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ONSoZ

Tarimsal Uretimde verim ve Kkaliteyi arttirmak icin
vyetistirme tekniklerinin gelistirilmesi yvaninda, islah
calismalari da oSnemli Dbir vyer tutmaktadir. Islah calismala-
rinda kullanilan klasik 1slah metotlarinin yanisira Doku
Kilturid tekniklerinden de vyararlanilmaktadir. Szellikle son
yviilarda, temel calismalarla birlikte pratik amaclar i¢in bu
teknikle vapiian uygulamalarda da bdyuk ilerlemeler kayde-
dilmistir.

Du konudaki calismalar. Ulkemizde son 10 yvil icinde hiz
kazanmistir. S0z konusu vyontem; vegetatif Uretim, somatik
embrivogenesis ile bitkicik elde edilmesi, haploidlerin elde
edilmegi. protoplastlara DNA transferi gibi genetik teknik-
lerde kullanailmasi. somatik melezlerin elde edilmesi. hasta-—
l1ik wve zarerlilarla micadele, virdssiz bitki elde edilmesi,
genetik stokliarin muhafazasi ve materyal defis tokusu, meta—
bolit Uretimi ile fizyolojik wve kiyoleiik calaismalarda
vararlanma amaclari bakimindan onem kazanmigtir. Defisik

kallus kUltdrudir.

u

doku kiitirid tiplerinden bir tanesi d
Farklilasmamis hicre vyigFini olan kallus dokusu, uygun gida
ortaminda elde edildikten sonra defisik amaclar ic¢in kulla-
nilmaktadir. brnegin bitkinin defisik kisimliarindan alinan
parcalardan elde edilen kalluslarla somatik embriyolar ve
bitkiler, anterlerden direkt veya kallustan farklilasma 1ile
bitki aslahi acisindan onem tasiyan hapleid bitkiler, embri-

volardan olusan kalluslarla da birden fazla bitkicik elde

etme o©lanagi saglanmaktadir. Ayrica, kallus dokusunun sivi
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Sféa~ ortamina aktarilmasi ile cegitli amaclar icin hiicre
veya hicre suUspansiyon kilturleri yapilimaktadir.

Bu arastirmada . bufdayin defisik kisimlarindan alinan
bitkisel materyallerden kallus elde etmek icin, en uygun

gida ortaminin gaptanmasina caligilmistair.

Bu konuda, bana ¢alisma olanaf: veren ve vyardimlarinl
esirgemeyen hocam sayin Yrd.Do¢.Dr. Betll Biridn'e. ayrica
elde ettigim deneme verilerinin deferlendirilmesinde vardim-—

ci1 olan Savin Yrd.Doco.Dr. Hayrettin Okut'a tesekkilr ederim.
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1. GIRIS

Steril ve kontrolll sartlar altinda yapilan in vitro

kiltirler, "Doku Kiditlrid" olarak tanimlammakiadir. "“Mikro
dretim” wveya TAseptik KUltidr" olarak da adlandiriimakta—

dir.(1}. In vitro Ibitki a1slahi. esgeyli (geksiel) safhava
¥ullanmadan kitkiyi. avyni ogenstik vyapisivlia ¢ofaltmayva ve

sitoloiik arastairmalar yapmayve vardime: clan., tidm  hicre ve

doku kilturd tekniklerini igine almaktadar. {2).
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kKombinasyonlisrainin., tdtdn keallusund
munu tesvik ettigini tespit stmislerdir(i).

Dolkiu kUltUrid rcalismalari, gerek pratige donlk uygulama-—

-

fnt
o

arda gerekse bitkilerin fizyeolojik we Dbiyokimyasal olayla-—

rinin cortavyea caikarilmasin:i amacliayan temel arastirmalarda

o

kulianiimaktadir(3). Cok savida bitkide doku kdltlrd uygu—
lanmis, ancak az sayvida ekonomik Oneme sahip tirde bitki
devamlilig: saflanabilmistir. Bircok Dbitki tudrd ic¢cin in

vitro arastirmalar Thenliz baslangic dizeyindedir.Cock degisik



amaclar icin uygulanan doku kiltlrlerinin alacag: isimler,
baslangic materyaline gére defisebilmektedir. Ornegin,
embriyo, anter, protoplast ve meristem kilturleri gibi(1,2).
Embriyo kiultirid, cinsler arasi ve tirler arasi melezle-—
rin elde edilmesine ybnelik calismalarda, d&llenmeden belli
bir slre sonra gelismesini devam ettiremeyen embriyolarin
vapay besin ortamina alinarak vasatilmasinda, normal dol-
lenme veya Dbagka vyollarla elde edilmesi mimkin olmayan
melezlerin elde edilmesinde ve dormansinin kiriimasi olana-—
Fini saflamasi ag¢isindan Onem tasimaktadir. Imbriyolar,

zedelenmeden c¢ikaril:ip optimum bir kilitdr ortamina verles-—

3]

t
[
"3
j)
—
[
I-<
[9)]

a, gelismelerine devam edebillmektedirler. Geng
embriyolarin, besin ortamindan istekleri yasli olanlara gtre

daha fazla ve komplekstir. Embriyo killtlrd; Ucglulde, pamukta

v

pmct

v Tasg

{
c

lyede tirler arasi,., Triticum x Hordeum' la cinsler
arasi melezlerin elde edilmesinde, gseftali, kayisi ve erik
gibi meyvelerin gelistirilmesinde basari ile kullanilmis—
tir{2).

Normal ddllenmeden sapmalar sonucu haploid embriyolar
olusmaktadir. Ancak, dogal olarak ortaya c¢ikan bu haploid-
lerin orani c¢ok disudktir. Haploidlerin bitki islahi ve gene-—
tik c¢alismalardaki onemi nedeni ile ¢ok sayida haploid bitki
elde edilmesi dzerinde durulmustur. Ilk olarak Guha ve
Maheshwari (1564) tarafindean, deneysel androgenesis ile,
Datura Innoxia anterlerinden . haploid bitkilerin elde

edilmesinden sonra, 1967'de Bourgin ve Nitsch tarafindan da,

titinde haploid bitkiler elde edilmistir. Bugiin, anter
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Kiiitird ile bircok tidrden, haploid bitkiler elde edilmistir.
Anter kiltlrinde basariyi etkileyen bircok faktdr wvardar.
Bunlardan bir tanesi kiltilr ortaminin uygunlugudur. Kiltilrde
farkli ortam sartlari ve besin ortaminin bilesimi, haploid
bitki elde edilmesinde Onemli colmaktadir(1.,2.4.5.6).

Haploid Dbitkiler bitki i1slah:i acisindan onem tasimakta-
dir. Cesitli yontemlierle (1s1k goku, asenaften veya kolhisin
uygulamalari ile) haploidlerin kromozom sayilarini ikiye
cikartmakla. tam homozigeot dihaplioidler eide edilmekiedir.
Hapleoidler Jkendine dfllenen Dbitkilerde saf hatlar, yabanca
délienen bitkilerde ise inbred hatlarin verine kullanilabil-
mektedir. Haploidlerin kombinasyon 1slahinda kullanilmasa
ile daha az say:ida bitki 1ile calizilmakta wve daha kisa

siirede sonuca varilimaktadir. Gen ¢ifti sayis: arttikga bu

g

vontemin avantaj: artmaktadir(4). Sitogenetik calismalar
acisindan, haploid bitkilerin, mayoz bolinme devresindeki
univalentleri daha i1yl izlenebilmektedir. Arpa, cavdar.
bugday, domates ve celtik bitkilerinde bu ydntem uygulana-

rak, genetik calismalari vapilmistir(7).

Bir diger doku kiltldri tipi, kallus kdltdrididr. Kallus,

Y

farklilasmamiz Thire vyifinidir. Kallus kiltdrd ise, i1zole

f

edilmis Thdidcre yiginiarainin steril kilturidur. Bitkiden
alinan parcalarin, uygun gida ortaminda ve cevre sartlarinda

kiiltlire alinmasi idile kallus dokusu olusmaktadir. Kallus

10}

dokusu lUzerinde, gida ortami ile 11k ve ¢evre faktdrleri,
renk, dis gbrinis. tekstir ve kompozisyon bakimindan fark-

lilaklar meydana getirir. Bazi kallus dokulari daha siki bir



vapiya sahipken., bazilari birbirine ¢ok az temas eden hicre-—
lerden olugmas: nedeniyle gevsel bir vyap: gdstermektedir.
Avyrica, vrenk ag¢isindan, bir ¢ok kallus dokusu, pigment
icermezken., bazilari scluk vyesil, sari veya mor renkii

e edilen Ditkilerde.

R s TSI, - Ty o o 1 1~ - IR ) - . Ty 2y o a4 TS
poliplceidi wve kromozomal kRiriimalar gibi baz: sitolodlk
Aaficmael e YooY imelt iiv = rToraTt v IV E SV OIS il
defismelery goruimektealir. U genetix  varvasvondan, o1t

- - - - - 1, - - - . - -
1ciah programigrinda yerarianiimaktadir. FKalius kiltirinde,
\ i . - i e e e s
DITHIGED 2L ATar DaYoalar DEEEITINVG LIl ievyen Fawtdrierden
b I - S - - o~ ~ = e - T o e - -
L2y iciry., Or1elin OOVLEe Ve DK ieYin JleTim CQoMuliayinin yami-

- SR I R N ISV o o - - - .. ‘ = [
SRR SIS B S IR QA TVIoo@onug vermertadly | Dunun yvaninda
- A s T P - - T~ o - I I 2 = o e e omen p o, - = = %,
merr . enaoz e, oL Len V& el iV Y A STerVa. LAY &K

e 4= . . . S . o

RE D UE FUatuarandae Dagsarivi 1V en

e EILT ST RMISLY . \(.E:}Z‘l 1&T ol LEmd &Y,
2 PO S &I plSimsaronaan Veya Terell Ty .erraen

- H g e e me s e T 2 b S e TR Vo S - - P U PR I o
1gteklerinin kKarsilanmasl gerexiiligini ortava CLlLMAYMIgL il .
Farikl Arastiriclis raralingar eturula AT &Y fo10!
&KLl BI'asTiricliar LAr&I iNnGan DLETUYULAD QY Tallis &Y DU

% - . e Y e - - e ot T T e e o - - T e LI S
LDIGZEYI IS, XD Ve mikryo eijementliery, viTaminier, Karhon=-
1 g, Sy T e - - =g o= T = ST T e - LY. 3 - 1 1. e e
hidratliar, crganil buydme faxiorlierl ve bhiltkl hormohli&arinin,

galismalarin vapilabiimesi ve in vitro tekniklier ile aislah
calismalarina gecebilmek icin gereklilik arz etmektedir.

Bu calisma, kullanilan eksplant turine godre en uygun
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besin ortaminain belirlenmesi ve calismalarda kullanilacak
kallus dokusunun olusumu icin uygun sartlarin belirlenmesi

acilsaindan donem tasimaktadir.



