TURKIYE’DE URETILEN BAZI
ARPA CESITLERININ EMBRiYOLARINDA
FARKLI OKSIN HORMONLARININ
KALLUS URETIMI VE BITKI
REJENERASYONUNA ETKILERI
Fatmagiil GUVEN
Yiiksek Lisans Tezi
Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Prof. Dr. Nejdet KANDEMIR
2015
Her hakki sakhdir



T.C.
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
TARLA BIiTKILERI ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

TURKIYE’DE URETILEN BAZI
ARPA CESITLERININ EMBRiYOLARINDA
FARKLI OKSiN HORMONLARININ
KALLUS URETIMI VE BIiTKIi
REJENERASYONUNA ETKILERI

Fatmagiil GUVEN

TOKAT
2015

Her hakki saklidir



Bu tez caligmast;
Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan 2011/70 nolu

proje ile desteklenmistir.



Prof. Dr. Nejdet KANDEMIR damismanhiginda, Fatmagiil GUVEN tarafindan
hazirlanan bu ¢aligma  03/08/2015 tarihinde agagidaki jiiri tarafindan oy birligi/oy
¢oklugu ile Tarla Bitkileri Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.

=n
7 Y

Baskan: Prof. Dr. Nejdet KANDEMIR imza: tU W{J

Uye: Prof. Dr. Mehmet Ali SAKIN imza:
Uye: Yrd. Dog. Dr. Duran KATAR imza: D ,
Yukandaki s ayJarim

Prof. Dr. Mehmet Ali SAKIN
Enstitii Miidiirii

7e8"2arS




TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu; baskasinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin bagka
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhanéi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya baska bir iiniversitedeki bagka bir tez galigmasi

olarak sunulmadigint beyan ederim.

Fatm ul4GI"JVEN
1.08.2015




OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE URETILEN BAZI ARPA CESITLERININ EMBRIiYOLARINDA
FARKLI OKSIN HORMONLARININ KALLUS URETIiMi VE BiTKi
REJENERASYONUNA ETKILERI

Fatmagiil GUVEN

Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Nejdet KANDEMIR

Bu calismada, Tiirkiye’de liretimi yapilan 18 arpa ¢esidi ve doku kiiltiirii i¢in standart
kabul edilen Golden Promise ¢esidinin olgunlasmamis embriyolart kullanilarak, farkli
oksin hormonlarinin kallus iiretimi ve bitki rejenerasyonuna etkileri incelenmistir. Dort
farkli oksin hormonu [2,4-D (2,4-dichlorophenoxy asetik asit), dicamba (3,6-dichloro-o-
anisic acid), NAA (1-naphthalene asetik asit) ve IAA (indol-3-asetik asit)] 3 mg/l
diizeyinde kullanilmigtir. Embriyolardan elde edilen kalluslar dogrudan veya alt-kiiltiir
yapildiktan sonra 1 mg/l kinetin (sitokinin) ve 0,25 mg/l 2,4-D (oksin) igeren besi
ortaminda siirgiin gelisimine tesvik edilmistir. Calisma sonucunda embriyodan en yiiksek
kallus olusum orani ve embriyodan en yiiksek kallus iiretim miktart dicamba ile, alt-
kiiltiirden sonra embriyo basina ortalama kallus tiretim miktari, kallustan dogrudan ve alt-
kiiltiir sonras1 rejenerasyon orani 2,4-D ile saglanmigstir. Kalluslardan dogrudan ve alt-
kiiltiir sonras1 elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma basarisi da en yiiksek 2,4-D
ortaminda gelistirilen bitkilerde oldugu goriilmiistiir. Kallus olusum oranlar1 bakimindan
tim ¢esitler standart ¢esit Golden Promise ile yaklasik degerler gosterirken, kallustan
dogrudan veya alt-kiiltiir sonrasi rejenerasyon ve gelistirilen bitkilerin topraga sasirtilma
basaris1 bakimindan Golden Promise ¢esidi diger tiim ¢esitleri geride birakmistir. Tiirk
cesitleri i¢inde Cumbhuriyet 50, Serifehanim 98 ve Catalhoyiik 2001 gesitleri kallustan
dogrudan veya alt-kiiltiir sonras1 rejenerasyon olusturma kapasitesi bakimimdan yiiksek
performans gdstermislerdir. Calismamizda ayrica ¢esit x oksin  hormonu
interaksiyonunun incelenen tiim degiskenlerde 6nemli olmasi farkli ¢esitlerde farkli oksin
hormonu uygulanmasi gerektigine isaret etmistir. Sonug¢ olarak herhangi bir cesitle
yapilacak olan genetik transformasyon calismalarinin Golden Promise cesidi ile
yapilmasi, ancak yerli ¢esitlerden birinin kullanilmas: gerektigi durumlarda Catalhdyiik
2001, Cumhuriyet 50 ve Serifehanim 98 cesitlerinden birinin segilmesi gerektigi
belirlenmistir.

2015, 41 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Arpa, Hordeum vulgare L., embriyo Kkiiltiirii, oksin, bitki
rejenerasyonu, kallus.



ABSTRACT
M. Sc. Thesis

EFFECT OF DIFFERENT AUXIN HORMONES ON CALLUS PRODUCTION
AND PLANT REGENERATION IN EMBRYOS OF SOME BARLEY
CULTIVARS PRODUCED IN TURKEY

Fatmagiil GUVEN

Gaziosmanpasa University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Nejdet KANDEMIR

In the present study, effects of different auxin hormones on callus production and plant
regeneration were studied on 18 barley cultivars grown in Turkey and on cv. Golden
Promise, tissue culture standard of barley. Four different auxin hormones (2,4-D,
Dicamba, NAA and IAA) were used at the rates of 3 mg/l. Calli produced directly from
embryos or after a sub-culture were placed on a medium containing 1 mg/l Kinetin, a
cytokinin, and 0,25 mg/l 2,4-D to promote shoot regeneration. IAA was excluded since it
produced almost no callus. The highest callus production percentage and highest amount
of callus production from embryo were obtained from dicamba, while the highest
amounts of callus production per embryo after subculture, and direct and indirect
regeneration rates after sub-culture were obtained from 2,4-D. Rate of successful
transplantation to soil of plantlets developed from callus produced directly from embryo
or after a sub-culture was highest in 2,4-D. In terms of callus production percentage, all
cultivars were similar to Golden Promise, while plant regeneration from callus produced
from embryos or after a sub-culture, and success of plantation of plantlets to soil were
better in Golden Promise compared to other cultivars. Of the Turkish cultivars,
Cumhuriyet 50, Serifehanim 98 and Catalhdylik 2001 had good regeneration capacity
from callus produced directly from embryo or after a sub-culture. Significant cultivar x
auxin interactions determined in all variables studied indicated the necessity to use
different auxin hormones in different cultivars. It was concluded that cv. Golden Promise
should be used in genetic transformation studies when the choice of cultivar does not
matter. However, when a Turkish cultivar needs to be used, one of Catalhdyiik 2001,
Cumbhuriyet 50 and Serifehanim 98 cultivars should be employed.

2015, 41 Pages

Key Words: Barley, Hordeum vulgare L., embryo culture, auxin, plant regeneration,
callus.
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1. GIRIS

Arpa (Hordeum vulgare L.) Tirkiye’de ve diinyada 6nemli tahillardan biridir. Yem ve
bira sanayinde kullaniminin yanmi sira gida sanayinde de kullanilmaya baglanmistir.
Arpada yapilan klasik 1slah calismalari ile yem ve malt kalitesinin artirilmast,
patojenlere direnglilik ve stres kosullarina dayaniklilik gibi 6zellikler ticari cesitlere
aktarilmaktadir. Son yillarda bitki biyoteknolojisinde meydana gelen gelismelerle
birlikte biyoteknolojik metotlarin bitki 1slahindaki 6nemi artmaya baslamistir. Genetik
mihendisligi ve 1slah materyalinin hizli ¢ogaltimi etkili bir rejenerasyon sistemine
baghdir (Aydin ve ark., 2009; Bezirganoglu, 2006). Tiirk arpa ¢esitlerinde
gerceklestirilecek olan biyoteknolojiye dayali 1slah islemlerinin basarisi igin gesitlerin
rejenerasyon kapasitesinin  belirlenmesi ve etkili bir rejenerasyon sisteminin

olusturulmasi gereklidir.

Transgenik teknolojisi sayesinde c¢ok farkli kaynaklardan gelen genlerin kiiltiir
bitkilerine aktarilabilmesi s6z konusudur. Bu durum bitki islahgilar1 i¢in sinirlari
kaldirmaktadir. Ayrica 1slah ¢ok kisa siirelerde yapilabilmektedir. Fakat transgenik
teknolojisinin  kullanilabilmesi ilgili tlirde etkin bir rejenerasyon sistemini
gerektirmektedir (Chang ve ark.,, 2003). Doku kiiltiirii teknikleri transgenik
teknolojisinin uygulanmasini saglama yaninda, haploid bitkiler ve embriyo kiiltiiri
yoluyla bitki 1slahin1 hizlandirma, mikrogogaltim yoluyla tohum iiretimini hizlandirma
gibi 6nemli bitki 1slah1 uygulamalarina sahiptirler (Dahleen ve Bregitzer, 2002). Bu
nedenle etkin bir doku kiiltiirii ¢ogaltim sisteminin bulunmasi bir kiiltiir bitkisinde

modern 1slah metotlarinin etkili kullanimi i¢in bir 6n sart durumundadir.

