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Tritikale, yaklasik 130 yil once ¢avdar ve bugdayin melezlenmesinden yapay olarak
elde edilen bir tiir olup 1960 yilinda ilk kez 1slah¢ilar tarafindan kullanilmistir. Tritikale
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Triticale is an artificial species that originated ca. 130 years ago from a cross between
wheat and rye, with the first cultivars useful for breeders available in the 1960s. It
exhibits high yield, potential, grain quality, resistant to pathogens favorable amino acid
composition and adaptation to adverse conditions. In our study, mature embryos of
Umran Hanm triticale genotype was used as the material for this study. Response of
three different doses, (4.0 mg/l; 8mg/l; 12.0mg/l) of one auxin type (2,4-D) and callus
formation and embriyogenic callus formation was evaluated. According to results,
Umran Hanim triticale genotype was found highest on callus formation and
embriyogenic callus formation. It was observed callus formation and embriyogenic
callus formation was influenced by 3 different doses. Callus formation ratio was
observed above 85% in three doses. The highest formation of callus was observed in
medium containing 4 mg/l 2,4-D solidified with phytagel. Embryogenic callus
formation ratio was observed %32,38, %12,86 and %16,08 respectively.
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1.GIRIS

Insanoglunun artan niifusu ile birlikte tarim yapilabilecek topraklarn azalmasi,
her gecen giin sayis1 artan niifusun besin ihtiyacinmi karsilayabilmek i¢in bitkisel iiretim
arttirllmasi ve yayginlastirilmasi zorunluluk olmakla birlikte tahil grubu besinlerin hizl

bir genetik gelisimine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Iki milyonu askin bir siiredir devam etmekte olan insanoglunun diinya
tizerindeki seriiveni, son on bin yillik donemde bitkilerin kiiltiire alinmasina ve bu
bitkiler igerisindeki tahillar grubunun insanlarin besin kaynagi olarak kullanmasi ve
hayvanlarin beslenme siirecinde dolayli olarak veya dogrudan tercih olarak gérmelerine

taniklik etmektedir.

Tahillar ve tahila dayali {irtinler tiim diinyada oldugu gibi bizim iilkemizde de
insan beslenme rejimlerinde ¢ok hassas bir noktadadir. Diinyada insanlarin besin
kaynagi olarak kullandigi proteinin %52’si, karbonhidrat ve enerjinin %50°’si tahillardan
saglanirken, bizim {ilkemizde ise proteinin %80’i, karbonhidrat ve enerjinin %601

tahillardan karsilanmaktadir (Kiin 1996).

Diinyada en ¢ok ekilen ve iiretimi yapilan tiirler arasinda bugday, ¢avdar, celtik,
musir ve arpa goriilmektedir. Son donemde Tritikale (xTriticosecale Wittmack) adi
verilen bugday ve ¢avdar melezi olan bu yeni liye artan niifus, azalan tarim arazileri,
beslenme sorunlar1 gibi ¢éziim arayan konularin ¢oziimiinde alternatif olarak Gnem

kazanmustir.

Ik olarak 1875 yilinda Iskogya’da Wilson adli bir bilimadami tarafindan
melezleme yapilmis olup, meydana gelen melezlerin infertil oldugu goriilmiistiir (NRC
1989). 1lk fertil melezler, 1938 yilinda bugday ve cavdar melezine kolgisin uygulayarak

elde edilmis ve Isvecli bilimadami Arne Miintzing tarafindan bulunmustur.

Tritikale AABBDDRR ya da AABBRR genomik yapisina sahip olup ¢avdar ve

bugday tiirlerinin ¢aprazlanmasi neticesinde ortaya ¢ikmis dogal olmayan bir tahil



cinsidir. Bu yapay tahil cinsinin elde edilmesi, ¢avdarin baba olarak bugdaym anne
olarak kullanilmasi siirecine dayanmaktadir. Bu melezlemede kullanilan bugdayin
heksaploid (T. aestivum) olmasi durumunda elde edilen tritikale, oktoploid tritikale;
tetraploid (T. durum) olmasi durumunda elde edilecek tritikale, heksaploid tritikale
olarak adlandirilmaktadir (Lukaszewski ve Gustafson 1987). Giinlimiizde basarili olan
tritikale c¢esitleri, makarnalik bugday ile ¢avdar melezinden elde edilen hekzaploid

(2n=6x=42) genotip yapisinda olan amfidiploidler olarak goriilmektedir.

Tritikale insanlarin beslenmesi ve hayvan yemi olarak kullanima uygun olup her
gecen glin ekim alanlar1 artmaktadir. Tritikale’nin diinyadaki ekim alani 4.1 milyon ha,
iretim 17 milyon ton ve verim ise hektarda 41.370 hektogram iken bu rakamlar
tilkemizde 376.635 ha ekim alani, 125 bin ton iiretim ve hektarda 33 bin hektogram
verim olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Diinya genelinde tritikale tariminin en yaygin
sekilde yapildig: tlkeler; Almanya, Cin, Polonya, Avustralya ve Fransa olarak goze
carpmaktadir. Ulkemizde ise bu durum Tokat, Balikesir, Denizli, Kirklareli,
Kahramanmaras, Canakkale, Edirne ve Kiitahya seklinde dagilim gostermektedir (TUIK
2016).

Tritikalenin kullanim alanlarmin = ¢esitliligi goéze carpmaktadir. Tritikale
unu %15-16 oraninda yiiksek protein igerigine sahiptir ve bu unun bugday ununa %30
civarinda eklenmesi ile ekmegin besin degeri artmaktadir (Bishnoi ve Hughes 1979).
Diinya {izerinde protein acigi hizla biiylimektedir ve tritikalenin bugday ve diger
tahillara oranla yiiksek protein igeriginin bulunmasi, tritikale i¢in insan veya hayvan
beslenme siirecindeki onemini artirmaktadir (Ulger ve Yagbasanlar 1989). Tritikalenin
sahip oldugu zengin proteinli tane ve yesil materyal hayvan yemi olarak kullanilmakla
birlikte, tanesinin ise birgok bilesik yoniinden de bugdaya gére daha verimli oldugu
bilinmektedir (Barriga vd. 1979; Yagbasanlar ve Ulger 1989). Bu durum tritikalenin
kiimes hayvanlarinin  beslenmesinde kullanilmasi i¢in bir alternatif olarak

gosterilmesine sebep olmaktadir (Qualset vd. 1976).

Tritikale, bugdayimn yiiksek verim 6zelligi ile kalitesini, ¢cavdarin ise zararlilara

ve hastaliklara dayaniklilig: ile toprak o6zellikleri ve iklim sartlar1 yoniinden ¢ok segici



olmamas1 Ozelliklerinin bulustugu bir serin iklim tahildir. Degisik toprak ve iklim
sartlarina uyum saglayabilen tritikale, kurak kosullarda diger tahillardan daha verimli
olmaktadir. Bu 6zelligi tritikale’yi yillik yagis ortalamasinin diisiik oldugu ve sulama
imkaninin yetersiz oldugu alanlarda daha 6nemli bir konuma getirmektedir (Ali ve

Rajput 1977).

Ulkemizde yapilan bir¢ok arastirma sonucu, tritikalenin verim potansiyelinin
bugdaya yaklastigin1 gostermektedir. Bu durum yiiksek rakimdan dolayr bugday
veriminin diisik oldugu alanlarda ve hastalik problemleri ile karsilagilan tarim

alanlarinda ticari amagli tritikale tarimina olanak saglamaktadir (Yagbasanlar 1987).

Arpa ve bugday gibi serin iklim tahillarima gore olumsuz iklim ve toprak
kosullarina daha dayanikli olmasi ve stres kosullarina verimi daha yiiksek olmasi
tritikalenin marjinal alanlarin degerlendirilmesinde en biiylik pay sahibi olmasini
saglamistir. Bunun yaninda bitki boyunun uzun olmasina karsin saglam ve kolay hasat
edilebilir olmasi, bugdaya gore daha az kardeslenmesi ve cavdarda oldugu gibi
bagaklarinin daha kilgikli olmasi dikkati ¢gekmektedir (Miintzing 1989; Mergoum vd.
1992; Kiin 1996; Sachs vd. 1999).

