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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Celtikte (Oryza sativa L.) Endosperm Destekli Olgun Embriyo Kiiltiiriinde Kallus
Olusumu ve Bitki Rejenerasyonuna Tohum iriliginin Etkisi

Aybuke Sultan Koca

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. A. Murat Ozgen

Tescilli 10 geltik ¢esidinin (Aromatik-1, Cakmak, Duragan, Edirne, Efe, Gala, Halilbey,
Negis, Osmancik-97, Sumnu) olgunlasmis embriyolarinin bitki materyali olarak
kullanildig1 bu arastirma 2013-2014 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiildii. In vitro kosullarda bu 10
celtik ¢esidi biiyiik ve kiigiik olarak iki gruba ayrildi. Kallus olusumu i¢in 8 ml/l 2,4- D
(2,4 Diklorofenoksiasetik asit) igeren sivi MS ortami ve bitki rejenerasyonu igin 20 g/l

siikroz ve 7 gr/l agar iceren katt MS ortami1 kullanildi.

Calismada, kallus olusumu, kallus agirligl, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi
parametreleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore iri tanelilerde kallus olusumu % 96,7-
100,0; kallus agirhigr 0,468-0,837 gr, rejenerasyon kapasitesi % 42,0-86,7 kiiltiir etkisi %
40,0-86,7 arasinda belirlendi. Kiiciik tanelilerde ise bu degerler sirasiyla kallus olusumu %
93,4-100,0; kallus agirligr 0,326-0,581 gr; rejenerasyon kapasitesi % 36,0-63,3; kiiltiir
etkisi 33,3-63,3 olarak belirlendi.

Celtikte tane iriliginin bitki rejenerasyonuna etkili oldugu, biiyiik tanelerin rejenerasyon

kapasitesinin daha ytiksek oldugu saptandi.

2015, 72 sayfa
Anahtar kelimeler: Celtik, Oryza sativa L, tohum iriligi, kallus olusumu, bitki

rejenerasyonu



ABSTRACT

MSc Thesis

Effect of Seed Size on Plant Regeneration of Callus From Endosperm- Supported Mature
Embryos of Rice (Oryza sativa L)

Aybuke Sultan Koca

Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Dr. A. Murat Ozgen

This study was carried out in University of Ankara, Faculty of Agriculture, Department of
Field Crops, Biotechnology Laboratory during 2013-2014, mature embryos of 10
registered rice (Oryza Sativa L.) varieties (Aromatik-1, Cakmak, Duragan, Edirne, Efe,
Gala, Halilbey, Negis, Osmancik-97, Sumnu) were used as plant material. These 10 rice
varieties were seperated into 2 groups as small and large in in vitro conditions. Liquid MS
medium including 8 mg/l 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) was used for callus
induction. For plant regeneration, solid MS medium including 20 g/l sucrose and 7 g/l agar

was used.

In this study, callus induction, callus weight, regeneration capacity and culture efficiency
parameters were determined. According to the results, 96,7-100,0 % callus induction,
0,468-0,837 gr callus weight, 42,0-86,7 % regeneration capacity and 40,0-86,7 % culture
efficiency were obtained in large seeds. In small seeds, these parameters varied as 93,4-
100,0 % in callus induction, 0,326-0,581 gr in callus weight, 36,0-63,3 % in regeneration
capacity and 33,3-63,3 % in culture efficiency, respectively.

It was established that; for rice, seed size is effective on plant regeneration and

regeneration capacity is higher in larger seeds.

2015, 72 pages

Keywords: Rice, Oryza sativa L, seed size, callus induction, plant regeneration
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TESEKKUR

“Celtikte (Oryza sativa L.) endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonuna tohum iriliginin etkisi”” konulu tez ¢alismasini veren ve ¢alismayi
gerceklestirebilmem i¢in her tiirlii destegi saglayan danigsman hocam Prof. Dr. A. Murat
Ozgen basta olmak iizere; Dog. Dr. Melahat Avci Birsin ve kendilerinden ders alma
firsatin1 buldugum biitiin Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii 6gretim iiyelerine

tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen annem Solmaz Koca,

babam Mustafa Koca ve kardesim Fatih Koca’ya cok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Giliniimiizde var olan sirh iiretim kaynaklarima karsin, tiiketim gereksinimi insan
niifusunun artigina paralel olarak giin gectikge artmakta ve bu ylizden insanligin istegini
karsilamakta zorlanmaktadir. Bu sorunu ¢ozebilmek amaciyla, insanlar ellerindeki sinirli
kaynaklardan daha fazla yararlanma ve besin igerigi bakimindan zengin ve kaliteli {iretim
yapabilmenin yollarin1 aramaktadirlar. Bu durum g6z oniine alindiginda, iilkemiz tarim
arazilerinin genisletilmesi s6z konusu olamayacagindan, var olan tarim arazilerinde
yetistirilmek tlizere besin degeri yiikksek tohumluklar gelistirilmesi biliylik Onem

kazanmaktadir.

Celtik; tiikketimde 6nemli bir yer tutmasinin yani sira alerjen olamamasiyla da bugday, arpa,
cavdar gibi 6zellikle gliiten iceren tahillara alerjisi olan kisilerin giivenle tiiketebilecegi bir

sicak iklim tahilidir (1).

Ulkemizde sulanan alanlarin yetersizligi, gelisimi esnasinda bol su kaynagina ihtiyag
duyan ¢eltik i¢in bir dezavantaj olusturmaktadir. Verim artisin1 saglamak i¢in klasik bitki
islaht  programlarina alternatif olarak onlar1 tamamlayan ve destekleyen yeni
biyoteknolojik yontemler ortaya ¢ikmugtir. Klasik 1slahta basari seleksiyona, bu ise genis
bir genetik varyasyonun olusturulmasina baglidir. Bunun saglanmasi i¢in uygun o6zellikler
tasiyan genitor bitki poplilasyonlarina ihtiya¢ vardir. Popiilasyon boyutundaki artig yer,
zaman ve finansman artisini da beraberinde getirmektedir (2). Fakat biyoteknolojik
yontemlerin kullanilmasiyla izole edilmis bir genin bitkiye dogrudan aktarilmasi s6z
konusu oldugundan, oncelikle farkli tiirler ve cinsler arasi gen aktariminda melezleme
zorunlulugu ortadan kaldirilmakta ve klasik 1slahta yabani gen kaynaklarindan
yararlanmada en 6nemli engel olan dogal bariyer, bir baska deyisle, kisirlik ve uyusmazlik
sorunu da c¢oziilmektedir. Modern biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasiyla, klasik
1slahta farkli cinsler arasi gen aktariminda ikinci biiyiik engel olan, baglilik (linkage)
nedeniyle istenen genlerle birlikte istenmeyen genlerin de melezlere gegmesi sorun

olmaktan ¢ikmaktadir (3).

Celtikte genetik transformasyonlar ve rejenerasyonda siirgiinler, olgunlasmamis g¢icek
salkimlari, kok ve yapraklarin yerine embriyogenik kalluslar kullanilmaktadir. Ciinki

organojenezle kiyaslandiginda kallus kiiltiiriiniin gen aktariminda ve rejenerayonda daha

1



uygun oldugu goriilmiistiir (2). Biyoteknolojik yontemler ile arzu edilen genotiplerin ¢ok
kisa siirede g¢ogaltilmalarina, klasik yontemlerle basarilamayan cinsler ve tiirler arasi
melezlerin elde edilmesine de olanak saglayarak, cinsler ve tiirler arasi gen transferini
kolaylastirmaktadir. Bu da ¢ok kisa slirede homozigot hatlarin elde edilmesine ve
karakterleri kontrol eden genlerin, gen ya da gen grubu olarak bir organizmadan izole
edilerek diger bir organizmaya aktarilmasina olanak saglayarak, bitki i1slahinda islah

stirecinin kisaltilmasina katkida bulunabilmektedir (4).

Biyoteknolojik yontemlerin, geleneksel yetistirme yontemleriyle kombine edilmesi
sayesinde birgok bitkide, daha verimli ve daha Kaliteli ¢esitler gelistirilmis ve
gelistirilmeye devam edilmektedir (5). Biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasinda in
vitro g¢alismalarin baslangict doku kiiltiiriidiir. Doku kiiltiirii ile kiiltiire alinan olgun
embriyolara gen aktarimi yapilabilmekte, daha sonra gen aktarilmis embriyo uygun besin
ortaminda olgun bitki haline getirilerek, aktarilan geni tasiyan transgenik bitkiler elde

edilebilmektedir.