Tahillarda rejenerasyon amagli olarak en etkili sekilde kullanilan teknik embriyo
kiiltiirleridir. Hem dogrudan gen transferi tekniklerinde (Karakas, 2005) ve hem de
mikrocogaltim islemlerinde (Babaoglu ve ark., 2002) yaygin olarak bu teknik
kullanilmaktadir. Embriyo kiiltiirii tekniginde basar1 diger faktorler yaninda, genotipten
de 6nemli olglide etkilenmektedir (Cho ve ark., 2002). Bugdayda gen aktarimi igin

onemli bir adim olan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu ¢aligmalarinda genotipin en
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onemli faktor oldugu belirtilmistir (Aydin ve ark., 2009). Arpada da gen aktarim
frekansinin artirilmasina yonelik bazi ¢alismalarda ise, genotipin kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonunu etkileyen en 6nemli faktor oldugu anlasilmistir (Karakas, 2005).
Harrington ve Morex c¢esitlerinin  kullanildigi  bir c¢alismada, optimum 2,4-D
konsantrasyonunun genotipe spesifik oldugu sonucuna varilmis, ancak 3 mg/l dozunun
cogu cesit icin uygun olabilecegi belirtilmistir (Bregitzer ve ark., 1998). Yapilan bagka
bir caligmada ise hem olgun embriyo Kkiiltiirinde hem de olgunlasmamis embriyo
kiiltiirtinde kallus olusum siklig1 genotipten etkilenmistir (Abumhadi ve ark., 2005). Bu
nedenle hizli ve etkili bir 1slah ¢aligmasi yapilacagi zaman kullanilacak olan ¢esitlerin

kallus olusturma ve rejenerasyon oranlarinin belirlenmesi énemlidir.

Tahil embriyolarmin kiiltiire alinmasi ve onlardan elde edilen kalluslardan bitki
rejenerasyonu lizerine bitki biiylime diizenleyicileri de 6nemli bir yere sahiptir. Arpa
embriyolarindan kallus dokusu elde etmek igin oksin grubu bitki biiylime
diizenleyicilerinin kullanimi gereklidir. Yapilan bir calismada kallus olusumu i¢in 2,4-
D, dicamba ve picloram kullanilmis, bu ii¢ oksin tipi karsilastirildiginda 2,4-D igeren
ortamda yiiksek rejenerasyon orani ve kallus olusumu goriilmiistiir (Serhantova ve ark.,
2004). Olgun arpa embriyolarinda yapilan bagka bir ¢calismada 1 ile 5 mg/1 2,4-D iceren
ortamlarda kallus gelisimi gbzlenmis, en yiiksek kallus tiretim sikligir 3 mg/l dozunda
2,4-D igeren ortamdan elde edilmistir (He ve Jia, 2008). Yapilan c¢alismalarda farkli
oksin tiplerinin ve konsantrasyonlarinin rejenerasyon iizerinde 6nemli bir etkiye sahip

oldugu belirlenmistir (Aydin ve ark., 2009).

Arpada modern bitki islah metotlart i¢in gerekli olan etkin rejenerasyon sistemini
belirleme amaci1 tasiyan bu calismada Tirk arpa cesitlerinin farkli hormon
uygulamalarina tepkileri arastirilmistir. Boylece arpada gen aktarim frekansinin
artirllmasina yonelik transformasyon caligmalar1 i¢in kullanilabilecek arpa c¢esitleri

onceden belirlenmis olacak ve hemen kullanilabilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Arpa (Hordeum vulgare L.) malt sanayinde, hayvan yemi olarak ve az miktarda gida
sanayinde kullanilan 6nemli bir tahildir. Diinya’da 55,9 milyon ha alanda 139,9 milyon
ton arpa tretimi yapilirken (Anonim, 2014), Tiirkiye’de 2,72 milyon ha alanda 7,90
milyon ton arpa iretimi yapilmaktadir (Anonim, 2013). Tahillar arasinda firetim
bakimindan diinyada dordiincii ve Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Ancak tilkemizin yemlik ve maltlik arpalarinin verimi ve kalitesi yeterli
degildir. Arpada verim ve kalite Ozelliklerinin iyilestirmesi gerckmektedir. Verim ve
kalitenin artirilmast uygun tarim tekniklerin kullanimi yaninda, yiiksek verim ve kalite
potansiyeline sahip ¢esitlerin gelistirilmesi ile miimkiin olacaktir. Klasik 1slah
yontemleri kullanilarak yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur, fakat son yillarda bu amacla
gen aktarim tekniklerinden de faydalanilmaktadir. Arpada yapilan gen aktarim
calismalarinin basarisi, etkili ve siirdiiriilebilir kallus sistemleri sayesinde daha da
artmaktadir. Fakat arpada yapilan rejenerasyon caligsmalari yeterli diizeyde degildir. Bu
amagla kullanilmak {izere etkili bir kallus olusumu ve bitki rejenerasyon sisteminin

kurulmasina yonelik ¢aligmalar dnem kazanmaktadir (Mendoza ve Kaeppler, 2002).

Tarimsal tiretimde halen kullanilmakta olan klasik 1slah yontemler hem uzun zaman
almakta ve hem de verim ve kaliteyi arttirmada yetersiz kalmaktadir. Gelisen modern
biyoteknolojik yontemlerden bitki doku kiltiirii tekniklerinin klasik 1slahla birlikte
kullanilmast 1slahin hizim1 ve etkilerini arttirmaktadir. Bitkilerde kullanilan bitki doku
kiiltiirli teknikleri; kallus kiiltiirii, embriyo kiiltiirli, anter ve mikrospor kiiltiirli, somatik
embriyogenesis, protoplast kiiltiirii gibi yontemlerdir. Bu yontemlerden embriyo kiiltiirti
teknigi, arpada yapilan doku kiiltiirli galismalarinda yaygin olarak kullanilan yontemden
biridir. Bu amagla olgunlasmis veya olgunlasmamis embriyolar kullanilmaktadir.
Explant kaynagi olarak rejenerasyon yetenegi bakimindan en elverisli olan
olgunlagmamis embriyolar ilizerinde yogun olarak calisiimaktadir (Ahloowalia, 1987,
Koyuncu ve Ozgen, 2005). Genel olarak hiicrelerin rejenerasyon yeteneginin basarisi;

genotipe, bitki gelisme diizenleyicilerine, kiiltiir sartlarina ve besi ortami igerigine



baghdir (Bregitzer, 1992). Ayrica yiiksek oranda rejenerasyon elde edilmesi,
kullanilacak olan uygun doku kiiltiirii teknikleri sayesinde miimkiindiir (Goldstein ve

Kornstad, 1986).

Doku kiltiirii yontemlerinden kallus kiltiirii teknigi, arpada yapilan rejenerasyon
calismalarinda kullanilmaktadir. Farklilasmamis hiicrelerden meydana gelen kallus
dokusunun olusturulmasi, yapilan ¢alismalarin basarili olmasi i¢in gereken 6nemli bir
asamadir. Mutasyon c¢alismalar1 ve gen aktarim tekniklerinde kullanimlarinin yani sira
sahip olduklar1 genetik varyabilite 6zelliklerinden dolayr da kallus kiiltiirlerinden
faydalanilmaktadir. Kallus kiiltiirtinde eksplant kaynagi olarak embriyo, siirgiin ucu ve
mikrospor gibi bitki parcalart kullanilmaktadir. Kallus kiiltiiriinde kullanilan
eksplantlardan kallus elde edildikten sonra, iiretilen bu kalluslar pargalanarak stirekli alt
kiiltire alinmakta ve bodylece rejenerasyon saglanmaktadir. Alt-kiiltiire alinan
kalluslarda, amaca uygun bitki biiyiime diizenleyicilerinden (oksin, sitokinin vs.) besi
ortamina eklenerek kdok ve siirgiin gelisimi tesvik edilmektedir (Kumlay ve Eryigit,

2011).

Doku kiiltiirlinde besi yerlerine ilave edilen en Onemli bilesenler oksinler ve
sitokininlerdir. Bu iki bitki biiylime diizenleyicisinin besi ortamina ilave edilen
konsantrasyonuna gore kallus, kok ve siirglin olusumu tesvik edilmektedir. Oksinler
doku kiiltiirli caligmalarinda tek baslaria yiiksek konsantrasyonda kullanildigi zaman
hizl1 boliinen embriyogenik hiicreler elde edilmektedir. Oksin grubundaki bazi 6nemli
bitki biiylime diizenleyicileri 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxy asetik asit), Dicamba (3,6-
Dichloro-o-anisic acid), Picloram, NAA (1-Naphthalene asetik asit) ve IAA (indol-3-
asetik asit)’dir (Westwood, 1993). Bunlardan 2,4-D ve dicamba tahil doku kiiltiirii
caligmalarinda basarili sonuglar veren ve hiicre boliinmesini tesvik eden bitki biiyiime
diizenleyicileridir (Serhantova ve ark., 2004; Satyavathi ve ark., 2004). Kallus olusumu
ve devamliligini saglamada etkili bir rejenerasyon igin dicamba, 2,4-D ve picloram
kullanilarak yapilan bir arastirmada en iyi embriyogenik kallus olusumu dicamba iceren
besi ortaminda gdzlemlenmistir (Castillo ve ark., 1998). Onemli bir biralik arpa cesidi
olan Morex’de etkili bir bitki rejenerasyon sistemi kurmak icin olgunlagsmamis

embriyolarinin kiiltiire alindig1 bir ¢alismada, 2,4-D ve dicambanin 3 mg/l dozundaki



uygulamasinin embryogenik kallus olusumu i¢in en uygun ortam oldugu sonucuna

varilmistir (Chang ve ark., 2003).