2- LITERATUR OZETt
Doku kiltirlerinde. olgunlasmamis embriyo, olgunlas-—
mis empbriyo ve anterlerin disinda bitkinin defisik kisimla-—

-

rindan alinan parc¢alar 1le de kallus kilturd vapilabilmekte-

dir grnegin veprak eyasindan, vyaprak orta damarindan,
cigekten alinan parcalar, bu calismalarda Dbasarili Dbir

sekilde kullanilmaktacir (8

. Yaprak parcalari i1ile vapilan

doku kiltlrlerine en wuygun bitkilerden Dbirisi Nicotiana

w
1ot
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o

jae3

bt
)
[ 3

3 = L o0 ££% q & Sl = el L - -
Bugdavyda doku  kulitird gal : inin  basiangiy ok

venidir. Son 20 yil icinde bu véondeki arastivmalarin hiz ka-—

zandiTr goridlmektedir{9). Doku kildltidrdndn, tahiilar grubunda
8
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Ahlicowalia (1982) yaptig: bir
calismada, bufday kalluslarindan eide ettigi  bitkilerin.
bitki yikesekligi. gdvde kalinliZ:i, vaprak buyukligid, basak

sekli. pollen fertilitesi ve tchum tutma yondden farklilik-

o}

ar gisterdigini gdzlemigtir{il0). Tah:illarda xaillus kditdru

calismalarinda. farklal cesitlerde. farkla ortamlarin kulla-

|

niidigi dikkati cekmektedir. Bunlardan: Nonstog (N, 15%56)

L

(11), Murashige-Skoog (M5, 1662) (1), Bloydes (1966) (12},
Gamborg's BS (1968) (13),. Nitsch and Nitsch (1969) (14).
Shenk and Hilderbandt (SH, 1972) (11), Foroughi-Wehr (FW,
"1976) (15), Potato-4 (P4, 1986) (16) ve Potato-Z (P,. 1989)
(17) ortamlara belirtilebilinir. Bugdayda kallus kiltdrinde

bu ortamlardan en basarili olarak MS (1962) ortami ve bunun
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modifikasyonlarinin kullanildigi saptammistir.

arastairmada kullanilan

p,.:

Kallus Xkultidri calisma
baslangi¢ bitkil meteryaline gore gruplandiriliarak 3 baslik

altinda ele alinmistar.

2.1. Yaprak Parcasi ile Yapilan Kiltirler
Greco ve ark. (1984):; Durum Dbugdayinin, Ug¢
italven ceszidinin (Cappelli. Appuilo, Trinakria) tcohumiarina,
1, hormonsoez MZ ortaminde ¢imiendirmislier ve

bhir haftal:l fidelerin kdklerinin hemen dst kMismindan bazia—

varak vukariva  dod 0.2 ~m iik parcalar halinde. dort
Yaprak parcoasin: ve mezokotliil 2 mg/l Z,4-D ic¢ceren MS

- & = P TR = 2 @ ) - % - 3= b T3 . '
SN UET VAaprar parcaginin MUKSeK Crraniad B L LuUs u‘hsturdugunn
saphtamiz ardzr (18]

Prilyuk (1888), Triticum persicum, Triticum timopheevi,
Triticum militinae ve Triticum aestivum tirlerinin. sur-
giinlerinden aldigi vaprak parcalarinin, dip kisimlaraini. 20

P

mg/t  thiamin. 100 mg/l myo—inositol wve

[ 82]
[N

o/l sUkroz. 0.

ma/l1 2,4-D dlavesi vapiimis M3 ortamindz kiltilre almig v

i

,

tirierin hepsinde 1ivi bir kal olusumu gdézlemistir. Kal-

lustan bhitki <lusturabilme kapaszitesi acisindan, T. persi-
cum'un en uvgun oldufunu bellirtmistir (19).

Avrii arastaric: (1988) baska bhir ¢alismasinda: vyine
ayni tidrlerin kallus killtiridnde. hangisinin alt kidltlre daha

uygun oldufiunu  saptamaya calismistair. Bu amac¢la, Dbitkilerin
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dc-vaprakli fide donemlerinde, yapraklarin dip kisimlarindan
aldig: parcalar:y 2 mg/l 2.4-D ilavesi yapilmis MS ortaminda
kiiltdre almistir. Dort tirde de iyi bir kallus clusum yete-—
negi oldufjunu tespit etmistir. Arastirici kullandig: eksp-

lantlari:. gerada ve yapay Dbesin ortaminda olmak Uzere iki

farkii ortamds vetistirilen fidelerden almis ve serada
vetigen bitkilerin yvaprak parcalarindan elde e=dilen kallus-

larin cdahe fazlia bitki olusturabilime kapasitesinde oldufunu

Grogsman ve ark. (1889); bugdavde Dbaslangic matervalil
olaray kulianl:an Ifidelere, LAB 150878, tetcyclacis ve (CCC

mazindan sonra, % 0.&8°lik agarl: ortamda. kallus olusumung
lan etkilerini saptamave c¢alismisiardiy. LAB 130878 wve
in engelievici Ozellilkierine karsin, ethylen—

formingle xarigik ertephon i1lavesi vapilmis MS ortaminda, in

<
(™)
s
8]
O
£
)
=
s
et
ot
[
iy
{1]
jol}
bt
(=

nan vaprak parcalarinin kallus olusumun—
da dizenli bir sekilde artis gosterdigini belirtmislerdir.
Buttday ve buna benzer bitkilerin in vitro' daki uygulamala—

randa. kalius ve szirgin gelisimlerinin, ethylen'e Dbaflza

olarak artis glsterdigini. bunun vaninda. genetikgel ozel-

[}

likierinin de gelismede &Snemli etki vyaptigini belirtmisler-
dir (21},

Tabaeizade ve ark. (1690): T. aestivum x L. angustus I,
hibritlerinin ve ebeveyn hatlarinin cicek ve\xxsﬁfak parcala-—
rini kilture alarak, somatik embrivolara dretmiglerdir.

Cicekten alinan parc¢alardan c¢lusan bitkilerin farklilasma
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9§Eéneklerinin, vapraktan alinan parcalara oranla daha ivyi
oldugunu gdrmislerdir. F; hibritleri i1le T. aestivum'un. L.
angustus'a @godre daha dusik oranda embriyogenik kallus Uret-—

tigini saptamiglardir. Somatik embrivo olusumu ve geligimi

icin, 2,4-D'nin wvarligini: temel olarak gostermiglierdir.
Kallus clusumunda beg amino asidin (glutamin, prolin. aspa-—

raiin, aspartik asit ve glutamik asit). ortama kommasinin
etkisini belirleyememizierdir.
Sonucta, elde etti¥ieri sgsomallx biixkxilerin, morfoioliilk

baslangic matervalinin foriinal hitkinin) aynisi

oldufunu ve Dbu pitkilerin sitolojik incelemelerinde., hilcre-

a8

).

sel farklilizriarin gozlienilmedigini belirtmiglerdir (2

1

2.2. Anter Kllturid Calismalar:

Schaffer ve grk. (1879%): Kuzey Amerika bugdayv-—
larinan ticari cegitlerini kullanarax, bhufday 1slahinda, in

vitro‘'da haploidierin elds edilmesinde en etkin anter kidltid-

1)

ri ortamin: ve uygun metotlar: saptamays c¢calismislardir.

Anter kUltidrd digin, tek cekirdekli devredeki mikro-—-

sporlari iceren, olgun olmayan anterleri kullanmiglardir. Bu
devredeki anterleri, Cin arastirici grubu tarafindan tarif

edilen {Anonymous, 1976). patates ekstrakti iceren % 0.8'1ik
agarli ortama verlegtirmislerdir. 2.9 x 15 cm bovutiarainda
her deney tiplne, 5 ile 10 anter Dbirakmislardir. Blylyen
hapleoid dokunun merkezi anterlerden avrildiktan sonra,
kallus Uretimi icin, 1 mg/l NAA, 1 mg/l 2.4-D ve 0.1 mg/l 2-

IP i1lave edilmis temel MS ortamina aktarmislardir. Farkla
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lastirma ortami olarak, 0.1 mg/l kinetin ve 5 mg/1l IARA
ilaveli sivi MS ortamini veya Img/1 IAA ilavesi vyapilmis
vari katia MS ortamini kullanmislardir. Tim MS ortamlarina
146 mg/1 oraninda glutamin eklemislerdir.

Sonucta, tarla ve serada vetigtirilen bugday hatla-
rindan alinan 1411 anterden, 60 anterin kallus olusturdugu-

nu, 60 kallustan da 21'inin vegil bitki, 15'inin albino

bitki Urettigini gézlemiglerdir. Histcolojik ve sitoloiik
incelemeler sonunda. embrivoild oclusumunun dogrudan anterden
mevdana gelebillecegi gibi. doisvlii olarak, kallus olugum

vdluyla da mevdana dJelebllecefini gormisler ve anterden
clugan Dbitkilerin cofuniujunu haploid bularak istedikleri
sonuca varmizslardir (23).

Te  Buyser ve ark. (1981), bugday anterlerini Dbasit
patates ortam:i ve 1 mg/1 IRA., 1 mg/1 kinetin ve iO/A{ glu—
tamin ilavesi vapilmis Ngortaminda kiltire almislardir. Elde
ettikleri bitkilerin hepsinin haploid olmadifini belirtmis-
ler ve eupleoid ve aneuploild oimak tdzere ikl tur sitolojik
varyasyon kaydetmiglerdir. Olusan bitkilerin % 353' inin
diploid (Zn=Zx=42 kromozom} oldufunu tespit etmislerdir
{(12).

Gideon ve @ark. (1982): ollenleri tetrat safhasinda

is]

olan bugday anterlerini, 2,4-D'li Ng ortaminda ve basit

patates ortaminda kiltlre almigslardir. Kallus olusumunda,
anterlerin alindigi: donemin, bitki keosullarinin, genotipin,
anterlerin vyiksek ve disuk sicaklik scokuna tabi tutulmasinin

ve ortam farkliliklarinin etkisi Udzerinde durmuslardir.
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Anterlere, c¢icekten cikarilmadan Once soguk uygulamasi
yapilmasinin vyararla oldufunu ve Dbayrak vyapraginda iken
yvapilan soguk uygulamasinin tahillarda androgenesisi tesvik
edici etki yaptigini kanitlamislardir.

Arastiricilar bu c¢alismalari sonunda; nermal boylu bir
cegitten, ge¢ olgunlasan fakat canli ve wuzun boylu bir
cezidi, kilciksiz bir ebeveynden. kilcikli bir varyanti elde
edebilmislerdir. Ancak bu bitkilerden Dbazilarinin tip disz
oldufrunu ve sitolojik sapmalar gosterdiklerini de Dbelirtmis-—
lerdir (Z4).

Laz

o

r ve ark. {1883): bes inbred vazlik bugday c¢esidin-

9 o

den Uretiien dialle populasyoniarin anterlerini, kallus

o)

olusumu icin In wvitro'da kiultidre alarak kallus olusum orani
ve Kkallustan ferklailasma 1le olugsan Dbitkilerin frekansina
saptamayva calismisliardir. Genel ve &zel kombinasyon yetenek-—
lerini tahmin etmisler wve Ther karakteristik o&zellik ic¢in
Snemli bulmuslar., ayrica regiprokal etkinin de her karakte-—
ristik oOzellik i¢in onemli oldugu sonucuna varmislardir
{(25).

Lazar ve ark. {1985), baska bir arastirmalarinda, Kriss
budday ¢esidinde. vyiksek oranda kallus elde edilmesi ve
bitki {dretimini arttirmak amaciyla. anterlere uygulanan
degisik fiziksel muamelelerin etkisini belirlemeye calismis-—
lardar. Bu cesitten aldiklari anterlere, kallus olusumu ve
farklilasma icin: farkl: yogunlukta ve slrede disik sicaklik
uygulamislardir. Bunun ic¢in; anterleri, petri kaplarinda,

iki hafta siire ile 4°C'de ve karanlik ortamda bekletmisler,



~12-

daha, sonra In vitro'da kilture almislardir. Sonucta, % 14
oraninda kallus olusumu ve kalluslardan da % 40 oraninda
farklilasma tespit etmisler wve yapilan bu uygulamalarin,
kallus olusumunda &nemli farklar meydana getirdigini belirt-
mislerdir (26).