Tritikale diger serin iklim tahillarina oranla topraktan daha verimli sekilde
yararlanmakta ve degisen gevre sartlarma kars1 daha dayanikli olabilmektedir. Igerdigi
yiiksek oranda lisin sebebiyle insan ve hayvan besini olarak kullanilma o6zelligine
sahiptir (Yagbasanlar 1987). Bugday yetistirilmesine uygun olmayan kislarin sert

gectigi, kira¢ ve derinligi az olan topraklarda bugdaydan daha verimli olabilmektedirler.

Biitiin bu ayrintilar géz oniine alindiginda, iilkemizde son derece sinirl sekilde
yetistirilen tritikale, iilke genelindeki elverigsiz alanlarin degerlendirilmesinde, hayvan
yemi sektoriinde hammadde olarak kullanilmasinda, biiyiikbag hayvancilik
isletmelerinin silaj hammaddesi ihtiyacinin karsilanmasinda, bugday ve arpa iiriinlerine

bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



Klasik bitki 1slah1 arastirmalarindan elde edilen sonuclar kullanilarak yiiksek
verim ve kaliteye sahip birgok c¢esit gelistirilmis ve insanlarin hizmetine sunulmustur.
Buna ragmen basta hastalik ve zararli olmak {izere bazi biyotik ve abiyotik ¢evresel
baskilara karsi direngte heniliz arzu edilen sonug biiyiik 6lciide elde edilememistir.
Klasik bitki 1slah1 yontemleri ile hedeflenen basari, {izerinde ¢alisilmakta olan
populasyondaki genetik varyasyon ile dogru orantilidir ve populasyondaki farkliligin
daha da yiikseltilmesi saglanmalidir. Gen havuzunun daralmasi ile tiir igindeki
cesitliligin belirli Olgtliler iginde kalmasi, klasik 1slah caligmalariyla edinilebilecek

biyolojik verim artigini da sinirlandirmaktadir.

Gilintimiizde bitki 1slahgilari bir takim biyoteknolojik yontemlerden faydalanma
egilimindedirler. Bu biyoteknolojik yoOntemlerin, biyotik ve abiyotik etkilere
dayanikliligi, yiiksek verimlilik ozellikleri gostermesi arzu edilen bir durumdur.
Ozelliklerinden bahsettigimiz ve biyoteknolojik uygulamalar deryasinin dnemli bir

pargasi olan uygulama doku kiiltiirii uygulamasidir.

Biitiin bir bitki, slispansiyon hiicreleri veya kallus hiicreleri veya meristematik
hiicreler, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni bir doku, bitki veya bitkisel
tirtinlerin (metabolitler gibi), steril kosullarda ve yapay bir besi ortaminda iiretilmesi,

bitki doku kiiltiirii olarak adlandirilmaktadir (Murashige 1974; Ammirato 1983).

Doku kiiltlirii i¢in ¢esitli arastirmacilar tarafindan bazi besi ortamlari
gelistirilmistir. Bunlar; 1934’te White (W), 1962’de Murashige ve Skoog (MS), Morel
ve Miiller 1964’te (MM), 1965°te Halperin ve Watherell (HW), 1965°te Linsmaler ve
Skoog (LS), aymi yil Nitsch ve Nitsch (NN), 1968’de Gamborg vd. (B5), Schenk ve
Hildebrandt 1972’de (SH), Chu vd. 1975’te (N6), Lloyd ve McCown 1981°de
(WPM)’dir. Bu besi ortamlarindan en ¢ok kullanilan1 MS ve B5 besin ortamlaridir. Bu
ortamlar bitki rejenerasyonu i¢in gerekli olan mikro ve makro elementleri igerir. Enerji

kaynag olarak seker katilastirici olarak ise agar kullanilmaktadir.

Doku kiiltiirtindeki temel amag, ¢esit gelistirmek, yeni gelismis c¢esitlerin

cogaltilmas1 ve zor olan tiirlerin iiretimi seklindedir. Biitiin bir bitki rejenerasyonu,



bitkilerden izole edilmis kok, ¢icek, siirgiin, yaprak, hatta organize olmamis kallus gibi
dokulardan saglanabilmektedir. In vitro ortamda hiicre ve dokulardan siirgiin
rejenerasyonu siirecinin basariya ulasabilmesi i¢in uygun eksplant se¢ilmeli, uygun
ortam belirlenmeli ki bu ortam biiylimede aktif maddeleri i¢cermeli ve fiziksel kosullar

uygun olmalidir (Murashige 1974; Ammirato 1983).

Tahil 1slahinda kullanilan biyoteknolojik uygulamalardan etkili bir sekilde
yararlanabilmek icin doku ve hiicre kiiltiirlerinden iyi bir rejenerasyon yodnteminin
olusturulmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle doku ve hiicre arastirmalarinin basarisi

giivenilir bir bitki rejenerasyonu islemine baglidir (Murashige 1974; Ammirato 1983).

Bitki rejenerasyonu, bitkinin organ, hiicre, meristem, doku veya embriyo gibi
cesitli pargalarindan (eksplant) yeni bitki veya bitkiler meydana gelmesi olarak
bilinmektedir. Bitki rejenerasyonu, kotiledon, yaprak sapi, embriyo, yumurta hiicreleri,
hipokotil, yumurta dokusu, govde, cicek ta¢ yapraklari, yaprak, geng

tomurcuklar,siirgiin ucu ve kok gibi ¢esitli pargaciklardan yapilabilmektedir.

Cesitli arastirma sonuglar1 basarili bitki rejenerasyonlarinin, geng salkimlardan
(Can vd. 2000), basaklardan (Ting vd. 1981), apikal meristemlerinden (Zhang vd. 2002;
Sairam vd. 2003), kavuzlardan (Suprasanna vd. 1986), olgunlasmamis embriyolardan
(Ahloowalia 1982; Bohorova vd. 1995), fide pargalarindan (Santos vd. 1984),
olgunlagsmamis ¢igeklerden (Pareddy ve Petolino 1990), yaprak parcalarindan (Conger
vd. 1987; Ray ve Gosh 1990; Ahmadabadi vd. 2007) ve olgunlagsmamis sacaklardan
(Rhodes vd. 1986; Songstad vd. 1992), olusan kalluslardan olustugunu gostermektedir.

Cesitli arastirmalara gore, bitki rejenerasyonu i¢in olgun olmayan embriyodan
meydana getirilen kalluslar, diger bitki parcaciklarindan olusan kalluslardan daha iyi
sonuclar alinmustir (Ozgen vd. 1996, Huang ve Wei 2004). Olgun olmayan
embriyolarin eksplant kaynagi olabilmeleri i¢in donor bitkinin belli araliklarda eksplant
kaynagi saglamasi ve kislik tiirlerde vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi i¢in seralara
ve kontrollii deneme ortamlarna ihtiya¢ hissedilmektedir. Olgunlasmis embriyolar

senenin her donemi bulunabilmektedir, kiiltiire alinmasi nispeten kolaydir ve bol



miktarda temin edilebilmektedirler. Biitliin bu o6zellikler onlarin olgun olmayan
embriyolara gore daha avantajli olmalarini saglar (Ozgen vd. 1998). Ayrica, endosperm-
destekli kallus olusum yontemi gibi bazi1 yeni teknikler, olgun embriyo kiiltiirlerinden
kallus olusturmada daha basarilidir (Bartok ve Sagi 1990; Ahmed vd. 1992; Ozgen vd.
1996; Ozgen vd. 1998). Bununla birlikte, doku kiiltiirii teknikleriyle meydana getirilen
bitkilerin kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve dis ortama adaptasyon asamalari
basarili bir sekilde yapilmakta ve olgun embriyolarda daha yiiksek olmayan
rejenerasyon orani, kallus ve siirgiin olusumunu yonlendiren biiyiime diizenleyicilerin

kullanimu ile yiikseltilebilmektedir (Ozgen vd. 1998).