Sitokininler hiicre farklilasmasinda ve bitki doku kiltirii ¢alismalarinda
organogenesisde Onemli rol oynayan bitki biiyiime diizenleyicisi grubudur. Hiicre
boliinmesi, yeniden farklilasma ve bitki rejenerasyonunu tesvik ederler. Ayrica besi
yerinde kullanilan oksin/sitokinin oran1 ¢ok Onemlidir. Etkili bir rejenerasyon elde
etmek amaciyla olusturulan kalluslardan siirglin gelisimini tesvik etmek i¢in besi
ortamina ilave ettigimiz belli orandaki sitokinin, siirgiin rejenerasyonunu saglayacaktir.
Boylece kalluslar1 pargalara ayirip sitokinin iceren ayri besi yerlerinde tek bir kallustan
yiizlere siirglin elde edilebilmektedir. Kinetin doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
onemli bir sitokinindir. Golden Promise, Dissa ve Igri ¢esitleri kullanilarak yapilan
olgunlagsmamis embriyolarin kullanildig1 bitki rejenerasyon ¢alismasinda, embriyogenik
kalluslardan gelistirilen siirgiinlerin 0,5 mg/l kinetin ortaminda kéklendirmenin uygun

oldugu belirlenmistir (Tiwari ve ark., 2014).

Kullanilan besi yeri bilesenleri ve bitki biliylime diizenleyicilerinin etkisinin yaninda,
kullanilan bitkinin genotipi en etkili unsurdur. Przetakiewicz ve ark. (2003), bugday
arpa ve tritikalede yaptiklari rejenerasyon ¢alismasinda olgunlagsmamis embriyolardan
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonun genotipe gore farklilik gosterdigini
belirtmislerdir. Arpada yapilan gen aktarim c¢aligmalarinda genelde kullanilan standart
¢esit Golden Promise’dir (Gubisova ve ark., 2012; Dahleen ve Manoharan, 2007).
Olgunlagmamis arpa embriyolarinda yapilan baska bir rejenerasyon ¢alismasinda da
Golden Promise ¢esidinin transformasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecek yiliksek
rejenerasyon yetenegine sahip bir arpa c¢esidi oldugu belirtilmistir (Dahleen ve
Bregitzer, 2002). Baz: ticari arpa gesitlerinde (Morex, Harrington ve Hector) yapilan bir
arastirmada ise, genotipe 6zel uygulamalarin gelistirilmesinin etkili ve stirdiiriilebilir bir

rejenerasyon sistemi igin gerekli oldugu vurgulanmistir (Bregitzer ve ark., 1998).

Rejenerasyon yetenegi yiiksek kalluslarin elde edilmesi ise %85-100 oraninda genotip
ve bitki biiylime diizenleyicilerinin interaksiyonuna baglidir (Serhantova ve ark., 2004).
Bregitzer (1992), Golden Promise ¢esidini kullanarak yaptigi bir c¢alismada

embriyogenik kallus olusumunda genotip x hormon etkilesiminin &nemli oldugunu
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belirtmistir. Ayrica alt1 arpa genotipinin kullanildigi embriyogenik kallus olugumu ve
bitki rejenerasyonu ¢alismasinda, kallus ve siirgiin olusumu ile rejenerasyon yeteneginin
basarisinin genotipe, kullanilan bitki biiylime diizenleyicisi ve genotip X bitki biiylime

diizenleyicisi etkilesimine bagli oldugu sonucuna varilmistir (Hussein ve ark., 2004).

Etkili rejenerasyon sistemlerinin olusturulmasina yonelik calismalar sayesinde, gen
aktarim tekniklerinde yararlanmak iizere iretilen kalluslar gen transfer tekniklerinde
kullanilmaktadir. Arpada gen aktarim frekansini arttirmaya yonelik caligsmalarda aktif
boliinen ve rejenerasyon yetenegi yiiksek kalluslar kullanilarak, verim ve kaliteyi
artirmaya yonelik caligmalar yapilmaktadir. Arpada yapilan transformasyon
calismalarinda daha ¢ok partikiil bombardiman ve Agrobacterium tumefaciens aracilig
ile gen aktarim teknigi kullanilmaktadir. Golden Promise c¢esidinin olgunlasmamis
embriyolarinin kullanildig1 bir ¢alismada, elde edilen kalluslara partikiil bombardiman
teknigi uygulanarak fertil transgenik bitkiler elde edilmistir (Wan ve Lemaux, 1994).
Olgunlagsmamis embriyolarin kullanildigi baska bir arastirmada da yine partikiil
bombardiman teknigini kullanilarak fertil transgenik arpalar elde edilmistir (Ritala ve
ark., 1994). Monaharan ve Dahleen (2002), partikiil bombardiman teknigini kullanilarak
arpada herbisite direngli transgenik bitkiler elde etmislerdir. Golden Promise ¢esidinin
olgunlasmamis embriyolarinin kullanildigi bir bagka c¢alismada da higromisin
antibiyotigine direngli fertil transgenik bitkiler elde edilmistir (Hagio ve ark., 1995).
Arpada Agrobacterium tumefaciens araciligiyla yapilan bir transformasyon
caligmasinda explant kaynagi olarak olgunlagmamis Golden Promise embriyolari
kullanilmis ve Golden Promise ¢esidinin Agrobacterium’a dayali gen transferi ve
transgenik bitki iiretimi i¢in son derece yatkin bir gesit oldugunu belirtmislerdir (Hansel
ve ark., 2008). Arpada olgunlasmamig embriyolar kullanilarak yapilan bir baska
transformasyon caligmasinda ise; Golden Promise ¢esidinin transformasyon etkisinin,
calismada kullanilan diger kiiltiir cesitlerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Marthe ve ark., 2015).

Arpada gen aktarim frekansini artirmaya yonelik yapilan caligmalarin basarisini, etkin
ve stirdiirtilebilir bir kallus olusumu ve bitki rejenerasyon sistemlerinin varligir olumlu
yonde etkilemektedir. Yapilacak c¢alismalarda bu amacla kullanilacak arpa

genotiplerinin doku kiiltiiriine verdigi tepkilerin ve rejenerasyon kapasitesi bakimindan
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optimum kosullarin belirlenmesi, transgenik teknolojisinin etkili kullanimindan &nce

gergeklestirilmelidir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu calismada, Tiirkiye’de tretimi yapilan 18 arpa ¢esidi (Cizelge 3.1) ile birlikte
diinyada doku Kkiiltiiri ¢alismalarinda standart olarak kullanilan Golden Promise ¢esidi
kullanilmistir. Caligmada kullanilan Tiirk cesitleri; Tokak 157/37, Cumhuriyet 50,
Biilbiil 89, Tarm-92, Efes-3, Yesevi 93, Orza 96, Kalayc1-97, Kiral-97, Anadolu 98,
Efes 98, Serifehanim 98, Angora, Cetin 2000, Cumra 2001, Catalhoyik 2001,
Aydanhanim ve Zeynel Aga’dir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan arpa cesitleri ve tescil edildigi yerler

No  Cesit Ad1 Basak Yapis1 Tescil Edildigi Yer

1 Tokak 157/37 IKi sirali Tarla Bitkileri Mrk. Ars. Ens. Miid.

2 Cumbhuriyet 50 Iki sirall Anadolu Tarimsal Ars. Ens. Miid.

3 Biilbiil 89 Iki sirali Tarla Bitkileri Mrk. Ars. Ens. Miid.

4 Tarm-92 Iki sirali Tarla Bitkileri Mrk. Ars. Ens. Miid.

5 Efes-3 Iki sirali Anadolu Biracilik Malt ve G. Sn. A. S.
6 Yesevi 93 Iki sirali Tarla Bitkileri Mrk. Ars. Ens. Miid.

7 Orza 96 Iki siral1 Tarla Bitkileri Mrk. Ars. Ens. Miid.

8 Kalayc1-97 Iki sirali Anadolu Tarimsal Ars. Ens. Miid.

9 Kiral-97 Alt1 sirali Bahri Dagdas Ulus. Tar. Ar. Ens. Miid.
10  Anadolu 98 Iki siralt Anadolu Biracilik Malt ve G. Sn. A. S.
11 Efes 98 Iki sirali Anadolu Biracilik Malt ve G. Sn. A. S.
12 Serifehanim 98 Iki sirali Ege Tarimsal Ars. Ens. Miid.

13 Angora Iki sirali Anadolu Biracilik Malt ve G. Sn. A. S.
14  Cetin 2000 Alt1 siral1 Tarla Bitkileri Mrk Ars. Ens. Miid.

15  Cumra 2001 Iki sirali Anadolu Efes Bir. ve Malt San. A. S.
16  Catalhdyilk 2001 Iki sirali Anadolu Efes Bir. ve Malt San. A. S.
17  Aydanhanim Iki siralt Tarla Bitkiler1 Mrk. Ars. Ens. Miid.