Zha ve ark. (1988), kislik buiday populasvonlarinin

Q

islahinda. anter kiltird wuygulamalari dzerinde durmuslar ve
bir c¢ok akraba ebeveyn arasinda dominant Taigu erkek kisir-—

11k genini iceren bir kopri ebeveyn kullanarak melezleme

et

53¢
vapmigliardir. Bu gruplerdan 150 bitkinin anterlerini kiltire
aldiklierinda. kallus olusum oranin: % 2Z.1., farkliilasma
oranini ise % 5.2 olarak buimuslardir. Elde ettixleri sonu-
cun, bir oncek:l vyil kullanilan intervaryatel melezlerin

nterlerinden, elde ettikleril sonuca gére daha yiksek oldu-

o

gunu saptamislardir. Farklilasan bitkilerden. albino olanla-

rin oraninin ise benzerlik gosterdigini gdzlemislerdir.

[

Sonuc  olarak, Taigu rkek kisiriik geninin, anter
kiltidrine olumsu=z vyonde etkil vapmadigini ve elde ettikleri
bitkiierin haploid oldugunu tespit etmigler., haploid bit-
kKilerin kromozom sayilarinin katlanmasi 1le tarlada normal
ovlarak vyetistirilebilmelerinin mimkin oldufunu da belirt-
miglerdir (27).

Hu wve ark.(1988);:;ekmeklik bufdayla melezlenmis hexap—
loid triticale,Taigu erkek kisirlik genini tasiyvan melezler
ve Aegilops melezlerinin anterlerini kilitire almislardir.El-
de ettikleri bitkilerin, sabit kromozom yapisinda ve Erysip-

he graminis'e davanikli olduklarini gdrmisler.ayrica bu bitki-
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lerin, kisa sap, erken olgunlasma ve pas hastaligina daya-—
nikli maddeler i1cerme gibil vararli karakiterlere de sahip
olduklarini: ortaya c¢ikarmislardir (28).

Shimada wve Otani (1989), Japon Dbugday cesitlerinin,
anter kidltUrdnde, XUltir ortamznin etkisi ve pollen embriyo-
idlerinden farklilasan bitkilerin genotiplerinin belirien-
i) ile vaptiklara: calismalarinda. dort cesgidin
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pollen embriyoidlerini,

pord

aimisiar ve her ikl ortamda da embriycidierin kallus olus—

turdugunu  gdzlemislier

o)
].J
-

ortaminag aktarmislay ve vesil ve albino oimak Uzere 1ki tip

z=lrgin elde etmislerdir. Avrica keilusiardan kok olusumu

Avrii  arastirmada, ABA'nain 7 c¢esicdin anter kidltlridne

f)

cilan etkileri dzerinde de duruimustur. Embrivoid olusturma
yvetenefi dahna dlsidk olan ¢esitlerde, ADA'nin disik konsan-—
ragyonlarinin tesvik edici, ancak ABA 'nin ylksek konsan—
trasyonlarinin engelleyici etkl vaptifini saptamislardir.

Genel olerak incelenen tim c¢esitlerde. ABA'nin vegil Dbitki

e
0

lilasmasina olan atkisinin tesvik ici olmadigina

s}

¥y

L]
o

4

7

{
3

belirtmisler ve elde ettikleri % 65  Thaplo:l itkil ile % 35
diploid Dbitkinin farkl:ilasma cranlarinin kiltir ortema ile
genotiplere bagli coldufrunu kaydetmislerdir (17}.

Zhuang ve ark. {1290). Ayraikotu, Dbufday ve c¢avdar
hibritlerinin, metafaz ve ge¢ metafazdaki tek c¢ekirdekli
anterlerini, 2 mg/l 2,4-D. 0.5 mg/l kinetin ve % 9 sikroz

C

iceren Patates-2, Ng ve Cj3 ortamlarinda kiltire almislar-
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dir.. Metafazdaki pollenlerin., ge¢ metafazdaki pollenlere
gbre % S0-100 oraninda daha fazla kallus olusumu gosterdik-
lerini wve ortamlara gdre kallus olusumunu deferlendirdikle—
rinde ise Patates-2 ortaminda daha yiiksek basari elde ettik-
lerini belirtmislerdir. Avrica, Kislik cegitlerin pollenie-
rinin, yvazlak cesitlerin pollenlerine ve F2 hibritlerinin, R

hibritlerine oranlia daha fazla kallus olusum orani meydana

getirdigi sonucuna varmaslardir (29).

2.3. Olgunlasmamis Embriyo ve QOlgunlasmis Embriyo

Kiltirid Calismalara

Anhloowalia (18E1): ekmeklik bugfdaydan alinan

olgunlasmamis embrivolarin kallusundan, farklilasan Dbitki-

[e]

lerin oranini belirlemeve calismistir.Triticum aestivum’'un,

=

Maris Huntsman ¢egidinin, olgunlasmamis embriyolarini, 0.5

mg/l 2.4-D, 3.2 mg/l IAA ve 1 mg/l kinetin ilavesi vyapilmis
M5 ortaminda kiilture almistir. Iki hafta icinde, % 77 ora-
ninda kalius olustugunu gozlemistir. Kinetin ilavesi yapil-
mayan ortamda ise tim embriyolarin Xkallus olusturdugunu
kaydetmistir. Ayrica. farklilastirma ortamina katiian 1 mg/l
NAA '‘nin kok gelisimini arttirdigini da belirtmistir (10).
Sears ve Deckard (1981): kislaik bugday c¢esgitlerinden,
39 genotipin doku kiltlrine uygunlugunu denemislerdir. Bunun
icin, 12 gunlik olgunlasmamis embriyolari, 1 mg/l 2,4-D

iceren MS ortaminda kiltire almislardir. Olusan kalluslara

0.1 mg/l 2,4-D idiceren MS ortamina aktarmislar ve sirgin
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~olusumu gozlemislerdir. Bu calismalarinda, genotipler ara-
sinda; kallus olusum oranlari, kalluslarin nitelikleri, alt
kiiltire uygunluklaria ve farklilasma oranlari acisindan
farklilklar clup olmadigini da saptamaya calismislardir. 39
genotipten, 18 genotipin dért all kiltirden sonra bitki
olusturabilme yvetenefinde oldufunu goziemislerdir (30).

Papenfus ve Carman (1987): olgunlasmamis bugday embri-

o

volarinin, 2Z,4— ve Dicamba (3,.6~-dichloro-ov—anisicacid)

ilavesi yzpilmig MS ortaminda. kallu olusumu, c¢imlenme ve

117}

siroin clusturma durumlarini gozleme amaciyla bir calisma
vapmigladir. 14 1ile 24 qgunlik embriyolarin 2mg/l Dicamba
iceren M5 ortaminda. Zmg/i Z2.4-D iceren MS ortamina gore
daha fazlia kailus olusturdugunu tespit etmislerdir (31).

Barabanova ve 0rk. (19¢88); 15 melezden, Dbesinin, 14
ginlik embrivolarini. 1.3 mg/l 2.4-D iceren MS ortaminda
kiltire almislar ve % 100'es vakain Dbir kallus olusum orani
tespit etmislerdir. Kok ve sirgln gelisiminde, 0.2 mgs/1 IAA
ve 1 mg/l BAP eklenmig MS ortaminin 1iyi sonug verdigini
belirtmisierdir (32).

Batyrgozhin (1988). Teselinya 21 varyetesinin olgunlas-—
‘mamis embrivolarini, 1 mg/l 2.4-D ve 0.5 mg/l kinetin ila-
vesl vapilmis MS ortaminda kiltire almis wve kallus dokusu
elde etmistir (33}.

Liang wve ark. (1988); somaklonal cegsitlerde, olgunlas-—
mamis embriyolardan olusturduklari kalluslaran, olusum
oranlarina ve godrinlslerine gdre, en uygun embriyo biyudkli-

ginli saptamaya ¢alismislar ve 1 mm ile 1.5 mm capindaki
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éﬁﬁ?iyolarln en uygun oldufunu belirtmislerdir (34).

Cair ve ark. (1989); kiltire aldiklari olgunlasmamis
bugday embriyolarinin., 1In vitro'daki durumlari ve uygun
embrivo vasi ile Dbuydkllgini saptamaya calismislardar.
Kallus olusum oranindeki ortalama degisimi, % 71-100 ara-
sinda Dbulmuslar ve Dbunu genotipler arasindaki farkliliklar-—

dan c¢ok cevre kosullarina ve deneysel hatalara Dbaglamislar-—

dir. Kallustan farklilasan sirgin olusumunda ve slrgun
sekillienmesindekil defisimin (%0-60) nedenini ise genotipik
farklilaklara Dbaflamislardir. C.2 mm ile 1.4 mm blyukiugin-
deki embriyolarin Dbasarili sonuclar vermesine karsin, 1 mm

buyuklugundekl embriyolarin, embriyc kUltlrd icin en uygun
buiyiikluk oldufunu saptamiglardir (3%).

Schaeffer ve ark. {(1879); Kitt, Coker 75-6, Boart, GWO
1809, Arthur 71. Starddard. Olaf ve Centurk bugday cesitle-
rinin olgunlasmis embriyolaerini, U¢ ortamda kiltire almislar
ve kallus olusumunu gdézlemislierdir. Denemede kullandiklar:
ortamiar; 0.5 mg/1 NaZ. 1 mg/1 2.4-D, 1 mg/l kinetin. 50 ml
hindistan cevizi siti, 250 mg mava ekstrakti ve inorganik

S eren Blovdes (1%66) ortam:, 0.1 mg/l 2-1IP, 1

N
-
i

tu

ig
Z2.4-D. 1mg/1 NAA ve 146 mg/l glutamin ilavesi yapilmis

[or)

mg /s
M3 ortami ve 5 mg/1 IAR., 0.1 mg/l kinetin., 1 mg/] NAA ve 146
mg/l glutamin ilavesi vapilmis MS ortamlaridir.

Bu ortamlardan sadece. 0.1 mg/1 2-1IP, 1 mg/l 2,4-D.
1 mg/1l NAA ve 146 mg/l! glutamin ilavesi yapilmis MS (1962)
ortamainin bir ¢ok ¢egit icin uygun oldﬁgunu saptamislardir.

Yuksek kallus olusum orani ve farklilasma kapasitesi acisin-
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dan-'Kitt" bugday cesidinin. embriyo kiltiri calismalarinda

en iyi sonucu verdigini belirtmislerdir (23).

3.MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Calismada, Ylizuncd Yil Universitesi Uretim alan-

larinda yetistirilen, Dogu—-38 bugday c¢esidinin, vaprak
parcalari. anterieri ve embriyvolari materval olarak kulla-—

niimistir.
3.1.1. Bitkisel Materyaller
3.1.1.1. Yaprak Materyali
1891 wve 19492 wvyillarainda. bugday
bitkisinden bhes farklili sekilde ekspiant alinmis ve alinan
ekeplantlar a&gafida belirtilmistir.

1- On c¢alismada, tarlada vyetistirilen Dogu—-88 Dbufday
cegidinin, 12 cm uzunlugundakl fidelerinin, yaprak uclaria
2 cm’'lik DOlimler halinde kesilerek materval olarak kulla-
nilmigtir.

Z— On c¢alismada. bir oncekl vyilin tohumlari, Haziran
ayinda, Ziraat Fakiltesi deneme slaniarindan, 4 m°'1ik Dbir
alanda, vyetigtirilmis ve fidelerin Uc vyaprakli oldufu do-
nemde, alinan vapraklarain 1iki yan kasmi kesilerek, ortadaki
boluim (yaprak avasi) 2 c¢m'lik parcalar halinde kidltilre alin-
mistir (Sekil.,1).

