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Uc degisik bugday genotipine ait (Triticum aestivum L.) olgun bugday
embriyolarinin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ile elde edilen bitkilerden alinan
meristematik doku parcalar1 (mezokotil) direk regenerasyonla bitkiler elde etmek icin
farklt hormon kombinasyon ve konsantrasyonlari igeren MS ortarmu Uzerinde kiltire
alinmig ve en uygun ortamin 2,4-D, NAA ve Dicamba nin 2.0 mg/l konsantrasyonu
BAP 1n ise 1.0 mg/I'deki konsantrasyonunu igceren MS ortamu oldugu belirlenmistir.
Olgun embriyodan embriyogenik kalluslar elde edip embriyogenesisi tesvik ederek
bitkiler elde etmek icin ise iki farkli ortam denenmistir. Bunlardan birincisinde
sadece 2,4-D’ nin degisik konsantrasyonlarint igeren M S ortamy, ikincisinde ise 2,4-D
+ Dicamba i¢ceren MS ortamu kullanmilmustir. Her ikisinde de kallus olusumu icin en
uygun ortamin 2.0 mg/l 2,4-D iceren MS ortami oldugu saptanmustir. Kalluslardan
bitki regenerasyonunun saglanmasindaise Glycine (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l), BAP (1.0
mg/l), Kinetin (1.0 mg/l) ve IAA (0.1, 1.0 mg/l) iceren ortamlar denenmis ve
bunlardan en uygun regenerasyon ortamimin 0.1 mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP iceren
MS ortaminin oldugu belirlenmistir. Regenerasyonda kullanilan Glycine' nin 1.0, 2.0,
3.0 mg/l konsantrasyonlarindan en iyi sonu¢ 1.0 mg/l Glycine konsantrasyonunda
gerceklesmistir. Regenere olan bitkiler hormonsuz MS ortami Uizerinde kdk olusumu
acisindan en iyi sonucu vermistir. Bu bitkiler daha sonra sera kosullarinda topraga
aktarilmis ve alinan sonuglarla etkin bitki regenerasyon sisteminin kurulmas: igin
uygun bir protokol olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler : Triticum aestivum, Mezokotil, Olgun Embriyo, Kallus, Bitki
Regenerasyonu.
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In this study, mature embrios of three wheat (Triticum aestivum L.) cultivars
germinated under in vitro conditions and meristematic tissue parts of these
germinated plants (mesocotyl) were cultured on MS medium containing different
concantration and combination of different growth regulators.The best results were
obtained from 2,4-D, NAA and Dicamba (2.0 mg/l) and BAP (1 mg/l). Embryogenic
calli were obtained from mature embryo and two various media (various
concentrations of 2,4-D with MS and 2,4-D + Dicamba with MS) were applied for
inducing embriogenesis. The best results were obtained from 2.0 mg/l 2,4-D
concentration and MS media to obtain embyiyogenik calli. As for the calli
regeneration, various medias such as Glycine (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l), BAP (1.0
mg/l), Kinetin (1.0 mg/l) and I1AA (0.1, 1.0 mg/l) were applied and the best results
were obtained from including 0.1 mg/l 1AA and 1.0 mg/l BAP plus MS media
Among the various Glycine concentrations (1.0, 2.0, 3.0 mg/l) the best results were
obtained from 1.0 mg/l Glycine concentration. The regenerated plants were found to
be the highest rooting from hormone free MS media. The rooted plants were
transferred into the soil and grown under greenhouse condition and the results show
that suitable and effective protocol were established for plant regeneration.

Key Words : Triticum aestivum ,Mesocotyl, Mature Embrio, Calli, Plant
Regeneration.
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1. GIRIS Sacide SEY RANI

1. GIRIS

Bugday (Triticum aestivum L.) c¢esitli hastalik ve zararlilardan etkilenen en
Onemli kiltdr bitkilerinden birisidir.

Bugday ekim alanlarinin genisletilmesi, yiksek verimli hastalik ve zararlilara
dayanikl1 gesitler elde etmek icin klasik 1slah yontemlerinin uygulanmas: ve bazi
kultirel 6nlemlerle bugday verimi arttirilabilmistir. Uretimde etkili bu faktorler
yarchmi ile dinya Uretimindeki artis limitine ulasmis bulunmaktadir. Dinya
nifusunun hizla artmasina karsilik, bugday Uretiminin buna paralel olarak artmamasi
aclik sorununu gundeme getirmektedir. Bu nedenle bugday Uretimini arttirict veya
potansiyel verimi ortaya ¢ikaracak yontemlerin uygulanmasina gereksinim vardir. Bu
yontemlerden biri de Biyoteknolojinin en énemli konular1 arasinda yer alan bitkilerin
genetik yamisimt degisik gen transferi yontemleri ile degistirmektir. Hastalik ve
zararlilara dayanikli, yiksek verimli yeni kaltur bitkileri gelistirmek amaciyla son
20-30 il igerisinde bitki doku kudlturt tekniklerinde ¢ok Onemli asamalar
kaydedilmistir. Dikotiledon kultdr bitkileri ile karsilastirildiginda monokotiledon
kultur bitkilerinde bitki doku kdilttrd tekniklerinin uygulanmasinda bazi gucliklerle
karsilasiimaktadir. Bir baska ifade ile dikotiledon bitkilerde bitki doku kultir(
tekniklerinin uygulanmasi monokotiledon bitkilere gore daha kolay olmaktadir
(Reinert and Bajaj, 1976). Yeni kultar bitkileri gelistirilmesinde bitki doku, anter ve
hicre kaltdrlerinin kullanilmas: ¢esitli arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Green,
1977; Vasil, 1987).

Genel olarak bitkilerde molekiler dlzeyde genetik manipulasyonlar
yapabilmek icin her bitki tdrt icin bu tir calismalarda kullamlacak uygun, uzun siire
morfogenetik 6zelligini muhafaza eden hiicre ve bitki dokularinin elde edilmesi
gerekmektedir. Tahillarda uzun sire bitki regenerasyon 6zelligini muhafaza eden
etkin hiicre ve doku kultird sistemi hentiz olusturulamamustir. Morfogenetik 6zelligi
yuksek in vitro doku kdltart manipulasyonlarina uygun model bir kag tahil genotipi
bilinmekte ise de bunlar tarimsal agidan 6nemli genotipler degildir (Vasil, 1994;
Jahne ve ark., 1995).
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Buna ragmen tahillarda olgun embriyo, mezokotil, apikal meristem, bitki
doku pargalart ve olgunlasmams cigek gibi  eksplantlar  kullanilarak
transformasyonla ilgili arastirmalar yapilmistir (Jahne-Gértner ve Lorz, 1996; Akula
ve ark., 1999; Havrlentova ve ark., 2001). Ancak, kullamlan bu bitki doku
parcalarindan somatik embriyogenesis ile bitki regenarasyonunda gucliklerle
karsilasilmaktadir (Jahne ve ark., 1991; Li ve Devaux, 2001; Dahleen ve Bregitzer,
2002;).

Genelde tahillarda her torli  biyoteknolojik  yontemin  uygulandigi
embriyogenik kalluslar olgunlagsmis ve olgunlasmamis embriyolarin kilttire alinmasi
suretiyle elde edilmektedir ve bu kalluslart kullanarak yapilan transformasyon
sonucunda fertil transgenik bitkiler elde edilebilmistir (J&hne ve ark., 1994; Wan ve
Lemaux, 1994; Tingay ve ark., 1997).

Olgunlagsmamis embriyolarin bu amag¢ dogrultusunda kullanilabilmesi igin
kontrollU kosullarda slrekli yetistirilen dondr bitkilere gereksinim vardir. Bu ise
ekstra yatirim, isgucl, yer ve ekstra laboratuvar calismasi gerektirmektedir. Bunlara
ek olarak bu sekilde elde edilen embriyogenik kalluslara yapilan gen aktarim,
transformasyon sikligi, bitki regenerasyonu ve seleksiyon istenilen seviyede
olmamaktadir (Koprek ve ark., 1996; Manoharan ve Dahleen, 2002; Murray ve ark.,
2004).

Yapilan caligmalar uzun sireli kalluslardan regenere edilen bitkilerde
somaklonal varyasyonun yiuksek olabilecegini gostermektedir (Choi ve ark., 2000;
Bregitzer ve Tonks, 2003). Bu nedenle transformasyon igin etkin ve verimli ¢cok az
kallus iceren bir regenerasyon sisteminin kurulmasi zorunlu olmaktadr.

Bu tUr bir sistemin bugdayda olusturulmasi amaci ile ele alinan bu ¢alismada
Uc degisik ekmeklik bugday (Adana 99, Balattila, Sagitoria) cesidinin olgun
embriyolarindan elde edilen bitkilerden alinan mezokotil pargalart kullamlarak

transformasyon icin uygun bitki doku parcalar: elde edilmesi amaclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bugday (Triticum aestivum L.)'da Bitki Regenerasyonu ile lgili Yapilan
Calhismalar

Sun ve ak.(1990), yapmis olduklari bir calismada bugdayin olgun
tohumlarindan kallus olusumunu baslatmislar ve bunlardan siispansiyon kiltirleri
kurmuglardir. Hicre sispansiyon kdiltirlerinden izole ettikleri protoplastlari %00.8
agarose iceren MS ortami Uzerinde kilttre almiglardir. Protoplastlarin boltinmesi ile
olusan kalluslardan bitkiler regenere olmustur. Distuk osmotik basingli sivi ortam 2
hafta sonra kiltir ortamina eklendiginde koloni olusumu artmistir. Regenere olan
bitkilerin sikligi ortama ilave edilen disik konsantrasyonlu sakkaroz ile artrmustur.
Sitokininlerin yiksek konsantrasyonlari sirgin olusumunu  etkin bir sekilde
arttrmistir. Regenere olan bitki sayisi farkli zamanlarda farklilasan ortamlara
aktarilmasiyla artrmstir.

Trigo ve ark.(1991), yapmis olduklar: bir ¢calismada 3 bugday melezinden
(Maringa x Nobre, Maringa x Palmeira, Nobre x Palmeira ) elde edilen F1 ve F2
generasyonlar: ve ebeveyn genotiplerinin karsilikli etkileri kallus kdltrtindeki bitki
regenerasyonu icin degerlendirildiginde genotipler arasinda degiskenlik gbzlenmistir.
Karakter eklemenin dominant gen hareketlerinin ortaya ¢ikmasinda énemli oldugu
vurgulanmistir. Ebeveyn genotiplerindeki karsilikli etkinin regenerasyon igin énemli
olmadig1 saptanmustir.

Trigo ve ark. (1991), yapmus olduklar1 bir ¢calismada 16 bugday genotipini in
vitro bitki regenerasyonu igin degerlendirmiglerdir. Olgunlasmamis bugday
embriyolart kallus olusumu igin 5.0 mg/l ve 2.0 mg/l 2,4-D igceren MS ortam
Uzerinde bir kismu ise 0.5 mg/L, 0.2 mg/l 2,4-D igermeyen MS ortam Uzerinde
kulture alinmistir. Farkli Brezilya bugday genotiplerinden regenere olan bitkiler igin
bu metodun kullamlmasi uygun olmustur. Bitki regenerasyonunda genotipler
arasinda gesitlilik gozlenmistir.



2.ONCEKI CALISMALAR Sacide SEYRANI

Regenerasyon kapasitesi 2,4-D'nin farkli seviyeleriyle degisiklik gostermistir. /n
vitro da regenere olan bitkilerden Nobre ve Maringa’ nin dolleri tarladaki bitki boyu,
basak sayisi, basak basina disen tohum sayisi bakimindan degerlendirilmistir. Her
iki genotipin incelenen karakterlerinde somaklonal varyasyonlar gbzlenmistir.