18  Zeynel Aga Iki sirali Tarla Bitkileri Mrk. Ars. Ens. Miid.

19  Golden Promise  Iki siral Ingiltere




3.2. YONTEM

Calisma, Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Biyoteknoloji ve

Doku Kiiltiirli Laboratuari’nda ve serasinda yliriitiilmiistiir.

3.2.1. Embriyo Kiiltiiriinde Kullanilacak Bitkilerin Yetistirilmesi

Embriyo kiiltiiriinde kullanilacak bitkiler giindiiz 18-22 °C sicaklik ve 16 saat 151k, gece
14-16 °C sicaklikta ve 8 saat karanlikta kontrollii sera sartlarinda tutulmuslardir (Sekil
3.1). Bitkiler 3 litrelik saksilarda %4 yanmig ahir giibresi, Y4 perlit, V4 torf ve Y4 toprak
karisiminda yetistirilmistir. Her saksiya 1 adet bitki olacak sekilde, her arpa ¢esidinden
10 bitki yetistirilmistir. Bitkiler Hoagland besin ¢dzeltisi ile giibrelenmistir (Cavusoglu
ve ark., 2007). Bitkiler dollendikten 16-20 giin sonra, basaklar embriyo kiiltiirlinde

kullanilmak tizere hasat edilmistir.

Sekil 3.1. Kontrollii sera sartlarinda yetistirilen arpalarin, olgunlasmamis embriyo
kiiltiir{i i¢in uygun donemdeki basaklarina ait bir gériiniim
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3.2.2. Sterilizasyon islemleri

Sterilizasyon in vitro kosullarda yapilan c¢alismalarda onemli bir islemdir. Serada
yetistirilecek bitkilerin, besin ortaminin, petri kaplarin, ¢alisilacak ortamin ve alet-

ekipmanin steril olmasi oldukc¢a dnemlidir.

Kullanilan besin ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basing altinda
yapilmistir (Seyrani, 2006). Embriyo Kkiiltiiriiniin yapildigi Laminar akis kabini
kullanimdan en az 2 saat once calistirilmaya baslanmistir ve calistirlmadan once
kabinin i¢ ylizeyleri %70°1ik etil alkol ile temizlenmistir. Kullanilan aletler (bisturi, pens
vb.) kullanmadan 6nce etil alkol ile muamele edilip sonra alkol alevine tutularak steril

hale getirilmistir (Babaoglu ve ark., 2002).

Kontrollii sera sartlarinda yetistirilen arpa cesitlerinden uygun dénemde aldigimiz
olgunlasmamis embriyolar 6nce %70’lik etil alkol igerisinde 1 dakika, hafifce
karigtirilarak sterilize edilmistir. Daha sonra %1 Tween-20 i¢eren %20’lik ticari gamasir
suyu (sonug¢ ¢ozelti konsantrasyonu yaklasik %1 sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde 15
dakika ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmus (Biiriin ve Poyrazoglu, 2002) ve laminar

akis kabini igerisinde 3-4 kez steril saf su ile durulanmustir.

3.2.3. Embriyo Kiiltiirii i¢cin Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Kiiltiir ortami olarak farkli oksin hormonlari igeren ticari hazirlanmig MS (Murashige ve
Skoog, 1962) salt karisimi1 (Murashige ve Skoog Basal Salt Mixture, Sigma-Aldrich:
M5524) kullanilmigtir. Hazirlanan ortamin pH’s1 5,8 olarak ayarlanmistir. Daha sonra
bu ortamlar sterilizasyon islemin ardindan 10 cm’lik petri kaplarina dokiilmiis (Sekil
3.2) ve katilasincaya kadar steril kabinde bekletilmistir (Ahmet ve Adak, 2007).

Besi ortami igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir. Dahleen (1995), arpada yaptigi bir

calismada besi ortaminda CuSOs kullaniminin kallus olusumunu ve rejenerasyonu
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olumlu yonde etkiledigini belirtmistir. Yaptigimiz bu calismada besi ortamina Cizelge

3.2’de belirtilen miktarda CuSOa ilave edilmistir.

Cizelge 3.2. Modifiye Murashige ve Skoog (MS) ortami

Kimyasallar Miktarlar
MS Salt (Sigma-Aldrich: M5524) 4,31 g/l
Sucrose 30 g/l
Thiamine 1 mg/l
Nicotinic acid 500 ug/l
Pyridoxine 500 pg/l
Myo-inostol 250 pg/l
Phytagel/Gelrite 30
CuSOg4 1,245 mg/I
H3BOs 40,15 mg

Sekil 3.2. Embriyo kiiltiiri i¢in hazirlanan besi ortamlar1
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Embriyo kiiltiirii i¢in hazirlanan MS ortamlarinda dort farkli oksin hormon tipi [2,4-D
(2,4-dichlorophenoxy asetik asit), dicamba (3,6-dichloro-o-anisic acid), NAA (1-

naphthalene asetik asit) ve IAA (indol-3-asetik asit)] kullanilmistir. Oksin hormonlari

doku kiiltiiri ortamlarina 3 mg/l (Zapata ve ark., 2004) diizeyinde uygulanmistir. Her

hormon ti¢ tekrarlamali olarak incelenmistir.

3.2.4. Olgunlasmams Arpa Embriyolarindan Kallus Elde Edilmesi

Olgunlasmamis embriyolar sterilizasyon isleminden sonra, kullanima hazir hale
getirilen laminar akis kabininde steril pens ve bisturi yardimiyla tohumdan ayrilmistir
(Sekil 3.3). izole edilen embriyolar, kallus gelisimini tesvik etmek amaciyla embriyo
ekseni boyunca kesilerek ve bir petri kabina 20 parga (10 adet embriyo) yarim embriyo
skutellum tist kisma gelecek sekilde yerlestirilmistir. Embriyolarin kiiltiire alinmasindan
21 giin sonra gelisen kalluslardan (Sekil 3.4) bitki rejenerasyonu saglamak amaciyla bir
alt kiiltiir yapilmistir. Her uygulama igin bir petri kab1 bir tekerriir olusturmustur ve her
uygulama ii¢ kez tekrarlanmistir. Kallus gelisimi sonrasi yapilan alt kiiltiir esnasinda her
petri kabina 10 adet kallus parcasi (yaklasik /2 cm capinda) konulmustur. Kiiltiirler,
kallus gelisimi i¢in 25 + 2 °C sicaklik sartlarinda ve karanlikta tutulmustur.

Sekil 3.3. Sterilizasyon islemine tabi tutulmus arpa tohumlarinin pens ve bisturi

yardimiyla embriyodan izole edilmesi islemi
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Sekil 3.4. Olgunlagmamis arpa embriyolarindan gelistirilen kalluslara ait bir gortinim

3.2.5. Kalluslardan Bitki Rejenerasyonu

Kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢in olgunlasmamis arpa embriyolarindan elde edilen
kalluslar kullanilmistir. Embriyolardan elde edilen kalluslar dogrudan veya ikinci alt-
kiiltiir yapildiktan sonra 1 mg/I kinetin (sitokinin) ve 0,25 mg/l 2,4-D (oksin) igeren besi
ortaminda siirgiin gelisimine tesvik edilmistir (Sekil 3.5). Siirgiin rejenerasyonu igin
besi ortamlari, yaklagik 18-20 °C giindiiz (16 saat 151k) ve 14-16 °C gece (8 saat
karanlik) sartlarinda tutulmustur (Koyuncu, 2008).
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Sekil 3.5. Kalluslardan siirgiin gelisimi

3.2.6. Olusan Siirgiinlerin Gelistirilmesi ve Koklendirilmesi

Gelisen stirgilinler 2 cm boya ulastiklarinda fide gelisimini ve koklenmeyi saglamak igin
hormonsuz MS ortami igeren magenta kaplarina aktarilmistir (Sekil 3.6). Yaklasik 8-10
cm boya gelen koklenmis fideler 2-3 cm torf iceren suya doyurulmus saksilara
sagirtilmigtir. Toprak igeren saksilara sasirilan fidelerin tizeri streg film ile kapatilarak
ve ilk iki giin su spreyleyerek nispi nem artirilmistir. Daha sonra spreyleme
durdurulmus ve tiglincii giinden itibaren stre¢ filmde kiigiik delikler agilmigtir. 4. ve 5.
giin bu delikler biiyiitiilmiis ve altinct giin ise stre¢ film tamamen kaldirilarak

iklimlendirme tamamlanmustir.
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Sekil 3.6. Siirgilinlerin gelistirilmesi ve kdklendirilmesi

3.2.7. Cahsmada Incelenen Ozellikler

3.2.7.1. Kallus olusum orani (%): Embriyolar kiiltiire alindiktan 20 giin sonra kallus
olusturan eksplantlarin % olarak orani seklinde belirlenmistir.

3.2.7.2. Embriyo basina ortalama kallus iiretim miktar1 (mg): Kallus {ireten
embriyolardaki toplam kallus agirhigi kallus iireten embriyo sayisina boliinerek
belirlenmistir.

3.2.7.3. Alt-kiiltiirden sonra embriyo basina ortalama kallus iiretim miktar1 (mg):
Alt-kiiltiir yapildiktan sonra iiretilen toplam kallus agirliginin alt-kiiltiir yapilan parca
sayisina orani ile belirlenmistir.