3— Ikinci yil IJurulan denemede, tarlada vyetistirilen

bitkilerin 12 ocm (3 vaprakli) ve 22 cm'lik (4 vaprakli)
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fééélerinin (bir hafta arayla)., uc¢ kismindan. kok kismina
kadar olan tidm gévdeleri 2 cm'lik parcalar (alinan parcalar;
vapralk sapi. yaprak kin:i. kulakcik. vakacik ve bir kisim
yaprak ayvasi: icermistir) halinde kiltlre alinmistar
(sekil,2).

4— 1902 vyvilinda, bir Oncekil vilin tohumlari. hormonsuz

MS ortaminda kilitlre alinarax c¢imlendiriimis ve bir haftaiil

"

idelerin, kOkin hemen Ust kismindan, yvaprafin koleoptilden

ikt ¥:isima kKadar olan bhordml, 0.5 cm'lik  pargalar ha-
. C e , . 1o
linde nUltlure alinmistar Sekil.3).

Sekil 1: Kiltire alinan 2 Sekii 2: Kidltire alinan 3

no'lu yaprak ma— no'lu yaprak ma-—
tervalinin sema— teryalinin sema-

tik gorinumu tik gorinumd
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--=_.5— En son kidltlre alinan yaprak parcalarindan, sadece
k&kin hemen Ustindeki 0.5 cm'lik parcalarin ($eki} 3, 1 nold
bdlim) kallus olusturmasi Uzerine, hormonsuz MS ortaminda
yetistirilen fidelerin sadece bu b&liumleri ikinci kez Kkil-

tire alainmistar.

fe?l‘ 3: Hormonsuz MS (1962) ortaminda yetigtirilmis, bir

haftalik fidenin, kiltlre alinan bolimleri.

3.1.1.2.Anter
Bayrak yapragindan c¢ikmamis olan bugday basak-—

larinin, orta ciceklerinden 3'er tane anter, pollenlerinin
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tek cekirdekli oldugu ddnemin saptanmasindan sonra 22.6.1992
tarihinde kiiltlr tdplerine yerlestirilmistir.
3.1.1.3. Olgunlasmamig Embriyo
Dollenmeden yaklasik on gin sconra., embriyolari
belirginlesmemis daneler alinarak, ortadan ikiye kesilmis ve
embriyoyu iceren kisimlara kiltire alinmistar.

8.7.1992'de, ddllenmeden iki hafta sonra, 15-16 ginlilk

alinmistar.

3.1.1.4. Olgunlasmis Embriyo

tarihinde, hasat edilen 19292 Urlnd

Doou—88 bugdaylarinin danelerinden c¢ikarilan olgunleasmis
embriyolar, dordincl bitkisel materyal clarak kullanilmis-
tir.

3.1.2. Kimyasal Materyal

besin ortam: olarak kullanilan temel

MS (1962) kUltir ortami, makro ve mikro inorganik elementler
ile crganilk elementler. wvitaminler, seker ve agar icermek—

tedir. Calismada MS ortamina U¢ hormen ile bir amino asit

ilavesi yapilmistir. Cizelge 1'de temel M5 (1962) ortami ve
cizelge Z'de de MS ortamina ilave edilen maddeler gorilmek-—
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- @izelge 1: Murashige-Skoog (MS) ortami (1962)

Ortama MS'e gore 100 ml stok igin Stoktan or-
katilan 1 1t ortama gereken miktar tama katila-
maddeler konacak mik. (g/100 ml) cak mik.
(mg/1) (ml/1)
Makro inorga-
nik bilesikler
Hy oy 1650 16.5 10
NO5 1900 19 10
30122ﬂ20 Likikg) 4.4 10
S0, 7H,0 370 547, 10
BN 170 1.7 10
Mikro inorga-
nik bilesikler
a EDTA 3725 0.373 10
65047H20 27485 0.279 10
[BBO3 Gel 0.062
lnSO47H2O 22:3 Ok225
.nSO47H20 8.6 0.086 10
A 0:18% 0.0083%
(32M0042H20 025 0.0025
5uSO45H20 0.025 0.00025
100126H20 0.025 0.00025
Organik Bilegikler
tlycin 2 0.020
idcotinic aecid (OF% 0.005 10
‘rvdoksin-HC1l 0.5 0.005
‘hyamine-HC1 0.1 0.001
lyo-inositol 100 1} 10
iikroz 30
gar* 7

++ HI MEDIA, Agar

Powder (Purified).
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Cizelge 2: Calismada temel MS (1962) ortamina ilave e-
dilen maddeler ve miktarlara

11t ortama 100ml stok icin Stoktan ortama
konulacak kullanilacak katilacak
Maddeler mik. (mg/1) mik. (g/100ml) mik. (ml/1)
2 0.02 o]
1 0.01 10
1 0.6l 10
150 1.5 10
SerdnddE T OD

3.2.1. Bitkisel Materyallerin Kiltire Alinma

Donemleri

3.2.1.1. Yaprak Parcalarinin Kiltire Alin-

dig1 Donem

3.2.1.2. Anterlerin Kiltire Alindigi Ddnem
Anterler androgenesis ic¢in en uygun dénem olan

devrede killtire

Dunwell (36,37)tarafindan tarif edilen sekilde Dboyanarak

mikroskop altinda incelenmeszi 1le saptanmistir. Bayrak
yapraktan cikmamig basaklardan alinan anterler, ortadan

ikiye kesilmis ve kesilen bu anterler, lU¢ kisim etil alkol

(% 96'lik), bir kisim asetik asit (glasial) iceren sclus-—
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yonda 12 saat bekletilmistir. Daha sonra, fiksatatiften
cikarilan anterler, 60C'ye kadar i1sitilmis 1 N HCIL icinde 5
dakika tutulmustur. Bu siirenin sonunda, tip hemen buzlu su
bulunan kabin icine daldirilarak sogutulmalari saglanmistir.
Bu sekilde fikse edilen anterler, feulgen boyasinda, 2 saat
bekletilmis, daha sonra; % 50'lik asetikasit ve % 4'lik s=ulu
karmin solusyonu ile hazirlanmis asetokarmin preparatinda
ezilerek mikroskop altinda incelenmistir.
3.2.1.3. Olgunlasmamis Embriyolarin Kiltire Alindiga
Donem

15-16 gln

ienn ¢cika-—
rilmis ve 30 tane olgunlesmamis embriyonun caplari oleulimis—-

embriyolarin caplari, Minitab paket

~

programina gore degerlendirilmis ve ortalama 2.43 =+ 0.081
mm bulunmugtur.
3.2.2. Bitkisel Materyallerin Sterilizasyonu
Tekrarlanan deneylerde. Dbiitin yaprak parcalara,
anterler. olgunlasmams ve olgunlasmis embriyolar; U¢ kisim
su ile sulandiriimis camasir suyu (% 33710k Sodyum hipoklo-

rit) icinde 15 dakika bekletildikten sonra., % 96'1l1k alkolde

1

alt1 dakika birakilmis ve Uc kez steril destile su ile

t

calkalanarak sterilize edilmistir (23).

Olgunlasmis embriyolar sterilize edildikten sonra, 600
mg/1l penisilin wve 250 mg/l streptomisin iceren solusyonda 30
dak. bekletilmis ve calkalanmadan kiiltiir tiplerine aktarili-

mistir (23).
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3.2.3. Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu
Denemede kullanilan cam malzemeler (tip, beher,
petri kaplari, balon joje, pipet ve bagetler) ile pens ve

bisturiler kullanilmadan Snce, saf sudan ecirilip, etivde

'Q

1507 'de. 2 saat barak:larak steril hale getirilmistir.

3.2.4. Besin Ortaminin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Denemede kullanilan ortamlar temel MS ortamina
(1962) vapilan ilavelere gdre, cizelge 3'de goriidugl giki

Cizelge 3: Temel MS (1962) ortamina eklenen maddeler ile

ortam adlari.

Ortamliar Ortam

Ortam—1 ]
Orta (@)=
Orta @15 5 )
Ort Jin OL#c . +0. 900
0 it
Materval kisminda verilen ve miktar

kimyvasal maddelerden calismada kolaylik

eitilerden ortama

eiti hazairlanmistar.

enen miktar, 10 ml'lik wve 1 ml'lik pipetle

~

mistir. Dah

,_.
@

vardimi ile alinarak. 1 1t'lik beherlere aktara
sonra beher icindeki cozeltiler, destile su ile litreye
tamamlanarak 30 g sikroz ilavesi yapilmistir. Ortam icindeki

' siikroz tamamen eritildikten sonra, seyreltilmis NaOH ve HCl
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kullanilarak pH 5.8'e ayarlanmistir. pH'i ayarlanan her bir
litre ortama 7 g agar katildiktan sonra, agerin homojen bir
sekilde tim ortam icine dagilarak erimesi icin 15* - dakika
da bir karistirilarak su banyosunda pisirilmistir. 1 1t'lik
her ortamdan, 1. tekerrir icin 20. 2. tekerriir icin 20 adet

15%2.5 cm boyutlarindaki tipler icine yaklasik 25 ml bosal-
ti1lmistir. Tiplerin agz1 pamuklae kapatildiktan sonra. tipler

tiijpliiklerden alinarak sep avda,

3.2.5. Bitkisel Materyalin Tiuplere Aktarilmasi
Doku kiltird calismalarinda, kdltire alinan
bitkisel materyallerin ve besin ortaminin enfeksiyon alma

olasiligil oldukca ektir. Bunun ic¢in kullanilan malzeme-—

lerin ve materyallerin sterilizasyonlarinin dnemi kadar,

kiiltire aima esnasinda, c¢evrenin de oldukca temiz.
aydinlik ve mikroplardan arindirilmis olmesi Snemlidir. Bu
amacla, kiiltire alma islemine baslamadan Snce. kiiltir odasi-—

nin tabani camasir suyu ile yikanmistir. Kidltire alma islemi
de. doku kiltiri calismalarinda kullanilan. steril hava
akimla kabinde yapilmistir.

Steril kabin icine alinan, sterilize edilmis materyal-
jerin kiltlrine. alkol occag:i o6nunde, pens yardimil ile tiup
agizlaraindaki pamuklarin acilmasi, materyalin ortam icine
yerlestirilmesi ve pamuklarin vakilarak tekrar sikica tidp

agzina kapatilmasi sureti ile baslanmistir. Son olarak tip

agizlari 8x8 cm boyutlarindaki aluminyum folyolarla ortdl-
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-miistir. Bundan sonra tipler kiltir odasina birakilmistir.
3.2.6. Kiltir Odasi Sartlara
Kiiltiir odasinda gerekli olan 1sik, florasan
lambalar ile saglanmistir. Ortalama isik miktari 1500 lux/nf

dir. 16 saat aydinlak, 8 saat karanlik fotoperiyodu uygulan-—

parcalarindan 15.10.1992 ve 18.11.19%2
karanlikta birakilmagtar Dene—
avindan, denemelerin =ona erdigi

Cizelge 4: Mayis 1992 ile aralik 1992 aylari arasinda,
kiltlir odasina ait ortalama, maksimum ve minimum

sicaklaiklar (€).

Aylar Ont:Siey Maks.Sic. Min.Saic
May:is 20573 25 2
Haziran 26 82

Temmuz 28 34

Agustos 26.5 30

Eylidl 23 28

Ekim 24 30

Kas 20 21

Ara 19.5 20

Bu donem icindeki ortalama nispi nem ise ¢ 45'dar.

