
kromozom sayisi fazlaligi, %46 oraninda da 2n=6x=42 normal kromozom say1si
tesbit edilmistir. Incelenen hiicrelerdeki varyasyonlarin varyasyonlarin daha gok
kromozom kayiplari seklinde oldugu goézlenmistir. Bu konuda ¢alisma yapan
birgok aragtirict hiicre siispansiyon kultiirlerindeki bu varyasyonlarin  bitki
regenerasyonunu dogrudan etkiledigini bildirmiglerdir (KARP ve ark., 1987,
KOBA ve ark., 1988).

Monokotiledon bitkilerin en o6nemlisi olan bugdayda giiniimiiziin
biyoteknolojik yontemlerinden olan protoplast fiizyonu ve direk gen transferi
yontemlerini uygulayabilmek igin, kisa zamanda ve yiiksek oranda embriyogenik
kallus eldesi, stabil embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi, bu
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden yiitksek oranda protoplastlarin izolasyonu,
kiiltirh ve mikrokallus olugsumu, protoplast kiiltiirlerinden yiiksek oranda bitki
regenerasyonunun gergeklestirilmesi ile mimkiin olabilecektir. Yapilan bu
¢alismada bu sistemlerin kisa zamanda ve yiiksek verimlilikte kurulmasina

calisitlmagtir.
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OZET

Yeni bugday cesitlerinin gelistiriimesinde biyoteknoloyk yontemierin
uygulanabilmesindeki basart oncelikle en uygun kallus, hiicre siispansiyon
kiiltiiria, protoplast ve bitk: regenerasyonunun gergeklestirilmesine baghidir.

Bu g¢aligmada, bes hexaploid bugday (7riticum aestivum L.) gesidinin
(Sert 82, Panda, Shafir, Gemini, Cukurova 86) olgunlagmamis ve olgun
embriyolarinin embriyogenik kallus, hiicre siispansiyon kiltirii, protoplast ve
~ bitki regenerasyonu kapasiteleri belirlenmeye galigtlmigtir,

Oncelikle, dollenmenin gergeklesmesinden yaklasik 15 giin sonra alinan
olgunlagmamig bugday embriyolan degisik 2,4-D (1mg/l, 2mg/l, 3mg/l, Smg/l)
konsantrasyonlan 1geren MS (MURASHIGE ve SKOOG, 1962); LS
(LINSMAIER ve SKOOG, 1965), BS (GAMBORG BS, 1975), N6 (MOROCZ
ve ark., 1990) ortamlan izerinde, olgun embriyolar ise yine degisik 2,4-D
(Img/l, 3mg/l, Smg/l, 8mg/l) konsantrasyonlart igeren MS, LS, B5, N6 oramlan
tizerinde kiltire alinmiglardir. Olgunlagsmamis ve olgun bugday embriyolan
kiiltire alindiklar1 biitiin ortamlarda farkh oranlarda kallus olusturmuslardir.
Dollenmenin gergeklesmesinden yaklagik 15 giin sonra alinan olgunlagmamus
embriyolar yitksek oranda embriyogenik kallus olustururlarken, olgun
embriyolarda bu oran oldukga diisiik olmustur. Bununla birlikte kallus olusumu
yoniinden olgunlagmamig embriyolar 2mg/l 2,4-D, olgun embriyolar ise Smg/l
2,4-D igeren MS ve BS ortamlarinda diger ortamlara gore daha iyi sonug
vermislerdir.

Olgunlasmamig ve olgun embriyolardan kallus olusumuna ortama ilave
edilen organik maddelerin etkilerini belirleyebilmek ig¢in patates ekstrakts,
bugday nigastas:, kazein hidrolizat ve glutamin igeren MS ortamlarinda kiiltiire
alinmiglardir. Kiltire alindiklan ortamlara ilave edilen organik maddeler biitiin

¢esitlerde kallus olusumunu énemli dlgide artirmustir. Bu nedenle elde edilen
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kalluslarin altkiiltiirleri 2mg/l 2,4-D, 100mg/] kazein hidrolizat, 500mg/l glutamin
igeren MS ortamlan iizerinde yapilmistir.

