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ONSOzZ

Son 15 wil iginde hizla gelisen bitki biyoteknolojisi, biyoteknolojinin en o6nemli
alanlarindan birisidir. Bagta hastalik ve zararlilara dayamklilik olmak {izere, kiltiir bitkilerinin
besin kalitesinin arttinimas: ve gevresel streslere karsi direng kazanma gibi birgok tarimsal
ozelligin iyilegtirilmesinde klasik 1slah yontemleri gogu kez yetersiz kalmaktadir. Oysa, bitki
biyoteknolojisinde kullanilan doku kiiltiirii ve bitkilere gen aktarim yontemleri sayesinde gogu
bitkinin 1slahinda tanmsal agidan 6nemli sonuglar elde edilmigtir. Caligmamizda amacimiz,
ilkemiz ve diinya nifusunun beslenmesinde en 6nemli besin kaynaklarindan birisi olan
bugday bitkisinin {ilkemizde yetigtirilen farkli cesitlerinin doku kiiltiriindeki rejenerasyon
kapasitesini ve Agrobacterium tumefaciens aracth ile genetik transformasyonunun
gerceklesip gerceklesmeyecegini in vitro ortamda aragtirmaktir. Ayrica verilerimizin, bugday
1slahina yonelik olarak yapilmakta olan galigmalara bir katkida bulunacafim digtinmekteyiz.

Bana bu konuda c¢alisma olanag:i veren damigmanim Prof Dr. Kayahan FISKIN® a
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Kenan TURGUT’ a, emefiini ve bilgisini benimle paylasan arkadajim Ars. Gor. K. Melih
TASKIN’ a, tezimde yer alan fotograflarin ¢ekilmesinde bitylik emegi olan Ary. Gor. Deniz
SIRIN” e, istatistiklerin yapilmasinda yardimlarim gordugiim Ars.Gor. Ercan OZKAYNAK’
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OzET
FARKLI BUGDAY GENOTIPLERININ IN VITRO REJENERASYON ve
GENETIK TRANSFORMASYON OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Ayse Gil NASIRCHLAR
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Danigman: Prof. Dr. Kayahan FISKIN

Aralik 2003, 77+x sayfa

Bu caliymada, bugdaymn in vitro rejenerasyon yetene§i ve Agrobacterium tumefaciens
aracihif ile genetik transformasyonu aragtirilmigtir. Olgunlagmig embriyo kiltiirtinden kallus
olusumu ve siirgiin rejenerasyonuna yonelik etkili bir yontem gelis;tirmek icin, iki kighk
bugday tirtinden (7riticum aestivum, Triticum durum) 10 farkli genotipin olgunlagmg
embriyolar, iclerine degigik bitki biiyiime diizenleyiciler eklenmig Murashige & Skoog (MS)
besin ortaminda kiiltiire alinmuglardir. Farkli indiiksiyon ortamlannda, kiiltir cevabina
genotipin etkisi yiiksek bulunmustur. I. aestivum gesitleri arasinda Yakar en iyi rejenerasyon
kapasitesine sahipken, 7. durum gesitleri arasinda Kiziltan ve Yilmaz en iyi rejenerasyon
kapasitesine sahip gesitlerdir. Kallus olujum oram ve kallusun rejenerasyon kapasitesi
birbirinden bagimsiz olmugtur. Olgunlagmig embriyolar, yil boyunca kullamma hazir
olmalarindan dolays, bugday doku kiiltiiriinde etkili bir kaynak olarak kullamlabilir.

Transformasyon galigmalarinda iki farklt Agrobacterium tumefaciens susu kullamlmgtir.
Olgun embriyo ve olgun embriyodan olugan kalluslar gus ve mptII genlerini tagiyan
Agrobacterium suglan ile enfekte edildi. Transformasyon galigmalar: sonucunda, herbangi bir
aday transgenik bitki elde edilememigtir.
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In this work, in vitro regeneration ability and genetic transformation of wheat via
Agrobacterium tumefaciens were investigated, Mature embryos of ten winter wheat genotypes
from two species of wheat (7. aestivum, T.durum) were cultured in MS medium supplemented
with different plant growth regulators to develop an efficient method of callus formation and
plant regeneration from mature embryo culture. A strong genotypic effect on the culture
responses was found in different media. While Yakar had the highest regeneration capacity
among the T. aestivum cultivars, Yilmaz and Kiziltan had an excellent regeneration capacity
among the 7. durum cultivars. Callus induction rate and regeneration capacity of callus were
found independent of each other. Mature embryos being available throughout the year, can be
used an effective explant source in wheat tissue culture.

In transformation works, two different Agrobacterium tumefaciens strains was used.
Mature embryo and mature embryo derived calli were transformed using disarmed
Agrobacterium strains carrying both gus and nptll genes. In results of transformation
experiments, no putative transgenic plants were obtained by histochemical GUS assay.
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1. GiRis
1.1. In Vitro Rejenerasyon Cahsmalari

1.1.1. Bugdaym dnemi ve kullamm alanlar:

Bitiin diinyada en onemli besin kaynagim olugturan tahillardan yaklagik olarak
M.O. 10000 yillarinda yararlanmaya baglanmigtir (Cinar 2003). 785 cins ve 10000” den
fazla tiirt kapsayan Gramineae (Poaceae) familyast Angiospermae (kapall tohumlu
bitkiler)’ nin en kalabalik familyalarindan birisi ve en énemlisidir. Insan beslenmesinde
onemli yeri olan ve hayvancilikta yem kaynag: olarak kullanilan birgok bitki tiiri bu
familyamin tiyesidir (Biiriin 1996).

Bugday da nusir ve geltik gibi, dinyadaki belli bagli tahil iiriinlerini igeren Poaceae
familyasmin bir tyesidir (Patnaik ve Khurana 2001). Bugday, M.O. 10000-15000
yillarinda Orta DoBu’ da yetistirilmis ve tarih dncesi dénemde besin kayna@: olarak
kullamlmaya baglanmigtir (Quisenberry ve Reitz 1967). Yenilebilir tahillar arasinda
bugday, diinya populasyonunun beslenmesi i¢in en fazla protein ve enerji saglayan
kaynaklardan birisidir (Patnaik ve Khurana 2001, Quisenberry ve Reitz 1967, Ahmad
vd 2002b). Bugday, diger tahil uriinleri gibi, besin maddesi olarak bazi dogal
avantajlara sahiptir. Bunlar arasinda besleyici olmasi, depolanma ve tasginmasinin kolay
olmas1 ve kolayca iglenebilme 6zelligi sayilabilir (Quisenberry ve Reitz 1967). Bugday
diger tahillardan farkl: olarak, mayall ekmek yapiminda kullamlabilen tek tahuldir
(Barro vd 1997). Aynica ¢ok farkli iklim kogullanina uyum yetenegine sahip olup,
hastalik ve zararlilara karsi dayamkhdir. Ekmek, makarna, bulgur ve diger bazt besin
maddelerinin yapiminda ve hayvan beslenmesinde ¢ok biiyiikk oneme sahiptir. Sap, tane
ve kok kalintilan topragin organik maddesine katkida bulunur (Cinar 2003).

FAO 2001 yili istatistiklerine bakildiginda, diinya tahil iiretimindeki siralama;
nusir, piring, bugday, arpa, sorghum, dan, yulaf ve ¢avdar geklinde gerceklesmis oiup
bu stralama tilkemiz igin bugday, arpa, misir, piring, yulaf, ¢avdar ve dan seklindedir
(Cinar 2003).



Giniimiizde, tretilen bugdayin % 95° 1 ekmek ve diger hamurlu wrinlerin
hazirlanmasinda kullamlan hexaploid tiptir (Patnaik ve Khburana 2001). Triticum
aestivum L. olarak adlandinilan bu tip, ekmek yapiminda kullanilmas: nedeniyle
ekmeklik bugday olarak da bilinir (Quisenberry ve Reitz 1967), Geri kalan % 5° lik
kisim ise genel olarak makarna ve biskiivi yaprminda kullanilan tetraploid durum
bugdayidir (Patnaik ve Khurana 2001). Triticum durum, makama yapiminda
kullaniimasi nedeniyle makarnalik bugday olarak da isimlendirilir (Quisenberry ve
Reitz 1967). Baz iilke ve bolgelerde ¢ok kiiciik alanlarda diger bazi tiirler de yetistirilir.
Bunlar kaphca (Zriticum monococcum), gernik (Triticum dicoccum) ve topbas (Zriticum
compactum) olarak isimlendirilen bugdaylardir (Cinar 2003).

1.1.2. Bitki doku kiiltiirleri

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hicreleri), doku (gesithi bitki
kisimlan = eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kissmlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir. Yeni ¢esit
geligtirmek ve mevcut gegitlerde genetik ¢esitlilik olusturmak doku kiiltiiriniin temel
amaglan arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme
galigmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, kaybolmakta olan tirlerin
korunmasinda ve coJaltilmasi zor olan tirlerin iretiminde, gesitli doku kiiltiiria
yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullamilan temel sistem
bitki rejenerasyonudur (Purnhauser vd 1987). In vitro bitki rejenerasyon yontemlerinin
amaci, kallusta meristematik bolgelerin ve meristematik siirgiinlerin olusumunu
arttirmaktir (Vouchkova vd 1993). Bitki rejenerasyonu, kiiltiir yapilan hiicrelerin
ozellikleri itibariyla ii¢ kisimda incelenebilir: 1) Organize olmug meristematik hiicreleri
iceren somatik dokulardan rejenerasyon, 2) meristematik olmayan somatik hiicrelerden
rejenerasyon ve 3) mayoz boliinme gegirmig gametik hiicrelerden rejenerasyon. Birinci
tip rejenerasyonda ug ve yan meristemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Buna meristem kiiltiirii
yoluyla klonal goZaltim denir. Elde edilen hiicreler tamamen verici bitkiye benzerler.



Ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bir bitki eksplantimn kesilmiy yiizeylerindeki belirli
somatik hiicrelerin bir kisminin, genellikle bitki biiyiime diizenleyicilerinin (6zellikle
oksin ve sitokininler) etkisi sonucu bdliinerek ve organize olarak, organlari ve daha
sonra da bitkiyi (dogrudan organogenesis) veya bir somatik hiicrenin siirekli bélinerek
embrivo ve daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmast (dogrudan somatik
embriyogenesis) geklinde olabilir. Ayrica her iki durum belirli bir kallus, proto-kallus
veya hiicre sispansiyonu olugumu devresinden sonra da ortaya cikabilir (dolayh

rejenerasyon) (Babaoghi vd 2001).

Gramineae familyas: igerisinde yer alan talil ve bugdaygil yem bitkilerinde
uygulanan doku kiltiiris teknikleri; kallus kiiltiirii, embriyo kiiltiirli, anter kiiltiirsi, hiiere
siispansiyon kiiltiiri ve protoplast kiiltiiri olarak sayilabilir (Birtin 1996).

Kallus kiiltiirii, bitkilerin deSisik organ dokularnin kallus (farklilagmamis hiicre
yigini) olusturmaya tegvik edilmesidir. Kallus elde etmek igin kok, kotiledon, hipokotil,
yaprak ayasi, damar, g¢igek durumu, embriyo (olgun ve olgunlagmamig), govde
segmentleri vb. bitki kisimlan eksplant olarak kullamlmaktadir. Kallus embriyogenik
olabilir veya olmayabilir. Ancak, kallus dokusundan bitki rejenerasyonu igin
embriyogenik kallus onem tagpimaktadw (Biriin 1996). Kallus tirleri, in vifro
¢ogaltimda, kiiltirde ortaya ¢ikan somaklonal varyasyondan yararlanmada, hicre
siispansiyon kiltiirlerinin olusturulmasi ve gen transferlerinin uygulanabilmesi amaciyla
kullaniimaktadir (Biiriin 1996).

Kiiltiire alinmig hiicre ve dokulardan yeni bir bitkinin etkili bir gekilde rejenere
olmast, {iriin 1slahinda biyoteknolojik yontemlerin bagariyla nygulanmas: igin gereklidir
(Ozgen vd 1998, Redway vd 1990). Kallus kiiltiirlerinden bitki rejenerasyonu, bitki
iiretim programlan igin olduk¢a kullanigh bir yéntemdir. Bu nedenle kallustan bitki
rejenerasyonu icin etkili bir sistem kurulmasy, hiicre ve doku kiiltiir arastirmalarinin
baganis1 icin gereklidir (Ozgen vd 1998, Ozgen vd 1996). Etkili bir doku kiltir
tekniginin kurulmasi, monokotiledonlarda ozellikle de Gramineae familyasinda,
dikotiledonlara gore daha zordur. In vitro doku kiiltiirlerinde kallus olugumu ve olugan
kalluslardan bitki rejenerasyonunun diizeyi, temel olarak genotip (Purnhauser vd 1987,



Vmuchkova vd 1993) cografik orijin, donér bitkinin fizyolojik sartlari, eksplant olarak
kullamlan bitki organlan, kiltiir ortam: ve bunlar arasindaki etkilesimden
etkilenmektedir (Ozgen vd 1996).

Bugday, en 6nemli besin maddelerinden biri olmasi nedeniyle, in vitro kiiltiirlerde
rejenerasyomu ¢ok ¢ahgilan bir bitkidir (Delporte vd 2001). Bugdayin doku kiiltiiriinde
kallus olugturmasi ve olugan kalluslardan bitki rejenerasyonu genellikle eksplant
kaynagi, genotip ve kiiltiir ortamina baghdir (Ozgen vd 1998). Genotipin etkisi nuklear
veya sitoplazmik bilegenlerden kaynaklanmaktadir. Bugdayda doku kiltiirii yanit1 tek
veya birkag kromozomla kontrol edilir (Ozgen vd 2001).