Doku kiiltiirii sirasinda meydana gelen kalluslardan farklilagsan bitkiler arasinda goriilen
somaklonal varyasyondan da islah programlarinda yararlanilabilmektedir. Ayrica, in vitro
ortamda kimyasal ve fiziksel mutagen uygulamalar1 ile hastaliklara, antibiyotiklere,
herbisitlere, tuza, diisiik sicakliga ve kurakliga toleransli veya dayanikli mutant hiicre

secimleri yapilabilmektedir (6).

Celtik ekim alaninda yaygin olarak tek bir ¢esidin ekiminin yapilmasi, o gesidin bir
hastalik patojenine karsi hassaslagsmasina neden olacaktir (7). Bu da iilkemizde yapilan
celtik tarimi1 ve verimi agisindan risk olusturacaktir. Bu yiizden celtik yetistirilen bolgelere
uygun, verimli ve kaliteli yeni ¢esitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu diisiinceden
hareketle bu calismada; tane iriliginin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna olan etkisi

arastirilarak, doku kiiltiirlinde rejeneratif bitki sayisinin artirilmasi olanaklari irdelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Tahillarla flgili Genel Bilgiler

Tahil (hububat) adi1 verilen taneler botanikte bugdaygiller (Poaceae) familyasina aittir.
Tahillarin yetistirilme islemlerinin kolay olmasi ayrica {iriiniin taginma, depolanma ve
bekletilmeye olan elverisliligi nedeniyle hem insan ve hayvan beslenmesinde hem de

endustri hammaddesi olarak kullanilmaktadir.

Tahillar, cinslerin 6zellikle iklim istekleri yiiziinden gosterdikleri farkliliklar bakimindan;
bugday, arpa, yulaf ve ¢cavdarin olusturdugu serin iklim tahillar1 ile ¢eltik, misir, darilar ve

kusyeminin olusturdugu sicak iklim tahillar alt gruplarina ayrilmaktadirlar (8).

Besidokuyu (endosperm) ve bitkinin kiigiik bir 6rnegini (embriyo) kapsayan tane (tohum)
uygun nem, sicaklik ve hava kosullarinda ¢imlenip yeni bir bitki olusturma yetenegindedir.

Bu 6zelligi ile tahil tanesi, tohumluk olarak da 6nem tagimaktadir (8).

Tahil tanelerinin bilesimi cinslere gore degismekle birlikte yaklasik % 65-75 nisasta, % 8-
15 protein, % 1-5 yag, % 1,5-3 seker, % 1-2 kiil, % 11-13 nem igerir. Tahil taneleri

karbonhidratlar, proteinler, yaglar ve mineral maddeler bakimindan zengindir (9).

Tahil tanesi baslica ti¢ kisimda incelenmektedir.

Kabuk
s Meyve kabugu (perikarp)
s Tohum kabugu (testa)

% Hiyalin

Endosperm
% AlG6ron

% Asil endosperm

Embriyo
+» Kalkancik (skutellum)



% Asil embriyo
e Tomurcuk (pliimiila)
e Sapcik (hipokotil)
e Kokgik (radikiila)

2.2. Celtik Bitkisi ve Onemi

Asya kitasindaki 6zellikle muson iilkelerinin tipik kiiltiir bitkisi olan celtik; kiiltiir bitkileri
icerisinde insan beslenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir (10). Tiirkiye’de yaklasik 500
yil Once ekilmeye baslanmis olan ¢eltigin diinyada 140.000’den fazla ¢esidinin oldugu
tahmin edilmektedir (7,10).

Celtiginde i¢inde bulundugu Poaceae familyasinda tane karyopsis durumundadir. Yani
meyve kabugu (perikarp) ve tohum kabugu (testa) bitisik durumdadir (8). Harmandan
sonra taneler bugday, ¢avdar ve misirda oldugu gibi ¢iplak ya da yulaf, celtik, darilar ve
kusyeminde oldugu gibi ¢i¢ek kavuzlari (palea’lar) ile sarili olarak bulunmaktadir. Bu
kavuzlar celtikte yalnizca taneyi sararken; arpa, darilar ve kusyeminde ise karyopsise

bitisik durumdadir (8). Celtik tanesinin kisimlar1 Sekil 2.1. verilmektedir.

Aléron Tabakasi
Endosperm

Plimiila
Kalkancik
Radikiila

Sekil 2.1. Celtik tanesinin ayrintili yapis1 (11).



TMO (Toprak Mabhsiilleri Ofisi)’nun hazirlamis oldugu 2013 Hububat Sektér Raporu’na
gore diinyada 2013-2014 yillarinda ongoriilen geltik ekili alan1 160.8 milyon hektardir. Bu
yillarda c¢eltik {retiminin 709.1 milyon ton ve veriminin 4.41 ton/ha olacagi

ongoriilmektedir (Cizelge 2.1.) (12).

Cizelge 2.1. Diinya’da Celtik — Piring Durumu (12)

YILLAR 2007/08 | 2008/09 | 2009/10 | 2010/11 | 2011/12 | 2012/13 | 2013/14
*

EKilis 154.7 158.1 155.8 158.2 160.2 157.9 160.8

(Milyon

Hektar)

Celtik 642.5 668.3 656.6 671.6 696.1 702.6 709.1

Uretim**

Verim 4.15 4.23 4,22 4.25 4.34 4.45 4.41

(ton/ha)

Pirin¢ 432.6 448.8 440.6 449.3 466.4 471.1 475.0

Uretim **

Piring 428.3 436.9 437.5 445.2 458.6 468.4 474.6

Tiiketim **

Pirin¢ 29.3 29.1 31.3 35.7 38.9 37.6 39.0

Ticaret**

Pirin¢ Stok | 80.6 92.4 95.6 99.6 107.5 110.2 110.5

**

*Ongorii;
#%Celtik Uretim, Piring Uretim, Pirin¢ Tiiketim, Pirin¢ Ticaret ve Piring Stok (Milyon
Ton)

Diinya piring iiretiminde % 30'lik pay ile Cin ilk siray1 alirken, Hindistan % 22'lik tiretim
pay1 ile ikinci sirada %8’lik payla tiglincii siray1 Endonezya almaktadir. 2013 yil1 verilerine

gore bu g tilke diinya ¢eltik tiretiminin % 60’ini karsilamaktadir (12).
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Sekil 2.2. Diinya piring iiretiminde 6nemli tilkeler ve tiretimdeki paylari (%) (12).

TMO tarafindan 2013 yilinda yayinlanan Hububat Sektor Raporu’na gore Tiirkiye’de 2013
yilinda ¢eltik ekilen ve hasat edilen alan 1.105.924 dekardir. Celtik iiretimi 900 bin ton ve
verimi ise 894 kg/da’dir (13). Tiiik (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2013 verilerine gore
Tiirkiye'de c¢eltik ekili alanin ve geltik tiretiminin en yiliksek oldugu bolge Batt Marmara
bolgesidir (Cizelge 2.2.) (14).

Cizelge 2.2. Ulkemizde Celtik Ekim Alanlar1 ve Durumu (14)

Ekilen Hasat edilen
Bolge Alan(dekar) | Alan(dekar) | Uretim(ton) | Verim(kg/da)
Kuzeydogu Anadolu | 125 125 48 384
Ortadogu Anadolu 1.265 1.265 491 388
Giineydogu Anadolu | 34.887 34.887 17.038 488
Istanbul 3.000 3.000 2.337 779
Bati Marmara 730.697 730.697 606.348 830
Dogu Marmara 28.122 28.122 20.750 738
Bati Anadolu 755 755 670 887
Akdeniz 4.651 4.651 2.408 518
Orta Anadolu 4.400 4.400 4.4649 1.057
Bat1 Karadeniz 297.648 297.648 245,124 824
Dogu Karadeniz 374 374 137 366




Tiirkiye’de tiretilen celtigin % 94l dogrudan gida olarak kullanilmaktadir ve kisi basina

piring tikketimi yilda 8,6 kilogramdir (15).

Ulkemiz geltik yetistiriciligi acisindan uygun ekolojik Kosullar1 olan alanlara sahiptir (16).
Fakat celtik yetistiriciligi; tiretiminin izne bagli olmasi, toplu yerlesme alanlarina uzak olan
yerlerde ekilme zorunlulugu, yogun is giicii ve mekanizasyon gerektirmesi, sulama
suyunun kisithi olmasi, iiretimin masrafli ve sikintili olmasi nedeniyle zordur. Ayrica
hastalik ve zararlilara karsi dayaniksiz c¢esitler bulunmasi, Karadeniz bolgesinde hasat
doneminde yagan yagislar ve sertifikali tohumluk iiretiminin yetersiz olmasi da zorluklari

arttirmaktadir (17).

