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OZET

Doktora Tezi

BAZI EKMEKLIK VE MAKARNALIK BUGDAY CESITLERININ OLGUN
EMBRIYO KULTURUNE TEPKILERININ BELIRLENMESI

Murat AYDIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Metin TOSUN

Tahillarda genetik miihendisligi ¢aligmalari iyi bir bitki rejenerasyon sistemine baglidir.
Bugday olgun embriyolariin eksplant olarak kullanildigi bu ¢aligma {i¢ agamada (olgun
embriyo kiiltlirlli i¢in uygun yontemin, sitokininlerin bitki rejenerasyonu {izerine olan
etkisinin ve farkli bugday c¢esitlerinin olgun embriyo kiiltiiriine tepkilerinin
belirlenmesi) ytirtitiilmiistir.

On iki yontemin denendigi birinci asamada yalmizca iki yontemde (2 ve 9 nolu
yontemler) bitki rejenrasyonu meydana gelmis ve en yiiksek bitki rejenerasyonu (0,7
adet bitki/eksplant) endosperm destekli olgun embriyolarin 12 mg/l dikamba + 0,5 mg/I
IAA igeren ortamda kiiltiire alindig1 9 nolu yontemde meydana gelmistir.

Ikinci asamada endosperm destekli olgun embriyolar kallus olusumu ic¢in 12 mg/l
dikamba ve 0,5 mg/l TAA igeren MS ortaminda kiiltiire alimmigtir. Meydana gelen
kalluslar 3 farkli sitokinin tipinin (TDZ, kinetin ve BAP) 3 degisik miktarin1 (0,5; 1,0 ve
1,5 mg/l) iceren biri kontrol olmak iizere toplam 10 farkli rejenerasyon ortaminda
kiiltire alinmistir. En yiiksek bitki rejenerasyonu (1,8 adet bitki/eksplant) 0,5 mg/l
TDZ’nin kullanildig1 1 nolu yontemden elde edilmistir.

Birinci ve ikinci asama sonuglari dogrultusunda farkli bugday cesitlerinin olgun
embriyo kiiltiiriine tepkilerinin belirlendigi son asamada kallus olugsumu, embriyogenik
kallus olusumu, cevap veren embriyogenik kallus olusumu ve rejenerasyon etkinligi
tizerine ¢esidin etkisi ¢cok onemli olmustur. En yiiksek bitki rejenerasyonu sirasiyla
Kirik (2,9 adet bitki/eksplant), Nenehatun (2,4 adet bitki/eksplant) ve Kasif Bey 95 (1,8
adet/ eksplant) cesitlerinden elde edilmistir. Makarnalik cesitlerin hicbirinde bitki
rejenerasyonu meydana gelmemistir.

Bu arastirmada bugday olgun embriyo Kkiiltiiriinde etkili bir rejenerasyon sistemi
gelistirilmis ve bugday doku kiiltiriinde olgun embriyolarin, olgunlagsmamig
embriyolara alternatif eksplant kaynagi olarak kullanabilecegi sonucuna varilmistir.

2010, 109 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bugday, olgun embriyo kiiltiirii, sitokinin, bitki rejenerasyonu
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EFFECTS OF SOME BREAD AND DURUM WHEAT CULTIVARS ON MATURE
EMBRYO CULTURE

Murat AYDIN
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Metin TOSUN

Success in genetic engineering of wheat depends upon the reliable plant regeneration
system. This study which mature embryos were used as an explant were carried out in
three stages (identification of suitable method for wheat mature embryo culture,
determination of effects of cytokine on plant regeneration, and effect of different wheat
cultivars on mature embryo culture.

Twelve different methods were investigated in the first stage. Plant regeneration was
observed in two out twelve methods (methods 2 and 9) and the highest plant
regeneration (0,7 plant/explant) was observed in medium 9 containing 12 mg/l dicamba
and 0,5 mg/l IAA with endosperm supported mature embryos.

In the second stage, endosperm supported mature embryos were cultured in MS medium
containing 12 mg/l dicamba and 0,5 mg/l IAA for callus initiation. Calli were cultured
in 10 different media containing 3 different cytokines (TDZ, kinetin, BAP) and their
three different doses (0,5; 1,0 and 1,5 mg/l) and one control. The highest plant
regeneration (1,8 plant/explant) was obtained from medium 1 containing 0,5 mg/l TDZ.

Based on results of first and second stages, in the third stage that effects of different
wheat cultivars on mature embryo culture were determined, embryogenic callus
formation, responded embryogenic callus formation and effect of cultivars on
regeneration efficiency were highly significant. The highest plant regenerations were
observed in Kirik (2,9 plant/explant), Nenehatun (2,4 plant/explant) and Kasif Bey 95
(1,8 adet/explant) cultivars, respectively. Plant regeneration was not observed in all
durum wheat cultivars

In this study, efficient plant regeneration system was developed by using mature
embryo culture and wheat mature embryo culture has been showed that it can be
alternative regeneration system to immature embryo culture in wheat.

2010, 109 pages
Keywords: Wheat, mature embryo culture, cytokine, plant regeneration.
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1. GIRIS

Diinyada ve Tiirkiye’de tarim yapilabilecek alanlarin son smirlarina ulagsmis olmasi,
calismalarin birim alandan elde edilen verimi artirmak iizerine yogunlasmasima neden
olmustur. Diinya niifusunun hizla artis1 karsisinda, birim alandan elde edilen verimin
artirllmasi i¢in bdlge kosullarina uygun cesitlerin elde edilmesi, bu ¢esitlerin iiretime
alinmasi, tarimsal uygulamalarin zamaninda ve yeterli Olciide yerine getirilmesi

kacinilmazdir.

Yeryiiziindeki 3000 bitki tiirlinden besin maddesi olarak yararlanan insanoglu,
gereksinim duydugu protein ve kalorinin %50’sini tahillardan saglamaktadir. Bu
nedenle, insan niifusunun gereksinim duydugu miktar ve kalitede tahil iiretimi
gilinlimiizde oldugu gibi gelecekte de diinya uluslarinin en 6nemli giindem maddesini
olusturacaktir (Altintas vd 2005). Diinyada ekilebilir alanlarin %17’sinde yetistiriciligi
yapilan bugday (Jones 2005), bir¢ok iilkede oldugu gibi iilkemizde de insanlarin en
onemli besin kaynaklarindan birisidir. Nitekim, 2007 y1il1 verilerine gore lilkemizde kisi
basina yilda 206,6 kg bugday tiiketilmektedir (TUIK 2010). Diger taraftan, 2008 yili
verilerine gore, iilkemizde 8,9 milyon hektar alanda bugday tarimi yapilmis ve 17,8

milyon ton bugday iiretilmis olup, dekara verim 220 kg’dir (TUIK 2010).

Bitkisel iiretimde birim alandan elde edilen {iriiniin miktarini; kiiltiirii yapilan bitkinin
genotipik tiretim potansiyeli (genotip) ve iiretim yapilan alandaki ¢evre faktorleri (iklim,

toprak yapisi, toprak verimliligi, hastalik ve zararlilar) belirler.

Tarimin baslangicindan 19. yiizyila kadar insanoglunun verimi artirma cabalari daha
¢ok iistiin verimli genotiplerin dogal popiilasyonlardan secilmesi ve yetisme
kosullarmin olabildigince iyilestirilmesi seklinde olmustur. On dokuzuncu yiizyilda ise
bitkilerde beslenme esaslarinin ortaya konmasi ve kalitim prensiplerinin yeniden kesfi
sonucu, bitkisel iiretim daha bilingli olarak yapilmaya baslanmig ve birim alandan elde

edilen verimde biiylik artislar saglanmistir. Yirminci yiizyilda modern tarim



tekniklerinin ve bitki 1slah1 yontemlerinin uygulanmas: ile bitkisel tiretimde onemli
verim artis1 ger¢eklesmistir. 1900’11 yillarin basinda dekara 66 kg olan diinya ortalama
bugday verimi, 1999 yilinda 230 kg’a ulasmistir. Ancak, mevcut verim yine de dekara
yaklagik 1500 kg oldugu tahmin edilen potansiyel verimin oldukca altinda
bulunmaktadir (Altintas vd 2005). Belirtilen bu potansiyel verim diizeylerine
erigilebilmesi i¢in bitkilerin genetik yapilarinin ve cevrelerinin daha iyi bir sekilde
kombine edilmesi gerekir. Bu amagcla klasik bitki 1slah1 ¢alismalarindan yararlanilarak
iistiin verimli ve kaliteli birgok ¢esit gelistirilip, insanoglunun hizmetine sunulmasina
karsin, basta hastalik ve zararl olmak iizere bazi biyotik ve abiyotik ¢evresel baskilara
kars1 dayaniklilikta heniiz istenilen sonug tam olarak alinamamistir. Bu sorunlar degisen
ekolojik kosullar altinda giderek biiylimekte ve tir i¢ci melezleme, varyasyon

olusturmada yetersiz kalmaktadir.

Yeni bir ¢esit gelistirmenin ¢ok uzun bir zaman almasi ve daha fazla maddi kaynaga
gereksinim duyulmasi geleneksel 1slah yontemlerinin en Onemli dezavantajlarini
olusturmaktadir. Hastalik ve zararlilara dayaniklilik basta olmak fizere, bitkilerin diger
tarimsal Ozelliklerini iyilestirmede birgok sorunla Kkarsilagilmaktadir. Aralarinda
melezleme yapilabilen tiir sayisinin azligi, yapilan melezlemelerde istenen karakterlerle
birlikte istenmeyen ozelliklerin de birlikte gegisinin Onlenememesi, arzu edilmeyen
karakterlerin geri melezleme yoluyla elemine edilmesinin ¢ok uzun zaman almasi ve
daha fazla isgiicii gerektirmesi geleneksel bitki 1slahinin diger dezavantajlaridir (Ozcan
ve Ozgen 1996). Modern 1slah yontemleri olarak da adlandirilabilecek biyoteknolojik
yontemler veya bitki genetik miihendisligi uygulamalar1 sayesinde, geleneksel
yontemlerin olumsuzluklar1 ortadan kaldirilabilmekte, 1slah siiresi kisaltilarak para ve
zamandan tasarruf saglanmakta ve ayrica melezlemede karsilagilan, genetik baglilik
(linkage) sorunlarinin ve gen havuzundan yararlanmadaki smirlamalarin kolayca

iistesinden gelinebilmektedir.

Biyoteknolojik yontemlerin ilk uygulamasi olan doku kiiltlirii yontemleriyle kiiltiire
alman bitki hiicrelerine ya da dokularina gen aktarimi yapilabilmekte, daha sonra gen

aktarilmis bitki kisimlar1 uygun besin ortaminda olgun bitki haline getirilerek, aktarilan



geni tasiyan transgenik bitkiler elde edilebilmektedir. Yine, doku kiiltiirii sirasinda
meydana gelen kalluslardan farklilasan bitkiler arasinda goriilen somaklonal
varyasyondan 1slah programlarinda yararlanilabilmektedir. Ayrica, in vitro ortamda
kimyasal ve fiziksel mutagen uygulamalarn ile hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere,
tuza, diisiikk sicakliga ve kurakliga toleranshi veya dayanikli mutant hiicre segimleri

yapilabilmektedir (Karaca ve Biiriin 1999).

Bugdayda, genetik miihendisligi ¢alismalarindan yararlanilarak gen aktariminda 6nemli
bir asama olan somatik kallus kiiltiirii i¢in eksplant kaynagi olarak olgunlagsmamis
embriyolar (Ozias-Akins and Vasil 1982; Ozias-Akins and Vasil 1983a; Galiba et al.
1986; Hunsinger and Schauz 1987; Ahloowalia 1982; Sears and Deckard 1982; Redway
et al. 1990; Papanfuss and Carman 1987; Ozgen et al. 1996; Fennel et al. 1996; Hess
and Carman 1998; Ozgen et al. 1998; Karaca ve Biiriin 1999; Bahieldin et al. 2000 ;
Bohorova 2001; Li et al. 2003; Haliloglu and Baenziger 2003a; Haliloglu and Baenziger
2005 ve Haliloglu et al. 2005), olgunlasmamus yapraklar (Haliloglu 2006),
olgunlasmamis ¢icek durumu (Ozias- Akins and Vasil 1982; Redway et al. 1990),
olgun embriyolar (Ozias-Akins and Vasil 1983b; Kato et al. 1991; Kintzios et al.
1996; Ozgen et al. 1996; Karaca ve Biiriin 1999; Ozgen et al. 1998; Oktem et al. 1999;
Varshney et al. 1999; Delporte et al. 2001; Mendoza and Kaeppler 2002; Patnaik and
Khurana 2003; Li et al. 2003; Zale et al. 2004), mezokotil (Yurkova et al. 1982),
tohumlar ( Shah et al. 2003), apikal meristemler (McHughen 1983), siirgiin ucu
(Viertel and Hess 1996) ve anterler (Redway et al. 1990; Machii et al. 1998; Ingram et
al. 2000, Haliloglu and Baenziger 2003b) kullanilmistir.

Yukarida belirtilen eksplant kaynaklar igerisinde en yiiksek kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu olgunlagsmamig embriyo kiiltiirlerinde goriilmiistiir. Bu nedenle,
bugdayda olgunlagsmamis embriyolar kallus kiiltiiriinde etkili bir rejenerasyon i¢in en iyi
eksplant kaynagmi olusturmaktadir (Redway et al. 1990; Ozgen et al. 1996;
Ozgen et al. 1998; Mendoza and Kaepler 2002; Patnaik and Khurana 2003; Zale et al.
2004).



Tahillardaki genetik miihendisligi ¢aligmalar1 kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
sistemine baghdir. Agrobacterium tumefaciens araciligiyla (Haliloglu and Baenzinger
2003a) veya partikiill bombardimani ile (Patnaik and Khurana 2003) bugdayda ve
tahillarda transgenik bitki elde edilebilmektedir. Bugiine kadar yapilan calismalarda en
fazla bugday transformasyonu iizerinde durulmus ve olgunlasmamis embriyolar bu
amacgla en yaygin olarak kullanilan eksplant kaynagimi olusturmustur. Ancak,
olgunlagmamis embriyolarin elde edilmeleri i¢in bazi kosullarin saglanmasi gerekmekte
ve kullanimi belli donemlerle sinirli kalmaktadir. Bu nedenle olgun embriyolar genetik
transformasyon ¢alismalarinda kullanilacak kalluslarin iiretimi icin alternatif eksplant

kaynagin1 olustururlar.

Olgunlasmamis embriyolarin eksplant kaynagi olarak kullanilabilmeleri i¢in donor
bitkiden belli donemlerde eksplant kaynagi temin edilmesi ve kishk cesitlerde
vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi igin seralara ve kontrollii kosullara gereksinim
duyulmaktadir. Bu durumda daha uzun bir siire ve daha fazla finansman gerekmektedir.
Buna karsin, olgun embriyolarin kaynagi olan tohumlar kolaylikla temin edilebildikleri

ve depolanabildikleri i¢in yilin her doneminde galisma olanagi saglamaktadirlar.

