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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Baz1 Yerel Kavuzlu Bugday Tiirlerinde Farkli 2,4-D ve Picloram Dozlarinin Kallus

Olusumuna ve Kromozom Yapisina Etkisi

Duygu Ege Tuna
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Danisman: Prof. Dr. A. Murat Ozgen

Bu aragtirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Bitki materyali olarak; Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve
onemli birer gen kaynagi olan Triticum monoccocum L. ve Triticum dicoccum Schulb.
yerel kavuzlu bugday tiirlerinin olgunlagmis embriyolart kullanilmigtir. Doku kiiltiirii
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan sentetik oksinlerden 2,4-diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D) ve picloramin farkli dozlarinda (0, 3, 6, 9 ve 12 mg/l) olgun embriyolarin doku
kiltiirii parametrelerine olan tepkileri karsilastirmali olarak incelenmistir. Kok uglarindan
alinan 6rnekler feulgen boya kullanilarak boyanip sitolojik ¢alisma yapilmistir. Uygulanan
bu oksinlerin kromozom yapis1 ve sayisinda herhangi bir degisiklige neden olup olmadigi

arastirilmastir.

Elde edilen verilere gére, T. monococcum’da en iyi kallus gelisimi 6 mg/l picloram ve 3
mg/l 2,4-D igeren ortamlardan, T. dicoccum’da ise en iyi kallus gelisimi 3 mg/l picloram
ve 3 mg/l 2,4-D igeren ortamlardan elde edilmistir. Yapilan sitolojik ¢alismalar sonucunda

herhangi bir kromozomal anormallige rastlanmamustir.

2015, 84 sayfa
Anahtar kelimeler: Triticum monococcum, Triticum dicoccum, yerel kavuzlu bugday,

kallus olusumu, 2,4-D, picloram.



ABSTRACT

MSc Thesis

The Effect of Different 2,4-D and Picloram Doses on Callus Induction and Chromosome
Structure in Some Local Hulled Wheat Varieties

Duygu Ege Tuna

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. A. Murat Ozgen

This study was carried out in Ankara University, Faculty of Agriculture, Department of
Field Crops, Biotechnology Laboratory. As plant material, mature embryos of local hulled
wheat varieties Triticum monoccocum L. and Triticum dicoccum Schulb. that are naturally
grown in Turkey which posess an important genetic resource were used. Responses of
mature embryos to tissue culture parameters in different doses of synthetic auxins 2,4-
dichloropheonxyasetic asid (2,4-D) and picloram (0, 3, 6, 9 ve 12 mg/l) which are widely
used in tissue culture studies were investigated comparatively. The samples from root tips
were stained with feulgen for the cytological studies. The applications of 2,4-D and
picloram were searched whether they caused any chromosomal abnormalities.

According to the data, best callus induction was obtained for T. monoccocum when the
media was supplemented with 6 mg/l picloram and 3 mg/l 2,4-D, whereas best callus
induction for T. diccocum was achieved when the media was supplemented with 3 mg/l
picloram and 3 mg/l 2,4-D. The result of cytological studies demonstrated that no

chromosomal abnormalities were observed.

2015, 84 pages
Keywords: Triticum monococcum, Triticum dicoccum, hulled local wheat, callus
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1. GIRIS

2030 yil1 itibariyle 9 milyar1 gegmesi beklenen Diinya niifusu hizla artmakta olup, mevcut

beslenme sorununun da artmasi beklenmektedir.

Glinlimiizde ekim yapilan tarim alanlart son smirlarina ulagsmistir. Sinirli {iretim
kaynaklarindan, tiiketim gereksinimlerinin artan niifusa karsi yararlanma olanaklar
gittikce azalmaktadir. Buna karsin birim alandan elde edilen verim ve kalite dgelerinin
artirtlmas1 amaclanmaktadir. Ayn1 zamanda biyotik ve abiyotik stres faktdrlerine dayanikli

cesitlerin 1slah1 ve uygun yetistirme tekniklerinin gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Bugday; insan ve hayvanlar i¢in temel besin kaynagi olan, diinyada en ¢ok ekilen serin
iklim tahili olma 6zelligine sahip olan 6nemli bir bitkidir. Bugday ekonomik, stratejik ve
besin degeri Ozellikleri ile iizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmakta olan bitkilerden

biridir. (1)

Bugday bitkisinin evriminde rol alan ¢esitli kavuzlu yabani tiirler, ¢esitli stres faktorlerine
dayaniklilik gibi istlin 6zellikleri sebebiyle iyi bir genetik kaynak olusturmaktadir. Son

yillarda bugday bitkisinin yabani tiirlerinden yararlanma olanaklar1 arastiriimaktadir.

Tarimsal tiretimi olumsuz etkileyen en Onemli faktorlerden olan hastalik ve zararlilar
nedeniyle ortaya ¢ikan {irlin kayiplar yiiksek maliyetli kimyasal ilaglarla Onlenmeye
calisilmis, ancak kullanilan kimyasal maddelerin kalintilar1 gerek iirtinde, gerekse toprakta
uzun siire ayrigmadan kalabildiginden; insan, hayvan ve cevre sagligin1 onemli Ol¢iide

tehdit etmeye baslamistir. (2)

Tarimda yiiksek verim ve kalite artisinda, dayaniklilik 1slahinda klasik 1slah yontemlerinin
yani sira artik modern biyoteknolojik tekniklerden de yararlanilmaktadir. Giiniimiizde
verim artist saglamak icin klasik bitki 1slah1 programlarini tamamlayan ve destekleyen yeni
molekiiler ve biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
yontemlerin kullanilmasiyla; kisirlik, uyusmazlik, baglilik nedeniyle istenmeyen genlerin

gegisi, fazla zaman almasi gibi sorunlar ortadan kalkmaktadir. (3)



Biyoteknolojik yontemlerin, geleneksel yetistirme yOntemleriyle birlikte kullanilmasi ile
birgok bitkide, daha verimli ve kaliteli ¢esitler gelistirilmistir. (4) Bitkilere biyoteknolojik
yontemlerle yeni Ozellikler kazandirilmasinda, c¢ogaltilmasinda kullanilan laboratuvar
caligmalarinin ilk agsamasi bitki doku kiiltiirii uygulamalaridir. Doku kiiltiirti teknikleri
oncelikli olarak arastirma amaciyla yapilmakla birlikte; sonraki adimlarda basarili

cogaltma metotlar1 gelistirildikten sonra ticari tiretimde kullanilmaktadir. (5)

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayaniklilik genellikle birden fazla gen tarafindan
kontrol edilmektedir. Bu nedenle klasik yontemler bu genlerin belirlenmesinde yetersiz
kalmaktadir. Ancak bu alanda gerek ulusal gerekse 1slah kuruluslarinda, 6nemli miktarda
bitki gen bankalar1 olusturulmus ve klasik 1slah konusunda ©Onemli deneyimler
kazanilmigtir. Biyoteknolojik yontemlerle klasik 1slah yontemleri birlestirilerek, stres

faktorlerine dayanikli bitki 1slahina yeni bir boyut kazandirilmistir.

Hizla artan diinya niifusunun yeterli ve dengeli beslenme ihtiyacini karsilamak amaciyla,
biyoteknoloji ve genetik miihendisligi gibi modern teknolojiler tarimsal iiretimi artirma
sans1 saglamaktadir. Tiirkiye zengin gen kaynaklarina sahip bir iilkedir ve iilkemizin
mevcut gen kaynaklarinin biyoteknoloji ile birlikte dogru kullanimi tarimsal {iretimi

artirma konusunda basar1 saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Bugday Bitkisi ve Onemi

Diinyanin hemen hemen her yerinde yetistirilen bugday; hem diinyada hem de iilkemizde
en fazla iretilen tarim {rtiniidiir. Bu nedenle, diinyadaki bir¢ok tilkenin temel besin

kaynagini olusturur.

FAO (“Food and Agriculture Organization”- Gida ve Tarim Orgiitii) (2012) verilerine gore
bugdayin; diinyada yaklasik 216.6 milyon ha alanda ekimi, 674.8 milyon ton iiretimi ve
311.5 kg/da ortalama verimi bulunmaktadir. Ulkemizde ise yaklasik 7.5 milyon ha ekimi,
20.1 milyon ton tiretimi ve 266.9 kg/da verimi bulunmaktadir. Asya yaklasik 314.5 milyon
ton liretimi ile bugday tiretiminde en iist sirada yer alirken, Avrupa 195.3 milyon ton ile
Asya'y1 takip etmektedir. Amerika yaklasik 110.4 milyon ton bugday tiretimi ile 3. sirada
yer almaktadir .(6)

Cizelge 2.1. 2012 Yili Kitalar Bakimindan Bugdayin Ekilis Uretim ve Verim Degerleri (7)

Kitalar Ekilis (1000 ha) Uretim (1000 ton) | Verim (kg/da)
Afrika 10,127,6 24,073,5 237,7
Amerika 36,676,7 110,470,2 301,2
Asya 101,861,3 314,565,1 308,8
Avrupa 54,016,1 195,381,8 361,7
Okyanusya 13,956,9 30,393,6 2177
Diinya 216,638,7 674,884,3 311,5

Bugday; un ve yem sanayisinde kullanilmakta olup, insan ve hayvan i¢in ¢ok dnemli bir
besin kaynagidir. Makarna, ekmek, bulgur, irmik, biskiivi gibi gidalarin ana maddesini
olusturmaktadir. Bugdayin hasatindan sonra geriye kalan saplar1 ve kepegi hayvanlar i¢in
de yararli bir yem kaynagi olusturmaktadir. Ancak yetistirildigi toprak ve iklim kosullarina
gore besin degeri ve kalitesi farklilik gostermektedir. Dolayisiyla yetistirilme kosullar

bugdayin kullanim alanlarini etkilemektedir.



Bugdayin tiiketimi gelismis iilkelerde az olmasina karsin, Tirkiye gibi kisi basina gelir
diizeyi yiiksek olmayan iilkelerde ekmege dolayisi ile bugdaya dayali beslenme oldukca
fazladir. Ulkelerin insan beslenmesinde bugdaya olan bagliligi, bulunduklar1 cografi
konuma gore degismektedir. Baz1 iilkelerde, giinliik kalorinin %30’dan fazlasin1 bugday
karsilarken; bazi iilkelerde bu oran %20’nin altina inebilmektedir. Bu deger Tiirkiye’de

%60 oranina ulagmaktadir. (8)

Bugday tanesi esas olarak; kabuk, embriyo ve endosperm olmak iizere 3 kisma
ayrilmaktadir. Kabuk tanenin %12'sini olustururken, embriyo %3'"linii, endosperm ise
yaklasik %85'ini olusturmaktadir. Tahil danesinde kabuk; meyve kabugu (pericarp), tohum
kabugu (testa) ve hialin (nucellar) katlarindan olusur. Tahillarda tohum (testa) ile meyve

kabugunun (perikarp) yapisik olmasina karyopsis denir (Sekil 2.1).

ENDOSPERM

Sekil 2.1. Bugday tanesinin yapist (9)

Bir bugday tanesi igeriginde ortalama; %70 karbonhidrat, %12 protein, %2 yag, %?2.2
seliiloz, %1.8 kiil (madensel maddeler) ve %12 su bulundurmaktadir. Bu oranlar bugdayin
yetistirildigi yerlere gore degiskenlik gostermektedir. Bunlara ek olarak, bugdayin igerdigi
protein miktar1 da kullanim alanlarini etkilemektedir. Ornegin; protein miktar1 %14-17
(¢ok yiiksek) olan bugdaylar temel gluten kaynaklarinda kullanilirken, %11-14 protein
iceren bugdaylar mayali ekmek yapiminda, %10-12 (orta seviye) proteine sahip olanlar
yufka ekmek yapiminda ve diisiik oranda proteine sahip olanlar biskiivi, kraker, kek ve
pasta yapiminda kullanilmaktadir. (10) Bugday proteininin % 80’ini gliadin ve glutenin

olusturmaktadir. Bunlarin yaninda bugday tanesi; tiyamin (0.52 mg/100 g), riboflavin (0.12
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mg/100 g), niyasin (4.3 mg/100 g) ve diger aminoasitleri bulundurmasinin yaninda 330
kalori/100 g icermektedir.

Insan gidas1 olarak kullanilan un, bugdaym endosperminden elde edilmektedir. Kabuk ve
embriyo kismi kepekte kalmaktadir. Ancak embriyo kismi bazen kepekten ayrilmaktadir.
Kepek basta yem sektoriinde olmak iizere ¢esitli amaglarla, embriyo ise gida olarak veya

bugday yagi elde edilmesinde kullanilmaktadir.

2.1.1. Bugday Yetistiriciligi

Bugday bitkisi serin iklim tahili olup, kisa olduk¢a dayaniklidir. Yetisme doneminin ilk
evrelerinde bol nemli hava ve diisiik sicakliga gereksinim duymaktadir. Cimlenme ve
kardeslenme sirasinda sicakhigin  5-10°C, nisbi nemin ise %60 civarinda olmasi
gerekmektedir. Yillik yagis istegi 350-1150 mm arasindadir. Ancak kaliteli ve bol iiriin,
yillik yagisin 500-600 mm oldugu yerlerden ya da bu nemi saglayabilecek sulamanin
yapildigi yerlerden alinabilmektedir. (11)

Bugday bitkisinin toprak cesitliligi konusunda genis bir adaptasyon yetenegi mevcuttur.
Toprak konusunda g¢ok segici degildir. Genellikle yiiksek verim derin, killi, tli-Killi,
yeterli miktarda fosfor ve kire¢ bulunduran, humusca zengin topraklardan alinmaktadir.
Besin maddesi yoniinden fakir topraklarda kaplica cesitleri, orta sartlarda ekmeklik

cesitleri, en iyi sartlarda da makarnalik ¢esitleri ekmek daha uygun goriilmektedir. (12)

2.1.2. Bugdayimn Taksonomisi ve Evrimi

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Sinif: Liliopsida
Takim: Poales
Familya: Poaceae

Alt familya: Poacideae
Oymak: Triticeae

Cins: Triticum



Bugdaylar kromozom sayilarina gore 3 farkli sinifa ayrilmaktadir:
1. Diploid bugdaylar (2n=14)

2. Tetraploid bugdaylar (2n=28)

3. Hekzaploid bugdaylar (2n=42)

Cizelge 2.2. Kromozom sayilarina gore bugday tiirleri ve genomlari (13)

Ploidi seviyesi Tiir Genom
Diploid Triticum monococcum L. subsp. aegilopoides A"
Diploid Triticum urartu A
Diploid Triticum monococcum L. subsp. monococcum A"
Tetraploid Triticum turgidum L. subsp. dicoccoides BA"
Tetraploid Triticum turgidum L.subsp. dicoccum BA"
Tetraploid Triticum ispahanicum BA"
Tetraploid Triticum turgidum L. subsp. paleocolchicum BA"
Tetraploid Triticum turgidum L. subsp. durum BA"
Tetraploid Triticumturgidum L. subsp. turgidum BA"
Tetraploid Triticum turgidum L. subsp. polonicum BA"
Tetraploid Triticum turgidum L. subsp. turanicum BA"
Tetraploid Triticum turgidum L. subsp. carthlicum BA"
Tetraploid Triticum timopheevii Zhuk. subsp. armeniacum GA™
Tetraploid Triticum timopheevii Zhuk. subsp. timopheevii GA™
Hekzaploid Triticumaestivum L. subsp. spelta BA'D
Hekzaploid Triticum aestivum L. subsp. macha BA'D
Hekzaploid Triticum vavilovii BA"'D
Hekzaploid Triticum aestivum L. subsp. aestivum BA'D
Hekzaploid Triticum aestivum L.subsp. compactum BA'D
Hekzaploid Triticum aestivum L. subsp. sphaerococcum BA'D




Diploid tiirlerin
atalar1

BB ? (Aegilops)

DD (Ae.
tauschii)

AA (Triticum
urartu)

A"A™ (Triticum
monococcum sp.
boeticum)

AABB (T.
turgidum ssp.
dicoccoides)

A™A™ (Triticum AABB (T.

monococcum ssp. turgidum ssp.

monococcum) dicococcum)
v

l

AABBDD (T.
aestivum )

AABBDD (T.
AABB (T. aestivum ssp.
turgidum ssp. spelta)
durum)

Sekil 2.2. Bugdaym evrimi (14)



Triticum cinsinde, cesitli poliploidlerin olusumu yaklasik olarak 10.000 yil O6nce
baslamistir. Bugday tiirlerinin temel kromozom sayisinin n=1x=7 oldugu 1900'lerin
baslarindan beri bilinmektedir. Kiiltiirii yapilan bugdaylarin diploid (2n=2x=14, AA),
tetraploid (2n=4x=28, AABB ya da AAGG) ve hekzaploid (2n=6x=42, AABBDD)
formlar1 mevcuttur. (15) Diploid genomlar (A, B ve D) birbirleriyle evrimsel olarak

iligkilidir ve dogada homolog olarak bulunmaktadir.

A genomumun kokeniyle ilgili yapilmis olan sitogenetik caligmalar sonucunda iki farkli
goriis ortaya konulmustur. Ilk baslarda yapilan calismalarda A genomunun, Triticum
monococcum'dan kdken aldig1 savunulmustur. Ancak son olarak A genomunun dondriiniin
Triticum urartu oldugu anlasilmistir. (16) Pathak (1939) yaptigi c¢alismaya goére D
genomunun dondriiniin Aegilops squarossa oldugunu 6ne siirmiis, daha sonra dogrulugu

(17) Kihara (1944) tarafindan desteklenmistir.