Bu zorluklar1 asmak i¢in arastirmacilar bitki 1slah1 ve tohumluluk konusuna Onem
vermigler ve arastirmalarint bu yone ¢evirmislerdir. Bitki 1slah1 ¢alismalarinda, basariy1

etkileyen iki 6nemli konu vardir. Bunlar; varyasyon ve seleksiyondur.

Varyasyon, kiiclik degismelerle yillar boyunca kendiliginden oldugu gibi; melezleme,
mutasyon ve poliploidi ile de yapay olarak olusturulabilmektedir. Genis bir genetik
varyasyonla calisilmasi, yiiriitiilen 1slah programlarinda yeni gesitlerin gelistirilmesinde
onemli bir engeli de ortadan kaldiracaktir. Genis varyasyonlarin olusturulmasinda ise farkl

alttlirler arasinda yapilan melezlemelerden yararlanilmaktadir.

Seleksiyon, amaca uygun bitkilerin se¢ilmesidir ve seleksiyon yapilirken siirekli kontrolle
karsilastirilmast gerekmektedir. O yorede, yetisen standart cesitleri materyal olarak secerek,
daha {istiin cesitlerin gelistirilmesi saglanir. Son ylizyilda, klasik 1slah ydntemlerinden
yararlanilarak; iistiin verimli ve kaliteli birgok cesit gelistirilmesine ragmen basta hastalik
ve zararlilar olmak iizere baz1 biyotik ve abiyotik cevresel baskilara karsi dayaniklikta

istenilen sonuca tam olarak ulagilamamistir (18).

Celtik iiretiminde artisin saglanmasinda uygun ¢esit se¢imi, hastaliklarla miicadele, tohum
yatagi hazirlama, uygun sulama ve giibreleme gibi tarimsal uygulamalarinin yam sira
toprak ve arazi Ozelliklerinin de iyi bilinmesi gerekmektedir. Dolayisiyla, ¢eltik ekim
alanlarmin verim ve kalitesinin arttirilmasina yonelik alinabilecek 6nemli tedbirlerden

birisi de, topraklara ait yeterli veri ve bilgilerin saglanmasidir (16).



Celtik, suya doygun ortamda yasayip gelisebilen bir bitkidir. Biiylime doneminde ortalama
sicakligin 22 °C veya daha fazla oldugu yerlerde basariyla iiretilebilmektedir. ideal
koklenme derinligi en az 50 cm olup pH’st 4.5-8.5 arasinda degisen topraklarda
yetistirilebilmektedir. Yiizeyden 45-150 cm derinlikte yer alan geg¢irimsiz topragi bulunan
agir tekstiirlii topraklarda en karli iiretim yapilabilmektedir. Boylece topraktan sizma
yoluyla su kaybi az olmaktadir. Derin, killi, bitki besin maddelerince zengin, organik
maddesi yiiksek topraklar1 ¢ok seven ve bu Ozelliklere sahip topraklarda fazlaca verim

alinabilen ¢eltik, tuza orta derecede dayanikl bir bitkidir (16).

Lorz (1989), Tahillarda in vitro kosullarda yiiriitiilen bitki rejenerasyon ¢alismalarinda ¢ok
hiicreli eksplantlarla basariya ulasildigini ve tahillara alternatif gen aktarim yontemlerinin

uygulanabilecegi belirtilmistir (19).

Ozcan ve Ozgen (1996), 1slah edilmis kiiltiir bitkilerin yabani formlariyla
karsilastirildiginda bircok mantar, bakteri ve viriis hastaliklar1 ile zararlilara karsi daha
duyarli oldugu, bu durumun genelde uygulanan 1slah yontemlerinin eksikliginden
kaynaklandigini belirtmislerdir (20). Islah programlarinda, seleksiyon ¢alismalarinda iiriin
kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler 6n planda tutuldugundan, hastalik ve zararlilara karsi
dayanikliligin her zaman ikinci plana atildigini, bitki genetik miihendisligi tekniklerinin
kullanilmasiyla, 1slah siiresinin kisaltilmasinin yaninda; melezlemede karsilasilan
engellerin, genetik baglilik sorunlarinin  ve gen havuzlarindan yararlanmadaki
sinirlamalarin kolayca ortadan kalkacagii diisiinmiislerdir. Ayrica tahillar gibi ekonomik
onemi biiyiikk olan bitkilerde klasik 1slah yontemlerinin yetersiz kalindigi durumlarda

zaman kazanmak agisindan biyoteknolojik yontemlerin 6nemini vurgulamiglardir (20).

2.2.1. Celtik taksonomisi

Soreng vd (2000), bugdaygillerin yeni taksonomisine gore geltik bitkisi (21);

Alem: Plantae -Bitkiler

Alt Alem: Viridiplantae - Yesil Bitkiler

Sube: Tracheophyta - Vaskiiler bitkiler

Alt Sube: Spermatophytina - Tohumlu Bitkiler
Sinif: Magnoliopsida -Kapali Tohumlular



Alt Smif : Lilianae - Tek Cenekliler

Takim: Poales

Familya: Poaceae -Bugdaygiller

Cins: Oryza L. - Celtik

Tiir: Oryza sativa L. (2n=24) olarak siniflandirilmaktadir (22).

2.2.2. Celtigin pirince islenmesi

Celtik tanesi, karyopsis ile onu sikica fakat yapigsmadan saran bir i¢ kavuz ve kapgiktan
olugsmaktadir. Bu kavuzlar ¢eltigin harman1 sonunda da karyopsisten ayrilmazlar. Kavuzlu
bu iirline “geltik” adi1 verilmektedir. Elle ya da makine ile hasat edilen celtik taneleri
harmanlamadan sonra saplarindan ayrilmaktadir. Celtik veya ham g¢eltik olarak bilinen bu
tiriin daha sonra cesitli islemlerden gegirilerek pirince donlismektedir. Celtik pirince
islenmesinde once i¢ kavuz ve kapcik cikarilir, bunlar celtik kepegini meydana
getirmektedirler. ikinci asamada testa ve perikarp ayrilmaktadir ki bu da piring ununu
meydana getirmektedir. Ugiincii asamada tane embriyosu gikarilmaktadir. Geriye kalan
celtik endospermine piring adr verilmektedir. Bu {irtin cilalanir, parlatilir, sert plastik ya da
kauguk zeminden gegirilerek piiriizleri giderilmektedir. Elde edilen bu iiriin parlak camsi-

mikamsi gorliniisteki piringtir (Sekil 2.3.) (23).
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Sekil 2.3. Celtigin pirince islenmesi (23).



Piring, biinyesinde sodyum ve yag igcermeyen bitkisel bir protein kaynagidir. Yani piringte
kolesterol hi¢ yoktur. Piring, alerjik olmayan bir gida maddesidir ve 100 gram piring 360
kalori icerdiginden 6zel hasta diyetlerinde ve verdigi tokluk hissiyle zayiflama diyetlerinde
de kullanilabilir. Ayrica, kolesterol sikayeti olan hastalarin iyi huylu kolesteroliini
yiikseltir, kotii huylu kolesteroliinii de diistirme 6zelligi vardir. Bu nedenlerden dolayi
ozellikle yogun olarak tiiketildigi Uzakdogu iilkelerinde 6nemli bir temel gida maddesidir.
Ayni zamanda bagirsak hareketlerini diizenleyen, tansiyonu diisiirlicii etkisinden dolay1
sikca tiiketilen bir tahildir. Siviy1 i¢ine ¢eken bir gida oldugundan dokulara yerlesmis tuzu
biinyesinde bulundurup, dolasim sisteminin, kalbin ve bobreklerin yiikiinii hafifletmektedir.

Bu nedenle viicudu toksinlerden arindirmaktadir (11).

Piring protein, karbonhidrat, kalsiyum, B1 ve B2 vitaminleri ve az da olsa A ve C
vitaminlerini ihtiva eder. Piring, igerdigi mineraller sayesinde kemik yapisinin gelisimini,
cildin ve tirnaklarin parlaklasmasini saglarken igerdigi karbonhidratlar ise viicudun enerji
kaynagini olusturur. Kas gelisiminde gorevli aminoasitlerden biinyesinde 8 tanesini
bulundurur. Ayrica, fosfor ve demir gibi besleyici ve viicut i¢in gerekli elementleri de
igerir. Beslenme i¢in gerekli amino asitlerce zengin olmasi nedeniyle insan beslenmesinde
bugdaydan daha fazla kullanilmaktadir. Piring, tiim bu 6zelliklerinin yaninda ekonomiktir

(24).