3.2.7.4. Rejenerasyon oram (%): Embriyolardan elde edilen kalluslar rejenerasyon
ortammna konduklarinda elde edilen toplam siirglin sayisinin rejenerasyon ortamina

yerlestirilen embriyo pargasi sayisina orani ile hesaplanmistir.
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3.2.7.5. Alt-kiiltiirden sonra rejenerasyon oram (%): Alt kiiltiirden sonra elde edilen
kalluslar rejenerasyon ortamina konduklarinda elde edilen toplam siirgiin sayisinin

rejenerasyon ortamina yerlestirilen kallus pargasi sayisina orani ile belirlenmistir.

3.2.7.6. Embriyo orijinli kalluslardan elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma
basaris1 (%): Embriyodan elde edilen kalluslardan elde edilen ve topraga basari ile

sasirtilan bitki sayisinin kallus veren embriyo sayisina orani ile hesaplanmistir.

3.2.7.7. Alt-kiiltiirden elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma basaris1 (%): Alt-
kiiltiirlerden elde edilen kalluslardan gelistirilen ve topraga basari ile sasirtilan bitki

sayisinin kallus veren embriyo sayisina orani ile belirlenmistir (Seyrani, 2006).

3.2.8. Deneme Deseni ve Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine uygun olarak yiiriitiilmiistiir.
Tiim istatistiki analizlerde MSTAT istatistiksel analiz programi kullanilmistir (Freed ve
Eisensmith, 1986). % oranlar ag1 transformasyonuna tabi tutularak istatistik analiz
yapilmis orijinal degerleri verilmistir. Ortalamalar aras1 farklar Duncan ¢oklu

karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada kallus olusturmak amaciyla ayn1 dozlarda dort farkli oksin hormon tipi
kullanilmistir. Fakat IAA neredeyse hig kallus iiretmemesi nedeniyle istatistik analizden

ve diger degerlendirmelerden ¢ikarilmistir.

4.1. Kallus Olusum Oram (%)

Cesitler ve oksin tipleri arasinda kallus olusum orani (%) bakimindan farkliliklar
istatistiksel anlamda P<0,01 diizeyinde énemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Istatistiksel
degerlendirmeye alinan oksin tipleri bakimindan en yiiksek kallus olusum orani %96,47
ile dicambadan elde edilmis, bunu %86,74 oraniyla 2,4-D ve %32,32 ile NAA takip
etmistir (Cizelge 4.2). Calismamizda elde ettigimiz kallus olusturma oraninin
dicambadan 2,4-D’ye gore daha iyi sonug alindigi bulgusu Halamkova ve ark., (2004)

tarafindan da bildirilmistir.

Cesit ortalamalarina gére Angora ¢esidi %80,59 ile en yiiksek kallus olusum oranina
sahipken, %56,70 ve %56,91 sirasiyla Kalayc1-97 ve Orza 96 en diisiik kallus olusumu
gostermistir (Cizelge 4.2). Angora ¢esidini sirasiyla Zeynel Aga, Cumbhuriyet 50,
Catalhoyiik 2001 ve Biilbiil 89 ¢esitleri takip etmistir. Tiirkiye’de {liretimi yapilan bazi
cesitlerde kallus olusum oraninin standart ¢esit olarak kullanilan Golden Promise
(Bregitzer ve Poulson, 1995) ¢esidinden istatistiksel anlamda daha ytiksek olmasi dikkat
cekicidir.

Kallus olusum orani bakimindan ¢esit ve oksin hormon tipleri arasindaki interaksiyon
onemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Bu interaksiyon cesitlerin farkli hormon tiplerine
verdikleri tepki seviyesi farkindan kaynaklanmistir. 2,4-D ve dicamba hormonlarinin
sagladig1 ortalama kallus olusum oranlar1 arasinda tiim g¢esitlerin ortalamasi olarak

%10’1luk bir fark bulunmasina ragmen, Orza 96 ¢esidinde bu iki hormon arasindaki fark
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%40 olmus, Efes 98 c¢esidinde %26 ve Cumra 2001 c¢esidinde ise %20 civarinda
gerceklesmistir (Cizelge 4.2). Ote yandan Catalhdyiik 2001, Tokak 157/37, Biilbiil 89,
Tarm-92, Kiral-97, Serifehaninm 98, Angora, Zeynel Aga ve Golden Promise

cesitlerinde ise bu fark neredeyse ortadan kalkmaistir.

Cizelge 4.1. Arpa ¢esitlerinde farkli oksin hormonlarinin kallus olusum oranina (%)
etkisine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F degeri
kaynagi derecesi toplami ortalamasi

Cesit 18 6617,0 367,61 6,71
Oksin 2 79630,7 39815,34 726,59
Cesit x oksin int. 36 9336,4 259,35 4,73
Hata 114 6247,0 54,80

Genel 170 101831,1

™ %] diizeyinde énemlidir.
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Cizelge 4.2. Arpa gesitlerinde farkli oksin hormonlarinin kallus olusum oranina (%)

etkisi
Oksin hormonlari

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 96,67 AB™ 100,00 A 30,48 H 75,71 A-D™
Cumhuriyet 50 82,63 B-E 100,00 A 51,17 FGH 77,93 A-D
Biilbiil 89 100,00 A 100,00 A 32,93 H 77,64 AB
Tarm-92 90,83 A-E 91,67 A-D 34,03 H 72,18 A-D
Efes-3 85,97 A-E 98,33 AB 26,32 H 70,21 A-D
Yesevi 93 86,67 B-E 98,33 AB 30,93 H 71,98 A-D
Orza 96 50,00 FGH 90,00 A-E 30,74 H 56,91 E
Kalayc1-97 66,67 EFG 75,00 DEF 28,43 H 56,70 E
Kiral-97 98,33 AB 100,00 A 0,00 1 66,11 DE
Anadolu 98 80,00 CDE 96,67 AB 37,04 GH 71,23 A-D
Efes 98 73,90 DEF 100,00 A 30,53 H 68,14 BCD
Serifehanim 98 98,23 AB 100,00 A 28,70 H 75,64 A-D
Angora 98,13 AB 100,00 A 43,60 GH 80,59 A
Cetin 2000 81,67 B-E 98,33 AB 37,97 GH 72,66 A-D
Cumra 2001 80,00 B-E 100,00 A 28,07 H 69,36 A-D
Catalhoyiik 2001 98,33 AB 98,15 AB 36,78 GH 77,76 ABC
Aydanhanim 93,33 ABC 95,00 ABC 35,22 H 74,51 A-D
Zeynel Aga 96,67 AB 98,15 AB 40,16 GH 78,32 ABC

Golden Promise 90,00 A-E 93,25 A-D 30,90 H 71,38 CD

Ortalama 86,74 B™ 96,47 A 32,32 C

“ %1 diizeyinde &nemlidir. Ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel anlamda onemsizdir.
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Sekil 4.1. Cesit x farkli oksin hormonlarinin kallus olusum oranina (%) etkisi

4.2. Embriyo Basina Ortalama Kallus Uretim Miktar1 (mg)

Embriyo basina ortalama kallus tiretim miktarlar1 (mg) bakimindan gesitler ve oksin
tipleri arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda P<0,01 diizeyinde Onemli
bulunmustur (Cizelge 4.3). Degerlendirmeye alinan {i¢ oksin tipi arasinda hormon
ortalamalar1 bakimindan en yiiksek degeri 101,40 mg ile dicamba vermistir. Onu 74,72
mg ile 2,4-D izlemis ve en diisiik deger 37,19 mg ile NAA’dan elde edilmistir (Cizelge
4.4). Yiiksek kallus iiretiminde dicambanin daha etkili bir oksin tipi oldugu baska
arastirmacilar tarafindan da belirtilmistir (Satyavathi ve ark., 2004).

Cesit ortalamalar1 olarak en iyi sonucu 91,78 mg ile Cetin 2000 ¢esidi vermistir
(Cizelge 4.4). Cumra (87,67 mg), Tokak 157/37 (87,56 mg), Orza 96 (79,78 mg), Efes
98 (78,33 mg) gesitleri de sirasiyla takip etmektedir. Kalayci1-97 ise 47,33 mg ile en
diisiik ortalama kallus {iretim miktarina sahip olmustur. Kallus olusum oraninda oldugu

gibi embriyo basina ortalama kallus iiretim miktarinda da, Tiirkiye’de iiretimi yapilan
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cesitlerin bircogu standart gesit olarak kullanilan Golden Promise (Bregitzer ve Poulson,

1995) ¢esidinden istatistiksel anlamda daha yiiksek miktarda kallus iiretmistir.