Bugdayda farkl: eksplant kaynaklar somatik kallus kiiltiirli i¢in kullamlmaktadir.
Bu eksplantlar arasinda olgunlagmamig embriyo, olgunlagmamig yaprak ve ¢igek
durumu, olgun embriyo, mezokotil, tohum, apikal meristem (Ozgen vd 1996), anter ve
izole edilmig mikrosporlar (Delporte vd 2001) bulunmaktadir. Bu dokylann biitiin bir
bitkiye rejenere olabilme kabiliyeti birbirinden farkhdir (Delporte vd 2001). Kiiltiire
ahnan eksplantlarda hiicre bélinmeleri ve DNA sentezi kiiltiiriin i¢ giini igerisinde
baglamakta ve hiicre proliferasyonu bir hafta igerisinde fark edilmektedir. Hiicre
boliinmeleri prokambiyal / vaskiiler dokulardan meydana gelmektedir (Biiriin 1996).
Olgunlagmamg embriyo, in vitro kosullarda rejenere olabilen en etkili doku olarak
bulunmustur (Delporte vd 2001, Ozgen vd 1998). Olgunlagmamig embriyolar bugday
doku kiiltiiriinde en sik kullanilan eksplant kaynad: olmasina ramen, sadece yilin beili
bir donemi kullamma uygun durumdadir (Ozgen 1996). Genellikle olgunlagmamig
embriyolarin rejenerasyon ve transformasyon yetenefi, alindigi bitkinin bilyiime
sartlarindan etkilenmektedir. Bu bitkinin kiiltiirasyonu da bazen ¢ok zor olabilmektedir
(Delporte vd 2001). Bu nedenle in vitro kiiltiir olugumu i¢in kullanmimi oldukga smirhidr,
Olgun embriyolarin kullamlmas: igin bdyle bir zaman kisitlamas: yoktur (Ozgen vd
1998). Olgun embriyolarin fizyolojik durumu olgunlagmamis embriyonun aksine pek
farkhilik gostermez. Ustelik embriyonun alindigh bitkinin sera, iklim dolabi gibi bazi ek
ihtiyaglar1 bulunan ortamlarda yetigtirilmesine de gerek yoktur. Tohumlar tarladan
toplanip gelecekte kullamlmak uzere depo edilmektedir. Boylece yeterli miktarda
materyal elde edilmekte ve ¢alisma da kolaylagmaktadir (Delporte vd 2001), Yilin her



donemi kullamma hazir olmasina ragmen olgun embriyolar kallus olusum sikliginm
daha az olmas1 nedeniyle eksplant kaynag: olarak pek tercih edilmemektedir (QOzgen vd
1998). Ancak gelistirilen baz1 yeni tekniklerle, olgun embriyolar da kallus olusumu igin
baslangic materyali olarak bagarili bir gekilde kullamilmaya baglanmigtr (Ozgen vd
1996). Yapilan ¢aligmalarda embriyonun tercih edilmesinin nedeni, embriyogenik
kallus liretim orammin embriyogenik olmayan dokulara gére daha fazla olmasidir
(Delporte vd 2001). Kiltiire alinan embriyo, kallus olugturmaya tegvik edilir ve
kallustan rejenerasyonla  Dbitkiler elde edilir. Bugdaygillerde hem somatik
embriyogenesis hem de organogenesis beraber veya sirasiyla meydana gelebilirken
bazen de organogenesis esas rejenerasyon yontemi olmaktadir (Biirtin 1996).

Ozgen vd (1996), bugdayda yiiksek oranda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
elde etmek amaciyla yedi farkli makarnalik kighk bugday cegidinin olgun ve
olgunlagsmamig embriyolarim kiltire almiglarder. Caligmada olgunlagmamig embriyolar
i¢in 2 mg/L 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) igeren Murashige Skoog (MS) besin
ortami kullamlirken, olgun embriyolar sisirilmis tohum iizerinde hafifce oynatildiktan
sonra 8 mg/L 2,4-D igeren ortama yerlegtirilmigtir,

Ozgen vd (1998), olgunlagmig embriyo kiiltiirlerinden kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonuna yonelik etkili bir yéntem geligtirmek icin 12 farkh kighk bugday
(Iriticum aestivum) genotipinin olgunlagmamis ve olgun embriyolarmin in vitro
kaltirtini yapmuglardar.

Karaca ve Biiriin (1999), Dogu 88 bugday cegidinin olgun ve olgun olmayan
embriyolarim 2,4-D, kinetin, naftalen asetikasit (NAA) veya asparajin katilmug MS
ortaminda kultiire almiglardir.

1.1.3. Organogenezis

Organogenesis, hiicre ve dokulara baski uygulamp bazi degisikliklere sebep
olunarak siirgiin ve kok primordiumu (taslagi) diye isimlendirilen tek kutuplu ve



vaskiiler sistemi, kokenini aldiii dokuya bagl olan bir yapinin meydana gelmesine yol
agan bir iglemdir.

Organogenesisde basart elde etmenin en 6nemli kogullanndan birisi, uygun bir
eksplant kaynafinin segilmesidir. Normal sartlarda herhangi bir bitki pargast
organogenesis caligmalaninda eksplant olarak kullanilabilir, fakat yaygin olarak
kullanilanlar; govde, kok, yaprak, gigek durumu, yumurtalik veya yumurta hiicresi,
kotiledon ve hipokotil gibi fide organlan ve tohum embriyosudur. Bu tir eksplantlar
dogrudan veya kallus iizerinden dolayl: olarak organ ve embriyoyu olugtururlar.

Oksin ve sitokinin in vitro kiltiirlerde en sik ihtiyag duyulan iki bitki biiyiime
ditzenleyicisidir (Giirel vd 2001). Bitki biiyiime diizenleyicileri hiicre bolinmesini
uyarmaktadir (Francis ve Sorrell 2001). Ortamda bulunan sitokinin ve oksinin yogunluk
ve oram in vifro biyiimenin miktar ve gesgidini diizenler. En fazla kullamilan oksinler
2,4-D, NAA, indol asetik asit (IAA) ve indol biitirik asit (IBA)’ dir. Oksinler 0,06-27
pM (0,01-5,0 mg/L) arasinda deBigen yogunluklarda kullamilmugtir. Diganidan verilen
oksin veya sitokininden bir tanesi bazi durumlarda organogenesis igin yeterli olabilir
(Babaoglu vd 2001).

Bugdaygil tirleri ile yapilan denemelerde, en yaygin olarak yapay bir oksin olan
2,4-D 1,0-5,0 mg/l. oraninda kullamimaktadir. Daha yiiksek yogunlukiar bitki
rejenerasyonunu engellemektedir. Kallus kultiirlerinde kinetin eklenimine gereksinim
olmadig, hatta 2,4-D ve IAA igeren kinetinsiz ortamlarda embriyolarin tamammn
kallus direttigi belirtilmektedir. Ortama prolin, giimiig nitrat, absisik asit, hindistan cevizi
stith eklenmesine gerek bulunmamaktadir (Biiriin 1996).

Armstrong vd (1987), yapmus olduklari galigmada haploid bugday bitkisinin tretimi
igin anter kiltird yapmuglardir. ilk agamada 1,5 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L kinetin ve % 10
Ficol 400 igeren stv1 ortamda kiiltiire alinan anterler 28 °C° de 3-7 hafta bekletilmigtir.
Daha sonra dokular 1,5 mg/L kinetin, 1 mg/L IAA ve % 0,7 agar iceren MS ortamina
aktanlmg ve sonugcta kallus Gizerinde yesil bityiime noktaciklar olugarak organogenesis
yoluyla siirgiin olugumu gergeklegmigtir.



1.1.4. Somatik embriyogenezis

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi déllenmiy yumurta hiicresiyle sl
degildir. Jn vitrro kiltir sartlari ve ozellikle de bitki bilyiime diizenleyicilerini
ayarlayarak bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo elde
etmek miimkiin olabilmektedir. Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar somatik
embriyo olarak adlandmlmaktadr. Somatik doku hiicreleri éncelikle yiiksek oranda
oksin (genellikle 2,4-D) igeren ortamda kiiltiire alinir, daha sonra da oksin icermeyen
yeni ortama aktarilirsa embriyo liretme yetenefi kazanmaktadir. Oksinlerin somatik
bitki hiicrelerine embriyo Uretimi igin yeniden zigotik bir kapasite kazandirdifs
belirtilmektedir (Ozcan vd 2001a). Somatik embriyolar tek bir hiicreden dogrudan veya
dolayl1 yoldan olugur. Aktif biyiime sirasinda 2,4-D hizla metabolize olur. Sonucta
hiicre duvar incelir, hiicreler genisler, vakuol olugumu artar ve embriyogenik hiicreler
embriyogenik olmayan bir hale doniigir. Bu nedenle kiiltirasyon boyunca
embriyogenik yapmin korunmasi igin 2,4-D dizeyi ¢ok iyi korunmalidir (Vasil 1988).

Somatik embriyolar organogenesis yoluyla gelisen siirgiinlerden farklihk
gosterirler. Govde-kok eksenine aym zamanda sahip olup, asil doku ile vaskular
baglantilar1 olmadif: igin dokudan kolaylikla aynlabilirler. Giiniimiizde bugday, musir,
celtik, soya, bezelye ve yonca gibi birgok onemli kiiltiir bitkisinde yiiksek oranda
somatik embriyo Ureten yontemler geligtirilmektedir (Ozcan vd 2001a). Gramineae
familyasinda daha az gorildigi diiginiilen somatik embriyogenesis giiniimiizde in vitro
bitki rejenerasyonu igin en yaygin yontem olarak kullamlmaktadr (Vasil 1988).
Ekmeklik ve makarnalik bugdaylar, geltik, arpa ve musir somatik embriyogenesisin
olugtugu tahillar arasinda yer almaktadir (Benkirane vd 2000).

Somatik embriyogenesis hizhi ¢ofaltinda, sentetik tohum iretiminde ve gen
aktariminda énemli bir potansiyele sahiptir (Ozcan vd 2001a).

Bitki rejenerasyon denemelerinde genellikle, protoplast kiiltiirlerinde oldugu gibi,
tek bir hiicresel orijinden koken alan yontemler kullamlmaktadir. Protoplast kiiltiirii
yoluyla verimli bitki olusturulmas: bitkilerde, ozellikle de tahillarda genetik



mithendisligi tekniklerinin baganh bir sekilde uygulanmas: igin gereklidir. Tahillarda,
embriyogenik hiicre siispansiyonlarindan elde edilen protoplastlarin kiiltiire alinmast
sonucu bitki rejenerasyonu, uygulanan bir yontemdir. Fakat bugdayda protoplast
kiiltiiriinden rejenerasyon oldukga azdir. Aynca rejenere olan bitkiler de canliliklarim
uzun sire koruyamazlar ve tohum olugturamazlar (Ahmed ve Sagi 1993). Protoplast
kultirinden daha bagarih olan bir difer yontem ise somatik embriyogenezistir
(Hunsinger ve Schauz 1987).

Bugdayda kiiltiire alinmug eksplantlanin rejenerasyonu farkli gegitlerde yapilmigtir
(Papenfus ve Carman 1987). Fakat bugdaydan bitki rejenerasyonu kararsiz, seyrek ve
fazla 1tretken olmayan bir olaydir (Ahmad vd 2002b). Baz: bugday gesitlerinden az
sayida siirgin elde edilirken, bazilannmin olgunlagsmamis embriyolarindan kallus
indiiksiyonu  basanisizhikla sonuclanmustir.  Cesitler arasindaki bu  farkhliklar
rejenerasyon gekline de baghidir. Bufdayda bu rejenerasyon yontemleri somatik
embriyogenezis veya adventif siirgiin olusumu yoluyla olabilmektedir (Papenfus ve
Carman 1987).

Bugday doku kultiiriiniin basanst, aym zamanda cesitli morfolojik olaylar igin
gerekli olan en uygun besin ortamunin ve hormonlarin segilmesine de baghidir. Oksin
kaynag olarak 2,4-D kullamildiginda cofu gesitte siirgiin olusumu gézlenir (Papenfus ve
Carman 1987). Misinin olgunlagmams embriyolart ¢ikanhp kiiltir ortamina
yerlestirildifinde skutellum hicreleri aktif hale gelir, organel sayisinda artig olur ve
vakuol olugumu ile birlikte nuklear morfoloji degisir. Bu reaksiyon sok cevab: olarak
adlandinlir. Bu olay 24 saat icinde gergeklesir ve 2,4- D varlifina bagl degildir. Sok
cevabinin ardindan olugan ikinci olay ise kallus olugumunun baglamasidir. Bu olay
bliyiime yanit: olarak adlandinlip 2,4-D varh@ina baglidir. Hiicrelerdeki mitotik aktivite
ile karakterize edilen bu olay, hiicrelerin 2,4-D ‘ye hassas olmas: sonucunda olusur
(Bronsema vd 1997).

Hunsinger ve Schauz (1987), kiglik bugday cesitlerinin somatik embriyogenezine
dicamba’nin etkisini aragtirmiglardir. Caligmalarinda geligimin farkli agamalanndaki



embriyolarin skutellasim kullanmiglardir. Caligma sonucunda 4 - 6 hafia iginde, oldukg¢a
yiiksek oranda rejenere olan kallus ve embriyoidler iretmiglerdir.

Papenfus ve Carman (1987), iki farkh bufday c¢esitinin olgunlagmams
embriyolanim kiltiire alarak, kallus ve siirgiin olusumuna dicamba §e 2,4-D’ nin
etkilerini kargilagtirmiglardir. Dicamba’ nin siirgiin olusturma oramnin 2,4-D’ ye gore
daha fazla oldugunu caligma sonucunda bulmuglardir.

Redway vd (1990), Triticum aestivum’ un sekiz ticari gesitinin anter, ¢igek durumu
ve olgunlagmamig embriyolarm: kullanarak erabriyogenik kallus olugturmuslardir.
Kallus olusumu ve rejenerasyon sikhifi agisindan farklh ortamlarda kiltiire alinan
olgunlagmamis embriyo ve ¢igek durumu arasinda bir fark gbzlememiglerdir.

Pauk vd (1994), somatik embriyogenik kalluslardan, embriyogenik siispansiyon
kultirleri olusturmuglardr. Bu siispansiyonlardan elde ettikleri protoplastiardan,
somatik embriyogenezis yoluyla % 9 oraninda verimli bitki elde etmeyi bagarmiglardar.

Maes vd (1996), izole edilmig skutellum kullanarak yaptiklan ¢aligmada; genotip,
kaltiir ortamu, eksplant boyutu ve sofuk On uygulamas: gibi faktorlerin somatik
embriyogenezis ve rejenerasyon iizerine etkilerini aragtrmiglardir. Calisma sonucunda,
diger faktorlerle kiyaslandifinda genotipin etkisi tiim diger faktorlerden fistiin
bulunmugtur.

Benkirane vd (2000), 10 farkl: durum bugday gesitinin olgunlagmamig infloresens
ve koleoptil fragmentlerini kiiltire alarak somatik embriyogenezis yoluyla bitki elde
etmislerdir. Hem koleoptil hem de infloresens eksplantiarinda kallus indiiksiyonu ve
bitki rejenerasyonu i¢in genotip énemli bir faktor olarak bulunmustur.

Delporte vd (2001), olgun embriyo kullanarak bir bugday rejenerasyon sistemi
geligtirmislerdir. Embriyolar, steril naylon bir stizgeg kullanarak pargalara ayrilmig ve
10 uM 2,4-D ile desteklenmig kat1 ortamda embriyogenik kallus olusumu igin baglangig
eksplant1 olarak kullamlmgtir.



1.2. Genetik Transformasyon

1.2.1. Gen aktarim y8ntemleri

Bitkilere gen aktarniminin baglamastyla, giiniimiizde bitki biyoteknolojisi, gok gesitli
organizmalardan elde edilen genlerin bitkilere aktarilmasim saglamigtir. Biyoteknolojik
yaklagimlarla geligmis ozelliklere sahip olan gesitlerin iretilmesi igin geleneksel 1slah
yontemlerine gére ¢ok daha az zaman harcanmaktadir (Patnaik ve Khurana 2001). Baa
onemli tarim Giriinlerini de igeren pek gok bitki tiird igin, giiniimiizde, transformasyon
rutin bir teknik haline gelmigtir. Sonugta, hastabiklara, bocek ve herbisitlere direng
saglayan genlerle, bitkisel Griinlerin yapisim degistirecek genlerin aktariimasiyla, daha
dayamkh ve kaliteli tiriinler elde edilmigtir.