Biiyiime, bitkiler i¢in olduk¢a miihim bir fizyolojik olaydir. Uzun zaman
bitkilerin biiylime mekanizmalar ile ilgili olarak detayli bilgi saglanamamistir. Daha
sonralar1 bitki muhteviyat1 igerisinde bulunan ve bitki biiylimesini destekleyen
maddelerin sentezlendigi anlagilmis ve bunlara hormonlar denilmistir. Zaman igerisinde
yapilan c¢aligmalarla bitkide sadece biiyiimeyi saglayan maddelerin degil, biiyiimeyi
engelleyen maddelerinde sentezlendigi gergegine ulasilmistir. Ayni bitki igerisinde hem
bliyime hem biiylimeyi engelleyen maddelerin olusu hatta aynt maddenin degisik
zamanlarda ve yogunluklarda verildiginde degisik sonug¢lar bulundugu ortaya ¢ikmistir

(Westwood 1993).

Dogal biiyiime diizenleyicileri iki grup seklindedirler. Kdklenmeyi, hiicre
gelisimini ve kallus olusumunu gorev olarak {istlenmis olan oksinler ve bitki

rejenerasyonu ve yeniden farklilasmadan sorumlu sitokininlerdir.

Oksinler, dogal oksinler ve sentetik oksinler olmak ftizere iki baslikda
incelenebilir.
Dogal oksinler, fenil asetik asit, 4-CPA (4-chloro-indole asetik asit) ve IAA
(Indoleacetic acid) olarak karsimiza ¢ikar.
Sentetik  oksinler, 2,45-TP (2 (2,4,5-trichlorophenoxy propionic acid),NAA
(Naphtalaneacatic acid), 3-CPA (3-chlorophenoxypropionamide), 2,4-D (2,4
dichlorophenoxyacetic acid), 2,4,5-T (2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid), BNOA (j-
naphthoxyasetic acid), IBA (Indolebutyric acid) vb.’den meydana gelirler (George2008).



2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), kallus olusumunu baslatmak amaciyla
yaygin olarak kullanilan sentetik bir oksindir. 1940’larin ortalarinda Amerika Kimyasal
Kozmetik A.S. tarafindan iiretilmistir ve ana bilesimi asittir (Keller vd. 1994). 2.,4-D
klorofenoksi bilesikler grubuna yani klorlandirilmis fenoksi asit grubuna dahildir.

Beyaz pudra goriiniimiindedir (Hayes ve Laws 1991).

Bu c¢alismanin amaci, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina baghi Erzurum
Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilmis olan Umran Hanim
tritikale ¢esidine uygulanan farkli dozlarda 2,4- Diklofenoksiasetik asit (2,4-D)’in

kallus ve embriyogenik kallus olusumuna olan etkilerinin incelenmesidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Yaptigimiz calisma konusu ile daha Once tritikale ile yapilan caligmalardan
benzerlik durumlarina gore baktigimizda yapilmis calisma sayis1 az oldugu igin tritikale

disinda farkli bitki tiirleri ilgili yapilmis ¢alismalar ve sonuglarindan bahsedilecektir.

Ozias-Akins and Vasil (1983), Gamborg B5 ortaminda 2.,4-D’nin degisik
dozlarinin (0; 0,4; 1,0; 4,0 ve 8,0 mg/l) kallus gelisimi ve olusumu ile ilgili etkilerini
calismiglardir. Arastiricilar 2,4-D dozundaki artigla beraber eksplant basina hiicre
sayisinin ve kallus taze agirliginin yukari yonlii degisimi ve 2,4-D'nin 2 mg/l ve daha
yiiksek dozlarinda biiyiimenin diizensiz olmasi, ancak hiicre boliinmesinin yukari1 yonlii
degisimi ayn1 zamanda kallus olusumu ve gelisimi i¢in 2 mg/1 2,4-D dozunun en verimli
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sitolojik ¢aligmalarda, asetokarmin boyama yontemi
kullanilarak hazirlanmis preparatlarla, kromozom sayisinin degismedigini (2n=6x=42)

gostermislerdir.

Felfoldi ve Purnhauser (1992), 3 tritikale ve 44 bugday ¢esidinin olgunlasmamis
embriyolarindan kallus olusumunu arastirmak tizere 1 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda
kiiltire almmugtir. Genotiplere bagl olarak kallus olusumunda belirgin bir degisiklik
goriilmemistir. Daha sonra kalluslar bitki rejenerasyonu saglanmak iizere hormon
igermeyen MS ortamu iizerinde kiiltiire alimmistir. Rejenerasyon yetenegi bugdayda %1-
90 oraninda (ortalama %40) iken tritikalede bu oran %5-84 (ortalama %38) olarak
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, bugdayda embriyogenik kallus benzeri kalluslar %0-
39 oraninda (ortalama %4), tritikalede ise %0-81 oraninda (ortalama %32)

gozlemlenmistir.

Bahieldin vd. (2000), dikambanin 3 farkli konsantrasyonunun (0,5; 0,1 ve 0,02
mg/l) uygulandigr ti¢ yazlik bugday c¢esidinin rejenerasyonu {iizerinde etkisinin
arastirildigi bir calismada ¢ ¢esitte de 0,5 mg/1’lik dikambanin kallus olusumu {izerine
etkisinin 6nemli derecede yiiksek oldugunu gozlemlemistir. Buna karsin rejenerasyon
orani varyeteye bagli olup, tiim gesitlerde dikamba’nin 0,02 mg/l konsantrasyonunun en

yiiksek rejenerasyon olusturdugu gézlemlenmistir.



Popelka ve Altpeter (2001), kendilenmis {i¢ ¢avdar hattinin olgun olmayan
embriyolarini MS ortaminda oksin ve karbonhidrat kaynaklarinin degisik dozlarinda
kiltire almislardir. Yapilan ¢alismalarda karbonhidrat kaynaklarinin kallus olusumu
tizerine etkili olmadigini, dikamba ve pikloram igeren ortamlara nazaran 2,4-D igceren
ortamin daha onemli oldugu tespit edilmistir. Eksplant kaynagi olarak endosperm
destekli olgun embriyo kullanilmasi halinde, somaklonal varyasyon olusumunun once
yiiksek konsantrasyonda uygulanan 2,4-D gibi oksinlerin eklendigi ortamlarda oldugu

gozlemlenmistir.

Vikrant ve Rashid (2001), tritikalenin olgunlasmamis ve olgunlagmisg
embriyolarin1 N6 ve MS ortamlarinda, farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D ile (4.5, 9.0,
18.0 ve 22.5 uM) kiiltiire almiglardir. MS ortaminda en verimli kallus olusumunu 2.4-
D’nin 9.0 uM dozunda gosterdigini, buna karsin N6 ortaminda ise en yiiksek kallus

olusumunun 2,4-D’nin 18 uM dozunda olustugunu tespit etmislerdir.

Naqvi vd. (2002), misirda (Z. mays var. EV-2097) degisik dozlarda 2,4-D (1, 2
ve 3 mg/l) ile calismislardir. Inkiibatorde 25+3°C sicaklikta 1 ay tutularak kalluslarin
olugsmasi saglanmistir. 1 aylik siirenin akabinde hormon olmayan ortamlara alinmis ve
petriler iklimlendirme dolabinda 25+3°C sicaklik ve 8 saat karanlik- 16 saat 1s1k
fotoperiyot protokolii ile 3 hafta tutulmustur. Alinan sonuglara gére kallus olusum orani,
en az 1 mg/l 2,4-D (%16) sonra 3 mg/l 2,4-D (%18) ve en ¢ok 2 mg/l 2,4-D (%47)

konsantrasyonlarinda gézlenmistir.

Vikrant ve Rashid (2002), DT-46 tritikale ¢esidinin olgunlagsmamis ve
olgunlasmis embriyolarindan olusturulan Kkalluslardan somatik embriyogenesisin
olusumunu 2,4-D biiyiime diizenleyicisi igeren (9-25 uM) MS ve N6 ortami iizerinde
calismiglardir. Yapilan arastirmalar sonucu gosterdi ki, embriyogenik kallus
olusumunun olgun olmayan tritikale tohumlarindan alinan embriyolardan daha iyi
oldugu gorilmiistir. 2,4-D igeren MS ortami {izerinde kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarindan kallus olusumu goriillememis, tam tersi siirgiin gelisimi bulunmustur.
MS ortamina goére daha fazla somatik embriyogenesis N6 ortami iizerinde olusumunun

oldugu bildirilmistir. 2,4-D igermeyen MS ortam iizerinde embriyogenik tritikale



kalluslarindan bitki rejenerasyonu gergeklesmistir.