Glinlimiizde, ayn1 tiire giren cesitler arasinda genetik farkliligin olduk¢a azalmasi
nedeniyle, 6zellikle cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karst dayanikli bitki
gelistirmek amaciyla geleneksel bitki i1slah1 yontemlerinden yararlanma olanaklar
sinirlidir.  Cesit gelistirme programlarinda biyoteknolojik ve geleneksel 1slah
yontemlerinin birlikte kullanilmalar1 durumunda, gen kaynaklar g¢esitlendirilmis
olacagindan bagsar1 sansimin  yiikksek olmasi beklenmektedir. Biyoteknolojik
uygulamalarin 6nemli agamalarindan birisi etkili bir rejenerasyon sisteminin saglanmig
olmasidir. Bu nedenle bu calismada (1) bugdayda olgun embriyodan etkili bir
rejenerasyon sistemi gelistirerek bitki rejenerasyon etkinliginin artirilmasi, (2) kiiltiir
etkinligi yoniinden en iyi rejenerasyon ortami belirlendikten sonra iilkemizde tescil
edilmis baz1 ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin olgun embriyolar1 kullanilarak

doku kiiltiiriine tepkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Giliniimiizde bugday 1slahinda birgok yontemden yararlanilmakta olup, her gecen giin
yeni Ozellikler tasiyan cesitlerle verim ve kalite artisina katkida bulunulmaktadir.
Tahillarin  klasik 1slahindaki mevcut sorunlart asabilmek igin biyoteknolojik
yontemlerden yararlanabilecegi, boylece istenilen sonuglarin elde edilecegi bildirilmigtir

(Ahmet ve Adak 2007).

Doku kiiltiirii, bitkilerin kok, govde, yaprak, {ireme organlari ve hiicreler gibi degisik
kisimlarinin kimyasal (besin maddeleri, hormonlar ve vitaminler) ve fiziksel (1s1k,
sicaklik ve nem) gereksinimler saglanarak in vitro kosullarda kiiltiire alinmasidir (Ar1
2001). Kiiltire alman bitki hiicrelerine ya da dokularma genetik miihendisligi
yontemleriyle gen aktarimi yapilabilmekte, daha sonra gen aktarilmis bitki kisimlari
uygun besin ortaminda olgun bitki haline getirilerek, aktarilan geni tasiyan transgenik

bitkiler elde edilebilmektedir.

Tahillardaki genetik miihendisligi ¢aligmalar1 kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
sistemine baghdir. Etkili bir doku kiiltiirii sistemi monokotiledonlarda, 6zellikle
Gramineae familyasinda, dikotiledonlardan daha zor olmasina ragmen (Hanzel et al.
1984; Ozgen et al. 1996; Shah et al. 2003) giiniimiizde bugday, musir, geltik ve arpa gibi
tahil tiirlerinden bitki rejenerasyonu saglanmistir (Shah et al. 2003).

Bugdayda kallus olusumu ve bitki rejenerasyon etkinligi; genotipe (Sears and Deckard
1982; Mathies and Simpson 1986; Fennel et al. 1996), eksplant kaynagina (Ozias-Akins
and Vasil 1982; Redway et al. 1990), donor bitkinin yetisme kosullarina (Hess and
Carman 1998) ve kiiltiir ortamina (Fennel et al. 1996; Mathias and Simpson 1986, Elena
and Ginzo 1988) baghdir.

Bugdayda, genetik miihendisligi tekniklerinden yararlanilarak gen aktarmada 6nemli bir

adim olan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu ¢alismalarinda basarinin biiyiik 6lgiide



genotipe bagli oldugu bilinmektedir (Sehirali ve Ozgen 1998). Nitekim, Bregitzer
(1992) ve Li et al. (2003), bugdayda kallus olusumuna ve bitki rejenerasyonuna etki
eden en dnemli faktoriin genotip oldugunu bildirmislerdir. Yine, Mathias and Simpson

(1986), doku kiiltiiriinde genotipin ortamdan daha 6nemli oldugunu kaydetmislerdir.

Elena and Ginzo (1988), Buck Naposta ve hibrit H81199 bugday genotiplerini
kullanarak olgun embriyo kaynakli kalluslardan siirgiin rejenerasyonu iizerine oksin
seviyesinin, doku ¢esidinin ve genotipin etkisini arastirmislardir. Aragtirma sonucunda
rejenere kallus orani ve siirgiin rejenerasyonu bakimindan H81199 genotipinin daha iyi

oldugunu belirlemislerdir.

Yedi durum bugday genotipinde (Cakmak 79, Kirmiz1 5132, S. Bursa 7113, Kunduru
414/44, Berkmen 469, T-104, T-105) olgunlagmis ve olgunlagmamis embriyolar
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada (Ozgen et al. 1996), en yiiksek kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonun, olgunlasmamis embriyoda Kunduru 414/44 ve Kirmizi 5132
cesitlerinde, olgunlagmis embriyoda ise Berkmen 469 ¢esidinde meydana geldigi ve
ayrica her iki eksplant kiiltiiriinde de kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunda
genotipin etkili oldugu tespit edilmistir. Yine Ozgen et al. (1998), on iki kislik bugday
genotipinin (Gerek 79, Haymana 79, Bezostaja 1, Bolal 2973, Basak 95, Sadova 1,
Tosun 21, Yayla 305, Yektay 406, Sivas 111/33, Kirag 66, T-115) olgunlagsmis ve
olgunlasmamis embriyolarimi kiiltiire almiglardir. Calisma sonucunda olgunlasmamis
embriyo kiiltliriinde en yiiksek kallus olusumu (%93,3) ve rejenerasyon kapasitesinin
(%96,6) Yayla 305 cesidinde, olgunlagmis embriyoda ise en yiiksek kallus olusumu
(%98,3) ve rejenerasyon kapasitesinin (%96,6) T-115 genotipinde meydana geldigi
belirlenmistir. Ayrica, aragtirmacilar her iki embriyo kiiltiiriinde kallus olusum orani,
kallus agirlig1 ve rejenerasyon kapasitesi arasindaki korelasyonun onemsiz oldugunu,
kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesinin farkli genler tarafindan idare edildigini, ca
kallus olusum orani ve bitki rejenerasyonun genotipe ve eksplant kaynagia bagh

oldugunu kaydetmislerdir.

Chen et al. (2006), sekiz ekmeklik bugday genotipinin (Jimai 1, Guomai 1, Guoyou 1,



Yumai 18, Yumai 34, Yumai 36, Xinmai 13 ve Neixiang 188) olgun embriyolarini
endosperm destekli ve endosperm desteksiz olmak tizere iki farkli tipte kiiltiire
almiglardir. Endosperm destekli olgun embriyolar1 8 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda,
endosperm desteksiz olgun embriyolar1 ise 2 mg/l veya 8 mg/l 2,4-D igeren MS
ortaminda kiiltiire almislardir. Meydana gelen kalluslardan bitki rejenerasyonu igin
hormonsuz MS ortamini1 kullanmiglardir. Arastirma sonucunda her iki eksplant
kaynaginda da genotipler arasinda hem kallus olusumunda hem de bitki
rejenerasyonunda farklilik oldugu saptanmistir. Yine aymi c¢aligmada, endosperm
destekli olgun embriyolardan ortalama kallus olusum orant (%52,3) endosperm
desteksize gore (2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda %82,7; 8 mg/l 2,4-D igeren MS
ortaminda %82,1) daha az olmasin ragmen, rejenere bitki orani endosperm destekli
olgun embriyo kiiltiirtinde (%43,7) endosperm desteksize gore (2 mg/l 2,4-D i¢eren MS
ortaminda %19,1; 8 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda %11,2) daha yiiksek olmustur.

Sarker and Biswas (2002), dort ekmeklik bugday genotipinin (Sourav, Gourav, Kanchan
ve Protiva) olgun embriyolarii, olgunlagsmamig embriyolarini, tohumlarini,
endospermlerini ve kok uclarin1 farkli ortamlarda kiiltiire almiglardir. Olgun
embriyodan kallus olusumu igin en iyi cevabin 6 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda, bitki
rejenerasyonu i¢in ise 0,5 mg/l BAP, 0,5 mg/l IAA ve 40 mg/l tirozin igeren MS
ortaminda meydana geldigini bildirmiglerdir. Yine, ayni1 calismada kallus olusumu ve
siirglin rejenerasyonu bakimindan en iyi eksplant kaynagmin olgunlasmamis embriyo
oldugu, eksplant kaynaginin yani sira kallus olusumu ve rejenerasyon bakimindan

genotipler arasinda farklilik bulundugu belirlenmistir.

Bugdayda ‘Chakwal 86’ ve ‘Rawal 87’ cesitlerinin olgun embriyolarinda kallus
olusumu ve rejenerasyon i¢in ortamin, bitki biliylime diizenleyicilerinin ve genotipin
etkisi aragtirllmistir (Rashid et al. 2002). Bu amagla kallus olusumu i¢in MS ve N6
ortamlar1 kullamilmistir. Her iki ortamda 2 mg/l 2,4-D’yi tek basina veya BAP’in 3
farkli miktartyla (0,1; 0,5 ve 1,0 mg/l) birlikte denenmistir. Kallus olusumunda N6
ortamimin (%73,50) MS ortamindan (%61,9) daha iyi oldugu belirlenmistir. Kallus
olusum orani Rawall 87 ¢esidinde MS ortaminda %58,64 iken, N6 ortaminda %79,9;



Chakwall 86 ¢esidinde ise MS ortaminda %63,4 iken N6 ortaminda %67,11 olmustur.
Biiylime diizenleyicisi olan BAP’in kallus olusum oranina etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Meydana gelen kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢cin MS + 1 mg/l [AA
ortamina ilave olarak BAP’1n 4 farkli miktar1 (0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 mg/l) test edilmistir.
Rejenerasyon oran1 Rawaal 87 genotipinde 0,5 mg/l BAP igeren ortamda en yiiksek
(%31,9) olurken, Chakwall 86 genotipinde 2,5 mg/l BAP iceren ortamda en yiiksek
(%15,27) olmustur.

Yu et al. (2008), Yangmai 158 bugday genotipini olgun embriyolarini birinci asamada 2
mg/l 2,4-D igeren 5 farkli temel besi orataminda (MS, LS, N6, B5S ve P) kiiltiire
almiglardir. Bu agsama sonucunda bugdayda olgun embriyo kiiltiirii i¢in en iyi temel besi
ortammin MS ortami oldugu saptanmistir. Ikinci asamada, aym cesidin olgun
embriyolarini birincil kallus olusumu i¢in 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinda (1, 2, 3
ve 4 mg/l), birincil kalluslardan embriyogenik kallus olusumu i¢in ise 2 mg/l 2,4-D ile
BAP ve/veya NAA’nin farkli konsantrasyonlarini iceren MS ortaminda kiiltiire
almislardir. ikinci asama sonucunda birincil kallus olusumu i¢in 2 mg/l 2,4-D’nin,
embriyogenik kallus olusumu igin ise alt kiiltiir ortaminda 2 mg/1 2,4-D + 0,5 mg/l BAP
+ 0,1 mg/l NAA igeren ortami Onermislerdir. Ugiincii asamada, meydana gelen
kalluslardan bitki rejenerasyonu igin rejenerasyon ortaminda metal iyonlarmin (Ag" ve
Cu") etkisini arastirmislardir. Giimiis (Ag") kaynag1 olarak giimiis nitratin (AgNO3) 4
farkli konsantrasyonunu (2,5; 5,0; 10,0 ve 15 mg/l), bakir (Cu") kaynag1 olarak ise
bakir siilfatin (CuSO4) 4 farkli konsantrasyonlarimi (1,0; 2,0; 3,0 ve 4,0 mg/l)
kullanmiglardir. Bu asama sonucunda en iyi bitki rejenerasyonun 10 mg/l AgNOs
iceren rejenerasyon ortaminda meydana geldigini, CuSOyise kok olusumunu uyardigini
tespit etmiglerdir. Calismanin son asamasinda 8 farkli bugday genotipinin (Yangmai 5,
Yangmai 10, Yangmai 11, Yangmai 158, Yumai 13 ve Yumai 46) olgun embriyolarinm
optime etmis olduklar1 ortamlarda kiiltiire almislar ve bitki rejenerasyonu bakimindan

cesitler arasinda farklilik oldugunu kaydetmislerdir.

Li et al. (2003), on yazlik bugday genotipinin olgunlagsmis ve olgunlagmamis

embriyolarim1  kiiltiire almiglardir.  Olgunlagmig embriyo kiiltiirii  i¢in  yiizey



sterilizasyonu yaptiklar1 tohumlar1 25+1°C’de 1/2 MB ortaminda (MS tuzlar1 + B5
vitamini + 2 mg/] glisin, 300 mg/l glutamin + 500 mg/1 kazein hidrolizat + %3 sakkaroz
+ %0,7 agar ) 20-24 saat su emmeye biraktiktan sonra aseptik kosullarda olgunlagmis
embriyolar1 elde etmislerdir. Olgunlagmis bugday embriyolarin1 olgunlagsmamis
embriyolar i¢in kullandiklar1 2 mg/l 2,4-D igeren MB ortaminda kiiltire almiglardir.
Daha sonra meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in TDZ iceren MB ortamina
aktarilmistir. Aragtiricilar. kallus olusum oranina ve bitki rejenerasyonuna genotipin
etkisinin ¢ok 6nemli ve bitki rejenerasyonu i¢in TDZ nin 1 mg/l dozunun uygun deger

oldugunu bildirmislerdir.

Kiglik ve yazlik bugday cesit ve hatlarmin kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu
yetenegini belirlemek ve bugdayin progenitorleri olan T. monococcum, T. tauschii ve
Aegilops speltoides’in doku kiiltiiriine tepkilerini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapan
Zale et al. (2004), eksplant kaynagi olarak endospermsiz olgun embriyolar iki esit
parcaya bolerek kullanmiglardir. Embriyolar kallus olusumu i¢in 30 g/l maltoz, 0,25 g/l
myo-inositol, 1 mg/l tiamin-HCI, 1 g/l kazein hidrolizat, 2,5 mg/l dikamba ve 0,69 g/l L-
prolin ve 3,5 g/l phytagel iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kallus olusum
ortaminda 54 giin siireyle karanlikta tutularak her 15 giinde bir yeni benzer ortama
aktarilmistir. Elli dordiincii glinlin sonunda meydana gelen kalluslar 0,1 mg/l BAP
iceren kallus olusum ortamina aktarilarak 16 saat 151k kosullarinda 14 giin siireyle
bekletildikten sonra siirgiin gelisimi i¢cin 62 g/l maltoz, 0,1 g/l myo-inositol, 0,4 g/l
tiamin-HCI, 1 g/l kazein hidrolizat, 1 mg/l BAP, 0,75 g/1 L-glutamin ve 3,5 g/l phytagel
iceren MS ortaminda kiiltlire alinmistir. Arastiricilar kallus olusumu, rejenerasyon
kapasitesi ve kiiltiir etkinligi bakimindan genotipler arasinda farklilik oldugunu ve
bugdayin progenitorleri icerisinde en iyi bitki rejenerasyonunun Aegilops speltoides’te

meydana geldigini bildirmislerdir.