Herhangi bir gen aktanm sisteminin esasim, tam bir bitki olugturabilme yetenegine
sahip olan hiicrelerin kromozomlarina, istenilen genleri tagiyan bir DNA pargasinm
kalic1 olarak yerlestirilmesi ve o hiicrelerden yeni bitki elde edilmesi olugturmaktadir
(Ozcan vd 2001b). Bugiin uygulanan ve gelismekte olan pek ¢ok bitki gen aktanm
sistemi bulunmaktadir. Bunlar, protoplastlar aracilifh ile gen transferi, saglam dokularn
elektroporasyonu, mikroinjeksiyon (Cocking ve Davey 1987), mikroprojeksiyon
bombardiman teknigi, silikon-karbid fibriller aracih@1 ve Agrobacterium aracilig ile
gen aktarim teknikleri (Tagkin 1997) olarak swralanabilir. Giniimiizde, bitkilere gen
aktannminda en yaygin olarak kullamian canh vektor, Agrobacterium tumefaciens
bakterisidir. Bu bakteri sayesinde hemen hemen tiim kiltiir bitkilerinde transgenik bitki
elde edilebilmigtir. Baslangicta bugdaygilleri de igeren tek ¢enekli bitkilere
Agrobacterium aracilifiyla yapilan gen aktarim g¢aligmalannda istenilen basanya
ulagtlamamstir. Ancak son yillarda musir, geltik, arpa ve bugday gibi tek genekli
bitkilere de gen aktarimi yapilabilmektedir. Dogrudan gen aktanim yéntemlerine gore,
A. tumefaciens ile gen aktannmimin daha kolay ve ekonomik olmast bu yéntemi popiiler
kitmugtir (Ozcan vd 2001b).
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1.2.2. Agrebacterium aracihiyla gen aktarniminm mekanizmas:

Agrobacterium, Rhizobiaceae familyasindan toprakta yagayan gram negatif bir
bakteridir (Ozcan vd 2001b). Dikotiledon bitkilerde kék bogaz uruna neden olmaktadir
(Marks vd 1989).

Oksin ve sitokinin grubu bitki hormonlari, bitki hiicrelerinin iz vitro kosullarda
¢ofalarak kallus olugturabilmeleri igin mutlaka gereklidir. Oysa, Agrobacterium
tarafindan bir kez timor olusumu baglatildiktan sonra, tiimér izole edilerek steril kiltir
kosullarinda, bakteri olmadan ve yardime:r hormonlara ihtiyag duymadan
biyitilebilmektedir (Ozcan vd 2001b, Hooykaas ve Schilperoort 1992). Yapilan
arastirmalarda, enfeksiyon sonucu olusan dokulann, normal bitki hiicreleri tarafindan
retilmeyen bazi amino asit ve geker tiirevlerini sentezledigi gorilmiistiir. Bu bilegikler
genel olarak opin olarak adlandinimaktadr (Hiei vd 1997). Timoérli dokunun
sentezledifi opinlerin tiirleri (octopin, nopalin, leucinopin gibi) enfekte eden bakteri
susu tarafindan belirlenir (Hooykaas ve Schilperoot 1992). Bu bilesikler bakteri
tarafindan karbon ve azot kaynag olarak kullanlir (Ozcan vd 2001b).

Timoér olusturan (virtilent) 4grobacterium hatlan ile yapilan aynntili ¢aligmalar,
timfr olusumu ile opin sentezinin, bakteride bulunan 200 kb’ den daha biyiikk bir
megaplazmid tizerinde bulunan hareketli bir DNA pargasi (T-DNA) ile iligkili oldugunu
gostermistir. Agrobacterium enfeksiyonu sonucunda T-DNA bolgesi bitki hiicresine
aktariimakta ve kromozomlarla stabil olarak biitinlesmektedir. T-DNA bolgesinde
bulunan genlerin transkripsiyonu sonucunda tiimér ve sagak kok olusumu ile opin
sentezi gergeklesmektedir (Ozcan vd 2001b). T-DNA bolgesini tagiyan bu plazmit, bitki
timor indiksiyonundaki rolii nedeniyle T; (tiimor indiikleyici ) plazmit olarak
adlandirilir (Hooykaas ve Schilperoort 1992).

Agrobacterium bakterisi, bitki hiicrelerine T-DNA aktarim igin gerekli olan g
bolgeyi tapimaktadw. Bunlar, T-DNA bolgesi, viriilens (vir) bolgesi ve bakteri
kromozomlarinda bulunan chvA, chvB, pscA ve attR genleridir (Sekil 1.1) (Ozcan vd
2001b).

11



Agrobacterium

it ’-H—M%‘\\
T S DNA Gl

A bélges R
A ssnir f \

L8 . \\24 bp saf sinir
I Y
) 4 ¥
nhancer
oped.

&y

E 3 c
3 onjugatit
transfar

Ti plazmidi
1 |
Y
A ‘ AR

“ae\‘#

Kromozom

Sekil 1.1.4grobacterium’dan bitki hiicrelerine T-DNA aktarimi i¢in gerekli olan geler
(Ozcan vd 2001b)

Agrobacterium’ un bitki hiicrelerine tutunmasi ve koloni olusturmasi tiimér
olusumu igin gerekli olan ilk asamadir. Agrobacterium enfeksiyonu diisiik molekiil
agurlikl fenolik bilesikleri salgilayan, yaralanmis veya hizh bbliinen siispansiyon
hiicrelerinin varhginda gergeklesmektedir (Ozcan vd 2001b). Yaralanmis bitki
hiicrelerinin varligi, tiimér indiikleyici virilens (vir) bolgesi araciignyla bir seri
molekiiler mekanizmanin olusumunu baglatir (Walden ve Schell 1990, Zachwicja ve
Minocha 1991). Kromozomal chvA, chvB ve pscA viriilens genlerinin B-1,2 glukan ve
diger sekerlerin sentezlenmesinde ve dolayli olarak bakterinin tutunmasinda rol aldizn
bilinmektedir. Bakteri, bitki hiicre duvarina tutunduktan sonra, yaralanmis bitki
hiicrelerinden salgilanan fenolik bilesikleri, Agrobacterium’un algilamasiyla T-DNA

aktarim islemi baglamustir (Sekil 1.2).

Normalde bitkilerde fitoaleksin ve lignin biyosentezinde rol aldig1 tahmin edilen
asetosiringon gibi fenolik bilesikler, bakteri hiicresine girerek vir genlerini uyarmaktadir
(Ozcan vd 2001b). T, plazmidinin 40 kb’ lik vir bolgesi viriilensten sorumlu 24 geni
icerir. Bu genler vir A’dan vir H’ ye kadar 8 operondan olusur ve birlikte regiile edilir

(Hooykaas ve Schilperoot 1992). Bu genlerin bazilar siirekli ifade edilirken bir kismi




ise sadece, bakteri yaralanmus bitki dokularindan salgilanan sinyal molekullerine maruz
kaldiginda iiretilir (Zachwieja ve Minocha 1991). Viriilens bolgesi tarafindan kodlanan
VirA ve VirG proteinleri, fenolik indiikleyicilerin varlifinda diger vir genlerinin
aktivasyonuna aracilik eder (Hooykaas ve Schilpercort 1992). Vir A proteini, bir
periplazmik ve iki transmembran (TM; ve TMy) olmak tizere iig bolgeden olugmaktadir.
Periplazmik kism: monosakkaritlerin yakalanmasinda rol oynarken, T™M; ve TM,,
algilama ve sinyal verme gorevini iistlenmektedir. Kinaz TM; bolgesi, yaralanmig bitki
hiicrelerinden salgilanan sinyal proteinlerini algilayarak fosforilasyonla Vir A’ nm
uyaniimasmda énemli rol oynamaktadir. Uyarilan Vir A, kendi fosfatint sitoplazmik bir
DNA baglanma proteini olan Vir G proteinine aktarma kapasitesine sahiptir. Vir A
tarafindan fosforilasyona ugrayan Vir G, daha sonra diger vir genlerinin ifadelerinin
diizenlenmesinde transkripsiyonel faktor olarak gérev yapar. Vir G proteini tarafindan
uyarilan vir genlerine ait proteinlerin énemli bir kismu T; plazmidinden bitki hiicresine
T-DNA aktariminda dogrudan gorev almaktadir (Cizelge 1.1) (Ozcan vd 2001b).

Cizelge 1.1 Vir genleri tarafindan kodlanan proteinlerin Agrobacterium ve bitki
hiicrelerindeki fonksiyonlari (Ozcan vd 2001b)

Vir proteini | Agrobacterium’ daki fonksiyonu Bitkideki fonksiyonu
Tr A Fenolik alglayior S
Vir G Fenolik tepki regiilatoril e
Vir By-n T-pilusunun sentezi ve olugumu nenme
Vir Gy Muhtemel baglanma proteini; T-DNA transferinin arttinilmast e
Vir Dy Tn vivo T-DNA prosesi ve gift sarmal T-DNA’ nmn smrlarmda in | -—--
vitro gentik agilmass
Vir D, T-DNA smnir spesifik endonikleaz, mubtemelen T iplikcigini | T iplikeiginin 5° ekzonikleolitik degradasyondan
bitkiye tagtyan pilot proteini ve bitki g
Vir E; Vir E;” nin Agrobacterium’ dan tagmmasi ve korunmas meemn
Vir E; Agrob. ium’ da muh 1 Tk leksinin olugt Bitkide muhtemel T kompleksinin olusumu; T
iplikgiginin  nikleolitik  degradasyondan
niklear hed i ve olugan
niiklear agikhik kompleksinden gegisi
Vir ¥ ? Konukeu dnyarl.lhk faktorit, bitki hilcresinin
bol ¢ it i igin Skp 1
Vir H Muhtemel sitokrom p450 enzimi e
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Vir genlerinin uyarilmasimin sonucunda T-DNA’ nin alt sarmalina homolog, tek
sarmal bir DNA molekiilii (T-iplikgigi) tiretilir. T-DNA simrlari igerisine yerlestirilen

herhangi bir DNA parcasi tek sarmal olarak bitki hiicrelerine aktarilir ve bitki genomuna

entegre olur (Sekil 1.3) (Ozcan vd 2001b).
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Sekil 1.3. Agrobacterium’dan bitki hiicresine T-DNA aktarimimin  molekiiler
mekanizmasi (Ozcan vd 2001b)

1.2.3. Tahillara gen aktarimi

Agrobacterium tumefaciens gogu yiiksek yapih bitki igin etkili bir transformasyon
vektorii olarak kullanilmakta (Zachwieja ve Minocha 1991) ve ¢ogu dikotiledon tiir
Agrobacterium’ 1a transforme edilebilmektedir (Dale vd 1989, Hiei vd 1997).

1976 yilinda, Agrobacterium araciligi ile monokotiledonlarin transformasyonu igin
genel bir durum degerlendirmesi yapilmig ve monokotiledon bitkilerin Agrobacterium
infeksiyonuna hassas olmadigima dair genel bir gorils benimsenmistir. Tahillar

Agrobacterium ile transforme edildiklerinde, yaralanmanin oldugu hiicreler ve komsu



hiicrelerin 6ldiigii, bu nedenle transformasyonun gergeklesmedigi fikri kabul edilmigtir
(Mooney vd 1991). Diger bir goriig ise monokotiledon bitkilere bakteri atagimin az
oldugu, bunun nedeninin bitki hiicre duvarmdaki baglanma bolgelerinde kismi
metilasyonun olabilecegi digiincesidir (Mooney ve Goodwin 1991). Bu nedenlerden
dolay: monokotiledon bitkilerin transformasyonu igin embriyogenik kallus veya
siispansiyon hiicrelerine dogrudan DNA transfer yontemleri gelistirilmigtir (Rashid vd
1996).

Tahillarin transformasyonu igin kullanilan gesitli yontemler arasinda osmotik gok
veya elektrik soku uygulanarak protoplastlara DNA’ min dogrudan aktanimasi veya
butiin bir hicreye mikroprojeksiyon  bombardimam ile DNA’ nin aktarilmast
bulunmaktadir (Vasil vd 1992). Celtik, transformasyonu yapilmis ilk 6nemli tahil
bitkisidir. Toriyama vd (1988), Zhang ve Wu (1988) ile Shimamoto vd (1989),
protoplastlara dogrudan gen aktarmi ile transgenik geltik bitkisi elde etmeyi
basarmuglardir. Christou vd (1991) ise yine geltikde olgunlagmamis embriyolara
elektoporasyonla gen aktarim ydntemini uygulamigtir. Protoplastlara, elektroporasyon
veya polietilen glikol aracihigt ile dogrudan gen transferi yapilarak transgenik celtik ve
mustr tretilmistir. Fakat, bu yontemle transformasyonla rejenere olan bitkiler genellikle
anormal fenotipik 6zellikler gostermis ve verimli bireyler olusturamamiglardir (K16ti vd
1993).

Stanford ve arkadaglarmin genetik transformasyon igin biolistik yontemi
gelistirmelerinden sonra bu yontem gogu laboratuvar ve gok sayida bitki tiiriinde
genetik transformasyon igin kullanilmaya baglanmstir (Perl vd 1992). Partikiil
bombardiman ile gesitli eksplantlardan rejenere olabilen transforme hiicre elde etmek
miimkiindiir. Celtik digindaki diger tahillarin protoplastlarindan bitki rejenerasyonunun
zor olmasi nedeniyle musir ve yulafta kallus kiiltiirii veya embriyogenik siispansiyon

kultiirlerine partikiil bombardimant ile gen aktarimi yapilmistir (Weeks vd 1993).

Bugday, diinyada en fazla iiretilen tahtl grubu olmasina ragmen transformasyonu en
gec yapilan tahildir (Weeks vd 1993). Olgunlagmamig bugday skutellumundan olusan

kalluslara bombardiman yéntemi ile gen aktarimt yapilmig ve aktarilan genlerin gegici




ifadesi oldukga yitksek oranda bulunmugtur (Perl vd 1992). Bugdaymn hiicre
siispansiyon kultiirleri (Vasil vd 1991), olgunlagmamig embriyolar: (Vasil vd 1993,
Zhou vd 1995, Altpeter vd 1996), rejenere olabilen embriyonik kalluslari (Vasil vd
1992, Weeks vd 1993, Iser vd 1999), olgunlagmamus skutellasi (Barro vd 1997, Demeke
vd 1999) ve arpanin meristematik sirginlerine (Zhang vd 1999) bombardiman yontemi

ile gen aktarim yapilarak verimli transgenik bitkiler elde edilmigtir.