2.3. Bitki Doku Kiiltiirii

Yeni gesit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik cesitlilik olusturmak, doku kiiltiiriiniin
temel amaglar1 arasindadir. Ciinkii klasik 1slah yontemleri kullanilarak istenilen 6zelliklere
sahip yeni bir ¢esidin gelistirilmesi uzun bir zaman almaktadir. Oysa bitki doku kiiltiirii
teknikleri ile ¢cok kisa zamanda ayni sonucu elde etmek miimkiindiir. Bitki doku kiiltiirii
ayni zamanda genetiksel iyilestirme ¢alismalarinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica
kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi1 zor olan tiirlerin iiretilmesinde,

cesitli doku kiiltiirii yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (25).

Bitki doku kiiltiirli; steril sartlarda ve yapay bir besin ortaminda hiicre (meristematik
hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki kisimlari=eksplant) veya
organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarin kullanilarak yeni doku, bitki veya

bitkisel iirtinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Bitki doku Kiiltiirii (26)

Tiim doku kiiltiirlerinin baslangi¢c noktast eksplant denen bitki dokularidir. Doku kiiltiirii
bitkilerin embriyo, kok, govde, yaprak veya cicek parcalarindan olabilmekte ve basari
oram tiirlere gore degismektedir. Onemli olan eksplant olacak bitki par¢asinin yiizeyinin
tiim mikrobiyal kontaminasyonlardan arindirilmasidir. Ciinkii bitki hiicrelerinde bdliinme

bakteri ve mantarlara kiyasla daha yavas olmaktadir (27).

Ayrica doku kiiltiiriinde fizyolojik asama, bitkinin doku kiiltiirline baslandiginda cevap
verecek yetenege de sahip olmasidir. Kaynak bitki saglikli olmali ve agik¢a goriilebilecek
clriime veya hastalik belirtilerinden uzak olmalidir. Eksplant denen bitki, doku kiiltiirii
calismalar1 dolayistyla dikkatle se¢ilmelidir. Daha geng¢ olan dokular daha aktif boliiniirler
ve kallus olusturma yetenegi daha yiiksektir. Hiicreler aktif olarak boliinebilir olmalidir ve

dormansi periyoduna girme egiliminde olmamalidir (27).

Doku kiiltiirii ¢alismalarinin baglangici hiicresel teorilere dayanmaktadir. Bu teorilere gore
hiicre kendi kendine ¢ogalabilir ve totipotenttir (28,29). Bununla birlikte asil gelismeler,
bitkilerde dogal olarak bulunan biiylime diizenleyicilerin fark edilip kullanilmasindan

sonra olmustur ve ardindan bitkilerin mikro ¢ogaltim ¢alismalar1 yapilmaya baslanmistir.

Etkili bir doku kiiltlir tekniginin kurulmasi, monokotiledonlarda 6zellikle de Poaceae

familyasinda, dikotiledonlara gore daha zordur. In vitro doku kiiltiirlerinde kallus olusumu
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ve olusan kalluslardan bitki rejenerasyonunun diizeyi, temel olarak genotip (30,31)
cografik orijin, dondr bitkinin fizyolojik sartlari, eksplant olarak kullanilan bitki organlari,

kiiltiir ortam1 ve bunlar arasindaki etkilesimden etkilenmektedirler (32).

Poaceae familyasi igerisinde yer alan bitkilere uygulanan doku kiiltiirii teknikleri; kallus
kiiltiirli, embriyo kiiltiirii, anter kiiltiirii, hiicre slispansiyon kiiltiirii ve protoplast kiiltiirii
olarak siralanabilir. Sahip olduklar1 genetik ¢esitlilik, mutasyon ¢alismalarinda kullanim
kolaylig1 ve seleksiyonda etkinlik nedeniyle iistiin genotipli bitkilerin gelistirilmesinde

kallus kiilttirlerinden yararlanilmaktadir.

Kallus kiiltiirii; hiicre ve protoplast kiiltiirlerinin elde edilmesinde baslangic materyali ve
gen transferi i¢in eksplant kaynagi olarak kullanildig: gibi bitkilerden elde edilen alkaloid,
sitokininler ve steroidler gibi ikincil metabolit {irinlerin tiretiminde de kullanilmaktadir.
Kallus olugturmanin yararlarindan biri de kallustan farklilagan bitkiler arasinda goriilen
somaklonal varyasyondan islah programlarinda yararlanilmasidir. Ayrica in vitro ortamda
kimyasal ve fiziksel mutagen uygulamalariyla hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere
dayanikli, yiiksek tuz, diisiik sicaklik ve susuzluga toleransli mutant hiicre se¢imleri de

yapilabilmektedir (33).

Kallus kiiltiirii, bitkilerin degisik organ dokularinin kallus yani farklilagsmamis hiicre y1gin1
olusturmaya tesvik edilmesidir. Kallus kiiltiiriinde eksplant olarak embriyo, kotiledon,
govde, yaprak, siirgiin ucu, kok, gen¢ tomurcuklar, cigcek ta¢ yapraklar, yumurta dokusu,
yumurta hiicreleri, yaprak sapt vb. kullanilmaktadir. Kallus embriyogenik olabilir veya
olmayabilir. Ancak, kallus dokusundan bitki rejenerasyon i¢in embriyogenik kallus 6nem
tasimaktadir (34).

Kallus kiiltiiriinde, kiiltiire alinan bitki kisimlarindan kallus olusumu saglandiktan sonra bu
kallus parcalanarak stirekli alt kiiltiiri yapilabilmekte ve bodylece c¢ogaltilmasi
saglanabilmektedir. Daha sonra bunlarin gelisme ortamlarma bitki  biiylime
diizenleyicilerinin (oksinler, sitokininler vb.) degisik miktarlar1 eklenerek bunlardan kok ve

slirglin gelisimi tesvik edilip bitkicikler elde edilmektedir (35-37).

Ayrica tarla kosullarinda ve klasik 1slah yontemlerinde karsilasilan giigliiklerin asilmast

amaciyla gelistirilen biyoteknolojik yontemlerden hiicre ve doku kiiltiirti calismalariyla ¢cok

12



sayida genotipin incelenip kisa siirede laboratuvarda seleksiyona alinmasi, generasyonlar
arasindaki siirenin azaltilmasi, ¢evresel kosullarin kontrol altinda tutulabilmesi ve bitkilerin

hiicre diizeyinde incelenmesi saglanabilmektedir (18,38).

Davoyan (1987), celtikte verici bitkinin genotipinin kallus olusumu ve bitki
farklilagsmasinda ¢ok onemli bir faktdr oldugunu, kallus olusumu ve bitki farklilasma

kapasitesinin genetik faktorlerin kontroliinden bagimsiz oldugunu rapor etmistir (39).

Kyozuka vd (1988), Japonica geltikleri i¢in gelistirilen bitki farklilasma protokoliiniin 14
Indica varyatesinde uygulanan arastirmada, beyaz ve siki yapili olan kalluslari I tip; yesil
ve yumusak yapili olanlar ise II. tip kallus olarak isimlendirmislerdir. II. tip kallus
olusturan geltik varyetelerinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu I. tip olusturanlara

gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (40).

Peng (1989), tahillarda 1slah amaciyla kullanilan biyoteknolojik uygulamalardan iyi bir
sekilde yararlanabilmek i¢in doku ve hiicre Kkiiltiirlerinden etkili bir rejenerasyon
yonteminin olusturulmasi gerektigi, bu nedenle doku ve hiicre arastirmalarinin basarisinin

glivenilir kallus kiiltiirii ve bitki rejenerasyon islemlerine bagli oldugu rapor edilmistir (41).

Abe vd (1994), Indica, Japonica ve Javanica alttiirlerinde yer alan 7 geltik gesidinin,
kallus olusturma ortaminda 2 ile 14 ay kiiltiire alarak cesitli organlarindan bitki farklilasma
yeteneklerini incelenmistir. Arastirmada, Takudan (Indica), Nipponbare (Japonica),
Sasanishiki (Japonica) ve Allorio (Javanica) aymi bitki rejenerasyon yetenegini
gozlenirken, Fujisaka 5 (Japonica), Te-tep (Indica) ve Choukoutou (Indica) varyetelerinde
ise 14 ay sonra sadece ¢ok diisiik yetenek gdzlenmistir. Arastirma sonucunda peroksidaz
ve asit fosfotaz enzimi emilimi ile rejenerasyon kapasitesi arasinda bir korelasyon oldugu

rapor edilmistir (42).