Patnaik et al. (2006), ii¢c ekmeklik (HD2329, CPAN1676 ve PBW343) ve {i¢ makarnalik
(PDW215, PDW233 ve WH&896) bugday genotipinin olgun embriyolarim1 kallus
olusumu icin 2 mg/l 2,4-D, 200 mg/l kazein hidrolizat ve 100 mg/l myo-inositol igeren
MS ortaminda 3 hafta siireyle karanlikta 25+1°C’de kiiltiire almuslardir. Bu ortamda
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olugan kalluslart ise bitki rejenerasyonu igin 2,22 uM (0,5mg/l) BAP ve 0,1 pM
(yaklasik 0,02 mg/l) NAA iceren 2,4-D’siz kallus ortamina aktarmislardir. Denemede
en yiiksek kallus olusumunun %92,0 ile HD2329 genotipinde, en yiiksek rejenerasyon
oraninin ise CPAN1676 (%68,5) genotipinde meydana geldigi saptanmustir.

Irak orjinli bes ekmeklik bugday genotipinde (Irak, Temmuz 2, Eliz 66, Iba 99
musaddak ve Iba 99 Miiseccel) bir calisma yapan Ahmet ve Adak (2007), olgun
embriyolannt 8 mg/l 2,4-D, 20 g/l sakkaroz, 7 g/l agar iceren MS ortaminda 14 giin
stireyle karanlikta ve 25+1°C’de kiiltiire almiglardir. Rejenerasyon i¢in hormonsuz MS
ortaminda 30 giin siireyle 16 saatlik fotoperyotta ve 25+1°C’de tutularak siirgiin
gelisimi incelenmistir. Arastiricilar en iyi kallus olusumu ve rejenerasyonun Iba 99
musaddak genotipinde meydana geldigini, en diisilk kallus olusumu ve bitki

rejenerasyonun ise Eliz 66 genotipinde elde edildigini bildirmislerdir.

Bi et al. (2007), otuz bir bugday genotipinin olgun embriyolarmni kallus olusumu igin
2 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l NAA, 500 mg/l kazein hidrolizat, 200 mg/l glutamin, 150 mg/l
asparajin ve 30 g/l sakkaroz igeren MS ortaminda kiiltiire almislar, daha sonra bu
ortamda olusan kalluslar1 rejenerasyon i¢in 5 mg/l kinetin igeren MS ortamina, kok
olusumu i¢in ise hormonsuz 2 MS ortamina aktarmislardir. Kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu bakimindan genotipler arasinda farklilik bulundugunu ve genotipin

etkisinin 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Iki bugday genotipinin (ingilab 91 ve Pavon 76) tohumlarmin eksplant olarak
kullandiklar1 bir ¢aligmada, kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu bakimindan gesitler

arasinda farklilik bulundugu tespit edilmistir (Malik et al. 2004).

Dort ekmeklik bugday genotipinin (Maris Huntsman, Kleiber, Sicco ve Siete cerros)
olgunlasmamis embriyolarim1 eksplant olarak kullanan Ahloowalia (1982), kallus
olusum oraninin, Maris Huntsman genotipinde kinetin iceren ortamda %77, kinetin

icermeyen ortamda ise %100 olarak tespit edilmistir. Denemede kullanilan diger
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genotiplerde kinetin icermeyen ortamda kallus olusum orani %28 (Sicco) ile %100
(Siete cerros) arasinda degismistir. Arastiricilar kallus olusumu ve rejenerasyon
bakimindan ¢esitler arasindaki bu farkliligin, tohum olgunlagsma sirasindaki ig¢sel oksin

ve sitokinin hormonlarmin miktariyla ilgili olabilecegini bildirmislerdir.

Sears and Deckard (1982), otuz dokuz kishk bugday genotipinin olgunlagmamis
embriyo kiiltlirtinde, kallus olusum oraninin genotiplere gore %0-97 arasinda degistigini

ve rejenerasyon bakimindan genotipler arasinda farkliliklar oldugunu belirlemislerdir.

Bes farkli kishik ekmeklik bugday genotipinin (Arthur 71, Coker 747, Coker 76-22,
McNair 3069 ve Oasis) olgunlasmamis embriyonalarinda yapilan bir c¢aligmada,
yalnizca bazi genotiplerde (McNair 3069, Arthur 71 ve Oasis) somatik embriyolarin
olustugu tespit edilmistir (Ozias-Akins and Vasil 1983a).

Hunsinger and Schauz (1987), Sage, Caribo ve Kanzler kighk bugday genotiplerinin
olgunlagmamis embriyo kiiltiirlinde, somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu

bakimindan Caribo ve Kanzler genotiplerinin daha iyi oldugunu bildirmislerdir.

Koyu kirmizi renkli iki yazlik bugday genotipinin (Fremont ve PCYT 10)
olgunlasmamis embriyo kiiltiirline tepkisinin arastirildigi bir calismada PCYT 10
genotipinin gerek kallus olusumu ve gerekse siirgiin olusturma bakimindan daha iyi

oldugu saptanmistir (Papenfuss and Carmen 1987).

Sekiz ekmeklik bugday genotipinin (Anza, Chris, Coker983, FLA301, FLA302,
Fremont, Hunter ve Pavon) olgunlasmamis embriyolarini farkli ortamlarda kiiltiire alan
Redway et al. (1990), kallus olusumu bakimindan genotipler arasinda faklilik oldugunu,
en ylksek kallus olusum oranmin Chris genotipinde, en diigiik kallus olusum oraninin

ise Coker 983 genotipinde meydana geldigini bildirmislerdir.
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Linacero et al. (1996), Thatcher, Chris ve Dollar ekmeklik bugday genotiplerinin
basaklarma ¢iceklenmeden bir giin sonra 2,4-D enjekte etmisler ve meydana gelen
olgunlasmamis embriyolar1 kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda, Thatcher ve Chris
genotiplerinin embriyogenik kallus olusturma bakimindan Dollar genotipinden daha iyi

oldugu belirlenmistir.

Yiiz yedi bugday genotipinin anterleri ve olgunlagsmamig embriyolar1 kullanarak yapilan
bir calismada, kallus olusumu ve bitki rejenerasyon kapasitesi bakimindan genotipler
arasinda farklilik bulundugu, genetik transformasyon sistemlerinde ve hiicre seciminde

genotipin dnemli bir faktor oldugu tespit edilmistir (Machii et al. 1998).

Kirk sekiz ekmeklik bugday genotipinin olgunlasmamis embriyolarini 3 farkli ortamda
kiltire alan Fennel et al. (1996), kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu oraninin
genotip ve ortama gore farklilik gdsterdigini bildirmislerdir. Bu konuda yapilan diger
calismalarda da bugdayda gerek kallus olusumuna ve gerekse bitki rejenerasyonuna
genotipin ve ortamin etkisinin 6nemli oldugu saptanmistir (Bohorova et al. 2001;

Przetakiewicz et al. 2003 ve Haliloglu and Baenziger 2005).

HiLine, Bobwhite ve Giza 163 ekmeklik bugday genotiplerinin olgunlasmamis embriyo
kiiltiiriinde meydana gelen kalluslar1 3 farkli dikamba dozunun bulundugu rejenerasyon
ortaminda kiiltiire alan Bahieldin et al. (2000), kallus basina en yiiksek siirgiin sayisinin
HiLine (2,22 adet) genotipinde elde edildigini bunu sirasiyla Bobwhite (1,62 adet) ve
Giza 163 (0,62 adet) genotiplerinin izledigini belirlemislerdir.

Haliloglu vd. (2003), ii¢ kislik bugday genotipinin (Alliance, 2137 ve NE92456)
olgunlasmamis embriyolarin1 3 farkli besin ortaminda kiiltiire almislardir. NE92456
genotipinin kallus olusturma, somatik embriyo sayis1 ve bitki rejenerasyonu bakimindan

diger genotiplere gore daha {istiin oldugunu bulmuslardir.

Haliloglu and Baenziger (2005), bes kislik (Pronghorn, Alliance, 2137, NE92458 ve
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Culver) ve iki yazlik (Bobwhite ve Fielder) bugday genotipinin olgunlasmamis
embriyolarin1 3 farkli ortamda kiiltiire almiglardir. Kallus olusum oranin %5,7-100
arsinda degistigini en yiiksek kallus olusumunun Bobwhite (%100) genotipinde, en
diisiik kallus olusumunun ise Alliance (%5,7) bugday genotipinde meydana geldigini
saptamiglardir. Denemede en yiiksek rejenerasyon etkinligi (bitki/eksplant) Bob White
(1,8) genotipinde elde edilmis, bunu azalan sira ile NE92458 (1,6) ve Fielder (1,4)
genotipleri izlemistir. Arastiricilar kallus ve somatik embriyo olusumunda genotipin ve

ortamin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Genotiplerin doku kiiltiirtine tepkileri ¢ekirdekteki veya sitoplazmadaki genler
tarafindan kontrol edilmektedir (Peng and Hodges 1989). Bugdayda doku kiiltiiriine
tepkinin bir ya da birka¢ kromozom tarafindan yénetildigi (Ozgen et al. 2001),
rejenerasyonunun ise ¢oklu gen sistemi tarafindan kontrol edildigi kaydedilmistir

(Galiba et al. 1986).

Jia et al. (2007), bugdaym doku kiiltiiriine cevabini belirleyen kantitatif 6zellik
lokuslarim tespit etmek amaciyla doku kiiltiiriine cevabi iyi olan Nanda 2419 genotipi
ile Wangshuibai melezlerinden olusan rekombinant kendilenmis hatlarmin tiim
genomlariin taranmasi sonucunda, embriyodan kallus olugsumuna 5, kallustan rejenere
bitki olusumuna 4 ve kallus basina meydana gelen bitki sayisina ise 4 kromozom
bolgesinin etki ettigini bildirmiglerdir. Bu 6zelliklerden en az ikisinin 2A, 2D, 5A, 5B

ve 5D kromozomlarinda bulunan genler tarafindan yonetildigini gostermislerdir.

Bugdayda translokasyon hatlar1 ve kromozom yedeklenmis hatlar kullanilarak yapilan
calismalarda doku kiiltiirline cevabin lokuslarin yapisina ve yerlerine bagh oldugu
belirlenmistir (Henry and Buyser 1985; Galiba et al. 1986; Mathias and Fukui 1986;
Felsenburg et al. 1987; Higgins and Mathias 1987; Kaleikau et al. 1989; Langridge et
al. 1991). Henry and De Buyser (1985), bugdayin B genomunun 1 nolu kromozomunun
uzun kolunun yerine, ¢avdarin 1 nolu kromozomunun kisa kolu yerlestirildiginde, 1
nolu ¢avdar kromozomundan aktarilan bu kisa kolun, bugday anter kiiltiiriinde bitki

rejenerasyon kapasitesini etkileyen genleri i¢erdigini bildirilmislerdir. Langridge et al.
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(1991) ve Fennell et al. (1996) 1 nolu ¢avdar kromozomunun kisa kolunun
olgunlasmamis embriyo kiiltiiriinde rejenerasyondan sorumlu olabilecegini ileri
sirmiislerdir. Farkli bugday genotipleri ile yapilan calismalarda 4B kromozomu
iizerinde bulunan genlerin rejenerasyonda onemli etkiye sahip olmalar1 yaninda
(Higgins and Mathias 1987), sitoplazmanin (Ou et al. 1989) ve mitokondriyal genomun
da (Rode et al. 1988) etkili olabilecegi bildirilmistir. Willman et al. (1989), misirda
somatik embriyogenesis olusumunda en az bir genin etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Diger taraftan Rode et al. (1988), embriyogenik olmayan hiicrelerde 8 kb’lik
mitokondriyal DNA segmentinin kayboldugunu ve bu segmentin tersine farklilasan (de-
differentiation) hiicrelerin rejenerasyon yeteneginde 6zel bir role sahip olabilecegini

ifade etmislerdir.

Ozgen et al. (2001), genotiplerin doku kiiltiiriine tepkilerinde sitoplazmanin etkili olup
olmadigin1 arastirmak amaciyla dort bugday genotipinde (111, 113, Bezostaja 1 ve
Gerek 79) resiprokal melezlemeler yapmuslardir. Bu melezlerden 113 x 111
kombinasyonunun kallus olusum oraninin (%98,3) 111 x 113 kombinasyonunun kallus
olusum oranindan (%75,0) dnemli derecede yiiksek oldugunu, buna karsin rejenerasyon
kapasiteleri arasindaki farkin diisik oldugunu belirlemislerdir. Diger taraftan,
111 x 113, 113 x 111, 113 x Bezostaja 1 ve Bezostaja 1 x 113 resiprokal
melezlemelerinde kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi iizerine sitoplazmanin
olduk¢a 6nemli etkisinin bulundugunu, 113 x Gerek 79 resiprokal melezlerinde ise
kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi iizerine sitoplazmanin etkisinin olmadigini,
ancak rejenere bitki sayisinda farklilik ortaya c¢iktigini bildirmislerdir. Arastiricilar,
sitoplazmanin kallus olusumuna, rejenerasyon kapasitesine, kiiltiir etkinligine ve
rejenere bitki sayisina olumlu yonde etki ettigini ve sitoplazmik etkinin genotipe bagh

oldugunu belirtmisglerdir.

Carman (1990) ve Bhaskaran and Smith (1990), kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonunda genotipler arasindaki farkliligin igsel (bitki biinyesindeki) hormon

seviyesindeki farklilikla ilgili olabilecegini bildirmislerdir.



15

Eksplantlarin alinacagi bitkilerin yetisme kosullar1 kallus olusumunda ve bitki
rejenerasyonunda énemli rol oynamaktadir. Ornegin 151k, nem, topragin besin durumu
ve mevsimsel faktorler etkili olabilmektedir. Bugdayda donor bitkiler yiiksek sicaklik,
kuraklik, diisiik 151k yogunlugu ve besin noksanligi gibi olumsuz cevre kosullarinda
yetistirildiklerinde ve fungal veya bakteriyel hastaliklarla enfekte olduklarinda ya da
bocekler tarafindan istila edildiklerinde eksplanttaki ve dokulardaki igsel hormon

seviyeleri degismektedir (Hess and Carman 1998).