Agrobacterium aracih: ile transformasyon basit, diigitk maliyetli ve oldukea etkili
bir sistem olmasi nedeniyle dogrudan gen aktarim yontemlerine bir alternatif
olusturmugtur (Patnaik ve Khurana 2001). Agrobacterium araciigyla transformasyonun
diger avantajlari arasinda aktarim etkinliginin daha fazla olmasi, daha biyiik bir DNA
pargacigimin aktanlabilmesi (Brisibe vd 2000), transfer edilen DNA’nin daha az sayida
kopyasinin bitki genomuna girisi (Uze vd 1997) sayilabilir.

Monokotiledon bitkilere Agrobacterium araciifr ile gen aktanmimna dair ilk
aligmalar, bu toprak bakterisinin monokotiledon bitki hiicreleriyle simrli miktarda
iliskiye girebilecefi ve DNA transferinin olabilecegini gostermektedir (Patnaik ve
Khurana 2001). Ilk olarak 1984 yilinda Chlorophytum capense ve Narcissus’ta
Agrobacterium aracih@ ile transformasyon denemeleri yapilmistir (Hooykaas-van
Slogteren vd 1984). Daha sonra ise 1987 yilinda T-DNA’nin bitki genomona entegre
oldugu Asparagus officinalis (Bytebier vd 1987) ve Dioscorea bulbifera (Schafer vd

1987)’da molekiiler kamtlarla gosterilmigtir.

Agrobacterim aracilif ile transformasyon aliymalarinin gogu, uygun eksplantla
Agrobacterium® un inokiilasyonu ile ilgilidir. Ilk olarak Mooney ve arkadaglar1 1991
yihinda bugday eksplantlarina bakterinin tutunmas igin yaralanmanin gerekli olmadig
gostermiglerdir (Patnaik ve Khurana 2001). Diger tahillarla karsilagtirildiginda bugdaymn
transformasyon denemeleri oldukga yenidir. Bu nedenle aktarilan genlerin kalitimi ve
stabilitesi ile ilgili yaymlar da oldukga azdir (Cannell vd 1999). Gestigimiz alt1 yil
icinde Gramineae familyasina ait bitkilerde Agrobacterium araciliy ile gen aktarim
gahismalarinda bir artiy olmug ve bu yontemle DNA aktarimin gergeklestigi geltik
(Hiei vd 1994, Ahmad vd 2002a, Rashid vd 1996), msir (Ishida vd 1996), arpa (Tingay




vd 1997) ve bugdayda (Cheng vd 1997, Hess vd 1990, Khanna ve Daggard 2003)

gosterilmigtir.

Aragtirmamizda, iilkemiz ve diinyada en 6nemli besin kaynaklarindan birisi olan
bugdaym, ulkemizde yetigtirilen farkl gesitlerinin rejenerasyon ve genetik
transformasyon yetenekleri aragtinilmigtir. Cahgmamizin, bugdayn tarimsal ozellikleri
ve kalitesinin iyilestirilmesine yonelik olarak yapilan gen mithendisligi ¢aligmalarina bir

katk: olusturacagim beklemekteyiz.



2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal
2.1.1. In vitro rejenerasyon denemelerinde kullamlan gegitler

Bu ¢aligmada kiglik ekmeklik bugday tiirii olan 7Fiticum aestivum 1.” nin Giin 91,
Ikizce, Yakar, Mizrak ve Uzunyayla gesitlerinin olgun embriyolar ile, kiglik makarnalik
bugday tiirii olan Zriticum durum’ un Kiziltan, Altin, Yilmaz, C-1252 ve Ankara 98
gesitlerinin olgun embriyolar: eksplant kaynag: olarak kullanilmistir. Denemede
kullanilan biitiin gesitler Ankara Yenimahalle Tartm Kampiisii biinyesinde bulunan
Tarla Bitkileri Merkez Aragtirma Enstitiisi Miidurligi’nden saglanmigtir.

2.1.2. Transformasyon denemelerinde kullamilan Agrobacterium tumefaciens

suslan

Cahgma boyunca iki farkli Agrobacterium tumefaciens sugu kullanilmistir. Bunlar
pGV2260 358 GUS INT ve pWP 127 suglanidir. Igerisinde kanamisine direng saglayan
segici nptll (neomisin fosfotransferaz) ve raportor gus (B- glukuronidaz ) isaret genleri
tastyan disarmed Agrobacterium tumefaciens suslan Prof. Dr. Kenan Turgut’ dan
(Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii) elde edilmistir. Npell
geni NOS (napolin sentezi) promotor ve terminator dizileri tarafindan kontrol edilirken,
gus geni ise CaMV (karnabahar mozaik virtisii) 35 S promotor ve terminatér dizileri
tarafindan kontrol edilmektedir. Agrobacterium igerisindeki gen ifadesinin engellenmesi
icin de gus geninin kodlama bolgesine bitkisel bir intron yerlestirilmigtir (Ozcan vd
2001). Ayrica p2260 358 GUS INT sugunun kromozomu iizerinde rifampisin, pWP127
susunun  kromozumu  tizerinde ise rifampisin, karbenisillin ve gentamisin

antibiyotiklerine dayaniklik kodlayan bakteriyel genler bulunmaktadir.




2.2. Metod

2.2.1. Genel deku kiiltiirii kosullar:

Biitin doku kultiirii galigmalan steril kabin igerisinde (Prosit, Horizontal Laminair
Flow Cabinet) yiiriitiilmiis olup, diseksiyonda kullantlan aletler (pens, bistiri vd) % 99°
luk etil alkole batinldiktan sonra alevden gegirilerek kullamlmigtir. Tohumlardan
embriyo g¢ikarilmasi, % 99° luk etil alkolle silindikten sonra steril kabin igine
yerlestirilen diseksiyon mikroskobu yardimiyla yapilmustir. Eksplantlardan kallus
olusumu igin 9 cm’ lik steril cam petri kaplary, siirgiin olusum asamast igin 6 cm gap ve
9 cm boyundaki metal kapakh, otoklavlanabilen cam kavanozlar kullanilmigtir. Petri
kaplar1 ve kavanoz kapaklaninin etrafi streg filmle sarilmigtir. Murashige ve Skoog besin
ortami (Murashige ve Skoog 1962) (Cizelge 2.1) biitiin ¢alismalarda basal ortam olarak
kullamlmugtir. Kiltiirler, sicakligi 25 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlik / 8 saat karanhk
4000 liks 15tk siddeti olan kiiltiir odalannda gelismeye birakilmigtir,

2.2.2. Eksplantlarm sterilizasyonu

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu igin, olgun tohumlar 6nce % 20° lik sodyum
hipoklorit iginde manyetik karistirict yardimiyla sirekli kanstinlarak 20 dakika
bekletildi. iki kez steril distile sudan gegirildikten sonra % 70 etanolde 3 dakika
bekletilmistir. Ardindan 3 kez steril distile su ile yikanarak sterilizasyon islemi
tamamlanmgtir.

2.2.3. Doku kiiltiiriinde kullanilan ortamlar

Doku kultirii galigmalarinda temel ortam olarak Murashige ve Skoog (MS) besin
ortamu kullamilmugtir. MS ortamina 20 g/L sukroz ilave edildikten sonra 1 N NaOH veya
1 N HCI kullanilarak pH= 5,7" ye ayarlanmistir. Ortamin katilagtiriimas igin pH ayan
yapildiktan sonra ortama 7 g/L agar ilave edilmistir. Ortamlar 121°C” de 20 dakika
siireyle otoklavda steril edilmistir. Buyiime diizenleyici hormonlar ortamlara otoklay

oncesinde eklenmistir.
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Cizelge 2.1 Murashige ve Skoog besin ortamnin igerigi (Murashige ve Skoog 1962)

Maddeler mg/L
Makro Elementler

NH4NO; 1650.000
KNO; 1900.000
CaCl,.2H,0 440.000
MgSO,. TH,0 370.000
KH;PO,4 170.000
Mikro Elementler

K1 0.83
H;BO; 620.00
MnSO;,. 4H,0 2230.00
ZnSO4. TH,0 860.00
Na;Mo004.2H,0 25.00
CuS04. 5H,0 2.50
CoCly. 6H,0 2.50
FeSO4. 7TH,0 2870.00
Na;EDTA.2H,0 3730.00
Vitaminler

Myo-Inositol 10.00
Nikotinik asit 50.00
Pridoksin-HCl 50.00
Tiamin-HCI 50.00
Glisin 200.00
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2.2.4. Bitki bilyiime diizenleyiciler

Deneylerde kullanilacak bitki bityiime diizenleyicilerinin belirlenmesi agamasinda,
kallus killtiriinin kurulmast igin 2,4-D, NAA ve IAA kullanilmigtir. 2,4-D % 96’lik etil
alkolde ¢dzitlerek hazirlanmis olup 2 mg/L’ lik konsantrasyonu kullanilmigtir. NAA, 1
ml 1 N NaOH ile ¢ozildikten sonra toplam hacim 49 ml su ile 50 ml’ ye
tamamlanmistir. Denemede NAA’ nin 1 mg/L” lik konsantrasyonu kullamlmigtir. IAA 1
ml 1 N NaOH ile ¢oziindiikten sonra 49 ml su ile 50 ml’ye tamamlanmus ve 2 mg/L ve 4

mg/L’ lik konsantrasyonlar denenmistir.

2.2.5, Olgun tohumlardan kallus kiiltiiriiniin kurulmas:

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlarin, oda sicakliginda steril distile su iginde bir
gece bekletilerek su alarak sigmeleri saglanmustir. Sisen tohumlarin embriyolary, steril
sartlarda, diseksiyon mikroskobu altinda gikariimigtir. Olgun tohumlar, skutellum iiste
gelecek sekilde, farkli konsantrasyonlarda hormon, 20 g/L sukroz igeren ve 7 g/L agar
ile katilastirilmis MS ortamina alinmustir (Ozgen vd 1996).

2.2.6. Kallus yas agirhnimn hesaplanmasi

Kallus indiiksiyon ortaminda olugan kalluslarn yas afirligs, her bir gesit icin ayn
ayr1 hesaplanmugtir. Her gesit igin 20 adet kallus hassas terazide tartilarak ortalama
kallus yas aglg hesaplanmistir. Taze afulik verileri, kalluslar surgiin olusum

ortamina transfer edilmeden alinmgtir.
2.2.7. Kalluslardan bitki rejenerasyonu

Kallus indiiksiyon ortaminda olusturulan kalluslarin rejenerasyonu igin, hormonsuz
yariya indirgenmig MS ortamu kullamlmistir. Embriyolar kallus inditksiyon ortamunda 3

hafta boyunca bekletildikten sonra olugan kalluslar /2 MS ortamina aktanlmigtir. Siirgiin

olusumunun ardindan rejenere olan bitkicikler, aym ortamt igeren cam kavanozlara
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aktanilmugtir. Belirli bir buyiikliige erisen bitkiler toprak ve torf kangimi igeren saksilara

ekilmigtir.

2.2.8. Bakteri kiiltiirlerinin iiretilmesi

Bakteri kiiltiirleri Luria-Bertani (LB) stvi besin ortamu igerisinde —80 °C” de
saklanmig gliserol stoklarindan veya +4 °C’ de saklanmug bakteri kolonilerinden
cogaltilmistir. Sivi LB besin ortamindaki kultirler, 48 saat siire ile 28 °C” de orbital
calkalayicida  iretilmigtir.  Seleksiyonda  kullanilan  antibiyotikler, ortamlar
sogutulduktan sonra eklenmistir, p GV2260 358 GUS INT susu, igerisinde 50 pg/mi
rifampisin ve 50 pg/ml kanamisin bulunan LB ortami, pWP 127 susu iginde 100 pg/ml
kanamisin, 100 pg/ml rifampisin, 100 pg/ml karbenisillin ve 25 pg/ml gentamisin

bulunan sivi LB ortaminda iiretilmigtir.
2.2.9. Bakteri kiiltiirlerinin saklanmas:

Kiltirler 2 ml’ lik ependorf tiipleri igerisinde, % 40 gliserol igeren LB ile bakteri

*Hrdvrerniir bire birormbakdrstri mahyiahdzrfammy glistror blokldmd82-807 €4 de

saklanmigtir.
2.2.10. Transformasyonda kullamlan antibiyotikler

Antibiyotikler direng genlerini tagiyan bitki ve bakteri hiicrelerinin segiminde ve
kokultivasyon sonrasi Agrobacterium’ un geligiminin engellenmesinde kullamilmigtir.
Rifampisin metanolde, kanamisin, gentamisin, karbenisillin ve augmentin distile suda
¢oziilmustiir. Bitin antibiyotikler filtrasyonla (por ¢ap1 0,20 pm Corning marka) steril
edilip, —20 °C’ de saklanmigtir.

2.2.11. Transformasyon ¢alismalar:

Transformasyon ¢alismalarinda iki farkli Agrobacterium tumefaciens susu ve iki

farkli yontem denenmisgtir.
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2.2.11.1. pGV2260 35 S GUS INT sugu ile transformasyon

p GV 2260 35 S GUS INT susu ile transformasyon denemelerinde, baslangig
materyali olarak tohumlardan g¢ikanlan olgun embriyolar kullamlmistir. Olgun
embriyolar bir gece MS+2,4-D (2 mg/L) ortaminda bekletilmistir. Bakteri 48 saat
siireyle, igerisinde 50 pg/mi rifampisin ve 50 pg/ml kanamisin bulunan sivi LB
ortaminda 28 °C sicaklikta orbital alkalayict yardimiyla iiretilmigtir. 48 saat sonunda
bakteriler ¢oktiirillerek bir araya toplandi. Son hacim 500 pL olacak sekilde stvi MS’de
¢ozildi. Bir gecelik on kiltiire tabi tutulan embriyolar steril bir petri igerisinde bakteri
siispansiyonu ile muamele edildi. 3 dakika sonra bakteriler steril bir pipet yardimiyla
ortamdan uzaklastimldi. Embriyolar, skutellum dokusu besiyeri ile temas edecek gekilde
MS+2,4-D (2 mg/L) ortamina aktarildi. Bakteri ile 2 giinlik bir kokiiltivasyonun
ardindan embriyolar 400 mg/L augmentin ve 25 mg/L kanamisin igeren MS+2,4-D (2
mg/L) ortarmina alind1 (Tingay vd 1997). Augmentin, kokiiltivasyon sonrasinda ortamda
bulunan bakterilerin gelisimini engellemek, kanamisin ise transgenik bitkilerin segimi
icin ortama eklendi. 20 giin sonra ortamda olusan kalluslarin transgenik olup
olmadiklar: histokimyasal GUS analizi ile test edilmistir.