Przetakiewicz et al. (2003), Tritikale, bugday ve arpa ile yaptiklar1 ¢alismada,
olgunlasmamis embriyolart B5 vitamini + %3 sakkaroz + MS tuzlari ihtiva eden kiiltiir
ortaminda 3 degisik oksin tipinin (pikloram,2,4-D,dikamba) 3 mg/l dozlarmi ve
kombinasyonlar1 (1,5 mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l dikamba; 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l pikloram;
1,5 mg/l dikamba + 1,5 mg/l pikloram) ile calisarak bitki rejenerasyonu ve kallus
olusumu tizerine etkisini arastirmiglardir. Calisma neticesinde, genotipe gore

degiskenlik gosteren oksin dozu ve tipinin oldugunu saptamislardir.

Giircan (2003), Ayva (Cydoniaoblanga Mill. Cu “ekmek™), erik (Prunus
domestica L. Cu “Stanley”), elma (Malus x domestica Barkh. Cv. “Gloster”), visne
(Prunus cerasus L. Cu “Kiitahya”), kayis1 (Prunus armeniaca L.cu “Sekerpare”), ceviz
(Juglans regia L. “Kaman”), findik (Corylus avellana L. Cu “Tombul”), Armut (Pyrus
communis L. Cu “Ankara”), Kiraz (Prunus avium L.cu “Dalbast1”) ve limon (Citrus
limon L. Burm. Cu “Kara limon”)’da disi organ dokularindan stil, stigma ve
ovaryumdan kallus olusumu ve somatik embriyo Oranlar tizerine, 2,4-D oksininin 1,3
ve 5 mg/l dozlart lizerine etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuclar erik hari¢ tiim

tiirlerde 6zellikle 2,4-D bitki biiylime diizenleyicisinde, kallus olusumlari gézlenmistir.

Fazelienasab vd. (2004), Bugday genotiplerinde farkli dozlarda ABA’nin olgun
embriyo kiiltiirli tizerine etkisinin incelendigi bir arastirmada olgun embriyolar MS
ortaminda 10 mg/l 2,4-D’ye ilave olarak 30 g/l siikroz ve 0,2,4,6 ve 8 mg/l ABA igeren
ortama konulmustur. Kiiltiir tiirleri arasinda kallus gelismesi bakimindan farklhiliklar
bulundugu gozlemlenmistir. Olusan kalluslardan bitki rejenerasyonu igin 1 mg/I
benzylaminopurine (BAP) ve 0,5 mg/l IAA igeren MS ortamina aktarilarak arastirma
sonucunda ABA ilavesinin oksin etkinligini azalttigi bitki rejenerasyonu ve kallus

olusumunu azaltici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Zapata vd. (2004), arpada olgun embriyo kiiltiirinde SH, MS, J 25-8 ve N6
ortamlarinda ¢alismislardir. 2 mg/l 2,4-D i¢eren MS ortaminda kallus olusum oran1 %35

iken en fazla kallus olusumu %75,5 ile 2 mg/l 2,4-D igeren J 25-8 ortaminda
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gorilmiistiir.

Huang ve Wei (2004), Cin’de yetistirilen 7 misir hattinda (Sul, C8605, 478,
Qi319, 8112, Mol7 ve Zea mays 9046), kallus olusum oranlariniin in vitro kosullarda
belirlenmesi iizerine arastirmalar yapilmistir. Kallus olusum ortami hazirlanirken, B5
vitaminleri, 8 g/l agar, N6 bazal tuzlar1, 690 mg/I prolin, 30 g/l sakkaroz, 2 mg/l glisin,
1 g/l kasein hidrolizat, kullanilmistir. Bununla birlikte, kallus olusumundaki farkliliklar
gbzlemlemek amaciyla degisik konsantrasyonlarda 2,4-D (0, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/l) oksini
kullanilmistir. 27°C karanlikta 3 hafta siireyle bekletilen misir embriyolariin, kallus
agirhigr ve kallus olusumu degerleri incelenmistir. En yiiksek kallus gelisimi, 9046 ve
C8605 musir hatlarinda gézlenmis olup kallus olusumu, %28,5 ile %97,6 arasinda
bulunmustur. Kallus olusumu i¢in en ideal oksin ve dozu 4 mg/l 2,4-D olarak
goriilmiistiir. Ayrica konsantrasyonlar yiiksek olan 2,4-D dozlarinin (5 mg/l 2,4-D ve
iistli), kallus kalitesini ve kallus olusum sayisini 6nemli Gl¢lide degistirmeyecegi ve
hatta yiiksek dozlardaki 2,4-D’nin somatik mutasyona neden olabilecegi vurgusu

yapilmistir.

Zale vd. (2004), yaptiklar1 calismada, Triticum tausschii, Aegilops speltoides ve
Tiriticum monococcum bitkilerine ait 47 farkli bugday ¢esidi ile 1slah hatlarinda,
olgunlasmis embriyolardan rejenerasyon kapasitesi ve kallus olusumu arastirilmustir.
UC 1036 (HRS), Jageer (HRW), Scarlet (HRS), Tara (SWS), Zak (SWS) ve Kyle
durum bugday genotiplerinde Bobwhite ve Fielder kiiltiir gesitlerine gore daha fazla
bitki rejenerasyonu ve kallus olusumu goriilmistiir. Kallus olusumu ile rejenerasyon
kapasitesi arasinda 0.39 kallus olusumu ile kiiltiir arasinda ise 0.42 gibi baglantilar

gorilmiistir.

Ozgen (2006), Tritikale (x Triticosecale Wittmack)’den elde edilen yaprak
eksplantlar1 ve olgun embriyolar, g -glukuronidaz (GUS: uidA) isaret genini iceren
pBI1221.23 plazmidi ile kaplanmig ve hizi arttirilmig tungsten ve altin pargaciklar ile
bombardiman edilmistir. Hedef eksplantlara olan farkli bombardiman mesafeleri (6, 9,
12, cm) ve farkli kirilma-diski basinglart (900, 1100, 1550 psi) fiziksel parametreler

olarak kullanilmigtir. S-glukuronidaz gen ifadesinin oldugu mavi hiicreler histokimyasal
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bir analiz ile belirlenmistir. Bombalanan explantlardaki mavi nokta sayilarindaki
varyasyon gen transfer etkinliginin belirlenmesinde o6l¢iit olarak kullanilmagtir.
Tritikale’ye, partikiil bombardimani teknigi ile dogrudan gen aktariminda; olgun
embriyolarin yapraklardan daha 1iyi, altinin ise tungstenden daha iyi oldugu
gozlemlenmistir. Calismada en iyi sonug¢ alinan olgun embriyolara, kirilma-diski

basincinin 1100 psi, bombardiman mesafesinin 6 cm oldugu belirtilmistir.

Bezirganoglu (2006), olgun embriyodan etkili bir kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu sistemini gelistirmek ve cavdar genotiplerinin doku kiiltiiriine tepkilerini
belirlemek amaciyla yaptigi ¢alismasinda c¢avdarin diploid ve tetraploid formlarinin
olgun embriyolar1 kullanmistir. Bu calismada iki oksin tipinin (2,4-D dikamba) ve
bunlara ait 3 farkli dozun (2,5mg/1;3mg/1;3,5mg/1) kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
kapasitesine olan etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére embriyogenik kallus
olusumu diploid genotipte tetraploidden daha yiiksek olmustur. Embriyogenik kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonunda dikambanin, 2,4-D’den daha etkili oldugu
saptanmistir. Doz uygulamalarinda 2,5 ve 3,0 mg/I’nin hem embriyogenik kallus
olusumu hemde bitki rejenerasyonu kapasitesi agiSindan optimum oldugu belirlenmistir.
Ayrica, embriyogenik kallus olusum orani ile embriyogenik kallus sayisina gore
rejenerasyon kapasitesi arasinda onemli ve negatif, kallus sayiSina gore rejenerasyon
kapasitesi ile embriyogenik kallus sayisina gore rejenerasyon kapasitesi arasinda ise

pozitif bir iliski tespit edilmistir.