Ahmed ve Sagi (1993), calismalarinda kislik bugdayin (Triticum aestivum L. ,
cv. GK Sagvari) olgunlasmamis embriyolarindan elde ettikleri embriyogenik
kalluslardan kapasitesi yiksek  embriyogenik hicre slspansiyon  kdltdrleri
kurmuslardir. Elde edilen hiicre slispansiyon kdlturleri haftada bir 2.0 mg/l 2,4-D
iceren sivi MS ortaminda alt kdltire alinmigtir. Bir ml hticre kaltGrinin [AA ve
zeatin iceren kat1 MS ortam Uzerinde karanlik ve 1sik kosullarinda kiiltire alinmasi
sonucunda ortalama 22 organize kallus elde edilmistir. Kalluslardan 9 tanesi karanlik
kosullarda meydana gelmistir. Cesitlerin kallus olusturma yetenegi alt kaltire
alindiktan sonra gecen zamanla baglantilicir. Hicreler alt kdltire alindiktan 9 giin
sonraen iyi sonucu vermistir ve %59 oramnda kallus olusumu gézlenmistir. Bunlarin
embriyogenik kapasitede olanlari 6 aydan fazla bekletilmis ve regenerasyon
gerceklesmistir. IAA ve BAP eklenerek farklilastirilmis ortamda birkag yiz tane
yesil stirglin ve bitki regenerasyonu olusmustur. Bunlardan 300 tanesi seraya transfer
edilmistir.  Bitkilerin blytk bir c¢ogunlugunda anormal kromozom sayisi
belirlenmistir ve bunlarin yasayabilirlik oram dustktur.

Pauk ve ark.(1994), yapmis olduklar: bir calismada Aura bugday cesidinin
olgulasmamis embriyolarinda embriyogenik kalluslar elde etmislerdir. Bu
kalluslardan kurduklar1 hiicre stispansiyon kilttrlerinden protoplast izole etmisler ve
bu protoplastlardan da yesil, fertil bitki regenerasyonunu gergeklestirmislerdir.
Ayrica genotipin regenerasyon oranina olan etkisini belirleyebilmek icin protoplast
kultdrh ortamu ve sartlar1 da dikkate alinmistir. Kdltdr ortamimin etkisinin yamnda,
hiicre agirligi artisi ve farkli genotiplerden elde edilen kalluslarin regenerasyon
yetenekleri de gbzlenmistir. Protoplast izolasyonu amaciyla kurulan embriyogenik
hiicre stispansiyon kulturlerinde, ortama ilave edilen organik maddelerin yaninda
ortamdaki hiicre miktar: ile sivi kdlttr ortaminin hacmi arasinda olumlu bir iliski
oldugu saptanmistir. Hucre bolinmesine kultdr ortaminin igeriginin  yaninda
genotipin de etkili oldugu belirlenmistir. Aura bugday c¢esidi icin uygun olan
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protoplast kultir ortaminda yaklasik %9 oraninda hiicre bolinmesi gbzlenmistir.
Protoplastlardan elde edilen mikrokoloniler regenerasyon ortamina transfer
edildiklerinde somatik embriyo ve fertil yesil bitkilerin regenere oldugu
belirlenmistir. Yapilan arastrmalar sonucunda elde edilen sonucglar Aura gesidinin
protoplast kilttrlerinden bitki regenerasyonunun saglandiginm ve hiicre stispansiyon
kdltdrlerinin - 9 ay boyunca regenerasyon yeteneklerini  koruduklarini
gozlemlemislerdir.

Dornolles ve ark.(1997b), yapmis olduklari bir arastirmada 5 farkli hexaploid
bugday cesidini ve bunlarin F1 hibridlerinden elde etmis olduklar: kalluslar1 3 kez
atkilture adiktan sonra doku kudlturinde bitki regenerasyon kapasitesini
degerlendirmiglerdir. Kalluslardan regenere edilen bitki sayilarim degerlendirmeleri
sonucunda esas olarak genin etkisini  yiksek potansiyel ile arttirdigin
belirlemiglerdir. Bugdayda kallus elde etme periyodunun uzun olmasinin bitki
regenerasyon kapasitesini diusurebilecegini rapor etmislerdir.

Dornolles ve ark. (1997a), yaptiklar: arastirmada Brezilyaya 0zgu triticale
genotipini in vitro davranislarim belirlemek igin 16 triticale genotipi ile 3 bugday
genotipi  kullanmiglardir. Bu genotiplere ait olgunlasmamus embriyolar eksplant
olarak kullaniimis ve kallus gelisimi i¢in 2.0 mg/l 2,4-D ve 4.0 mg/l 2,4-D iceren MS
ortamu kullamlmustir. Bitki regenerasyonundaki farkliliklar triticale ve bugday
genotiplerinin her ikisinde de gozlenmistir. Triticale genellikle bugdaydan daha iyi
regenerasyon gostermistir. Ortamlarin kallus gelisimi Uzerine etkisi bakimindan
farklilik gdzlenmistir.

Ozgen ve ark. (1998), kislik bugday cesitlerinden 12 tanesinde olgunlasmis
ve olgunlasmamis embriyolarim in vitro'da kiltire almuslardir. Olgun embriyo
kilturunden kallus olusumu ve bitki regenerasyonu igin etkili metodlar gelistirmisler
ve her iki embriyo kilttrtniin sonuglarint karsilastirmiglardir. Cigeklenmeden 15 gin
sonra steril kosullarda tohumdan ayrilan embriyolar 2.0 mg/l 2,4-D ilave edilmis kat1
MS ortam Uzerinde kulture almuslardir. Tohumlar embriyolariyla birlikte kallus
olusumu icin 8.0 mg/l 2,4-D iceren MS ortami Uzerine tohum cizgisi alta gelecek
sekilde konmustur. Kallus gelisimi ve bitki regenerasyonu 2,4-D icermeyen MS
ortamu Uzerinde gercgeklestirilmistir. Her iki embriyo kultirinden regenere olan
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bitkiler vernalize edilerek topraga aktarilmis ve gelismis bitkiler elde edilmistir.
Regenere olan bitkilerin ¢cogunda hexaploid kromozom sayist korunmustur. Her iKi
bitki kdltard icin kdltir sonuglarinda guclt bir genotipik etki  bulunmustur.
Kalluslarin olusum orani, regenerasyon kapasitesi ve regenere olan bitkilerin sayisi
birbirinden farkli olmustur. Olgunlasmis embriyolardan kallus olusum oram yiksek
ve bitki regenerasyonu ¢ok sik olmustur. Bu 6zellik yil boyunca devam etmistir. Bu
sekilde elde edilen kalluslarin bugday doku kuilturt ile ilgili calismalarda efektif bir
sekilde kullarmilabilecegi saptanmustir.

Karaca ve Burun (1999), yapmis olduklar1 bir ¢alismada Dogu 88 bugday
¢esidinin olgun ve olgunlasmamis embriyolar: farkli 4 madde katilmis MS ortam
Uzerinde kilture almiglardir. Gézlemler 42 giin sirmis ve sonunda kallus, siirgiin ve
kok olusum oranlar1 belirlenmistir. Calismada  olgunlasmamis embriyolarin
kilturinde en yuksek kallus olusumu ( ortalama % 94) 2.0 mg/l 2,4-D + 1.0 mg/I
kinetin eklenmis MS ortaminda elde edilmistir. Ayrica olgun embriyolarin
kilturinde ise en yuksek kallus olusumu (ortalama %95) 2.0 mg/l 2,4-D ilave
edilmis MS ortaminda gbzlenmistir. Denemede kallus agirliklari bakimindan olgun
embriyolarin dahaiyi sonug verdigini belirlemislerdir. En ylksek kallus agirligin ise
ortalama 395.3 mg olarak 2.0 mg/l 2,4-D + 1.0 mg/l kinetin iceren MS ortaminda
saptamuslardir.

Bahieldin ve ark.(2000), yapmis olduklar: bir arastirmada 3 farkli bugday
¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan elde ettikleri kalluslar1 siirgtin olusturma
ve regenerasyon Ozelliklerini arastirmislar ve regenerasyon ortamindaki Dicamba’ nin
farkli konsantrasyonlarinin ( 0.5, 0.1 ve 0.02 mg/l ) bugday regenerasyonuna olan
etkilerini gbzlemlemislerdir. Regenerasyon oraninin gesitlere bagli olmakla birlikte,
Dicamba 0.02 ve 0.1 mg/l konsantrasyonlarimin o6nceden belirtilmis olan
konsantrasyonlarina oranla 3 bugday cesidi icin her bir kallustan elde edilen siirgiin
oranint belirgin bir sekilde arttirdigim rapor etmislerdir. Dicamba nin 0.02 mg/I
konsantrasyonunun bugdayda bitki regenerasyonu Uzerinde oldukca etkili oldugunu
sonug olarak belirtmiglerdir.

Delporte ve ark. (2001), olgun bugday embriyolar1 kullanarak bitki
regenerasyon sistemini gelistirmislerdir. Olgun embriyolar yuzeysel sterilizasyon
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uygulanmis tohumlardan alinmis ve 10 uM 2,4-D iceren kat1 MS ortam Uzerinde
kallus olusumu icin kilttre alinmistir. Kallus olusumu 40 gunlik bir kiltir peryodu
sonucunda gerceklesmistir. Kdiltire alindiktan 24 saat sonra aktif hiicresel
boltinmeler meydana gelmistir. Kiltire alma isleminden 3 giin sonra 100 embriyo
parcasindan birkag yiz tane kallus gelisimi gozlenmistir. Kallus olusum oram %90
olarak belirlenmis ve kilturin 8. gliniinde proembriyolar ortaya ¢ikmustir. En fazla
embriyogenik kallus olusum oram % 47 ile 3-4 haftalik bir olusum peryodundan
sonra 2,4-D eklendigi zaman gozlenmistir. Iki regenerasyon metodu sonuclar:
karsilastirilmistir. Toplam olarak 513 bitkicik olusmustur. Ortalama 100 embriyodan
optimal bitki Uretimi 25-30 kadar olmustur. Bu regenerasyon metodunun
transformasyon uygulamalari icin elverisli olabilecegi gozlenmistir.

KereSa ve ark. (2001), bitki regenerasyonunun bitki transformasyonunun en
Onemli asamalarindan biri oldugunu rapor etmisler ve bu amacla 8 kislik bugday
¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan kallus tesviki ve bitki regenerasyonu
Uzerine arastirmalar yapmuglardir. Bu ¢esitlerin olgunlasmis embriyolarindan elde
edilen regenerasyon verileri karsilastirildiginda en iyi regenerasyon kapasitesi Edita
ve Zitarka genotiplerinde bulunmustur. Calismada Kuna, Lipa, Banica, Magdalen,
Zitarka, Edita, Hana ve Barbara gibi kislik bugday cesitleri kullanilmistir. Edita ve
Zitarka cesitlerinin olgunlasmams embriyo kiltiriinde bitki parcalarindan yiiksek
sayida bitki regenerasyonu gercgeklestirilmistir. Olgunlasmis embriyolardan bitki
regenerasyonu aym genotipteki olgunlasmamis embriyolarin regenerasyonundan
zayif ve bagimsiz olmustur. En iyi regenere olan gesitler bitki transformasyonunda
Agrobacterium sp. araciligi ile gen transferinde kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Anwaar ve ark.(2002), dort farkli bugday cesidinde in vitro regenerasyon
sisteminde uygulanabilir siirgtin olusumu ve tim bitki eldesi ile ilgili arastirmalar
yapmuslardir. Yapilan calismada 7 gunliuk bugday bitkiciklerinin sirgin ucu
meristemleri, yan sirgtinleri ve somatik embriyolarina 6-benzyladenin (BA) ve 2,4-D
iceren MS ortamu Uzerinde kilttire almislardir. DOrt bugday cesidinin pozitif olarak
sirgun gelisimine tepki verdiklerini, fakat bunun ortam kompozisyonuna bagl
oldugunu belirtmislerdir. Y apmus olduklar: scanning elektron mikroskop arastirmasi

sonucunda yan surginlerin ve somatik embriyolarin ¢gogaldigint gbzlemlemislerdir.
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SUrgin ucu meristeminin %80-90 oraninda gelistigini rapor etmisler ve bittn
genotiplerde ortalama meristem sayisinin 40 ila 50 oldugunu belirlemislerdir. Farkli
hormon kombinasyon ve konsantrasyonlar: 2.0 ve 4.0 mg/l BA’min 2.0 ve 4.0 mg/I
ve 2,4-D'nin 0.5 mg/l kombinasyonunun en iyi sonucu verdigini gozlemlemislerdir.
Bu slrgin topluluklart normal olarak regenere oldugunu ve fertil tohum iceren
bitkiler Urettigini rapor eimislerdir.