Tetraploid bugdaylarda bulunan B ve D genomlar1 ¢ok fazla sapmaya ve poliploidlesmeye
ugramistir. Ikisinin de atas1 S genomu olup, ikisi de bu genomdan modifiye olmustur. S
genomu Aegilops speltoides'ten koken almaktadir. (18) Sitoplazmik analizler; Aegilops
speltoides'in sadece tetraploidlerin ana donérii olmadigini, ayni zamanda hekzaploid

bugdaylarin da dondrii oldugunu géstermistir. (19)

2.1.3. Kavuzlu Bugday Tiirlerinden Triticum monococcum ve Triticum dicococcum’un
Ozellikleri

Gilinlimiizde kiiltiire alman bugday cesitleri; harman sekline bagli olarak iki smifa
ayrilmaktadir. Kaplica, gernik ve spelt gibi daha ilkel bugday formlar1 kavuzlu tanelere
sahiptir. Bu tiirlerin taneleri serttir ve basakg¢iklari kavuzla kaplhidir. Buna karsin ekmeklik,
makarnalik ve topbas gibi bugday formlar1 ¢iplak tanelidir. Harman sonucunda c¢iplak

taneler elde edilmektedir.

Ik kiiltiire alman bugdaylardan biri olan kaplica bugday: (Triticum monococcum L.)
Neolitik Cag'da Tirkiye'nin giineydogusunda ortaya ¢ikmistir. (20) Bu bolgeden Orta
Dogu, Balkanlar, Kafkasya Bolgesi, Tirkmenistan, Orta Avrupa, Akdeniz ve Kuzey
Afrika'ya yayilmistir ve bu bolgelerde tarimin gelismesinde biiylik bir rol oynamistir.

Ancak giinlimiizde, kaplica bugday1r Tiirkiye, Fas, Kafkasya ve Avrupa'da daglik
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bolgelerde yoresel olarak yetistirilmektedir. Besleyici degerinin yiiksek olmasi, hastalik ve
zararlilara kars1 direngli olmasi, organik tarima uygun olmasi nedeniyle son yillarda bu
tire ilgi artmistir. Gernik bugdayr (Triticum dicoccum Schubl.) da 1slah ¢alismalari igin
degerli bir gen kaynagidir. Kavuzlu olmasi, diisiik verime sahip olmasi, az biliniyor olmasi

ve melezlenebilirliginin diisiik olmasi bu tiirlin kullanimin1 kisitlamaktadir.

Kaplica bugdayr (Triticum monococcum L.) ve gernik bugdayr (Triticum dicoccum
Schubl.) gibi yabani bugdaylarda, yerel adi kavil olan kavuzlar mevcuttur. Bu kavuzlar
sayesinde tohumlar ekimden sonra bocek zararina karsi korunmaktadir. Kavuzlar harman
sirasinda tohumlardan ayrilmamaktadir. Bu tiirler zayif ve kurak topraklarda iiriin verme
yetenegine sahiptir. Ayrica fakir topraklarda rekabet giicii yiiksektir. Hastaliklara karst
diger kiiltiir bugdaylarina gére ¢ok daha direngli olup, giibre istekleri azdir.

Bunlarin yanisira, yapilan aragtirmalarda Triticum monococcum L. ve Triticum dicoccum
Schubl. gibi yabani bugday tiirlerinin tane igeriklerinin de zengin oldugu ortaya
konulmustur. Ornegin; kaplica bugdaymin, yapilan galismalarda yiiksek yag icerigine ve
ekmeklik bugdaya gore daha fazla sar1 lutein oranma sahip oldugu ortaya konmustur.
Ayrica tam tahil tiiketimiyle iligkili saglik yararlar1 ve disiik glisemik indekse sahip
olmasinin yaninda, fonksiyonel gida olarak da protein, fenolikler, tokoferoller ve
karotenoidler agisindan diger bugday tiirlerine gére daha zengin bir yapida oldugu tespit

edilmistir.

Kaplica bugdayr (Triticum monococcum L.) en eski bugday tiirii olarak bilinmektedir.
Sadece 2 takim kromozom igermesi nedeniyle “diploid” olarak smiflandiriimaktadir.
Modern bugday tiirleri uzun yillar igerisinde gergeklesen hibritlesme olaylar1 sebebiyle, 6
set kromozom igerdikleri i¢in “hekzaploid” olarak adlandirilmaktadir. Kaplica bugdayinin
c¢ikis yeri Firat ve Dicle nehirlerini i¢ine alan bereketli hilal bolgesinin iist kisminda kalan
bolgedir. Bu bolgeden Yakin Dogu, Transkatkasya, Akdeniz, Gilineybati Avrupa ve
Balkanlara kadar yayilmistir. Diinyada kiiltirii yapilan ilk tahillardan birisidir. Triticum
monococcum L.'un (kaplica bugday1) kokeni Tirkiye'nin daglik bolgerinde olup, yabani
progenitorii  olan Triticum boeoticum Boiss. hala bu bdlgelerde kendiliginden

yetismektedir. (21)



Euphrate

Nile Persian

Sekil 2 3. Triticum boeoticum'un gen merkezleri (22)

Triticum monococcum L.'un antosiyanin igeren koleoptilleri mevcuttur. Kardeslenme
fazladir. Kardeslenmede yari dik pozisyon gosterir ve basaklanmayla birlikte dik bir
pozisyon alip, olgunlagmaya kadar bu durumunu korur. 60-30 cm arasinda boylanabilme
Ozelligine sahiptir. Esnek bir govdeye sahiptir ve yatmaya dayaniklidir. Yapraklar ortalama
18 cm uzunlugunda olup, dar ve kisa dislidir. Kulakeilar acik yesil renktedir. Basak
uzunlugu 6-12 cm arasindadir. Basaklar yanlardan basik, dar ve siktir. Her basak ortalama
20-30 basakc¢ik bulundurur. Basaklarda 1 adet ¢icek bulunur. Kilgiklar sert ve uzundur.

Anterler 5-6 mm uzunlugundadir. Tohumlar diiz, ince, camsi ve kiigiiktiir (15-35 mg). (23)

Tarmmi ¢ok eski ¢aglara dayanan kaplica bugdayi besleyicilik agisindan oldukga degerlidir.
Lif agisindan zengin degildir. Ancak gii¢lii bir antioksidandir ve beta karoten lutein
acisindan zengindir. Hatta kaplica bugday1 lutein acisindan en degerli bugday tiirii olma
ozelligini tagimaktadir. Kiiltlir gesitleriyle kiyaslandiginda; protein, ham yag, fosfor ve

potasyum agisindan oldukga iistiindiir. E vitamini kaynagidir.

Farkl1 aragtiricilar tarafindan yapilan morfolojik analizlerde kaplica bugdayinin biotik ve
abiyotik stres kosullarina dayanikli oldugu ve bunlarin bugday 1slahinda kullanilabilecegi

ifade edilmistir. (24-26) Triticum monococcum L. hem makarnalik hem de ekmeklik
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bugdayin yapisinda bulunan A genomunu tasimaktadir. Bundan dolayr makarnalik ve
ekmeklik bugday 1slahinda genetik c¢esitliligi artiracak yeni bir gen kaynagi olarak
goriilmektedir. (27)

Gernik bugday1 (T. dicoccum Schubl.); yabani bugday tiirii olan Triticum dicoccoides'den
tiiremis olan ve kiiltiire alinan ilk bugday tiirlerinden biridir. 4 set kromozom igerir yani
“tetraploid” bugday grubuna girmektedir. Yazlik ve kislik olarak yetistirilebilinen kaplica
bugdayina gore daha genis bir iklim araligina, 6zellikle de 1liman iklimlere adaptedir. M.O.
4000-1000 yillar1 arasinda Yakin ve Uzak Dogu Bolgeleri, Avrupa ve Kuzey Afrika
Bolgesi'nde en ¢ok yetistirilen bugday cesidi olmakla beraber, giiniimiizde Hindistan,

Etiyopya ve Italya'da yetistirilen dnemli bir tarla bitkisidir. (28)

Organik tarima uygunluguyla dikkat ¢ekmekte olan T. dicoccum Schubl.; yetistiricilik
maliyetinin az olmasi, yabanci otlarla olan rekabet giicii, marjinal alanlara uyum yetenegi
ve insan beslenmesi agisindan potansiyeli sayesinde arastirmacilarin dikkatini ¢ekmeyi
basarmistir. Ayn1 zamanda nisasta, lif ve antioksidanlar agisindan da zengindir. En 6nemli
Ozelliklerinden bir tanesi de igerdigi diisiik gluten miktaridir. Bu o&zelligiyle ¢olyak

hastalar1 a¢isindan 6nemli bir besin kaynagidir.
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Sekil 2.4. Triticum dicoccoides'in gen merkezleri (29)
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Triticum dicoccum soguga dayanim Ozelligi yiiksektir ve glinlimiizde Kuzey Anadolu'da
Ozellikle Kars ve ¢evresinde tarimi yapilmaktadir. Triticum monococcum’un ise

Kastamonu ili ve ¢evresinde yetistiriciligi devam etmektedir.

(30) Peng vd (2000) Triticum dicoccum’un yabani progenitérii olan Triticum
dicoccoides’in  molekiiler haritalamas1 ¢alismasim1  AFLP  yontemini kullanarak

yapmuslardir.

Triticum monococcum ve Triticum dicoccum’dan kiiltiir bugdaylarina; sar1 pasa,yaprak
pasina, tahil kist nematoduna, kiillemeye dayaniklilik geni aktarma gibi bir¢ok caligsma

yapilmistir.(31-33)

Gliniimiizde verim artis1 saglamak icin klasik bitki 1slah1 programlarini tamamlayan ve
destekleyen yeni molekiiler ve biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi alternatif olarak
ortaya c¢ikmistir. Bu yontemlerin kullanilmasiyla izole edilmis bir genin dogrudan
aktarilmasi s6z konusu oldugundan, dncelikle farkli tiirler ve cinsler aras1 gen aktariminda
melezleme zorunlulugu ortadan kaldirilmakta; klasik 1slahta yabani gen kaynaklarindan
yararlanmada en Onemli engel olan dogal izolasyon, bir baska deyisle, kisirlik ve

uyusmazlik sorunu da ¢oziilmektedir. (3)

2.2. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki 1slahgilarinin amaci yiliksek verimli, kaliteli ve ¢esitli stres faktorlerine dayanikli yeni
cesitler gelistirmektir. Klasik bitki 1slaht programlar: artik tek basma yeterli olmamakta,
ve bu programlart destekleyen ve hizlandiran biyoteknolojik yontemlerden yararlanma
yoluna gitmektedirler. Biyoteknolojinin sinirlart ¢ok genis olup degisik uygulama
alanlarin1 i¢ine almaktadir. Bu uygulama alanlarindan bir tanesi de doku kiiltiirii

uygulamalaridir.
Bitki doku kiiltiirti; aseptik kosullarda, yapay bir besin ortaminda biitiin bir bitki, hiicre,

doku ya da organ gibi bitki kisimlarindan (eksplant), kontrollii ¢evre kosullarinda yeni

doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin iiretilmesidir.
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Bitki doku kiiltlirli; yeni gesit gelistirmeyi veya mevcut gesitlerde genetik degisiklik
meydana getirmeyi, bitkileri klonal olarak hizli ¢ogaltmayi, patojenlerden arinmis bitki
eldesini, haploid bitki {iretimini, bitkisel gen kaynaklarinin muhafazasini, sekonder
metabolitlerin iiretimini amaglamaktadir. Bitkilere yeni 06zellik kazandirilmasinda,
cogaltimasinda kullanilan laboratuar ¢aligmalarinin ilk asamasi bitki doku kiiltiirii

uygulamalaridir.

Doku kiiltiirii ¢alismalari hiicresel teorilerin ortaya atilmasiyla baslamistir. Bu teorilere

gore; bitki hiicreleri kendi kendine ¢cogalabilme ve totipotent 6zellige sahiptir. (34)

(35) Haberlandt (1902) tarafindan ilk aseptik kiiltiir denemesi gerceklestirilmistir. Ik kok
kiiltirii White (1934) tarafindan domates bitkisinde denenmistir. (36) Bu gelismeleri takip

eden calismalarda bu yontemler gelistirilmis ve gliniimiize kadar gelmistir.

1970’11 yillarin sonlarindan itibaren, bitki doku kiiltiirii teknolojisi tarima ve endiistriye

onemli katkilarda bulunmaya baglamistir. (37)

Hiicrelerin manipiilasyonu igin birgok teknik vardir. Bunlar kallus, protoplast, siispansiyon

kiiltiirli, anter ve ovum kiiltiirli, somatik embriyo ve meristem kiiltiirleridir.

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem veya embriyo gibi cesitli parcalarindan yani
eksplantlarindan yeni bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir.
Tahillardaki genetik miihendisligi caligmalar1 bitki rejenerasyon sisteminden ge¢cmektedir.

Basarili bitki rejenerasyonu, basarili bir doku kiiltiirii calismasina baglidir.

Ekonomik oOneme sahip olan bitkilerde etkili bir rejenerasyon sistemi; genetik
miihendisligi, 1slah ve genomik c¢alismalarin temelini olusturmaktadir. (38) Liihrs ve Lorz
(1989), in vitro kosullar altinda yiiriitiilen bitki rejenerasyonu ¢alismalarinda, tahillarin ¢ok
hiicreli eksplantlariyla basartya ulasildigi ve bu sayede tahillara alternatif gen aktarim

yontemlerinin uygulanabilecegini ifade etmistir.

Bugday bitkisinde rejenerasyon organogenez ve embriyogenez yoluyla ¢ok ¢esitli eksplant

kaynaklarinda elde edilebilmektedir. Bu eksplant kaynaklart olgunlagmamis embriyo, (39—

13



44) olgun embriyo, (45-48) olgunlasmamis yaprak, (49,50) olgunlasmamis ¢igek, (51) kok
ucu (52) ve anterlerdir (53-55).

Gliniimiizde en ¢ok kullanilan besiyeri MS besiyeridir. (56) Murashige ve Skoog (1962)
tarafindan gelistirilen, bitkilerin ihtiya¢c duydugu tiim besin maddelerini uygun dozda
iceren bir besiyeridir. Arastiricilar bu besiyerini kendilerine gore modifiye ederek yaklagik

50 yildir kullanmaktadirlar.

Bitki doku kiiltiiriniin basaris1 genellikle besin ortamina eklenen hormonlara ya da bitki

biiyiime diizenleyicilerine ve diger aktif maddelere baghdir. (57)

Bugdayda, genetik miihendisligi tekniklerinden yararlanilarak gen aktarmada 6nemli bir
adim olan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu g¢aligmalarinda basarinin biiyiik 6lgiide

genotipe bagli oldugu bilinmektedir. (3)

Sinnott (1960) yara dokularinda yaptig1 gozlemlerde kallus olusumu goézlendigini ifade
etmistir. (58)

Tahillarda genellikle embriyo kiiltiirii ve kallus kiiltiirli kullanilmaktadir. Yiiksek bitkilerin
tohumlarindan ve tohum taslaklarindan embriyolarin izole edilerek belli ortamlarda kiiltiire
alinmas1 embriyo kiiltiirii olarak tanimlanmaktadir. Olgunlasmis ve olgunlasmamis
embriyo kiiltiirii olmak tizere 2 tip embriyo Kkiiltiirii vardir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda, bitki rejenerasyonu i¢in olgunlagmamis embriyodan olusturulmus kalluslarin,
diger eksplant dokularindan olusan kalluslardan daha yiliksek verime sahip oldugu
anlagilmigtir. (59) Olgunlagsmamis embriyolarin eksplant kaynagi olarak kullanabilmeleri
icin donér bitkinin belli donemlerde eksplant kaynagi temin etmesi ve kislik g¢esitlerde
vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi i¢in seralara ve kontrollii kosullara gereksinim
duyulmaktadir. Olgunlasmis embriyolar yilin belirli zamanlarina bagli kalinmadan
saglanabildiginden, kiiltire alinmasi daha kolay oldugundan ve bol miktarda

saglanabildiginden dolay1 olgunlasmamis embriyolara gére daha avantajlhidir. (48)

Embriyo kiiltiir teknigi ilk defa 1904 yilinda Hanning tarafindan kullanilmis olup, bu
caligmada Raphanus ve Cochlearia’nin tohumundan izole edilen olgun embriyolar mineral

tuz ve seker igeren besi ortamda kiiltiire almis ve bunlardan bitkicikler elde edilmistir. (60)
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Embriyo kiiltiirii bitkilerde farkli amaglarla kullanilan bir tekniktir. Tohum disinda
embriyonun gelisiminin incelenmesi, yasama yetenegine sahip olmayan embriyolari
kurtarma ve haploid bitki gelistirme gibi amaglar i¢in kullanilabilir. Bu teknik, 6zellikle
genetik tabani daralmuis, tiir i¢cindeki varyasyonun azalmis oldugu durumlarda mevcut gen
havuzunu genisletmek ve arzu edilen gesitlere istenen 6zellikleri aktarmada etkin olarak
kullanilabilecek bir tekniktir. Embriyo kiiltiirii sayesinde 1slah ¢alismalarinda klasik
metotlarla basar1 saglanamadigi durumlarda basar1 saglanabilmekte, daha kisa siirede daha

etkin sonuglar alinabilmektedir. (61)

(59) Ozgen vd (1996), 7 kishik bugday genotipinde (Cakmak-79, Kirmiz1 5132, Bursa
7113, Kunduru 414/44, Berkmen 469, T-104, T-105) olgun ve olgunlasmamis embriyo
kiiltiirlerinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunu incelemislerdir. Bu ¢alismada,
olgunlagmamis embriyolardan kallus olusumu saglanmasinda, kendi gelistirdikleri embriyo
gevsetme (endosperm destekli embriyo kiiltlirli) yOntemiyle basarili bir sonuca
ulasmiglardir. Kallus olusumu ile rejenerasyon kapasitesi arasinda bir korelasyon
gozlenmemistir. Olgunlasmis embriyolarin diisiik kallus olusumuna, yiliksek rejenerasyon
kapasitesine sahip olduklar1 bildirilmistir. Hizli, giivenilir ve yilin her zamani
bulunabilmeleri 6zelligiyle olgun embriyo kiiltiiriiniin, olgunlasmamis embriyo kiiltiirii i¢in

alternatif bir yontem oldugu ifade edilmistir.