Bitki doku kiiltiiriinde, bitki biiyiime diizenleyicileri 6nemli bir yere sahiptir. Kiiltiir
ortamina ilave edilen bitki biiylime diizenleyicilerinden hiicre boliinmesini ve gelisimini
uyarict etkiye sahip olan oksinler, somatik embriyo olusumunu en fazla etkileyen
bilesiklerdir. Embriyogenesis olusumunu tesvik etmek icin en fazla kullanilan oksin
2,4-D olmakla birlikte NAA, pikloram ve dikamba gibi oksinler de tek baslarina veya
2,4-D ile birlikte kullanilmaktadirlar. Ote yandan oksinler embriyogenesisi tesvik etmek
icin kullanilmalarina karsin, ortamda oksinin siirekli bulunmasi somatik embriyolarin
gelisimini engellemektedir. Sitokininlerin ise besin ortamina ilave edilmesi genellikle
somatik embriyo olusumunu engellemektedir. Ancak, tam bir embriyo olgunlagmasi ve
bitki gelisimi i¢in i¢sel hormon seviyesine bagli olarak ¢ok diigiik oranlarda sitokinin ve

ozellikle de BAP gerekli olmaktadir (Anonymous 2003).

Kiiltiir ortaminda bulunan bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢esidinin yaninda miktar1 da
morfogenesis ve biiylime i¢in dnemli bir etkiye sahiptir. Genellikle oksinlerin yiiksek,
sitokinin ise diisik konsantrasyonu kallus olusumunu ve hiicre c¢ogalmasini
artirmaktadir. Bugdayda kallus olusumu ve devamlilig1 i¢in en yaygin olarak kullanilan
bitki biiyiime diizenleyicisi 2,4-D’dir (Ozias-Akins and Vasil 1982,1983a; Mc Kinnon
et al. 1987; Elena and Ginzo 1988; Viertel and Hess 1996).

Ozias-Akins and Vasil (1983b), Gamborg B5 ortaminda 2,4-D’nin farkli miktarlarinin
(0; 04; 1,0, 4,0 ve 8,0 mg/l) kallus olusumu ve gelisimi f{izerine etkilerini
aragtirmiglardir. Arastiricilar 2,4-D miktarindaki artigla birlikte eksplant bagina kallus

taze agirliginin ve hiicre sayismin arttigini, 2,4-D’nin 2 mg/l ve daha yiiksek
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miktarlarinda hiicrelerin diizensiz biiytidiiklerini, ancak hiicre boliinmesinin arttigini,
kallus olusumu ve gelisimi i¢in 2 mg/l 2,4-D miktarinin optimum oldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 sekilde Mc Kinon et al. (1987), olgun embriyo kiiltiirinde 9 uM
(Yaklasik 2 mg/l) 2,4-D miktarimin optimum oldugunu belirlemiglerdir.

Bugday hiicre kiiltiiriinde 2,4-D yerine dikambanin kullanilabilecegi ilk olarak Dutis et
al. (1975) tarafindan bildirilmistir. Daha sonraki c¢aligmalarda kallus olusumunda
dikambanin 2,4-D’den stiin oldugu kaydedilmistir (Bhaieldin et al. 2000). Papenfuss
and Carmen (1987), olgunlasmamis embriyodan kallus olusturmak i¢in ortamda
dikamba kullanildiginda meydana gelen kalluslardan rejenere olan bitki sayisinin
2,4-D’den fazla oldugunu ve dikambanin, metabolizma tarafindan daha hizli
kullanildigr i¢in siirgiin olusumunu artirdigim1 bildirmislerdir. Diger taraftan Moore
(1989) 2,4-D’nin enzimatik parcalanmaya ve birlesmeye diren¢ gosterdigini ve bu
nedenle bitki hiicrelerinde yiiksek oranda kararli bir sekilde kaldigini bildirmislerdir.
Buna karsin, Redway et al. (1990), bugday doku kiiltiiriinde yapmis olduklar1 ¢alismada
dikamba ve 2,4-D arasinda herhangi bir fark olmadigini1 kaydetmislerdir.

Zhou and Lee (1983), “Chinese spring” ve “Frederick” bugday cesitlerinde 2,4-D ve
diger 12 oksin tipinin olgun embriyodan kallus olusum oranina etkisini arastirmislardir.
Yazlik “Chinese spring” bugday ¢esidinde kallus gelisimi {izerine 2,4-D ve dikambanin
pikloramdan daha {stiin oldugu, buna karsin kishk “Frederick” bugday cesidinde
dikambanin ve pikloramim kallus gelisimi iizerine etkisinin 2,4-D’ye esit oldugu

belirlenmistir.

Mendoza and Kaepler (2002), Bobwhite bugday ¢esidinin olgun embriyolarinda 4 oksin
tipinin (2,4-D, dikamba, pikloram, ve 2-MCPP) 4,5; 9,0 ve 18,0 uM miktarlarin1 ve iki
farklh sekerin (maltoz ve sakkaroz) farkli sterilizasyonlarinin kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu iizerine olan etkilerini arastirmistir. Kallus olusumu i¢in 25+1°C’de 48
saat karanlikta ¢imlendirilen tohumlarin embriyolarini kullanmiglardir. Kallus olusum
ortaminda MS besinlerine ilave olarak 5 mg/l glutamin, 2 mg/l glisin , 1 mg/l myo-

inositol, Img/l kazein hidrolizat 0,5 mg/l nikotonik asit, 0,5 mg/1 piridoksin ve 0,1 mg/1
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tiamin igeren ortami kullanmuglardir. Bitki rejenerasyonu ortaminda yari dozda MS
inorganik tuzlarina ilave olarak kallus olusumunda kullanilan benzer organik bilesikler,
bitki biiylime diizenleyicileri olarak ise 0,1 mg/l oksin (kallus olusumunda kullanilan
oksin tipine gore) ve 0,5 mg/l BAP kullanilmigtir. Caligma sonucunda kallus olusumuna
oksin tipinin ve dozunun etkisinin ¢ok dnemli oldugu belirlenmistir. 2-MCPP harig,
diger oksinlerde kallus olusumu gozlemlenmistir. Pikloram ve dikamba
konsantrasyonun artmasi kallus taze agirligimi artirmig, buna karsin 2,4-D
konsatrasyonun artmasi azaltmistir. Yine, ayn1 ¢caligmada en yiiksek rejenerasyon orani
18 uM (4 mg/l) dikamba igeren ve filtre sterilizasyonu yapilan sakkaroz iceren ortamda

gerceklesmistir.

Yazlik ve kislik bugday genotiplerinin olgun embriyolarindan embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonu tizerine farkli faktorlerin etkilerini arastiran Filippov et al. (2006), olgun
embriyolan ii¢ farkli oksin tipini (2,4-D, 2,4,5-T ve dikamba) ve bunlara ait bes farkli
dozu (6, 8, 10, 12 ve 14 mg/l) iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Arastirma
sonucunda, embriyogenik kallus olusumu bakimindan dikambanin en iyi oldugu ve en
yiiksek bitki rejenerasyonunun 12 mg/l dikamba igeren MS ortaminda meydana geldigi
saptanmistir. Ayni ¢alismanin devaminda kallus olugum ortaminda 12 mg/l dikambaya
ilave olarak IAA, IBA ve NAA’nin dort farkli dozunun (0; 0,1; 0,5 ve 1,0 mg/1) kallus,
embriyogenik kallus, ve slirglin rejenerasyonuna olan etkileri arastirilmistir. Deneme
sonucunda ilave oksinin kallus olsumunu ve embriyogenik kallus olusumunu artirdigi,
ancak embriyogenik kallus basina bitki sayisinda her hangi bir degisme olmadig tespit
edilmistir. Aragtiricilar en iyi somatik embriyogenesisin 12 mg/l dikamba + 0,5 mg/I

IAA igeren ortamda meydana geldigini kaydetmislerdir.

Bugdayda olgunlasmamig embriyo kiiltiirii konusunda yapilan bir calismada
embriyogenik kallus olusturma ve rejenere bitki meydana getirme bakimindan
dikambanin 2,4-D ve piklorama gore daha iyi oldugu tespit edilmistir (Satyavathi et al.
2004). Yine, ¢avdarda yapilan bir denemede embriyogenesisde dikambanin 2,4-D ve
NAA’ya gore daha etkili oldugu saptanmistir (Ma and Pulli 2004).
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Arpada olgun embriyo kiiltiiriinde ¢alisan Gurel et al. (2009), dikambanin ve 2,4-D’nin
kallus olusumu iizerine olan etkisini arastirmislardir. Denemede en yiiksek kallus
olusumunun 4 mg/l dikamba igeren MS ortaminda meydana geldigi sonucuna

varilmistir.

Ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinde ¢alisan Kintzios et al. (1996), en yiiksek
kallus olusumunu 2,4-D ve kinetin igeren MS ortaminda elde etmiglerdir. Yine,
ekmeklik ve makarnalik bugday ¢esitlerinin kullanildigi bir denemede (Varshney et al.
1999), olgun embriyolar 2,4-D’nin farkli dozlarna (0,5; 2,5 ve 5,0 mg/l) sahip MS
ortaminda kiiltiire alinmig ve 2,5 mg/l 2,4-D’nin optimum oldugu belirlenmistir. Dogu
88 bugday cesidinin kullanildigi baska bir ¢caligmada (Karaca ve Biiriin 1999) olgun
embriyolarin kiiltiirtinde kallus olusumu igin dort farkli ortam denenmistir. Bu ortamlar
MS tuzlarma ilave olarak, 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/1 2,4-D + 1 mg/l kinetin; 2 mg/1 2,4-D + 1
mg/l kinetin + 1 mg/l NAA; 2 mg/l 2,4-D + 1 mg/I kinetin + 1 mg/l NAA + 150mg/1
asparajin icermistir. En yiiksek kallus olusumunun 2 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda
gozlemlendigi kaydedilmistir. Aragtiricilar, kallus agirhigi  bakimmdan olgun
embriyolarin daha iyi sonu¢ verdigini ve en yiiksek kallus agirliginin 2 mg/l 2,4-D +

1 mg/1 kinetin i¢geren MS ortaminda meydana geldigini bildirmislerdir.

Bugday, arpa ve tritikale lizerinde c¢alisan Przetakiewicz et al. (2003), bugday
olgunlasmamis embriyolar1t MS tuzlar1 + B5 vitamini + %3 sakkaroz igeren besi
ortaminda ii¢ farkli oksin tipinin (2,4-D, dikamba, pikloram) 3 mg/l dozlarin1 ve
kombinasyonlarim1 (I mg/l pikloram + 1 mg/l 2,4-D; 1,5 mg/l pikloram + 1,5 mg/l
dikamba; 1,5 mg/l pikloram + 1,5 mg/l 2,4-D; 1,5 mg/l dikamba + 1,5 mg/l 2,4-D)
kullanarak kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu fiizerine etkisini arastirmiglardir.
Bugdayda, dikambanin tek basina ya da 2,4-D ile pikloramin diisiik doz
kombinasyonunun embriyogenik kallus olusturma bakimindan en iyi oldugunu
bildirmislerdir. Yine, arastirma sonucunda, 1 mg/l BAP ve 0,2 mg/l IAA igeren ortamin
hormonsuz ortama gore bitki olusturma bakimindan 6nemli bir sekilde etkili oldugu

tespit edilmistir.
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Tritikalede ¢alisan Birsin and Ozgen (2004), eksplant kaynag: olarak olgunlasmamis
embriyo, endosperm destekli olgun embriyo ve endospermden tamamen ayrilmis
embriyoyu kullanmiglardir. Endosperm destekli olgun embriyoyu 8 mg/l 2,4-D’de,
endospermden tamamen ayrilmis olgun embriyolar1 ise 2 mg/l 2,4-D iceren MS
ortaminda kiiltiire almiglardir. En yiiksek bitki rejenerasyonunun endosperm destekli

olgun embriyoda meydana geldigini ifade etmislerdir.

Turhan and Baser (2004) endosperm destekli ve endospermsiz olgun embriyolart MS
(kontrol), 8 mg/l 2,4-D, 2 mg/l NAA, 4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA ve 4 mg/l 2,4-D +
2 mg/l NAA iceren 5 farkli MS ortaminda kiiltiire almislardir. En yiiksek kallus
olusumunun 4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA igeren ortamda endosperm desteksiz olgun
embriyoda gerceklestigini saptamislardir. Yine, ayni calismada en yiiksek embriyogenik

kallus olusumunun endospermsiz olgun embriyoda meydana geldigi tespit edilmistir.

Bes bugday genotipinin (Tabasi, Bolani, Shiraz, Shoaleh ve Azar) ve ABA’nin farkli
dozlarinin embriyo kiiltiiriine etkisini arastiran Fazelienasab et al. (2004), olgun
embriyolart MS ortaminda 10 mg/l 2,4-D’ye ilave olarak 0, 2, 4, 6 ve 8 mg/l ABA ve
30 g/l sakkaroz igeren ortama yerlestirmiglerdir. Bu embriyolardan olusan kalluslari
bitki rejenerasyonu i¢in 0,5 mg/l IAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ortamina
aktarmiglardir. Kallus gelisimi bakimindan kiiltiir ¢esitleri arasinda farkliliklar
bulundugunu bildirmislerdir. Arastiricilar ABA ilavesinin kallus olusumu iizerine
olumsuz bir etkiye sahip oldugunu ve en yliksek kallus olusumunun ABA igermeyen
ortamda, en az ise 8§ mg/l ABA iceren ortamda gerceklestigini tespit etmislerdir. Sonug
olarak ABA ilavesinin oksin aktivitesini azathigi i¢in kallus olusumunu ve bitki

rejenerasyonunu azaltici etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Kallus olusumu i¢in kullanilan 2,4-D, NAA ve IAA gibi oksinler ile zeatin, kinetin ve
BAP gibi sitokininler kalluslardan bitki rejenere edilmesinde kullanilmaktadirlar
(Bhaskaran and Smith 1990). En yaygin kullanilan sitokininler BAP, kinetin, zeatin ve
TDZ’dir (Bhojwani and Razdan 1996). Bitki doku kiiltiiriinde ve ¢esitli biiylime

olaylarinda hiicre boliinmesini artirici bir faktor olan sitokinin (Marcinska et al. 2001)
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proembriyogenik kitlenin gelisim oranini artirmaktadir (Ge et al. 2006). Embriyogenik
kallus olusumu i¢in genellikle yliksek oksin/sitokinin orani kullanilirken, bitki

rejenerasyonu igin diisiik oksin/sitokinin orani kullanilmaktadir (Ge et al. 2006).

Bugdayda siirgiin rejenerasyonunda sitokinin yiiksek sevileri diisiik seviyedeki oksin ile
ya da oksinsiz olarak kullanilmaktadir (Jones 2005). Elena and Ginzo (1988), biri hibrit
olmak iizere 10 bugday genotipinin skutellumlarindan ayrilan olgun embriyolarindan
kallus olusturmuslardir. Meydana gelen kalluslar1 oksin miktar1 diisiik ortama
aktardiklarinda kalluslardan sadece siirgilinlerin olustugunu bildirmislerdir. Yine, Elena
and Ginzo (1988) oksin miktarinin azaltilmasinin siirgiin rejenerasyonunda etkili

oldugunu belirlemislerdir.