Haliloglu (2002), bugdayda olgunlasmamis embriyo kulttrinden optimum
morfogenesisi belirlemek igin 3 embriyo gelisim evresiyle birlikte 2,4-D’nin 4 ayri
konsantrasyonu testlemistir. 2.0 mg/l 2,4-D konsantrasyonu morfogenesis igin
optimum seviye olarak bulundugunu ve embriyogenesis icin iyi bir belirleyici
oldugunu rapor etmislerdir. 2,4-D'nin 2.0 mg/l konsantrasyonunda 1. ve 2. gelisim
evrelerinde yogun ve noduler kalluslar gozlemislerdir. Ayrica bugday somatik
embriyogenesisinin ortam bilesenlerinin sonuclarini belirlemek icin 5 kallus tesvik
ortami saptamuglardir. En yiksek embriyogenik kallus olusumunu MS+B5 ortaminda
(% 98.3) gbzlemislerdir. Bunailaveten 1. ve 2. gelisim evrelerinde MS+B5 ortam ile
birlikte 2.0 mg/l 2,4-D konsantrasyonu kullanildiginda bugdayda embriyogenik
kallus eldesi gozlenmistir.

Rashid ve ark. (2002), iki bugday (Chakwal 86, Rawal 87) cesidinde kallus
olusumu, kalluslarin devami ve regenerasyonuna ortam, blyime dizenleyiciler ve
genotiplerin etkileri arastirmuglardir. Rawal 87 bugday genotipinde kallus olusum
oram MS ortam Uzerinde %49.58-75.62, 3 farkli BAP konsantrasyonu iceren ortam
Uzerinde ise % 58.31-91.58 olarak belirlemislerdir. Chakwal 86 bugday genotipi igin
kallus olusumunun siklik orant MS ortam Gzerinde % 52.08-81.04 ve tek basina 2.0
mg/l 2,4-D ve 6-Benzylaminopurine nin (BAP) 3 konsantrasyonunun (0.1, 0.5ve 1.0
mg/l) eklendigi ortam Uzerinde %53.12-81.02 olarak saptanmistir. BAP 1n kallus
olusumunda rol oynamachg:r kanmitlanmistir. Sorbitol’tin 2.0 mg/l 2,4-D eklenmis
ortam Uzerinde kallus verimini arttirdigi  saptanmustir.  Kalluslardan  bitki
regenerasyonu icin 0.1 mg/l IAA ve BAP 1n 4 konsantrasyonu (0.5,1.0, 2.5 ve 5.0
mg/l) MS ortam Uzerinde denenmistir. Rawal 87'nin 0.5 mg/l BAP ilave edilmis
ortamdaki regenerasyon sikligi (%31.9) 6nemli bulunmustur. Chakwal 86 icin
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(%15.27) ise 2.5 mg/l BAP eklenmis ortamin regenerasyon ic¢in uygun oldugu
saptanmustir.

Manoharan ve Dahleen (2003), makarnalik bugdayin (Triticum turgidum)
makarna ve irmik yapiminda kullanilan nemli bir hububat oldugunu ve gen transferi
yontemi ile hastaliklara dayaniklilik ile ilgili ve 0Ozellikle de Fusarium basak
yanikligina karst dayanikliligin - gelistiriimesinin - oldukga 6nemli oldugunu
belirtmiglerdir. Makarnalik bugdayda etkili, tekrarlanabilir ve gtvenilir bir metodun
olmadigini rapor etmislerdir. Yapmis oldugu ¢alismada Monreo bugday cesidi ile
etkili ve tekrarlanabilir regenerasyon sistemi kurmuslarcir. Icerisinde farkl
konsantrasyonlarda (1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0 mg/l) picloram (4-amino- 3,5,6-
trichlorpinic acid) veya 2.0 mg/l 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid)
hormonlarim iceren MS ortami (zerinde olgunlasmamus embriyolari kaltire
amislardir. Embriyogenik kalluslarin 2.0 mg/l picloram iceren ortam Uzerinde
cogadigini, fakat 2,4-D iceren ortam Uzerinde ¢ok nadiren sonug alindigini rapor
etmislerdir. 2.0 mg/l Picloram iceren ortam ayrica hem 2,4-D igeren ortamdan hem
de Picloram’'in diger konsantrasyonlarimi iceren ortamlardan daha fazla bitki
regenerasyonu tesvik ettigini gozlemlemislerdir. Genetik transformasyon icin
kalluslar bazi genler ile bombardiman edilmislerdir. PCR ve southern analizleri
regenere olan bitkilerin transgenik oldugunu gostermis ve western analizleri ile bu
sonucu dogrulamglardr.

Shah ve ark. (2003), bugday tohumunun in vitro kallus olusumu, bunlarin
cogalmast ve regenerasyonu icin biydme dizenleyicilerden 2,4-D , 1AA, BAP ve
Kinetin'in uygun konsantrasyon degerlerini kullanmislardir. En iyi kallus olusumu
3.5 mg/l 2,4-D iceren MS ortam Uzerinde elde edilmistir. BAP'1n 0.5 mg/l
konsantrasyonunu igeren kultdr ortami, 20 mg/l 24-D ve 40 mg/l BAP
kombinasyonuna gore daha iyi yamit vermis ve daha iyi kallus olusumuna neden
oldugu gozlenmistir. En iyi bitki regenerasyonu 4.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l BAP, 1.0
mg/l IAA kombinasyonunda gozlenmistir.

Tiwari (2003), kultlr ortam ve genotiplerin anter kilttrtine olan tepkilerini
arastirmis ve 16 durum bugday: genotipi anterlerini BA ve NAA iceren bir ortamiile
2,4-D ve kinetin ilave edilmis baska bir ortam tzerinde kilttire almstir. Kallus ve
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bitki olusumu iki farkl: ortamda karsilastirilmal: olarak degerlendirilmistir. Testlenen
16 genotipden 9 tanesinin androgenesis icin yamt verdigini belirlemistir. H18381
genotipi en fazla bitki elde edilen genotip olarak belirlenmistir. Bunu 2,4-D ve
kinetin iceren ortam Uzerinde 2.25 bitki Ureten A9-30-1 genotipi takip etmistir.
Androgenik kallus ve yesil bitki regenarasyonunun olusumu sakkaroz ve agar
kombinasyonlu ortama gore maltose ve agarose' lu ortamda 6nemli bir sekilde arttigi
gbzlenmistir. Bu kalluslarin uzun vadeli devami igin ise kalluslar MS ortaminin 3
farklt kombinasyonunda alt kulttre alinmistir. Androgenik kalluslarda embriyogenik
olanlarin gelisimi igin 2,4-D ve gimus nitratl: ortamin yalniz 2,4-D igeren diger iki
ortamdan daha etkili oldugu saptanmustur.

Alizadeh ve ark. (2004), bugdayda siirgiin regenerasyonu icin yeni , basit ve
verimli - bir metod gédlistirmislerdir. Farkli bitki parcalart bitki blyime
duzenleyicilerinin  ¢esitli  kombinasyonlarimin  bugdayin  dogrudan  siirgiin
regenerasyonuna olan etkilerini arastirmiglardir. Bu metod ile kisa zaman icerisinde
cok sayida surgin elde edilmistir. Strgin gelisimi ve cogaltilmas: alt kiltire
amaksizin  slrgiin - regenerasyon ortamindan elde edilmistir. Direk  bitki
regenerasyonu icin farkli bitki doku parcalart 2,4-D, IAA, NAA, BAP 1n farkh
kombinasyonlarint igeren MS ortami Uzerinde kultire alinmistir. Embriyo dokulart
kilture aindiginda MS ortamina 1.0 mg/l BAP, 0.2 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/lI'ye IAA
eklenmistir. MS ortamina 0.2 mg/l 2,4-D ve 2.0 mg/l BAP eklendiginde ise dogrudan
siirgiin regenerasyonu daha verimli olmus ve doku basina maksimum 7 slrgin
olustugu gozlenmistir. Sirgtin regenerasyonunda 4 hafta siire ile karanliga takiben 4
hafta 1s1ga maruz birakmanin etkin sonuglar verdigi saptanmustir. Bitkilerin kok
olusum ortamina basaril1 bir sekilde transfer edildigini bildirmislerdir.

Birsin ve Ozgen (2004), alt1 bugday gesidinin ( BDMT- 98-85, Melez 2001,
Mikham-2002, Presto, Tacettin Bey ve Tatlicak-97) olgunlasmamis, olgun ve
endosperm agirlikli olgun embriyolarint kallus olusum ve bitki regenerasyonu
acisindan karsilastirnilmasi icin in vitro'da kiltire amglardir. Olgunlasmamis
embriyolar ¢iceklenmeden 15-18 giin sonra 2.0 mg/l 2,4-D eklenmis MS den olusan
kallus kultdr ortaminda skutellum asagi gelecek sekilde kilttre alinmistir. Olgun
embriyolar steril edilmis bir sekilde 2.0 mg/l 2,4-D eklenmis MS ortam Uzerinde

10
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tohumlarin skutellumlar: ortama gelecek sekilde kilttre alinmistir. Embriyo tasiyan
tohumlar kallus olusumu icin 8.0 mg/l 2,4-D iceren kiltir ortamlar1 Gzerine tohum
cizgileri asagida olacak sekilde yerlestirilmistir. Kallustan gelisen ve regenere olan
bitkiler hormonsuz MS ortam Uzerinde muhafaza edilmistir. Embriyo kultirinde
cesitlerin - gogunda genotipler arast gesitlilik  gdzlenmistir.  Olgunlasmamis
embriyolardan Presto ve olgunlasms embriyolardan Mikham 2002’ nin regenerasyon
kapasitesi (%92 ve %97.3) fazla olmus ve topraga aktarilan regenere bitkilerin sayisi
yuksek olmustur. Triticale'den bitki regenerasyonunda en basarili sonu¢ olgun
embriyolardan elde edilmistir.

Farooq ve ark. (2004), calismalarinda 3 bugday genotipini (Bakhtawar-92,
Punjab-96 ve Ingilab-91) kallus olusum siklig1 ve regenerasyona verdikleri yanit igin
ortam kombinasyonu Uzerinde testlemislerdir. Kallus olusumuna en iyi yaniti: veren
genotipin Bakhtawar-92 oldugu ve bunu Inqilab-91 ile Punjab-96'nmin izledigini
saptamuslardir. Diger genotiplerle karsilastirildiginda Bakhtawar-92 genotipi  kallus
Uretim miktarimn oldukga yiksek oldugu gozlenmistir. Bugday genotiplerinin kallus
olusumu agisindan incelenmesinde en uygun ortamin 2.0 mg/l 2,4-D iceren MS
ortami oldugu bulunmustur. Bakhtawar-92' nin regenerasyon sikligi 0.1 mg/l IAA ve
2.5 mg/l BAP ortam iceriginde %40 bulunmustur. 0.1 mg/l IAA ve 0.5 mg/l BAP
kombinasyonunun eklendigi ortam tzerinde Punjab-96 ve Ingilab-91 % 25 ve %33
regenerasyon gostermistir. Regenere olan bitkiler bitki boyu, olgunluk ve tohum
sayisi agisindan degerlendirilmistir.

Fazelienasab ve ark. (2004), Iram’'in ekmeklik bugday cesitlerinden 5
tanesinde olgun embriyo kaltird igcin ABA’min farkli konsantrasyonlarini
denemislerdir. Bugday cesitlerinden 5 tanesinin (Tabasi, Bolani, Shiraz, Shoaleh ve
Azar) olgun embriyosu 10 mg/l 2,4-D, 30 gr/l sakkaroz ve ABA’min (0.2, 4.0, 6.0 ve
8.0 mg/l) farkli konsantrasyonlarimin eklendigi MS ortaminda kilttre alinmustir.
Kallus gelisimi kullanilan bir skala ile degerlendirilmis ve degerlendirme sonucunda
cesitler arasinda kallus bilyime oranlar1 bakimindan énemli farkliliklar bulunmustur.
Ayrica ABA seviyelerinin kallus olusumunda dnemli etkileri oldugu saptanmustir.
Hormon konsantrasyonu arttikca kallus olusumunun azaldigi gbzlenmistir. ABA
seviyeleri ve cesitler arasindaki etkilesimin ¢ok 6nemli olmadigi belirlenmistir.