Cabuk (2010), In vitro ve in vivo sartlarinda yapilan arastirmanin in vitro
kisminda, 6 degisik 2,4-D konsantrasyonunun (0, 2, 4, 6, 8§ ve 10 mg/l) misir
cesitlerinde bitki rejenerasyonuna ve kallus olusumuna etkileri incelenmistir. In vivo
kisminda ise, tim musir cesitlerinin kalluslarindan meydana gelen kok ugu
kisimlarindan numuneler alinarak, musir hatlarinin kromozom sayilarinda meydana
gelen farkliliklar arastirilmistir. Elde edilen sonuckarda, degisik konsantrasyonlarda,
farklt musir gesitlerine 2,4-D biiylime diizenleyicisinin muamele edilmesi ile elde edilen
kok uglarinin mikroskobik goézlemleri sonucunda, 10 mg 2,4-D uygulanan Pioneer
34N24 (2n=19), Pioneer 31N27 (2n=18) ve Pioneer 34N24 (2n=19) misir ¢esitlerinin

kromozom sayilarinin degistigi goriilmiistiir. 2,4-D uygulanmasiyla gézlenen mitotik
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anormalligin aneuploidi (genomdaki kromozomlarin sayisinin degismesi) oldugu ve
kromozom sayisinin azalmasi (hipoploidi) seklinde meydana geldigi belirlenmistir. Elde
edilen verilere gore, Tiirkiye’de yapilabilecek olan transgenik misir elde etme
calismalarinda da kullanilabilecek en yiiksek kallus olusturma oranini saglayan ancak
kromozomal sapmalar olusturmayan 2,4-D dozunun, 2 mg/l oldugu belirlenmistir.

Dogan (2010), Doku kiiltiirii caligmalarinda siklikla kullanilan sentetik oksinler
grubundan 2,4-D ve yeni kullanilmaya baslanan picloram oksininin karsilastirilmak
suretiyle kallus olusumu flizerine etkileri arastirilmistir. En yiiksek kallus olusumu
gosteren 2,4-D ve picloram konsantrasyonlart bulunmustur. Bununla birlikte her iki
oksinin, kallus olusumunda yiiksek verimli olarak belirlenen konsantrasyonlarinin,
makarnalik bugday tiirlerinde herhangi bir kromozom hasarina sebep olup olmadiklari
sitolojik aragtirmalarla incelenmistir. Sonug olarak doku kiiltiirii arastirmalarinda zarari
en az olan bitki biiylime diizenleyicisinin bitki biyoteknolojisi alaninda kullanilmasinin
oncelik kazandirilmasi saglanmistir. 2,4-D ve picloram bitki biiyiime diizenleyicilerinin
farkli 5 tekerriiriiniin 0,3,6,9,12 mg/1 konsantrasyonlari hazirlanan ve 0 dozunun kontrol
grubu olarak diigtiniildiigi deney diizeneginde; her iki bugday cesidinde en iyi kallus
olusumu 2,4-D ve picloram bitki biiyiime diizenleyicisinin 3 mg/l dozunda oldugu
bildirilmistir. Devam eden siirecte bu bitkilerden elde edilen kok uglarindan feulgen ve
aseto-karmin boyalama teknikleri tatbik edilerek yapilan sitogenetik ¢aligma
neticesinde, 2,4-D ve picloram bitki biiyiime diizenleyicilerinin 3 mg/l dozundaki
ortamlarda kiiltiire alinan Cakmak-79 ve Kunduru-1149 cesitlerininin kromozomlarinin
morfolojik  yapisinda ve kromozom sayisinda herhangi bir deformasyona

rastlanmamuistir.

Aydn vd. (2011), Bugdayda olgun embriyolar kullanilarak embriyogenik kallus
olusumunu etkileyen kriterleri belirleyebilmek amaciyla yapilmigtir. Somatik embriyo
olusumu, embriyogenik kallus, rejenerasyon kapasitesi ve kallus olusumuna oksin
tipinin, genotipin, oksinin dozunun ve jel yapict maddenin etkisi ¢ok 6nemli olmustur.
Bugday olgun embriyo kiiltiirii c¢alismalarinda jel yapici madde olarak kullanilan
phytagel ve agar ikilisinden phytagelin daha etkili oldugu bildirilmistir. Bitki biiyiime

diizenleyicilerinde ise en etkili olan dikamba olarak gézlemlenmistir. Bitki rejenerasyon

13



kapasitesinin, kallus olsumunun, embriyogenik kallus olusumunun ve somatik
olusumunun en yiiksek degerlere ulastig1 jel yapici, oksin ve dozu phytagel ortaminda
4mg/1 dozunda dikambadir. Rejenerasyon kapasitesinin en yiiksek oldugu ortam R1 (0,1
mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP) ihtiva eden ortamdir. Rejenerasyon kapasitesine ortamin

etkisi ¢ok onemli oldugu bildirilmistir.

14



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali
Arastirmada, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina bagli Erzurum Dogu
Anadolu Tarmmsal Arastirma Enstitiisii stoklarindan temin edilen Umran Hanim

(XTriticosecale Wittmack) tritikale gesidinin olgun embriyolari kullanilmistir.

3.1.1.1. Kullanilan Tritikale cesidi ile ilgili genel ozellikler

3.1.1.1.1. Islah edildigi yer ve tarih

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina bagli Erzurum Dogu Anadolu Tarimsal

Aragtirma Enstitiisii tarafindan, 31.03.2010 tarihinde 1slah edilmistir.
3.1.1.1.2. Morfolojik ozellikler

Bagaklar1 kil¢iklidir ve sar1 renklidir. Kirmizi renkte tanelidir, taneleri dolgun ve
iridir.
120-130 cm’lik bitki boylar1 vardir. Yatmaya dayaniklidir ve saglam saplara sahiptir.
3.1.1.1.3. Teknolojik ozellikler

Hektolitre agirhigi 72-78 kg/hl, bin dane agirligi 35-46 g, protein igerigi %10-16,

ham yag oran1 %1,5-2.5, ham seliiloz oran1 %1,8-2.3, ekmek hacmi 714 cm3, gluten
oran1 %30,3 seklinde bilinmektedir.
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3.1.1.1.4. Tarimsal ozellikler

Arpaya alternatif bir yem bitkisidir, kesif yem bitkisi olarak kullanilabilir. Diger
yem bitkilerine gore avantajlhidir ¢iinkii tek yillik bir bitkidir. Orta erkenci, kisa soguga
dayanikli ve mutlak kigliktir. Kardeslenmesi iyi, arpa ve bugdaya gore kirag kosullar

daha verimlidir. Giibreye kars1 reaksiyonu iyidir.
3.1.1.1.5. Hastalik ve zararh durumu

Basak hastaliklarindan rastik (Ustilago tritici) ve siirmeye (Tilletia foetida) 'ya
kars1 dayaniklidir. Yaprak ve sap hastaliklarindan; kahverengi pas (Puccinia recondita),
kara pas (Puccinia graminis), Sar1 pas (Puccinia striiformis) ve kiilleme (Erysiphe

graminis) karsi direnglidir.
3.1.1.1.6. Yetistirme teknigi

Ekim siklig1 mz’ye 400-450 tohum olacak sekilde ayarlanmalidir. Mutlak kiglik
oldugundan ekim kistan Once tavsiye edilen zamanda yesertme olarak yapilmalidir.
Ekim iyi hazirlanmig tarlaya mibzerle yapilmalidir. Dekara 18-20 kg tohum
kullanilmalidir. Giibrelemede saf madde olarak 6 kg fosfor ekimle birlikte; 3 kg azot
ekimle birlikte ve 3 kg ise sapa kalkma zamaninda verilmelidir. Kardeslenmeden sonra

sapa kalkmadan dnce yabanci ot miicadelesi yapilmalidir.
3.1.1.1.7. EKim i¢in tavsiye edilen bolgeler

Yapilan bolge verim ¢aligmalar1 sonucunda soguga ve dona dayanikliligi, kuraga
ve sicaga dayanikliligi, kirag sartlarda tarima elverigliligi, yiiksek verim ve kalite

ozelliklerinden dolayr Orta Anadolu’nun yiiksek kesimleri, I¢ Anadolu ve Dogu

Anadolu bolgesinin kirag alanlarina tavsiye edilmektedir.
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3.1.2. Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlari

a)

b)

f)

9)

h)

)
K)

Hassas Terazi: dis etkenlerden etkilenmemesi amaciyla 6zel cam paravanla
korunan hassas terazi kullanilmistir.