Embriyogenik hiicre siispansiyon kiiltiirleri, Seri 82 bugday c¢esidinin
olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen beyaza yakin renkteki, kolay
dagilabilen, hizli gelisen embriyogenik kalluslarindan olusturulmustur. Hiicre
hacimi artiglarmm (%aHHA) belirleyebilmek igin Seri 82 ¢esidinin embriyogenik
hiicre siispansiyon kiiltiirleri kazein hidrolizat, glutamin ve asparagin igeren sivi
MS ortamlannda kiiltire alinmiglardir. Bu hiicreler 100mg/l kazein hidrolizat,
500mg/l glutamin ve 150mg/l asparagin igeren ortamlarda yiiksek oranda hiicre
hacimi artis1 (YoHHA) gostermiglerdir.

Protoplast izolasyonunda Seri 82 bugday ¢esidinin hizli gelisen hiicre
siispansiyon kiiltiirleri kullamilmigtir. VASIL ve ark., (1990) tarafindan kullanilan
enzim solusyonunda, 6 saatlik inkiibasyon sonunda, 1 gram hiicre kiiltiiriinden
2x10” protoplast izole edilmistir. Hiicre bolimmesi ve kaplama etkinligi iizerine
hiicre kiiltiiriiniin farkh altkiiltir strelerinin, farkl protoplast yogunlugunun, siv1
ve farkli agaroz konsantrasyonlarimin ectkileri karsilastinlmig ve hiicre
altkiltiiriiniin 3. ve 5. giinlerinde alinan, 1x10° prtoplast/ml yogunlukta, 0.5 mg/Il
2,4-D 1geren MS ortaminda kiiltiire alinan protoplastlarn yiiksek oranda bolinme
ve kaplama etkinligine sahip olduklari goriilmiigtiir.

Kiiltiire alindiktan 4-5 hafta sonra olugan mikrokalluslar somatik embriyo
ve bitki regenerasyonu 1¢in degisik konsantrasyonlarda oksin (0.1-0.5mg/1 2,4-D;
0.1mg/l IAA; 0.1mg/l NAA) ve sitokinin (1mg/l BAP; 1Img/l kinetin) i¢eren MS
ortamlarinda kiiltiire alimmiglardir. Kiltiire alindiktan yaklagik 16-20 hafta sonra,
mikrokalluslardan 0.1mg/l IAA, 1mg/l BAP, 1mg/l kinetin igeren MS ortaminda
%38.7 oraninda bitki regenere edilmigtir.

Hiicre siispansiyon kiiltirlerinde ve regenere edilen bitkilerde yapilan

sitolojik ¢aligmalarda, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde %52 oraninda kromozom



kayiplan, %2 oraminda kromozom fazlaliklan, %46 oraninda 2n=42 normal
kromozom sayisi gozlenmistir. Protoplastlardan regenere edilen bitkilerde ise
2n=42 normal kromozom sayisi gozlenmis, fakat bazi bitkilerde genis yaprak
ayasi, asirt kardeslenme, albino bitki ve erken donemde i¢i bos basakgik olusumu
gibi anormalliklere rastlanmistir.

Mezofil protoplastlannin izolasyonunda Sent 82 bugday ¢esidi in vitro
bitkilerinin yapraklart kullanilmigtir. Fide elde etmek i¢in bugday tohumlan
yiizelsel sterilizasyona tabi tutulduktan sonra in vitro ‘da kiiltire alinmigtir. 7-8
ginlik bugday fidelerinin yapraklan 1-2 mm kalinh§inda kesilerek
WATANABE ve ark., (1988) tarafindan kullanilan enzim solusyonuna konulmug
ve 3 dakika siire ile vakum altinda tutulmustur. Daha sonra 25°C’de, 1500 lux
igik altinda enzim solusyonu igerisinde inkiibe edilmigtir. 7 saatlik inkiibasyon
sonunda 1 gram yapraktan 6x10° protopalst izole edilmistir. izole edilen mezofil
protoplastlart farkli ortamlarda kiiltire alinmiglardir. Dort haftalik inkiibasyon
sonunda, hiicre bolinmesi ve dolayisiyla da bitki regenerasyonunun ilk

asamalarindan olan mikrokallus olusumu gézlenmemistir.



SUMMARY

Successful application of biotechnology in new wheat cultivars
improvement is depend on most suitable cultured callus, cell suspension,
protoplast and plant regeneration capacity.

In this investigation we have assessed the capacity of immature and
mature embryos of five wheat cultivars (Seri 82, Panda, Shafir, Gemini,
Cukurova 86) to form embryogenic callus, cell suspension, protoplast isolation
and plant regeneration on a range of media.