Chawla and Wenzel (1987), siirgiin rejenerasyonunun hormonsuz ortamda ya da
2,4-D’nin diisiik konsantrasyonlarinda IAA ve BAP igeren ortamlardan daha iyi
oldugunu kaydetmislerdir.

Varshney et al. (1999), 17 ekmeklik ve 3 makarnalik bugday genotipinin olgun embriyo
kiiltiirtinde kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢in 0,2 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren

MS ortaminmi kullanmuslardir.

Ekmeklik (CPAN1676) ve makarnalik (PDW215) bugday genotiplerinin kullanildig: bir
calismada (Patnaik and Khurana 2003), kallus olusumu icin olgun embriyolar 2 mg/l
2,4-D, 200 mg/1 kazein hidrolizat ve 100 mg/l myo-inositol iceren MS ortaminda 3 hafta
stireyle karanlikta 25+1°C’de kiiltiire almiglar, embriyolardan olusan kalluslar bitki
rejenerasyonu icin 2,22 uM (0,5 mg/l) BAP ve 0,1 uM (yaklasik 0,02 mg/l) NAA igeren

2,4-D’siz kallus olusum ortamina aktarilmigtir.

Bazi arastiricilar (Ivanov et al. 1998) bugdayda olgunlasmamis embriyo kiiltiiriinde
meydana gelen kalluslardan siirgiin olusumu i¢in 0,1 mg/l IAA ve 0,5 mg/l BAP igeren
MS ortamin1 kullanirken, digerleri (Fennel et al. 1996; Bhorova et al. 2001) 0,5 mg/I
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IAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ortamini kullanmiglardir. Diger taraftan, Paspalum
scrobitaculum bitkisinde c¢alisan Kaur and Kathari (2004), olgunlasmamis ¢icek
kiiltiirinde meydana gelen kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢in 0,5 mg/l NAA ve

1 mg/l BAP igceren MS ortamini denemiglerdir.

Arpada yapilan bir ¢aligmada (Chang et al. 2003) olgunlagsmamis embriyolardan kallus
olusumu i¢in dikambanin ve 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarini (0; 1,5; 3,0; 4,5 ya da
6 mg/l), bitki rejnerasyonu i¢in ise BAP ve kinetinin farkli konsantrasyonlarmi (0; 0,1;
0,5 ya da 1 mg/l) iceren modifiye MS ortamu kullanilmistir. Arastirmacilar,
embriyogenik kallus olusumu icin 3 mg/l 2,4-D ya da dikamba, rejenerasyon igin ise

0,5-1 mg/l BAP igeren modifiye MS ortamini 6nermiglerdir.

Sharma et al. (2005a), sekiz arpa genotipinin olgunlagmis embriyolarini kullanarak,
kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu i¢in farkli ortamlar
denemiglerdir. Calismada kallus olusumu i¢in %6 maltoz + 6 mg/l 2,4-D ve 0,001 mg/l
BAP igeren MS ortaminin, embriyogenesis i¢in %3 maltoz + 6 mg/l 2,4-D ve 0,01 mg/l
BAP igeren MS ortaminin ve bitki rejenerasyonu i¢in ise %3 maltoz + 1 mg/l 2,4-D ve

0,1 mg/l BAP igeren MS ortaminin en iyi ortamlar olduklar1 belirlenmistir.

Bugdayda direk siirgiin rejenerasyonu iizerine bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisini
aragtiran Alizadeh et al. (2003), 4 farkli eksplanttan direkt siirgiin rejenerasyonu igin
2,4-D, TAA, NAA ve BAP’in farkli kombinasyonlarini test etmislerdir. Embriyo
kiiltiirtinde en yiiksek rejenerasyonun 0,2 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l IAA ve 1 mg/l BAP

iceren ortamda meydana geldigini tespit etmislerdir.

Iki kislik bugday genotipinde yapilan bir calismada (Sharma et al. 2005b) meristematik
siirgiin segmentleri kullanilarak coklu siirgiin olusturmak amaciyla 2,4-D ya da
Pikloram ile TDZ ve BAP’in farkli konsantrasyonlar1 denenmistir. Coklu siirgiin
tomurcugu olusumu ic¢in 2 mg/l pikloram + 3 mg/l TDZ, bu tomurcuklardan siirgiin

olusumu igin ise 0,1 mg/l pikloram + 1 mg/l TDZ igeren MS ortamlar1 6nerilmistir.
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Olgun tahil embriyolarmin (kishk ve yazlik ekmeklik bugdaylar, durum bugdaylari,
yulaf, arpa ve tritikale) in vitro ¢oklu siirglin olusturma yeteneklerini belirlemek i¢in
yapilan bir denemede (Ganeshan et al. 2006), farkli seviyelerde TDZ ve/veya BAP
iceren kiiltlir ortamlar1 denenmistir. Bugday genotipleri arasinda durum bugdayimin 4,5
uM (1 mg/l) TDZ ve 4,4 uM (1mg/l) BAP igeren kiiltiir ortaminda eksplant bagina 35
adet siirgiin ile en yiiksek siirgiin sayisina sahip oldugunu, TDZ’nin tek basina
kullanildig1 ortamlarda ise rejenere siirgiin sayisinin eksplant basina 27-32 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Arastirmacilar ti¢ kishik bugday genotipinin rejenerasyon
frekansinin 11-25 arasinda oldugunu ve en yiiksek ortalama rejenerasyon frekansinin
9,1 uM (2 mg/l) TDZ ve 4,4 uM (1 mg/l) BAP iceren ortamda meydana geldigini
belirtmislerdir. Denemede olgun embriyolardan dogrudan coklu siirgiin olusumu icin
TDZ’nin tek basina ya da BAP ile kombinasyonun kullanilabilecegi sonucuna
vartlmustir. Yine Shan et al. (2000), TDZ nin bugday ve arpanin in vitro rejenerasyonu
icin tek basina yeterli oldugunu bildirmiglerdir. Gairi and Rashid (2004), celtikte
karyopsisten elde edilen kalluslardan siirgiin rejenerasyonu i¢in TDZ’nin BAP’tan daha
etkili oldugunu bildirmislerdir. Rashid (2002) ise monokotiledonlarda embriyogenik
kallus kiiltiiriinden siirgiin rejenerasyonu i¢in TDZ’nin dikotolidenlora gdre daha

yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Shan et al. (2000), bugdayda yazlik Bobwhite ve Hi-Line genotiplerinin olgunlasmamis
embriyolarindan elde ettikleri kalluslari TDZ’nin 6 farkli konsantrasyonunu (0,1; 0,2;
0,5; 1,0; 5,0 ve 10,0 mg/l) iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Her iki genotip icin
de en yiiksek bitki rejenerasyonunun 0,2 mg/l TDZ iceren MS ortaminda meydana
geldigini bildirmiglerdir. Yine ayni ¢alismanin devaminda, bitki rejenerasyon ortaminda
en iyi olarak belirlenen 0,2 mg/l TDZ iceren bitki rejenerasyon ortami, olgunlasmamis
embriyo kiiltiirlinde yagin olarak kullanilan 3 farkli rejenerasyon ortamiyla (0,01mg/1
2,4-D; 0,5 mg/l dikamba ve 1mg/l kinetin + Img/l IAA) karsilastirilmistir. Arastirma
sonucunda en yiiksek bitki rejenerasyonu 0,2 mg/l TDZ igeren rejenerasyon ortaminda

kaydedilmistir.

Bir¢ok calismada eksplantin 6nce kisa siire oksin i¢eren ortamda kiiltiire alinmasi daha
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sonra hormonsuz ortama aktarilmasiyla rejenerasyon saglanmistir. Nitekim Ozgen et al.
(1996, 1998) tarafindan bugdayda endosperm destekli olgun embriyo kiiltiirlinde
yapilan bir ¢alismada meydana gelen kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz
MS ortami kullanilmustir.  Yine, Krysiak et al. (1999), partikiil bombardimani
araciligiyla gen aktarimi g¢aligmasinda Chinese sprin bugday genotiplerinin olgun
embriyolarin1 kullanmiglardir. Olgun embriyolar1 kallus olusumu i¢in 2 mg/l 2,4-D ve
20 g/l sakkaroz igeren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Kalluslardan bitki

rejenerasyonu i¢in ise hormonsuz MS ortamini kullanmiglardir.

Bugdaym ‘Minaret’ genotipine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi
icin olgun embriyodan elde ettikleri parcalar1 kullanan Delporte et al. (2005), kallus
olusumu i¢in 2 mg/l 2,4-D, 100 mg/l kazein hidrolizat, 20 g/l sakkaroz igeren MS

ortamini, bitki rejenerasyonu i¢in ise hormonsuz 1/2 MS ortamini kullanmisglardir.

Sekiz bugday genotipinin kallus olusumu ve bitki rejenerasyon kapasitesini belirlemek
amaciyla eksplant kaynagi olarak olgunlasmamis embriyolar1 kullanan Haliloglu and
Baenzinger (2005) kalluslardan bitki rejenerasyonu icin hormonsuz MS ortamini
denemislerdir. Aynmi sekilde, bugdayda olgunlagsmamis embriyo kiiltiiriinde c¢alisan
Satyavathi et al. (2004) rejenerasyon igin kalluslart hormonsuz MS ortaminda kiiltiire

almiglardir.

Abumbhadi et al. (2005) kislik ve yazlik arpa genotiplerinin (PV101, Ruen, Emon ve
Panagon) olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolarinin kiiltiiriinde, olgunlasmis
embriyodan kallus olusumu i¢in 2 mg/l 2,4-D, kallus olusumunun devamliligi igin
1 mg/1 2,4-D + 0,5 mg/l BAP ve bitki rejenerasyonu icin ise hormonsuz MS ortamlarini

kullanmislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu c¢alisma ii¢ asamada yiiriitilmiistiir. Birinci asamada (olgun embriyo kiiltiirli i¢in
uygun yoOntemin belirlenmesi asamasi) Dogu Anadolu Bolgesinde yaygin olarak
yetistirilen Kirik ve Dogu 88 bugday ¢esitleri ile olgun embriyo killtiiriine tepkisi iyi
olan (Koyuncu 2008) Bezostaja-1 ve Kate A-1 bugday ¢esitlerinin olgun embriyolar1
kullamlmis ve 12 farkli yontem karsilastirilmustir. Ikinci asamada (sitokininlerin bitki
rejenerasyonu iizerine olan etkisinin belirlenmesi asamasi), birinci asamada
kullandigimiz bugday ¢esitleri birinci agsama sonunda bitki rejenerasyonu bakimindan
en iyi olarak belirlenen 9 nolu yontemdeki kallus ortaminda kiiltiire alinmis ve meydana
gelen kalluslar 3 farkl: sitokinin tipinin (TDZ, kinetin ve BAP) 3 degisik miktarim (0,5;
1,0 ve 1,5 mg/l) igeren biri kontrol olmak iizere toplam 10 farkli rejenerasyon ortaminda
kiiltire alinmis ve bitki rejenerasyonu i¢in en uygun sitokinin tipi ve dozu
belirlenmistir. Ugiincii asamada (farkli bugday cesitlerinin olgun embriyo kiiltiiriine
tepkilerinin belirlenmesi asamasi) ise iilkemizde tescil edilmis 78 ekmeklik ve 13
makarnalik bugday ¢esidinin, olgun embriyolar1 birinci ve ikinci asama sonunda
belirlenen ortamlarda kiiltiire alinmis ve bu ¢esitlerin olgun embriyo kiiltiiriine tepkileri

belirlenmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada, birinci ve ikinci asamada Dogu Anadolu Bolgesinde yaygin olarak
yetistirilen Kirik ve Dogu 88 bugday ¢esitleri ile olgun embriyo kiiltiiriine tepkisi iyi
olan (Koyuncu 2008) Bezostaja-1 ve Kate A-1 bugday cesitleri, liclincli asamada ise
Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilen ekmeklik ve makarnalik bugday cesitleri
kullanilmigtir. Cesitler, Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Trakya
Tarimsal Aragtirma Enstitiisii, Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Bahri

Dagdas Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
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Tarla Bitkileri Boliimii ve Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii

stoklarindan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Olgun embriyo kiiltiiriine tepkilerin belirlenmesi asamasinda kullanilan
ekmeklik bugday cesitleri

Sira No | Cesit Ad1 Sira No Cesit Ad1
1 Adana 99 40 Kinac1 97
2 Aksel 2000 41 Kirgiz 95
3 Alparslan 42 Kirkpmar 79
4 Atay 85 43 Konya 2002
5 Atl1 2002 44 Kutluk 94
6 Bagc1 2002 45 Lancer
7 Bandirma 97 46 Mizrak
8 Basri Bey 95 47 Momthcl
9 Bayraktar 2000 48 Negev
10 Bolal 2973 49 Nurkent
11 Ceyhan 99 50 Nenehatun
12 Colfiorito 51 Osmaniyem
13 Cumhuriyet 75 52 Palanddken 97
14 Dagdas 94 53 Pamukova 97
15 Daphan 54 Panda
16 Dariel 55 Pehlivan
17 Demir 2000 56 Sagittario
18 Dogankent 1 57 Selimiye
19 Eser 58 Seri 82
20 Esperia 59 Seyhan 95
21 Flamura-85 60 Sivas 111/33
22 Galil 61 Sultan 95
23 Gelibolu 62 Siirak M. 1593/51
24 Geng 99 63 Tahirova 2000
25 Gerek 79 64 Tekirdag
26 Golia 65 Tiirkmen
27 Goksu 99 66 Uzunyayla
28 Gonen 98 67 Yakar 99
29 Guadalupe 68 Yayla 305
30 Giin 91 69 Yildirim
31 Hawk 70 Yildiz 98
32 Haymana 79 71 Yunak
33 ikizce 96 72 Yiiregir 89
34 Izmir 85 73 Zencirci 2002
35 Karacabey 97 74 Ziyabey 98
36 Karacadag 98 75 Kirik
37 Karahan 99 76 Dogu 88
38 Karasu 90 77 Bezostaja-1
39 Kasif Bey 95 78 Kate A-1
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Cizelge 3.2. Olgun embriyo kiiltiiriine tepkilerin belirlenmesi asamasinda kullanilan
makarnalik bugday cesitleri

Sira No Cesit Ad1 Sira No Cesit Ada
1 Altin 40/98 8 Kiziltan 91
2 Altintag 95 9 Kunduru 1149
3 Ankara 98 10 Mirzabey 2000
4 Cakmak 79 11 Salihli 92
5 Cesit 1252 12 Selguklu 97
6 Ege 88 13 Yilmaz 98
7 Gediz 75

3.1.2. Sterilizasyonda kullanilan kimyasallar

Sterilizasyon i¢in %70’lik etil alkol ve %1°lik sodyum hipoklorit kullanilmustir.