Steril Kabin: Siirgiilii Cam kapakli, U.V. lambali ve hava filtresi olan steril
kabin MS ortaminin hazirlanmasinda, ortamlara ekim yapilmasinda
kullanilmustir.

Karigtiric1 (Vortex): Manuel olarakta ayarlanabilen farkli hiz kademelerine
sahip masa tipi karigtirict (vortex), hazirlanan soliisyonlarin karigtirilmasi
i¢in kullanilmustir.

pH Metre: Hazirlanan soliisyonlarin pH’sin1 6lgmek ve istenen oOlgiide
ayarlama yapilmasi amaciyla pH metre kullanilmistir.

Manyetik Karistirici: pH metre ile ayarlama yapilirken eklenen asidik yada
bazik kimyasallarin soliisyona karistirilmasi i¢in kullanilmistir.

Cam Malzemeler: 11t’lik erlen, 500 ml’lik erlen, 250 ml’lik beher, cam huni
kullantlmistir.

Buzdolabi: +4-+8°C i¢ sicakligina ve dondurucu ozelligine sahip olan
buzdolab1 kimyasallarin muhafazasi i¢in kullanilmistir.

Otoklav: Ekim yapmak i¢in kullanilan cam malzemelerin ve distile su
hazirlamak amaciyla kullanilmistir.

Biiylitme Kabini: Ayarlanabilir nem, sicaklik ve karanlik-aydinlik siire
ozeliklerine sahip biiyiitme kabini ekimi yapilan 6rneklerin istenen ortam
Ozelliklerinde bekletilmesi i¢in kullanilmistir.

Steril filtre Kagidi: Eksplantlarin ekimi yapilirken kullanilmustir.

Petri Kabi: Eksplantlarin besiyerine ekilmesi i¢in kullanilmistir.

Parafin: Ekim yapildiktan sonra petri kabi1 parafin ile dis ortamdan izole

edilmesi i¢in kullanilmstir.

m) Bistiiri: Besiyerine ekim yapilirken kullanilmustir.

n)

Bunzen Beki: Ekim yapilirken kullanilan bistiiri vs. ekipman flambaj1 i¢in

kullanilmustir.
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3.1.3. Kimyasallar

3.1.3.1. Sterilizasyonda kullanilan kimyasallar

Calismada sterilizasyon igin, % 70’lik (v/v) Etil Alkol ve %1’lik Sodyum

Hipoklorit kullanilmistir.

3.1.3.2. Kiiltiir ortamimin hazirlanmasinda kullanilan kimvyasallar

Bitki rejenerasyonu, kallus olusumu ve somatik embriyogenesis arastirmalarinda,
Murashige ve Skoog (1962) tuzlar [Sigma M5524] ve vitaminleri [Sigma M3900]
kullanilmistir. MS ortamin1 olusturan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Organik Maddeler

Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.1. MS Kiiltlir ortaminin kimyasal bilesimleri ve miktarlari

Miktar (ma/l)

Myo-inositol
Glisin
Nikotinik asit
Tiamin HCI
Pyridoksin HCI

100
2
0,5
0,1
0.5

inorganik Maddeler

Mikro elementler

Miktar(ma/l)

CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
Na2Mo0Oa4.H20 0,25
ZnS0a4.7H20 8,6
H3BOs3 6,2
KI 0,83
MnSQOa4.H20 16,9
Fe2 (SO4).7H20 27,8
Na2EDTA 37,26
Makro elementler Miktar (ma/l)
KH2PO4 170
MgS04.7H20 180,7
CaCl2.2H20 332.2
KNOs 1900
NHaNO3 1650
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3.1.3.3. MS tuzlar ve vitaminleri ile birlikte kullanilan ilave kimyasallar

MS vitaminleri ve tuzlarina ilave olarak kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2°de

verilmigtir.

Cizelge 3.2. MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Komponentler Miktar/litre
Askorbik Asit 0,5 mg/l
MES 1,95 g/l
Magnesium chloride 0,75 g/l
Siikroz 20 g/l
Casein hydrolysate 0,19/
L-Glutamine 0,50/l

3.1.4. Jel Yapic1 Olarak Kullanilan Maddeler
Calismada jel yapici kimyasal olarak Phytagel (2g/1) kullanilmistir.
3.1.5. Caliymada Kullanilan Bitki Bityiime Diizenleyicileri

Calismada bitki biiytime diizenleyici olarak 2,4-Dichlorophenoxyacetic asit (2,4-

D) kullanilmastir.

20



3.2. Yontem

Bu calismada, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina bagli Erzurum Dogu
Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde gelistirilen Umran Hanim tritikale
(XTriticosecale Wittmack) ¢esidinin olgun embriyolor1 kallus olusumu i¢in phytagel (2
g/l) iceren MS ortaminda 2,4-Dichlorophenoxyacetic asit biiylime diizenleyicisinin 3
farkli konsantrasyonunda kiiltiire alinmigtir. Olgun embriyolar 25 +1°C’de aydimlik
ortamda 4 hafta siireyle bekletilmistir. Calismalar sonucunda bitki rejenerasyonu olup
olmadigr gozlenmistir. Caligma yiiriitiilmesi sirasinda yapilan islemler bu boliimde

verilmigtir.

3.2.1. Sterilizasyon Teknikleri

3.2.1.1. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

%70’lik alkoliin hazirlamsi: %96’lik saf alkolden 730 ml alinmig ve hacim 1000

ml’ye tamamlanmustir.
%1’lik Sodyum hipoklorit solusyonunun hazirlamsi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticari Domestos® marka ¢amasir suyundan 200 ml alinarak hacim 1000 ml’ye

tamamlanmaistir.

3.2.1.2. Kullanilan aletler ve calisma alaninin sterilizasyonu

Calisma esnasinda steril ¢alisma alaninda kullanilan steril kabin i¢i ¢alismaya
baslamadan en az 10-20 dakika Once %70’lik alkolle silinerek UV calistirilmistir.
Kullanima baglamadan 6nce UV kapatilmistir. Kullanilacak aletler kullanimdan 6nce
etil alkol ile muamele edilerek alevden gecirilerek yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Eksplantlarin alinmasi, otoklavlanmis kurutma kagitlar {izerinde

gerceklestirilmistir.
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3.2.1.3. Tohumlarin viizey sterilizasyonu

Caligmada kullanilacak tohumlar musluk suyu ile yikandiktan sonra %70’lik etil

alkolde 5-10 dakika muamele edildikten sonra caligmanin yapilacagi steril kabin

igerisinde 3-5 defa steril edilmis saf suyla yikanmistir. Sonrasinda 15-20 dakika

boyunca igerisinde birka¢ damla Tween 20 (Sigma) bulunan %]1’lik ticari sodyum

hipokloritte (%5 NaOCI igeren) bekletilmistir. Saf su ile yikanmak suretiyle 25°C su

icerisinde 12-15 saat bekletilmis ve olgun embriyolar1 alinmistir.

3.2.1.4. Besi veri ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu

Besi ortamlarinin sterilizasyonu otoklav yardimiyla yapilmistir. 15 dakika

stireyle 105 kPa basingta 121°C’de otoklavlanmistir. Sicaklik sebebiyle yapisal

deformasyona ugrayan bitki biiylime diizenleyicileri ve vitaminler igin 0,22 pm

poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor) kullanilmistir.