(62) Tuberosa vd (1998), 8 ekmeklik bugday gesidini olgunlasmamis embriyo kiiltiiriine
almistir. Embriyolarin besin ortamina kalkanciklar1 yukar1 gelecek sekilde yerlestirilmesi
gerektigini, kalkanciklarin besin ortamina temas: halinde kallus olusturabildiklerini
belirtmislerdir. Arastirmacilar kallus olusumunun 10-14. gilinde basladigin1 rapor

etmislerdir.

Kallus kiiltlirii ise; hiicrelerin yara aldigi zaman olusturduklar1 hiicre yigininin yani
kalluslarin kiiltiire alinmasidir. Besiyerinde bulunan oksin ve sitokininler yardimiyla

kalluslar gelismekte, organogeneze dnciiliilk etmektedirler.

Kallus kiiltiiriinde karsilasilan sorunlardan en onemlisi hiicre popiilasyonunda meydana
gelen genetik diizeydeki degisimlerdir. Kiiltiir sirasinda ortaya ¢ikan fenotipik

varyasyonlar gelisimsel ya da genetik bir temele sahip olabilir. Eger genetik bir temele
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sahip olan degisim mevcut ise, poliploidiye neden olan kromozomal anomalileri s6z
konusu olabilmektedir. (63)

Embriyo kiiltiiri yontemleriyle, etkili ve tekrarlanabilen kallus Kkiiltiirleri ile bitki
rejenerasyon sistemleri olusturulabilmektedir. Boylece kiiltiire alinan bitki hiicrelerine ya
da dokularina bakteriler (Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes,...vb.) araciligiyla ya
da partikiil bombardimani ile gen aktarimi yapilabilmekte, daha sonra gen aktarilmis bitki
kisimlar1 uygun besin ortaminda olgun bitki haline getirilerek, aktarilan geni tasiyan
transgenik bitkiler elde edilebilmektedir. Yine, doku kiiltiirii sirasinda olusan kalluslardan
farklilagan bitkiler arasinda goriilen somaklonal varyasyondan 1slah programlarinda
yararlanilabilmektedir. Ayrica, in vitro ortamda kimyasal ve fiziksel mutagen uygulamalari
ile hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere, tuza, diisiikk sicakliga ve kurakliga toleransh

veya dayanikli mutant hiicre se¢imleri yapilabilmektedir. (64)

Doku kiiltiirii uygulamalarinda, bir besiyeri; inorganik tuzlar, bitki biiyiime diizenleyicileri
(oksin, sitokinin, giberellinler), vitaminler (tiamin, niasin, piridoksin), amino asit ve
amidler (L-aspartik asit, L-asparjin, L-glutamk asit, L-glutamin, L-arjinin), kompleks
organik tamamlayicilar (pepton, maya Oziitii, malt Oziitii, hindistan cevizi siitii), karbon
kaynaklar1 (D-glikoz, D-fruktoz), ozmotik kaynaklar (mannitol, sorbitol), su ve katilastirici

ajanlardan (agar) olusmaktadir.

Kiiltiire alinan bitki dokularinin gelismesinde bazi bitki biiylime diizenleyicileri ya da
hormonlara gereksinim duyulmaktadir. En 6nemli bitki bilyiime diizenleyicileri oksinler,
sitokininler ve giberellinlerdir. Kiiltiir ortamina belli oranlarda eklenen sitokinin ve oksin

organ olusumunu hizlandirmaktadir.

Oksinler, hiicre gelisimini ve biiylimesini tesvik ederek, hiicresel diizeyde biiylimeyi
saglamaktadirlar. Ayn1 zamanda koklendirme ve yan siirglinlerin gelismesinde de rol
oynamaktadirlar. Bitki doku kiiltlirii uygulamalarinda, kallus uyarimini, somatik embriyo
olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu desteklemektedir. Bunlara ek olarak siirglin
koklendirmede de kullanilmaktadir. Baz1 sentetik oksinler yabanci bitkilere karsi herbisit

olarak kullanilmaktadirlar.
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Bitkilerde dogal olarak bulunan oksinler; fenilasetik asit (PAA), indolasetik asit (IAA), 4-
Kloro-indolasetik asit (4-CPA) ve indol-3-biitirik asittir (IBA). Sentetik oksinler yani bitki
biiyiime diizenleyicileri ise 1-naftalinasetik asit (NAA) ve 2,4-diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D), 4-amino-3,5,6-trikoropikolinik asit (picloram), 2,4,5-triklorofenoksiasetik asit
(2,4,5-T) ve 2-2,4,5-triklorofenoksi propiyonik asit (2,4,5-TP)’den olusmaktadir. (65)

Sitokininler, hiicre ve siirgiin boliinmesini tesvik etmektedirler. Kinetin, zeatin ve BAP
(benzilaminopiirin) en yaygin kullanilan sitokininlerdir. Ayrica thidiazuron (TDZ) ve
bakteri kokenli 6-y,y-dimetilalilamino piirin (2iP) de sitokininler grubunda yer almaktadir.
Sitokininler, kok ucu meristeminde ve geng¢ yapraklarda {iretilmekte olup, antioksidan

etkiye yani yaglanmay1 gecikitirici etkiye sahiptir.

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda sentetik oksinler 2,4-D (kallus olusumu ve silispansiyon
kiiltiirleri icin) ve NAA’den (organogenesis icin) yararlanilmaktadir. Bunlarin disinda
dicamba (3,6-dikloro-o-anisik asit) ve picloram (4-amino-3,5,6-trikoropikolinik asit)
genellikle embriyogenik  dokularin  olusumunda ve siispansiyon kiiltiirlerinin

stirdiiriilmesinde etkilidir. (66,67)

2,4-D beyaz sar1 kristal toz halinde bulunan, genis yaprakli yabanc bitkilerle miicadelede
kullanilan, genellikle ticari olarak sivi formiilasyonda satilan bir herbisittir (ot 6ldiiriicii).
2,4-D, Amerika Kimyasal Kozmetik Anonim Sirketi tarafindan 1940’larin ortalarinda
gelistirilmis organik bir kimyasal olup, ana bilesimi asittir. (68) 1500’lin iizerinde ticari
herbisit {liriinliniin ana malzemesidir. Doku kiiltiirli ¢alismalarinda hiicre gelisimi, hiicre
boliinmesi ve koklendirme amaciyla kullanilmaktadir.(69) Agik formiiliic CgHgCl,Os3,
molekiiler agirhig 221,04 gr Mol’l, erime noktas1 140,5°C, kaynama noktas1 160°C (0,4
mm Hg), su icerisindeki ¢dziiniirliigii 25°C°de 900 mg/T dir.

Ziral miicadele yontemleri icinde yabanci otlarla miicadelede ¢ok yaygin olarak kullanilan
2,4-D herbisitinin yiiksek dozlarda kullaniminin, rejeneratif bitkilerin kromozom

yapilarinda ya da sayinlarinda 6nemli degisikliklere neden oldugu bilinmektedir. (70,71)

Doku Kkiiltiirii uygulamalarinda 2,4-D’nin hiicre ¢ogalmasint ve kallus olusumunu

hizlandirdig1, ancak kallustan bitki olusumu i¢in 2,4-D’nin ortamdan uzaklastirilmasi
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gerektigi bir¢ok arastirici tarafindan kaydedilmistir. (72—74) 2,4-D’nin kullanimi diisiik
konsantrasyonlarda olmaktadir. 5 mg/l 2,4-D konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlarin  bitkiye uygulanmasi sonucunda, kromozomal mutasyonlar ve

kromozomal sapmalarin olusabildigi belirtilmistir. (75)

(76) O’Hara ve Street (1978); bugdayda olgun embriyo kiiltiirii calismasinda bitki biiylime
diizenleyicisi olarak 1 mg/l 2,4-D kullanmistir. Kallus veriminin kullanilan ¢esitlere bagl

oldugunu ve kallus olusumu i¢in oksinlerin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

(77) Ozias-Akins ve Vasil (1982) ekmeklik bugdayda yaptiklari olgunlasmamis embriyo
kiiltiirtinde, 1-8 mg/l arasindaki 2,4-D konsantrasyonlarini karsilagtirmislardir. En 1iyi

kallus olusumu ve ¢imlenme oranlar1 2 mg/l 2,4-D konsantrasyonunda goriilmiistiir.

(78) Sears ve Deckard (1982), 39 farkli kislik bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyo
kiiltiirline alarak, kallus olusumunu, rejenerasyon kabiliyetlerini ve doku kiiltiirii
calismalarindaki potansiyellerini arastirmislardir. Olgunlasmamis embriyolar 1 mg/1 2,4-D
iceren MS ortaminda kallus olusumu i¢in kiiltiire alindiktan sonra, olusan kalluslar
hormonsuz MS ortamma aktarilmistir. 18 bugday genotipi rejenerasyon kabiliyeti
gosterirken, 5 genotipin 240 giin sonra totipotensi yeteneginin kayboldugu gézlenmistir.
Arasgtirma sonucunda, kallus olusumunun ve gelisiminin, totipotensinin ve rejenerasyon

[Ron

kabiliyetinin genotipe bagli olarak degistigi belirlenmistir.

(79) Ozias-Akins ve Vasil (1983), farkli dozlardaki 2,4-D’nin(0, 0.4, 1.0, 4.0, 8.0 mg/l)
Gamborg B5 ortamindaki kallus gelisimi iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Doz arttik¢a
kallus agirliginin ve hiicre boliinmesinin arttigini, ancak 2 mg/l ve daha yiiksek dozlarda
diizensiz biliyiime gézlemlediklerini, 2 mg/l 2,4-D’nin kallus olusumu igin optimum doz
oldugunu belirtmislerdir. Bunlara ek olarak aceto-carmine boyama yontemi kullanilmis ve
preparatlardaki kromozom sayilarinda herhangi bir degisiklik meydana gelmedigini

(2n=6x=42) bildirmislerdir.
(45) Zhou ve Lee (1983), 2,4-D ve 12 farkli oksinin “Frederick” ve “Chinese Spring”

bugday cesitlerinde kallus olusumuna olan etkisini karsilagtirmiglardir. Genotipler arasinda

kallus olugturma bakimindan degisiklikler gozlenmistir. “Chinese Spring” ¢esidinde 2,4-D
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ve dicambanin picloramdan daha iistiin oldugunu, ancak “Frederick” ¢esidinde dicamba ve

picloramin kallus gelisiminde 2,4-D ile ayni sonuglar verdigini bildirmislerdir.

(80) Redway vd (1990), 8 bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarini, anterlerini ve
yapraklarini embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 12 farkli  ortamda kiiltiire
almiglardir. Anterler ve yapraklardan elde edilen kallus orani oldukga diisiik gbzlenirken,
olgunlagsmamis embriyolardan c¢ok yiiksek oranda kallus elde etmislerdir. En fazla
embriyogenik kallus olusumu 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda goriilmistiir.
Rejenerasyon i¢in MS+ 1 mg/l IAA+ 1 mg/1 zeatin igeren ortam kullanilmistir. En az bitki
rejenerasyonu anterlerden elde edilen kalluslarda gdzlenmistir. Kalluslarin yaklasik bes

ayin sonunda rejenerasyon kapasitesini kaybettikleri kaydedilmistir.

(80) Vasil vd (1990), bugdayin olgunlasmamis embriyolarini dncelikle 2 mg/l 2,4-D igeren
MS ortaminda kiiltiire almis olup, daha sonra rejenerasyon igin farkli bitki biiyliime
diizenleyicileri (BAP, IAA, 2,4-D, zeatin ve kinetin) denemislerdir. En 1iyi rejenerasyon

kapasitesi 1 mg/1 zeatin+ 1mg/l IAA iceren MS ortamindan elde edilmistir.

(81) Ziauddin ve Kasha (1990), 2 mg/l 2,4-D ve daha yiiksek konsantrasyonlarinin
meydana getirdigi kromozom anormalliklerini; poliploid mitoz yilizdesinin artmas1 seklinde
gormiistiir. Ayrica ortamda NAA varliginda kromozomlarin yapisal degisiklige ugradigina
rastlanmistir. En yiiksek kallus olusumu en az genetik varyasyonun oldugu 0.1 ve 1.0 mg/1

2,4-D konsantrasyonunda goriilmiistiir.

(82) Felfoldi ve Purnhauser (1992), 44 bugday ve 3 tritikale ¢esidinin olgunlasmamis
embriyolarin1 1 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Kallus olusumunda
genotiplere bagh olarak bir degisiklik gozlenmemistir. Rejenerasyon i¢in hormonsuz MS
ortamina alinan kalluslarin rejenerasyon kapasitesi bugdayda %1-90 oraninda degisirken,
tritikalede bu oran %5-84 arasinda degismistir. Ayrica bugdayda embriyogenik kallus

benzeri kalluslarin %0-39, tritikalede %0-81 oraninda oldugu gézlenmistir.

(83)Bommineni ve Jauhar (1996), yaptiklari ¢alismada makarnalik bugday ¢esitlerinde
olgunlasmamis embriyo kiiltiiriinde 3 farkl jellestirici madde (%0.8 agar, %0.8 agaroz ve
%4 phytagel) ile %2 ve %3 sukroz kullanmistir. 2 mg/l 2,4-D,%3 sukroz ve %0.8 agar

iceren MS ortamlarindaki biitlin genotiplerde 2-3 i¢inde somatik embriyo olusumu
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gozlenmistir. Somatik embriyolarin 3-4 hafta icerisinde kiigiik ve yogun somatik
topluluklar halinde gelistikleri ve bu topluluklarin rejenerasyon ortamina transfer

edildiklerinde bitki olusumu gozlendigi bildirilmistir.

(84) Ivanov vd (1989), 5 farkli bugday ¢esidinin olgunlagmamig embriyolarini 2 mg/1 2,4-
D, 20 g/l sakkaroz, 8 g/l agar iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Olusan
embriyogenik kalluslar 0.1 mg/l IAA, 0.5 mg/l BAP, 20 g/l sakkaroz, 8 g/l agar iceren MS
ortaminda rejenerasyona alimmuistir. Bitki boyu 5-6 cm’ye ulastiginda 4 mg/l IAA, 0.1 mg/l
kinetin, 146 mg/l L-glutamin, 20 g/l sakkaroz, 8 g/l agar iceren MS ortaminda
koklendirilmeye almmistir. Koklenen bitkiler vernazlisyon amaciyla 2-4°C’de tiipler
icerisinde, 4-5 hafta muhafaza edilmistir. Rg rejenerantlar elde edilerek, sera kosullarinda
fizyolojik gelisimlerinin tamamlanmasi1 saglanmistir. Daha sonra Rz ve R, rejenerantlari

elde edilmistir.

(85) Machii vd (1998), yaptiklar1 caligmada 107 bugday genotipinde (78 yerel, 29 yabanci)
olgunlagmamis embriyo kiiltiirii yontemini kullanarak embriyogenik kallus olusumunu ve
rejenerasyon kapasitesini  arastirmislardir. Tozlanmadan 14 giin sonra alinan
olgunlagsmamis embriyolar; 2 mg/l 2,4-D+ 0.25 mg/l ABA+ 500 mg/l L-glutamin+ 100
mg/l prolint 100 mg/l kazein hidrolizat+ 60 mg/l maltoz+ 2 g/l fitojel iceren MS
ortaminda kallus tesviki i¢in kiiltiire almmistir. Olusan embriyogenik kalluslar
rejenerasyon igin; 0.5 mg/l BAP+ 30 g/l sakkaroz+ 2 g/l fitojel igeren MS ortamina transfer
edilmistir. Arastirma sonucunda 107 bugday ¢esidinin 83’linde embriyogenik kallus
gelisimi gézlenmis olup, bunlarin 45 tanesinde rejenerasyon elde edilmistir. Embriyogenik
kallus eldesinin; bugday embriyolarinin kalitesine ve canlilifina bagl oldugu sonucuna

varilmistir.

(86) Zheng ve Konzak (1999) ekmeklik bugday cesidi olan Pavoy 76 iizerinde yaptiklari
anter kiiltiirii calismasinda, 4 farkli 2,4-D konsantrasyonu (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l) denemis
olup, optimum kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunu 2.0 mg/l 2,4-D
konsantrasyonundan elde etmislerdir.

(87) Benkirane vd (2000), 10 bugday ¢esidinin yapraklarini ve koleoptillerini farkli 2,4-D
konsantrasyonlart (2.3-11.3 puM) igceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Eksplantlar
kiiltiire alindiktan 4-6 hafta sonra embriyogenik kalluslar olusturmaya baslamislardir. En

fazla embriyogenik kallus; 6.8 uM 2,4-D igeren ortamda bulunan 0.5-1 cm uzunlugundaki
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bitki yapraklarindan elde edilmistir. Elde edilen kalluslar rejenerasyon i¢in; 0.9 uM 2,4-D+
0.5 uM 2IP igeren MS ortamina transfer edilmistir. Koleoptil segmentlerinden, yaprak
segmentlerine gore daha fazla kallus elde edilmistir. Rejenerasyonm kapasitesi bakimindan
koleoptil biiyiikligiiniin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Kallus olusumu asamasinda farkli
2,4-D konsantrasyonlarinda bir degisiklik gdzlenmezken, rejenerasyon asamasinda 9 pM

2,4-D igeren ortamin en iyi sonug verdigi gdzlenmistir.