2.2.11.2. pWP 127 susu ile transformasyon

Transformasyon igin baglangic materyali olarak 3 hafta sire ile MS+2,4-D (2
mg/L) ortaminda olusturulan kalluslar kullamilmigtir. Bakteri 48 saat siire ile, i¢inde 100
ug/ml rifampisin, 100 pg/ml kanamisin, 100 pg/mi karbenisillin, 25 pig/ml gentamisin
bulunan sivi LB ortaminda 28 °C sicaklikta orbital ¢alkalayici yardimiyla iretilmistir.
48 saat sonunda bakteriler ¢oktiirillerek bir araya toplandi Son hacim 5 ml olacak
sekilde stvi MS’de ¢oziildi. Kalluslar steril bir kavanoz iginde 15 dakika bakteri
siispansiyonu ile muamele edildi. MS+2,4-D (2 mg/L) ortamina alinan kalluslar 2 gin
siire ile bakteri ile kokiiltive edildi. Ardindan 400 mg/L augmentin ve 25 mg/L
kanamisin igeren MS+2,4-D (2 mg/L) ortamina alindi (Khanna ve Daggard 2003). 2
giiniin  sonunda transgenik olup olmadiklan histokimyasal GUS analizi ile

belirlenmigtir.
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2.2,12. Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi i¢in 5 mg X-Gluc 100 pL dimetilformamid igerisinde
¢oziinmiiy ve toplam hacim 50 mM NaPQ,, pH=7 tamponuyla 10 ml’ ye
tamamlanmigtir. Ardindan, transformasyon iglemine tabi tutulmug eksplantlardan olusan
kalluslar, bu soliisyonda 37 °C” ye ayarli inkiibatérde 72 saat boyunca bekletilmistir. Bu
sirenin sonunda kalluslar, % 70° lik etil alkolle yikanmig ve binokiler altinda

incelenmigtir.

50 mM Sodyumfosfat tamponunun (pH: 7) hazirlams1
Stok A: 0,2 M NaH,PO, (31,2 g/L)
Stok B: 0,2 M Na;HPO; (28,39 g/L)
Stok A+B: 39 ml Stok A+ 61 ml Stok B alindiginda 50 mM pH:7 Na fosfat tamponu

hazirlanir.

2.2.13. Denemelerde kullamilan istatistiksel analizler

Denemeler, " tesadiif bloklar: deneme desenine " gore 3 tekrarl ve her tekrarda 100
eksplant olacak sekilde planlanmugtir. Genotipin ve ortamin kiiltir olusumuna etkisi
MSTATC istatistik program: kullamlarak varyans analizi ve Duncan testi ile
belirlenmistir (Freed vd 1989). Tki farkli ortamda, kallus indiiksiyonu, rejenerasyon ve
kallus agirhig: arasindaki korelasyon katsayist da yine MSTATC istatistik programi
yardimiyla hesaplanmistir (Freed vd 1989).
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3. BULGULAR

3.1. In Vitro Rejenerasyon Cahsmalari

3.1.1. TAA’ in olgun bugday embriyolarindan kallus indiiksiyonu ve bitki
rejenerasyonu iizerine etkileri

T.aestivum L. nin Gin 91, Ikizce, Yakar, Mizrak ve Uzunyayla gesitleri ile
T.durum’ un Kiziltan, Altin, Yilmaz, C-1252 ve Ankara 98 cesitleri ile yapilan in vifro
rejenerasyon galigmalarinda 2 veya 4 mg/L IAA igeren MS besin ortamu kullanilmgtir.
Test edilen butin gesitler, 2 veya 4 mg/L TAA igeren MS besin ortaminda kallus
olusumu goéstermemis, embriyodan dogrudan kok ve sirgin olusumu gozlenmistir. Bu
nedenle JAA’ nin bu iki konsantrasyonunun, olgun bugday embriyolarindan kallus

indiksiyonu igin uygun olmadig: sonucuna varilmigtir.

3.1.2. NAA’ in olgun bugday embriyolarmndan kallus indiiksiyoniu ve
organogenezis iizerine etkileri

3.1.2.1. Triticum aestivum L. cesitlerinden kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna ait sonuclar

T.aestivum L. Gin 91, ikizce, Yakar, Mizrak ve Uzunyayla gesitlerinin olgun
embriyolar: ($ekil 3.1) kallus indiiksiyonu igin, igerisinde 1 mg/L NAA bulunan MS
besin ortaminda kiiltiire almmistir. Deneyler her bir gesit igin 3 tekrarl olarak yapilmig
ve her tekrar i¢in 100 embriyo kullamlmistir. Deney sonucunda sayimlar ti¢ farkl: kriter
g6z oOniinde bulundurularak yapimigtir. Bu kriteler 1) iki hafta sonunda kallus
inditksiyon ortaminda olusan kallus sayisi, 2) rejenere olan kallus sayisi, 3) ortalama
kallus yas agirhgidir. Her tekrar igin bu kriterlere gore sayim yapilmis ve ti¢ tekrarin

ortalamas: alinarak varyans analizi ve Duncan Testi uygulanmustir.
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Sekil 3.1. Baslangi¢ eksplant1 olarak kullanilan olgun bir embriyonun genel goriiniimii.
16 biiyiitme

Kallus olusumu kullanilan gesitlere bagli olarak, kiiltiir baglangicindan itibaren en
erken 3. giinde baglamistir. Yakar (Sekil 3.2) ve Mizrak gesitleri 3. giinde kallus
olusumu gosterirken, Giin 91 (Sekil 3.3) ve Uzunyayla cesitlerinde kallus olusumu 4.
giinde gézle goriiliir bir hale gelmistir. ikizce ise (Sekil 3.4) 5. giinde kallus olusumu

goOstermistir.

Kislik ekmeklik bugdaylarda, denemelerde kullanilan gesitler icin, kallus yas
agirligy, kallus indiiksiyonu ve rejenerasyon kapasitesinin biiyiik 6lgiide genotipe bagli

oldugu gériildii (Cizelge 3.1).




Sekil 3.2.Yakar gesitinin MS+NAA ortaminda olusturdugu kallusun genel gériiniimii.
8 bilyiitme.

Sekil 3.3.Giin 91 gesitinin MS+NAA ortaminda olusturdugu kalluslar. 4 biiyiitme




Sekil 3.4. Ikizce ¢esitinin MS+NAA ortaminda olusturdugu kallusun genel
goriiniimil. 2 bilyiitme

Cizelge 3.1. Bes farkli kishk ekmeklik bugday genotipinin MS+NAA ortaminda
olusturdugu embriyo kiiltiir yaniti

Genotip Kallus indiiksiyonu Kalluslarin rejenerasyon | Kallus yas agirhig
(%) kapasitesi (%) (g)
Giin 91 43.67 55.00° 0.0512*
Yakar 48.33° 100.00* 0.0577°
Tkizce 48.00° 76.00™ 0.0167°
Mizrak 46.66 37.67° 0.0272%
Uzunyayla 36.00° 58.00™ 0.0444® |
LSD 15. 02 24.08 0.0188

Kallus indiiksiyon orani gesite bagli olarak % 36.00°dan % 48.33° e kadar farklilik
gostermistir (LSD=15,02 P< 0,05). Kallus olusum sikligi en fazla % 48,33 oram ile
Yakar gesitinde elde edilirken, en diigiik oran % 36.00 ile Uzunyayla gesitinde elde

edilmistir.



Kallus inditksiyon ortamimda olusan kalluslar rejenerasyon igin hormonsuz yanm
kuvvetli MS ortamina aktaniimadan once kallus yas agirh@ tartitmigtir, Baz:i kalluslar
MS+NAA ortaminda siirgiin olugturmaya basladig igin taze agilik alinmadan 6nce
olusan bu siirgiinler kesilmigtir. Kallus yas agirh: ortalamasi en fazla olan gesit Yakar
olup, ortalama kallus agirhigi 0,0577 g olarak bulunmugtur. En digitk kallus yas agirlig
0,0167 g’ la Ikizce gesiti olup, bu sonuglardan da anlagilacag: gibi, kallus yas agirhig
i¢in de genotip 6nemli bir faktor olarak bulunmugtur (LSD = 0, 0188 P<0,05).

Kallus indiikksiyon ortaminda olugan kalluslar, rejenerasyon igin Y2 MS ortamimna
aktarilmigtir. MS+NAA ortaminda organogenezis olay1 gergeklesmigtir. Embriyo, bu
ortamda kallus olugturmus, Y2 MS ortamin aktarildiktan sonra, kallus iizerinden dolayl
olarak organ olusumu gozlenmistir. Rejenerasyon kapasitesi de biiyiik 6l¢ide genotipe
bagli olarak bulunmugtur (LSD = 24,08 P< 0,05).

En yitksek kallus indiiksiyon oranmna sahip olan Yakar, aynm1 zamanda en fazla

rejenere olabilen gesit olarak bulunmugtur ($ekil 3.5, Sekil 3.6).

ikizce, Yakar’ dan sonra en fazla (% 76.00) rejenere olabilen ¢esit olarak
bulunmugtur (Sekil 3.7). Uzunyayla, en digiik kallus indiiksiyon sikligina sahip olan
gesit olmasina ragmen, rejenerasyon sikligi agisindan % 58.00 oram ile 3. sirada yer
almigtir. Onu % 55.00 oram ile Giin 91 takip etmigtir (Sekil 3.8, Sekil 3.9). En dusik
rejenerasyon sikhigina sahip olan g¢esit % 37.67 oram ile Mizrak gesiti olarak

bulunmugtur.
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Sekil 3.5. Yakar gesitinin % MS ortaminda olusturdugu bitkicigin genel goriiniimii

Sekil 3.6. Topraga aktarildiktan sonra basak baglayan olgun bugday bitkisi
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Sekil 3.7. Ikizce gesitinin %4 MS ortaminda olusturdugu siirgiin ve kok yapilari. 8
biiyiitme.

Sekil 3.8.Giin 91 gesitine ait farkl: derecelerde rejenere olmus kalluslar. 0.5 biiyiitme




Sekil 3.9. Giin 91 gesitinin olusturdugu kallus ve kallustan rejenere olan bitkiler. 2
biiyiitme

MS+NAA ortaminda kallus indiiksiyonu, kallus yas agirhg ve rejerasyon sikligi
genotipe bagli olarak bulunmasina ragmen, bu ii¢ veri arasinda Gnemli bir iligki

bulunamamstir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2.MS+NAA ortaminda T.aestivum L. gesitleri icin farkh karakterler arasinda
olusturulan korelasyon katsayisi tablosu

Karakterler Karakterler arasindaki korelasyon katsayisi

1 2 3
(1) Kallus indiiksiyonu (%) - 0,246 0,356
(2) Kalluslarm rejenerasyon kapasitesi (%) | - - 0,225
(3) Kallus yas agirligi (g) B - -
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3.1.2.2. Triticum durum cesitlerinden kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
sonuclar

Triticum durum Kiziltan, Altin, Yilmaz, C-1252 ve Ankara 98 gesitlerinin olgun
embriyolan, kallus indiksiyonu igin, igerisinde Img/L NAA bulunan MS besin
ortamina alindr. Deneyler, her bir gesit igin 3 tekrarli ve her tekrar i¢in 100 embriyo
olacak sekilde hazirland.. Deney sonucunda sayimlar, 7. aestivum gegitleri igin
kullamlan kriterlere gére vapildi, Ue tekrarn ortalamasi alinarak varyans analizi ve

“Dunéan Testi yapildi.

Kallus olusumu, kullamlan gesite bagh olarak en erken dordiinci glinde en geg ise

onuncu giinde gorilmiigtir.

Kighk makarnalik bugdaylarda, denemede kullanilan gegitler igin kallus
indiksiyonu, kallus yas agirhg ve rejenerasyon kapasitesinin genotipe bagh oldugu

bulunmustur (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Bes farkh kishk makarnalik bugday genotipinin MS+ NAA ortaminda
olusturdugu embriyo kiltir yaniti

Genotip Kallus indiiksiyonu | Kalluslarin rejenerasyon | Kallus yas agirlig
(%) kapasitesi (%) (g

Kiziltan 246710 63.33" 0.0120°
Altin 4933° 7433" 0.0289"
Yilmaz 44,67 82.33° 0.0254°
C-1252 4233% 73.67" 0.0305"
Ankara 98 39.67° 81.67" 0.0274*
LSD 8.325 14.22 0.0188

Kallus indiiksiyon orani, denemelerde kullanilan cesite bagh olarak % 39.67°den %
49.33’¢ kadar degisiklik gostermistir (LSD = 8.325 P< 0.05). Kallus olusum sikligt en
fazla % 49.33 orani ile Altin gesitinde (Sekil 3.10) elde edilirken, bunu sirastyla %
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44.67" lik  bir oranla Kiziltan (Sekil 3.11) ve Yilmaz (Sekil 3.12) izlemistir. Kallus

indiiksiyon siklig, en diisiik olan gesit ise % 39.67 ile Ankara 98 ¢esiti olmustur.

Sekil 3.10. Altin ¢esitinin MS+ NAA ortaminda olusturdugu kallus. 2 biiyiitme

Kallus yas agirhigr 0.0305 g ile 0.0120 g arasinda gesitlilik gostermistir (LSD =
0.0188 P< 0.05). Rejenerasyon kapasitesi biiyiik dlgiide genotipe bagl olup, % 82.33
ile % 63.33 arasinda degismektedir (LSD= 14.22 P< 0.05) (Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil
3.15).



Sekil 3.11. Kiziltan gesitinin MS+NAA ortaminda olusturdugu kallus. 2 biiyiitme

Sekil 3.12.Yilmaz gesitinin MS+NAA ortaminda olusturdugu kallus. 2 biiyiitme
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MS+NAA ortaminda kallus indiiksiyonu, kallus yas agirligi ve rejerasyon sikligi

o

genotipe bagli olarak bulunmasina ragmen, bu ii¢ veri arasinda Snemli bir ilisk

bulunamamugtir (Cizelge 3.4).

Sekil 3.13.MS+NAA ortaminda rejenere olan bir kallusun yakindan goriiniimii.
8 bilylitme.
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Sekil 3.14. MS+NAA ortaminda Altin gesitinin olusturdugu kok ve siirgiinler. 2
biiyiitme




Cizelge 3.4 MS+NAA ortaminda 7. durum gegitleri igin farkli karakterler arasinda
olusturulan korelasyon katsayis: tablosu

Karakterler Karakterler arasindaki korelasyon katsayisi
1 2 3
(1) Kallus inditksiyonu (%) - 0.047 0.251

(2) Kalluslarin rejenerasyon kapasitesi (%) - 0.215
p

(3) Kallus yas agirhig1 (g) 3 ) )

3.1.3. 2,4-D’ nin olgun bugday embriyolarindan kallus olusumu ve somatik
embriyogenez iizerine etkileri

3.1.3.1. Triticum aestivum L. gesitlerinden kallus olusum ve somatik embriyogenez
sonuclan

Triticum aestivum Giin 91, Ikizce, Yakar, Mizrak ve Uzunyayla gesitlerinin olgun
embriyolari, kallus indiksiyonu igin, igerisinde 2 mg/L 2,4-D bulunan MS besin
ortamina alindi. Deneyler herbir gegit igin 3 tekrarh olarak yapild: ve her tekrar igin 100
embriyo kullanildi. Deney sonucunda sayimlar S5 farklh kriter g6z Oniinde
bulundurularak yapildi. Bu kriterler 1) kallus indiiksiyon ortaminda olugan kallus sayist,
2) rejenerasyon ortaminda olusan somatik embriyo saysi, 3) eksplant bagina diigen
somatik embriyo sayisi, 4) embriyogenik kallus sayisi, 5) ortalama kallus yag agirhig:.
Her tekrar igin bu kriterlere gore sayim yapildi ve ti¢ tekrann ortalamas: alinarak

varyans analizi ve Duncan Testi yapild:.