3.2.2. Kallus Olusum Ortam

3.2.2.1. Bitki biiyiime diizenleyicilerinden stok soliisyon hazirlanmasi

Kallus

ortami

Oncelikle

kullanilan

bitki

biiyiime

diizenleyicilerinin stok solusyonu hazirlanmistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok

solusyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii ve seyreltici olarak kullanilan kimyasallar

ile saklama sicakliklar1 ve galisma konsantrasyonlari Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Oksin Tipi Coziicii Seyreltici Saklama Calhsma
Konsantrasyon
kosulu u
2,4-D Etil alkol Su +4°C Img/I
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3.2.2.2. Kallus olusum ortaminin hazirlanmasi

Calismada kullanilan kallus olusum ortami i¢in sirastyla verilmis yol izlenmistir.

1. 500 ml bidistile su 2 litrelik bir beher alinmistir.

2. Murashige ve Skoog (1962) tuzlar1 [Sigma MS5524], 20 gram siikroz, 0.75g
magnezyum klorit ve 1,95 g MES tartilip eriyinciye kadar karistirilmistir.

3. Beherdekiler tamamen ¢6ziiniince manyetik karistirict lizerinde 1N NaOH
ve %15 HCl soliisyonlar1 kullanilarak pH=5,8’e ayarlanmistir.

4. 2 g Phytagel erlene bosaltilip otoklavda 15 dakika boyunca 105 kPa basingta
121°C’de sterilizasyona tabi tutulmustur.

5. ls1ile bozulabilen maddeler otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun i¢in 50 ml
beherde MS vitamin stok soliisyonundan (1000X) 1ml, askorbik asit (50 mg/l)
solisyonundan 2 ml ve 0,5 g glutamine, 0,1 g casein hydrolystate tartilip
eklenmis ve hacim bidistile su ile 15 ml’ye tamamlanarak karistirildiktan sonra

0,22 pum porotizeteli seliiloz nitrat filtrelerden gecirildikten sonra eklenmistir.

3.2.3. Calismada Arastirilan Konular

3.2.3.1. Kallus olusum orani (KOO)(%)

Kallus olusum ortamina alinan eksplantlar bu islemden bir ay sonra kallus
olusum orani belirlenmistir. Bu islem su formiil ile yapilmistir.

KOO (%)=Kallus olusan eksplant sayis1 /kiiltiire alinan eksplant sayis1 x 100

3.2.3.2. Embriyogenik kallus olusumu (EKO) (%)

Eksplant sayisina ve eksplantlardan olusan kallus sayisina gore belirlenmistir.

3.2.3.2.1. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (KSEKO)

KSEKO= Embriyogenik kallus sayis1 / toplam kallus sayis1 x 100 formiilii ile
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belirlenmistir.

3.2.4. Bulgularin istatistiksel Analizleri

Caligma tam sansa bagli deneme planma gore 3 tekerriirli yapilmistir.
Denemede tek genotip (Umran Hanim), tek biiyiime diizenleyici (2,4-
Dichlorophenoxyacetic asit) ve bunlarin 3 farkli dozu (4.0, 8.0 ve 12.0 mg/l)
kullanilmistir. Bu faktorlerin kallus olusum oranina ve embriyogenik kallus olusumuna
etkileri incelenmistir. Bu amagla her bir petri kabina 25 adet olgun embriyo konularak
her bir petri kab1 bir tekerriir olarak kabul edilmistir. Gézlemler sonucunda elde edilen
sayim sonuclar1 yiizde (%) olusum orani seklinde hesaplanmis ve tam sansa bagl
deneme plan1 ve faktoryel deneme desenine gore varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. Arastirmada incelenen parametreler arasindaki iliskiler Pearsan

Korelasyon analizi ile degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kallus Olusumu Orani

Farkli dozlarda biiylime diizenleyici bulunan kiiltiir ortamlarma alinan
eksplantlar 1 hafta sonra gozlemleri alindiginda kallus olusumlart gozlenmistir (Sekil
4.1.4a,4.1.b,4.1.cve 4.1.d). Farkli dozlardaki oksinlerin bulundugu kiiltiir ortamlarinda

olusan kallus oranlar1 verilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).

Sekil 4.1.a. Kallus olusum ortamina alindiktan bir ay karanlikta birakilarak 2,4-D” nin 4 mg/l de olusan
kalluslar
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Sekil 4.1.b. Kallus olusum ortamina alindiktan bir ay karanlikta birakilarak 2,4-D’ nin 12 mg/1

de olusan kalluslar.
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Sekil 4.1.c. Kallus olusum ortamina alindiktan bir ay karanlikta birakilarak 2,4-D’ nin 8 mg/I

de olusan kalluslar.
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Sekil 4.1.d. Kallus olusum ortamina alindiktan bir ay karanlikta birakilarak 2,4-D’ nin 4 mg/I
de olusan beyazimsi, yumusak ve saglikli kalluslar.

4 mg/l 90,93
8 mg/l 88,42
12 mg/1 87,24
Ortalama 88,86

Cizelge 4.1. Farkli dozlardaki 2,4-Dichlorophenoxyacetic asit bulunan kiiltiir ortamlarinda

olusan kallus oranlari
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91 00

90,00

89,00

Kallus Olusum Orani (%)

88,00

57,00

4mg/I 8 mg/l 12 mg/l

Sekil 4.2. 2,4-D’nin farkli dozlarinda olusan kallus olusum orani grafigi

4.2. Embriyogenik Kallus Olusum Oram

Eksplantlar kallus olusum ortamina alindiktan sonra 1 ay siire ile aydinlikta
bekletilmis ve daha sonra kallus olusturanlar ve embriyogenik ozellik tasiyanlar
sayillmustir (Sekil 4.3.a ve 4.3.b). Kallus olusumu kiiltiire alinan tiim eksplantlarda %85
tizerinde gozlenmistir. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum oranina ait

veriler sunulmustur.
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Sekil 4.3.a Kallus olusum ortamina alindiktan aydinlik ortamda 1 hafta sonra alinan

embriyogenik 6zellik gosteren kalluslar.

Sekil 4.3.b Kallus olusum ortamina alindiktan bir ay aydinlikta birakilarak olusan embriyogenik

ozellik gosteren kalluslar.
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2,4-Dichlorophenoxyacetic asit’in 3 farkli dozunda olusan embriyogenik kallus
verilerine bakildiginda kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum oram
(KSEKO) 4 mg/l dozunda %32,38 olarak belirlenmistir. 8 mg/l dozunda %12,86
oraninda ve 12mg/l dozunda ise %16,08 olarak goriilmiis olup ortalama olarak %20,44

orani bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.4).

Konsantrasyon Kallus Sayisina Gore Olusan
Embriyogenik
Kallus Olusum Oram (KSEKO) (%)
4 mg/l 32,38
8 mg/l 12,86
12 mg/l 16,08
Ortalama 20,44

Cizelge 4.2. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani (KSEKO)(%)

35,00

30,00

25,00

20,004

Kallus Sayisina Gore Embriyogenik
Kallus Olusum (%)

13,00

10,00

4 mg/1 8 mg/l 12 mg/1
Sekil 4.4. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani (KSEKO) (%)
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan popiilasyonun artmasi ile birlikte gelisen diinya iizerinde bitkisel iiretimi
kisitlayan diisiik verim ve abiyotik stress dikkate alinmasi gereken faktorlerdendir.
Stirdiiriilebilir tarimsal iiretim i¢in stres faktorlerinden kaynaklanan verim kaybini
minimize etmek oOnemlidir. Bu minimizasyonu saglamak i¢in doku kiiltiiri ya da
molekiiler teknikler kullanilarak stres faktorlerine dayanikli ¢esit gelistirmek
mimkiindiir. Hiicre ve doku kiiltlirii teknikleri molekiiler ve hiicresel tabanli 6zel
teknolojiler kullanan bitki ve bitkisel iiriinlerin verimliligini, kalitesini arttirmak ya da
abiyotik ve biyotik streslere neden olan faktorleri ortadan kaldiran dolayisiyla bitki

verim kayiplarini 6nleyen ¢ok etkili bir yontemdir.