(88) Delporte vd (2001), Odean ve Minaret bugday ¢esitlerinin olgun embriyolarinda
rejenerasyon c¢alismasi yapmislardir. Eksplantlar steril edilerk 10 pM 2,4-D igeren ortamda
kallus tesviki amaciyla kiiltiire alinmistir. Kallus olusum orani %90 olarak tespit edilmistir.
Bitki rejenerasyonu i¢in; 0.45 uM 2,4-D+ 46 uM zeatin igeren 2 MS ortami kullanilmistir.
Sonug olarak her 100 embriyodan 25-30 adet bitki elde edilmistir.

(89) Gonzales vd (2001), 12 farkli bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarini eksplant
olarak kullanmis olup, 4 farkli MS ortaminda kiiltiire almislardir. Elde edilen kalluslarin
bazilar1 hem kompakt yapida, hem de embriyogenik oldugu goézlenirken, bazilarinin
yumusak ve sulu oldugu gozlenmistir. Olusan kallus oranlart %54-100 arasinda,
genotiplere bagli olarak degismistir. En iyi kallus gelisismi 30 g/l maltoz ve 30 g/l
sakkaroz igeren ortamlardan elde edilmistir. Rejenerasyon ortami olarak 2.22 uM BAP+
2.68 uM NAA+ 20 g/l sakkaroz iceren MS oratmi kullanilmistir. Kompakt yapiya sahip

olan kalluslardan daha fazla bitki rejenerasyonu elde edilmistir.

(90) Ozgen vd (2001), 4 farkl kislik bugday ¢esidinde olgun embriyo kiiltiirii uygulamistir.
Olgunlasmis bugday embriyolar kallus gelisimi i¢in 8 mg/l 2,4-D igeren sivi ortama
alinmistir. 11 giin sonunda kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in 2 mg/1 glisint 20 g sakaroz+ 7
g/l agar icieren kat1 MS ortamina transfer edilmistir. Kallus olusum kapasitesi %75-100

oraninda degisirken, her 100 embriyodan 14.1 bitki rejenerasyonu elde edilmistir.

(91) Shah vd (2003), 2,4-D, 1AA, BAP ve kinetin gibi biiyiime diizenleyicilerinin kallus
olusumu ve rejenerasyona olan etkisini ekmeklik bugday cesidi olan Lu-26S {izerinde
karsilastirmali olarak incelemislerdir. 2 mg/1 2,4-D+ 0.5 mg/l BAP kombinasyonunu igeren
ortamda en iyi kallus olusum orani elde edilmistir. En iyi rejenerasyon orani ise tek basina

4.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l BAP+ 1.0 mg/l IAA kombinasyonlarinda gozlenmistir.
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(92) Ahmet ve Adak (2007), yaptiklart arastirmada Irak’ta yetisticiligi yapilan 5 farkli
ekmeklik bugday ¢esidinde olgun embriyo kiiltiirii uygulamasiyla, kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonunu incelemistir. Kallus tesviki amaciyla 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortami
kullanilmistir. Bitki rejenerasyonu igin, 20 g/l sakkaroz+ 7 g/l agar+ 4.43 g/l MS igeren
kat1 ortam kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kallus olusturma kapasitesi %88.75-
98.75 arasinda, bitki rejenerasyonu ise %86.75-98.75 arasinda degismistir. Kallus

agirliginin artmasinin, rejenerasyon yetenegini arttirdigi belirlenmistir.

(93) Dagiistii (2007), 24 ekmeklik bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarinin kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonunu arastirmislardir. Olgunlasmamis embriyolar 1 mg/1 2,4-
D igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon kapasitesi genotipe bagli olarak
degismistir. Kallus olusum oram1 %2.4-100 arasinda degismistir. Bugday bitkisinin
olgunlasmamis embriyolarinda bitki rejenerasyonunun uygun genotip kullanimima bagh

olarak etkili bir yontem oldugu kanitlanmustur.

(94) Yu vd (2008), Cin’de olduk¢a yaygin olarak yetistirilen 8 elit ekmeklik bugday
¢esidinin olgun embriyolari kiiltiire almiglardir. Olgun embriyolar 5 farkli (MS, LS, Ng,
Bs, P) besiyerine yerlestirilmistir. En iyi kiiltir etkisi sonucu 2 mg/l 2,4-D+ 0.5 mg/l BA+
0.1mg/l NAA igeren MS ortamindan alinmstir. En iyi rejenerasyon kapasitesi ise 10 mg/I

AgNQO;3; iceren rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinan kalluslardan elde edilmistir.

(95) Ren vd (2010), 2 farkli elit ekmeklik bugday ¢esidini Lz ortaminda olgun embriyo
kiiltiirtine almislardir. Bu ¢calismada farkli karbon kaynaklarinin etkisi ve dicambanin 2,4-D
yerine kullanim olanagi arastirilmistir. 4 mg/l dicamba ve 30 mg/l sukroz igeren ortamda

maksimum kallus olusumu gézlenmistir.

Picloram sistemik bir herbisit olup, genellikle derin koklii, genis yaprakli ve odunsu
bitkilerle miicadelede kullanilmaktadir. Picloram ilk kez 1964 yilinda ABD'de tescil
edilmistir. Pikolinik asitin klorlu bir tiirevidir. Piridin tiirii bir herbisittir. Tordon ve Grazon
ticari isimler altinda satilmaktadir. Picloram da kullanimi kisitli olan herbisitler sinifina

girmektedir.

(96) Barro vd (1999), 8 bugday ve 7 arpa genotipinde, olgunlasmamis embriyo ve

yapraklarini kullanarak somatik embriyogenesisi ve bitki rejenerasyonunu aragtirmiglardir.
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Olgunlagsmamis embriyolar1 ve yapraklart 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l picloram iceren MS
ortaminda kiiltiire almiglardir. Arastirma sonuglarina gore, picloram igeren ortamda
yapraklardan elde edilen somatik embriyo sayisi, icermeyen ortama oranla 2 kat fazla
olmustur. Bugday yapraklarindan elde edilen somatik embriyogenesis (%92),
olgunlasmamis embriyolardan elde edilen somatik embriyogenesisten (%85) daha fazla
olmustur. Ancak olgunlasmamis embriyolarin rejenerasyon kapasitesi (%62), yapraklardan

elde edilen rejenerasyon kapasitesinden (%18) daha fazla olmustur.

(97) He ve Lazzeri (2001), 4 farkli makarnalik bugday genotipinin olgunlasmamis
embriyolarin1 ve yesil bitki parcalarini kullanarak, embriyogenesis ve rejenerasyon
kapasitesini arastirmislardir. Emriyogenesis tesviki amaciyla biiylime diizenleyicisi olarak
farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D ve picloram denemistir. En iyi embriyogenesis olusumu
2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l picloram igeren ortamlardan elde edilmistir. Ayrica olgunlagsmamis
embriyolarinda, yesil bitki aksamlarina gore daha fazla kallus gelisimi gozlenmistir. 2 mg/1
picloram iceren ortamda olgunlasmamis embriyolarda %97-100 oraninda bitki
rejenerasyonu elde edilmistir. Yesil aksamlardaki bitki rejenerasyon orani %45-85 arasinda

kaldig belirtilmistir.

(98) Mendoza ve Kaeppler (2002), ekmeklik bugdayin “Bobwhite” gesidini MS ortaminda
kiiltiire almis olup, 4 farkl oksin (2-MCPP, 2,4-D, dicamba ve picloram) denemistir. 2-
MCPP igeren ortamda kallus olusumu gézlenmemistir. En ¢ok kallus olusumu picloramdan

elde dilmis olup, bu sonucu dicamba ve 2,4-D takip etmistir.

(99) Keresa vd (2004), 8 farkli Hirvatistan kiglik bugday c¢esidinin olgunlagmis ve
olgunlagmamis embriyolarinini kiiltiire alarak, kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
kapasitesini incelemislerdir. Olgunlasmamis embriyolarda en yiiksek oranda rejenerasyon
Zitaraka (%357) ve Edita (%54) ¢esitlerinden elde edilmistir. Olgunlasmis embriyolarda en
yiiksek rejenerasyon Magdalen (%26) cesidinden elde edilmistir. Kallus olusumu ve bitki

rejenerasyonu i¢in en iyi sonuglarin picloram igeren ortamlardan saglandig: belirtilmistir.

(100) Sagsoz ve Aydin (2006), 4 farkli bugday genotiplerinin (Kirik, Gerek-79, Sivas
111/33 ve Haymana-79) olgun embriyolarinin kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesini
aragtirmiglardir. Biliylime diizenleyicisi olarak 3 farkli oksin (2,4-D, dicamba, picloram),

farkl1 konsantrasyonlarda (2,5; 3,0; 4,0 mg/l) ve farkli jel yapict maddelerle (fitajel ve
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agar) kullanilmistir. En yiiksek kallus olusumu Kirik ¢esidinden (%92), en yiiksek bitki
rejenerasyonu ise Sivas 111/33 ¢esidinden (%78.7) elde edilmistir. Tiim genotiplerde bitki
rejenerasyonu ve kallus olusumu fitajel iceren ortamlarda, agar igeren ortamlara gore
yiiksek oldugu belirenmistir. Dicamba’nin, picloram ve 2,4-D’den daha etkili oldugu ifade

edilmistir.

2.3. Bitki Sitogenetigi Calismalari

Sitogenetik; genetik materyali tagiyan kromozomlar1 inceleyen, hiicrenin yapisini ve
fonksiyonunu arastiran, sitoloji ve genetigin yontem ve bulgularini bir araya getiren bilim

dalidir.

Her hiicrede kromozomlar paketlenmis halde yani kromatin seklinde bulunmaktadir.
Kromatinde bulunan bazi proteinler yapisal rol oynar, bazilar1 ise gen ekspresyonunu
diizenlemektedir. Kromatinler hiicre boliinmesi disinda, hiicrede dagilmis halde

bulunmaktadir. Ancak hiicre bolinmesi esnasinda kromozomlar belirmektedir.

Her tiir kendine 6zgli say1 ve morfolojiye sahip karakteristik bir kromozom yapisina
(karyotip) sahiptir. Kromozom sayisi ile canlinin organizasyon derecesi arasinda bir iliski

bulunmamaktadir.

Kromozomlar sentromerlerinden baglanmis kardes kromatidlerden olusur. Kromozomlarin
cogu sadece boylar ile degil, ayn1 zamanda sentromerlerin kromozom iizerindeki yerlesimi
ile de birbirlerinden ayrilirlar. Bir kromozom, sentromerinin pozisyonuna gore
submetasentrik, metasentrik, akrosentrik ve telosentrik olarak ayirt edilebilir. Sentromer

submetasentrik bir kromozomu kisa kol (p) ve uzun kol (q) olarak boler (Sekil 2.5).
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Telosentrik

Sekil 2.5. Sentromerin yerlesim bolgesine baglh farkli kromozom tipleri (9)

Mitotik metafazda kromozomlarin goriiniisiine karyotip ad1 verilmektedir. Bir karyotip, bes
farkli karakterin karsilastirilmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. Bu karakterler, kromozom
takimindaki kromozomlarinin biiyiikliiklerinde, sentromerin pozisyonunda, kromozomlarin
nisbi biiyiikliiklerinde, temel kromozom sayisinda ve satellitlerin pozisyonu ve sayisindaki
farkliliklardir. (101) Kromozomlarin grafik olarak gosterilmesine idiogram denilmektedir.

Idiogramlar hiicre i¢indeki dl¢iimlere ve gozlemlere dayanmaktadir.

Kromozom morfolojisinde iizerinde durulan kritelerden birisi de bogumlarin sayisidir.
Birincil bogum, kromozom kollarini ve sentromerin pozisyonunu belirlemektedir. ikincil
bogum rRNA genlerinin yerlerini belirleyen satellitlerdir. Ugiinciil bogum ise sadece bazi
tirlerde bulunur ve genellikle soguga hassas heterokromatin bolgelere benzerlik
gostermektedir. Kromozomlar ilk olarak bitki hiicrelerinde 1842’de Karl Wilhelm von
Nageli tarafindan gozlenmistir. 1888 yilinda Waldeyer tarafindan kromozom ismi

verilmistir.

192011 yillarda, Triticum genusuna ait kiiltiire alinan bugdaylarin kromozom sayilarinin

2n=14, 28 ve 42 oldugu bilinmekteydi. (102)
(103) Unrau ve Larter (1952) arpa, ekmeklik ve makarnalik bugdaylar tizerinde 2,4-D

herbisitini denemislerdir. Biitiin 6rneklerde mayotik diizensizlikler, kromozom anomalileri,

erkencilik ve bitki boyunde kalitsal degisiklikler gézlemlemislerdir.
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(104) Liang vd (1969) siipiirge darist bitkisinde yaptiklar1 ¢aligmada, 2,4-D herbisitinin
mayotik evrede kromozom artigina, ayni hiicrede iki cekirdek olusumuna ve hiicre

bliylimesine yol ac¢tigini bildirmislerdir.

1930’1u yillarda, Sears (1954) aneuploid bugdaylarda sitogenetik analizlere baglamis ve
0zglin kromozomlarin gen haritalamasi tizerine ¢alismalar yapmistir. 1970’lerde, tahillarin
kromozom yapilar1 analizi i¢in modern boyama teknikleri kullanilmaya baslanmis ve

bugdayin sitogenetik karyotipi gelistirilmistir. (105)

Kromozomlarin yapisal 0Ozelliklerini biitiin incelikleri ile gorebilmek icin somatik
kromozomlarda go6zlemler yapmak gereklidir. Somatik kromozomlarin morfolojik

yapilarini mitoz boliinmenin metafaz evresinde incelemek en dogru yoldur. (106)

1993 yilindan itibaren bugdayda sitogenetik haritalama ¢aligsmalar1 baglamistir. (107-113)
Bu sitogenetik haritalar; poliploid bugdaylarda agronomik acidan 6nemli olan genlerin
klonlanmasinin 6niinii agmistir. (114) Roder vd (1998) tarafindan gelistirilen bugdayin
mikrosatellit haritasi, bugday 1slah ¢aligmalarindaki molekiiler markor kullanimi agisindan

o6nemli bir doniim noktasi olmustur.

(115) Murata (1989), sentetik oksinlerin (NAA, 2,4-D ve 2,4,5-T) ve sitokininin (kinetin)
mutasyon etkisini arastirmak i¢in bir ekmeklik bugdaym 1slah edilmis hiicrelerinde
denemistir. Kardes kromatit degisimleri (KDD) analiz edilmistir. 2.0 mg/1 2,4-D iceren MS
ortaminda KKD’lerin sayist hiicre basina 15.2 ve DNA pg’si basina 0.42 olarak
bulunmustur. 0.5 mg/l NAA ve 2,4-D ile yapilan uygulamalarda belirgin bir etki
gozlenmemistir. 2.0 mg/l 2,4,5-T konsantrasyonunda ise ¢ok yliksek derecede KKD artis1
gozlenmistir. Kinetinin KKD indiiksiyonu tizerinde higbir etkisi olmadig: fakat 2,4,5-T nin

neden oldugu KKD’lerin kinetin tarafindan bastirilma egilimi oldugu saptanmustir.

(116) Chen et al. (1990), Triticum aestivum ile Agropyron sp. arasinda yapilan tiirler arasi
melezleme calismalarinda, elde edilen Fj’lerin somatik kromozom sayisini tespit etmek
i¢in kok ucu meristemlerinden yararlanmislardir. igerisinde a-monobromonaftalin bulunan
buzlu suda, 2°C’de 24 saat ilk islem yapmiglardir. Fiksasyon i¢in 1 dlgek asetik asit ve 3

6l¢ek alkol ve boyama i¢in de Feulgen kullanmislardir. Ezme preparat yapilirken %1 ‘lik
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asetokarminden yararlanmislardir.

(117) Bannikova ve Barabanova (1990), kislik bugdaylarin olgun embriyolarini kiiltiire
almis ve histolojik karakterlerini analiz etmislerdir. Kiiltiire alinan embriyolarda bazi
degisiklikler gozlemlemislerdir. Materyalin kiiltiirdeki 2. gilinlinden sonra kalkancikta
mitotik boliinmelerin meydana geldigini, somatik embriyolarin olugsmadigini, koleoptil ve
ikincil kok olusumunun meydana geldigini gormiislerdir. Ayrica olgun embriyolarin

rejenerasyon kapasitelerinin diisiik oldugunu ifade etmislerdir.

(118) Pijnacker ve Ferwerda (1994), Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum
dicoccum ve Triticum monococcum’un olgunlagsmamis embriyolarimi farkli 2,4-D
konsantrasyonlarinda (1.0, 2.0 mg/l) ve farkli sakkaroz dozlarinda (20, 30 mg/l) MS
ortaminda kiiltiire almislardir ve KKD incelemesi yapmislardir. KKD frekanslarinin
genotipe bagl oldugu ancak ploidinin derecesiyle iligkisi olmadigi bildirilmistir. Triticum
aestivum’un bir ¢esidi hari¢ diger hepsinde 2,4-D ve/veya sakkaroz konsantrasyonu

arttik¢a KKD’lerin arttig1 ifade edilmistir.