11
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Kontrolde parlak renkli olan kalluslar ABA konsantrasyonunun artiriimasiyla
koyulasmuis ve 8.0 mg/l ABA uygulanan kalluslar koyu kahverengi renge
donusmistir. Bu sekilde ABA konsantrasyonunun artirildigi ortamda kompakt kallus
olustugu kontrol ortaminda daha kirilgan kalluslarin olustugu gdzlenmistir.
Regenerasyon oranlar1 karsilastirildiginda ABA seviyeleri ve cesitler arasinda dnemli
farklar ortaya cikmustir. En fazla ve en az regenerasyon oran kontrolde ve 8.0 mg/I
ABA seviyesinde gbzlenmistir. Siraya gore maksimum regenerasyon oranini Tabasi
gosermistir. Kallus olusumuna Kkarsilik, cesitler ve ABA seviyeleri arasindaki
etkilesimin 6nemli oldugu ve farklt ABA seviyelerinin onerildigi farkli cesitlerde
farkli sonuclar alindig: bildirilmistir.

KereSa ve ark. (2004), 8 adet kiglik bugday genotipi Uzerinde yaptiklar
calisgmalarinda olgun ve olgun olmayan embriyo ve olgun olmayan cicekte kallus
regenerasyon kapasitesi ve bitki olusumunu arastirmiglardir. Yiksek miktarda
regenerasyonun olgunlasmamis embriyolar kullanildigr zaman Zitarka da %57 ve
Edita da %54 bugday cesitlerinde oldugunu gézlemlemislerdir. Bununla birlikte bazi
olgunlasmarmus cicekler kullanildigr zaman da esit oranda veya daha iyi regenerasyon
oldugunu rapor etmislerdir. 2,4-D iceren ortam Uzerinde kdiltire alinan
olgunlasmamis embriyolardan kallus tesvik etmek icin ortamin daha uygun oldugunu
ve bitki regenerasyonun picloram iceren bir ortamdan belirgin olarak daha etkili
oldugunu gozlemlemislerdir. Bunun tersine olgun olmayan cigekler icin en iyi
ortamin picloram iceren MS ortami oldugunu belirlemislerdir.

Satyavathi ve ark. (2004), yapmis olduklari bir calismada biytme
duzenleyicilerden 2,4-D, Picloram ve Dicambanin 4 ticari durum bugday:
cesitlerinden, Ben, Maier, Munich ve Lebsock’un skutellum kdiltlrlerinden elde
edilen kallus olusumu ve bitki regenerasyonuna olan etkilerini arastirnuslardir.
Modifiye edilmis MS bazal ortamu Uzerinde kiltire alinan skutellum bitki doku
parcasindan kallus olusumu elde edilmistir. Kallus olusumundan 4 hafta sonra bittin
kalluslar regenerasyon icin MS bazal ortaminda kiltire alinmistir. Regenere olan
bitkiler fertil, normal kromozom sayisim (2n=4x=28) korumus ve somaklonal
varyasyon gostermemistir. Genotip ve kallus olusum ortam: bitki regenerasyonunda
baskin bir rol oynamistir. Yogun kallus tesvikinde en iyi bitki biyime
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duzenleyicinin Dicamba oldugu kanitlanmistir. Bitki regenerasyonunda en yiiksek
oram Maier vermistir. Dicamba nin 2.0 mg/l konsantrasyonu ilk kez kallus olusumu
icin kullamlmustir. Bu sonuglar durum bugdayimn genetik transformasyonu ile ilgili
calismalarint kolaylastirmustir.

Turhan ve Baser (2004), yapmis olduklar1 bir ¢alismada bugdaydan en iyi
kallus olusumunu elde etmek icin iki farkli olgun embriyo kaynagi NAA ve 2,4-D
blytime duzenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarinin eklendigi 5 ortam Uzerinde
denemislerdir. Olgun embriyo kaynaklarindan biri tohum embriyosuyla birlikte
digeri tohumdan embriyo c¢ikarilarak kiltire alinmistir. En yiksek kallus olusum
oram 4.0 mg/l 2,4-D ve 1.0 mg/l NAA eklenmis MS ortaminda kiltire alinmis
tohumsuz embriyoda go6zlenmistir. Bazal MS ortaminda kallus olusumu
gbzlenmemistir. Embriyosuz prosedirde embriyogenik kallus olusumunun toplam
yluzde oranm endosperm destekli embriyo prosedirinden daha yiksek olmustur.
Bugdaydan embriyogenik kallus olusumu bu konuda etkili  blylme
diizenleyicilerden 2,4-D de gozlenmistir. 2,4-D eklenmis ortamdaki kallus olusumu
sadece NAA eklenmis ortamdan daha yiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Shimada (2005), yapmis oldugu bir ¢calismada bugday kultirlerinden regenere
olan bitkilerin genetik calismalar ve bugdayin kalitesinin gelistirilmesi igin yararl
olacagint rapor etmistir. Bununla birlikte bugday kdltirlerinin ¢esitli organlarindan
sadece ¢ok az oranda bitkiler gelistigi gbzlenmistir. Son gunlerde bugdayin geng
embriyolarindan elde edilen regenerasyonda uygun kaltirler gelistigi gozlenmistir.
Bugdayin ¢esitli genotiplerini gévde dokularindan elde edilen regenerasyonunda,
uygun kdltarler elde edilmistir. Triticum dicoccoides in uzun vadeli altkltire
alinarak elde edilen kalluslarindan bircok yeni bitkilerin olustugu saptanmustir.
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2.2. Arpa (Hordeum wulgare L.)da Bitki Regenerasyonu ile llgili Yapilan
Calhismalar

Bayliss ve Dunn (1979) , farkli oksin ve sitokininlerin farkli kombinasyon
ve konsantrasyonlarinin, arpa nin olgun embriyolarindan kallus olusumu Uzerine
olan etkilerini arastirmiglardir. Kallus olusumunu tesvik etmek amaciyla oksin olarak
2,4-D kullamlmustir. Farkli cesitlerin farkli 2,4-D konsantrasyonlarindaki kallus
olusturma yetenekleri farklilik gostermistir. Embriyolardan bitki gelisimi Uzerine
2,4-D’nin etkisi arastirilmistir. Bazi ¢esitlerde sitokininler kallus gelisimini arttirmus,
ya da inhibe etmistir. Oksin yoklugu ve sitokinin varliginin kallus biiyimesine olan
etkilerine ya da kultirlerde olusan farkliliklar incelenmistir.

Wan ve ark.(1994), yapmis olduklar: bir arastirmada hizli, etkili ve yeniden
uygulanabilecek bir calisma sonucu elde edilebilecek c¢ok sayida bagimsiz
transgenik, kendine ddllenen, transgenik arpa bitkisi icin arastirmalar yapmuslardr.
Olgunlasmamus zigotik embriyolar, gen¢ kalluslar ve embriyodan elde edilmis
mikrosporlar uidA ve bar genlerinin hem kombinasyonlarint hem de yalmz olarak
tagtyan plazmidler ve ayrica baska plazmid olan arpa sar1 clicelesme virtisiiniin orti
protein (BYDV cp.) genlerini tasiyan plazmid ile bombardiman etmislerdir. Toplam
91 adet bagimsiz kallus grubu bar tarafindan phosphinothricin acetyl transferase
enzimi Uretildigini gdzlemlemislerdir. 67 hat da bar geninin baglandigim DNA
hibridizasyon teknigi ile kantlamiglardir. 500'den fazla yesil, fertil, transgenik
bitkinin 36 adet transgenik kallustan regenere oldugunu, bunun yaninda 41 hattan da
albino hitkilerin regenere oldugunu godzlemlemislerdir. 25 hattan TO bitkilerini DNA
hibridizasyon teknigi ile bar genlerini tasiyanlarin tamamim analiz etmislerdir. T1
dollerini DNA hibridizasyonu ile testlemislerdir. T1 embriyolari biolophos igeren
ortam Uzerinde gelismesi bar geninin var olup olmamasi igin iyi bir indikator
olmamasina ragmen, bar geninin aktarilip aktarimadigint ilk etapta segmek igin
kullanilabilecek bir metod oldugunu belirlemislerdir. Bar geninin bazi bitkilere
aktarildigini, Basta herbisitine dayaniklilik ile de ispat etmislerdir. Olgunlasmamis
embriyolardan elde ettikleri bitkicikleri bombardimandan yaklasik 7 ay sonratopraga
aktardiklarim rapor etimislerdir.
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Oka ve ark. (1995), yapmis olduklar: bir ¢calismada sirasiyla 2.0 mg/l 2,4-D
ve 5.0 mg/l Picloram iceren MS ortaminda arpa min olgunlasmis ve olgunlasmamis
embriyolarindan kallus tesvik etmislerdir. Olgunlasmamis embriyolarin skutellar
epidermisinden elde edilen nodular compact kalluslardan meristemler regenere
olmustur. Oysa olgunlasmis embriyolarda ise yapragin epidermal hicrelerinden ya
da coleoptil’in kok kismindan elde edilen nodular compact kalluslar regenere
olmustur. Bitki kaynagina bakmaksizin elde edilen regenerasyon organogenesis
bakimindan Gsttin olmasina ragmen somatik embriyogenesis sebebiyle regenerasyon
daha seyrek olmustur. Boylece arpamin  olgunlasmamis ve olgunlasmis
embriyolarindan kallus tesviki nodular compact olmasindan daha gok embriyogenik
olmasina bagl1 oldugu sonucuna varmglardir.

Akula ve ark. (1999) , yapmus olduklar: bir calismada 9 arpa ¢esidinin olgun
embriyolarindan kallus elde etmenin bitki regenerasyonu icin givenli bir yontem
oldugunu belirtmislerdir. Oksinlerden; 2,4-D, Picloram ve Dicamba mn bircok arpa
¢esidinin olgun embriyolarindan kallus tesvikini etkiledigi kanitlanmistir. Olusan
kalluslar daginik, kirilgan ve seffaf olarak belirlenmistir. Ayni bilesimdeki yeni
ortam Uzerine 2-3 kez aktarildiktan sonra kaymak beyazi yogun kalluslar olustugu
gbzlenmistir. Kallus tesviki ve regenerasyon kapasitesi ¢eside gore degiskenlik
gogerdigi saptanmistir. Picloram’in yiuksek konsantrasyonu kullaniimasi sonucu 3
¢esidin (Tallon, Grimmet, Sloop) regenerasyon kapasitesinin arttigi gozlenmistir.
Arapiles, Absisik asit ve Betain gibi kimyasallar olgun embriyolardan morfogenik
kallus tesvikinde onemli bulunmustur. Bu kalluslardan regenere olan bitkilerin
dayanikli oldugu ve hormon icermeyen ortama aktarildigi zaman koklerin gelismeye
hazir oldugunu belirtmiglerdir.

Dahleen (1999), arpa da etkin bir transformasyonun gerceklestirilebilmesi
icin kallustan ¢ok sayida bitki regenerasyon sisteminin kurulmas: gerektigini ifade
etmistir. Olgunlasmamis embriyolarin kaltort ile embriyogenik kalluslarin elde
edilmesi, degisik ortam ve genotiplerin embriyogenik kallus elde edilmesi Uzerine
etkileri yogun bir sekilde arastirilmis olmasina karsin, embriyogenik kalluslardan
azami Olcude bitki regenerasyonu Uzerinde ¢ok fazla bir arastirmamn olmadigini
bildirmislerdir. Farkli zamanlarda olgunlasmamig embriyolarin kiltire alinmasinin
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kalluslardan azami 6lglide bitki regenerasyonunun olup olmayacagin arastirmak igin
kontrollu kosullarda Golden Promise ve Morex arpa gesitleri 4 degisik tarihte ekimi
yapilmistir. EKim ayinda ekimi yapilan arpa gesitlerinden elde edilen kalluslardan
diger tarihlerde ekimi yapilanlara gore daha fazla bitki regenerasyonu
gerceklestirilmistir. Regenerasyonda sicakliktan cok radyasyonun etkili oldugu
ortaya konulmustur. Sera kosullarindaki dondr bitkilerin regenerasyonunda dogal
151g1n sicakliktan daha etkili oldugu belirlenmistir.