3.2.7. Denemenin Diizenlenmesi ve Degerlendirilmesi
1991 yilinda vyaprak parcalari ve olgunlasmis
embriyo ile bir &n ¢alisma yapilmis, 1992 yilinda her dort

materyalin kullanilmasi ile deneme iki tekerrirld olarak
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faktériyel deneme desenine gdre kurulmus ve degerlendiril—
migtiy.

Arastirmada kiltlre alinan her bir materyal ic¢in, her
ortamdan, iki tekerriirde 40 tiip olmak Uzere toplam 160 tip
kullanilmastar.

Gézlemler, 42 glin (1.5 ay) silresince devam etmistir.

tespit edilen gelisme-

ler. dizenli bir sekilde not edilmistir.

=
o
o
0

formil
Kallus Kallus olusumu gbzlenen tlp sayisi
%'de Clusum = i 00
Cranz Kiltirde Rullapa— Enfeksiyon gbz~
lan toplam tup = lenen tip sayisi
sayisi
. veriley Rnormal daglliis géster=

alamasi ile wvaryansi arasinda bir

1 T 3 2 3
veriler V transformasyonuna tabi

tutulmus ve daha sonra faktdriyel deneme desenine gore



-28-~

4. BULGULAR
4.1. Yaprak Parcalarinin Kiiltirinden Elde Edilen,
Kallus, Slrgin ve K&k olusumlara
1991 yilinda kurulan ©n denemede, Dogu-88

bugday cesidinin 12 cm bovundaki fidelerinin, 2 cm uzunlu-

fundaki yaprak ucu parcalar: (yaprak materyali 1), dort

dénem—

%70, ortam—3'de%
Teksiyon oranlari tespit edilmis-
"lu materyalde 1. ve 2. ortamlar-

ve 4. ortamlarda daha vyiksek

denemede. &n calismadaki

alinarak, bitkinin uc¢ kismin-

kismina kadar gdvde ekseni, Z'ser cm'lik araliklarla

w

kiultlre alimnmistir (yaprak materyali 3). Ayna

deneme bir hafta sonra 22 cm'lik fideler kullanilarak tek—

*

rarlanmistir. Kurulan her iki denemenin godzlemleri sonun-

da. yine kallus, slrgiin ve kék gelisimi olmamistir. Ancak, 42
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_..giin sonra bosaltilan tiplerdeki yaprak pércalarinin boylari

Glcllmis wve uzama oldugju saptanmistar. Bu denemelerde,
dlgiilen wortalama eksplant uzunluklari c¢rzelge S'de veril-
mistir. Cizelgeden de gorilecegi gibi 12 zm'lik fidelerden
alinan eksplantlarda en fazla uzama ortam-2'de (1.9 cm), 22
cm'lik fidelerden alinan eksplantlarda ise ortam—4'de olius-—
tur (8.5 mm). Her iki denemede de . en ar uzama ortam—1'de
gercellesmistir (5.8 mm ve 1.3 mm).

Greco ve ark. (1984) 'nin vyaptaklar:1 Dbir calismaya
benzer olaral, hormonsuz MS (1962) ortar:nda c¢imlendirilen
by heartailk fide Jdparealsy i (yaprak materyali 4) kiitlre

rak. karanlik ortamda birakilmastar.

hemen  list  kismindan alinan. O.
kailds mingtindugy, Jddiger parealmwan - (selal=S8 Bl S04 1o

parcalar) kallus olusturmadag

aptanmist: .. Ayrica kiilture

alinan bu eksplantlardan kok olusumu go: ienmemistir. Elde

[\

adilen kallus wsayilarai ile siirgiin sayiizr: C(Cizelg 6" da

o

agosteriimisti

Cizelgeye gére en viksek kallus olusta orani % 10.5 ile
ortam—-1'de, sonra sirasi ile, % 6.89 ile c-tam-4'de. % 4.35
ile ortam-2'de tespit edilmistir. Ortam—: de kallus olusumu
gozlenmemigtir. sekil 4'de ortam-1'de, kokiin hemen st

kisnmndaki, 0.3 cm'lik parcadan olusan kallus ve sidrgln
gorilmektedir.
18.11.19%2 tarihinde, Kkallus olusumuria bagari gorilen

sadece 1 no'lu parcalar (sekil-3, 1 nolu parca) kiiltire

alinarak deneme tekrarlanmistir.
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Cizelge 5: 3 no'lu yaprak materyali ile yapilan kiltir
sonunda belirlenen ortalama eksplant uzunluk-
lari (cm).*

i Y 1k
inan
1.Tek 2.Tek ort i 2.tek Ort
58 =78 2 2.18 )
07 09 3 2,448 i
9 1 2 2.58 7
2.67 e 2 2, BY 5
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Cizelge 6: Hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirilmis fidelerden
’ alinan,1,2,3,4 no'lu parcalarain kiltiriinden elde
edilen kallus ve sirgln gdzlenen tidp sayilari ile
kallus olusum oranlari.

Ortam—1| Ortam-2| Ortam—-3| Ortam—4
20 20 20 20
i3 =) 10
2 = - zZ+1)
T 5} 0 28
s 20 z0 20
3 4 5 1
6.6 6 5. 25, o] 8]
Ortalama kallus 4.35 8] 6.89
olusum orani (%)

*:Parantez icindeki rakaulardan birincisi kallus, ikin-
cisi aynmi tilipte olusan siirgiin sayilarini gostermektedir
*w:Sadece silirglin gdzlenen tip sayilari verilmigtir.
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haftalik
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,_J
]
o
b
o
N
[

a
@




-33-




=

Cizelge 7: Hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirilmis fidelerin,
1 no'lu parcalarinin kiltire alinmasindan elde
edilen kallus, sirglin ve kok sayilari ile kallus
olusum oranlari

Ortam—1} Ortam—-2| Ortam-3| Ortam—-4
20 20 20 20
= 4 1
1 1
a 6 2
(4+4) = {6+6 2+2)

-]

= 1 13
lus 0 24 -5 10D
e
i 3 \

20 20 4]

I w

)

© )

2 2 1

5 15
Ortalama kall 2.5 30.8 12.9

olusum orani

+:Parantez ig¢indeki rakamlardan birincisi kallus, ikincisi
ayni tiipte olusan sirglin sayilarini gdstermektedir.
¥ x:Sadece siirglin gozlenen tip sayilari verilmistir.
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Cizelge 7'de gérildigi gibi kallus olusum oranlari, %

bulunmustur (F<0.01). Kallus

Cizelge 8

5 no'lu yaprak materyallerinden olusan kallusla-
rin agirlaklarainin en kiicik kareler ortalamala
rina gore coklu karsilastirma testi.

Ortamlar X - 5%

Ortam-1 7,035 & 0.682 &
Ortam—2 1.118 £ ©0.882 C
Ortam-3 5.549 £ 0.682 AB
Ortam-4 3,957 @4 0.682 BC

(P<0..05)
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Cizelge 9: 5 no'lu yaprak materyalinin kiltird ile

elde edilen
uzunluklara.

elde

kalluslarin agirliklari ile siirgiin

uzunluklara

(cm)

max.| 0.1513 - 0.0883 0.025
llus ag mig.gl 0.0350 = 0.0134 =
lv;’)
ort. | 0.0708 - 0.0461 0.0
1. Tek
fitstoe | 1 3 5 4.5
mir (0] -29] 0.5 (8785} 0:8
ort 5 1.9 2 ] 1.%
ma 00617 0.04354 0.0866 0.87¢8
0.0153 - 0.018
ort.f 0.8335 0.0454 0.0433 0
2. Tek
ma 2,5 2 7 2
1 .5 1 0.8
0L 1.7 1] 2.5 Tuid
0.0518 04354) 0.0447 (0.
3.65 .45 2.45 1.45
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Ortamlara gére sirgiin olusturma durumlari degJerlendi-
rildiginde, en fazla sirgin olusumu ortam—3'de gdzlenmigtir.
En az siirgiin olusumu ise ortam—1'de gerceklesmigtir. Ortam—

gun gozlenmemisg, diger Uc

Cizelge 10: Yaprak materyali-5'deki 1 no'lu eksplanttan
olugan kalluslarin e&firliklarina gore, ortamla
rin en kiiciik kareler ortalamalari ve standart

hatalara.
Ortamlar X +
Ortam—1 0.0518 = © E
Ortam—2 @:0227 = 0O A
Ortam-3 0.0447 = O. bis
Ortamm— R 0325 % O A

(P20 05)
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4.2. Materyal Olarak Anterlerin Kullanildigi, Deneme
Sonuclara

On denemede, anterlerin kiltire alindigi dSnem

(anter mikrosporlarin

.1
o
o
@

%
a
o
i
Y
3
o
@
e
-~
ol
b
(s}
i
a7
(o]

s ]
E
o
o
i
@
=1
o
o

a
o

!

Dért ortamda, iki tekerrirde

e . oale
QITEI1 4 O

ulunmustur .

4.3. Olgunlasmamis Embriyolaran KiUltire Alindigi Dene-
melerde Elde Edilen, Kallus, Siurgin ve Kok olusum—
larsa

Calismada,

ara ile, iki kez killture

s
o
—
s
@
o
i
(s
@
s |

alk
sonra(%-10 gln). embriyosu heniiz tam belirginlesmemis budday
danelerinin, embriyoyu iceren kisimlar:i kesilerek yarim dane

halinde killtdre alinmistir. Kallus olusturan danelerin, &nce

n

tohum kabufu (testa) c¢atlamis ve embriyonun bulundugu kisim-—
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ort ortamd

[}
o

tekerrirldi olarak,

alde, kallustan silrglin olusumu.
is, kok olugumuna ise hi¢ rast-

Olgunlasmam:s emriyolarin (9-10

ortamda da oldukca

Imigtir,

ortam—1 (or
olusum oranlarina gore yapilan
(varyans analizi) ortamlar arasin-—

usum oranla—

bulunmus (P<O. ve gruplandirma ¢izelge 13

Bu materyalden elde =edilen kallus &agirliklari, ortam-
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Cizelge 11: 9-10 giunlik embriyolarin kidltidrinden elde edilen
kallus, slrgin ve koék olusumu gdzlenen tip
sayilari ile kallus olusum oranlari.

Ortam—-i} Ortam—2| Ortam—3| Ortam—-4
20 20 20 20
{113 < )
}
{ Z 23 N - 30 20
= e S b
- & \J = \J
|
; 3 2 1 2
|
| (i+1
17.7 165 B.33
24.24 16.7 18.18 29.41

%: Parantez igindeki rakamlardan birincisi kallus, ikinci-
si ayni tilipte olusan silirgiin sayilarini gostermektedir.
*%: Sadece slirglin gdzlenen tup sayilari verilmistir.



Cizelge 12: 15-16 glnlik embriyolarain,kiiltiiriinden elde
edilen kallus,sirgin ve kok olusumu gdzlenen
sayilara ile kallus olusum oranlari.