Kuroda vd (1998), hiicresel diizeyde heterosisi agiklayabilmek i¢in 14x14 diallel melezde
(4 Japonica, 4 Javanica ve 6 Indica ¢esidi) tohumdan gelisen kalluslarda, kallus gelisme
oraninin kalitimini incelemislerdir. Arastirmada, karanlikta 20, 28, 35 ve 40 °C’lerde 28
giinlik kiiltiirde kallus agirligi hesaplandiginda, biitiin F1 melezleri kallus gelisim orani
bakimindan anaglardan 6nemli derecede yiiksek sonuglar verdigi gozlenmistir. Ayrica F1

melezleri disiik sicakliklara anaglara oranla daha fazla tolerans gosterdigi, Diallel
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melezlerin varyans analizi, kallus gelisim orani iizerine eklemeli ve dominant gen
etkilerinin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Kallus gelisim oran1 bakimindan Indica x Indica,
Japonica x Japonica alt tiirleri arasindaki melezlerde 20-35°C’de negatif 6zel
kombinasyon yetenegi belirlenirken, Japonica x Indica alt tiirleri arasindaki melezde 28-

35°C’de pozitif 6zel kombinasyon yetenegi saptanmistir (43).

Ulukan (2003), gen aktarimina iliskin ¢alismalara baglamadan 6nce bitki tiirlerinin doku
kultirii teknikleriyle rejenerasyon ve c¢ogalma potansiyellerinin belirlenmesinin biiyiik

onem tasidigini rapor edilmistir (44).

Amarasinghe ve Yang (2005), Japonica alttiirinden Taipei 309 ¢esidi ve Indica
alttiirinden Qiuguiai 11 ¢esidinin in vitro sartlarinda farkli ortamlarda kallus olusumu ve
kalluslardan bitki olusum potansiyelini belirlemek amaciyla yaptiklari arastirma sonucu
alttiirlerin her biri i¢in farkli ortamlar kullanilarak en iyi sonug¢ elde edilebilecegini
bildirmislerdir. Ayrica raporlarinda rejenerasyon etkisine ortam c¢esidi kadar ortamin

tazeliginin de 6nemli oldugunu vurgulamiglardir (45).

Xiu-hong vd (2005), 19 geltik ¢esitinden alinan olgun embriyo, geng embriyo, gen¢ salkim
ve anterlerin dahil oldugu farkli eksplantlarin kallus olusumu ve siirglin farklilasmasi
tizerinde calisilmistir. Verimliligin genotipten genotipe degistigi ve dort tip eksplant
karsilastirildiginda aralarinda 6nemli derecede farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Kallus
olusum frekansi; gen¢ embriyo ile geng salkim arasinda, anter ile olgun embriyo arasinda
ve geng salkim ile anter arasinda 6nemli derecede pozitif korelasyon goriilmiis, bitkicik
farklilagsmasi bulunan farkli eksplant tipleri arasinda ve bitkicik farklilagmasi ile kallus

olusumu arasinda higbir iliskinin bulunmadigi tespit edilmistir (46).

Rachmawati vd (2006), Japonica alt grubundaki ¢eltiklerin kallus olusturma oranlarinin en
yiiksek oldugu Indica grubundaki geltikte ise birka¢ uygun doku kiiltiir metoduyla cevap
verecegini, ¢eltik genotipleri arasinda Javanica gesitlerinin en iyi kallus olusturdugunu

rapor etmislerdir (47).

Carsono ve Yoshida (2006), 5 Indica ¢eltik genotipinin kallus olusturma potansiyelini
Japonica grubuna ait Nipponbare cesidiyle Karsilastirarak aragtirmislardir. MS ve CL

ortamlarinda kok pargalar1 ve olgun tohumlarin embriyolarindan kallus elde edildigini ve
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genotipler, kullanilan eksplant ve ortama bagli olarak yiiksek kaliteli kallus olusumunda
onemli farkliliginin oldugu tespit edilmistir. Fatmawati, Ciapus, BP-23 ve BP-360-3 gibi
dort Indica grubundaki ¢esitler Japonica grubundaki Nipponbare ¢esidine benzer kallus
olusum oranina sahip oldugu fark edilmistir. MS ortaminda kiiltiire alinan her iki eksplant

CL ortamindan daha yiiksek oranda kallus olusumu gostermistir (48).

Hoque vd (2007), yapmis oldugu arastirmada Indica grubu geltiklerinden 1 tanesinin
Japonica ¢eltik ¢esitlerinden kallus olusma potansiyelinin  yiiksek  oldugunu
belirlemiglerdir. Dolayisiyla kallus olusumu ve bitki farklilasma potansiyelinin geltikte
alttiire bagli olmadigini, genotipler arasindaki farkliliklardan oldugunu rapor etmislerdir

(49).

Kurt vd (2008), geltik (Oryza sativa L. cv. Taipei-309)’te farkli eksplant tiplerinden kallus
ve bitki olusumu inceledikleri arastirmada 11 giinliik fidelerden; kok (ana kok+yan kokler)
ve sap (bogum+bogum arasi+yaprak) olmak {izere 2 farkli eksplant tipini besi ortaminda
kiltiire almiglardir. Arastirma sonucu sap eksplantindan 3 kallus ve bu kalluslardan da 5
adet bitki, kok eksplantindan da 20 kallus elde etmislerdir. Fakat koklerin farklilagsma

ortaminda uzun siire saglikli kalamadigi ve 61diigii rapor edilmistir (50).

Kurt vd (2008), geltik (Oryza sativa L. cv. Pusur)’te 8 farkli eksplant tipinden (sap, kok, 1.
bogum, 1. bogum arasi, 2. bogum, 2. bogum arasi, 1. yaprak ve 2. yaprak) kallus ve bitki
olusum potansiyelini belirlenmek amaciyla ¢alisma yiiriitmiisleridir. Yiirtttiikleri calisma
sonucunda, sap eksplantindan 86 kallus ve bu kalluslardan da toplam 28 adet bitki elde
etmislerdir. Kok eksplantindan 226 kallus; 1. bogum eksplantindan 53 kallus ve 1. bogum
aras1 eksplantindan 12 adet kallus elde etmislerdir fakat bitki elde edememislerdir. 2.
bogum, 2. bogum arasi, 1. yaprak ve 2. yaprak eksplantlarindan ne kallus ne de bitki elde

edemediklerini rapor etmislerdir (51).

Manimaran vd (2013), transgenik bitki iiretimi ve gelisimi i¢in Agrobacterium tumefaciens
ile gen transfer yontemi ve elit Indica BPT 5204 varyeteleri kullanilmistir. Yas araligi 3-30
giin arasinda degisen ¢esitli geltik kalluslar1 3 giin siireyle karanlikta A. tumefaciens
siispansiyon kiiltiirlerinde inkiibe edilmistir. Gegici GUS gen ifadesi analizine dayanan
tespitte 6 giinliik celtik kalluslarinin 21 giinliik celtik kalluslarina gore daha yiiksek

transformasyon kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir (52).
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2.3.1. Embriyo kiiltiirii

Yiiksek bitkilerin tohumlarindan ve tohum taslaklarindan embriyolarin izole edilerek belli

ortamlarda kiiltiire alinmas1 embriyo kiiltiirii olarak tanimlanmaktadir.

Embriyo kiiltiirii embriyonal biiylime ve farklilasma {izerine besinlerin, bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ve diger kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkilerini incelemek i¢in yararl
bir tekniktir. Embriyo kiiltiirii ayrica ¢imlenmesi zor olan tohumlarin ¢imlendirilmesinde
yani tohum dormansisinin kirilmasinda, genetik ¢alismalarda 1slah  siiresinin
kisaltilmasinda, yeterince gelisememis ve hibrit embriyolarin yasatilmasinda, haploid bitki
uretilmesinde, hastaliksiz bitki iliretiminde ve tohumla iiretimi zor olan bitkilerin

tiretiminde kullanilmaktadir (25).