(119) Okumus (1997), asetokarmin boyama yontemiyle Atilla-1 ve Katae-1 ekmeklik
bugday c¢esitlerinde polen ana hiicreleri mayoz boliinmenin metafaz-1 devresinde
incelemistir. Kromozom konfigiirasyonalr1 kiazma frekanslariyla karsilastirmali olarak
incelenmigstir. Kiazma frekansi, Atilla-1 hattinda 41.54 olarak, Katae-1 hattinda ise 39.85
olarak bulunmus ve kiazma frekansinin kromozom eslenmesiyle ilgili literatiire bagh
olarak homolog kromozomlarin aralarindaki homoloji kaybindan kaynaklandig:

tartisilmastir.

(48) Ozgen vd (1998), ¢alismalarinda 12 kishik ekmeklik bugday genotipi kullanmislardir.
Kallus ortami olarak 8 mg/l 2,4-D, 20 g/l sakkaroz, 4 g/l agar iceren MS besiyeri
kullanilmistir. inkiibatérde 11 giin bekletildikten sonra olusan kalluslar MS-0 rejenerasyon
ortamina transfer edilmistir. 3 hafta sonunda 1-1,5 cm boyundaki kok uglar kesilerek, a-
monobromonaftalin (6 ml/l) eriyiginde 4 saat siireyle bekletilmistir. Tespit i¢in glasiyal
asetik asitte, yarim saat boyunca oda sicakliginda tutulup, 1 N HCl igerisinde 60°C’de 10
dakika siire ile hidroliz edilmistir. Feulgen boya igerisinde bekletilen koklerin u¢ kisimlar
lam {iizerinde kesilerek, %45°lik asetik asit damlatilarak preparat hazirlanmigtir. Bugday

kromozom sayilar1 mikroskop altinda incelenmistir. Incelemeler sonucunda T-115
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cesidinin en yiiksek kallus olusum frekansina (%98.3) ve en yiiksek rejenerasyon
kapasitesine (%96.6) sahip oldugu gozlenmistir. Sitogenetik arastirmalar sonucunda biitiin

bugday genotiplerinin 2n=6x=42 somatik kromozoma sahip oldugu bildirilmistir.

(120) Dogan (2010), 2 farkli makarnalik bugday ¢esidinde (Kundurul149 ve Cakmak 79)
uyguladigi olgun embriyo kiiltiiriinde, farkli 2,4-D ve picloram dozlarinin (0, 3, 6, 9 ve 12
mg/1) kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve kromozom yapisina olan etkisini aragtirmistir.
Her iki genotipte de en yiiksek kallus olusum yiizdesi ve bitki rejenerasyonu kapasitesi 3
mg/l 2,4-D ve 3 mg/l picloram dozlarindan elde edilmistir. Ayrica bu dozlar igeren
ortamlarda gelisen rejeneratif siirgiinlerden alinan kok uglarinda yapilan sitolojik ¢alisma

sonucunda, herhangi bir kromozomal degisiklik gozlenmedigi ifade edilmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Diinyanin hemen her yerinde yetisebilen ve bir¢ok ¢esidi bulunan bugday, gerek diinyada
ve gerekse iilkemizde en fazla iiretilen tarim iiriiniidiir. Insan beslenmesinde ilk sirada yer
alan bugdayin tiiketimi gelismis lilkelerde daha az olmasina karsin, tilkemizde ve kisi
basina gelir diizeyi diisiik olan lilkelerde daha fazladir. Ayrica, iilkemizde ekmegin yan
sira besin degeri yiiksek, saklanmasi, tasinmasi, hazirlanmasi kolay ve hammaddesi
makarnalik bugday olan bulgur ve makarnanin tiikketimi de giin gegtikce onemli dlgiide

artmaktadir.

Bilindigi gibi, yabani bitki tiirlerinin en yaygin kullanim alani, bitki 1slahinda genitor
olarak kullanilmalaridir. Yabani ve ilkel populasyonlardan modern kiiltiir gesitlerinin fakir
olan gen havuzlariin genisletilmesi konusunda da yararlanilmaktadir. Giintimiizde, iistiin
verimli ve fakat dar genetik tabanli olan modern gesitler basta ¢evresel baskilara (hastalik,
zararli, soguk ve kurak v.b.) dayaniklilik yoniinden yetersiz olduklarindan, islahgilar
stirekli olarak kalitsal materyalin yeni kaynaklarin1 aramaktadirlar. Bu yonden uzun siireli
programlarda kantitatif karakterleri; kisa ya da orta siireli programlarda kalitatif
karakterleri (hastaliklara dayaniklilik v.b.), aktarmada bitki genetik kaynaklar1 dogrudan ya
da koprii tiirler olarak kullanilirlar. (121)

Onemli bir gen kaynagi olan yabani bitki tiirleri, kiiltiir tiirlerinin gelistirilmeside gen
verici (genitdr) olarak kullanilmalarinin yaninda, dogrudan toplanilarak da tiiketilmektedir.
Bu yontemin binlerce yillik ge¢misi vardir. Bu yabani tiirler 6nemli mineraller, vitaminler
ve diger ¢ok sayidaki gidayr tamamlayan 6nemli kaynaklardir. Bunlar arasinda ilag, kokulu
bitkiler, recine, yag, tutkal, boya, tanin, balmumu ve bocek ilaci elde edilen endiistriyel
bitkiler yaninda siis bitkileri de bulunmaktadir. Yabani tiirlerin yetistirilmesinde
karsilasilan giicliikler nedeniyle dogadan toplanarak dogrudan kullanimi giinlimiizde de
yaygin olarak devam etmektedir. Ancak, bu tiirlerin iiretilerek kullanilmasi, bitki genetik
kaynaklarmin devamliligini saglama yoniinden {izerinde durulmasi gereken onemli bir
konudur. Bunun en giizel 6rnegini Triticum monococcum (kaplica ya da siyez) ve Triticum
dicoccum (gernik) gibi bugdayin yabani tiirlerinin yillar boyu {iretilmesi olusturmaktadir.
(122) Ulkemizde, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2012 yili verilerine gére; kaplica
bugdaymin (Triticum monococcum L.) iiretim miktart 6565 ton, ekim alan1 39.789 da
verimi ise 166 kg/da'dir. (6) Tirkiye’de kaplica bugdayr iiretimi sadece Kastamonu
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Yéresi’nde Seydiler, Thsangazi ve Devrekani Ilceleri'nde yapilmaktadir. Biyotik (hastalik
ve zararlilar) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, soguk) cevresel baskilara dayanikliliklar
nedeniyle tercih edilen bu tilirlerin yabani karakterlerinin giderilmesi ve verimlerinin
artirtlmalar1 gibi baz1 yeni 6zelliklerin kazandirilmasi ile daha etkili bir sekilde tiretilmeleri

saglanabilir.

Son 50 yildaki {iriin artisinda bitki 1slah1 ¢calismalarinin 6nemli pay1 olmustur. Klasik bitki
1slah1 yontemleri sayesinde, 6zellikle melez ¢esitlerden yararlanarak elde edilen iiriinlerin
miktar ve kalitesinde 6nemli artiglar saglanmistir. Bununla birlikte, hastalik ve zararlilara
karsi dayaniklilik basta olmak {izere bitkinin diger bir¢ok tarimsal Ozelliklerini

tyilestirmede 6nemli engellerle karsilagiimaktadir.

Glniimiizde bitki 1slah1 calismalarinda klasik yontemlerde karsilagilan sorunlarin
asilmasinda biyoteknolojik yontemlerden de yararlanilmaktadir. Kisirlik, uyusmazlik, bagh
genler gibi sorunlar1 agmak amaciyla basariyla kullanilabilen biyoteknolojik yontemler,
bitki cins ve tiirleri arasinda da gen gegislerine olanak saglamaktadir. Laboratuvar
kosullarinda yiiriitilen ¢aligmalarda, biyoteknolojik yontemler klasik 1slah yontemlerine
tamamlayict olarak kullanilmakta ve istenen Ozelliklerdeki yeni bitkiler elde
edilebilmektedir. Kisacasi, biyoteknolojik yontemlerinin kullanilmasiyla, basta tiirler ve
cinsleraras1 melezlemeler olmak iizere, klasik 1slah c¢aligmalarinin bir ¢ok sorunu
asilabilmektedir. Boylece dogal florada bulunan, hastalik, zararli, tuzluluk ve kuraklik gibi
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi dayanikli olan bitkilerin bu 6zelliklerinden
yararlanilmasinda yeni olanaklar saglanmaktadir. Ote yandan, istenilen dzellikleri tasiyan
yeni bir ¢esit gelistirebilmek i¢in klasik 1slah yontemleri kullanilarak 10-15 yil gibi uzun
bir zamana gereksinim duyulmasina karsilik, biyoteknolojik yontemlerden embriyo kiiltiirii

teknigi ile ¢ok daha kisa zamanda, ayn1 sonuglar1 elde etmek miimkiindiir. (123)

Genellikle doku kiiltiirii ¢aligmalarinda olgunlasmamis embriyolar, diger eksplantlara
oranla bitki rejenerasyonu bakimindan daha yiiksek verime sahip olduklarindan, yaygin
olarak kullanilmaktadir. (124) Ancak, olgunlasmamis embriyolarin elde edilmelerindeki
sinirlamalar bu eksplantin kullanimini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle, yilin her doneminde
elde edilmesi miimkiin olan olgunlagsmis embriyolarin kullanilmasina iliskin arastirmalara
agirhk verilmis ve son yillarda gelistirilen endosperm-destekli kallus olusturma

tekniklerinin kullanilmasina da baslanilmistir. (48,59,125)
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Tiim doku kiiltiirii calismalarinda, rejeneratif bitkilerin elde edilmesi i¢in gerekli olan
kalluslarin  olusturulmast i¢in genellikle 2,4-D yaygin olarak kullanilmaktadir.
Giliniimiizde, diger oksinlerin kullanim1 ve etki mekanizmalarinin arastirilmasi ¢aligmalari
da giderek artmaktadir. (126) 2,4-D’nin in vitro ortamda kromozomlar tizerindeki olumsuz
etkisi sitolojik calismalar ile belirlenmistir. Cesitli konsantrasyonlarda 2,4-D’nin
kullanildig1 ¢alismalar sonucunda, kromatit ve kromozomlarda kiriklarin arttigi, yapisal ve
sayisal degisikliklerin oldugu bilinmektedir. (127) Bu nedenle, yiiksek oranda kallus
olusumunu saglayan ve kromozom yapisina zarar vermeyen yeni oksinlerin arastirilmasi
caligmalar1 giinlimiizde yogun olarak siirdiiriilmektedir. Bu maddelerden biri olan picloram
(4-amino-3,5,6- trichoropicolinic acid) bitki biyoteknolojisi caligmalarinda genellikle
0.001-10 mg/l konsantrasyonlarinda kullanilan, somatik embriyogenesisi arttiran ve

diizenleyen 6nemli bir sentetik oksindir.

Gen merkezleri iilkemizde olan tahil tiirlerinin yerel kavuzlu tiirleri ile ilgili ¢alismalar son
yillarda hiz kazanmustir. (128) Serpen vd. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada 12 gernik
(Triticum dicoccum Schulb.), 6 siyez (Triticum monococcum L.) ve 2 de ekmeklik bugday
c¢esidi kullanilmis ve sonugta insan sagligi acisindan yararlt olan bitki kdkenli kimyasallar
ve antioksidanlar bakimindan gernik ve siyez drneklerinin énemli 6l¢iide yiiksek degerler
verdigi saptanmustir. (129) Koksel ve vd. (2008) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise
aralarinda kiiltiirii yapilan siyez ve gernik de dahil olmak {izere bugdaya A ve B genomunu
veren yabani akrabalarin nisasta Ozelliklerine bakilmistir. Arastirmada kullanilan tiim
orneklerin nisasta 0zellikleri yaygin olarak yetistirilmekte olan bugday ¢esitlerinden farkli
bulunarak sonucta ortaya ¢ikan bu farkliliklarin ileride gida endiisrisinde kullanilabilecegi
belirtilmistir. (130) Akinci ve Yildirim (2009) giineydogu Anadolu’dan topladiklari 29
arpa yerel ¢esidine ait 800 adet 6rnek iizerinde yaptiklar: 3 yillik bir seleksiyon ¢aligmast
sonucunda morfolojik karakterler yaninda hastaliklara dayaniklilik ve protein igerigi gibi

karakterler bakimindan biiyiik bir ¢esitliligi oldugunu belirlemislerdir.

Bu tezde, biyoteknolojik 1slah tekniklerinin uygulanmasi halinde, gerekli olacak doku
kiltirii  caligmalarinda yaygin  olarak  kullanilan  sentetik  oksinlerden 2,4-D
(dichlorophenoxyacetic acid)’nin ve giiniimiizde kullanilmaya baslanilan picloramin (4-
amino-3,5,6- trichoropicolinic acid) yerel kavuzlu bugday tiirlerinde kallus gelisimi
tizerine olan etkisi karsilastirmali olarak incelenecek ve kromozom yapisina zarar

vermeyen en yiiksek kallus olusumunu saglayan dozlarin belirlenmesine calisilacaktir.
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Bu tezin amaci, sentetik oksinlerden olan ve biyoteknolojik caligmalarda yaygin olarak
kullanilan 2,4-D’nin ve buna alternatif olabilecek picloramin, bitki 1slahinda 6énemli yeri
olan yabani bugdaylarda kallus olusturma amaciyla kullanilma olanaklarinin ve

kromozomal yapiya olan fiziksel etkilerinin belirlenmesidir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari'nda yliriitiilmugtiir. Materyal olarak, iilkemizde yetistirilen 2 adet yerel

kavuzlu bugday tiirli kullanilmistir.

Materyal olarak kullanilan yerel kavuzlu bugday ¢esitleri T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Tiirkiye Tohum Gen Bankasi'ndan

ve yetistirildikleri illerden temin edilmistir.

Calismada kullanilan yerel kavuzlu bugday tiirlerine ait 6zellikler agagida verilmistir.

Triticum monococcum L. ( Kaphica ya da siyez bugdayi): Kaplica bugdayr diploid
formda olup 2n=14 kromozom yapisindadir. Basakgiklar1 sivri, ince, kilgikli, dar ve
basiktir. Kirilgan bir yapist vardir. Basakgiklarda sadece bir adet fertil ¢icek bulunur ve
boylece tek bir tohum verir. Tohumlar agik kirmizi renktedir. Kavuzlart harmandan sonra
da kalir. Genetik yapisi degismemis, saf bugday olma 6zellikleri ve gegmisinin ¢ok gerilere
dayanmasi ile antik bugday grubu i¢inde yer alir. Tek basakc¢iklt olmasi ve siki kavuz
yapist itibari ile hastalik ve zararlilara dayanikli, kurak sartlarda ve fakir topraklarda
rekabet giicii yliksek bir tiir olarak bilinen kaplica bugdayinin, yapilan ¢aligmalarda ytiksek
yag icerigine ve ekmeklik bugdaya gore daha fazla sar1 lutein oranina sahip oldugu ortaya
konmustur. Ayrica tam tahil tiikketimiyle iliskili saglik yararlar1 ve diistik glisemik indekse
sahip olmasinin yaninda, fonksiyonel gida olarak da protein, fenolikler, tokoferoller ve
karotenoidler acisindan diger bugday tiirlerine gore daha zengin bir yapida oldugu tespit
edilmistir. Karbonhidrat degeri diisiiktiir, B kompleks vitaminleri ,E, K2 vitamini, ¢inko,

magnezyum, demir, krom gibi mineraller de igerir.

Triticum dicoccum Schubl. (Gernik bugdayi): Gernik bugdayi tetraploid formda olup
2n=28 kromozom yapisindadir. Gernik bugdayinda basak¢iklar iki tanelidir. Basaklar1 sik
ve yassidir. Bagsakgiklar 2 cicek icerir ve kilgiklidir. Taneler kavuz iginde kapali kalirlar.
Bagak ekseni zayif ve gevrektir. Kavuzlarn taneye yapisik degildir. Kavuzlar incedir ve

kavuzlarin her iki ucu da sivridir. Gernik bugdayinin yapraklar tiiyliidiir.
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Caligmada kullanilan deney ekipmanlari;

e Hassas Terazi: Hava akimlarimi engelleyen 06zel cam paravanli hassas terazi
kullanilmaistir.

o Inkiibator: Sicakligr 100°C'ye kadar ayarlanabilen inkiibatér kullanilmistir,

o Karnstiric1 (Vortex): Hizi elle ayarlanabilen masa tipi karistirict kullanilmastir.

e Mikroskop: Olympus marka BX51/BX52 modelinde binokiiler 1sik miikroskobu
kullanilmistir.

e Mikropipet: 20, 200 ve 1000 ul aras1 ayarlanabilen mikropipet ve bunlara uygun
pipet uglar1 kullanilmistir.

e pH Metre: Hassas ol¢iimler yapabilen labaratuvar tipi pH metre kullanilmistir.

e Steril Kabin: Siirgiilii cam kapakli, UV lambal1 ve hava filtreli kabin kullanilmistir.

4.2. Yontem

4.2.1. In vitro yontemler

Arastirmada bitki biiylime diizenleyicisi olarak sentetik oksin olan farkli 2,4-D ve picloram
dozlar1 kullanilmistir. Kontrol dozu olarak 0 dozu kullanilmis olup, her iki bitki biiylime

dozlarindan olusan toplam 10 dozda incelemeler yapilmistir.