Savaskan ve ark. (1999), yapmus olduklar1 bir calismada Ulkemizde tarim
yapilan dort arpa ¢esidinde (Anadolu, Cumhuriyet-50, Obruk-86 ve Tokak -157137)
anter kaltdrd tekniginin uygunlugunu arastirmiglardir.  Arastirmada iki farkli kaltor
ortami denenmistir. Ayrica 21 gun soguklama isleminin arpa gesitleri tzerine olan
etkileri arastirilmis ve tim cesitlerin androgeneze uygunlugu istatistiki olarak
degerlendirilmistir. Ayrica Onislem uygulamalarinda anter tepkisinin oram ve
Uretilen kallus frekansi arasindaki farkliik 6nemli  bulunmustur. Calismada
Cumhuriyet-50 ¢esidine soguk oOnislem uygulanmadigi durumunda en yiksek
transfer edilebilir kallus (%70.1) ve kok olusturabilmis bitki (%50,1) Uretmis oldugu
saptanmustir. Calismada kdk formasyonunu olusturmayan bitkilerde kék olusumunu
tesvik etmek igin yiksek diizeyde oksin ( NAA veyalAA) kullanilmistir.

Li ve Devaux (2001), yapmis olduklar: ¢calismada 1slah edilmemis 7 arpa
cesidi mikrosporlarimin vermis olduklar: tepkileri arastirmslardir. Ug 6n uygulama
ortamint karsilastirarak B ortamimin degerlerine gore mikrospor embriyogenesisini
daha fazla tegvik ettigini rapor etmislerdir. Kontrol ile batin kdltivarlar
karsilastirildigi zaman ovari alt kdltdrlerinin kullanilmas: ile embriyo olusumunda
2.1 kat, yesil bitkilerin regenerasyonun da 2.4 kat artis oldugunu belirtmislerdir.
Optimum co-kltir kosulunun 5 ovaryumunun 20 giin tesvik ortaminda tutulmas:
olarak belirlenmistir. Mikrosporlarin kuilttire alinmasinda en etkili metodun B ortami
uygulamasinin ovaryum alt kdltirinin kombinasyonlari sonucunda elde ettiklerini
rapor etmislerdir. Bu yontemi uygulayarak mikrospor embriyogenesisindeki genotip
farkliliklarinin azaltilacagint rapor etmislerdir. Bu ortamin esasen mikrosporlarin
canlilik oramm yukselttigi ve ovaryum alt kltdrinun ise hicre bolinmesini ve

embriyogenik gelisimi arttircigim gozlemlemislerdir. Burada bahsedilen metodun

16



2.ONCEKI CALISMALAR Sacide SEYRANI

arpa Uretimi ve biyoteknoloji igin mikrospor kdltir tekniklerinin uygulanmasinda
onemli oldugunu kaydetmislerdir.

Chang ve ark. (2003), yapmis olduklar1 bir ¢alismada dnemli biralik arpa
cesitlerinden olan ‘Morex’ icin etkin bir bitki regenerasyon sistemi kurmuslardir.
Olgunlasmamis embriyolarin biytklUgt ve bir seri kdttr ortamint bu arastirma
kapsaminda denemeye almuslardir. Embriyogenik kallus olusumu igin embriyo
blyUklGginin ¢ok 6nemli oldugu bulunmustur. Kigik embriyolar (0,5-1,5 mm)
blylUk embriyolara gore daha fazla embriyogenik kalluslar olusturmuslardir. 3.0 mg/I
2,4-D yada Dicamba ile modifiye edilmis MS ortamimn embriyogenik kallus
olusumu icin uygun oldugu saptanmustir. Embriyogenik kalluslar kallus olusum
ortaminda alt1 kez alt kdltire alindiginda regenerasyon ¢zelligini muhafaza etmistir.
Verimli sirgin regenerasyonu 0.5-1.0 mg/l BAP eklenerek modifiye edilmis MS
ortaminda gbzlenmistir. Regenere olan siirguinler 0.2 mg/l IBA eklenerek modifiye
edilmis yar1 konsantrasyonlu MS ortaminda koklendirilmistir. Bitkiler basarili bir
sekilde topraga aktarilmis ve serada yetistirilerek olgunlastirilmistir.Verimli bitki ve
regenerasyon sistemi kurularak onemli arpa cesitlerinden transgenik bitkilerin
Uretiminin saglanacag: gozlenmistir.

Haldmkova ve ark. (2004), yapmis olduklar: bir calismada tarimsal acidan
onemli 23 onemli arpa c¢esidinin kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve
regenerasyon kapasitesi, 2,4-D ya da 3-6-dichloro-o-anisic acid (Dicamba)’li olusum
ortaminda ve modifiye edilmis regenerasyon ortamu Uzerinde denenmistir. Kallus
olusturan zigotik embriyolarin siklig1 genotipe gore %88-100 oraminda degismistir.
Somatik embriyogenesis ve regenerasyonun yiksek siklik gostermesi icgin
Dicamba nin 2,4-D’den daha uygun oldugu gbézlenmistir. Bitln cesitlerde yesil
embriyolar elde edilmis ve bunlarin icinde albino bitkilere rastlanmamustir.
Denemede Victor ¢esidi hari¢ kullanilan bitin gesitler distik regenerasyon kapasitesi
gostermis ve 6rnek olarak Golden Promise ¢esidi ile karsilastirilmustir.

Sharma ve ark.(2005), arastirmalarinda Avrupa arpa gesitlerinin bir serisinin
kuru tohumlardan olgun embriyolar1 kiltire alinmasi sonucunda embriyogenik
kalluslar elde edildigini bu kalluslarin  kullanilabilir  bir sistem oldugunu
saptamuglardir.  Cimlenme gucl  dusurdlmis  embriyolardan  yiksek oranda
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embriyogenik kalluslar, bu kalluslardan da yiksek oranda yesil gelismis bitkiler elde
edildigini  belirlemislerdir. Cimlenmeyi azaltmak ya da engellemek igin farkl
yaklagimlar denenmis ve olgun embriyolarin uzunlamasina iki esit parcaya bolunip
kilture alinmasi durumunda embriyo en az ¢cimlenmeyi gostermis ve en iyi kallus
olusumu gozlenmistir. Embriyogenesis ve uzun vadeli olarak  morfogenik
kapasitesinin muhafaza edilmesi icin ortamdaki BAP bileseninin disuk seviyeleri
cok etkili bulunmustur. Bu calismaya gore; topraga aktarilmaya hazir hale gelen
bitkilerin gelisimine kadar olan bitin adimlarda olgun embriyolarin ilk
izolasyonundan 16-20 hafta sonra bitki regenerasyonu tamamlanmistir. Deneme
Golden Promise ve diger ticari cesitlerde de basarili bir sekilde sonuclanmustir.
Batin cesitler embriyogenik kallus olusumu yoninden denenmistir. 1.5-7.5
sayisindaki yesil bitkiden elde edilen embriyogenik kallusun ortalama oram % 22-25

arasinda olmustur.

2.3. Bugday ve Arpa Uzerine Yapilan Bitki Regenerasyonu ilelgili Calismalar

Shan ve ark. (2000) , yapmus olduklar: bir galismada Thidiazuron’” un birgok
dikotiledon bitki tdrlerinin in vitro morfogenesisinde etkili dizenleyicilerin yerine
kullanildigini  gbzlemlemislerdir. Ancak monokotiledon bitki turlerinin in vitro
regenerasyonunda TDZ’ nin etkisinin sinirl oldugu hakkinda bilgiler vardir. Bugday
ve arpanin in vitro regenerasyonunda TDZ'nin etkisi arastirilmus ve TDZ'nin iki
Onemli tahil tdrdnun kalluslarindan siirgiin regenerasyonu artirdigim bulmuslardir.
Bugday ve arpanin olgunlasmamis embriyo kultlriinden elde edilen kalluslarindan
bitki regenerasyonu TDZ konsantrasyonlarinin eklendigi regenerasyon ortaminda
gozlenmistir. Arpa kalluslarindan elde edilen siirgiin regenerasyonu en yiksek
(%38.3 Golden Promise) 1.0 mg/l TDZ konsantrasyonunda gozlenmistir. Bugday
regenerasyonu igin en uygun TDZ seviyesinin 0.2 mg/l oldugu saptanmustir (%87
Bob White ve % 49.4 Hi-line). TDZ igceren ortam Uzerinde gelisen bugday ve arpa
sirgunlerinden regenere olan bitkiler kdklenme ortamina aktarilmustir. Genellikle

kullamlan bitki blyume dizenleyicilerle karsilastirildiginda bugday ve arpa
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regenerasyon ortamina TDZ oOnerilmekte ve TDZ bugday ve arpanin in vitro

regenerasyonu ic¢in en uygun oldugu saptanmustir.

2.4. Yulaf (Avena sativa L)’ da Bitki Regenerasyonu ilelgili Yapilan Calismalar

Birsin ve ark. (2001), yulafta kallus olusumu ve regenerasyon yetenegini
belirlemek icin bir arastirma yurttmisleridir. Arastirmada on yulaf ¢esidi ya da hatti
kullanarak kallus olusturmak icin olgun embriyolardan yararlamlmustir. Elde edilen
veriler istatistiki analize tabi tutuldugunda; kallus olusumu ve regenerasyon
kapasitesinin ¢esit ve hatlara gore degistigi belirlenmis olup kallus olusumu ve
regenerasyon kapasitesi arasinda 6nemli bir fark olmadig:r saptanmistir. Regenere
olan bitki sayisinin ise dogrudan kallus olusumuna bagl: oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma 2003-2006 yillar1 arasinda C.U. Subtropik Meyveler Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuvarinda yurutilmastor.

3.1. Materyal

Arastirmada kullamlan kimyasallar bu kimyasallar kullanilarak hazirlanan
kultdr ortamlar1 ve icerikleri ekler kisminda verilmistir.

Ayrica U¢ degisik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidinin (Adana 99,
Balattila, Sagitoria) olgun tohumlarimn in vitro da ¢imlendirilmesi ile elde edilen
bitkilerin kdke yakin kismindan alinan bitki doku parcalar1 (Mezokotil) ile olgun
embriyolar bitki materyali olarak kullanilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Kultar Ortamlarimin Haair lanmasi

Arastirmada  kdltdr ortamn olarak degisik hormon konsantrasyon ve
kombinasyonlarini iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami kullanmlmistir.
Hazirlanan ortamlarin pH'st 0.5-1 M KOH ve 0.5-1 M HCI kullanilarak 5.8'e
ayarlanmistir. Hazirlanmis olan kalttir ortamlarint katilastirmak igin %00.3 phytogel
kullamlmis ve ortamlar otoklavda 121°C’de 1.1 atm basing altinda 20 dakika siire ile
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra 9 cmilik petri kutularina dokdlmis ve
katilasincaya kadar steril kabin igerisinde bekletilmistir.
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3.2.2. Olgunlasmis Bugday Embriyolarimin Kiltire Ahnmasi