Cesit ve oksin hormon tipleri arasindaki interaksiyon énemli bulunmustur (Cizelge 4.3).
Bu interaksiyon g¢esitlerin farkli hormon tiplerine verdikleri tepki farkliliklarindan
kaynaklanmigtir. Kallus iiretim miktar1 bakimindan 2,4-D ve dicamba hormonlarinin
ortalamalar1 arasinda 25 mg’lik bir fark bulunmasina ragmen, Tokak 157/37 ve Orza 96
da bu fark 80 mg’in, Biilbiil 89, Anadolu 98, Catalhdyiik 2001 ve Golden Promise
cesitlerinde de 50 mg’in iizerindedir. Ote yandan Tarm 92, Cetin 2000 ve Zeynel Aga
cesitlerinde ise hemen hemen fark bulunmamaktadir. Cumhuriyet 50, Tarm-92, Angora,
Cetin 2000 ve Aydanhanim g¢esitlerinin ise, 2,4-D’ye dicambadan daha yiiksek tepki

verdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Arpa cesitlerinde farkli oksin hormonlarinin embriyo basina ortalama
kallus tiretim miktarina (mg) etkisine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F degeri
kaynagi derecesi toplami1 ortalamasi

Cesit 18 24909,8 1383,88 4,29"
Oksin 2 118563,3 59281,66 183,79"
Cesit x oksin int. 36 54716,9 1519,91 4,717
Hata 114 36770,0 322,54

Genel 170 234960,0

* %] diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.4. Arpa c¢esitlerinde farklt oksin hormonlarinin embriyo bagina ortalama
kallus tiretim miktarina (mg) etkisi

Oksin hormonlari

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 75,80 E-O™ 147,50 A 39,17 M-S 87,56 AB™
Cumhuriyet 50 75,75 E-O 60,10 J-Q 48,21 M-R 61,33 CD
Biilbiil 89 73,13 F-P 126,20 A-D 28,30 O-S 75,89 ABC
Tarm-92 101,30 B-K 98,25 C-K 32,85 N-S 77,44 ABC
Efes-3 84,27 D-M 108,90 A-l 27,84 P-S 73,33 ABC
Yesevi 93 66,03 1-Q 96,37 C-L 62,90 1-Q 75,11 ABC
Orza 96 55,07 K-R 134,60 ABC 49,56 L-R 79,78 ABC
Kalayc1-97 44,35 M-S 66,24 1-Q 31,89 N-S 4733 D
Kiral-97 77,24 E-N 106,40 A-J 0,00 S 61,11 CD
Anadolu 98 78,57 E-N 144,50 AB 8,97 RS 77,33 ABC
Efes 98 72,56 F-Q 115,60 A-H 46,72 M-R 78,33 ABC
Serifehanim 98 58,64 K-Q 64,50 1-Q 4759 M-R 57,00 CD
Angora 99,95 B-K 69,89 H-Q 46,24 M-R 72,00 A-D
Cetin 2000 118,30 A-F 117,07 A-G 39,656 M-S 91,78 A
Cumra 2001 83,68 D-M 124,10 A-D 54,63 K-R 87,67 AB
Catalhoyiik 2001 56,40 K-Q 119,20 A-E 4434 M-S 73,44 ABC
Aydanhanim 71,90 G-Q 47,00 M-R 43,05 M-S 54,00 CD
Zeynel Aga 72,40 F-Q 72,61 F-Q 25,30 QRS 56,89 CD
Golden Promise 49,23 L-R 107,40 A-l 28,53 O-S 61,89 BCD
Ortalama 7442 B” 101,40 A 37,19 C

“ %1 diizeyinde &nemlidir. Ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel anlamda onemsizdir.
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Cesitler

Sekil 4.2. Cesit x farkli oksin hormonlarinin embriyo basina ortalama kallus {iretim
miktarma (mg) etkisi

4.3. Alt-Kiiltiirden Sonra Embriyo Basina Ortalama Kallus Uretim Miktar1 (mg)

Cesitler ve oksin tipleri arasinda alt-kiiltiirden sonra embriyo basina ortalama kallus
tretim miktar1 (mg) bakimindan istatistiksel anlamda o6nemli farkliliklar (P<0,01)
bulunmustur (Cizelge 4.5). Alt-kiiltiirden sonra embriyo basina ortalama kallus tiretim
miktara bakildiginda, hormon ortalamalar1 bakimindan 2,4-D ortalama 92,84 mg ile
en yiksek degere sahiptir. Onu 84,51 mg ile dicamba ve 50,65 mg ile NAA takip

etmektedir.

Cesit ortalamalarma olarak Tokak 157/37, 106,90 mg kallus iiretim miktar1 ile en
yiiksek degere sahiptir (Cizelge 4.6). Arpada gen aktarim frekansini arrtirilmasina
yonelik bir ¢alismada da, Tokak varyetesinin 4 mg dicamba igeren MS besi ortaminda
kallus olusturan ortalama embriyo sayisinin daha fazla oldugu goézlemlenmistir
(Karakas, 2005). Bunu sirasiyla; Biilbiil 89 (97,44 mg), Efes-3 (95,89 mg), Golden
Promise (91,67 mg), Cumra 2001 (91,00 mg) ve Anadolu 98 (89,44 mg) gesitleri takip
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etmistir. Kalayci-97 ¢esidi ise 35,44 mg ile cesit ortalamalar1 bakimindan en diisiik

degere sahiptir.

Cesit x farkli oksin hormonlarinin interaksiyonu 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5).
Bazi c¢esitlerde 2,4-D daha yiiksek alt kiiltiir sonrasi kallus iiretimi saglarken
(Cumbhuriyet 50, Yesevi 93, Efes 98, Angora, Cumra 2001, Aydanhanim ve Golden
Promise) bazi gesitlerde dicamba daha yiiksek degerler saglamistir (Tokak 157/37,
Biilbiil 89, Tarm-92, Orza 96, Anadolu 98 ve Cetin 2000), baz1 ¢esitlerde ise iki oksinin
etkileri benzer diizeyde olmustur (Efes 3, Kalayci-97, Kiral-97, Serifehanim 98,
Catalhoyiik 2001 ve Zeynel Aga). NAA’da ise baz1 c¢esitler (Kiral-97, Aydanhanim,
Kalayci-97 ve Cetin 2000) c¢ok diigik degerler vermistir. Bu farkliliklar

interaksiyonlarin 6nemli ¢ikmasinda etkili olmustur.

Cizelge 4.5. Arpa ¢esitlerinde farkli oksin hormonlarimin alt-kiiltiirden sonra embriyo
basina ortalama kallus iiretim miktarma (mg) etkisine ait varyans analiz

tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareleri F degeri
kaynagi derecesi toplami ortalamasi

Cesit 18 51276,2 2848,68 10,39™
Oksin 2 56927,2 28463,60 103,86
Cesit x oksin int. 36 48771,9 1354,78 4,94™
Hata 114 312427 274,06

Genel 170 188218,0

* %] diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.6. Arpa gesitlerinde farkli oksin hormonlarmin alt-kiiltiirden sonra embriyo
basina ortalama kallus iiretim miktarina (mg) etkisi

Oksin hormonlari

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 105,30 A-H™ 116,50 A-D 98,62 A-J 106,90 A™
Cumhuriyet 50 117,80 A-D 69,85 F-N 77,38 B-N 88,22 A-E
Biilbiil 89 104,00 A-I 130,00 A 58,44 J-Q 97,44 AB
Tarm-92 85,30 B-L 96,18 A-J 75,39 D-N 85,67 A-F
Efes-3 110,80 A-G 109,10 A-G 68,45 G-O 95,89 AB
Yesevi 93 111,50 A-G 69,93 F-N 26,42 O-R 69,22 C-G
Orza 96 51,33 K-Q 111,10 A-F 37,90 N-R 67,22 D-G
Kalayc1-97 48,64 L-Q 39,71 M-R 18,29 QR 35,44 H
Kiral-97 86,67 B-L 84,75 B-L 0,00 R 57,11 G
Anadolu 98 90,76 A-L 113,90 A-E 63,88 H-P 89,44 A-D
Efes 98 101,10 A-J 75,89 D-N 26,73 O-R 67,67 D-G
Serifehanim 98 65,14 H-P 61,70 I-P 69,79 F-N 65,44 EFG
Angora 114,10 A-E 50,54 K-Q 62,75 H-P 75,89 B-G
Cetin 2000 59,55 J-Q 83,46 B-L 22,50 POR 55,33 GH
Cumra 2001 120,20 AB 93,78 A-K 59,19 J-Q 91,00 ABC
Catalhoyiik 2001 73,27 E-N 78,17 B-N 50,24 K-Q 67,11 D-G
Aydanhanim 119,20 ABC 48,80 L-Q 19,53 QR 62,56 FG
Zeynel Aga 83,53 B-L 89,58 A-L 50,93 K-Q 74,78 B-G
Golden Promise 116,30 A-E 82,42 B-M 76,18 C-N 91,67 ABC
Ortalama 92,84 A™ 84,51 B 50,65 C

“ %1 diizeyinde &nemlidir. Ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel anlamda onemsizdir.
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Sekil 4.3. Cesit x farkli oksin hormonlarinin alt-kiiltiirden sonra embriyo basina
ortalama kallus tiretim miktarina (mg) etkisi

4.4. Rejenerasyon Oram (%0)

Cesitler ve oksin tipleri arasinda rejenerasyon orani bakimindan istatistiksel anlamda
onemli farkliliklar bulunmustur (P<0,01) (Cizelge 4.7). Rejenerasyon oranlarinda,
hormon ortalamalar1 bakimindan %21,86 ile 2,4-D en yiiksek, %6,25 ile NAA en diisiik
degeri almistir. Arpada bitki rejenerasyonu bakimindan 2,4-D’nin daha etkili oldugu
yapilan baska rejenerasyon ¢alismalarinda da ortaya koyulmustur (Vitanova ve ark.,
1995; Zapata ve ark., 2004).