Embriyonun gelisim kademeleri ana hatlariyla kiiresel, kalp sekilli ve torpido sekilli olmak

tizere siralanabilir. Embriyo kiiltiirii iki degisik sekilde yapilmaktadir:

1. Olgun tohum embriyolarinin kiiltiirti

2. Olgunlasmamis erken boliinme fazindaki proembriyolarin kiiltiirti

Embriyo tohumundan ¢ikarilarak da kiiltiire alinabilir. Tohumdan ¢ikarilan embriyo tam
olgun oldugundan kiiltiirdeki gelisimi daha kolaydir. Embriyo ne kadar erken safhada
kiiltiire alinirsa o kadar gelistirme islemi zor olur. Ciinkii olgun embriyolar temel besin
ortaminda (sadece makro ve mikro besin elementlerinin bulundugu ortamda) gelisebilirken
olgunlagmamis embriyolar icin ilave besin maddelerine ihtiya¢ vardir (vitamin, aminoasit,

hormon vs.) (53).

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

depolanabildikleri i¢in yilin her doneminde ¢aligma olanagi saglamaktadirlar (54).
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Embriyo kiiltiiriinde, gelisen tohumdan veya tohum taslagindan alinan, olgunlagsma
donemine yakin donemdeki embriyolar izole edildiginde bu embriyolarin heterotrofik
oldugu goriilmiistiir ve enerji kaynagi iceren basit bir inorganik ortamda gelisebilmislerdir.
Olgunlasmamis embriyolar1 kiiltiire almada ise embriyolarin biliylime ve gelismesine

destek olabilecek bir kiiltiir ortami belirlemenin ¢ok 6nemli oldugu belirtilmistir (25).

Bitki embriyolarmin kiltiirti ile ilgili ilk ¢alisma Raphanus ve Cochlearia’nin
tohumlarindan olgun embriyolar1 (2mm) mineral tuz ve seker igeren basit bir ortamda
kiiltiire alinarak ve bitkicik gelistirilerek yapilmigtir. Bundan sonra, degisik bitki tiirlerinin
embriyolar1 kontrollii kosullarda gelistirilmistir. Bu ¢alismalarla embriyolarin besin
ihtiyaglari, biiyiime ve farklilagsmalar1 gibi konular incelenmis ve embriyo kiiltiirtine iliskin

bazi yontemler ortaya konmustur (25).

Bommineni ve Jauhar (1996), makarnalik bugday ¢esitlerinde (Renville, Medora, Monroe
ve Vic) olgunlagsmamis embriyolardan kallus olusumu icin % 2 ve % 3 siikroz ile 3 cesit
katilagtirict madde (% 0.8 agar, %0.8 agaros ve %4 phytagel) kullanilmistir. Biitiin
cesitlerde 2 mg/l 2,4-D % 3 siikroz ve % 0.8 agar igeren MS ortaminda 2-3 giin i¢inde
somatik embriyo olusumu gozlediklerini, somatik embriyolarin 3-4 hafta igerisinde kiiciik
ve yogun somatik topluluklar halinde gelistiklerini, bu topluluklarin bitki rejenerasyon

ortamina aktarildiklarinda bitki olusumu gézlendigini belirtmislerdir (55).

Zhang vd (1996), celtikte olgun embriyo kaynakli kalluslardan siirgiin rejenerasyon
yeteneginin kalitimi belirlemek amaciyla hem yiliksek hem de diistik farklilagma yetenegi
olan genotipler farkli kombinasyonlarda kiiltiire almislardir. Arastirmada kallus olusumu
icin 3 mg/l 2,4-D, 5 g/l maya ekstrakt, 30 g/l seker ve 11 gr/l agar iceren 2 MS yalin ortam
konsantrasyonu, olusan kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢in 2.5 mg/l NAA, 8 mg/1 kinetin,
30 gr/l seker ve 3 g/l gilret iceren ¥4 N6 ortamina ve ¥4 MS Plus ortamina ortama transfer
etmislerdir. Bunun sonucunda bu ¢alismada hem yiiksek hem de diisiik rejenerasyonun

farkliliginin ayni allel tarafindan kontrol edildigi tespit edilmistir (56).

Ivanov vd (1998), 5 bugday ¢esidinin olgunlasmamig embriyolar1 kullanilarak 2 mg/1 2,4-
D igeren kati MS ortaminda kiiltiire alarak embriyogenik kalluslar elde etmislerdir. Daha
sonra embriyogenik kalluslardan bitki rejenerasyonunu gerceklestirmek icin MS, 0,1
mg/IAA, 0,5 mg BAP, 20 g/l sakaroz, 8 g/l agar pH 5.8 ortaminda kiiltiire alinmistir. Bitki
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boyu 5-6 cm’ye ulastiginda koklendirilmek tizere 5 mg/IAA, 0.1 mg/1 Kinetin, 146 mg/1 L-
glutamin, 20 g/l sakaroz, 8 g/l agar igeren MS ortamina aktarilmistir. Koklenen bitkilerin
soguklanmasini saglamak iizere tiipler igerisinde 2-4 °C’de 4-5 hafta muhafaza edilmistir.
RO rejenerantlar1 daha sonra sera kosullarinda normal fizyolojik gelisimini tamamlamistir.
Arastirmacilar yapmis olduklar1 ¢alismada, R3 ve R4 generasyonlarini elde etmislerdir
(57).

Karaca ve Biiriin (1999), yapmis olduklar1 bir ¢alismada Dogu 88 bugday ¢esidinin olgun
ve olgunlagmamis embriyolar1 4 farkli madde katilmig MS ortaminda kiiltiire almis olup
kallus, siirgiin ve kok olusum oranlarin1 belirlemislerdir. Arastirma sonucu en yliksek
kallus olusumu olgunlagsmamis embriyolarin kiiltiiriinde (ortalama % 94) ve 2.0 mg/1 2.4-D
+ 1.0 mg/l kinetin eklenmis MS ortaminda oldugunu, olgun embriyolarin kiiltiiriinde ise
(ortalama % 95) 2.0 mg/l 2.4-D ilave edilmis MS ortaminda elde edildigini tespit
etmiglerdir. Ayrica kallus agirliklart bakimindan olgun embriyolarin daha yiliksek sonug
verdigini, en yiiksek kallus agirliginin ortalama 395.3 mg’de 2.0 mg/l 2.4-D + 1.0 mg/I
kinetin i¢geren MS ortaminda elde edildigini bildirmislerdir (6).

Birsin vd (2001), tarafindan 2 yulaf ¢esidi ve 8 hatti (Ankara-76, Ankara-84, A-803, A-804,
A-805, A-821, A-822, A-823, A-824 ve A-825) kullanilan c¢aligmada, olgun yulaf
embriyosundan kallus olusumu ve rejenerasyon yetenegini belirlenmistir. Kallus olusumu
i¢in biliylimii diizenleyici olarak 2 mg/l 2,4-D, 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve 4.43 g/l MS
iceren katt MS ortami kullanilmistir. Bitki rejenerasyonu iginde, 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l
agar ve 4.43 g/l MS igeren kat1t MS ortamu kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, kallus
olusumu %50 (A-805) ile %95 (A-821) arasinda, kallus agirligi 0.8 (A-805) ile 1.4 (A-821)
arasinda, rejenerasyon kapasitesi %69.3 ile %93 arasinda, kiiltiir etkisi %38.8 ile %80.0
arasinda, bitki sayist 1.5 ile 9.3 arasinda gozlenmistir. Kallus olusumu ve rejenerasyon
kapasitesinin gesit ve hatlara gore degistigi, kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi
arasinda onemli bir iligkinin olmadigi, rejenere bitki sayisinin dogrudan kallus olusumuna
bagli oldugu bildirilmistir (58).

Li vd (2003), on yazlik bugday genotipinin olgunlasmis ve olgunlagsmamis embriyolarini
kiiltiire almislardir. Olgunlagsmis embriyo kiiltlirii i¢in ylizey sterilizasyonu yaptiklar
tohumlar1 25+1°C’de 1/2 MB ortaminda (MS tuzlar1 + B5 vitamini + 2 mg/I glisin, 300
mg/l glutamin + 500 mg/l kazein hidrolizat + %3 sakkaroz + %0,7 agar ) 20-24 saat su
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emmeye biraktiktan sonra aseptik kosullarda olgunlagmis embriyolart elde etmislerdir.
Olgunlagsmis bugday embriyolarini olgunlagmamis embriyolar i¢in kullandiklart 2 mg/l
2,4-D igeren MB ortaminda kiiltiire almiglardir. Daha sonra meydana gelen kalluslar bitki
rejenerasyonu i¢in TDZ iceren MB ortamina aktarilmistir. Arastiricilar. kallus olusum
oranina ve bitki rejenerasyonuna genotipin etkisinin ¢ok énemli ve bitki rejenerasyonu i¢in

TDZ’nin 1 mg/l dozunun uygun deger oldugunu bildirmislerdir (59).