Calismalarda kullanilan bugday tiirlerinde, doku kiiltiirii ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan sentetik oksinler 2,4-D'nin (dichlorophenoxyacetic acid) ve gliniimiizde
kullanilmaya baslanilan picloramin (4-amino-3,5,6-trichloropicolinic acid) kallus gelisimi
ve rejenerasyon iizerine olan etkisi karsilastirmali olarak incelenmis ve en yiiksek kallus
olusum degerlerini veren 2,4-D ve picloram dozlarina ait bitki 6rneklerinin kallus agirligi,
kallus olusturma yiizdesi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi degerleri hesaplanarak

belirlenmistir.
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4.2.1.1. Kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarda, ¢alismanin yiiriitiildiigii laboratuvarin ve kullanilan tiim ekipmanlarin
steril olmas1 bakteriyel bulasma olmadan basarili sonuglar elde edilmesinde biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle her ¢alisma 6ncesinde kullanilacak ekipmanlarin 6zelliklerine

gore sterilizasyonu saglanmistir.

Tohumlarin ylizey sterilizasyonunda kullanilan kavanozlarin agizlar1 kalin aliiminyum
kapaklarla kapatilarak, i¢ine ortam dokiilen ve diger amaclarla kullanilan petri kaplar ise
gruplar halinde yiiksek 1s1 derecelerine dayanikli yanmaz kagitlara sarilarak etiivde
200°C'de 2 saat siireyle bekletilmistir. Kaplar, aliminyum ve kagit koruyucular steril kabin

igerisinde acildiktan sonra kullanilmistir.

Steril kabin icerisinde kullanilan pens ve bistiiri gibi metal ekipmanlarin sterilizasyonunda
ise %70'lik (v/v) etil alkol ve dogal gaz alevi kullanilmistir. Embriyolarin endospermden
ayrilmasinda kullanilan bistiiri ucu gerekli gortildiikce yeni steril ug (Surgeon, no:11) ile

degistirilmigtir.

4.2.1.2. Steril distile su hazirlanmasi

Musluk suyunda erimis halde bulunan mineraller, c¢alismalarda kullanilan ortam
formiillerindeki besin maddelerinin hassas dengesini bozucu yonde etki ederken, sudaki
klor da toksik etkide bulunarak kiiltiirlin gelismesini engellemektedir. Bu nedenle
laboratuvar c¢alismalarinda suyun kaynatilip buharmin sogutulmas: ilkesiyle c¢alisan
distilasyon cihazi ile elde edilen distile su kullanilmaktadir. Calismanin ortam hazirlama
ve tohumlarin ylizey sterilizasyonu agamalarinda kullanilan distile su, otoklavda 121°C'de

15 psi basing altinda 25 dakika tutularak steril edilmistir. (131)

4.2.1.3. Stok 2,4-D cozeltisinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan sentetik oksin olan 2,4-D ve picloram i¢in 50 ml'lik 1 mg/ml (1:1)

oraninda stok ¢ozelti hazirlanmistir. (131)
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1 mg/ml'lik 2,4-D stok ¢ozeltisi igin 0.025 g 2,4-D tartim kagidi lizerinde hassas terazide
tartilarak falcon tlipline alinmistir ve birkag damla alkol ve birkag damla NaOH igerisinde
vorteks yardimiyla ¢Ozlndiriilmistiir. Daha sonra 50 ml'ye kadar saf su ile

tamamlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti +4°C'de buzdolabinda saklanmustir.

1 mg/ml'lik picloram stok ¢6zeltisi i¢in 0.025 g picloram tartim kagidi tizerinde hassas
terazide tartilarak falcon tliptine alinmistir ve 50 ml NaOH igerisinde vorteks yardimiyla

¢Ozlndiirlilmistiir. Hazirlanan stok ¢ozelti +4°C'de buzdolabinda saklanmuistir.

4.2.1.4. Besin ortamlarimin hazirlanmasi

Olgunlagmis embriyolardan kallus gelisiminin saglanmasi i¢in hazir MS (56), sukroz ve
agar ile kat1 besin ortamlar1 hazirlanmistir. Besin ortami, formiiliinde belirtilen organik,
inorganik ve diger maddelerden olusan, bitkilere topraktan karsiladiklar1 her tiirlii besin

maddesi ve su gereksinimlerini in vitro kosullarda saglayan karigimdir.

Hazirlanan ortamlara her doz igin gerekli miktarda bitki bliylime diizenleyicisi eklenmistir.

Buna gore 500 ml'lik besin ortam1 hazirlamak i¢in;

e 1000 ml'lik behere 450 ml distile su konulmus ve i¢ine uygun biiytikliikte bir balik
atilarak manyetik karistirici izerine yerlestirilmistir.

e 2.21 g MS (Sigma),

e 10 g sukroz (Sigma) tartilarak su igerisine ilave edilmis ve manyetik karistirict ile
tamamen erimeleri saglanmstir.

e Farkli 2,4-D ve picloram dozlar1 olarak 0, 3, 6, 9, 12 mg/l'lik yaygin olarak
kullanilan yogunluklar uygulanmistir.

e 0 mg/l'lik dozlar i¢in bitki biiyiime diizenleyicisi kullanilmamugtir.

e Her biri 3 mg/l 2,4-D ve picloram igeren besin ortami hazirlamak i¢in, 1 mg/1'lik
hazir stoklardan mikropipet yardimiyla 1500 pl ¢ekilerek ortama eklenmistir.

e Her biri 6 mg/l 2,4-D ve picloram igeren besin ortami hazirlamak igin, 1 mg/I'lik
hazir stoklardan mikropipet yardimiyla 3000 ul ¢ekilerek ortama eklenmistir.

e Her biri 9 mg/l 2,4-D ve picloram igeren besin ortami hazirlamak i¢in, 1 mg/1'lik

hazir stoklardan mikropipet yardimiyla 4500 pl ¢ekilerek ortama eklenmistir.
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Her biri 12 mg/l 2,4-D ve picloram igeren besin ortami hazirlamak igin, 1 mg/I'lik
hazir stoklardan mikropipet yardimiyla 6000 pl ¢ekilerek ortama eklenmistir.
Hacim distile su ile 500 ml'ye tamamlanmistir.

1 N NaOH ve 1IN HCI kullanilarak pH, kallus gelisimi i¢in en uygun deger olan
5.8’ e ayarlanmustir.

Ortam1 katilastirmak i¢in 1.75 g agar tartilarak Duran sisesine konulmus ve
hazirlanan ortamlar 250 ml dl¢iilerek tizerine eklenmistir.

Sise kapagi tam olarak sikilmadan ortam, otoklavda (121°C, 1.2 psi basing, 25
dakika) steril edilmistir.

Daha sonra biraz sogutularak steril kabindeki 6nceden steril edilmis olan 10 cm’lik
petri kaplarina, her birine yaklagik 30 ml gelecek sekilde dokiilmiistiir.

Steril kabin igerisindeki ortamlarin yaklasik yarim saat siire ile sogutularak
katilagsmas1 saglanmis ve petrilerin kapaklar1 kapatilarak hava almasini 6nlemek

amaciyla kenarlar1 streg film ile kaplanmustir.

4.2.1.5. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Eksplant olarak olgun embriyolarin kullanildig1 ¢aligmada dncelikle yerel kavuzlu bugday

tiirlerinin kavuzlar1 elle mekanik olarak ayrilmistir ve ardindan yiizey sterilizasyonu steril

kabin igerisinde gerceklestirilmistir.(131)

Tohumlar kavanozlara konularak (85 tohum/kavanoz) manyetik karistiric
yardimiyla (200 devir/dakika) 9%70'lik (v/v) alkolde 5 dakika siiresince
calkalanmustir.

Tohumlar ii¢ kez steril distile su ile yikanmis, yikama siireleri 30 saniye olarak
uygulanmstir.

Daha sonra tohumlar %5'lik (v/v) ticari sodyum hipoklorit (Ace, Colgate Palmolive
Co.) sollisyonunda manyetik karistirict yardimiyla (200 devir/dakika) 25 dakika
stiresince ¢alkalanmustir.

Tohumlar yedi kez steril distile su ile yikanarak sodyum hipokloritin ortamdan
uzaklagmasi saglanmisg, yikama siireleri 30 saniye olarak uygulanmistir.
Tohumlarm bulundugu kavanozlar yariya kadar steril distile su ile doldurularak su
banyosunda (33°C), 2 saat siire ile sisirilerek embriyo ¢ikarma asamasina hazir hale

getirilmistir.

37



4.2.1.6. Kallus olusumu asamasi

Sterilizasyonu tamamlanmis embriyolarin, canliliklar1 bozulmadan tohumlarindan
ayrilmast ve daha dnceden hazirlanmis ortamlarina aktarilmasi biiyliik 6nem tagimaktadir.

(131)

e Steril ve yumusamis tohumlarin embriyolar steril kabin igerisinde bistiiri ve pens
yardimiyla endospermlerinden ayrilmistir.

o Embriyolar kalkanciklar1 ortama degmeyecek sekilde kallus ortami igeren petri
kaplarina 10'ar adet yerlestirilmistir. Calisma her bitki biiylime diizenleyicisi dozu
icin 3 tekrarl olarak yiiriitiilmiistiir.

e Petriler, hava almayacak sekilde kenarlarindan streg¢lenerek 14 giin siire ile
26°C'deki inkiibatorde karanlikta bekletilmistir. Bu siire icinde embriyodan gelisen

stirglinler ve kokler steril kabin igerisinde kesilerek ortamdan uzaklastirilmistir.

4.2.1.7. Kallus gelisim asamasi

14 giiniin sonunda olusan kalluslar, i¢cinde bulunduklar1 petri kaplariyla birlikte

tartilarak agirliklart kaydedilmistir.

e Steril kabinde, kallus olusturmus olan embriyolardan bistiiri yardimiyla olusan
stirglinler ayrilarak bitki bliylime diizenleyicisi icermeyen (MS-0) besin ortamlarina
aktarilmistir.

o Siirgiinleri, kallus gelisim ortamimi ve tartilirken kenarina sarilan stre¢i iceren

petriler tekrar tartilmis ve aradaki fark “kallus agirhigr” (g) olarak

degerlendirilmistir.

(13

o Kallus olusturan embriyo sayist belirlenerek “kallus olusumu “ (%) degerinin

belirlenmesinde kullanilmistir.

38



4.2.1.8. Rejenerasyon asamasi

Olgunlagmis embriyolardan elde edilen kalluslardan kék olusumu ve gelisimi saglamak

i¢in rejenerasyon ortami hazirlanmistir. (131)

e 2,4-D uygulanarak elde edilen kalluslardan kok uclarmin olusturulmasi hormonsuz
MS (MS-0) ortaminda yapilmistir. Manyetik karistirici yardimiyla hazirlanan
ortama 20 g/l sukroz, 7g/1 agar ve 4.43 g/l MS ilave edilerek, pH's1 5.8'e ayarlanmis
ve 45 dakika boyunca 121°C, 1.1 kg/cm? basingta otoklavlanarak steril edilmistir.

« Kiiltiir odasina yerlestirilerek 4 hafta siireyle 16 saatlik fotoperiyotta (1500 Lux) ve
25°C sicaklikta bekletilerek rejenere olmasi saglanmistir.

e 4 hafta sonunda genotiplerin “rejenerasyon kapasitesini” belirlemek i¢in petri
kutularindaki rejenere olmus kalluslarin sayimi yapilmstir.

e Rejenerasyon siiresi boyunca gegen 4 hafta boyunca kalluslarda rejenerasyon
gbzlenmistir fakat sitolojik ¢aligmalarda kullanilacak kokler elde edilememistir.

e 4 hafta sonunda rejenere olan kalluslarin koklendirilmesi amaciyla MS-0 besin
ortami1 iceren jarlar hazirlanmis ve kalluslar jarlara aktarilmistir. 16 saatlik
fotoperiyotta (1500 Lux) 25°C sicakliktaki kiiltiir odasinda koklenmeye tesvik

edilmistir.

Kalluslardan gelisen kok uglar sitolojik ¢alismada kullanilmak tizere gerekli islemlere tabi

tutulmustur.

4.2.2. Sitolojik yontem

Arastirma materyali olarak kullanilan Triticum monococcum ve Triticum dicoccum yerel
kavuzlu bugday tiirlerinde, kallus gelisiminin goriildiigii farkli 2,4-D ve picloram dozlar
iceren besin ortamlarindan alinan 6rneklerin rejenere olmasi saglanmis ve olusan kok
uclarindan 6rnekler alinmistir. Rejenere olmus kalluslardan alinan kok uglart 6rneklerinde
sitolojik ¢aligmalarla analiz edilmis, yerel kavuzlu bugday hatlarinin kromozom sayilar1 ve

yapilarinda olusabilecek degisiklikler belirlenmeye calisilmistir.
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4.2.2.1. Prefiksasyon asamasi

Elde edilen koklerden bistiiri yardimiyla kok uglart kesilmistir. Kok uglarina uygulanan ilk
islem prefiksasyondur. Bu islemin amaci kromozomlari incelenebilecek diizeyde
tutmaktadir. a-monobromonaftalin uygulamasi sonucu bu islem ile ig ipliklerinin olusumu
durdurulur, kromozomlarin kisalmast ve diizelmesi saglanir. Ayrica bu islem
kromozomlarin giivenilir bir sekilde sayilmasina ve biiyiikliiklerinin karsilastirilmasina

olanak saglamaktadir. (106)

Bu amagla 1 ml a-monobromonaftalinin 100 ml etanol igerisinde ¢Oziindiiriilmesi ile
hazirlanan stok ¢ozeltiden, 1 ml alinarak 250 ml saf su icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Kok

uglar1 bu ¢ozelti igerisinde +4°C'de buzdolabinda 4 saat siire ile bekletilmistir.

4.2.2.2. Fiksasyon asamasi

Tespit ¢dzetisinin hazirlanmasi asamasidir. Ozellikle kromozomlarin canlinin hayattaki
durumuna miimkiin oldugu kadar yakin bir durumda tespiti énemlidir. Oldiiriicii tespit
edici bir stvinin etkisi oncelikle, dldiirme islemini hizli bir sekilde yapmasina baghdir.
Boylece, ani bir sekilde, hiicreler miimkiin oldugu kadar hayattaki durumu bozulmadan
tespit edilebilir. Tespit sivisinin, hiicreler lizerinde hizli bir sertlestirme etkisinin olmasi ve

bunun yani sira stvinin dokulara miimkiin oldugunca hizli girmesi gerekmektedir.

Bu amacla, buzdolabinda a-monobromonaftalin ¢6zeltisinde 4 saat boyunca bekletilen kok
ornekleri oncelikle musluk suyu altinda 5 dakika siireyle yikanmis, daha sonra 2 defa saf
su ile yikandiktan sonra %99'luk glasiyel asetik asitte (CH3-COOH) 30 dakika
bekletilmistir. (106)

4.2.2.3. Hidroliz asamasi
Koklerin IN HCI igerisinde su banyosunda bekletilmesi asamasidir. Hidroliz, dokularin
birbirinden ayrilip, daha iyi gozlenebilmesi icin 6nemlidir. Ozellikle bitki dokularinmn

feulgen ile boyanmadan once hidroliz edilmesi gerekmektedir. Hidroliz asamasinda zaman,

sicaklik derecesi, kullanilan HCI konsantrasyonu 6nemlidir.
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Bu asamada, glasiyel asetik asit 6rneklerden mikropipet yardimiyla uzaklagtirilmistir ve 2
kez S'er dakika saf su ile yikanmistir. Yikamadan sonra kok uglart 1 N HCI'de 60°C'lik
sicak su banyosunda 12 dakika siireyle bekletilmistir. Bu islemin ardindan 6rnekler saf su

il 5 dakika yikanmustir. (106)

4.2.2.4. Boyama asamasi

Bu asamada, hidrolizden ¢ikan 6rnekler boya icinde bekletilerek, kok uglarinin boyanmasi
saglanmaktadir. Kok uclart oda sicakliginda 2 saat siireyle feulgen boyada bekletilip, daha
sonra +4°C'de buzdolabinda tiim gece boyunca bekletilmistir. Feulgen, 6rnekler Hcl ile
hidroliz edildikten sonra kullanilmaktadir. Feulgenin yapilisinda kullanilan fuksin bazik
coOzeltisi kromatini se¢ici olarak boyamaktadir. Feulgenin boyamadaki etkisi aldehit

reaksiyonuna baglidir. (106)

Boyanmis kok ucu 6rneklerinden preparatlar hazirlanarak feulgen boya ile mitotik metafaz

doneminde mikroskopta inceleme yapilmistir.