3.1.3. Birinci asamada Kkiiltiir ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Bu asamada bugdayda olgun embriyo kiiltiirii i¢cin kullanilabilecek en uygun yontem
belirlenmigtir. Bu amagla kallus olusum ortaminda ve bitki rejenerasyon ortaminda

kullanilan kimyasallar ayr1 ayr belirlenmistir.

3.1.3.a Kallus kiiltiir ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Kallus kiiltiir ortamlarinda temel besi ortami olarak tiim yontemlerde Murashige ve
Skoog (1962) tuzlar1 [Sigma M5524] (Cizelge 3.3), vitamin olarak 11 nolu yontemde
BS5 vitamini [Sigma G1019] (Cizelge 3.4), diger yontemlerde ise MS vitamini [Sigma
M3900] (Cizelge 3.5) kullanilmistir. Tim yontemlerin kallus olusum ortamlarinda

kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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3.1.3.b. Bitki rejenerasyonu ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Rejenerasyon asamasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlart Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.3. MS tuzlarinin kimyasal bilesimleri ve miktarlari

KiMYASAL BIiLESIMI | Miktar1 (mg/)
Makro elementler
NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, 3322
MgSOy4 180,7
KH,PO, 170
Mikro elementler
Na, EDTA 37,26
Fe,(SO4).7H,0 27,8
MnSQO4.H,0 16,9
KI 0,83
H3;BO;3 6,2
ZHSO4.7H20 8,6
NazMOO4.2H20 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0O 0,025

Cizelge 3.4. BS vitaminin kimyasal bilesimleri ve miktarlar1

KiMYASAL BIiLESIMi Miktar1 (mg/l)
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 1,0
Pridoksin-HC1 1,0
Tiamin-HCI 10

Cizelge 3.5. MS vitaminin kimyasal bilesimleri ve miktarlar1

KIMYASAL BIiLESIMI Miktar1 (mg/l)
Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Tiamin-HCI 0,1




Cizelge 3.6. Kallus olusum asamasinda (birinci asama) kullanilan kimyasallar ve miktarlari

KIMYASALLAR YONTEMLER

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MS Tuzlan' 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/ 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l | 4,43 g/l 4,43 g/l
MS Vitamin (1000x) 1 ml1 1 ml1 1ml1 1 ml1 1 ml1 1 ml1 1ml/l 1 ml/1 1 ml/1 1 ml1 - 1 ml1
B5 Vitamin (1000x)” - - - - - - - - - - 1ml/l -
Agar1 - 7 g/ - - - - - - 7 ¢l - 7 g/ 7 ¢l
Phytagel' 2¢g/ - 2¢g/l 2¢g/l 2¢g/l 2¢g/1 2¢g/l 2¢g/1 - 2,5¢g/ -
Sakkkaroz' 20 g/l 20 g/l - 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20g/1 20 g/l 20 g/ 20 g/l 30 g/l 20 g/l
Maltoz' - - 40 g/l - - - - - - - - -
2,4-D 2,5 mg/1 8 mg/l 0,5 mg/1 - - - - 2 mg/l - - - -
Dikamba - - - 4 mg/l 4 mg/l 4 mg/l 4 mg/l - 12 mg/l 4 mg/l 4 mg/l 8 mg/l
Pikloram - - 2,2mg/1 - - - - - - - - -
1AA - - - - - - - - 0,5 mg/l - - -
L-Glutamin® - - 0,5¢g/1 0,5 g/l 0,5 g/l 0,5 g1 0,5 g/ - - 5 mg/l 0,3 g1 -
Kazein hidrolizat® - - 0,1¢g1 0,1 g1 0,1¢1 0,1¢g1 0,1¢g1 0,2 mg/l - 1 mg/l 0,5¢g1 -
Magnezyum Kloriir! - - 0,75 g/l 0,75 g/l 0,75 g/l 0,75 g/l 0,75 g/l - - - - -
MES' 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95¢1 | 1,95¢g/1 1,95 g/l
Askorbik Asit
50 mg/l)2 - - 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml - - - - -
Myo-inositol’ - - - - - - - 0,2 mg/l - - - -
Glisin® - - - - - - - - - - 2 mg/l -

IIs1 ile bozulmayan maddeler
% Is1 ile bozulan maddeler

8¢C



Cizelge 3.7. Bitki rejenerasyonu agamasinda (birinci agama) kullanilan kimyasallar ve miktarlar

. YONTEMLER

KIMYASALLAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MS Tuzlan' 4,43 g/l | 4,43 g/l 4,43 g/ 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/ 4,43 g/l | 4,43 g/l
MS Vitamin (1000X)* 1 mll 1 ml/1 1ml1 1 ml/1 1 ml1 1 ml1 1 ml1 1 ml/1 1 ml1 1 ml/1 - 1 ml1
B5 Vitamin (1000X)’ - - - - - - - - - - 1 ml/l -
Agar1 - 7 ¢l - - - - - - 7 g/ - 7 g/ 7¢l
Phytagel' 2¢g/1 - 2¢g/1 2¢gl 2¢g/1 2¢gl1 2¢g/1 2 g/l - 2,5¢g/1 -
Sakkkaroz' 20 g/ 20 g/l - 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/ 30¢g1 20 g/l
Maltoz' - - 40 g/l - - - - - - - - -
Dikamba - - - 0,01 mg/l 0,01 mg/l - - - - 0,01 mg/l - -
L-Glutamin® - - - - - - - - - 5 mg/l 0,3 g/l -
Kazein hidrolizat’ - - - - - - - 0,2 g/l - 1 mg/l 0,5 g/ -
MES' 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95¢1 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 ¢/ 1,95 g/l 1,95 g/l
Askorbik Asit
(50 mg/l) 3 - - 2 ml 2 ml 2 ml 2ml 2 ml - - - - -
Myo-inositol® - - - - - - - 0,1 g/l - - - .
Glisin’ - - - - - - - - - - 2 mg/l
BAP - - - 0,5 mg/l 0,5 mg/l - - 0,5 mg/l - 0,5 mg/l
TDZ - - - - - - - - - - 1 mg/1
NAA - - - - - - - 0,02 mg/l - - -

I'Is1 ile bozulmayan maddeler
2 Is1 ile bozulan maddeler

6¢
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3.1.4. ikinci asamada kiiltiir ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Ikinci asamada cesitli sitokinin tiplerinin bitki rejenerasyonu iizerine olan etkileri
belirlenmistir. Bu asamada kallus olusum ortami olarak, birinci asama sonucunda bitki
rejenerasyonu bakimindan en iyi oldugu belirlenen 9 nolu yontemin (Cizelge 3.6) ve
bitki rejenerasyon ortami olarak ise aynmi yontemin bitki rejenerasyon ortaminda
kullanilan kimyasallar1 (Cizelge 3. 7) ve ilave olarak TDZ, kinetin ve BAP sitokininleri

kullanilmustir.

3.1.5. Uciincii asamada Kiiltiir ortamlarinda kullamlan kimyasallar

Kallus olusum ortami olarak 9 nolu yontemin kallus olusum ortam, bitki rejenerasyon
ortami olarak ise ikinci asama sonucunda rejenerasyon bakimindan en iyi oldugu

belirlenen 1 nolu yonteme ait ortam kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Asamalarin uygulanisi

Bu caligma ii¢ asamada yiiriitiilmiistiir. Bu agsamalarin uygulanisi asagida verilmistir.

3.2.1.a. Birinci asamanin uygulanisi

Bu asamada Dogu Anadolu Bolgesinde yaygin olarak yetistirilen Kirik ve Dogu 88
bugday cesitleri ile daha 6nce olgun embriyo kiiltiiriine tepkisi iyi oldugu saptanan
(Koyuncu 2008) Bezostaja-1 ve Kate A-1 bugday c¢esitlerinin olgun embriyolari
yontemlere gore endosperm destekli ve endosperm desteksiz olmak iizere iki farkl
sekilde kullanilmistir. Bu genotiplerden alinan embriyolar kallus olusumu ve bitki

rejenerasyonu bakimindan 12 farkli yontem uygulanarak karsilastirilmis ve daha sonra
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rejenerasyon etkinligi bakimindan en iyi olan yontem belirlenmistir. Bu asamada her
petri bir tekerriir olarak kabul edilmis ve her petri kutusuna 9 ve 10 nolu yontemde 10
adet, diger yontemler i¢in 20 adet olgun embriyo birakilmistir. Bu yontemlerde
kullanilan eksplant sayisindaki farkliliklar, referans alinan arastiricilarin uyguladiklar
yontemlerde kullandiklar1 eksplant sayisinin farkli olmasindan kaynaklanmistir.
Calisma tam sansa bagli deneme planina gore 4 tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir.
Aydmlatma kaynagi olarak floresan lambasi kullanilmis ve 11k  yogunlugu
62 pmol m™s™ olarak ayarlanmustir. Tiim yontemler igin rejenerasyon sonunda meydana
gelen bitkiler yaklasik 10-12 cm oluncaya kadar MS tuzlarma ve vitaminlerine ilave
olarak 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar iceren meganta kutularinda biiyiitiilmiistiir. Bu
calismada uygulanan yontemler gesitli arastiricilar tarafindan kullanilan ydntemlerin
(Varshney et al. 1999; Li et al. 2003; Mendoza and Kaepler 2002; Patnaik and Khurana
2003; Haliloglu and Baenzinger 2005; Aydin 2006; Filippov et al. 2006; Ahmet ve
Adak 2007) modifiye edilmesiyle olusturulmustur. Bu yontemlerin uygulanisi asagida

ayrintili olarak verilmistir.

1. Yontem : Kallus olusumu igin yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmig ve MS ortamina ilave olarak 2,5 mg/l 2,4-D, 2 g/l phytagel,
20 g/l sakkaroz ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de
4 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu igin
hormonsuz kallus olusum ortaminda 25+£1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlk
fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.

2. Yontem : Kallus olusumu i¢in yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmis ve MS ortamina ilave olarak 8 mg/l 2,4-D, 7 g/l agar, 20 g/l
sakaroz ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de 4 hafta
siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz
kallus olusum ortaminda 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin
siireyle tutulmustur.

3. Yontem : Kallus olusumu i¢in yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmig ve MS ortamina ilave olarak 0,5 mg/l 2,4-D, 2,2 mg/l pikloram,
0,75 g/l magnezyum kloriir, 2 g/l phytagel, 40g/l maltoz, 0,5 g/l L-glutamin, 0,1 g/l
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kazein hidrolizat, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum
ortaminda karanlikta 25+1°C’de 4 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen
kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in MS ortamina ilave olarak 2 g/l phytagel, 40 g/l
maltoz, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES iceren ortamda 25+1°C’de
16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.

4. Yontem : Kallus olusumu i¢in yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar c¢ikartilmig ve MS ortamina ilave olarak 4 mg/l dikamba, 0,75 g/l
magnezyum kloriir, 2 g/l phytagel, 20 g/l sakkaroz, 0,5 g/l L-glutamin, 0,1 g/l kazein
hidrolizat, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum
ortaminda karanlikta 25+1°C’de 14 giin siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen
kalluslar bitki rejenerasyonu icin MS ortamina ilave olarak 0,01 mg/l dikamba,
0,5 mg/l BAP, 2 g/l phytagel, 20 g/l maltoz, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l
MES igeren ortamda 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin
siireyle tutulmustur.

5. Yontem : Kallus olusumu i¢in yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar c¢ikartilmis ve MS ortamina ilave olarak 4 mg/l dikamba, 0,75 g/l
magnezyum kloriir, 2 g/l phytagel, 20 g/l sakkaroz, 0,5 g/l L-glutamin, 0,1 g/l kazein
hidrolizat, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum
ortaminda karanlikta 25+1°C’de 21 giin siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen
kalluslar bitki rejenerasyonu icin MS ortamina ilave olarak 0,01 mg/l dikamba,
0,5 mg/l BAP, 2 g/l phytagel, 20 g/l maltoz, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l
MES igeren ortamda 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin
siireyle tutulmustur.

6. Yontem : Kallus olusumu i¢in ylizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmis ve MS ortamina ilave olarak 4 mg/l dikamba, 0,75 g/l
magnezyum kloriir, 2 g/l phytagel, 20 g/l sakkaroz, 0,5 g/l L-glutamin, 0,1 g/l kazein
hidrolizat, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES iceren kallus olusum
ortaminda karanlikta 25+1°C’de 14 giin siireyle kiiltiire alinmigtir. Meydana gelen
kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz MS ortamina ilave olarak 2 g/l phytagel,
20 g/l maltoz, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES igeren ortamda
25+1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.
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7. Yontem : Kallus olusumu i¢in yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmis ve MS ortamina ilave olarak 4 mg/l dikamba, 0,75 g/l
magnezyum kloriir, 2 g/l phytagel, 20 g/l sakkaroz, 0,5 g/l L-glutamin, 0,1 g/l kazein
hidrolizat, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum
ortaminda karanlikta 25+1°C’de 21 giin siireyle kiiltiire alinmigtir. Meydana gelen
kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz MS ortamina ilave olarak 2 g/l phytagel,
20 g/l maltoz, 2 ml askorbik asit (50 mg/ml) ve 1,95 g/l MES igeren ortamda
25+1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.

8. Yontem : Kallus olusumu i¢in ylizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmig ve MS ortamina ilave olarak 2 mg/l 2,4-D, 2 g/l phytagel, 20 g/l
sakkaroz, 0,2 g/l kazein hidrolizat, 100 mg/l myo-inositol ve 1,95 g/l MES iceren
kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de 21 giin siireyle kiiltiire alinmustir.
Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in 0,5 mg/l BAP ve 0,02 mg/l NAA
iceren kallus olusum ortaminda (2 mg/l 2,4-D yok) 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik:
karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.

9. Yontem : Embriyolar tohum iizerinden ayrilmadan 6 parcaya boliinerek kallus
olusumu i¢in MS ortamina ilave olarak 12 mg/l dikamba, 0,5 mg/l IAA, 20 /1 sakkaroz,
7 g/l agar ve 1,95 g/l MES iceren kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de 21
glin silireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu igin
hormonsuz kallus olusum ortaminda 25+£1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanhk
fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.

10. Yontem: Kallus olusumu igin yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmig ve MS ortamina ilave olarak 4 mg/l dikamba, 2,5 g/l phytagel,
20 g/l sakkaroz, 5 mg/l L-glutamin, 1 mg/l kazein hidrolizat, ve 1,95 g/l MES igeren
kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de 4 hafta siireyle kiiltiire alinmustir.
Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu igin 2 MS tuz, MS vitamin, 0,5 mg/I
BAP, 0,01 mg/l dikamba, 2,5 g/l phytagel, 20 g/l maltoz, ve 1,95 g/l MES iceren
ortamda 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle
tutulmustur.