Adana 99, Balattila, Sagitoria bugday cesitlerine ait olgun bugday tohumlar:
once %70'lik etil alkol igerisinde 2 dakika bekletilmis daha sonra birkag damla
Tween-20 ilave edilmis %20'lik ticari sodyum hipoklorid (NaOCI) c¢ozeltisi
icerisinde 30 dakika ylzeysel sterilizasyona tabi tutulmus ve 3-4 kez steril saf su ile
yikanmis ve ardindan steril damitik su icerisinde iki gin sire ile + 4°C'de
tutulmustur. Tohumlar bu islemin ardindan Ug kez steril damitik su ile yikanmis ve
olgun embriyolar pens, bistiri yardimiyla tohumdan ayrilmistir. izole edilen olgun
embriyolar her bir petri kutusuna yaklasik 12 adet olacak sekilde siirgiin olusturma
ortam olarak hazirlanan MS Uzerinde kultire alinmistir. Her genotip icin 60 olgun
embriyo kiiltiire alinmis ve kiiltirler 251 °C’de karanlik kosullarda iklim odasinda

tutulmustur.
3.2.3. Mezokotil Doku Parcalarimin Kdltire Ahinmasi

Olgun embriyolarin MS ortaminda kiiltire alinmasindan 5-7 giin sonra 3-6¢cm
uzunluga ulasan strgunlerin kok kismina yakin kismindan 3-4 mm uzunlugundaki
doku parcasi (mezokotil) kesilip ¢ikarilmis ve 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic
acid ) ve NAA (1-Naphthalene acetic acid)’nin 2.0 mg/l, Dicamba (3-6-dichloro-o-
anisic acid)’'nin 1.0, 2.0 mg/l, BAP (6-Benzyl amino purine)’in ise 1.0, 2.0, 3.0 mg/I
konsantrsayonlarint igeren MS ortam Gizerinde her bir petriye 12 adet olacak sekilde
konularak 25+1°C'de karanlik kosullarda kiltire alinmugtir. Her genotip icin
yaklasik 60 eksplant kullamlmustir. Kiltire alma isleminden 3-4 hafta sonra
eksplantlarin gosterdigi reaksiyonlara gore her bir petride bulunan mezokotil doku
parcalarinda  olusan embriyolar sayilmis ve bunlarin ortalamalar1 alinarak
degerlendirme yapil mustir.
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3.2.4. Olgunlasmis Bugday Embriyolarindan Kallus Elde Edilmes

Tohumlardan izole edilen olgun embriyolar 2,4-D (2.0 mg/l ve 4.0 mg/) ve
2,4-D+Dicamba (2.0 mg/l + 2.0 mg/l) konsantrasyonlarin: igeren MS ortam Uzerinde
kiltdre alinmigtir. Embriyolarin kiltire alinmasindan 25-30 gin sonra  her bir
petride embriyo basina olusan kalluslar sayilmis ve bunlarin yizde oranlari
alinmustir. Ug gesit icin 5’ er petri kullamlarak her bir petride 12 adet embriyo kuiltiire
alinmis ve degerlendirmeler buna gore yapilmistir. Btln gesitler icin toplam 60 tane
olgun embriyo kullamlmistir. Daha sonra embriyodan olusan bitkiler kesilerek
uzaklastirilmis geriye kalan kalluslar yine her bir ¢esit icin 60 tane olacak sekilde
ayni ortamlar tzerinde altkultire alinmistir. Elde edilen kalluslardan parlak renkli ve
kirilgan olanlar1 segilmis ve 25+1°C’de karanlik kosullarda iklim odasinda kulttre

alinmugtr.

3.2.5. Kalluslardan Bitki Regenerasyonu

Olgun bugday embriyolarindan elde edilen embriyogenik kalluslardan bitki
regenerasyonunu gerceklestirmek amaciyla kalluslar farkli konsantrasyonlarda
Glycine (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l), 1AA (3-Indol acetic acid) (0.1, 1.0 mg/l), BAP (1.0
mg/l) ve Kinetin (1.0 mg/l) iceren MS ortamlar1 Uzerinde kiltire alinmstur.
Regenerasyon ortamlarina aktarilan kalluslar 16 saat 151k 8 saat karanlik kosullardaki
25+1°C’deki klima odalarinda muhafaza edilmistir. Kalluslarin kulttire alinmasindan
yaklasik 4-6 hafta sonra kallus basina olusan bitkicikler sayilarak yizde oranlari
alinmstr. Ug bugday cesiti icin 3'er petride her bir gesit icin toplam 27 kallus
parcast kilture alinmis ve degerlendirmeler buna gore yapil mistir.

3.2.6. Surgunlerin Gélistirilmes ve Koklendirilmes
Olgun bugday embriyolarindan elde edilen embriyogenik kalluslardan olusan

kuctk bitkicikler 3-4 hafta araliklarla birkag kez ayn ortam Uzerinde alt kiltire
alinmig ve srgiin gelisimi gergeklesmistir.
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Sirgunler koklendirilmeleri icin 0.1 mg/l IBA (Indole-3- butyric acid) igeren
MS ortami ve hormon icermeyen MS ortami (zerinde cam deney tupleri icerisinde
kilture alinmigtir. Hormon igcermeyen MS ortami Uzerinde koklenen bitkiler sera
kosullarinda topraga aktaril mstur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Olgunlasmis Bugday Embriyolarimin Kiltire Alhinmasi ve M ezokotil Doku
Parcalarinin Degisik Ortamlara Karsi Tepkileri

Uc farkli bugday cesidinin (Adana 99, Balattila, Sagitoria) olgun
embriyolarinin MS ortam Uzerinde cimlendirilmesiyle (Sekil 4.1) elde edilen
bitkilere ait mezokotil doku parcalarinin bitki regenerasyonu igin farkli hormon
kombinasyon ve konsantrasyonlarin igeren MS ortami Uzerinde kiltire alinmasi ve
bununlailgili alinan sonuglar Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Sekil 4.1. MS Ortami Uzerinde Karanlikta Cimlendirilmis Bugday Embriyolarindan
Bir Gorinim

Embriyolarin kiltire alinma isleminden 6-7 giun sonra yapilan sayimlar
sonucunda bugday cesitlerine ait ¢cimlenme oranlar1 sirasiyla %95 ile Balattila,
%91.6 ile Sagitoria ve %90 ile Adana 99 olarak belirlenmistir. Yapilan gozlemler
sonucunda bazi 61U dokular ve kalluslar olustugu gozlenmistir. Bu 6li dokular ve
kalluslar bitki dokularindan uzaklastirilmistir. Embriyolarin gimlenmesi sonucunda
3-6 cm uzunluga ulasan bitkilerin kok kismina yakin  kismindan 3-4 mm
uzunlugundaki doku parcalart (mezokotil) keskin bir bistiri yardimiyla kesilip
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cikarilmig ve 2,4-D, Dicamba, NAA ve BAP1in degisik kombinasyon ve
konsantrasyonlarim iceren kati MS ortamu Uzerinde iklim odalarinda kultire
alinmiglardir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. MS Ortami Uzerinde Kiiltire Alinan Mezokotil Doku Parcalarindan Bir
GOrunim

Mezokotil doku parcalarimin kiltire alinmasindan 4-6 hafta sonra bitki dokusu

Uzerinde yesil renkli embriyolar ve kismen de kallus olusumu gozlenmistir.

Bitkiciklerin kok kismina uzak olan gévde kismindan alinan doku parcalarinin ayni

ortamlar Uzerinde kiltlire alinmasi sonucunda herhangi bir olusum goézlenmemis ve

bu bitki dokularimin zamanla kahverengileserek oldukleri saptanmustir.
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Cizelge 4.1. Farkli Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlarin: Iceren MS ortamu
Uzerinde Kuiltire Alinan Ug Degisik Bugday Cesidine Ait Mezokotil
Dokularimin Tepkileri

Bugday Hormon K ombinasyonlari (BAP, Dicamba, Embriyo
Cesidi 2,4-D, NAA) (mg/l) Olusumu %
1,2,2,2 73.3
2,2,2,2 63.6
Sagitoria 3,222 61.3
2,1,22 433
1,2,2,2 66.3
2,2,2,2 63.0
Balattila 3,222 60.6
2,1,22 46.6
1,2,2,2 63.3
2,2,2,2 55.0
Adana 99 3,222 48.3
2,1,22 40.0

I.no’lu hormon kombinasyonunu ( BAP, Dicamba, 2,4-D, NAA: 1.0, 2.0, 2.0, 2.0)
iceren kati MS ortamu Uzerinde kultire alinan 3 degisik bugday cesidine ait
mezokotil dokularindan en yiksek embriyo olusumu eksplant basina ortalama 73.3
ile Sagitoria bugday cesidine ait mezokotil doku parcalarindan elde edildigi
belirlenmistir. Bunu ortalama 66.3 ile Balattila ve 63.3 ile Adana 99 izlemistir. I1.
no’lu hormon kombinasyonunda ise ( BAP, Dicamba, 2,4-D, NAA: 2.0, 2.0, 2.0,
2.0) en yuksek embriyo olusumu eksplant basina ortalama 63.6 ile Sagitoria, 63.0 ile
Balattila ve 55.0 ile Adana 99 bugday cesidinde gozlenmistir. 111. no’lu hormon
kombinasyonunda ( BAP, Dicamba, 2,4-D, NAA: 3.0, 2.0, 2.0, 2.0) gerceklesen en
yuksek embriyo olusumu eksplant basina ortlama 61.3 ile Sagitoria’ da saptanmis ve
bunu sirasi 60.6 ile Balattila ve 48.3 ile Adana 99 ¢esitleri takip etmistir. 1V. no’lu
hormon kombinasyonundaki ( BAP, Dicamba, 2,4-D, NAA: 2.0, 1.0, 2.0, 2.0) MS
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ortamu Uzerinde kdltire alinan mezokotil dokularindan elde edilen en yiksek

embriyo olusumu eksplant basina ortalama 46.6 ile Balattila, 43.3 ile Sagitoria ve
40.0 ile Adana 99 cesidinde gerceklesmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. MS Ortami Uzerinde Kiiltire Alinan Mezokotil Doku Parcalarindan
Olusan Embriyolardan Bir Gortinim

Arastirmada bitki materyali olarak kullanilan bugday genotiplerinin mezokotil doku
parcalarindan embriyo olusumuna BAP konsantrasyonundaki  degisiklikler
genotiplere gore farklilik gostermistir. Sharma ve ark. (2005) arpa tzerinde yapmis
olduklar1 bir calismada olgun arpa embriyolarinin ¢imlendirilmesi sonucunda olusan
bitkiciklerin meristematik siirgiin doku parcalarim 2,4-D, BAP ve TDZ nin farkli
kombinasyon ve konsantrasyonlarin igeren kat1 MS ortami Uzerinde kiltire alarak
kallus olusumunu minimumda tutarak bitkicikler elde etmeyi basarmuslardir. Bir
bagka arastirmaci grubu ise yulafin meristem dokusunu kultire alarak cok sayida
yulaf bitkicigi elde etmislerdir (Zhang ve ark., 1996). Misir ve arpa tizerinde yapilan
benzer bir calismada ise meristemden alinan doku parcalarinin kdlttre alinmasi
sonucunda ¢ok sayida yan sirgiin olusumu gozlendigini rapor etmislerdir (Zhang ve
ark., 1998). Yukarida belirtilen arastirmalarda da belirtildigi Gzere kdltire alinan
doku parcalarinin ortama karsi gosterdikleri tepkilerin ortam iceriklerine bagli
oldugu gibi genotip Ozelliklerine de bagli olabilmektedir. Yapilan bu calismada
genotipler kaltor ortamina kars1 farkli tepkiler vermis olmasi alinan sonuclarin
literattrde verilen sonuclarla uyum icerisinde oldugunun bir gostergesidir. Y apilan

arastirma ve alinan sonuclar bugdayin genetik transformasyonunda kullanilacak bitki
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materyalinin elde edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

4.2. Olgunlasmis Bugday Embriyolarimin Kultire Ahnmas ve Bugday
Cesitlerinin Farklh Hormon Kombinasyon ve Konsantrasyonlarina Karsi
Tepkileri

Adana 99, Balattila, Sagitoria bugday cesitlerinin olgun embriyolarindan
dogrudan kallus gelisimini tesvik etmek amaciyla 2,4-D ve 2,4-D + Dicamba nin
farkli konsantrasyonlarim iceren MS ortamlar: kullanilmis ve kallus olusum oranlar:
g6zlenmistir. Olgun embriyolarin kiltire alinmalarindan yaklasik 4-6 hafta sonra
embriyolar Uzerinde kallus olusumunun baslachigr gozlenmistir. Kallus olusturmamis
olgun embriyolarin bir ¢ogu ise slirgiin olusturmustur. Bu sekilde olusan kalluslar
secilerek yaklagik 4 haftada bir alt kiltire alinmis ve bunlardan ¢abuk dagilan
embriyogenik 6zellikte kalluslarin olustugu gozlenmistir. Ug farkl bugday cesidinin
olgun embriyolari, ortama ilave edilen 24-D ve 24-D + Dicamba nin
konsantrasyonlarina gore farkli oranda kallus olusturmuslardir. Bu ¢alismadan alinan
sonuclar Cizelge 4.2'de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Olgunlasmis Bugday Embriyolarinin 2,4-D ve 2,4-D+Dicamba Hormon
Konsantrasyon ve Kombinasyonlarim iceren MS Ortamu Uzerindeki