Cesitlerin rejenerasyon oranlar1 %0,00 ile %31,29 arasinda degismistir (Cizelge 4.8). En
yiksek deger %31,29 ile Golden Promise g¢esidine aittir. Tarm-92 %25,92 ve
Catalhoytik 2001 %24,89 ortalama ile Golden Promise’yi takip eden ¢esitler olmustur.
Orza-96 cesidinden hi¢ rejenerasyon saglamazken, Cetin 2000 ¢esidi %]1’in altinda

rejenerasyona sahip olmustur.
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Onemli oldugu belirlenen cesit x farkli oksin hormonlarmin interaksiyonunda 2,4-D’ye
gore dicamba da daha yiiksek rejenerasyon veren Aydanhanim ¢esidi ile benzer tepkiler
veren Tarm-92, Serifehanim 98 ve Golden Promise ¢esitleri etkili olmus goériinmektedir
(Cizelge 4.8). Golden Promise ¢esidinin ii¢ oksin tipinde yiiksek rejenerasyon oranina

sahip olmasi da bu interaksiyonda etkili olmus olabilir.

Cizelge 4.7. Arpa gesitlerinde farkli oksin hormonlarinin rejenerasyon orania (%)
etkisine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareleri F degeri
kaynagi derecesi toplami1 ortalamasi

Cesit 18 13978,3 776,57 10,16™
Oksin 2 8475,7 4237,85 55,46
Cesit x oksin int. 36 7837,0 217,69 2,857
Hata 114 8711,5 76,42

Genel 170 39002,5

™ %1 diizeyinde dnemlidir.
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Cizelge 4.8. Arpa gesitlerinde farkli oksin hormonlarinin rejenerasyon oranma (%)

etkisi
Oksin hormonlar1

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 34,10 A-D™ 5,53 E-H 0,00 H 13,21 BCD™
Cumbhuriyet 50 31,33 A-E 16,67 A-H 18,00 A-G 22,00 AB
Biilbiil 89 27,77 A-E 5,53 E-H 14,00 A-H 15,77 BC
Tarm-92 41,67 A 36,10 ABC 0,00 H 25,92 AB
Efes-3 19,47 A-G 8,33 C-H 12,33 B-H 13,38 BC
Yesevi 93 13,90 A-H 8,30 B-H 0,00 H 7,40 CDE
Orza 96 0,00 H 0,00 H 0,00 H 0,00 E
Kalayc1-97 8,33 D-H 0,00 H 0,00 H 2,78 DE
Kiral-97 8,33 E-H 3,70 FGH 0,00 H 4,01 DE
Anadolu 98 11,10 A-H 0,00 H 0,00 H 3,70 DE
Efes 98 16,67 A-H 0,00 H 11,33 B-H 9,33 CDE
Serifehanim 98 33,30 A-D 30,53 A-E 0,00 H 21,28 ABC
Angora 25,00 A-F 9,90 C-H 467 FGH 13,19 BCD
Cetin 2000 2,77 GH 0,00 H 0,00 H 092 E
Cumra 2001 22,23 A-G 11,10 A-H 0,00 H 11,11 BCD
Catalhoytik 2001 38,87 AB 11,13 B-H 24,67 A-F 24,89 AB
Aydanhanim 22,23 A-G 25,03 A-F 0,00 H 15,76 BC
Zeynel Aga 25,03 A-F 5,53 E-H 3,67 FGH 11,41 BCD
Golden Promise 33,30 A-D 30,57 A-E 30,00 A-E 31,29 A
Ortalama 21,86 A™ 10,95 B 6,25 C

“ %1 diizeyinde 6nemlidir. Aym harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel anlamda onemsizdir.
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Sekil 4.4. Cesit x farkli oksin hormonlarinin rejenerasyon oranina (%) etkisi

4.5. Alt-Kiiltiirden Sonra Rejenerasyon Oram (%0)

Cesitler ve oksin tipleri arasinda alt-kiiltiirden sonra rejenerasyon orani bakimindan
farkliliklar istatistiksel anlamda P<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.9).
Alt-kiiltiirlerden sonra rejenerasyon orani bakimindan en yiiksek deger %9,64 ile 2,4-
D’den elde edilmis, bu oksini %5,42 ile dicamba ve %2,20 ile NAA takip etmistir
(Cizelge 4.10). NAA oksini ile elde edilen kalluslar sadece dort gesitte alt kiiltiir sonrasi

rejenerasyon olusturabilmistir.

Cesit ortalamalar1 bakimindan karsilastirdigimizda, Golden Promise ¢esidinin %17,74
ile en yiiksek alt kiiltiirden sonra rejenerasyon oranina sahip oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.10). Cumhuriyet 50 (%10,56), Catalhoyiik 2001 (%10,11) ve Serifehanim 98
(%10,03) gesitleri Golden Promise ¢esidini izlemislerdir.

Cesit x farkli oksin hormonlarinin interaksiyonu da énemli bulunmustur (Cizelge 4.9).
Bu etkinin hormonlarin cesitlere verdigi tepkinin etki siddetinin farkli olmasindan

kaynaklandig1 soOylenebilir. Serifehanim 98, Aydanhanim ve Golden Promise
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cesitlerinde dicambada, 2,4-D ortamindan daha yiiksek rejenerasyon oranina sahip

oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.9. Arpa ¢esitlerinde farkli oksin hormonlarmin alt-kiiltiirden sonra
rejenerasyon oranina (%) etkisine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareleri F degeri
kaynagi derecesi toplami1 ortalamasi

Cesit 18 5635,2 313,07 5,90
Oksin 2 4482,6 2241,28 42,21"
Cesit x oksin int. 36 4037,5 112,15 2,117
Hata 114 6053,8 53,10

Genel 170 20209,0

™ %1 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.10. Arpa cesitlerinde farkli oksin hormonlarin alt-kiiltiirden sonra
rejenerasyon oranina (%) etkisi

Oksin hormonlari

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 13,89 A-E” 2,78 DE 0,00 E 5,56 B-E™
Cumhuriyet-50 16,67 A-D 15,00 A-D 0,00 E 10,56 ABC
Biilbiil-89 13,89 A-D 2,78 DE 0,00 E 5,56 B-E
Tarm-92 11,82 A-E 11,11 A-E 0,00 E 7,64 BCD
Efes-3 11,11 A-E 2,78 DE 0,00 E 4,63 B-E
Yesevi-93 8,33 A-E 3,70 B-E 0,00 E 4,01 B-E
Orza-96 0,00 E 0,00 E 0,00 E 0,00 E
Kalayci1-97 6,48 A-E 0,00 E 0,00 E 2,16 DE
Kiral-97 5,81 A-E 3,33 CDE 0,00 E 3,05 B-E
Anadolu-98 8,93 A-E 0,00 E 0,00 E 2,98 CDE
Efes-98 9,26 A-E 0,00 E 12,22 A-E 7,16 B-E
Serifehanim-98 11,11 A-E 18,97 ABC 0,00 E 10,03 ABC
Angora 8,12 A-E 2,78 DE 0,00 E 3,63 B-E
Cetin-2000 0,00 E 0,00 E 0,00 E 0,00 E
Cumra-2001 555 A-E 0,00 E 0,00 E 1,85 DE
Catalhoyiik-2001 13,89 A-D 6,11 A-E 10,32 A-E 10,11 AB
Aydanhanim 8,33 A-E 14,14 A-D 0,00 E 7,49 BCD
Zeynelaga 11,24 A-E 0,00 E 417 A-E 5,13 B-E
Golden Promise 18,79 AB 19,45 A 15,00 A-E 17,74 A
Ortalama 9,64 A 542 B 2,20 C

® %1 diizeyinde o&nemlidir. Ayni1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel anlamda 6nemsizdir.
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Sekil 4.5. Cesit x farkli oksin hormonlarimin alt-kiiltiirden sonra rejenerasyon oranina
(%) etkisi

4.6. Embriyo Orijinli Kalluslardan Elde Edilen Bitkilerin Topraga Sasirtilma
Basarisi (%0)

Bazi ¢esitlerde hi¢ bitki elde edilmedigi i¢in ve elde edilenlerde de sayilar az oldugu
icin bu degiskende varyans analizi yapilmamig, sonuglar sadece ortalama olarak
verilmistir. Embriyo orijinli kalluslardan elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma

yiizdeleri Cizelge 4.11°de verilmistir.