~ Inially, immature embryos (15 days after pollination) were cultured on
MS (MURASHIGE and SKOOG, 1962); LS (LINSMAIER and SKOOG, 1965),
B5 (GAMBORG BS, 1975), N6 (MOROCZ et al, 1990) with different
concentration 2,4-D (1mg/l, 2mg/l, 3mg/l, Smg/l) and mature embryos were
cultured on MS, LS, B5, N6 with different concentration of 2,4-D (1mg/l, 3mg/l,
Smg/l, 8mg/l). Immature and mature embryos formed callus on all media but
immature embryos of various cultivars showed significant differences in callus
formation in response to all media tested. However, callus formation from
immature embryos with 2mg/l 2,4-D and mature embryos on MS and B5 media
with Smg/l 2,4-D concentrations were higher than on other media and
concentrations.

Callus was initiated from immature and mature embryos on MS medium
with potato extract, wheat starch, casein hidrolisate and asparagine. Most
cultivars formed calli on media augmented with organic substrates.
Consequently, MS medium containing 2mg/l 2,4-D, 100mg/l casein hydrolisate,
500mg/l glutamine was used as the maintenance medium for callus subcultures.

The embryogenic cell suspension cultures were established from
immature embryos derived embryogenic callus of Seri 82 wheat cultivars which

well dispersed, off-white, rapid growing. Embryogenic cell suspension of Seri 82



were cultured in liquid MS media with casein hidrolisate, glutamine and
asparagine. Increases in PCV% were highest in MS media supplemented with
100mg/] casein hidrolisate, S00mg/l glutamine, 150mg/l asparagine.

Fast growing cell suspension of Seri 82 cultivar were used for the
protoplast isolation. 2x107 purified protoplast per one gram initial fresh weight
could be obtained in average at the and of a 6 h incubation period, using the
enzyme solution of VASIL et. al, (1990). A comparison of the division and
plating efficiency on different days following subculture, and different density,
and in in different liquid or agarose media. Indeed, protoplasts from isolated on
the third of fifth days of subculture, and 1x10° protoplast/ml density. and 1.2%
agarose concentrations in MS media supplemented with 0.5mg/l 2,4-D highest
division and plating efficiency.

For further somatic embryo and plant regeneration containing 4-5 week
old microcalli transferred on MS regeneration media supplemented with various
auxins (0.1-0.5mg/l 2,4-D; 0.1mg/l IAA; 0.1mg/l NAA) and cytokinins (1mg/1
BAP; 1mg/l kinetin). Plant regeneration was obtained from microcallus after 16-
20 weeks at the rate of 38.7 percent on MS media supplemented with 0.1mg/1
IAA, Img/l BAP, 1mg/l kinetin.

In cytological studies with cell suspension cultures and regenerated
plants from protoplasts. To observe the chromosomes lost at the rate of 52
percent, extra chromosomes at the rate of 2 percent in cell suspension cultures,
normal chromosomes number (2n=42) at the rate of 46 percent. Regenerated
plants from protoplasts observed normal chromosomes number (2n=42), but
some plants coincided abnormal seems such as large leaf lamina, extreme

tillering, and albino plants.



Seedling leaves were used for mesophyll protoplast isolation. To obtain
seedlings, seeds of Seri 82 wheat cultivar were surface sterilized and cultured /n
vitro. The leaves were cut with razor blades at 1-2 mm from the base of the leaf
blade from 7-8 days old seedlings. The leaf segments were transferred to enzyme
solution using of WATANABE et.al.,(1988). The leaf pieces were immersed for
3 min under partial vacuum. They were mcubated at 25 °C and a protoplast were
1solated per one gram leaf tissue. Mesophyll protoplasts were cultured at the
different culture medium, but it wasn’t coincide with the cell division in four

weeks.
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Ek1. Embriyo, Kallus, Hiicre Siispansiyon ve Protoplast Kiiltiirlerinde

Kullanilan Temel Ortamlar ve Icerdikleri Kimyasallar

ORTAMLAR MS LS BS NG
MAKRO ELEMENTLER

NH,NO; 1650 1650 - -
KNO; 1900 1900 2527.5 2813
CaCl,.2H,0 440 140 150 166
MgS0,.7H.0 370 370 246.5 185
KH,PO, 170 170 - 400
(NH,),.80, -- - 134 463
NaH,PO, H,O - - 150 -
MIKRO ELEMENTLER