4.2.2.4.1. Feulgen boyasinin hazirlanmasi

Feulgen boyasinin hazirlanmasi i¢in 1 g kristal halindeki bazik fuksin tartilmig ve kiiciik
bir havanda ezilmistir. 500 ml'lik erlenmayerin i¢ine ezilmis olan bazik fuksin dikkatli bir
sekilde etrafina bulastirilmadan konulmustur. Bir bagka erlenmayerde 200 ml'lik damitik
su kaynatilirak, kaynayan suya toz halindeki bazik fuksin ilave edilmistir. 50°C'ye
soguyuncaya kadar karistirtlmistir. 20 ml'lik 1 N HCI ilave edildikten sonra filtre kagidi
(Whatmann No:1) ile siiziilmiistiir. Karigima 2 g potasyum metabisiilfit (K,S;0s) ilave
edilmistir. Boya, siseye konulup agzi sikica kapatilarak karanlikta bir gece boyunca
bekletilmistir. Baslangicta visne ¢iirligii renginde olan boya agik cay rengini almustir.
Hazirlanan boya sisesinin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak, +4°C'de buzdolabinda

muhafaza edilmistir. (106)

4.2.2.5. Preparatlarin hazirlanmasi ve mikroskopta incelenmesi

Buzdolabinda muhafaza edilen feulgen boya igerisindeki kok ucu Ornekleri pens

yardimiyla alinmistir ve i¢inde saf su bulunan petriye konulmustur. Kok uclar1 saf su
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icerisinde 10 dakika bekletilip, lizerindeki suyunu uzaklastirmak i¢in filtre kagidi lizerine
alimmisgtir. Daha sonra lamin {izerine alinip, kokiin u¢ kisminda kalan ve daha koyu
boyanmis olan kisa bolge bistiiri yardimiyla kesilmistir. Uzun bolge uzaklastirilmistir.
Lamin iizerinde bulunan kok ucunun iizerine bir damla asetik asit damlatilmis ve bistiiri
yardimiyla ¢ok kiiciik pargalara ayrilmasi saglanmistir. Lamel 45°C'lik ag1 ile lamin
lizerine igerisinde hava kabarcig1 kalmayacak sekilde 6zenle kapatilmistir. Lamelin sabit
kalmasina dikkat edilerek, iizerine filtre kagidi bastirilip fazla su alimmistir. Kursun
kalemin arkasi yardimiyla Orneklerin {iizerine hafif gsekilde wvurularak ezilmeleri
saglanmistir. Bu islem hiicrelerin parcalanipi, kromozomlarin birbirinden ayrilmasi

amactyla uygulanmigtir.

Hazirlanan preparat oncelikle sirasiyla 5x, 10x, 20x ve 40x'lik objektiflerle incelenmistir.
Istenilen goriintii saglandiktan sonra immersiyon yag1 damlatilmis ve 100x'lik objektifte

bulunan goriintiiniin fotografi kaydedilmistir.

4.2.3. Verilerin elde edilmesi ve degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, her uygulama,
icerisinde 10 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii olarak 10 cm'lik petri kutularindan

olusmustur.

In vitro ¢alismalarda kallus olusumu (%), kallus agirlig1 (g), rejenerasyon kapasitesi (%) ve
kiiltir etkisi (%) parametreleri incelenmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi

MSTAT-C paket programu ile yapilmistir.

Kallus olusumu(%); kiiltiiriin 14. giinlinde kalluslarin sayilmasi ve kallus olusturan
embriyo sayisinin, petride Kkiiltiire alinmis toplam embriyo sayisina oranlanmasiyla
hesaplanmigtir. Kallus agirligi (g); kiiltiiriin 14. giiniinde olusan kalluslarin hassas terazide
tartilmasiyla hesaplanmistir. Rejenerasyon kapasitesi (%); kalluslarin rejenerasyon
ortamina alinmasindan 4 hafta sonra rejenere olan kalluslarin, olusan kallus sayisina
oranlanmastyla hesaplanmistir. Kiiltiir etkisi (%); rejenere olan kallus sayisinin, kiiltiire

alinan embriyo sayisina oranlanmasiyla hesaplanmistir.

In vivo ¢alismalarda kok uglarindan elde edilen kromozom sayilar1 degerlendirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Gen merkezleri lilkemizde bulunan, genetik materyal olarak {istiin 6zellikler tasiyan 6nemli
gen kaynaklarindan Triticum monococcum ve Triticum dicoccum yerel kavuzlu bugday
cesitlerinin olgun embriyolart; farkli dozlarda 2,4-D ve picloram (0, 3, 6, 9, 12 mg/1) iceren
kiiltiir ortamlarinda kallus olusumu i¢in tesvik edilmistir. Elde edilen kalluslar
rejenerasyon ortamina transfer edilerek, rejenere olmalari saglanmistir. Rejenere olan
bitkilerin kok uglarindan alinan 6rneklerde sitolojik ¢alismalar yapilmis ve her iki tiirde
mitoz bdliinmenin metafaz evresinde kromozom yapisinda ve sayisinda degisiklik
olusturup olusturmadigr arastirilmistir. Bu calismada elde edilen tiim bulgularin sonuglari

ve degerlendirmeleri bu béliimde sunulmustur.

5.1. Triticum monococcum Cesidinin Farkh 2,4-D ve Picloram Dozlarinda In vitro

Parametrelere Olan TepkKisi

Triticum monococcum yerel kavuzlu bugday ¢esidinin olgun embriyolarina uygulanan 4
farkli dozda 2,4-D ve picloramin; “Kallus Olusturma Yizdesi”, “Kallus Agirlhig1”,
“Rejenerasyon Kapasitesi”, “Kiiltiir Etkinligi” parametreleri incelenmistir. Elde edilen
veriler ile varyans analizi yapilmis olup, Asgari Onem Farki (AOF) testi ile

degerlendirilmistir.

5.1.1. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum monococcum’da Kallus

Olusturma Oram

Triticum monococcum yerel kavuzlu bugday g¢esidinin olgun embriyolari, 4 farkli dozda
2,4-D ve picloram iceren kiiltiir ortamlarma yerlestirilmis, 26°C’de karanlik ortamda 14
giin boyunca kallus tesviki amaciyla kiiltiire alinmistir. 14 giin sonunda elde edilen
kalluslar sayilmistir. Olusan kallus sayisi, kiiltiire alinan toplam embriyo sayisina
oranlanarak, kallus olusturma orani hesaplanmistir (Cizelge 5.2). Elde edilen veriler ile
varyans analizi yapilmistir (Cizelge 5.1). Cizelge 5.1°de goriildiigii gibi kallus olusturma
orant bakimimdan Triticum monococcum’da 2,4-D ve picloram dozlar1 arasindaki farkin

%35 ve %1 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Dozlar arasindaki farklilig1 belirlemek
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amactyla yapilan AOF testi sonuglar1 Cizelge 5.2’te verilmistir. AOF testine gore 3 farkli

grup olusmustur.

Cizelge 5.1. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramin Triticum monococcum ’un olgun

embriyolarinin kallus olusumuna olan etkisine ait varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplamm ortalamasi
Hormon(A) 1 83.333 83.333 2.5000
Dozlar (B) 4 44713.333 11178.333 335.3500**
AxB 4 366.667 91.667 2.7500*
Hata 20 666.667 33.333
Toplam 29 45830.000

**P<0.01 diizeyinde 6nemli

*P< 0.05 diizeyinde 6nemli

Varyasyon katsayist: %7.50

Cizelge 5.2. Triticum monococcum’un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki

2,4-D ve picloramin kallus olusumuna olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ (mg/l) 2,4-D Picloram
0 0C 0C
3 100.000 A 100 A
6 96.667 A 100 A
9 83.333B 100 A
12 96.667 A 93.333 A
AOF:9.833
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Sekil 5.1. Triticum monococcum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarinda kallus olusturma

orani

5.1.2. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum monococcum’da Kallus

Agirhgi

Farkli 2,4-D ve picloram dozlarinda kallus tesviki amaciyla inkiibasyona alinan Triticum
monococcum c¢esidine ait olgun embriyolardan elde edilen kalluslar, 14 giin sonunda
tartilarak agirliklar1 hesaplanmistir. Kallus agirliklarina iliskin varyans analizi Cizelge
5.3’te verilmistir. Farkli dozlarin kallus agirligina olan etkisinin %1 diizeyinde 6nemli
oldugu goriilmiistiir. Dozlar arasindaki farkliligi belirlemek amaciyla yapilan AOF testi
sonuglar1 Cizelge 5.4’te yer almaktadir. AOF testine gore 6 farkli grup olusmustur.

Cizelge 5.3. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramin Triticum monococcum un olgun

embriyolarinin kallus agirligina olan etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplam ortalamasi
Hormon(A) 1 1.300 1.300 61.6059**
Dozlar (B) 4 4.852 1.213 57.4788**
AxB 4 0.460 0.115 5.4546**
Hata 20 0.422 0.021
Toplam 29 7.034

**P< 0.01 diizeyinde dnemli

Varyasyon katsayisi: %19.39
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Cizelge 5.4. Triticum monococcum’un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki

2,4-D ve picloramin kallus agirligina olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ (mg/l) 2,4-D Picloram
0 0.000 E 0.000 E
3 0.882 B 1.206 A
6 0.795BC 1.345 A
9 0.603 CD 1.342 A
12 0.427/D 0.895 B
AOF: 0.2468
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Sekil 5.2. Triticum monococcum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarinda elde edilen kallus

agirliklar

5.1.3. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum monococcum’da
Rejenerasyon Kapasitesi

14 giin sonunda elde edilen kalluslar hormonsuz MS ortaminda transfer edilerek, 26°C’de

16 saat karanlik, 8 saat aydinlik fotoperiyod kosullar1 altinda rejenerasyona tesvik
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edilmistir. Isikl1 ortama gecen kalluslardan hizla siirgilin gelisimi gézlenmeye baslamigtir. 4
hafta sonunda rejenere olan kallus sayisi, ortama konulan toplam kallus sayisina
oranlanarak rejenerasyon kapasitesi hesaplanmistir. Elde edilen veriler ile varyans analizi
yapilmistir (Cizelge 5.5). Farkli dozlarin rejenerasyon kapasitesine olan etkisinin %1
diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Dozlar arasindaki farkliligi belirlemek amaciyla
yapilan AOF testi sonuglar1 Cizelge 5.6°da yer almaktadir. AOF testi sonuglarina gore 7
farkli grup olugsmustur.

Cizelge 5.5. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramin Triticum monococcum’un olgun

embriyolarinin rejenerasyon kapasitesine olan etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplam ortalamasi
Hormon(A) 1 10868.033 10868.033 179.2419**
Dozlar (B) 4 22436.800 5609.200 92.5102**
AxB 4 3619.467 904.867 14.9236**
Hata 20 1212.667 60.633
Toplam 29 38136.967

**P<0.001 e gore 6nemli

Varyasyon katsayis1: %18.12

Cizelge 5.6. Triticum monococcum’un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki

2,4-D ve picloramin rejenerasyon kapasitesine olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ 2,4-D Picloram
0 0.00 F 0.00 F
3 34.333D 100 A
6 56.667 BC 96.667 A
9 15.333 E 66.667 B
12 13.333 E 46.667 CD
AOF:13.26
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Sekil 5.3. Triticum monococcum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarina bagl rejenerasyon

kapasitesi

5.1.4. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum monococcum’da Kiiltiir
Etkinligi

Kiiltiir etkinligi; rejenere olan kallus sayisinin, kiiltiire alinan toplam embriyo sayisina
oranlanmasiyla hesaplanmistir. Elde edilen veriler ile varyans analizi yapilmistir (Cizelge
5.7). Farkli dozlarin kiiltiir etkinligine olan etkisinin %1 diizeyinde 6nemli oldugu
belirlenmistir. Dozlar arasindaki farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan AOF testi sonuglar

Cizelge 5.8°de yer almaktadir. AOF testi sonuglaria gore 4 farkli grup olusmustur.

Cizelge 5.7. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramin Triticum monococcum un olgun

embriyolarinin kiiltiir etkisine olan etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kayna@ derecesi toplamu ortalamasi
Hormon(A) 1 10453.333 10453.333 149.333**
Dozlar (B) 4 22880.000 5720.0 81.7143**
AxB 4 3946.667 986.667 14.0952**
Hata 20 1400.00 70
Toplam 29 38680

*#P< (.01 e gore 6nemli

Varyasyon katsayist: %19.92
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Cizelge 5.8. Triticum monococcum’un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki

2,4-D ve picloramin kiiltiir etkisine olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ 2,4-D Picloram
0 0D 0D
3 33.333C 100 A
6 56.667 B 96.667 A
9 13.333D 66.667 B
12 13.333D 40C
AOF: 14.25
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Sekil 5.4. Triticum monococcum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarina bagl kiiltiir

etkinligi

5.2. Triticum dicoccum Cesidinin Farkh 2,4-D ve Picloram Dozlarinda In vitro

Parametrelere Olan Tepkisi

Triticum dicoccum yerel kavuzlu bugday ¢esidinin olgun embriyolarina uygulanan 4 farkl

dozda 2,4-D ve picloramin; “Kallus Olusturma Yiizdesi”, “Kallus Agirlig1”, “Rejenerasyon
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Kapasitesi”, “Kiiltiir Etkinligi” parametreleri incelenmistir. Elde edilen veriler ile varyans

analizi yapilmis olup, Asgari Onem Farki (AOF) testi ile degerlendirilmistir.

5.2.1. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum dicoccum’da Kallus

Olusturma Oram

Triticum dicoccum yerel kavuzlu bugday ¢esidinin olgun embriyolari, 4 farkli dozda 2,4-D
ve picloram igeren kiiltiir ortamlarina yerlestirilmis, 26°C’de karanlik ortamda 14 giin
boyunca kallus tesviki amaciyla kiiltiire alinmistir. 14 giin sonunda elde edilen kalluslar
sayllmistir. Olusan kallus sayisi, kiiltiire aliman toplam embriyo sayisina oranlanarak,
kallus olusturma orani hesaplanmustir (Cizelge 5.10). Elde edilen veriler ile varyans analizi
yapilmistir (Cizelge 5.9). Cizelge 5.9°da goriildiigii gibi kallus olusturma oran1 bakimindan
Triticum dicoccum’da 2,4-D ve picloram dozlar1 arasindaki farkin %1 diizeyinde 6nemli
oldugu bulunmustur. Dozlar arasindaki farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan AOF testi

sonuglar1 Cizelge 5.10’te verilmistir. AOF testine gore 4 farkli grup olusmustur.

Cizelge 5.9. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramin Triticum dicoccum’un olgun

embriyolarinin kallus olusumuna olan etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplamu ortalamasi
Hormon(A) 1 3.333 3.333 0.0357
Dozlar (B) 4 41653.333 10413.333 111.5714**
AxB 4 813.333 203.333 2.1786
Hata 20 1866.667 93.333
Toplam 29 44336.667

*#P< (.01 e gore 6nemli

Varyasyon katsayist: %13.00
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Cizelge 5.10. Triticum dicoccumun 'un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki

2,4-D ve picloramin kallus olusumuna olan etkisine iliskin AOF testi

DOz 2,4-D Picloram
0 oC oC
3 93.333 AB 100.000 A
6 93.333 AB 100.000 A
9 90.000 AB 90.000 AB
12 100.000 A 80.000 B
AOF=16,45
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Sekil 5.5. Triticum dicoccum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarina bagl kallus olusturma

orani

5.2.2. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum dicoccum’da Kallus

Agirhgi

Farkli 2,4-D ve picloram dozlarinda kallus tesviki amaciyla inkiibasyona alinan Triticum
dicoccum gesidine ait olgun embriyolardan elde edilen kalluslar, 14 giin sonunda tartilarak

agirliklar1 hesaplanmistir. Kallus agirliklarina iligkin varyans analizi Cizelge 5.11°de
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verilmistir. Farkli dozlarin kallus agirligina olan etkisinin %1 ve %5 diizeyinde 6nemli

oldugu goriilmiistiir. Dozlar arasindaki farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan AOF testi

sonuglar1 Cizelge 5.12°de yer almaktadir. AOF testine gore 5 farkli grup olusmustur.