Eksplantlarin etrafinda, gozle gorilebilir haldeki en erken kallus olusumu yaklasik
olarak kiiltiir baglangicindan itibaren 2 giin sonra gérillmigtiir. Biitiin ¢esitlerde en geg
4. guniin sonunda kallus olugumu gorilmigtir. Olugan kalluslar, kallus indiksiyon
ortamindan % MS ortamina aktanldiktan sonra, somatik embriyo olusumu en erken 20.
ginde, ortalama olarak da kuiltirin 25-30. giinlerinde gergeklesmistir. MS+2,4-D
ortaminda, MS+NAA ortamindan farkli olarak organogenezis yerine somatik
embriyogenezis olayr gergeklegmistir. Somatik embriyolar, organogenezis yoluyla
gelisen siirgiinlerden farkli yapida elde edilmislerdir. Bunlarin asil doku ile vaskular bir
baglantilari olmadid: igin dokudan kolayca ayrilabilmislerdir.
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MS+NAA ortaminda oldugu gibi, MS+2,4-D ortaminda da kallus indiksiyonu,
rejenerasyon ve kallus yas afirhg, bityiik olgiide genotipe bagl olarak bulunmustur. Bu
ortamda ayrica, olusan somatik embriyo sayist ve eksplant bagmma diigen embriyo

sayisinda da genotip 6nemli bir faktor olarak kargimiza ¢tkmugtir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Bes farkh kiglik ekmeklik bugday genotipinin MS+2,4-D ortaminda
olusturdugu embriyo kiiltiir yanit

Kallus Kalluslarin Olugan Eksplant Kallus

Genotip | indiiksiyonu | rejenerasyon somatik bagina diigen | Yas agirligt

(%) kapasitesi (%) | embriyo sayis1| embriyo (€3]
5ayist
Gin 91 41.67" 44,00 213 1.8®  [0.0201°
Yakar 53.00° 63.67° 533° 1.5%  |0.0206°
ikizce 5767 21.67 20.6° 16° [0.0155°
Mizrak 4533% 12.00° 10.0° 1.0° 0.0178*
Uzunyayla| 25.67° 51.67 32.0° 24 0.0222*
LSD 20.48 35.60 19.26 1.087 [0.0188

Kallus indiiksiyon orani, denemelerde kullanilan gesitlere bagh olarak % 25.67’den
% 57.67’ye kadar gesitlilik gostermistir (LSD = 20.48 P< 0.05). Kallus olusum sikligt
en fazla % 57.67 oram ile Ikizce gesitine (Sekil 3.16, Sekil 3.17) ait olup, bunu %
53.00° lik bir oranla Yakar (Sekil 3.18) izlemigtir. Mizrak, % 45.33 lik bir oranla
(Sekil 3.19) iigiincii sirada yer alirken, Giin 91 % 41.67" lik (Sekil 3.20) bir kallus
inditksiyon oram géstermistir. Kallus olusum sikhir agisindan en diisiik oran % 25.67

ile Uzunyayla ¢esitine aittir (Sekil 3.21).

MS+2,4-D ortaminda olusan kalluslar, %4 MS ortamina aktanildiktan sonra bir kism1
somatik embriyo verirken, bir kisminda herhangi bir degisiklik olmamis ve bir sire
sonra bu kalluslar dlmiistiir. Somatik embriyogenezis yoluyla rejenere olan kallus sayist
genotipe bagl olarak, % 63,67 den % 12.00” a kadar gesitlilik gostermigtir (LSD =
35.60 P<0.05). Olusturulan somatik embriyo sayisi da genotipe bagh olarak
bulunmustur (LSD = 19.26 P<0.05). Yakar % 63.67 lik bir oranla en fazla rejenere olan
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gesit olup, olusturdugu somatik embriyo sayisi da en fazladir (% 53.3). Benzer sekilde,
en az rejenere olan gesit olan Mizrak tarafindan olusturulan somatik embriyo sayisi da

% 10.0 ile en diisiiktiir (Sekil 3.22).

Sekil 3.16.1kizce ¢esitinin MS+2,4-D ortaminda olusturdugu kalluslar. 4 biiyiitme
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Sekil 3.17. Ikizce gesitinde somatik embriyogenezisin baglangici. 4 biiyiitme

Sekil 3.18.Yakar esitinin MS+2,4-D ortaminda olusturdugu kallus. 16 biiyiitme




Sekil 3.19. Mizrak gegitinin MS+2,4-D ortaminda olusturdugu kalluslar. 2 biiyiitme

Sekil 3.20. Giin 91 gesitinin MS+24-D ortaminda olusturdugu kallus ve somatik
embriyogenez baglangici olan yesil noktaciklar. 2 biiyiitme




Sekil 3.21 Uzunyayla gesitinde somatik embriyogenez. 0.5 biiyiitme

Sekil 3.22 Mizrak gesitinde rejenerasyon baslangici. 16 biiyiitme




Rejenerasyon ortaminda kalluslar, bazen hi¢ somatik embriyo olugturmazken bazen
de bir kallus uzerinde birden fazla somatik embriyo olusumu goriilmiistir. Eksplant
bagma diigen embriyo sayist 1.0 ile 2.4 arasinda olup, genotipe bagl olarak
degismektedir (LSD = 1.087 P<0.05). Kallus yas agirhi da yine genotipe bagh olup,
0.0155 ile 0.0222 arasinda degisim gostermektedir (LSD = 0.0188 P<0.05).

MS+2,4-D ortaminda kallus indiiksiyonu, rejenerasyon, somatik embriyo sayisi,
eksplant bagina diigen embriyo sayisi ve kallus yas agirhig1 genotipe baglt olup aym
zamanda rejenerasyon ve somatik embriyo sayisi arasinda onemli bir pozitif iligki
gozlenmigtir (r = 0,848) (Cizelge 3.6).

3.1.3.2. Triticum durum cesitlerinde kallus olusum ve somatik embriyogenez
sonuglar

Triticum durum Xiziltan, Altin, Yilmaz, C-1252 ve Ankara 98 gesitlerinin olgun
embriyolari, kallus indiiksiyonu igin, igerisinde 2 mg/LL 2,4-D bulunan MS besin
ortamina alindi. Deneyler herbir gesit igin 3 tekrarl olarak yapildi ve her tekrar igin 100
embriyo kullamldi. Deney sonucunda sayimlar 7. aestivum gesitleri igin kullanilan
kriterlere gore yapildi. Ug tekranin ortalamas: alinarak varyans analizi ve Duncan Testi

yapildi.

Cizelge 3.6 MS+2,4-D ortaminda 7. aestivum L. gesitleri i¢in farkl: karakterler arasinda
olusturulan korelasyon katsayisi tablosu

Karakterler Karakterler arasindaki korelasyon katsayist
1 2 3 4 £
(1) Kallus inditksiyonu (%) - 20343 0,086 0269 0,127

(2) Kalluslarin rejenerasyon kapasitesi (%) - 0,848™ 0364 0,027
(3) Somatik embriyo say1st - - - 0,333 0,079
(4) Eksplant bagina diigen embriyo sayis - - - 0,062
(5) Kallus yas agirhg (g) - - - - -

1

P*=0.01
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Eksplantlarin etrafinda gozle goriilebilir haldeki en erken kallus olusumu kiiltiir
baslangicindan itibaren yaklasik olarak 3. giinde goriilmiistiir. En geg kallus olusumu
gozlenen cesit C-1252 olup (Sekil 3.23), 8. giinde kallus olusumu gergeklesmistir.
Olugan kalluslar, kallus indiiksiyon ortamindan % MS ortamina aktarildiktan sonra,
somatik embriyo olusumu en erken 14. giinde Yilmaz gesitinde goriilmiistiir (Sekil 3.24,
Sekil 3.25). Ortalama olarak 20-25. giinlerde tiim gesitlerde somatik embriyo olusumu

gergeklesmistir.
MS+2,4-D ortaminda, makarnalik bugdaylar icin kallus indiiksiyonu, rejenerasyon
kapasitesi, somatik embriyo sayisi ve cksplant bagina diisen embriyo sayisi biiyiik

6lgiide genotipe baghdir (Cizelge 3.7).

Kallus indiiksiyon orani, kullamilan gesite bagli olarak % 37.33’ den % 48.67°ye

kadar degisiklik gostermistir (LSD = 9.2 P<0.05).

Sekil 3.23.C-1252 gesitinin kallus indiiksiyon ortamida olusturdugu kalluslar
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Sekil 3.24. Yilmaz gesitinde bir kallus tizerinden somatik embriyogenezle olusan
stirgiinler. 2 bityiitme

Sekil 3.25. Yilmaz gesitinde somatik embriyogenezis. 8 biiyiitme
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Cizelge 3.7 Bes farkh kiglik makarnalik bugday genotipinin MS+2,4-D ortaminda
olusturdugu embriyo kiiltiir cevabi

Kallus Kalluslarin Olusan Eksplant Kallus

Genotip | inditksiyonu | rejenerasyon somatik bagina diigen | Yas agirlift

(%) Kapasitesi | embriyo sayist| embriyo (€3]
(%) sayist

Kiziltan 37.33° 62.00° 343° 1.4° 0.0267"
Altin 48.67° 27.67° 29.6" 2.2° 0.0430°
Yilmaz 41.00% 52.33° 32.6" 1.5° 0.0266"
C-1252 43337 55.33% 34.6" 14" 0.0254*
Ankara 98 |  37.33° 24.67° 13.0° 1.2 0.0311°
LSD 9.2 14.97 12.88 0.6576 0.0188

Kallus indiiksiyon oram, denemelerde kullamlan gesite bagh olarak % 37.33’den
% 48.67’ ye kadar degisiklik gostermistir (LSD = 9.2 P< 0.05). Kallus olugum siklig1 en
fazla % 48.67 oram ile Altin gesitine (Sekil 3.26) ait olup, bunu % 43.33’ lik bir oranla
C-1252 izlemistir. Yilmaz, % 41.00 Iik bir oranla iigiincii sirada yer alirken, Kiziltan ve
Ankara 98 % 37.33 liik bir oranla Yilmaz’ 1 takip etmigtir (Sekil 3.27, Sekil 3.28).
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Sekil 3.27. Ankara 98 cesitinin olusturdugu embri
8 biiyiitme

yogenik kallusun yakindan griiniimii.
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Sekil 3.28. Ankara 98 gesitinin MS+2,4-D ortaminda olusturdugu kalluslar. 2 biiyiitme

Somatik embriyogenezisle rejencre olan kallus sayist genotipe bagli olarak
% 62.00° dan % 24.67° ye kadar gesitlilik gostermistir (LSD = 14.97 P< 0.05).

Olusturulan somatik embriyo sayisi da genotipe bagli olarak bulunmugtur. (LSD
12.88 P< 0.05). Kizaltan % 62.00°

3.29, Sekil 3.30, Sekil 3.31).

lik bir oranla en fazla rejenere olan cesittir (Sekil

C-1252 gesiti % 55.33” le ikinci sirada yer alirken, bunu % 52.33 litk bir oranla
Yilmaz gesiti takip etmektedir (Sekil 3.32):
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Sekil 3.30.Somatik embriyogenezin daha sonraki bir agamast. 8 bilyiitme
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Sekil 3.32.Y1lmaz gesitinin olugturdugu kallustan rejenere olan bitkicik. 2 biiyiitme
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Alun gesiti % 27.6 oraminda rejencre olurken, en az rejenere olan gesit % 24.6 ile

Ankara 98 dir (Sekil 3.33).

MS+2,4-D ortaminda olusturulan somatik embriyo sayis1 ve eksplant basina diisen
embriyo sayisi da genotipe bagh olarak bulunmustur (LSD = 12.88 P< 0.05, LSD =
0,6576 P< 0.05). Aymi sekilde kallus yas afirligi da genotipe bagl olup, LSD degeri
0.0188 olarak bulunmustur (P< 0.05).

Makarnalik bugdaylar igin MS+2.4-D ortaminda rejenerasyon ve somatik embriyo
sayist arasinda (r = 0.825), ayrica eksplant basina diigen embriyo sayisi ve kallus yas

agirlig: arasinda (r = 0,627) 6nemli bir pozitif iliski gozlenmistir (Cizelge 3.8).

Sekil 3.33. Ankara 98 cesitinde somatik embriyogenezle rejenerasyon. 2 biiyiitme
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Cizelge 3.8 MS+2,4-D ortanunda 7. durum gesitleri igin farkli karakterler arasinda
olusturulan korelasyon katsayisi tablosu

Karakterler Karakterler arasindaki korelasyon katsayisi
1 2 3 4 5
(1) Kallus indiksiyonu (%) - -0,074 0,409 0,246 0,196
(2) Kalluslarin rejenerasyon kapasitesi (%) |- - 0,815 -0311 -0,462
(5) Somatik embriyo sayisi - - - 0,106 -0,206
(6) Eksplant bagina diisen embriyo sayist |- - - - 0,627

(5) Kallus yas agirhg: (g) 2 & 2 = .

P¥=0.01
P* =0.05

3.1.4. Genotip- ortam etkilesiminin kallus indiiksiyonu ve rejenerasyon iizerine
olan etkileri

Denemelerde 7. aestivum ve T. durum’ a ait 5’er farkl gesitin iki farkli kallus
inditksiyon ortaminda kallus inditksiyon ve rejenerasyon oranlari birbiri ile
kargilagtinlmugtir. 7. aestivum’ a ait farkl gesitlerden her birinin MS + NAA ve MS +
2,4-D ortaminda olusturdugu kallus indiiksiyon sikhg (LSD = 16.51 P< 0.05),
rejenerasyon oramt (LSD = 27.97 P< 0.05) ve kallus yas agirliklar: (LSD = 0.0173 P<
0.05) birbirinden farkh olarak bulunmugtur. Farkh 7. aestivum gesitlerinin in vitro
kiiltiir ortaminda olugturdugu kiiltiir yaniti, genotipe bagh oldugu kadar, denemelerde
kullanilan kiiltiir ortamina da biiyiik 6lgiide baghdir (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. T. aestivum L. gesitleri igin Duncan Testi ile elde edilen genotip x ortam
etkilegim gizelgesi

Kallus Kalluslarin Kallus
Ortam Genotip | inditksiyonu | Rejenerasyon | yas agirhg
(%) Kapasitesi (%) (8)
2,4D Giin 91 41.67™ 44.00% 0.0201°
Yakar 53.00° | 63.67 0.0206°
Tkizce 5767 21.67% 0.0155°
Mizrak 4533® 12.00° 0.0178°
Uzunyayla | 25.67° 51,67 0.0222°
NAA Gin 91 367 | 55.00° 0.0512°
Yakar 4833% 100.00° 0.0577°
ikizee 48.00% 76.00° | 0.0167°
Muzrak 46.66™ 37.67% 0.0272%
Uzunyayla 36.00% 58.00% 0.0444™

Benzer gekilde 7. durum’ a ait farkl gesitlerden her birinin MS+NAA ve MS +
2,4-D ortaminda olusturduu kallus indiksiyon sikhg (LSD = 8.08 P< 0.05),
rejenerasyon orant (LSD = 13.42 P< 0.05) ve kallus yas agirhklan (LSD = 0.0173 P<
0.05) birbirinden farkl olarak bulunmustur. T. durum bugdaylanmn in vitro kiltir
ortaminda olusturdugu kiiltir yamit: da genotip ortam etkilegimi ile iliskili olarak
bulunmustur (Cizelge 3.10).