Aditya vd (2004), yiiksek frekansta kallus olusma yetenegine sahip BR24, BR26, BRRI
dhan29, BRRI dhan40, IR51491-AC5-4, Patnai, Pokkali, Binnatoa 8 Indica genotipin
radikiila, skutellum ve olgun embriyo eksplantlart 2 mg/l 2,4-D ve % 0.3 phytagel ihtiva
eden MS besi ortaminda kallus olusumunu goézlemislerdir. Olgun embriyolar direkt kiiltiire
alindiginda yiiksek frekansta kallus {iretimi 2 genotipte (IR51491-AC5-4 ve BR24)
gbzlenmistir. Skutellum eksplantlarindan elde edilen kalluslar sari, siki, kirllgan ve kiigiik
kiireciklerden olusan tipte iken koklerinden elde edilen kalluslar yar1 kirilgan, solgun sari,
parlak ve bolmeli olusan tipte oldugu gozlemlenmistir. Calismanin sonucunda genetik
transformasyon metodu ve protoplast izolasyonu i¢in embriyonik hiicre slispansiyonunun

iyi bir kaynak oldugu ifade edilmistir (60).

Saharan vd (2004), skutellum kaynakli eksplantlarin kallus olusumu ve bitki
farklilagmasimin olgun embriyo eksplantlarindan daha yiiksek frekansli oldugunu tespit

etmislerdir (61).

Khaleda ve Al-Forkan (2006), 5 farkli derin su ¢eltiginde kallus olusumu ve bitki
farklilasma yeteneklerini belirlemek ig¢in yaptiklar1 aragtirmada olgun embriyo ve
skutellum eksplantlarindan biitiin varyetelerde ytiksek kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
frekans1 bulduklarini, koleoptil ve kok eksplantlarindan daha diisiik frekans elde edildigini,
genotipe bagli olarak en iyi bitki farklilasmasinin 2 mg/l BAP, 1.5 mg/l 2,4-D ihtiva eden
LS ortaminda saglandigini tespit etmislerdir. Ayrica kallus olugsmasinda ve bitki olusma ele
alinan ¢esitler arasinda gozlendigini, kallus olusumu potansiyeliyle bitki farklilagmasi
potansiyeli arasinda korolesyon olmadigini, koleoptil ve kok eksplantlar1 farklilasma
ortamda kallus olusumu gozlenmesine ragmen siirgiin olusumu gozlenmedigi ve skutellum
eksplant kaynaginin en iyi kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu sagladigini tespit

etmiglerdir (62).

19



Hoque vd (2007), BR14, BRRI dhan28, BRRI dhan29, BRRI dhan38, BRRI dhan39 ve
BRRI dhan40 gibi 6 elit Bangadales Indica cgeltik genotipi ile Taipe-309 Japonica
genotiplerini 2.0 mg/l 2.4-D, 20.0 g/l sakaroz ve 8.0 g/l agar ilaveli MS ortaminda kiiltiire
aldiklarinda BRRI dhan38 genotipinin en iyi embriyonik kallus olusumu saglamis
oldugunu, bu genotipi Taipei-309 ve BRRI dhan39 genotiplerinin takip ettigini
saptamiglardir. Ayrica Taipei-309 en iyi bitki rejenerasyonu oldugunu, bu genotipi BRRI
dhan38 ve BRRI dhan39 genotiplerinin takip ettigini bildirmislerdir (49).

2.3.1.1. Endosperm destekli embriyo kiiltiirii

Ozgen vd (1996 ve 1998), tarafindan gelistirilen bu ydntemde, yiizey sterilizasyonu
uygulanan tohumlarda embriyolar bistiiri ile skutellum yoniinden kesilip, endospermle
aralarinda 45° ag1 olacak sekilde kaldirilarak tohum tizerinde birakilmaktadir. Endosperm-
destekli yontem olarak isimlendirilen bu yontem ile kallus olusumu asamasinda
embriyonun  gereksinim duydugu besin maddelerininin  bir boliimiini  kendi

endosperminden karsilamaktadir (32,63).

Bu yontemin bitki rejenerasyonu bakimindan daha iyi olmasiin nedeni ile ilgili ¢esitli
goriigler bildirilmistir. Bu goriislerden biri, endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde
endospermin yapay besi ortamina gore daha fazla besin sagladigi yoniindedir (64). Diger
bir goriis ise embriyodaki bazi hiicrelerin endospermden sinyal alabilecegi ve boylece
eksplantta diizgiin bir sekilde farklilasma saglanabilecegi ve bunun sonucunda da yiiksek

kalitede bitkilerin olusacagi yoniindedir (65).

Ozgen vd (1996), 7 kislik bugday genotipinin olgun ve olgunlasmamis embriyolardan
kallus olusumunun saglanmasinda, kendilerinin gelistirdigi embriyo gevsetme yontemi
kullanarak basarili bir sonuca ulasmislardir. Embriyolarin endospermden tam olarak degil
de, hafifce ayrilarak (gevsetilerek) ortama konulmasinin ¢alismanin en 6nemli noktasi
oldugunu belirtmislerdir. Calismada, kallus olusum orani ile kalluslarin rejenerasyon
kapasitesi arasinda bir iliski olmadig1 belirtilmistir. Olgunlagsmis embriyolarin diisiik kallus
olusum frekansina, fakat yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olduklari belirlenmistir.
Hizli, gilivenilir ve her zaman bulunabilmesi goz oniinde tutuldugunda; olgunlagmis
embriyo kiiltiirlinlin bu seklinin, olgunlasmamis embriyo kiiltiirii i¢in alternatif bir yontem

olarak belirtmislerdir (32).
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Sayar vd (1999), diploid (Triticum monococcum L.ve Triticum boeticum L.), tetraploid
(Triticum durum Desf. ‘Kunduru-1149’) ve hekzaploid (Triticum aestivum L. ‘Bezostaja-
1’) bugday cesitlerinde endosperm destekli olgun embriyo teknigi kullanarak, tane
iriliginin kallus olusumuna etkisi arastirdiklar1 ¢calismada; bugday ¢esitlerine ait tohumlari
kiigiik ve bliylik olarak ikiye ayirdiklarini, yiizey sterilizasyonu uygulanan bu tohumlarda
tamamen steril ortamda embriyo endospermden hafifce ayrilip 8 mg/L 2,4-D igeren sivi
ortamda kallus olusumu saglandigi; i¢inde oksin yani 2,4-D bulunmayan MS ortamina
rejenerasyon igin aktarildigini, tim genotiplerde biiyiik tanelerin, kiigiik tanelere gore
kallus olusturma frekansi, kallus net agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir
olusturabilme yeteneginin dnemli derecede yiiksek degerler gosterdigini; tohum agirligr ile
kallus agirligi (r = 0,86) ve kallus agirlig1 ile rejenerasyon kapasitesi (r = 0,85) arasinda
onemli iligkili oldugunu, biiyiik taneli bugdaylarda endosperm destekli embriyo teknigi
kullanilarak yiliksek diizeyde rejeneratif kallus olusumu elde edildigini, bu nedenle bu
teknigin olgunlasmamis embriyolara alternatif olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir

(66).

Birsin ve Ozgen (2004), eksplant kaynagi olarak olgunlasmamus tritikale embriyosu,
endosperm destekli olgun tritikale embriyosu ve olgun tritikale embriyosunun iginde
oldugu 6 tritikale (BDMT-98-8S, Melez-2001, Mikham-2002, Presto, Tacettin Bey ve
Tatlicak-97) genotipini kullanmiglardir. Olgunlasmamis embriyoyu ¢imlendikten 15-18
giin sonra steril kosullarda 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Olgun
embriyolar, yine steril kosullarda endospermden tamamen ayrilmis ve 2 mg/l 2,4-D igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde ise; steril
kosullarda embriyo endospermden hafif¢e ayrilarak 8 mg/l 2,4-D igeren ortaminda kiiltiire
alimmistir. Yapilan arastirma sonucunda tritikale igin yiiksek bitki rejenerasyonunun

endosperm destekli olgun embriyoda meydana geldigini bildirmiglerdir (67).