11. Yontem: Kallus olusumu igin yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun

embriyolar ¢ikartilarak MS tuz ve B5 vitaminlerine ilave olarak 4 mg/l dikamba, 7 g/l
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agar, 30 g/l sakkaroz, 300 mg/l L-glutamin, 500 mg/l kazein hidrolizat, 2 mg/I glisin ve
1,95 g/l MES igeren kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de 4 hafta siireyle
kiltiire alimmigtir. Bitki rejenerasyonu i¢in meydana gelen kalluslar oksinsiz kallus
olusum ortamia ilave olarak 1 mg/l TDZ iceren ortamda 25+1°C’de 16:8 saat
aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin siireyle tutulmustur.

12. Yontem: Kallus olusumu igin ylizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan olgun
embriyolar ¢ikartilmig ve MS ortamina ilave olarak 8 mg/l dikamba, 7 g/l agar, 20 g/
sakaroz ve 1,95 g/l MES igeren kallus olusum ortaminda karanlikta 25+1°C’de 4 hafta
siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz
kallus olusum ortaminda 25+£1°C’de 16:8 saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin

siireyle tutulmustur.

3.2.1.b. ikinci asamanin uygulamsi

Bu asamada birinci asamada kullandigimiz bugday cesitlerinin tohumlar1 steril
edildikten sonra embriyolar tohum iizerinden ayrilmadan 6 parcaya boliinerek (Sekil
3.1) kallus olusumu i¢in 12 mg/l dikamba ve 0,5 mg/l TAA igceren MS ortaminda
25+1°C’de ve karanlikta 21 giin siireyle kiiltiire alinmis ve meydana gelen kalluslar 3
farkl1 sitokinin tipinin (TDZ, kinetin ve BAP) 3 degisik miktarin1 (0,5; 1,0 ve 1,5 mg/l)
iceren biri kontrol olmak tizere toplam 10 farkli rejenerasyon ortaminda 25+1°C’de 16:8
saat aydinlik: karanlik fotoperyotta 30 giin silireyle tutularak kiiltiire alinmis ve bitki
rejenerasyonu i¢in en uygun sitokinin tipi ve dozu belirlenmistir. Bu yontemler ve bu
yontemlerde kullanilan kimyasallar ve miktarlar Cizelge 3.8’de verilmistir. Bu asamada
her petri bir tekerriir olarak kabul edilmis ve her petri kutusuna 10 adet olgun embriyo
birakilmig ve calisma tam sansa bagli deneme planina gore 4 tekrarli olarak
yuritiilmiistir. Aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi kullanilmis ve yogunlugu
62 umol m?s™ olarak ayarlanmustir. Rejenerasyon sonunda meydana gelen bitkiler
yaklasik 10-12 cm oluncaya kadar MS tuzlarima ve vitaminlerine ilave olarak 20 g/l

sakkaroz ve 7 g/l agar iceren meganta kutularinda biiyiitiilmiistiir.
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Sekil 3.1. Su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim bolgelerinin gosterimi (Filippov
et al. 2006).

Cizelge 3.8. Arastirmanin ikinci agsamasinda kullanilan yontemler

Yontem Aciklama

Kontrol : | MS tuzlar ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar + 1,95 g/l MES

1. Yontem : | 0,5 mg/l TDZ + MS tuzlart ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

2.Yontem : | 1,0 mg/l TDZ + MS tuzlar1 ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

3. Yontem : | 1,5 mg/l TDZ + MS tuzlar1 ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

4. Yontem : | 0,5 mg/l BAP + MS tuzlar1 ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

5.Yontem : | 1,0 mg/l BAP + MS tuzlari ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

6. Yontem : | 1,5 mg/l BAP + MS tuzlar1 ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

7. Yontem : | 0,5 mg/l Kinetin + MS tuzlar1 ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

8. Yontem : | 1,0 mg/l Kinetin + MS tuzlar1 ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES

9. Yontem : | 1,5 mg/l Kinetin + MS tuzlan ve vitaminleri + 20 g/l sakaroz + 7 g/l agar
+ 1,95 g/l MES
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3.2.1.c. Ugiincii asamanin uygulanisi

Bu asamada birinci ve ikinci asama sonuglar1 dogrultusunda iilkemizde tescil edilmis 78
ekmeklik ve 13 makarnalik bugday cesidinin olgun embriyolar1 kiiltiire alinarak bu
¢esitlerin olgun embriyo kiiltiiriine tepkileri belirlenmistir. Bu asamada kallus olusum
ortami olarak birinci asamadaki 9 nolu yontemin kallus olusum ortami, bitki
rejenerasyon ortami olarak ise ikinci asama sonucunda rejenerasyon bakimindan en iyi
oldugu belirlenen ve Cizelge 3.8’de verilen 1 nolu yonteme ait ortam kullanilmistir. Bu
amagcla, tohumlar steril edildikten sonra embriyolar tohum iizerinden ayrilmadan 6
parcaya boliinerek kallus olusumu i¢in MS ortamina ilave olarak 12 mg/l dikamba, 0,5
mg/l TAA, 20 g/l sakaroz, 7 g/l agar ve 1,95 g/l MES iceren kallus olusum ortaminda
karanlikta 25+1°C’de 21 giin siireyle kiiltiire alinmistir. Meydana gelen kalluslar bitki
rejenerasyonu i¢in 0,5 mg/l TDZ, 20 g/l sakaroz, 7 g/l agar ve 1,95 g/l MES igeren MS
ortaminda 25+1°C’de 16:8 saat aydinhik: karanhk fotoperyotta 30 giin siireyle
tutulmustur. Bu asamada her petri bir tekerriir olarak kabul edilmis ve her petri
kutusuna 10 adet olgun embriyo birakilmis ve ¢alisma tam sansa bagli deneme planina
gore 4 tekrarli olarak yiiriitilmistir. Aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi

kullanilmig ve 1s1k yogunlugu 62 pmol m?s!

olarak ayarlanmistir. Rejenerasyon
sonunda meydana gelen bitkiler yaklasik 10-12 cm oluncaya kadar MS tuzlarina ve
vitaminlerine ilave olarak 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar igeren meganta kutularinda

biiyiitiilmiistiir.

3.2.2. Sterilizasyon teknikleri

3.2.2.a. Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Steril calisma alaninda kullanilan yiizeyler (steril kabin i¢i) kullanimdan en az 10-15
dakika once %70’lik etil alkolle silinmis ve UV lambasi agilmistir. Kiiltiire alma islemi
baslamadan 6nce UV lambas1 kapatilmistir. Kullanilan aletler (bisturi, pens vb.)

kullanimdan 6nce etil alkol i¢ine batirildiktan sonra alev lambasinda alevle ylizey
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sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi aliiminyum folyo igine sarilarak

otoklav edilmis 10 x 15 cm boyutlarindaki kurutma kégitlar1 iizerinde yapilmistir.

3.2.2.b. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika karistirilarak
steril kabin igersinde 3 defa steril saf suyla yikanmigtir. Daha sonra birka¢ damla Tween
20 (Sigma) igeren %]1’°lik sodyum hipokloritte 25 dakika karistirilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilmis tohumlar steril saf suyla yikandiktan sonra bir gece (yaklasik
16-17 saat) steril su igersinde 4°C’de karanlikta bekletilmis ve ardindan olgun

embriyolar kiiltiire alinmigtir.

3.2.2.c. Besi ortaminin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu

Besi ortamlar1 sterilizasyon icin otoklavda 20 dakika boyunca 105 kPa basingta
121°C’de tutulmustur. Sicakta bozulan vitaminler ve bitki biiylime diizenleyicilerinin

tamamu i¢in 0,22 um poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor) kullanilmustir.

3.2.2.d. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlamis1

%70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96’lik etil alkolden 729 ml alinarak hacim 1000

ml’ye tamamlanmustir.

%1’lik Sodyum hipoklorit solusyonunun hazirlanisi: %5 NaOCIl (sodyum hipoklorit)
iceren ticari Ace® marka c¢amasir suyundan 200 ml alinarak hacim 1000 ml’ye

tamamlanmaisgtir.
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3.2.3. Kiiltiir ortamlarimin hazirlamis

Kiiltiir ortamlar1 i¢in Oncelikle kullanilan oksinlerin ve sitokininlerin stok solusyonu
hazirlanmistir. Oksinlerin ve sitokininlerin stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii
ve seyreltici olarak kullamilan kimyasallar ile saklama sicakliklar1 ve caligsma

konsantrasyonlar Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Oksinlerin ve sitokininlerin stok solusyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii ve
seyreltici olarak kullanilan kimyasallar ile saklama sicakliklar1 ve ¢aligma konsantrasyonlari

Bitki Biiyiime Coziicii Seyreltici Saklama Calisma
Diizenleyicisi kosulu konsantrasyonu
Oksin
2,4-D Etil alkol Su +4°C 1 mg/ml
Dikamba Su / Etil alkol Su +4°C 1 mg/ml
Pikloram Dimetil siilfoksit Su +4°C 1 mg/ml
1AA Etil alkol Su -0°C 1 mg/ml
NAA IN NaOH Su +4°C 1 mg/ml
Sitokinin
BAP IN NaOH Su +4°C 1 mg/ml
Kinetin IN NaOH Su -0°C 1 mg/ml
TDZ Dimetil siilfoksit Su +4°C 1 mg/ml

3.2.3.a. Kallus ve bitki rejenerasyon ortamlarinin hazirlamsi

Kallus olusum ve bitki rejenerasyon ortamini hazirlamak igin asagidaki islemler
sirastyla uygulanmistir.

1. 2 litrelik bir behere 500 ml bidistile su konulmustur.

2. Uygulanan yonteme ve ortama gore kullanilan ve 1sida bozulmayan kimyasallardan
Cizelge 3.6 veya Cizelge 3.7°de verilen miktarlarda tartilip eriyinceye kadar
karigtirilmagtir.

3. Dereceli silindire aktarilmis ve hacmi bidistile su ile 985 ml’ye tamamlanmstir.

4. Beherdeki kimyasallar tamamen ¢6zilinlince manyetik karistirici {izerinde 1N NaOH
soliisyonu kullanilarak pH=5,8’e ayarlanmistir.

5. Uygulanan yonteme ve ortama gore kullanilan jel yapici madde [phytagel veya agar
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(Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilen miktarlarda)] igeren erlene bosaltilip otoklavda
20 dakika boyunca 105 kPa basingta 121°C’de sterilizasyona tabi tutulmustur.

6. Is1 ile bozulabilen maddeler otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun i¢in 50 ml
beher igerisine uygulanan yonteme ve ortama gore kullanilan kimyasallardan Cizelge
3.6 veya Cizelge 3.7’de verilen miktarlarda tartilip eklenmis ve hacim bidistile su ile 15
ml’ye tamamlanarak kanstirilmistir. Daha sonra 0,22 um poroziteli seliiloz nitrat
filtrelerden gegirilerek otoklavlanmig ve 50°C’ye kadar sogutulan ortama eklenmistir.

7. Bitki biiylime diizenleyicilerinin tamami milipordan gegcirilip, sterilize edildikten

sonra 1s1 ile bozulan maddelerle birlikte eklenmistir.

3.2.4. Arastirmada incelenen karekterler

Arastirmanin birinci ve {igiincli asamasinda kallus olusum orani (%), embriyogenik
kallus olusum oran1 (%) (eksplant ve kallus sayisina gore), cevap veren embriyogenik
kallus oran1 (%) (eksplant, kallus ve embriyogenik kallus sayisina gore) ve rejenerasyon
etkinligine (adet) ait karekterler incelenmistir. Ikinci asamada ise kallus olusum
ortaminda standart ortam kullanildigi i¢in bu asamada sadece cevap veren embriyogenik
kallus oran1 (%) ile rejenerasyon etkinligine (adet) ait karekterler incelenmistir. Kallus
olsum orani (%) ve embriyogenik kallus olusum orani kalluslarin bitki rejenerasyon
ortamina aktarilmadan Once, cevap veren embriyogenik kallus orani ve rejenerasyon

etkinligi rejenerasyon ortaminda 1 ay stireyle bekletildikten sonra belirlenmistir.

1. Kallus olusum oram (%): Kallus olusum orami asagidaki formiile gore

hesaplanmistir.

Kallus olugum oran1 (%)= (Olusan kallus sayis1 / Kiiltiire alinan eksplant sayis1) x 100

2. Embriyogenik kallus olusum oram (%): Embriyogenik kallus, sert dokulu,
dagilabilir ozellikte, siki (piitiirlii) yapili ve embriyo olusturma kapasitesine sahip

kalluslardir. Eksplant ve kallus sayisina gore hesaplanmstir.
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2.a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum (ESEKO) oram (%):
ESEKO orani asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

ESEKO orani (%) = (Embriyogenik kallus sayis1 / Eksplant sayis1) x 100

2.b. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum (KSEKQO) oram (%):
KSEKO orani asagidaki formiile gére hesaplanmustir.

KSEKO orani (%) = (Embriyogenik kallus sayis1 / Kallus sayis1) x 100

3. Cevap veren embriyogenik kallus oram (%): Eksplant sayisina, eksplantlardan
meydana gelen kallus sayisina ve meydana gelen embriyogenik kallus sayisina gore

asagidaki belirtildigi sekilde hesaplanmustir.

3.1. Eksplant sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (ESCEK) oram (%):

ESCEK oran agagidaki formiile gére hesaplanmisgtir.

ESCEK oran1 (%) = (Cevap veren embriyogenik kallus say1s1*/ Eksplant say1s1) x 100

3.2. Kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik kallus (KSCEK) orani (%):
KSCEK orani agagidaki formiile gore hesaplanmuistir.

KSCEK orani (%) = (Cevap veren embriyogenik kallus say1s1*/ Kallus sayis1) x 100

3.3. Embriyogenik kallus sayisina gore cevap veren embriyogenik Kkallus

(EKSCEK) oram (%): EKSCEK oran agagidaki formiile gére hesaplanmistir.
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EKSCEK orani (%) = (Cevap veren embriyogenik kallus sayisi”/ Embriyogenik kallus
sayis1) x 100

4. Rejenerasyon etkinligi (Adet): Asagidaki formiile gére hesaplanmustir.

RE= Rejenere bitki sayisi / Cevap veren embriyogenik kallus sayisi”

": Kok ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kallus sayisi

3.2.5. Verilerin istatistiksel analizi

Bu aragtirma kapsaminda birinci agsamada (olgun embriyo kiiltiirii i¢in uygun yontemin
belirlenmesi agsamasi) ¢esidin (Kirik, Bezostaja-1, Kate A-1 ve Dogu 88) ve yontemlerin
(12 farkli yontem) kallus olusumuna, embriyogenik kallus olusumuna, cevap veren
embriyogenik kallus oranina ve rejenerasyon etkinligine olan etkileri arastirilmistir. Bu
karekterlere ait veriler 4x12 faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina gore
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. ikinci asamada (sitokininlerin bitki
rejenerasyonu iizerine olan etkisinin belirlenmesi asamasi) ¢esidin (Kirik, Bezostaja-1,
Kate A-1 ve Dogu 88), farkl sitokinin tipleri (TDZ, kinetin ve BAP) ve dozlarimi (0,5;
1,0 ve 1,5 mg/l) iceren biri kontrol olmak iizere 10 farkli yontemin cevap veren
embriyogenik kallus orani ve rejenerasyon etkinligine ait etkileri arastirilmistir.
Karekterlere ait veriler 4x10 faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina gore
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Ugiincii asamada (farkli bugday
cesitlerinin olgun embriyo kiiltiiriine tepkilerinin belirlenmesi agamasi) genotiplerin
kallus olusum oranina, embriyogenik kallus olusum oranina, cevap veren embriyogenik
kallus oranina ve rejenerasyon etkinligine olan etkileri tam sansa bagli deneme planina
gore Genel Linear modelde varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Birinci ve
ikinci asamadaki karekterlerde gesit ve yontemlere ait ortalamalar arasindaki farklar %5
onem seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile, iiglincii asamadaki karekterlerde

¢esitlere ait ortalamalar arasindaki farklar ise %5 Oonem seviyesinde Fisher’s Protected
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LSD (Least Significant Difference) ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Her ii¢
asamada da incelenen karekterler arasindaki iligkiler Pearson korelasyon katsayisi ile
ifade edilmistir. Istatistik analizler SAS System for Windows 9.0 bilgisayar programi

kullanilarak yapilmistir.