3.2. Agrobacterium tumefaciens bakterisi ile transformasyon

Olgun bugday embriyolanmin transformasyonu icin iki farkls Agrobacterium

tumefaciens susu ve iki farkl yontem kullaniimigtir.

3.2.1. pGV 2260 35 S GUS INT susu ile transformasyon

p GV 2260 35 S GUS INT susu ile transformasyon denemelerinde, baglangig

materyali olarak olgun embriyolar kullamlmigtir. Bakteri ile muamele edilen olgun
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embriyolar, kallus olusumu ve transgenik bitkilerin segilimi icin antibiyotik iceren
MS+2,4-D ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Hem 7. aestivum hem de T. durum gesitleri,
antibiyotikli se¢ilim ortaminda birkag giin iginde kallus olugturmuslardir (Sekil 3.34,
Sekil 3.35)

Transformasyon sonrasinda, antibiyotikli secilim ortaminda olusan kalluslarin
transgenik olup olmadifi histokimyasal GUS analizi ile aragtirilmustir. Transgenik
bitkiler, ~histokimyasal GUS analizi sonucunda mavi rengin olusumu ile
belirlenmektedir (Sekil 3.36).

Sekil 3.34 Agrobacterium ile transformasyondan sonra antibiyotikli segilim ortaminda
olusan kalluslarin yakindan gériiniimii. 2 biiyiitme

Igerisinde gus ve mptII genleri olan disarmed Agrobacterium ile transgenik bugday
bitkisi elde etmek igin in vifro ortamda yapilan transformasyon ¢alismalari sonucunda

aday transgenik bugday bitkisi elde edilememistir.
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Cizelge 3.10 I'durum gesitleri igin Duncan Testi ile elde edilen genotip X ortam
etkilesim gizelgesi

Kallus Kalluslarin Kallus
Ortam Genotip | indiiksiyonu | Rejenerasyon | yas agirlig
(%) Kapasitesi (%) ®
2,4D Kiziltan 37.33° 62.00% 0.0267"
Altin 48.67° 27.67° 0.0430°
Yilmaz 41.00™ 5233° 0.0266™ |
C-1252 43.33™¢ 55.33° 0.0254
Ankara 98 37.33° 2467° 0.0311™ ||
NAA Kiziltan 44 6T 63.33% 0.0120°
Altin 49.33° 7433 0.0289°
Yilmaz 2467 8233" 0.0254" |
(LD 4233 13.67° 0.0305° |
Ankara 98 39.67° 81.67° 0.0274™

3.2.2. pWP127 susu ile transformasyon

Bu sus ile transformasyon ¢aligmalarinda, baglangig materyali olarak MS+2,4-D (2
mg/L) ortaminda olusturulan kalluslar kullanildi. Bakteri ile iki giin kokiiltive edildikten
sonra, antibiyotikli se¢ilim ortamina alinan kalluslara 2 giin sonra histokimyasal GUS
analizi uygulandi. /n vitro ortamda bu sus ile yapilan transformasyon ¢aligmalan

sonucunda transgenik bugday bitkisi elde edilememigtir.
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Sekil 3.35. Transformasyon sonrasinda antibiyotikli se¢ilim ortaminda olusan farkli
biiyiikliikteki kalluslar

Sekil 3.36. Transgenik tiitiin bitkisinde histokimyasal GUS analizi sonucunda olusan
mavi noktaciklar. 8 biiyiitme
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4. TARTISMA

Biyoteknolojik y6ntemlerin iiriin 1slaht amaciyla kullanilabilmesinin ilk sarti, in
vitro kiltiir ortaminda kiiltiirasyonu yapilan bitkinin etkili bir sekilde rejenere

olabilmesidir.

Bugday gerek diinya gerekse iilkemiz igin en énemli besin kaynaklarindan birisidir.
Bu nedenle in vitro kiiltirlerde rejenerasyonu ok sayida arastirict tarafindan
caligilmaktadir. Bugdaymn doku kultiriinde kallus olusturmas: ve olusan kalluslarin
bitkiye rejenere olmasi genel olarak eksplant kaynagi, genotip ve kiiltiir ortami ile
iliskilidir (Ozgen vd 1998). Bugdayda kallus kiiltiriiniin kurulmast i¢in en yaygin
olarak kullamlan eksplant kaynaklari arasinda olgunlagsmamig embriyo, olgun embriyo,
apikal meristem (Ozgen vd 1996) ve anter bulunmaktadir (Delporte vd 2001). 2,4-D,
kullamlan hemen hemen biitiin eksplant cesitlerinde kallus olusumu ve saklanmas igin
en yaygin olarak kullanilan hormondur. Somatik embriyo olusumu 2,4-D igerigi
azaltilmig besin ortaminda kiiltirasyon sonucunda veya aymi ortamda uzun bir kiltir
periyodu sonucunda elde edilir. Ortamda oksin veya oksin benzeri bilegenlerin
yoklufunda da kallustan somatik embriyo farkhilasmasi ve siirgiin  olusumunun
indiklenmesi olay: gériliir (Delporte vd 2001). Yapmus olduumuz ¢alismanin
sonucunda da 2 mg/L 2,4-D igeren kallus inditksiyon ortaminda olusan kalluslar, iki
haftalik bir kiltirasyonun ardindan 2,4-D icermeyen ortama aktanildiktan sonra, once

somatik embriyo farklilasmasi, ardindan da stirglin olugumu gézlenmigtir.

Bujday doku kiiltirinde bitki rejenerasyonu, kullanilan eksplanttan bityiik dl¢iide
etkilenmektedir. Olgunlagmamis embriyolar, bugday doku kiltirinde en fazla
kullanilan eksplant kaynagidir. Machii vd (1998), 107 farkh bugday gesitinin
olgunlasmamis embriyolarimi eksplant kaynagi olarak kullandiklari galigmalarinda
ortalama % 17’ lik bir rejenerasyon oram elde ederken, Fennell vd (1996), 48 gesitin
olgunlagmamus embriyolan ile yaptiklari galismada ortalama % 19” luk bir rejenerasyon
oram elde etmislerdir. Bu sonuglardan da goriilecegi gibi, test edilen genotiplerin gogu
(% 75) % 30” dan daha az bir oranda rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Sadece birkag

genotip % 60” 1n tizerinde bir rejenerasyon oranina sahiptir. Ozgen vd (1996) tarafindan
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yapilan bir galiymada hem olgun, hem de olgunlasmamig embriyolardan kallus
indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu tizerine genotipin gergekten biiytik etkisinin oldugu
gorilmigtir.  Bu galisma yedi farkh makarnalik bugday gesiti ile yapilmigtir.
Olgunlagmamig embriyo kiiltiirii igin kallus indiiksiyon orani ortalama olarak % 96.0,
rejenerasyon kapasitesi ise % 49.7 olarak elde edilmistir. Olgun embriyo kiiltiirii igin
bulunan sonuglar, kallus indiiksiyonu igin % 81.4, rejenerasyon kapasitesi icinse %
70.4° tir. Yapmus oldugumuz caligmada makarnalik bugday cegitleri icin NAA’ li
ortamda bulunan kallus indiiksiyon oram % 39.67 - % 49.33 arasinda degismekte olup,
ortalama olarak % 44.1 dir. Bu tiir i¢in rejenerasyon siklifit % 63.33 den % 8233 e
kadar degisim gostermekte olup ortalama olarak % 75° dir, 2,4-D’ 1i ortamda
makarnalik bugdaylar igin bu ortamda elde edilen sonuglar, kallus indiksiyon siklig
agisindan % 3733 ile % 48.67 arasinda degigmekte olup ortalama % 41.5° dir.
Rejenerasyon % 24.67 ile % 62.00 arasinda, ortalama % 44.4’ diir. 2,4-D’ li ortamda
bulunan sonuclar, Ozgen vd (1996) tarafindan elde edilen sonuglara gore digitk , NAA’
li ortamda elde ettigimiz sonuglar ise uyumludur. Lazar vd (1983) ile Chowdhury vd
(1991), yapmus olduklar galismada kallus indiiksiyon oram ve kallustan rejenerasyon
kapasitesi arasinda ¢nemli bir iliski bulamamislardir. Bu nedenle diigiik  kallus
indiiksiyonu gosteren genotiplerin ayni zamanda diisik rejenerasyon kapasitesine sahip
olacagi diginilmemelidir. Ozgen vd (1996) tarafindan yapilan galigmada olgun
embriyo kiltiiriiniin olgunlasmamis embriyo kiltiirinden daha iyl rejenerasyon
kapasitesine sahip oldugu gosterilmigtir. Kallus yas agirhigs, kallus indiiksiyon siklig1 ve
kalluslarin rejenerasyon kapasitesi arasinda énemli bir iligki bulunamanustir. Olgun ve
olgunlasmamig embriyolardan kallus olusumunun baglangicindan itibaren 38-60 giin
sonra bitki rejenerasyonu elde etmislerdir (Ozgen vd 1996). Yapmis oldugumuz
caligmada da NAA” 1i ortamda yaklagik olarak bir ay, 2,4-D’ li ortamda ise iki ay sonra

bitki rejenerasyonu elde edilmistir.

Yine Ozgen vd (1998) tarafindan yapilan galismada 12 farkli Triticum aestivum
gesiti MS+2,4-D ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu galismada da kaltiir yamtinin bilyiik
dlgide genotipten etkilendigi gorilmiigtir. Genel olarak olgun embriyo kiiltiiriiniin
yamti olgunlagmamis embriyo kiltiiriinden daha yiiksek bulunmustur. Olgunlagmamig

embriyo kiiltiirii igin kallus indiiksiyonu ortalama % 80.4, rejenerasyon kapasitesi ise
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% 70.9 olarak elde edilirken, olgun embriyo kiiltiiriinde kallus indiksiyonu % 90.6’ ya,
rejenerasyon kapasitesi ise % 96.1° e kadar yikselmistir. Caligmamizda bes farkli 7,
aestivum gesiti Ug farkh ortamda kiltire alnmigtir. Denemelerde, NAA’ i kallus
indiksiyon ortaminda ekmeklik bugday gesitleri i¢in kallus indiiksiyonu % 36.00 ile
% 48.33 arasinda deBismekte olup ortalama kallus indiiksiyon orant % 44.5 olarak
bulunmustur. Rejenerasyon kapasitesi ise % 37.67" le % 100,00 arasinda olup, ortalama
olarak % 65.0” lik bir rejenerasyon stkhig elde edilmigtir. 2,4-D” Ii ortamda ekmeklik
bugdaylar igin elde ettigimiz kallus indiksiyon siklift % 25.67 ile % 57.67 arasinda
degigmis, ortalama kallus indiiksiyon stkligi % 44.6 olarak bulunmustur, Rejenerasyon
% 12.00 ile % 63.67 arasinda olup ortalama % 38.0’dir. Ozellikle 2,4-D’ li ortamda
elde edilen sonuglar, Ozgen vd (1998) tarafindan elde edilen sonuglara gore diisik
olmasina ragmen, gerek kallus indiksiyonu, gerekse rejenerasyon kapasitesinin biiyitk
élgiide genotipe bagh oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda, biyoteknolojik ¢aligmalar
i¢in bu gesitlerin secilmesinin dnemi ortaya ¢ikmig olmaktadir. Ozgen vd (1998) bu
caligmada, iki eksplant tipinden kallus olusumunu, kiltir baslangicindan itibaren 2-3.
glinlerde gormiislerdir. Bu galismalarinda da her bir embriyo kiiltiini i¢in kallus yag
agirhigt ve diger kiiltir yamitlart arasinda énemli bir iliski elde edememislerdir. Kallus
indiksiyon sikhg ve Kkallus rejenerasyon sikh@: arasinda da onemli bir iligki
bulunamamistir. Caligmamizda, NAA ortaminda ekmeklik ve makarnalik bugday
gesitleri igin kallus indiiksiyonu, kallus yas agirligi ve rejenerasyon kapasitesi arasinda
onemli bir iliski bulunamamustir. 2,4-D ortaminda ise, ekmeklik bugdaylar igin
rejenerasyon ve somatik embriyo sayisi arasinda onemli bir pozitif korelasyon elde
edilmistir. Makarnalik bugdaylarda hem rejenerasyon ve somatik embriyo sayist, hem
de eksplant bagina diisen embriyo say1st ve kallus yag agirlig: arasmda onemli bir pozitif
korelasyon gozlenmistir, fakat Ozgen vd (1998) tarafindan elde edilen sonuglara benzer
sekilde kallus indiksiyonu ve rejenerasyon arasinda, her iki ortamda gerek ekmeklik,
gerekse makarnalik bugdaylar igin, bir korelasyon elde edilememesi, bu karakterlerin

genetik agidan bagimsiz oldugu fikrini desteklemektedir.
Delporte vd (2001) yapmig olduklar1 ¢alismada iki farkls kiglik ekmeklik bugday

genotipiyle calismiglardir. Caligmalarinda olgun embriyo fragmentlerini eksplant

kaynag olarak kullanmig ve ortalama olarak embriyonik kalluslarin % 11” inin rejenere
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oldugunu gormiiglerdir. Bu galigmada kallus bagina ya hig bitki olugmamis ya da birkag
bitki olugmustur. Bizim olgun embriyo kullanarak, iki farkli ortamda elde ettifimiz %
38.0 ve % 65.0” lik rejenerasyon oranlari, bu caligmada elde edilen sonuglardan oldukga
yiksektir. Calismamizda da 2,4-D * li ortamda kallus bagina ya hig bitki olugmamis ya
da birkag bitki olusmustur. Bu sonu¢ Delporte vd (2001) tarafindan elde edilen

sonuglar: destekler niteliktedir.