Tepkileri
Bugday Cesidi Kullamlan Hormonlar ve KallusOlusum %’ s

K ombinasyonlar: Miktar (mg/l)
2mg/l 2,4-D 76.6
Sagitoria 4 mg/l 2,4-D 41.6
2 mg/1+2 mg/l 2,4-D+Dicamba 46.6
2mg/l 2,4-D 75.0
Balattila 4 mg/l 2,4-D 48.3
2 mg/1+2 mg/l 2,4-D+Dicamba 60.0
2mg/l 2,4-D 70.0
Adana 99 4 mg/l 2,4-D 45.0
2 mg/1+2 mg/l 2,4-D+Dicamba 53.3

Tohumlardan izole edilen olgun embriyolar: kiltire alinan bittn genotiplerin 2.0 mg/|
2,4-D iceren MS ortamindaki en yiksek kallus olusum oranlar: siras ile %76.6 ile
Sagitoria, %75 ile Balattila ve %70 ile Adana 99 seklinde meydana gelmistir (Sekil
4.2).
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Sekil 4.4. MS Ortam Uzerinde Kiltiire Alinan Olgun Embriyolardan Olusan
Embriyogenik Kalluslardan Bir Gorintm

Ortamda kullanilan 2.0 mg/l 2,4-D konsantrasyonunun 4.0 mg/I’ye artiriimasi ile
cesitlerin kallus olusum oranlarindaki degisiklikler su sekilde tespit edilmistir; %48.3
ile Balattila, %45 ile Adana 99, %41.6 ile Sagitoria da gbzlenmistir. Buna goére
kallus tegvikinde kullanilan 2,4-D oramindaki artisin gesitlerdeki  kallus olusum
oramm dusUrdigi saptanmistir. Dornolles ve ark. (1997a), yaptiklar: bir arastirmada
Brezilyatritical€' sinin in vitro davramslarim belirlemek icin 16 triticale genotipi ve 3
bugday genotipinin olgunlasmamis embriyolarim eksplant olarak kullanmiglardir.
Arastirmada kallus gelisimi i¢in 2.0 mg/l ve 4.0 mg/l 2,4-D iceren 2 tip MS ortamini
denemisler ve elde edilen kalluslardan bitki regenerasyonunda ki farkliliklar triticale
ve bugday genotiplerinin her ikisinde de gbzlenmistir. Triticale genellikle bugdaydan
daha iyi regenerasyon orani gbstermistir. Olgunlasmamis embriyolarin kallus gelisim
oranlar1 arasinda farklilik gozlenmemistir. Eskalen (1996)'in yapmus oldugu bir
calismada ise yine bizim c¢alismamizin aksi bir sonu¢ alinmistir. Yapilan ¢alismada
bes hexaploid bugday cesidinin olgun embriyolarinin, ortama ilave edilen 2,4-D
konsantrasyonlarina gore farkli oranda kallus olusturdugunu saptamistir. Buna gére
olgun embriyolar1 kdlttire alinan bitin cesitler en yiksek 5.0 ve 8.0 mg/l 2,4-D
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iceren MS ortamlarinda kallus olusturmuslardir. Cesitler arasinda en distk kallus
olusumu ise MS + 3.0 mg/l 2,4-D iceren MS1 ortamlarinda meydana gelmistir. Her
iki arastirma ile yapilan bu ¢alisma arasindaki farkliliklar kullamlan genotiplerin
farkli olmasindan kaynaklanabilecegi varsayilmaktadir. Karaca ve Burln
(1999)' niin yaprmis olduklart bir calismada Dogu 88 bugday cesidinin olgun ve
olgunlasmamis embriyolar: farkli 4 madde katilmis MS ortam Uzerinde kdiltire
alinmigtir. Gozlemler sonunda, kallus, sirgin ve kok olusturan bitki sayilar
belirlenmistir. Calismada olgunlasmamis embriyolarin kilttriinde en yiksek kallus
olusumu (ortalama % 94) 2.0 mg/l 2,4-D + 1.0 mg/l Kinetin eklenmis M S ortaminda
elde edilirken, olgun embriyolarin kiltirinde ise en yiksek kallus olusumu
(ortalama %095) 2.0 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS ortaminda g6zlenmistir. Denemede
kallus agirliklari bakimindan olgun embriyolarin daha iyi sonug verdigini
belirlemiglerdir. En yiksek kallus agirligini ise ortalama 395.3 mg olarak 2.0 mg/I
2,4-D + 1.0 mg/l kinetin iceren MS ortaminda saptamiglardir. Bu ¢alismada da bizim
calismamiza benzer sonuclar alinmis olup, olgun embriyolarin kilttrinde en yiksek
kallus olusumunun 2.0 mg/l 2,4-D + 1.0 mg/l Kinetin ilave edilmis MS ortamindan
elde edildigi rapor edilmistir. Sonug olarak en fazla kallus olusum orant %76.6 ile
2.0 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS ortaminda kilttre alinan cesitlerden Sagitoria da
meydana geldigi saptanmustir.

MS ortamina 2.0 mg/l 2,4-D + 2.0 mg/l Dicamba nin ilave edilmesiyle
kilture alinan olgun embriyolarin kallus gelisim oranlar1 %60 ile Balattila, %53.3 ile
Adana 99, %46.6 ile Sagitoria ¢esitlerinde gozlenmistir. Akula ve ark. (1999)' nin
yapmis olduklar1 bir calismada benzer sonuclar alinmis olup, Dicamba nin hem
bugday hem de arpanin olgun embriyolarindan kallus tesvikini artirdig: tespit
edilmistir. Akula ve ark. (1999), caismalarinda 9 arpa (Hordeum wvulgare L.)
¢esidinin olgun embriyolarindan kallus elde etmenin bitki regenerasyonu icin guvenli
bir yontem oldugunu belirtmiglerdir. Oksinlerden; 2,4-D, Picloram ve Dicamba’ nin
bircok arpa c¢esidinin olgun embriyolarindan kallus tesvikini etkiledigini
kanitlamuglarchr. Ik kallus tesvikinin daginik, kirilgan ve seffaf oldugunu

belirtmiglerdir. Aym bilesimdeki yeni ortam Uzerine 2-3 kez aktarildiktan sonra
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kaymak beyazi yogun kalluslarin meydana geldigini saptamuslardir. Kallus tesviki ve
regenerasyon kapasitesi c¢eside gore degiskenlik gosterdigini rapor etmislerdir.
Picloram’in yiksek konsantrasyonunun kullamlmasi sonucu 3 ¢esidinin de (Tallon,
Grimmet, Sloop) regenerasyon kapasitesinin arttigim gozlemlemislerdir. Bu
kalluslardan regenere olan bitkilerin dayanmikli ve hormon icermeyen ortama
aktarildiklarinda kok olusturduklarini saptamslardir.

Sekil 4.5. 2,4-D ve Dicamba igeren MS Ortami Uzerinde Kiiltiire Alinan Olgun
Bugday Embriyolarindan Olusan Kalluslardan Bir Gorunim

MS ortamina 2,4-D’den farkli olarak Dicamba nin ilave edilmesiyle kallus
olusum oranlarinda artis olmus, ancak bu artis ¢eside gore degisiklik gostermistir.
Ortama sadece 2,4-D eklendiginde en yiksek kallus olusum oram Sagitoria da
gozlenirken, 2,4-D + Dicamba birlikte kullanildiginda ise en yiksek kallus olusum

oram Balattila ¢cesidinde meydana gelmistir.
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4.3. Kalluslardan Bitki Regenerasyonu

Olgun embriyolardan elde edilen kalluslar, bitki regenerasyonunu saglamak

amaciyla farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda Glycine (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l),
BAP (1.0 mg/l), Kinetin (1.0 mg/l) ve IAA (0.1, 1.0 mg/l) iceren MS ortamlari
Uzerinde kultdre alinmuglardir.

Sekil 4.6. Olgun Bugday Embriyolarindan Olusan Embriyogenik Kalluslardan Bitki
Regenerasyonu

Her bir petri kutusuna 9 kallus parcasi konulmus ve 4-6 hafta sonra bu kallus
parcalar1 Uzerinde olusan bitkicikler sayilarak bitki regenerasyonu oram tespit
edilmistir (Sekil 4.4). Buradan alinan sonuclar Cizelge 4.3’ de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Bitki Regenerasyonu igin Kullamlan Cesitli Hormon Kombinasyon ve
Konsantrasyonlarim iceren MS ortamn Uzerinde Kiltire Alinan
Eksplantlarin Tepkileri

Bugday Cesidi Bitki Regenerasyonunda Kullanilan | Regenerasyon

Ortamlar ve Konsantrasyonlari: (mg/l) Oram %’s
R2: MS+ 1 mg/l IAA +1 mg/l BAP 96.3

Adana99 R1: MS + 4 mg/l Glycine 815
R3: MS+ 1 mg/l IAA + 1 mg/l Kinetin 66.7
R2: MS+ 1 mg/l IAA +1 mg/l BAP 95.6

Balattila R1: MS + 4 mg/l Glycine 77.7
R3: MS+ 1 mg/l IAA + 1 mg/l Kinetin 44.4
R2: MS+ 1 mg/l IAA + 1mg/| BAP 88.9

Sagitoria R1: MS + 4 mg/l Glycine 85.2
R3: MS+ 1 mg/l IAA + 1 mg/l Kinetin 55.6

Regenerasyon icin ilk 6nce Uc¢ farkli ortam denemistir. Bu ortamlar R1 , R2, R3
olarak isimlendirilmistir. R1'de %3 sakkaroz iceren MS ortamina 4mg/l Glycine
eklenmistir. R2 ortami 0.1 mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP igermektedir. R3 ortaminda ise
yine MS ortamina 1.0 mg/l 1AA ve 1.0 mg/l Kinetin ilave edilmistir. Daha sonra ¢
ayr1 ortamda regenerasyon oran: gozlenmistir. Buna gore R1 ortamindaki Adana 99
gesidindeki regenerasyon oramt %81.5, Balattilada %77.8, Sagitoria’da ise
%85.2'dir. R2 ortamindaki regenerasyon oranlar: ise Adana 99 cesidinde %96.3,
Balattila' da %95.6, Sagitoria’ da ise %88.9 olarak meydana gelmistir. R3 ortamindaki
oranlar ise Adana 99 cesidinde %66.7, Balattila'da %44.4, Sagitoria’da %55.6
seklinde gerceklesmistir. Regenerasyon oranlarindaki farkliligin ¢eside ve kullanilan
ortama gobre degistigi tespit edilmistir. Fakat en az regenerasyon oranimin R3
ortaminda ve %44.4 ile Balattila gesidinde gerceklestigi saptanmistir. En fazla
regenerasyon oranm ise R2 ortaminda ve %096.3 ile Adana 99 c¢esidinde gbzlenmistir.
Ahmed ve Sagi (1993)'nin yapmis olduklari bir calismada kislik bugdayin
olgunlasmamis embriyolarindan elde ettikleri embriyogenik kalluslardan ¢ok sayida
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embriyogenik hiicre stispansiyon kaltdrleri kurmuslardir (Triticum aestivum L. , cv.
GK Sagvari). Kalluslarin embriyogenik kapasitede olanlarim 6 aydan fazla
bekletmisler ve regenerasyon gergeklestirmislerdir. 1AA ve BAP eklenerek
farkhilastirilmuig MS ortaminda birkag yiz tane yesil siirgtin ve bitki regenerasyonu
tespit etmisler ve bizim olgun embriyolardan elde ettigimiz sonucu olgunlagsmamis
embriyolarda tespit etmislerdir.

Baska bir regenerasyon denemesinde ise Glycine'in 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/I
konsantrasyonlar1 kullanilmis ve sonuglari: degerlendirilmistir. Burada da her bir petri
kutusuna 6 kallus parcasi konmus ve yine 16 saat 151k 8 saat karanlik kosullardaki
klim odasinda muhafaza edilmistir. Kltire alinmalarindan yaklasik 4-6 hafta sonra
kalluslardan regenere olan kiglk bitkicikler sayilmis ve regenerasyon oranlari rapor
edilmistir. Buradan elde edilen sonuglar Cizelge 4.4' de verilmistir.