43

4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu aragtirma ii¢ asamada yiiriitiilmiistiir. Birinci asamada (olgun embriyo kiiltiiri i¢in
uygun yontemin belirlenmesi asamasi) 12 farkli yontem karsilastirilmustir. Ikinci
asamada (sitokininlerin bitki rejenerasyonu lizerine olan etkisinin belirlenmesi agamasi),
bugday genotiplerinin olgun embriyolar1 birinci asama sonunda bitki rejenerasyonu
bakimindan en iyi olarak belirlenen 9 nolu yontemdeki kallus ortaminda kiiltiire alinmig
ve meydana gelen kalluslar 3 farkl: sitokinin tipinin (TDZ, Kinetin ve BAP) 3 degisik
miktarmi (0,5; 1,0 ve 1,5 mg/l) igeren biri kontrol olmak {izere toplam 10 farklh
rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmis ve bitki rejenerasyonu i¢in en uygun sitokinin
tipi ve dozu belirlenmistir. Ugiincii asamada (farkl1 bugday cesitlerinin olgun embriyo
kiiltiirline tepkilerinin belirlenmesi agsamasi) ise iilkemizde tescil edilmis 78 ekmeklik ve
13 makarnalik bugday ¢esidinin, olgun embriyolar1 birinci ve ikinci agsama sonunda
belirlenen ortamlarda kiiltiire alinmis ve bu ¢esitlerin olgun embriyo kiiltiiriine tepkileri
belirlenmistir. Bu agsamalarda incelenen karekterlere ait arastirma bulgulari asagida

verilmistir.

4.1. Birinci asama

4.1.1. Kallus olusum orani

Kallus olusum orani1 bakimindan ¢esitler arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda ¢ok
onemli (p<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.1). Kallus olusum oran1 bakimindan ilk siray1
ortalama %98,5 ile Bezostaja-1 ¢esidi alirken, bu 6zellik bakimindan son sirada %96,7
ile Kate A-1 ¢esidi yer almistir. Bu oran, Kirik ve Dogu 88 cesitlerinde %98,4 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1). Ancak Kirik, Dogu 88 ve Bezostaja -1 ¢esitleri

arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Kallus olugum oranina iligkin varyans analizi sonuglari

Kaynakian SD ko F P
Yontem 11 79,356 10,388 0,000 **
Cesit 3 39,236 5,136 0,002 **
Yontem x Cesit 33 59,312 7,764 0,000 **
Hata 144 7,639

Genel Toplam 191

** : Cok 6nemli (p<0,01)

Diger taraftan ortalama kallus olusum orant bakimindan yontemler arasindaki
farkliliklar (p<0,01) ¢ok O6nemli olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ortalama kallus
olusum orani (%100) 6, 7, 9 ve 10 nolu yontemlerden, en diisiik (%91,9) ise 8 nolu

yontemden elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Yontemlere ve ¢esitlere gore kallus olusum oranlar (%)1

Yontemler Cesitler (X ¥ Si ) Ortalama
Kirik Dogu 88 Bezostaja-1 Kate A-1
1 98,8+1,3™AB | 96,3+1,3™° 98,8+1,3AB 97,5+2,5AB | 97,8+0,8 AB
2 100+0,0 aA 100+£0,0 a 97,5+1,4 abAB | 95,0+2,0 bB 98,1+0,8 AB
3 96,3+1,3™AB | 97,5+1,4 98,8+1,3 AB 97,5+2,5AB 97,5+0,8 B
4 91,3+3,2 bC 100+0,0 a 100+0,0 aA 100+0,0 aA 97.8+1,2 AB
5 95,0£2,9™BC | 97,5+1,4 100+0,0 A 100+0,0 A 98,1+0,9 AB
6 100+0,0™ A 100+0,0 100+0,0 A 100+0,0 A 100+£0,0 A
7 100+0,0™ A 100+0,0 100+0,0 A 100+0,0 A 100+0,0 A
8 100+£0,0 a A 97,5£2,5a 95,0+2,0 2 A 75,0+0,0 bC 91,9+2,7 C
9 100+0,0 ™ A 100+0,0 100+0,0 A 100+0,0 A 100+0,0 A
10 100+£0,0™ A 100+0,0 100+0,0 A 100+0,0 A 100+0,0 A
11 100£0,0™ A | 95,0+2,9 95,0+2,9 B 98,8+1,3 AB 97,2+1,1 B
12 100+0,0 ™ A 97,5+£2,5 97,5+1,4 AB 96,3+2,4 AB 97,8+0,9 AB
Ortalama | 98,4+0,5 a 98,4+0,5 a 98,5+0,4 a 96,7+1,0 b

1) Ayni siitunda aym biiyilik harfle ve ayni satirda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir. Ayni satirda “ns” ve ayni siitunda “NS” ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
Onemsizdir.
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(D) h (E) T (F)

Sekil 4.1. Cesitlerin kallus olusum ortaminda meydana gelen kalluslarin  15. giindeki
goriinimii. A) Bezostaja 1 ¢esidinin 9 nolu yontemde kallus olusumu. B) Kirik ¢esidinin 2 nolu
yontemde kallus olusumu. C) Dogu 88 ¢esidin 2 nolu yontemde kallus olusumu. D) Kate A-1
¢esidinin 3 nolu yontemde kallus olusumu. E) Bezostaja 1 ¢esidinin 4 nolu yontemde kallus
olusumu. F) Dogu 88 bugday ¢esidinin 10 nolu yontemde kallus olugumu

Cesitlerin kallus olusum oranlarmin yontemlere gore farklilik gdstermesi, yontem x
cesit interaksiyonunun ¢ok onemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.1).
Her yonteme ait ortalama kallus olusum oran1 bakimindan c¢esitler karsilastirildiginda 2,
4 ve 8 yoOntemlerde cesitler arasindaki farkliigin 6nemli (p<0,05) oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.2). Kallus olugum orani, 6, 7, 9 ve 10 nolu yontemlerde ¢esitlerin

tamaminda %100 olmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2).

Kallus olusum orani1 bakimindan gesitlere gore yontemler karsilastirildiginda Dogu 88
c¢esidi disindaki cesitlerde yontemler arasindaki farklar 6nemli bulunmustur. En yiiksek
kallus olusumu (%100), Kirik cesidinde 2, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11 nolu yontemlerde,
Dogu 88 cesidinde 2, 4, 6, 7, 9 ve 10 nolu yontemlerde, Bezostaja-1 ve Kate A-1

cesitlerinde ise 4, 5, 6, 7, 9 ve 10 nolu yontemlerde meydana gelmistir.
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© (D)

Sekil 4.2. 9 nolu yontemde ¢esitlerin kallus olusum ortamindaki kalluslarin 14. giindeki
goriiniimleri A) Kirik, B) Kate A-1, C) Bezostaja-1 ve D) Dogu 88.

4.1.2. Embriyogenik kallus olusum orani

Embriyogenik kallus olusum orani kiiltiire aliman eksplant sayisina gore ve kallus

say1sina gore olmak iizere iki sekilde degerlendirilmistir.

4.1.2.a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum (ESEKQ) oram

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, siki yapili ve krem renkli kalluslar embriyogenik
kallus, beyaz ve sulu yapili kalluslar ise embriyogenik olmayan kallus olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.3 ve 4.4).
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(B)
Sekil 4.3. Kate A-1 ¢esidinde 9 nolu (A) ve 7 nolu (B) yontemlerde kallus olusum
ortaminda 21. giindeki embriyogenik kalluslarin goriiniimii.

© D)

Sekil 4.4. Kirik bugday ¢esidinin 8 nolu yontemde (A, B) kallus olusum orataminda 21.
giindeki ve 9 (C, D) nolu yontemde rejenerasyon oratminda 4. giindeki embriyogenik
kalluslarinin goriiniimleri.
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ESEKO oranina iligkin varyans analizi sonuglar1 ve faktorlere ait ortalama degerler
Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde ESEKO oranina
cesidin etkisinin ¢cok O6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,01). Eksplant sayisina gore
embriyogenik kallus olusum oranlar1 yoniinden g¢esitler karsilastirildiklarinda,
Kate A-1 %92,2°1lik ortalama ESEKO orani ile ilk sirada yer almis, bunu sirasiyla
Bezostaja-1 (%91,8), Kirik (%88,9) ve Dogu 88 (%88,0) cesitleri izlemistir (Cizelge
4.4). Ancak, ortalama ESEKO orani bakimindan Kate A-1 ile Bezostaja-1 ve Kirik ile
Dogu 88 ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. ESEKO oranina iligkin varyans analizi sonuglari

Kapaldan S KO F P
Yontem 11 742.,4 25,7 0,000 **
Cesit 3 207,6 72 0,000 **
Yontem x Cesit 33 240,6 8.3 0,000 **
Hata 144 28,9

Genel Toplam 191

**: Cok onemli (p<0,01)

Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum oranina iligkin varyans analizi
sonuglarmin sunuldugu Cizelge 4.3’ten goriilecegi gibi, ESEKO oranm1 bakimindan
yontemler arasindaki farkliliklar ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur. En yiiksek ortalama
ESEKO orant 7 nolu yontemde (%97,8), en diisiik ise 11 nolu yontemde (%77,5)
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Ayrica, cesitlerin ESEKO oram1 bakimindan yontemlere
tepkileri farklilik gosterdigi i¢in yontem x c¢esit interaksiyonu ¢ok onemli (p<0,01)
cikmugtir (Cizelge 4.3). Her yontem igin ¢esitler ortalama ESEKO oran1 bakimindan %5
onem diizeyinde karsilastirildiklarinda 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 ve 12 nolu yontemlerde
cesitler arasindaki farkliligin 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). Diger taraftan
¢esitlere gore yontemler karsilastirildiginda en yiliksek ESEKO orami (%100), Kirik
¢esidinde 9 nolu yontemde, Dogu 88 c¢esidinde 4 ve 6 nolu yontemlerde, Bezostaja-1
cesidinde 4 ve 5 nolu yontemlerde, Kate A-1 ¢esidinde ise 4, 5, 6 ve 7 nolu yontemlerde

meydana gelmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Yontemlere ve ¢esitlere gore ESEKO oranlar (%)1

Yontemler Cesitler (X + Si ) Ortalama
Kirik Dogu 88 Bezostaja-1 Kate A-1
1 97,5+1,4™AB | 90,0+4,6BC 96,3+£2,4A 97,5+2,5A 95,3+1,6 B
2 96,3+1,3 aAB | 85,0+4,1 bC 96,3+2,4 aA 95,0+£2,0 aA 93,1+1,7 B
3 90,0+2,0aBC 90,0+2,0aBC 87,5+2,5abBC | 81,3+2,4bB 87,2414 C
4 85,0+£5,4 bCD | 100+0,0 aA 100+0,0 aA 100+0,0 aA 96,3+2,1 AB
5 77,5£2,5 bDE | 97,5+1,4 aAB 100+0,0 aA 100+0,0 aA 93,8+2,5 AB
6 90,0+3,5 Bbc 100+0,0 aA 95,0+2,0 abAB | 100+0,0 aA 96,3+1,4 AB
7 95,0+£2,9™AB | 98,8+1,3AB 97,5+1 ,4A 100+0,0A 97,8+0,9 A
8 91,3+1,3aBC | 91,344,3 aBC | 85,0+4,6 aCD | 67,5+1,4 bC 83,8+2,9 CD
9 100+0,0 aA 90,0+0,0bBC 95,0+£2,9abAB | 95,04+2,9abA 95,0+1,3 AB
10 90,0+4,1 aBC | 67,5£2,5 bD 77,5+4,8 bD 95,0+£2,9 aA 82,5+3,2 D
11 80,0+0,0™DE | 72,54+4,3D 77,5+1,4D 80,0+4,3B 77,5+2,0 E
12 73,8+1,3 bE 73,8+1,3 bD 93,8£2,4 aAB | 95,0+£2,0 aA 84,1+2,8 CD
Ortalama | 88,9+1,3 b 88,0+1,7 b 91,8+1,3 a 92,2+1,6 a

1) Ayni siitunda ayni bilyiik harfle ve ayni satirda ayni kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir. Ayni satirda “ns” ile gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsizdir (p>0,05).

4.1.2.b. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum (KSEKQ) orani

Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumunda oldugu gibi, kallus sayisina
gbre embriyogenik kallus olusum orani bakimindan da ¢esidin ve yontemin etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.5). Ortalama kallus sayisina gore embriyogenik
kallus olusum oran1 en yiiksek Kate A-1 (%95,3) ¢esidinde belirlenmis, bunu azalan sira
ile Bezostaja-1 (%93,1), Kirik (%90,3) ve Dogu 88 (%89,4) c¢esitleri izlemistir
(Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5). Ancak, Kirik ile Dogu 88 ¢esitleri arasindaki farklilik 6nemli

olmamustir.

Ortalama KSEKO oran1 bakimidan yontemler karsilastirildiginda en yiiksek KSEKO
orani 4 nolu yontemden (%98,2) elde edilmis, ancak 1, 2, 5, 6, 7 nolu yontemlerle
arasindaki farklilik 6nemsiz olmus ve Duncan ¢oklu karsilagtirma testinde ayni grupta
yer almislardir (Cizelge 4.6). En disiik ortalama KSEKO orani, %80,0 ile 11 nolu
yontemden elde edilmigtir (Sekil 4.5). Ancak, 10 ve 11 nolu yontemler arasindaki

farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir.
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Cizelge 4.5 KSEKO oranina iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklar SD KO F p

Yontem 11 620,7 23,6 0,000 **

Cesit 3 347,8 13,2 0,000 **

Yontem x Cesit 33 169,1 6,4 0,000 **

Hata 144 26,4

Genel Toplam 191

** 1 Cok 6neml