KI 0.83 0.83 0.75 0.83
H,BO; 6.2 6.2 3 1.6
MnSO,.H,0 223 223 -- 4.4
MnSO, H,O - - 10 --
Na,Mo.0,.2H,0 0.25 0.25 0.25 -
CuS0,.5H,0 0.025 0.025 0.025 -
CoCl,.6H,O 0.025 0.025 0.025 .
FeS0,.7TH,0 27.83 27.85 - 27.85
Na, EDTA.2H,0 37.25 37.25 37.25 37.25
VITAMINLER

Inositol 100 100 100 -
Nikotinik asit 0.5 - 1.0 0.5
Piyridoksin HCI 0.5 - 1.0 0.5
Tiamin HCI 0.1 1.0 10 1.0
Glisin 2.0 - - 2.0
DIGERLERI

Sakkaroz %3 %3 %2 %38
Agar (Sigma) %0.75 %0.75 %0.75 %0.75
pH 5.7 5.7 5.7 5.7

MS= Murashige ve Skoog, (1962) ; LS= Linsmaier veSkoog, (1965) ; BS= Gamborg BS, (1968) ;
No6= Morocz ve ark., (1990)



Ek2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden Protplast fzolasyonunda

Kullamilan Enzim Solusyonlari

Enzim Solusyonlan \Y% P Q D
Kimyasallar

Cellulase Onozoka RS %1 %l %l %2
Pectinase %1 %0.5 -- -
Driselase -- -~ -- %0.5
Pectolyase 9%0.1 %0.1 %0.1 --
CaCl,.2H,0 7mM - 7mM %1
KH,PO, - - -- 9%0.05
NaH,.PO4.2H,O 0.7mM -- 0.7mM --
MgS0,.7H,0 -~ -- -~ %0.1
MES (morfolinoethanesulfonik asit) 3mM -- 3mM --
Mannitol 0.65M 0.6M 0.65M -
Kazein hidrolizat -~ 9%0.1 -~ --
Gliserol -- -- -- %6.5
pH 5.6 5.8 5.6 5.7

V=VASIL ve ark.,(1990)

P=PAUK ve SZARKA (1991)
Q=QIAO ve ark., (1992)
D=DZHARDEMALIEV ve ark.,(1992)
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Ek 3. Izole Edilen Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Protoplastlarindan
Enzim Solusyonunu Uzaklastirmak I¢in Kullamlan V1 Yikama

Solusyonu ve I¢erdigi Kimyasallar

Kimyasallar Miktari
CaCl,.2H,0 7 mM

NaH,PO,.2H,0 0.7 mM
MES (morfolinoethanesulfonik asit) 0.6 M

pH 5.6

Ek.4 Yaprak Mezofil Protoplastlarinmn Izolasyonunda Kullamian

Enzim Solusyonu

Kimyasallar W
Cellulase Onozuka R10 Y4
Pectinase %0.3
Sorbitol 0.5M
CaCl, 1.0 mM

pH. 5.5
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Ek.5 1lzole Edilen Yaprak Mezofil Protoplastlarmdan Enzim
| Solusyonunu Uzaklastirmak I¢in Kullanilan Yikama Solusyonu

ve I¢erdigi Kimyasallar

Kiyasallar W1
Sorbitol 05M
CaCl, 1.0 mM
pH. 5.5

Ek.6. Kromozom Boyamasmda Kullamlan Feulgen Boyama Solusyonu

ve I¢erdigi Kimyasallar.

Kimyasallar Miktarlari
Fuchsin 1 gr.

HCl 20 mi (1 N)
Potasyum metabisiilfit 2er

Aktif karbon 0.5gr
monobromonaftalin 0.5ml
Glasiel asetik asit 90 ml
ETOH (%96) 30 ml

Destile su 200 ml
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bagladim. 1991 yilinda G.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri
Anabilimdalinda yiiksek lisanstmi tamamladim ve aym yil C.U. Fen Bilimleri
Enstitiisti, Bitki Koruma Anabilimdalinda doktora 6grenimime bagladim. Halen
Kahramanmarag Siitgii Imam Universitesi, Bitki Koruma Béliimiinde Arastirma

Gorevlisi olarak ¢aligmaktayim.