Cizelge 4.4. MS Ortam: Igerisine Ilave Edilen Farkl: Glycine Konsantrasyonlarinin
Bitki Regenerasyonu Uzerine Olan Etkileri

Bugday Cesidi Glycine Konsantrasyonlari Regenerasyon

(mgll) %’s

1 mg/l 75.0

Adana 99 2mg/l 33.3
3 my/l 33.3

1 mg/l 33.3

Balattila 2mg/l 41.6
3 mg/l 8.3

1 mg/l 16.6

Sagitoria 2mg/l 16.6
3 mg/l 50.0

Buradan elde edilen sonuclara gore en fazla regenerasyon oram %75 ile Adana 99
cesidinde ve 1.0 mg/l Glycine iceren MS ortaminda gergeklesmistir. Ozgen ve ark.
(1998), yapmus olduklar: bir calismada kislik bugday genotiplerinin olgun ve olgun
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olmayan embriyolarim kallus olusumu ve bitki regenerasyonu icin Kkilttre
almuglardir. Her iki embriyo kalttrd icin etkili metodlar gelistirerek alinan sonuglari
karsilastirmiglart neticesinde kalluslarin olusum orani, regenerasyon kapasitesi ve
regenere olan bitkilerin sayisimin genotipe bagli olarak degisiklik gosterdigini
saptamiglardir. Calismalarinda 2.0 mg/l Glycine iceren MS ortaminin regenerasyon
icin etkili oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada alinan sonuclarla yukarida sozi
edilen calismada alinan sonuclar karsilastirildiginda benzer sonuglar alindigi ancak
Glycine kullamlarak yapilmis olan regenerasyon denemesinde genotipe bagl
degisikliklerin oldugu gozlenmistir. Kultlirler 25+1 °C’de 16 saat 151k 8 saat karanlik
kosullardaki iklim odasinda muhafaza edilmistir. Daha sonra kalluslardan regenere

olan bitkiler cam deney tuplerine aktarilmis gelisimleri gbzlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.7. Embriyogenik Bugday Kalluslarindan Regenere Edilen /n vitro Bugday
Bitkilerinden Bir GOrinum

4.4. Regenere Olan Bitkilerin Kdklendirilmes ve Topraga Aktarilmas
Embriyogenik bugday kalluslarindan regenere olan bugday bitkileri cam
deney tuplerine aktarilmis ve slrgin gelisimini tamamlamast saglanmustir. Daha

sonra kok gelisimi icin hormon icermeyen MS ortami Uzerinde kiltire alinan
bitkilerdeki kok olusumunun 0.1 mg/l IBA iceren MS ortamindaki kdk olusumuna
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gore daha iyi sonug verdigi gbzlemlenmistir. Hormon icermeyen M S ortam Uizerinde
1 ay sonra 8-10 cm uzunluguna ulasan ve koklenen bitkiler daha sonra sera
kosullarinda topraga aktarilmis olup normal biylime ve gelisme gosteren bitkiler
elde edilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.8. Hormon icermeyen MS Ortami Uzerinde Koklenen Bugday Bitkilerinden
Bir GOrinim
Savaskan ve ark. (1999) bir calismasinda bizim calismamizin aksine bir sonug
alinmis olup, bizim yapmis oldugumuz ¢alismada kok olusumu igin hormonsuz MS
ortamu yeterli olurken, Savaskan ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise kok
olusumu icin ylUksek dlzeyde oksine ihtiyagc duyulmustur. Arastirmalarinda
Ulkemizde tarimi yapilan dort arpa (Hordeum wvulgare L.) cesidinde (Anadolu,
Cumhuriyet-50, Obruk-86 ve Tokak -157137) anter klltirt teknigi ile kallus elde
etmisler bunlardan elde ettikleri bitkilerde kok olusumunu tesvik etmek icin 10 mg/I
NAA yadalAA ve 0.5 mg/l Kinetin kullanarak basarili sonuclar elde etmislerdir. Bu
farkliligin arpa ile bugdayin kok olusturmasinda farkli istekleri olabileceginden
kaynaklanmis olabilecegi dustntlmektedir. Akula ve ark. (1999)'nin yapmis
olduklar1 bir calismada ise 9 arpa ¢esidinin olgun embriyolarindan kallus elde ederek
bunlardan bitki regenerasyonunu saglamislar ve bitkilerin koklendirilmesi icin
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hormonsuz MS ortamimi kullanmiglardir. Yapilan calisma yukarida sozi edilen
arastrma ile karsilastirildiginda alinan  sonuglarin  uyum igerisinde oldugu
gozlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, bazi bugday cesitlerinde meristematik doku parcalar
kullanilarak etkin bitki regenerasyon sisteminin kurulmasi hedeflenmistir. Bunun
icinde bitki htcrelerinin totipotensi 6zelliginden yararlanarak mezokotil dokulardan
direk bitki ve olgun embriyolardan elde edilecek kalluslardan ise bitki regenerasyonu
amaclanmis ve degisik hormon konsantrasyon ve kombinasyonlar: kullanilarak
yuksek oranda bitki regenerasyonunu tesvik eden uygun ortamlarin belirlenmesi
Ongoralmistdr.

1) Mezokotil doku parcalarindan direk bitki regenere etmek icin tohumlarin
¢cimlenmesinden 7 gun sonra mezokotiller kesilmis ve uygun ortam: belirlemek
amaciyla yapilan 6n galismalar sonucunda eksplant basina ortalama 73.3 embriyo
olusumu basarisi ile 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l Dicamba, 2,4-D, NAA iceren MS
ortami oldugu belirlenmistir. Arastirmada kullamilan bitki doku parcalarindan en
fazla embriyo olusumu bitkinin kdke yakin olan kalin kismindan alinan mezokotil
bitki doku parcasindan elde edildigi saptanmustir. Bunun disinda mezokotilden uzak
olan kisimlardan alinan bitki doku parcalarinda herhangi bir olusum goézlenmemis
olup bu dokularin zamanla kahverengileserek 6ldugu tespit edilmistir. Buna gore
embriyo olusumunun daha verimli olmasi igin kullanilacak olan bitki doku
parcasimin  mezokotil olmasi gerektigi mezokotilden uzak olan kisimlarin ise
kullanilmamasi gerektigi sonucuna varilmustir.

2) Bugday olgun embriyosundan kallus elde etmek amaciyla yapilan
denemelerde M S ortamina sadece 2.0 mg/l 2,4-D ilave edilmesiyle en yiiksek kallus
olusum orani %76.6 ile Sagitoria ¢esidinde gergeklesmistir. Buna gére arastirmalarda
farkli gesitlerin kallus olusumu ve regenerasyon igin farkli sonuclar verecegi
gorisune varilmustir.

3) Yine olgun embriyodan kallus olusumunu gergeklestirmek amaciyla
yapilan baska bir calismada %60’ ik bir basar1 ile 2.0 mg/l 2,4-D ve 2.0 mg/I
Dicamba iceren MS ortaminda ve Balattila cesidinde gozlenmistir. Kallus
olusumunda 2,4-D haricinde farkli buyime duzenleyiciler kullanmanin kallus
tesvikini olumlu yonde etkileyecegi dustntilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER Sacide SEY RANI

4) Kalluslardan bitki regenerasyonunun saglanmast igin farkli hormon
konsantrasyon ve kombinasyonlarim igeren degisik ortamlarimin  denenmesi
sonucunda en fazla basar1 0.1 mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP iceren MS ortaminda
gerceklesmis olup %96.3 oran ile Adana 99 cesidinde meydana gelmistir. Buna
gore regenerasyon calismalarinda BAP ve IAA’min birlikte kullaniimasinin gesitlere
gore degismekle birlikte regenerasyon oramm arttirdig1 distinilmektedir.

5) Baska bhir regenerasyon denemesinde farkli Glycine konsantrasyonlarinin
regenerasyona olan etkisi arastirilmis ve sonug olarak 1.0 mg/l Glycine eklenen MS
ortaminin en fazla basar1 oranmnt %75 ile Adana 99 ¢esidinde gosterdigi saptanmustur.
Buna gore farkli g¢esitlerde farkli Glycine konsantrasyonlarinin denenmesi yararli
olacaktur.

6) Arastirmada kullanilan ortamlardan hem kallus olusum ortamlari hem de
regenerasyon ortamlarindan alinan sonuglar genotipe bagli olarak degisiklik
gostermistir.

7) Regenere olan bitkiler 0.1 mg/l IBA iceren M S ortamina aktarildiginda kok
olusumunun zayif oldugu gozlenmistir. Bitkilerin hormonsuz MS ortam: Uzerinde
kiltdre ammalarinin ise kdk olusumu icin uygun oldugu ve sera kosullarinda topraga
aktarildiklar1 zaman ise normal bilyiime ve gelisme gosteren bitkiler elde edildigi
saptanmistir. Buna gére bugday bitkilerinin koklendirilmesi icin IBA yerine
hormonsuz M S ortaminin kullanilmasinin uygun olabilecegi gorusiine varilmstir.

Y apilan bu calisma ile monokotiledon bitkilerin en 6nemlisi olan bugdayda
gunumuizin  biyoteknolojik yontemlerinden biri olan regenerasyon sisteminin
kurulabilmesi icin mezokotil dokularindan bitki ve olgun embriyodan kisa zamanda
embriyogenik  kallus elde edilmis ve bunlardan yiksek oranda bitki
regenerasyonunun gerceklestirilmesi icin uygun bir protokol hazirlanmistir. Bu
calisma daha sonraki yapilacak olan calismalara bir 6n hazirlhik olup
transformasyonda kullamlacak uygun bitki doku parcalarinin elde edilmesi
konusunda yardimci olacaktir.
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EKLER

Ek 1. Bugday Bitki Doku Parcalarinin Kiltire Alindigi MS (Murashige ve Skoog,
1962) Ortam igerigi
Kimyasallar Miktarlary (mg/l)

inorganik M addeler

NH4NO3 1650
KNOs 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSO..7H,0 370
KH>PO, 170
Kl 0.83
H3BOs3 6.2
MnSO,.4H,0 22.3
ZnS0,4.7H0 8.6
NaM00,4.2H,0 0,25
CuS0O4.5H,0 0.025
CoCl.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0O 27.8
Na.EDTA.2H,0O 37.3

Organik Maddeler

Myoinositol 100
Nikotinik asit 0.5
Piridoksin HCL 0.5
Thiamin HCL 0.1
Glycine 2.0
Sakkaroz %3
Phytogel %0.3
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Ek 2. Bugday Bitki Doku Parcalarindan (Mezokotil) Embriyo Elde Etmek igin
Kullanilan Ortam Icerigi

Kimyasallar Kullamlan Miktarlar
MS 4.3 g/l
Sakkaroz % 3
Casein Hydrolysate 109/
Proline 059/l
Myo-inositol 0.24/
Thiamine Hydrochloride 1.0 mg/l
CuS04.5H,0 1.25 mg/l
BAP L. mg/|
NAA L mg/|
24-b .. mg/I
Dicamba . mg/|
Phytogel % 0.3

Ek 3. Olgun Bugday Embriyolarindan Kallus Elde Etmek icin Kullanilan Ortamlar

Kimyasallar Kullamlan Miktarlar
MS 4.3 g/l
Sakkaroz % 3
Dicamba .. mg/I
24D L. mg/|
Phytogel % 0.3
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Ek 4. Bitki Regenerasyonu icin Kullamlan Ortam Icerigi

Kimyasallar Kullamlan Miktarlar
MS 4.3 g/l
Sakkaroz % 3
Glycine L. mg/|

IAA mg/|
BAP mg/|
Kinetin .. mg/|
Phytogel % 0.3

Ek 5. Bugday Bitkilerinin Koklendirilmesi Icin Kullanilan Ortam Icerigi

Kimyasallar Kullamlan Miktarlar
MS 4.3 g/l
Sakkaroz % 3
IBA ...mg/l
Phytogel % 0.3
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