! !“;rnm—i! ) 31 O
i | |
! ; ,
! i 1
i
i 20 i i e
i o i i :
| i |
i } H
1 i |
i H :
! { = | i
i H ! { :
: | i
| & 2 i !
! - i i
8 | I i
S DAL % Lo
e SR *E
i | i ‘
: e i\ i .
= : i - : - i 5
! i ! : { .
| : H | i
i i i i |
i i i 7 ]
H H /! |
i : i { | "
{ H i 1 2 ¥ = { -
; i | e :
H i i
| | i ! -
! : : ! |
! - ! B i &0 =5 !
H { =" i = i - -
! ¢ ' H
i i i
i - | ol by, -
! | ! pes -
|
! i - } = = =
{ R ; & -
{ i
H 1
i e i s i :
! o b oprzenay
e~ | Sl y ! e e
Ze 3 - !
) X | = - i {
|
H
i t
| [
2 ! ‘ | = -
: i - y Z
—~ - ! 5%
a4 C4 55

* . Parantez igindeki rakamlardan birinci kallus, ikincisi aym
olusan siirgiin sayilarini géstermektedir.
** . Sadece Siirgiin gdzlenen tiip sayilari verilmistir.
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liklarina gore

lerde (varyans

Cizelge 13: 15-16 giinlik embriyolardan elde edilen kallus
olusum oranlarinin en kicik kareler ortalamala-
rina iliskin coklu karsilastirma testi.

HOH
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Cizelge 14: 15-16 giinlik emriyolardan olusan kalluslarin,
agirliklari ile sirginlerin uzunluklari.

Ortam—1 |Ortam—2| Ortam—3|Ortam4
max 0.136 0.114 0,148
min u] 8] 0.00C8 0.006
art 0.C71 0.070 0.0379% 0.041
1.
o 10 6 18
B min 0 42 0.2 0.2 (i el
2.66 3.44 2.46 8.95
Qars2 0.087 0.156 0.114
Kalilus ay min 0.010 0.00¢9 0.005 0.018
(g)
eut . |40 0.050 0.053 0.060
2./ Tek
ma% 4 S 59 8
min 0.2 01 G2 2%
Ort 1.59 3.54 2.4l 3
0 0.060 ¢] 0.0581
2.13 3.49 2.44 362




Cizelge 15: Olgunlasmamis embriyclardan (15-16 ginlik)
olusan kallus agirliklarinin, en kiclk kareler
ortalamalari ve standart hatalari.

H M

U

embriyocdan
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e
e

iinlik embriyolardan

Q

Sekil 11:0rtam-4‘de 9-10
olusan kallusl

Bugday danelerinden, =zedelenmeden cikarilarak Kkultire

alinan, 15-16 gunltik embriyolardan olusan kalluslar'

da,

sekil 12, 13, 14, 15 ve 16'da goriilmektedir.

Sekil 12: Ortam-1'de 15-16 glinlik olgunlasmamis embriyodan
gelisen kallus ve slrginlerin gorinimi




D

Selcil 18: Ortam-2'de 15-16 giniik olgunlesmamis embriyo
dan gelisen kallus ve sirglnle: in goéridnumi

-

Sekil 14: Ortam-2'de 15-16 ginlik olgu! lasmamig
embriyodan gelisen kalluslar
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i5 Grogm=2'de 15-16 ginlik elgunlasy

l1lug ve slrgidnlerin gorin ad

tam-—-4'de 15-16 giinlik olgunlasmam
a1 Rallus ve siygdnlerin gdrdne: md

embriyodan

-
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~—~4.4. Olgunlasmis Embriyolarin Kiltlriinden Elde Edilen
Kallus, Sirgin ve Kok Olusumlari
Olguniasmis embriyolar. 1. ve 2. yil olmak dzere
iki kez kiiltiire alimnmistir. Her iki y:lain deneme sonuclari-

da, oldukca D rilidir. 1Ilk y1l kurulan on denemede, ortam—

~

2'de her iki te de % 100 kallus olusum orani tespit

edilmistir. Tum

ve Kok

toplam 27 ve toplam
slrgun elde ve reaml fericiii K
goy ndan, toplam

enmistir. Diger ortamlarda

bulunmustur (14,15 ve

tarildigainda, yillar

cok ©nemli c¢ikmastar En ylksek kallus olusum

orani, ortam—1‘de ortalama %93, ortam—Z'de ortalama % B84,



S5

Cizelge 16: on denemede, olgunlasmis embriyolardan elde

edilen kallus, slrgin ve ko&k olusumu gozlenen
tip sayilari ile kallus olusum oranlari.

Ortam—1| Ortam—-2Z| Ortam—3} Ortam—4
20 28 20
) 3 6
[ i P cS T D 8 Giore 22 )
14 8 5
106 71 54
20 20 20
= 3 i
3
LE+16 edat, ) )
i3 i i3
Ka 1 24 100 ez 88
oY
Ortalama kallus a7 100 76 T
olusum orani (%)

s:Parantez ig¢indeki rakamlardan birincisi kallus, ikinci-

si ayni tiipte olusan siirglin sayilarini gostermektedir.
¥*:Sadece siirgiin gbzlenen tip sayilara verilmigtir.



e
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Cizéfge 17: ikinci yal Olgunlasmis embriyolarin kiltirinden
slirgiin ve k&k olusumu goz-
lenen tip sayilari ile kallus olusum oranlari.

elde edilen,

kallus,

Ortalama kallus
olusum orani (%)

Ortam—1] Ortam-2Z]| Ortam—3]| Ortam—-4
Kilture
aiinan tiup 20 20 20 20
Tayisg:
Enfexsivon
alean tdp 4 6 1 -~
saviel
Kailus 14 1z 5 7
aoTmiensen f3+0% {G+8) (E+8) {6+6)
tTUp sayisy
1, Tew
Sdroun gozlienen 4 3 4 7
tUD savisiy 7
Kok olugumu
ghTlenan TUD 4 5 4 3
cayrsl
Kallusz olusum 58 86 42 25
oranil (%)
Exsplant konan 20 20 zZC 20
tip sayis:
cnfeksivon alan 3 3 3 4
tip savis:
Railus gdzienen 12 14 9 z
tup =ayis: ¥ {7+7) {(13+13) {9+9) (2+2)
2. Tex

Sdrgdn gdzisnen Z 4 2 7
tip sayilsi  *®
Kok olusumu
gizlensn tip 2 5 4 8
sayisi
Kallus olusum 100 g3 53 i3
orani (%)

83 854 47 25

Parantez i¢indeki rakamlardan birincisi kallus, ikipci—
si ayn1 tiipte olusan siirgiin sayilarini gos?ergektedlr.
sadece silirgilin gdzlenen tiip sayilara verilmigtir.




lar ara51ndak1 fark onem11

‘Surgun ve kok sayilari baklmlndan,:ortamrl de 22 ,sur—

\gun,f 6 k6k ' ortam—Z‘de 29 sﬁrgun, 11 kék, ortam—s de ‘23

surguﬁ. 8 kak.ve ortam-4'de de 22 slirgin 14 kék;elde' edil-

mlstlr.ﬂ’Sﬁrgﬁn‘,ve kdk gelisimi,aclslndang ortamiqfdan elde

~.~‘sorn.1(:1ar' blrblrzne yakln oldugu igcin, orta&iﬁf?ara—

s:nda fark gozlenmemlstlr. o e

Iklnc1 y11 olgunlasmls embrivolardan 6Iuéan"ka11gs

’ag1r11k1ar1 ‘ile siirglin  uzunluklari, cizelge  19'da Verilmis~

“tirs Kallus,* agirliklarina gdre iki vyilin sonuglarinin

istatlstlksel degerlend1rme1er1nde y111ar"'afdgiﬁigki“7f§rk“

(P< 0 05) Ortam ve y11 etk1ler1ne gore

bulunmustur




18:
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Olgunlasmis embriyolardan elde edilen kallus

clusum oranlarinin en klicik kareler ortalamala-

rina iliskin c¢oklu karsilastirma testi.

- - - —
LIETTAEINLRY o2 o
o . A A
O gm—1 & . 7es = 0 ERD A
- 5 o - - e 8
Drsam “4.855 = 0.D8Z A
. < o1 U~ = e
T — s E - 3 =07
Ortam—3 7.8l = 0.58Z 8c
o . . -
Ortam—g £.726 = 0.882 C
- .
PSR B D
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e

.y L

Cizelge 19: Olgunlasmis emriyolardan olusan kalluslarin,
max., min. ve ort. agirlaiklara ile slirgiin
lerin, max., min. ve ort. uzunluklar:

Ortam—1 |Ortam—2f Ortam-3|Crtamd
max.{ G.170 0.161 0.155 0.067
Kalius ag. |min 0.032 0.042 0.086 0.020
(g)
ort 0.0%94 0.106 0.121 0.044
1. Tek
max.|16.5 16 i4 13
Surgin uz. {min.§ 0.3 2 0.5 0.1
(cm)
ort.| 3.43 8.55 4.31 4,32
max.| 0.104 0.133 0.188 8.040
Kallus ag min.| 0.0z7 D.132 0.028 0.0408
{g)
ort 0.062 0.133 0.108 0.040
Zz. Tek
max.{ 6.5 14 13.5 11
Sdrgin uz. fmin.j 0.1 0.2 0.5 0.2
(cm)
Ort 2.81 3.92 5.32 3.88
Ortalama kallus 0.078 0.120G 0.115 0.042
agirliklari (g
Ortalama sdrgin
uzuniuklara (cm) 3.12 6.24 4,82 4.1
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Cizelge 20: Olgunlasmig embriyolardan olusan kalluslarin
agirliklarinin, ortam ve vyillara gdre, en kiicik
kareler ortalamalari ve standart hatalara (Coklu
karsilastirma ydntemine gore).

Ortamlar X =z 8 Yai X +* S
Ortam-1 0.237 = 0.067 B s 0.414 = 0.047 A
Ortam—2 0.427 = 0.067 A 2 2.088 = $0.047 B
Crtam—3 0.243 = 0.067 AB

Ortam—4 1.198 = 0.067 B

o
(]
o]
&



J08) s Ortam—

gére en agir

olgunlasmamis embriyo—
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Sekil 18: Ortam—2'deolgunlasmis embriyoc kiltlriinden

o

olusan kallus, siirgiin ve koklerin cdrinuimleri.

Sekil 19: Ortam-3‘de olgunlasmis embriyo kil-irinden olusan
kalius, sirgin ve koklerin gorinim.eri.



O\%\Af\)&)m1$ Embﬂso
R (Ny)

N
Sekil 20: Ortam-4'de Olgunlasmis embriyo kiil:irinden olusan
kallus. surgin ve koklerin gérinim:=ri.

Sekil 24: Olgunlasmis embriyolardan olusan kelluslaran,
enfeksiyonlu tiplerdeki gérinimler:.



~50-

-4.5. % Kallus Olusum Oranlarina Gére Ortamlarin
Degierlendirilmesi

Kallus olusum oranlarina gbdre, ortamlara iliskin

varyvans analizinde, ortanmiar arasindaki fark cok oSnemli

bulunmustur (FXJ0.01)(gizelge Z1). DOrt defisik ortama ilis-

rina ¢ive yvapllan coklu xKers:

Cov g -y -~ o 7 a o . g v LG AT T U LR I - .
(%BL) ortam—2 (%70.23) ve oriam—4 (%43.23) arasindakil farkain
onemli 0 cldufu Dulunmustar Tizelge T Tu dszifatistiksel
SOnUTIEre glire, LUg Ditkizel matervarden de (yapraw parga.ari
QoA s T ey m e E - e T s s v o -
Yt I L OUL L aSNAamLE emol 1y /0. /0 Ve OLOUun.asmig empriyo
=X v . b 27 T eV yrear aTmtT At am—1'Aas alda T -
A I 2 VMoiern FElius GLuzum Orani ortam ce e.lae el

. ortamiarin durumlari

4.6. Kallus Afirliklarina Gore Ortamlarin
Deferlendirilmesi

ERDER

Kalius afiriiklarina ogdre, ortamiara 1iiskin var-

¥ars:ilagtirma testinde. ortam-z'nin. ortam—1 ve ortam—4 ile
aragindaki farkin Snemli colduzu bulunmustur (Cizelge 24). Bu

endirmeve gdre., ortam—2'den elde edilen kallius agir-

{0.04i8g) elde edilen kallus afirlaiklarina gdre daha aZir

bulunmustur. Ortam—2 ve ortam—3 arasindaki fark ise Onemsiz-—

dir (P>0.08). Ortamlara gore her bily eksplantta helirlenen
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Ji

Cizelge 21: Kallus olusum oranlarina gdre, ortamlarin var-
yans analiz tablosu.