Giiniimiizde birgok bitki tiiriine ait doku kiiltlirii ve genetik miihendisligi
teknikleri kullanarak bir¢ok calisma yapilmig ve bilimin hizmetine sunulmustur.
Tiirkiye’de tritikale 1slah1 iizerine yapilan calismalara bakildiginda, klasik 1slah
metotlarinin kullanildig1 gériilmektedir. Ulkemizde ekimi yapilan tritikale ticari cesitleri

ile in vitro rejenerasyon lizerine ait herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Tritikale, besin degeri yiiksek, hem insan hemde hayvan beslenmesinde
kullanilan bir bitkidir. Tahillar igerisinde yem kalitesinin yiiksek olmasi, ¢evre sartlarina
daha dayanikli olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen bir bitki tiiriidiir (Jin at al 2010).
Ayrica tahillar igerisinde in vitro rejenerasyon kabiliyeti nedeniyle doku kiiltiirii ve
genetik mithendisligi ¢alismalarinda en az calisilmis bir bitki ve su an ekimi yapilan
genotipler arasinda in vitro sartlar i¢in uygulanan herhangi bir protokol

bulunmamaktadir.

Tahillar1 da igeren birgok bitki tiirlinde kallus olusumu ve embriyogenik kallus
olusumu c¢aligmalarinda basar1 bliylik Olciide genotip, eksplant tipine ve ortam
bilesenlerine baglidir. Olgunlagsmis embriyolardan tahillarin somatik embriyogenesis

etkileyen en 6nemli faktor genotiptir (He ve Lazzeri 2001).

Bezirganoglu (2006), olgun embriyodan etkili bir kallus olusumu ve bitki

rejenerasyonu sistemini gelistirmek ve ¢avdar genotiplerinin doku kiiltiiriine tepkilerini
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belirlemek amaciyla yaptigi ¢alismasinda c¢avdarin diploid ve tetraploid formlarinin
olgun embriyolar1 kullanmistir. Bu ¢alismada iki oksin tipinin (2,4-D dikamba) ve
bunlara ait 3 farkli dozun (2,5mg/1;3mg/1;3,5mg/1) kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
kapasitesine olan etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére embriyogenik kallus
olusumu diploid genotipte tetraploidden daha yiiksek olmustur. Embriyogenik kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonunda dikambanin, 2,4-D’den daha etkili oldugu
saptanmistir. Doz uygulamalarinda 2,5 ve 3,0 mg/I’nin hem embriyogenik kallus
olusumu hemde bitki rejenerasyonu kapasitesi agiSindan optimum oldugu belirlenmistir.
Ayrica, embriyogenik kallus olusum orani ile embriyogenik kallus sayisina gore
rejenerasyon kapasitesi arasinda onemli ve negatif, kallus sayisina gore rejenerasyon
kapasitesi ile embriyogenik kallus sayisina gore rejenerasyon kapasitesi arasinda ise

pozitif bir iliski tespit edilmistir.

Cabuk (2010), In vivo ve in vitro sartlarda yapilan arastirmanin in Vvitro
kisminda, 6 degisik 2,4-D konsantrasyonunun (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/l) misir
cesitlerinde bitki rejenerasyonuna ve kallus olusumuna etkileri incelenmistir. In vivo
kisminda ise, tim musir g¢esitlerinin kalluslarindan meydana gelen kok ugu
kisimlarindan numuneler alinarak, musir hatlarinin kromozom sayilarinda meydana
gelen farkhiliklar1 arastirilmistir. Elde edilen sonuckarda, degisik konsantrasyonlarda,
farkli misir gesitlerine 2,4-D biiyiime diizenleyicisinin muamele edilmesi ile elde edilen
kok uglarmin mikroskobik gozlemleri sonucunda, 10 mg 2,4-D uygulanan Pioneer
34N24 (2n=19), Pioneer 31N27 (2n=18) ve Pioneer 34N24 (2n=19) musir ¢esitlerinin
kromozom sayilarinin degistigi goriilmistiir. 2,4-D uygulanmasiyla gozlenen mitotik
anormalligin aneuploidi (genomdaki kromozomlarin sayisinin degismesi) oldugu ve
kromozom sayisinin azalmasi (hipoploidi) seklinde meydana geldigi belirlenmistir. Elde
edilen verilere gore, Tiirkiye’de yapilabilecek olan transgenik misir elde etme
caligmalarinda da kullanilabilecek en yiiksek kallus olusturma oranini saglayan ancak

kromozomal sapmalar olusturmayan 2,4-D dozunun, 2 mg/l oldugu belirlenmistir.

Bu caliyjmada Umran Hanim genotipinin olgulasmis embriyolarindan 3 farkli
dozda 2,4-D biiylime diizenleyicisi denenmis ve biiyiik Ol¢lide basart saglanmustir.
Ozias-Akins ve Vasil (1983), bugdayda 2,4-D’nin farkli miktarlarinin (0, 0.4, 1.0, 4.0
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ve 8,0 mg/l) kallus olusumu ve gelisimi iizerine etkilerini arastirmiglardir. En uygun
dozun 2mg/l 2,4-D oldugunu sdylemislerdir. Calismamizda Umran Hanim tritikale
cesidinin kallus olusumu ve embriyogenik kallus olusumu ¢alisilmis ve kallus olusum
orant ve embriyonik kallus olusumu 4 mg/l dozda 2,4-D oksininin sagladigi
goriilmistiir. Yaptigimiz ¢alismaya benzer yapilan ¢alismalarda kallus sayisina gore
embriyonik kallus orani iizerine ¢alisilan genotipin etkisi enmli oldugu vurgulanmistir
(Fennel et al.1996; Vikrant and Rashid 2001; Rakoczy-Trajanonowska and Malepszy
1995). Bu ¢alismada Umran Hanim ¢esidi kullanilmis olup olusan kallus sayis1 oran1 ve
kallus sayisina gore embriyogenik kallus sayist orani belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2). Eksplant kaynagina bakilmaksizin 2,4-D tritikalede kallus olugumu ve
devamlilig1 i¢in en yaygin olarak kullanilan bitki biiyiime diizenleyicisidir. Bu
aragtirmada elde ettigimiz bulgulara farkli olarak Vikrant and Rashid (2001), bitki
biiylime diizenleyicilerin diisiik konsantrasyonunun somatik embriyo olusturmada daha
etkili oldugunu ifade etmislerdir. Zapata et al. (2004) arpanin embriyogenik
kalluslarindan bitki rejenerasyonunda yiiksek olmayan dozlarin daha iyi sonug verdigini
belirtmislerdir. Arastirmamizda elde ettigimiz bulgular, Huang ve Wei (2004)
tarafindan yapilan ¢alisma tarafindan desteklenmektedir. Huang ve Wei (2004)’tin 7
misir ¢esidinde kallus olusumundaki degisiklikleri gorebilmek amaciyla yaptiklart

arastirmada, kallus olusumu igin en uygun 2,4-D dozu 4 mg/l olarak belirlenmistir.

Tritikalenin Umran Hamim ¢esidinin olgunlasmis embriyolar1 kallus ve
embriyogenik kallus olusumunu belirlemek amaci ile MS ortaminda 2,4-D ‘nin farkl
dozlarinda denemeye alinmistir. Arastirmadan elde edilen bulgulara gore tritikalenin
olgun embriyo kiiltiirii ile ilgili caligmalarda genotip olarak Umran Hanim ¢esidinin 2,4-
D’nin ti¢ farkli dozlarma eklenmistir. 4 mg/l en yiiksek oranin oldugu dozdur ve en

diisiik oldugu doz ise 8 mg/1 olarak hesaplanmistir.

Bu calisma esnasinda Umran Hanim ¢esidi ve 2,4-D° nin 3 farkli dozu
kullanarak somatik embryogenesis araciligiyla embriyogenik kallus olusumu igin etkili
ve tekrarlanabilir protokol optimize edilmistir. Calisma sonucunda gelistirilen protokol
tilkemizde diger tritikale genotipleri iginde referans olarak kullanilabilecek ve gelecekte

somatik melezleme ve gen aktarim uygulamalari i¢in kullanilabilecektir.
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