Benkirane vd (2000) yapmis olduklart ¢alismada on farkli makarnalik bugday
gegitinin  olgunlagmamug  infloresens ve koleoptil eksplantlarm  kullannmslardir.
Olgunlagmamus infloresens eksplant kaynag: olarak kullamldiginda kallus indiiksiyon
stkhifinin % 44” den % 61’e, rejenerasyon kapasitesinin de % 21.5’ den % 55.4° e
kadar degistigini bulmuglardir. Kallus indiksiyonu ve rejenerasyon arasindaki fark
genotibe bagli olarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur, Bu calismada da tek bir
kallus tizerinden tek veya goklu somatik embriyo elde edilmigtir. Koleoptil eksplantlar:
kullanldiginda ise kallus indiiksiyon oram % 27.32 olarak bulunmustur. Rejenerasyon,
ortamda bulunan 2,4-D konsantrasyonuna bagh olarak % 1.6 ile % 11.3° e kadar
defismektedir. Ayrica koleoptil eksplantlarinda kallus indiiksiyonu genotipten ¢ok fazla
etkilenmezken, rejenerasyon igin genotipin énemli oldugu da bulunmustur. Bizim hem
ekmeklik hem de makarnalik bugday cesitlerinin olgun embriyolanini kullanarak
yaptigimiz ¢aligmamizda elde ettifimiz bulgular bu sonuglardan daha yuksektir.
Dolayist ile kallus inditksiyonu ve rejenerasyon kapasitesi {izerinde genotip kadar

eksplant kaynaginin da 6nemli oldugu bu sonuglarla daha iyi anlagilmaktadir.

Maes vd (1996) tarafindan yapilan gahsmada da hem genotip hem de ortam,
rejenerasyon sikhii iizerine onemli olgiide etkili olarak bulunmugtur. T aestivum
gesitleri igin 2.2 mg/L 2,4-D igeren ve kasamino asitle desteklenen MS ortaminda kallus
indiiksiyonu % 30.3 ile % 96.0 arasinda degigmektedir. Rejenerasyon % 2.3 le % 79.8
arasinda olup, kullamlan gesitlerin sadece birisinde yiiksek rejenerasyon oram elde
edilmig, digerlerinde % 2.3, % 12.6, % 4.0 ve % 7.2° lik bir rejenerasyon oran
gorulmiigtir. 7.durum tird igin kallus indiiksiyonu % 57.5° le % 80.7 arasinda olup,
rejenerasyon siklift % 26.3 ile % 49.1 arasinda degismektedir. Bu ¢aligmada oldugu
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gibi, bizim gahsmamiz sonunda da, genotipin gerek kallus inditksiyonu, gerekse

rejeneresayon kapasitesi iizerinde énemli bir etkiye sahip oldugu gériillmektedir.

Karaca ve Biriin (1999) tarafindan bildirildigine gore; Schaeffer, olgunlagmig
embriyo kiiltiiriinde 2,4-D, NAA ve glutamin eklenmis temel MS ortaminin uygun
oldugunu belirtmigtir. Caliymamizda, u¢ farkli ortam kullanilmistir. Kullantlan ortamlar;
Img/L NAA, 2mg/L 2,4-D ve 2 veya 4 mg/L 1AA ile desteklenmis kati MS ortamidir.
Bitki biiyiime diizenleyici olarak farkl konsantrasyonlarda (2-4 mg/L. ) IAA kullanilan
kallus indiiksiyon ortaminda kallus olugumu gergeklesmemis, embriyo ¢imlenerek
bitkiyi olugturmustur. Tarafimizdan simdiye kadar JAA® nin tek bagina kullamldig: bir
kallus indiiksiyon ortamina rastianilmamsg olup, galigmamizda da IAA’ nin tek bagma
kullamminin, bugday bitkisinden kallus kiltiri kurulmas: igin uygun olmadig
sonucuna varilmstir. Hormon olarak NAA kullanilan ortamda adventif stirgtin olugumu,
bir bagka deyisle organogenesis gozlenmigtir. 2,4-D kullanilan ortamda ise kallus
olusumunu takiben somatik embriyogenez yoluyla dolayl: bitki rejenerasyonu olmusgtur.
Daha once yapilmis olan galigmalarin gofunda somatik embriyogenezis yoluyla
rejenerasyon elde edilirken, NAA’ in tek bagina kallus kiltiri kurulmas: igin
kullantmina rastlanilmamigtir. Karaca ve Biiriin (1999) yapmug olduklan ¢alismada
kallus kultira kurulmas: igin NAA” i bir sitokinin olan kinetinle birlikte kullanmuglar
fakat, ortamu kallus kiiltiirti kurulmast igin ok uygun bulmamislardir.

Partikil bombardimani i¢in kullanilan diger sistemlerle kiyaslandiginda, olgun
embriyolardan olusturulan kallus sayisinin diger sistemlerde elde edilen kallys

saysindan daha fazla oldugu gorilmistir (Delporte vd 2001).

Genotip gesitlerin embriyogenik potansiyeli iizerinde en etkili faktérlerden birisidir.
Bu nedenle genetik transformasyon galigmalarinda yikksek embriyogenik potansiyele
sahip bireylerin segilmesine dikkat edilmelidir. Yiiksek embriyogenik potansiyele sahip
gesitlerin tammlanmasi, bugdaym genetik transformasyonu i¢in en énemli faktérlerden
birisidir (Maes vd 1996).
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Bu gahyma sonucunda kallus inditksiyonu ve bitki rejenerasyonu igin, genotipin
oldukga 6nemli oldugu, bir kez daha kamtlanmig oldu. Hem makarnalik hem de
ekmeklik bugdayn olgun embriyo eksplantlar, kullamilan tiim gegitlerde, hem
embriyogenik kallus olusturabilme, hem de rejenere olabilme yetenegindedir. Olgun
embriyo kullanilarak olusturulan etkili bir rejenerasyon sistemi, genetik mithendisligi
teknikleriyle bugdaya farklt genlerin transferi i¢in kullamislt bir sistemdir. Yil boyunca
kullanima hazir bir halde kolayca elde edilen olgun embriyolar, olgunlagmamisg
embriyolar gibi bugday doku kiltirlerinde etkili bir eksplant kaynag: olarak
kullanilabilir.

Biyoteknolojik yollarla bugday islahi, etkili ve givenilir bir transformasyon
sisteminin yoklugu nedeniyle simrh miktarda olmaktadir, Transformasyon igin en stk
kullanilan yontem, mikroprojeksiyon bombardimant olup, Weeks vd (1993), bu yéntemi
kullanarak tek bir bugday cesitine ait 6248 adet embriyoyu transforme etmislerdir.
Caligmalarinda markér gen olarak fosfinotrisin dayaniklilk geni olan bar genini
kullanmuglardir. Caligma sonucunda kallus ve koklenme asamasindaki bitkiciklerden 13
tanesinde gegici PAT enzim aktivitesi gozlemlemislerdir. Daha sonraki asamada ise 10
adet transgenik bitki elde etmeyi bagarmislardir. Transformasyon sikligi 1000 embriyo
bagina 1-2 adet bulunmugtur .

Hess vd (1990) bugday basaklarma Agrobacterium tumefaciens pipetlenmesi ile

birkag adet kanamisine direngli bitki elde etmislerdir.

Tingay vd (1997), arpanin olgunlasmamig embriyo eksplantlarim biolaphos direng
geni olan bar ve gus igeren binary vektorle transforme edip, transformasyon etkinligini,

% 4.2 olarak bulmuglardir.

Khanna ve Daggard (2003) binary vektor pHK22 veya super binary vektor pHK21
tagtyan LBA4404 Agrobacterium susu ile bugdayin embriyogenik kalluslarini
transforme etmiglerdir. Super binary vektorlerin 6zelligi, bunlarin ekstra vir B, C, G
genlerini tagimasidir. LBA4404/PHK22 ile transforme ettikleri 578 kallustan tek stabil
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transforme bitki elde ederken, LBA4404/ pHK21 ile transforme ettikleri 658 kallustan
17 stabil transforme bitki elde etmislerdir.

Cheng vd (1997), olgunlagmamig embriyo, 6n kiltiirasyona maruz brrakilmug
embriyo ve bu embriyolarm kiiltiire alinmas: ile olusan embriyogenik kalluslari, B-
glukuronidaz (gus) ve neomisin fosfotransferaz (nptIl) tastyan binary vektor igeren A.
tumefaciens ile transforme etmiglerdir. Transformasyon etkinligi, taze olarak izole
edilmis olguntasmamis embriyoda %12 + 0.79, bir 6n kiiltiirasyona tabi tutulan
olgunlagmamig embriyoda %1.56 + 1.11 ve embriyogenik kallusta ise %1.55 + 1.08

olarak bulunmustur.

Bu tez caligmasinda ise olgun embriyo ve olgun embriyodan olugturulan
embriyogenik kalluslar eksplant olarak kullanilarak, gus ve mptll tasiyan p GV35 S
GUS INT ve p WP 127 Agrobacterium suslar: ile enfekte edildi. Daha énce yapilan
galigmalarda genellikle tek bir gesit enfekte edilirken, bizim yaptigimiz ¢alismada on
farkli gesit test edilmistir. Farklt gesitlere ait yaklasik 1000 embriyo ve 500 kallus
enfekte edilmis, fakat transgenik bitki elde edilememigtir.

Bugdaya T-DNA aktarimini etkileyen cesitli faktdrler bulunmaktadir. Bunlar
arasinda, farkli eksplant tipleri, inokiilasyonda kullanilan A.tumefaciens yogunlugu,
inokiilasyon ve kokiiltivasyon zaman periyodu, inokiilasyon ve kokiiltivasyon
ortaminda bulunan indiikleyici ajan varligi sayilabilir. Simdiye kadar geng fideciklerin
yaprak dokular, olgunlasmarms infloresens, taze olarak izole edilmis olgunlagmamis
embriyo, olgunlagmamis embriyodan olugan embriyogenik kalluslar ve siispansiyon
hiicreleri 4. tumefaciens ile inokiile edilmistir (Cheng vd 1997). Olgun embriyo ve
bundan olusturulan embriyogenik kalluslarin A.tumefaciens ile transformasyonuna dair
bir galismaya tarafimizdan rastlanilmamigtir. Daha 6nce yapilan caligmalardan elde
edilen transformasyon etkinliklerinin oldukga diisiik olduBu g6z oniinde bulundurulacak
olursa kullanilan eksplant sayisi arttirilarak ve transformasyon sartlar1 degistirilerek
transformasyon denemelerine devam edilebilir. Ayrica gegici GUS aktivitesinin elde

edilememesi goz oniine alinrsa, olgun embriyo ve bunlardan olusturulan embriyogenik
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kalluslarin, galismamizda kullandigimiz 4. fumefaciens suslari ile transformasyon igin

uygun eksplantlar olmadigi da disiiniilebilir.
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5. SONUC

Bu calismada, bugday bitkisinin in vifro rejenerasyon yetenegi ve Agrobacterium
tumefaciens araciligi ile genetik transformasyonu aragtinlmigtir. Calismada 7. aestivum
ve 1. durunr’ a ait toplam on farkli genotip kullamlmistir. On farklhi genotipe ait olgun
embriyolardan kallus kiiltiriiniin  kurulmas: ve rejenerasyon igin ¢ farkli ortam
denenmistir. Bu ortamlardan MS+NAA ortamida ekmeklik ve makarnalik bugday
gesitlerinin tiimii organogenesis gostermis, bir bagka deyisle adventif stirgiin olugturmak
yoluyla rejenere olmuslardir. 7. aestivum gesitleri, kallus indiiksiyon ortaminda 3-5
giinde kallus olusturmugtur. Kallus indiksiyon siklig genotibe bagli olarak % 36.00 ile
% 48.33 arasinda degigmistir. Olusan kalluslar, rejenerasyon ortam: olan hormonsuz Ya
MS ortamina aktarildiktan sonra Tejenerasyon orant genotipe bagli olarak % 37.67 ile
% 100.00 arasinda bulunmustur. T.durum gesitleri ise ayni kallus indiiksiyon ortaminda
4-10 giin iginde kallus olugumu gostermis olup, kallus indiiksiyonu % 39.67 ile % 49.33
arasinda degismektedir. Rejenerasyon ortami olan ¥ MS ortaminda olusan rejenerasyon
oram % 63.33 ile % 82.33 arasinda bulunmugtur. MS+IAA (2mg/L) ve MS+IAA
(4mg/L) ortamlarinda kalus olusumu gergeklesmemis, embriyo gimlenerek bitkiyi
olusturmustur. Bu nedenle JAA’ nin tek bagina kullanildiginda, bugday bitkisinden
kallus kailtiirii kurulmast igin ¢ok uygun olmadig sonucuna varilmigtir,

MS+2.4-D ortami kallus indikksiyon ortamu olarak kullanildiginda  somatik
embriyogenez yoluyla dolayl: bitki rejenerasyonu olmustur. 7. aestivum gesitleri igin
bu ortamda olusan kallus indiksiyon sikhii % 25.67 ile % 57.67 arasinda
degismektedir. Bu ortamda kallus olusumu 2-4 ginde gergeklesmistir. Rejenerasyon
ortami olarak hormonsuz, % MS ortam: kullandiginda  somatik embriyogenez
baglangici kullamlan gesite bagh olarak 25-30. giinlerde gorulmiigtiir. Rejenerasyon
sikligr ise % 12.00 ile % 63.67 arasinda degismistir. 7.durum cesitleri, bu kallus
indiiksiyon ortaminda 3 - 8 giinde kallus olusumu gostermis olup, kallus indiiksiyonu
% 37. 33 ile % 48.67 arasinda degismektedir. %4 MS ortaminda rejenerasyon  sikhg,
% 24.67 ile % 62.00 arasinda bulunmustur. Bu ortamda somatik embriyogenez
baglangict 20-30. giinlerde gorilmiigtiir.
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MS+2,4-D ortaminda ekmeklik ve makarnahk bugday cesitlerinde kallus bagma
ortalama olarak 1-2 bitki olugmustur.

Bu caligmada varilan sonuglardan birisi, iki farkli ortamda olgun embriyolar
eksplant kaynagi olarak kullamildiginda, kallus indiiksiyonu ve rejenerasyon kapasitesi
i¢in genotip 6nemli bir faktordir. Yil boyunca kullanima hazir bir halde kolayca elde
edilen olgun embriyolar, bugday doku kiltiirinde etkili bir eksplant kaynagi olarak
kullamlabilir.

Transformasyon galiymalarinda olgun embriyo ve olgun embriyolarin kiiltiire
alinmastyla elde edilen embriyogenik kalluslar, gus ve npt I genlerini tagtyan iki farkls
disarmed A. tumefaciens susu ile transforme edilmigtir. iki eksplant tiirii ve iki farkh
sugla in vitro transformasyon sonucunda histokimyasal GUS analizi yapilmig, fakat
aday transgenik bitki elde edilememistir. Buldugumuz diger bir sonug, bugday
bitkisinde kullanilan Agrobacterium tumefaciens suslar ile transformasyon igleminde,
olgun embriyo ve bundan olusan kalluslann uygun bir eksplant  kaynagi
olamayabilecegi veya eksplant sayisimn arttirilarak ve deney kosullar1 degistirilerek
denemelere devam edilmesi gerektigidir. Bununla birlikte, in viro rejenerasyon
caligmalarinda elde edilen verilerin, bitkinin 1slahi ile ilgili galiymalara katkis1 olacag

diigiintilmektedir.
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