Varyasyon Kaynaklara sD KT KO F
Ortam 3 0.757 0.282 S.Ex¥
Ekspiant 2 3.108 1.534 34.51%x
OrtamxEksp. & 2.225 C.371 §.24%%
Yal M C.173 0.173 3.84x
Hata 1@ 0.ES6 0.045
Genel 21 7.118

FLO.05
** . B0 01

Cizelge 22: Kallus clusum oranlarinin en kicik kareler

ortalamalari icinde, ortamlara gbre coklu karsi-
lastirma testi.

Ortamlar X + 83

Ortam—1 1.8926 =+ (0.087 y:A

Ortam-2 1.532 = 0.087 o

Crtam—3 1.728 = 0.087 LB
Ortam—4 1.525% = 0.087 B

(P<0.05)
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Kallus Olusum Oranlari (%)

Ex3 Ex4

Y ) A A A A A4
VA

Ortamlar

B Ortam-1 XN ortam-2 Ortam-3 Ortam-4
Ex: Eksplant

Exl: Yaprak pargalari Ex3: Olgunlasmamig embriyo
Ex4: Olgunlagsmis embriyo

Sekil 22: Ortamlara ve eksplantlara gdre kallus olugum
oranlari
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KaTlus afirliklari sekil 23'de gosterilmistir.

Cizelge 23: Uc¢ bitkisel materyalden elde edilen kallus
afirlaiklarinin, ortam, eksplant, ortam x eks-—
plant ve yil kaynaklarina gore, varyans analiz

tablosu.

Varyasyon Kavnaklari 5D T KO F
Ortam 3 0.008 0.00z 1.01
Elkegplant 2 0.060% Q.002 C.&5
Ortam »x Eksolant ] 0.0zZ¢ 0.00C3 1.83
Yl i 0.134 0.134 49 TG *
Hata 10 0.051 G.0053
Genel z1 0.351

Cizelge 24: Kallus agirliklarinin en kiclk kareler ortalama
larina gdre, ortamlarain ¢oklu karsilastirma

testi.

Ortamlar X + =54
Ortam—1 0,18 = G.04 2
Ortam-72 0.28 =+ 0.04 iy
Ortam—-3 .22 =+ 0.04 AB
Ortam—4 .20 == 0.0« B

{(PL0.05) .
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Kallus Ag (g)

Ex4

0.6 T

044"

034"

0.2

0.1+

Ortamlar

8% Ortam-1 - NS ortam-2 Ortam-3 . D7 Crtam-4
’ Ex: Ekaplant

kx1: Yaprak pargalari  Ex3: Olgunlasmamig embriyo
Ex4: Ulgunlasmis embriyo
$ekil?23: Ortamlara ve eksplantlara gore ortalama 'tallus
afilrlikliary



.

Dogu—BB bugday cesldznden alnnan dort degisik

ﬁmateryallnden kallus olusumu 1c1n test ”
mortamdan en uygun olan:n:n saptanmasl ‘
7céilsmadd, kiiltire alinan eksplantlardan eldexedlle
_olusum oranlari ve kallus aglrllklarl ile surgun uZunlukl‘
;vé* kok gelismesi tespit edilmeye calls:lmlstlr. Bu‘ b,

calismada kullanilan bitkisel materyallere gdre dort basllkf

altinda toplanmis ve arastirmada elde edllen‘ sonuclarwllé'

berizer arastirma sonuclari karsllastnrllmléf

farklalaiklar tartisiimistar. o
5.1. Yaprak Rarcasi Kiltilird v

Yaprak eksplan£1 ile yapilan Caiiéméiéfdai!b@aﬁ

yal, doZal kosullar altinda ve vapay besin ortaminda boimak‘

Uzere,iki farkli ortamda yetisen bitkilerden 'alihm1s}“§e;

dogal Kkosullarda yetisen bitkilerden alinan materyallerdenf

kallus olusumu gozlenmemistir. Prilyuk (1988) 1se yapt1g;;i;5
iki ayri arastirmada, tarlada vetisen bitkilerden aldiga
eksplantlarla oldukca yilksek kallus olusum"oran1 "t§sé§£fj§
ettigini belirtmistir. Bu calismada, tarladan allnan~feks; ;
plantlarla kurulan denemede basarisiz olunmusturi“””Bﬁﬁﬁ“"*

etkileyen faktdrlerin, bitki materyalinin a11nd1g1 b1tk1n1n; :

fizyolojik durumu, yetisme Xkosullari ve yine baslanglc1ifw

materyali olan bitkinin aktif Dblylme baslanglc1nda olup~*i%5‘

olmamasi (1), cevre k05u11ar1 (51cak11k;:fﬂ"‘

karanlikta kiiltlire alma, 1sik siddeti ve uygulanan foto

periyot) (13), ile genetiksel dzellikle
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belirtilebiliniy. Etkili olan diger bir faktdr, Greco ve
ark. (1984) tarafindan da belirtildigi gibi, tahil tirlerin-
de. cadece meristematik hicrelerin kallus Uretebilmesidir.

Tahillarda meristematik Thicre ic¢eren kKisimlarin belirienme-

zinin glicligunden dolayil. bitkiden alinan parcalarin meris-—

minde vetigen hivr haftalik fidelerden &linan eksplantlar ile
dért ortamda da basarili sonuglar elde edilmistir.

Orgen kiltlrlerinde, organize olmus meristemlier, hormon
olugumunun merkezi cidugu i¢in. kiltidr ortamina hormon ilave
ediimesine gerek duvuimamakiadir. Ancak, kallus kiltirlerin-
de., parvanwimatik deokular Thormon sentezi vapamadiklar: ic¢in,

kilitlr ortamina hormon ilave ediimesi mutlak gerekii goridl-

mektedir (1). Bu nedenle, calismada, ele a&linan dort ortama
da 2 mg/l Z.,4-D ilavesi yapilmistiz Literatlr bildirigleri-
ne gore (18,19,20.,22). 2.4-D'nin variigy, vaprak esksplant-

lerindan kalius  olusumu igin temel olarak gGsterilmektedir.
Hiitdr ortami olarak kullanilen temsl MS ortamina (18.19.20)
2.4-0 illavesinin vaninda, kinetin, NAA ve asparajiin'de
sixlenmistir. Kallus afiriiklarina ¢gdre vyapilan istatistiksel
analiz sonucunda, dort ortam arasinda Cnemli bir fark buiun-—
madifandan, ilave ediien maddelerin kallus agirlaiklaraina

olan etkileri bakimindan, birbirlerinden farkli olmadiklara

sovlienebilir. Kallus olusum oranlari acisindan ortamlarin



Denemede.‘yaprak ekgplantlarindan elde ed:len kaliusla—

rin, dnger materyallerden elde edilen kalluslara gore,_;daha:

yumuaak ' bk  bogumlu, gevsek ve seffaf yaplda olduk arl

gézlenmiétir. Tuberosa ve ark.(1988)(13) MS (1962)

Gamborg's BS (1968) ortamlarinda kiltire aldlklarl yaprak

parcalarindan iki tip kallus retmisler, MS ortamlnda “elde

ettikleri kalluslarin vapisi ile bu callsmada elde edilén
kalluslarin yapisi benzerlik gostermistir. |
5.2. Anter Kilturd

Anter kiltiuriinde. basariyi etkileyen faktérlerin

en basinda, anterlérin alindigi donem gelmektedlr.‘ Bunuh:g
igin en uygun donem, cesitli arastiricilar tarafzndan bellr—”

tildigi' gibi {23,24,29,37). anter mikrosporlarlnln-:»tek

cekirdekli oldug@u dénemdir. Calismeda, Dogu~88'bugday cesi-
dinin, heniliz bayrak yapraktan ¢ikmamis basaklardakJ aﬁter—
lerin, tek c¢ekirdekli dénemde oldugu saptammis ve bu donem—
deki anterler kiiltiire alinmistir. 160 tiipte kﬁlturev*allhan

toplam 480 anterde, kallus olusumu gozlenmpmlstzr Schaeffer

ve ark. (1979), kiiltire aldiklari 1411 anterden sadece 60’

anterin, % 4.2 gibi cok disiik oranda kallus olusturdugunu.iﬁf;

lkﬁlturdndef

kaydetﬁislerdirt‘(ZS). Tahlilarda,¢ anterv

oldukca dusuktur. Buradan kulture tallnan sadece 480

ile basar1 eide etme sanSJn;n az‘oldugu ortaya cikmaktadi

‘basarn

e




‘oranda gerceklesen’ gells1m1n gorulmemes1ne blr neden‘ ol

gosterilebilinir.

b‘,Bk :

rinin (s1cak11k KilSlk n(26);vé 1bitkih

‘nem).

k1sl1k ces1t olmasinih (29)“

anter kulturune olan

ceslt11 arastiricilar taraflndan ortaya konmustur, Bu:.calis

mada kiiltlre alainan anterler herhangi bir flzlkselw-muameleye

tabi tutulmamistair. Basariyi arttiran bir faktar ‘olan boyleﬁﬁ“"

bir uygulamanin yapilmamig olmasi. da, anterlerden 'dus

5.3, Olgunlasmamis Embriyo Kiltiird

2.43 mm capindaki olgulasmamis embrﬁyéiafiﬁ&.kﬁl

lanildig: denemede. 4 farkli ortamda. % 58—94"oréniar1

arasinda kallus olusumu teepzt ed:lmletlr Ahloowalla(IQBI)

olgunlasmamis embriyolari, 2,4-D, IARA ve klnetln 111avesr

yapilmis MS ortaminda kiiltlire almis ve % 77 oranlnda kallus(>_‘i

olusumu tespit etmistir. 1Iki calismada da elde edilen oran- =
larin bitbirine yakin oldugu g&riilmektedir. Bu calisma da

kullianilan embriyolar 15-16 ginlik idi. Cesitli _aréstlr;:

cilar yaptiklari olgunlasmamis embriyo kﬁltﬁrlerindé,wélzif

giinlik (30), 14-24 giinlik (31), 14 gunluk

“olmak dzere, farkla buyuklukte olan olgunlasmamls"

r1 kulturP almlslar Vﬁ'ba*arlllllsonucl
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benzerlik gbstermistir.

Olgunlasmamigs embriyo kiultlrinde, uygun embriyo bﬁde—
liglnin tespiti icin yapilan ¢esitii c¢alismalarda, Imm ile
1.5 mm c¢apindaki embriyolarin uygun oldufiu belirtilmesine
karsin (34,35), bu caligmada kullanilan 2.43 = 0.0817 mm
¢apindaki embrivolardan da basarili sonuclar alimmistir.

bz konusu bu c¢alismada, kallus agirlaiklarina gore

)

vapilan istatistiksel degerlendirmede, dort kiltir ortami-
nin, birbirinden farkl: olmadid: ortaya konmustur. Bu konuda

-

vapilan benzer calismalarda. kallug olusumu ic¢cin, MS kiditdr
ortamina; 2,4-D. IAA., kinetin ve dicamba ilave edilmesinin
olumiu coidugu Dbelirtiimistir {10.30.31,32.33). Ayrica,
Papenfus ve Carman {(1987). MS kiltlr ortamina 2mg/l1 dicamba
ilavesinin.2 mg/l Z,4-D ilavesinden daha iyl sonug¢ verdigini
belirtmistir. Bu ¢alismanin sconuc¢lerindan MS ortamina kati-
lan 2.4-D wve kinetinin, olgunlasmamis embriyocdan elde edilen
kallus ocliusumunda olumlu etki vaptigf: (2.4-D ilavesl vapilan
ortamdan % 84. 2,4-D ile birlikte Xinetin ilavesi yapilan
ortamdan da % 94 kallus olusum oranlari tespit edilmistir)

ve di

e

er bazi arastirma sonuclara ile uyumlu oldugu, bunun
vaninda, NAA ve asparajinin de, diger iki madde gibi oiumlu
etki gisterdigi belirtilebilinir.