Cizelge 5.11. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramim Triticum dicoccum’un olgun

embriyolarinin kallus agirligina olan etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplamm ortalamasi
Hormon(A) 1 0.056 0.056 5.0124*
Dozlar (B) 4 2.859 0.715 64.2934**
AxB 4 0.073 0.018 1.6318
Hata 20 0.222 0.011
Toplam 29 3.210

**P<0.01 e gore onemli

*P<0.05 e gore onemli

Varyasyon katsayist: %17.12

Cizelge 5.12. Triticum dicoccum 'un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki 2,4-

D ve picloramin kallus agirligina olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ 2,4-D Picloram
0 0D 0D
3 0.751 ABC 0.848 AB
6 0.637 C 0.908 A
9 0.707 BC 0.759 ABC
12 0.770 ABC 0.781 ABC
AOF: 0,1786
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Sekil 5.6. Triticum dicoccum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarinda elde edilen kallus

agirliklar

5.2.3. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum dicoccum’da

Rejenerasyon Kapasitesi

14 giin sonunda elde edilen kalluslar hormonsuz MS ortaminda transfer edilerek, 26°C’de
16 saat karanlik, 8 saat aydinlik fotoperiyod kosullar1 altinda rejenerasyona tesvik
edilmistir. Isikli ortama gegen kalluslardan hizla siirgiin gelisimi gézlenmeye baslamistir. 4
hafta sonunda rejenere olan kallus sayisi, ortama konulan toplam kallus sayisina
oranlanarak rejenerasyon kapasitesi hesaplanmistir. Elde edilen veriler ile varyans analizi
yapilmustir (Cizelge 5.13). Farkli dozlarin rejenerasyon kapasitesine olan etkisinin %l
diizeyinde onemli oldugu belirlenmistir. Dozlar arasindaki farkliligi belirlemek amaciyla
yapilan AOF testi sonuglar1 Cizelge 5.14’te yer almaktadir. AOF testi sonuglaria gore 5

farkli grup olusmustur.
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Cizelge 5.13. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramm Triticum dicoccum’un olgun

embriyolarinin rejenerasyon kapasitesine olan etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplamm ortalamasi
Hormon(A) 1 3808.133 3808.133 68.5738**
Dozlar (B) 4 30783.533 7695.883 138.5813**
AxB 4 3078.867 769.717 13.8604**
Hata 20 1110.667 55.533
Toplam 29 38781.200

*#p< (.01 e gore Onemli

Varyasyon katsayisi: %17.91

Cizelge 5.14. Triticum dicoccum’un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki 2,4-

D ve picloramin rejenerasyon kapasitesine olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ 2,4-D Picloram
0 0D 0D
3 75.000 B 92.667 A
6 33.333C 86.667 AB
9 36.667 C 74.333 B
12 6.667 D 10.667 D
AOF: 12.69
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Sekil 5.7. Triticum dicoccum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarina bagli rejenerasyon

kapasitesi

5.2.4. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum dicoccum’da Kiiltiir
Etkinligi

Kiiltiir etkinligi; rejenere olan kallus sayisinin, kiiltlire alinan toplam embriyo sayisina
oranlanmasiyla hesaplanmistir. Elde edilen veriler ile varyans analizi yapilmistir (Cizelge
5.15). Farkli dozlarin kiiltiir etkinligine olan etkisinin %1 diizeyinde Onemli oldugu
belirlenmistir. Dozlar arasindaki farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan AOF testi sonuglar

Cizelge 5.16°da yer almaktadir. AOF testi sonuglarina gére 4 farkli grup olusmustur.
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Cizelge 5.15. Farkli dozlardaki 2,4-D ve picloramim Triticum dicoccum’un olgun

embriyolarinin kiiltiir etkisine olan etkisine ait varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynag derecesi toplamm ortalamasi
Hormon(A) 1 4320.000 4320.000 92.5714**
Dozlar (B) 4 29500.000 7375.000 158.0357**
AxB 4 3246.667 811.667 17.3929**
Hata 20 933.333 46.667
Toplam 29

**P<0.01 e gore dnemli

Varyasyon katsayisi: %17.08

Cizelge 5.16. Triticum dicoccum’un olgun embriyolarinda kullanilan farkli dozlardaki 2,4-

D ve picloramin kiiltiir etkisine olan etkisine iliskin AOF testi

DOZ 2,4-D Picloram
0 0D 0D
3 70.000 B 96.667 A
6 30.000 C 86.667 A
9 33.333C 66.667 B
12 6.667 D 10.000 D
AOF: 11.63
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Sekil 5.8. Triticum dicoccum’un farkli 2,4-D ve picloram dozlarina bagl kiiltiir etkinligi
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Sekil 5.9. Triticum monococcum’un 14 giin sonunda farkli 2,4-D dozlari igeren ortamlarda
kallus gelisimi (a: 0 mg/l 2,4-D, b: 3 mg/l 2,4-D, c: 6 mg/l 2,4-D, d: 9 mg/l 2,4-D, e: 12
mg/l 2,4-D)
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Sekil 5.10. Triticum monococcum’un 14 giin sonunda farkli picloram dozlar1 igeren
ortamlarda kallus gelisimi (a: 3 mg/l picloram, b: 6 mg/l picloram, c: 9 mg/l picloram, d:
12 mg/I picloram)
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Sekil 5.11. Triticum dicoccum’un 14 giin sonunda farkli 2,4-D dozlari igeren ortamlarda
kallus gelisimi (a: 0 mg/l 2,4-D, b: 3 mg/l 2,4-D, c: 6 mg/l 2,4-D, d: 9 mg/l 2,4-D, e: 12
mg/l 2,4-D)
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Sekil 5.12. Triticum dicoccum’un 14 giin sonunda farkli picloram dozlari i¢eren ortamlarda
kallus gelisimi (a: 3 mg/l picloram, b: 6 mg/l picloram, c: 9 mg/l picloram, d: 12 mg/l
picloram)
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Sekil 5.13. Triticum monococcum’un 30 giin sonunda farkli 2,4-D dozlan igeren
ortamlarda rejenerasyonu (a: 3 mg/l 2,4-D, b: 6 mg/l 2,4-D, ¢: 9 mg/l 2,4-D, d: 12 mg/l
2,4-D)
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Sekil 5.14. Triticum dicoccum’un 30 giin sonunda farkli 2,4-D dozlari igeren ortamlarda
rejenerasyonu (a: 3 mg/l 2,4-D, b: 6 mg/l 2,4-D, ¢: 9 mg/l 2,4-D, d: 12 mg/l 2,4-D)
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Sekil 5.15. Triticum monococcum’un 30 giin sonunda farkli picloram dozlari igeren
ortamlarda rejenerasyonu (a: 3 mg/l 2,4-D, b: 6 mg/l 2,4-D, c: 9 mg/l 2,4-D, d: 12 mg/l
2,4-D)
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Sekil 5.16. Triticum dicoccum’un 30 giin sonunda farkli picloram dozlari igeren ortamlarda
rejenerasyonu (a: 3 mg/l 2,4-D, b: 6 mg/l 2,4-D, c: 9 mg/l 2,4-D, d: 12 mg/l 2,4-D)
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5.3. Farkh Dozlarda 2,4-D ve Picloram Uygulanan Triticum monococcum ve Triticum

dicoccum Cesitlerine iliskin Sitolojik Cahsmalar

Arastirma materyali olarak kullanilan Triticum monococcum ve Triticum dicoccum
gesitlerinin olgun embriyolari; farkli dozlardaki (0, 3, 6, 9 ve 12 mg/l) 2,4-D ve picloram
igeren besin ortamlarinda kiltiire alinip kallus olusumu saglandiktan sonra, rejenerasyon
amaciyla 14 giin sonunda hormonsuz MS ortamina transfer edilmistir. Rejenerasyon
esnasinda kalluslardan gelisen rejeneratif siirgiinlerin kok uclarindan Ornekler alinarak
sitolojik analize tabi tutulmustur. Sitolojik analizin amaci; kullanilan bugday hatlarinin
kromozom sayilar1 ve yapilarinda meydana gelmis olabilecek degisiklikleri saptamaktir.
Bu c¢alismada kok ve siirgiin gelisimini desteklemek amaciyla herhangi bir biiyiime
diizenleyicisi kullanilmamistir. Triticum monococcum ve Triticum dicoccum gesitlerinde
12 mg/l 2,4-D ve picloram dozlarinda yeterli kok gelisimi saglanamamasi nedeniyle bu

dozlarda analiz yapilamamastir.

Bugday kok uglarindan preparat hazirlama ve kromozom incelemesinde Ozgen vd (1996,
1998) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. Preparatlar hazirlandiktan sonra, ilk
basta 10x’lik objektifle incelenmis, bunu 20x, 40x ve 100x’lik objektifler takip etmistir.
100x’lik objektifte yapilan incelemede immersiyon yagi kullanilmistir. En diizgilin goriintii
yakalandiginda, mikroskoba bagli fotograf makinesiyle goriintiiniin kaydi alinmais,

bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Gortintiilerde her iki ¢esitte, analizi yapilabilen biitiin dozlarda, kromozom yapisinda ve

saymda herhangi bir anormallige rastlanmamustir.
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Sekil 5.17. Kontrol dozunda (0 mg/1) kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)

Sekil 5.18. Kontrol dozunda (0 mg/1) kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)

Sekil 5.19. 3 mg/l 2,4-D dozunda kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)
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Sekil 5.20. 3 mg/l 2,4-D dozunda kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)

Sekil 5.21. 6 mg/l 2,4-D dozunda kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)

Sekil 5.22. 6 mg/l 2,4-D dozunda kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)
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Sekil 5.23. 9 mg/l 2,4-D dozunda kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)

Sekil 5.24. 9 mg/l 2,4-D dozunda kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)

Sekil 5.25. 3 mg/l picloram dozunda kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)
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Sekil 5.26. 3 mg/1 picloram dozunda kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)

(T
/:?//r

-

Sekil 5.27. 6 mg/1 picloram dozunda kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)

Sekil 5.28. 6 mg/l picloram dozunda kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)
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Sekil 5.29. 9 mg/1 picloram dozunda kiiltiire alinan Triticum monococcum (2n=14)

Sekil 5.30. 9 mg/1 picloram dozunda kiiltiire alinan Triticum dicoccum (2n=28)
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1 Tartisma

Farkli 2,4-D ve picloram dozlarinda kiiltiire alinan Triticum monococcum ve Triticum

dicoccum yerel kavuzlu bugday cesitlerinden elde edilen sonuglara gore;

e Triticum monococcum g¢esidinde en yiiksek kallus olusum orani (%100) 2,4-D’nin 3
mg/l konsantrasyonundan elde edilmistir. Picloramin ise 3, 6, 9 mg/l dozlarindan

ayn1 oranda kallus olusumu (%100) gdstermistir.
e Triticum dicoccum ¢esidinde en yiiksek kallus olusum orani 2,4-D’nin 12 mg/l
konsantrasyonundan (%2100) elde edilmistir. Picloramin ise 3, 6 mg/l dozlarindan

ayni oranda kallus olusumu (%100) gostermistir.

e Triticum monococcum g¢esidinde en yiiksek kallus agirligi 3 mg/1 2,4-D (0,822 g) ve
6 mg/l picloram(1,345¢g) dozlarindan elde edilmistir.

e Triticum dicoccum gesidinde en yiiksek kallus agirligi 12 mg/1 2,4-D (0,770 g) ve 6
mg/l picloram (0,908 g) dozlarindan elde edilmistir.

e Triticum monococcum cesidinde en yiiksek rejenerasyon kapasitesi 6 mg/l 2,4-D
(9%56,6) ve 3 mg/l picloram (%100) dozlarindan elde edilmistir.

e Triticum dicoccum gesidinde en yiiksek rejenerasyon kapasitesi 3 mg/l 2,4-D (%75)

ve 3 mg/l picloram (%92,6) dozlarindan elde edilmistir.

e Triticum monococcum gesidinde en yiiksek kiiltiir etkinligi 6 mg/l 2,4-D (%56,6) ve
3 mg/l picloram (%100) dozlarindan elde edilmistir.

e Triticum dicoccum ¢esidinde en yiiksek kiiltiir etkinligi 3 mg/l 2,4-D (%75) ve 3
mg/l picloram (%92,6) dozlarindan elde edilmistir.
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Calismadan elde edilen bu sonuglara gére; Triticum monococcum igin optimum in Vvitro
kosullarin 2,4-D oksini i¢in 6 mg/l dozu, picloram oksini i¢in ise 3 mg/l dozu oldugu
belirlenmistir. Triticum dicoccum igin optimum in vitro kosullarin 2,4-D ve picloram

oksini i¢in 3 mg/l dozu oldugu belirlenmistir.

Picloram ve 2,4-D oksinlerinin basaris1 kiyaslanacak olursa; her iki yerel kavuzlu bugday
cesidinde 3 mg/l picloram dozlarinin daha yiiksek sonuglar verdigi sdylenebilir. Yani bu

iki ¢esit i¢in picloram kullanimi basariy1 arttirmaktadir.

(79) Ozias-Akins ve Vasil (1983) farkli dozlardaki 2,4-D’nin(0, 0.4, 1.0, 4.0, 8.0 mg/l)
kallus gelisimi iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 caligmada, 2 mg/l 2,4-D’nin kallus
olusumu i¢in optimum doz oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yaptiklar sitogenetik
calismalar sonucunda Aceto-carmine boyama yontemini kullanilmig ve preparatlardaki
kromozom sayilarinda herhangi bir degisiklik meydana gelmedigini (2n=6x=42)
bildirmislerdir. (96) Barro vd (1999), 8 bugday ve 7 arpa genotipinde, olgunlagsmamis
embriyo ve yapraklarini 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l picloram igeren MS ortaminda kiiltiire
almiglardir. Arastirma sonuglara gore, picloram igeren ortamda yapraklardan elde edilen
somatik embriyo sayisi, igermeyen ortama oranla 2 kat fazla olmustur. (97) He ve Lazzeri
(2001), 4 farkli makarnalik bugday genotipinin olgunlasmamis embriyolarini ve yesil bitki
parcalarini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada en iyi embriyogenesis olusumunu 2 mg/1 2,4-D
ve 2 mg/l picloram igeren ortamlardan elde etmislerdir. Ayrica 2 mg/l picloram igeren
ortamda olgunlasmamis embriyolarda %97-100 oraninda bitki rejenerasyonu elde
edilmistir. (98) Mendoza ve Kaeppler (2002), “Bobwhite” ¢esidini MS ortaminda kiiltiire
almis olup, 4 farkli oksin (2-MCPP, 2,4-D, dicamba ve picloram) denemistir. En ¢ok kallus

olusumu picloramdan elde dilmis olup, bu sonucu dicamba ve 2,4-D takip etmistir.

Aragtirma sonucu elde edilen bulgular bu ¢aligmalarla benzer sonucglar gostermektedir.

6.2 Sonuc

Bugday Diinya’da en ¢ok kiiltiirli yapilan bitki olmasi nedeniyle, bitki 1slah ¢alismalarinda
0zel bir yere sahiptir. Bugdayda dayaniklilik 1slah1 ¢aligmalarinda genetik kaynak olarak
kavuzlu bugday tiirlerinin kullanilmas1 6nemlidir. Melezleme yontemiyle aktarimi kolay,

dominant dayaniklilik genlerini tasimaktadirlar. Son yillarda 1slah ¢alismalarinda kavuzlu
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bugday tiirlerinden o6zellikle Triticum monococcum ve Triticum dicoccum tiirlerinden

yararlanilmaktadir.

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayaniklilik genellikle birden fazla gen tarafindan
kontrol edilmektedir. Yeni gesitler gelistirmek amaciyla kullanilan kalsik 1slah yontemleri

bu genlerin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir. Biyoteknolojik yontemlerle klasik 1slah
yontemleri birlestirildiginde, stres faktorlerine dayanikli bitki islahina yeni bir boyut

kazandirilmstir.

Biyoteknoloji uygulamalarinin ilk basamagi doku kiiltiirii uygulamalaridir. Hizli, giivenilir
ve yilin her zaman1 bulunabilmeleri 6zelligiyle olgun embriyolarin kullanilmasina iliskin

arastirmalar yayginlagmistir.

Tahillarda genellikle embriyo kiiltiirii ve kallus kiiltiirii kullanilmaktadir. Kallus kiiltiiriinde
kallus olusturmak igin genellikle 2,4-D (dichlorophenoxyacetic acid), dicamba (3,6-
dikloro-o-anisik asit) ve picloram (4-amino-3,5,6-trikoropikolinik asit) gibi sentetik

oksinlerden yararlanilmaktadir.

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilen bu arastirmada, gen merkezi Tiirkiye olan yerel kavuzlu
bugday tiirlerinden Triticum monococcum ve Triticum dicoccum eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir. Olgun embriyo yontemi kullanilmis olup, sentetik oksin olarak 2,4-D ve
picloramin farkli dozlar1 uygulanmistir. Kromozomal yapr agisindan en zararsiz kallus

olusturma protokolii belirlenmistir.

Bu ¢aligmada; Triticum monococcum ve Triticum dicoccum’un olgunlasmis embriyolari
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus, 2 saat siireyle 33°C’de su banyosunda bekletilmis ve
steril kabin icerisinde embriyolar1 endospermlerinden ayrilmistir. Embriyolar kalkanciklari
yukar1 bakacak sekilde 0, 3, 6, 9, 12 mg/l 2,4-D ve picloram igeren ortamlarda kiiltiire
almmistir. 14 gilin sonunda “kallus olusumu” ve “kallus agirligl” parametreleri
belirlenmistir. Olusan kalluslar hormonsuz MS-0 ortamina transfer edilerek iklim odasinda
rejenerasyon icin tesvik edilmistir. 4 hafta sonunda “rejenerasyon kapasitesi” ve “kiiltiir

etkinligi” parametreleri belirlenmistir. Elde edilen sonugclarla istatistik analizler yapilmistir.
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AOF testleri sonucunda dozlar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak énemli oldugu

saptanmistir.

Farkli 2,4-D dozlarinda kiiltiire alinan Triticum monococcum ve Triticum dicoccum olgun

embriyolari en yiiksek sonuglari 3 mg/l dozunda vermistir.

Farkli picloram dozlarinda kiiltiire alinan Triticum monococcum olgun embriyolar: en
yiiksek sonuglart 6 mg/l dozunda vermistir. Triticum dicoccum olgun embriyolar: ise en

yiiksek sonuglart 3 mg/l dozunda vermistir.

Elde edilen kalluslarin bitki stirgiinlerindeki kok uglarindan 6rnekler alinmistir. Kok uglart
4 saat siireyle %1°lik a-monobromonaftalin ¢ozeltisinde bekletilmis, daha sonar 30 dk
stireyle glasiyel asetik asitte bekeletilmistir. 1 N HCI ile 10 dk hidroliz edilerek, feulgen
boyayla boyanmistir. Bu islemlerden sonra preparat hazirlanarak, bu 6rneklerle sitolojik
analizler yapilarak, kromozom yapilarinda ve sayilarinda olusabilecek degisiklikler

belirlenmeye calisilmistir.

Farkli dozlarda 2,4-D ve picloram igeren ortamlardan elde edilen kok uglarinda yapilan
sitogenetik analizler sonucunda kromozom sayist ve yapisinda herhangi bir anormallige
rastlanmamustir. 12 mg/l picloram ve 2,4-D dozlarinda kok olusumu gézlenemedigi i¢in bu

dozlarda sitogenetik ¢alisma yapilamamaistir.

Sonug olarak bu tezde yerel kavuzlu bugday tiirlerinin olgun embriyoda kallus olusturma
ve rejenerasyonda kullanilan en uygun 2,4-D ve picloram dozu belirlenmistir. Yapilan
sitolojik arastirmalar sonucunda bu dozlarda herhangi bir kromozomal degisiklige

rastlanmadigi goriilmiistiir.
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