Oksin ylizdelerinin ortalamalar1 karsilastirildiginda, 2,4-D ortamindan elde edilen
kalluslardan gelistirilen bitkilerin topraga sasirtilma yiizdesi daha fazladir (Cizelge
4.11). Bunu dicamba ve NAA sirasiyla izlemektedir. Ciinkii 2,4-D ortamindan elde
edilen kallus olusum orani daha yiiksek oldugundan (Zapata ve ark., 2004), bu ortamdan
gelen kalluslarin fazla olmasi (Cizelge 4.6) siirgiin rejenerasyonu ortamina konulan ve

koklendirilen bitkilerin fazla olmasina neden olmustur.
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Cesitler bakimindan degerlendirildiginde, standart ¢esit olarak kullanilan Golden
Promise ¢esidinde {i¢ oksin tipinde de bitki rejenerasyonu saglanmistir. Ayni sekilde
Tiirk ¢esitlerinden Efes-3, Biilbiil 89, Cumhuriyet, Angora ve Catalhdyiik 2001
cesitlerinde de her ii¢ oksin tipinden gelistirilen kalluslardan bitki rejenerasyonu
saglanmistir. Cesitler Golden Promise ile karsilastirildiginda, Biilbiil 89 c¢esidinin
topraga sasirtilma basarisinin Golden Promise’e ¢ok yakin oldugu, Efes-3, Angora ve
Catalhoyiik 2001 cesitleri de biraz daha diisiik olmakla birlikte bu cesitlere yakin

topraga sasirtilma basarisi gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Embriyo orijinli kalluslardan elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma

basarist (%)
Oksin hormonlar1

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 50,00 100,00 - 50,00
Cumhuriyet 50 54,50 66,70 60,00 60,40
Biilbiil 89 60,00 100,00 100,00 86,66
Tarm-92 53,30 61,50 - 38,26
Efes-3 66,70 66,70 100,00 77,80
Yesevi 93 80,00 66,70 - 48,90
Orza 96 - - - -
Kalayc1-97 100,00 - - 33,33
Kiral-97 100,00 100,00 - 66,66
Anadolu 98 75,00 - - 25,00
Efes 98 66,70 - 100,00 55,56
Serifehanim 98 66,70 72,70 - 46,46
Angora 77,80 50,00 100,00 75,93
Cetin 2000 100,00 - - 33,33
Cumra 2001 87,50 100,00 - 62,50
Catalhoyiik 2001 85,70 75,00 60,00 73,56
Aydanhanim 75,00 66,70 - 47,23
Zeynel Aga 100,00 100,00 - 66,66
Golden Promise 83,30 72,70 100,00 85,33
Ortalama 72,75 57,83 32,63
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4.7. Alt-Kiiltiirden Elde Edilen Bitkilerin Topraga Sasirtilma Basarisi (%0)

Baz1 ¢esitlerde alt kiiltlirden sonra hi¢ rejenerasyon olmadigi i¢in ve olanlarda da
sayilar1 az oldugundan bu degiskende varyans analizi yapilmamis, sonuglar sadece
ortalama olarak verilmistir. Alt-kiiltirden elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma

yiizdeleri Cizelge 4.12°de verilmistir.

Oksin tipleri bakimindan Kkarsilastirildiginda 2,4-D ortamindan elde edilen alt-
kiiltiirlerin kalluslarindan gelistirilen bitkilerin topraga sasirtilma yiizdeleri daha fazladir
(Cizelge 4.12). Bunu sirasiyla dicamba ve NAA izlemektedir. Ciinkii 2,4-D ortamindan
alt-kiiltiire alinan kalluslar daha fazla oldugundan (Vitanova ve ark., 1995), bu
ortamdan gelen kalluslarin fazla olmasi (Cizelge 4.6) siirgiin rejenerasyonu ortamina

konulan ve koklendirilen bitkilerin fazla olmasina neden olmustur.

Cesitler bakimindan degerlendirildiginde, standart c¢esit olarak kullanilan Golden
Promise g¢esidinden her ii¢ oksin ortamindan elde edilen alt-kiiltiirlerin kalluslarindan
bitki rejenerasyonu saglanmistir. Tiirk ¢esitlerinden ise, sadece Catalhoyiik 2001
¢esidinde her ti¢ oksin tipinde de bitki rejenerasyonu saglanmustir. Cesitlerin basarisina
bakildiginda; Catalhoyilik 2001, Serifehanim 98, Angora, Tokak 157/37, Biilbiil 89 ve

Yesevi 93 ¢esitlerinin Golden Promise ¢esidine yakin degerler verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.12. Alt-kiiltiirden elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma basarisi (%)

Oksin hormonlari

Cesitler 2,4-D Dicamba NAA Ortalama
Tokak 157/37 80,00 100,00 - 60,00
Cumhuriyet 50 83,30 80,00 - 54,43
Biilbiil 89 80,00 100,00 - 60,00
Tarm-92 100,00 50,00 - 50,00
Efes-3 75,00 100,00 - 58,33
Yesevio3 100,00 100,00 - 66,66
Orza 96 - - - -
Kalayc1-97 50,00 - - 16,66
Kiral-97 50,00 100,00 - 50,00
Anadolu 98 50,00 - - 16,66
Efes98 66,70 - 100,00 55,56
Serifehanim 98 100,00 80,00 - 60,00
Angora 100,00 100,00 - 66,66
Cetin-2000 - - - -
Cumra 2001 50,00 - - 16,66
Catalhoyiik 2001 60,00 100,00 50,00 70,00
Aydanhanim 66,70 100,00 - 55,56
Zeynel Aga 75,00 - 100,00 58,33
Golden Promise 66,70 100,00 50,00 72,23
Ortalama 65,97 58,42 15,79
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5. SONUCLAR

Tiirkiye’de iiretimi yapilan bazi arpa ¢esitlerinin olgunlasmamis embriyolarini
kullanilarak yapilan bu ¢alismada, farkli oksin hormonlarinin kallus iiretimi ve bitki
rejenerasyonuna etkileri incelenmistir. Diinyada yapilan doku kiiltlirii ¢alismalarinda
standart olarak kullanilan Golden Promise ¢esidi bu calismada da standart olarak
kullanilmistir. Bu arpa ¢esitlerinin olgunlagmamis embriyolardan kallus olusturmak
amaciyla, dort farkli oksin hormon tipi [2,4-D (2,4-dichlorophenoxy asetik asit),
dicamba (3,6-dichloro-o-anisic acid), NAA (1-naphthalene asetik asit) ve IAA (indol-3-
asetik asit)] 3 mg/l diizeyinde kullanilmistir. Fakat IAA neredeyse hi¢c kallus

tiretmemesi nedeniyle istatistik analizden ve diger degerlendirmelerden ¢ikarilmistir.

Calismada kallus olusum orani, embriyo bagina ortalama kallus iiretim miktari, alt-
kiiltiirden sonra embriyo basina ortalama kallus iiretim miktari, rejenerasyon orani, alt-
kiiltiirden sonra rejenerasyon oranina etkisi ile embriyo orijinli kalluslardan elde edilen
bitkilerin ve alt-kiiltiirden elde edilen bitkilerin topraga sasirtilma basarisi incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore embriyolarin kallus olusturma orani ve embriyo basina
tiretilen kallus miktar1 en yiiksek dicamba uygulamasindan; alt-kiiltiirden sonra kallus
tiretim miktari, rejenerasyon orani ve alt kiiltiirden sonra rejenerasyon orani en yliksek

2,4-D uygulamasindan elde edilmistir.

Kallus olusum oranlari, embriyo basina iiretilen ortalama kallus miktar1 ve alt kiiltiirden
sonra embriyo bagina iretilen ortalama kallus miktar1 bakimindan incelenen ¢ogu
cesitler standart cesit Golden Promise’e benzer veya daha iyi degerlere sahipken,
rejenerasyon orani bakimindan Golden Promise ¢esidi kendisini izleyen en iyi
cesitlerden bile yaklasik %20 daha yiiksek oranda rejenerasyon saglamistir. Yerli
cesitler iginde Tarm-92, Catalhdyiik 2001, Cumhuriyet 50 ve Serifehanim 98 en yiiksek
degerlere sahip olmustur. Alt kiiltiirden sonra rejenerasyon orani bakimindan Golden
Promise ¢esidinin Ustiinliigli daha da belirgin olmus ve bu cesit alt-kiiltiir sonrasi
rejenerasyon bakimindan en yiiksek degerlere sahip yerli ¢esitler olan Catalhdytik 2001,

Cumhuriyet 50 ve Serifehanim 98’den yaklasik %75 daha yiiksek degerlere sahip
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olmustur. Golden Promise c¢esidi elde edilen siirgiinlerin basarili sekilde topraga

sagirtilmasinda da diger cesitlere gore yliksek performans gostermistir.

Cesit x farkli oksin hormonlarinin interaksiyonlari kallus olusum orani, embriyo bagina
ortalama kallus iiretim miktar1, alt-kiiltiirden sonra embriyo basina ortalama kallus
iiretim miktari, rejenerasyon orani ve alt-kiiltiirden sonra rejenerasyon orani bakimindan
onemli bulunmustur. Bu durum farkli ¢esitler i¢in farkli hormon uygulamalarinin en iyi
sonucu verdigini ve cesitlere gore farkli hormonlarin kullanilmasi gerektigini

gostermektedir.

Sonug olarak, arpada transgenik bitki {iretimi ve diger 1slah amaglar1 i¢in kullanilacak
olan kallus kiiltiirlerinin basaris1 konusunda, embriyolarin kallus olusturma orani ve
kallus tretim miktar1 bakimindan cesitlere gore degismekle birlikte genel olarak
dicamba hormonu daha iyi iken, alt kiiltlirden sonra kallus iiretimi ve rejenerasyon
bakimindan 2,4-D daha istiin bulunmustur. Yerli ¢esitlerin ¢ogunun kallus tiretimi
bakimindan standart cesit kabul edilen Golden Promise kadar 1iyi, hatta daha iyi oldugu
belirlenmistir. Ancak rejenerasyon oOzellikleri bakimindan Golden Promise c¢esidi
belirgin sekilde daha iyi performans gostermistir. Bu nedenle herhangi bir cesitle
yapilacak olan genetik transformasyon calismalarinin Golden Promise c¢esidi ile
yapilmasi, ancak yerli ¢esitlerden birinin kullanilmas1 gerektigi durumlarda Catalhdyiik
2001, Cumbhuriyet 50 ve Serifehanim 98 cesitlerinden birinin Segilebilecegi

belirlenmistir.
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