Temel MS ortamina, kinetin ilavesi vyapilan ortam—2'nin,
2,4-D ve asparajin ilavesi vyapilan ortamlar ile, silrgin olu-—-
sumu baklmlndén Snemli bir fark gostermemesine karsin, NAA
igeren ortama ¢gdre, daha fazla sayida slrgin olusturdugu

tespit edilmistir. Kok olusumunda, 2,4-D, kinetin ve aspara-—



IAA n1n kok ve surgun gells

‘bellrtmlslerdlr. Ca1 ve ark.

ﬁ}kﬁlturunde, kallus olusum oranlarindaki deQISI

cevre kosullari ile deneysel hatalara, surgun ve,‘kok ge1131—

mindeki dégisiklikleri ise (%0-60) genotlplk farkllllklara‘

s . -baglamislardir. Bu c¢alismada da benzer faytorlerln etkzl‘

SoeL

oldugu sdylenebilir.

1.
- 5 4, QOlgunlasmis Embrlyo Kultur

Olgunlasmis embriyolarin materyal olarak kullan:l—
"dlgz 1k1 yil tekrarlanan denemelerde, kallus olusum oranlar

oldukca viksek bulunmustur (1.y11 %76*100 '2'y11 ;%25 93},?

»Ahé%k!'ﬁlk“yllln verileri, ikinci yila gore daha yuksektir¥i
Kallus olugum oranlari acisindan da yap11an 1statlst1ksel;“

anallzlerde, iki wvyil arasindaki fark 6ﬁem1i bulunmustur

(P<0.03). Ayn: kiltir ortamlarinin kullanilmasina ragmen ikif
yilda ortaya cikan farklilik; birinci ve ikinci yil, olgun-.
iasmigs embriyolarin alindigi bitkilerin yetisme kosullarz

ile, kiiltlr odasi sartlarina (sicaklaik, nem,. 11K miktari)

baglanabilir.

‘Olgunlasmis embriyo _ kiltirinde, . kéliﬁs

gbre, temel MS (1962) ortamlna, 2 4—D'}ve kinetin

MMf”1 yap11an ortam~2 nin, dlger dc ortama gore -daha _ygun "dld

ark‘f(1979), olgunlasmls emb iyo

'fgozlenmzst;r. Schaeffer ve
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kﬁ?%ﬁrunde, 2-IP (sitokinin), 2,4-D. NAA ve glutamin (amino
asit) ilavesi vapilmis temel MS ortaminin uygun cldufunu
belirtmisierdir. Arastiricilarin (23,328) kallus oranlari
bakimindan elde ettikleri sonuc¢laria, c¢alismamizda elde
ediien sonuclar benzeriik gdstermesine kKarsin(her iki calis-

mada da %50 ile %100 arasinda kallius olusumlar:i tespit edil-

l

migtiry . en fazla kallus olusum orani meyvdana getiren

ortamlar farklidzir. Bu farkin, ¢egitlerin genotiplerinden

=ttikleri kallug yapilarinin da ayni oOzeliikleri gosterdi-

19891 ve 1992 viilarinda vapilan denemelerde, kKiliture

alinan yvaprak eksplantlarindan; ortalama olarak ortam—1'de
%50, ortam—2'de %2.5. ortam—3'de %31. ortam—4'de %13 oran
larinda, olgunlasmamis embriyolardan: ortam—1i‘de %84, ortam—

Z2'de %54, ortam—-3'de %71, ortam4’'de %58 oraniarinda ve
olgunliasmis embriyolardan; ortam—-1'de %95, ortam—2'de %92,
ortam—3'de %62 wve ortam—4'de de %31 oranlarinda
clusumu godzlenmistir. KiltUre alinan anterlerde ise Therhangi
bir gelizme gozlenmemistir.

Tespit edilen kalius olusum oranlarina gdre, ortamlarin

degerliendirilmesinde; yaprak eksplantlarinda ve olgunlasmis



efibriyolarda ortam—-1‘'in, olgunlasmamis embriyolarda da
ortam—2 'nin. bu bitkisel matervaller 1i¢in wuygun ortamlar
oldufiu sonucuna varilmistir.

Jﬁ transformasyonuna gore hesaplanan kallus agirlikla—~

rinin, en kuclUk kareler ortalamalarinin, c¢oklu karsilastirma

teztinde ortam~=z'nin. ortam-1 ve ortam—-4 i1ie arasindaki
ferkin Snemii oidufu  bulunmustur (P<0.05). Bu istatistiksel
zonuca  gore. ortam-2'nin. ortam~1 ve ortam—4d'e gire daha
arir  ¥aliuslar meviana geltiraifi, ortam—3'de meydana gelen

Fonudlar alinmnistir. Tdm hitrise! matervallerden elide edilen
sirgdn s&yllari. ortamiara gore Jdelfserlendiriidiginde, toplam

245 ztipten, 105'inde, slrgin olusumu gozlenmen ortam—-4, en

fazla surgun veren ortam olmustur.

Killture alinan pitkilsel matervallerden, meydana gelen
kasplantlarindan, ortam-1

de., olgunlasmamis embrivolardan., ortam-1'de ve

[N

olguniasmis embriyolardan, ortam-2'de en iyi sonuc¢lar alin-

lam Kok

rf‘
'TJ
=

miztiy. Tim bitkisel matervalierden elde edilen.
gavilarina ¢godre ortamiarin deferlendirilmesinde de, ortam—
Z'nin. on  fazla kdk olusturan ortam oldufu tespit edilmis-

Tum bu sonuglara gore: Dogu~88 bufday cesidinin, kallus

ciusumu igin uygun Dbir c¢esit oldufu, bu cesitten alinan,



‘11r Surgun olusumunda,

2,4-D, 1 mg/l kinetin, 1 mg/l  NAA ve 150 mg/l asparajln

jceren ortam-4'in, k8K olusumunda, 2 mg/l

kinetin iceren ortam-2‘nin uygun ortamlar oldugu ve her

olusum ic¢in {slrgin ve kék), olgunlasmis embr1yolar1n da en
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OZET

Dogu—88 Bugday c¢esidinin, doért farkli kisimiarindan
alinan bitkisel materyaller (yaprak parcalari, anterler,
olgunlasmamis embrivolar ve c¢lgunlasmis embriyolar), dort
farkli vapay Dbesin cortaminda, In Vitre'da kultire alinmis-
tir. Test edilen kiitur ortamlar: asafida verilmigtir.

1— MS+2,4-D{2mg/1}

LA-D(2mg /DY +Kinetin{img/ 1)

3~ ME+2,4-D(Zmg/li+Kinetin{img/I)+NAA(1img/1)

4— MS+2,4-Di{Zmg/li+Kinetin{lmg/1'+NAA(Img/1l)+&sparaiin
o
(150ma/1)
Sterilizasvon d¢in, tim Dpitkisel materyaller, 3 kisim

su, 1 kisim g¢amafir suyu (%52'1Uk sodyum hipoklorit) ile
hazirlanan sterilant solusyon ig¢inde 15 dakika bekletilmig-
tir. Daha sonra %%6'lik alkolde 6 dakika bekletilmis ve 3
kez steril saf su i1le calkalanmistair.

Anterler, olgunlasmamis embriyolar ve olgunlasmis

bt

embriyolar. 1500lux izikta. vyaprak eksplantlar: ise karan-—

likta kiltire alinmistir. Ortalama sicaklik 23.5°C idi.
Deneme. faktdriyel deneme desenine gdre. 1ki tekerridrild
olarak kurulmus ve deferlendirilmistir. Veriler V' transfor—
masyonuna tabi tutulmustur. Gozlemlgy 42 giln devam etmistir.
Gézlemler sonunda, kallus, slrgin ve kok olusumlari gozlenen
tiip sayilarl belirlenmistir. Ayr:ica, kqlluslarln agirliklara

tartilmig ve slrgin bovlari &lcuimistdr.

Gozlemler sonunda, Yaprak eksplantlari, olgunlasmamis
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Q@Q{jyolar ve clgunlasmigs embriyolarda basari elde edilmig-—
tir. Anterlerde ise basarisiz olunmustur.

Kallus olusumu i¢in: ortam—1 ve -ortam—2'nin, sirgin
clugumu i¢in, ortam—4'Un ve kok olusumu icin ortam-2'nin,
uygqun ortamlar oldufu tespit edilmistir. Bitkisel materyal-
lerden, olgunlasmamis embrivycelar ile olgunlasmis embriyola-
rin, en yuksek kallus olusum oranliarini, yine olgunlasmis

embrivolarin, en fazla savida sUrgun ve kok clusumunu mey—

1204

vapida, ¢ok lobliu ve seifafl renkll bulunmustur. Olgunlasma—
mig embrivclar ile olgunlasmiz embrivolardan elde edilen

¥allusiarin ise, daha siki vapida, gert, az bofumlu ve mat
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~“.SUMMARY
Plant materials taken from four different sections of
the Dogu 88 wvarietes of T. aegtivum (leaf segments, anthers,
immature embryos and mature embryos) was cultured in four
different artificial susteanance medium in in wvitro. The
tested medium as follow;
i~ MS5+2,4-D(2mg/1) (med.1i)

2— MS+Z,4-D{Zmg /11 +K 1ne+1ns;ma,1) {fmed . 2)

A= ME+Z . 4-D{Zmg/ /1) +Hinetiniimg /1) +NARA{Img/1) (med.3;
4— ME+Z,4-DiZmg/ ) +Einetin{lmg/ 1 +NARA{1lmg/1)+Asparaiin
L 150mg/ 1) {med .4
hole plant material, for sterilization b been waited

for 15 minutes in & soluiion include 3 part cof

water and 1 part of sodium hypocloride ({33%). After then
materials was waited in %6% alcohel for 6 minutes and washed
tree times with sterile distilled water.

Lnthers, immature embryocos and mature embryos kept under
continucus light 1300 iux, however leaf segments was cul-
tured in the dark.Thne tempreture on an average was atzZ3.5 C.

Experiment was pilanned and analysised as factorial
dezign with two repetation. Data has been converted with
rootequare transformation for get normality. Observations
was continued during 42 days. Callug, shoot and root forma-—
tion determined in tubes after observation. In addition
weight of callus was weighted and lenght of shoot was mea-
sured. A succesful conclution had gotton on leaf gegments,

immature embryos and mature embryos. This study was failled
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on—anthers. The appropriatest medium was found for callus
formation on medium-1 and medium-2, for shoot formation on
medium—-4 and for root formation on medium-2. Immature embry-—
os and mature embryos was shown the highest the percentage

ot

calluses formaticon, s0 mature embryos was produced the
highest numbers of shoot and root formation.
Two types calluses was distinguished in this =tudy. The

callusezs from leaf segmente has been obtained was soft, in

calluses from immature znd meture embryoes has been obtained

was more ctrict. hard. less podurar and dull colors.
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