Simsek (2004), yulafta (Avena sativa L.) 2 gesit ve 8 hat olmak {izere toplam 10 ¢esit
yulaf genotipi kullanilmis kallus olusumu, kallus agirligi, rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir
etkisi ve rejeneratif bitki sayist parametreleri arastirilmistir. Arastirma sonucunda
endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde bitki rejenerasyonuna tane iriliginin etkili
oldugu, biiyiik tanelerin kiicliklere gore rejenerasyon kapasitesinin daha yiiksek oldugu

rapor edilmistir (68).
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Turhan ve Baser (2004), endosperm destekli ve endospermsiz olgun embriyolart MS
(kontrol), 8 mg/l 2,4-D, 2 mg/l NAA, 4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA ve 4 mg/l 2,4-D + 2
mg/l NAA igeren 5 farkli MS ortaminda kiiltiire almislardir. En yiiksek kallus olusumunun
4 mg/l 24-D + 1 mg/l NAA iceren ortamda endosperm desteksiz olgun embriyoda
gerceklestigini saptamislardir. Yine, ayni caligmada en yliksek embriyogenik kallus

olusumunun endospermsiz olgun embriyoda meydana geldigi tespit edilmistir (69).

Filippov vd (2006), olgun embriyolarin olgunlasmamis embriyolara gore daha yash ve
daha fazla farklilasmis dokular igerdigini ve bu nedenle tersine farklilasma i¢in daha
yiikksek oranda oksin kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. Yine, ayni arastiricilar
endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde endospermin bitki biiyiime diizenleyicilerini
absorbe edebilecegini ve bu nedenle endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde
endosperm desteksiz olgun embriyo kiiltiiriine gore daha yiiksek oranda oksin kullanilmasi

gerektigini bildirmislerdir (70).

Ozgen vd (2007), Arpada (Hordeum vulgare L.) tohum iriliginin in vitro kosullarda
endosperm destekli olgun embriyo kiiltiirii parametrelerine olan etkilerini aragtirmiglardir.
Arpa kavuzlu bir tahil oldugundan kavuzlar1 mekanik yolla temizlenmis biiyiik ve kiigiik
olarak iki gruba ayrilmistir. Embriyolar endospermden tamamen ayrilmadan yerinden
oynatilmis ve kallus olusumu igin 8mg/l 2,4-D igeren sivi ortamda 25+1°C inkiibatorde 11
giin boyunca karanlikta bekletilmislerdir. Gelisen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in bitki
biiyiime diizenleyici igermeyen kat1 MS ortamina aktarilmis 3 hafta 25+1°C inkiibatorde
bekletilmis ve daha sonra 4 hafta siireyle 16 saatlik fotoperiyotta (1500 Lux) ve 25£1°C
sicaklikta bekletilerek rejenere edilmistir. Elde edilen sonuglar, kallus gelisiminin ve bitki

rejenerasyonunun iri tohumluklarda daha fazla oldugu yoniindedir (71).

Han vd (2011), Arpa (Hordeum vulgare L.) ¢esitlerinde in vitro kosullarda endosperm
destekli olgun embriyo kiiltiirii yontemiyle genotipler arasindaki kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu Ozelliklerinin farkliliklar: rapor edilmistir. Arastirmada 12 genotip (Dong 17,
Fuxuan 48, Golden Promise, Humai 1, Igri, TL43, Triumph, Weisuobuzhi, Zaoshu 3, ZAU
3, ve Zhepi 1, Yuyaohuanghumimai) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek
kallus olusumunu % 78.4 Zaoshu 3, % 74.3 Golden Promise vermistir. Bu da Zaoshu 3
genotipinin in vitro ¢aligmalarda kullanilabilecegini ve bu ¢esidin agronomik 6zelliklerinin

iyi, adaptasyon yeteneginin yiiksek oldugunu belirtmislerdir (72).
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Endosperm destekli doku kiiltiiri yontemi, kallus tiretimi ve bitki rejenerasyonu igin
gereken toplam siireyi kisaltabilecek etkili bir yontem olmasinin, 1slah uygulamalar
agisindan 6nemli oldugunu bunun yani sira hizli ve basit olmasinin da bu yontemin diger

bir avantaj1 oldugunu diisiintilmektedir.
2.4. Biiyiime Diizenleyicilerine Bagh Kallus Gelisimi

Bitki biliyiime ve gelismesinde en 6nemli rol oynayan 5 ana hormon grubunun bitki
blinyesinde mevcut oldugu yapilan arastirmalarda belirlenmistir. Bunlar; oksinler,

sitokininler, ¢cok ¢esitli gibberellinler, etilen ve absisik asittir. (Sekil 2.5.)

CHLOH

N —/_<CNs

I

Zeatin

S-(+)-Absisik Asit Gibberelellin A1

Sekil 2.5. Bitkisel hormon gruplarinin yapist (73).

Bitki biinyesinde olusan fizyolojik faaliyetlerin ¢ogunlugu bu hormonlarin kontrolii
altindadir. Hormonlarin etkileri daima bir denge icerisinde birbirlerini tamamlayici veya
bir digerinin etkisini azaltic1 olarak ortaya cikmaktadir. Giinlimiizde biliylimeyi ve
gelismeyi yonlendirici Ozellikleri dikkate alindiginda bitki hormonlarindan ¢ok yonli
olarak yararlanilmaktadir. Bitki biinyesinde bulunan bu dogal bilesiklerin yaninda bu
bilesiklerin kimyasal yapilarina az veya ¢ok benzeyen sentetik bilesikler de eklenmis ve
hormon etkilerinin olup olmadig1 arastirilmistir. Bunlardan bir¢ogunun bitkide dogal
bulunanlardan ¢ok daha aktif olduklari, yani ¢ok daha az kullanildiklarinda benzer etkiler
olusturduklar1 belirlenmistir. Bitkide mevcut olmadigi halde ¢ok diisiikk miktarlarda
hormon etkisini gosteren bu maddelere “sentetik hormonlar” ya da “biiylime ve gelisme

diizenleyicileri” ad1 verilmektedir.
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Biiyime ve gelisme diizenleyicilerin taniminda da belirtildigi gibi hormonlar gibi ¢ok az
miktarlarda bile bitki gelisimine tesir eden ve sentetik olarak tiretilen kimyasal maddeler de
(sentetik hormon) vardir. Elde edilen maddelerin bir kismi biiyiimeyi tesvik ederken (oksin,
sitokinin, gibberellin...) diger bir kism1 da engellemektedir (absissik asit, etilen...) Fakat
biliylime ve gelisme diizenleyicileri gelismeyi tesvik edici ve engelleyici maddeler olarak
birbirinden kesin sinirlarla ayirmak pek miimkiin degildir. Ciinkii bitki biiylimesinin
degisik devrelerinde ve degisik bitki organlarina degisik konsantrasyonlarda

uygulandiklarinda farkl etkiler gosterebilir (74).

Sitokininler hiicre bdliinmesini baslatan maddelerdir. Letham, 1964 yilinda ilk dogal
sitokinini misir tohumlarindan elde ederek "zeatin" adin1 vermistir. Cok sayida tohum veya
meyve ile kok salgilarinda bulunan zeatin, sitokininlerin en yaygini olmasina ragmen,
sitokininler icersinde en 6nemlisi "kinetin" dir. Bu maddenin digerlerine nazaran biiyiik
fark: sentetik olarak elde edilmis olmas1 ve biiylimeyi 6zellikle hiicre boliinmelerini tesvik
ediyor olmasidir. Kinetinden baska, benziladenin, benzilamino purin ve tetra hidropiranil
kullanilmaktadir (75). Ayrica sitokininler bitkinin tireme kabiliyetini diizenlemede de rol

oynamaktadirlar (76-78).

Sitokininler hiicre bodliinmesini, yeniden farklilagma ve bitki rejenerasyonunu tesvik
etmektedirler. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda sitokinin ve oksinin biiylime diizenleyicileri
besin ortamina yaklagik 1/10 oraninda verilirse bitki hiicreleri boliinerek farklilagsmamis
doku kiitlesi olan kallus olusmaktadir. Eger kallus daha sonra, ayni besinleri igeren fakat
sitokinin / oksin oraninin 1/10’den daha yiiksek oldugu yeni bir ortama aktarilirsa kallus
tizerinde kokler olugsmaktadir. Diger taraftan sitokinin oksine olan orani arttirilirsa kallus
yesil renge doniiserek iizerinde siirgiinler gelismeye baslamaktadir. Boylece tek bir kallus
parcalara boliinerek ve her bir pargaya kok ve siirglin olusturmasini uyarici yonde biiyiime
diizenleyici uygulanarak baslangictaki tek bir kallustan birbirine benzeyen yiizlerce yeni

bitki liretilebilmektedir (79).

Oksinler, bitkilerde biiylime ve gelismeyi etkileyen en dnemli gruptur; bitkilerin biiyltime
gosteren u¢ kisimlarinda yani meristem dokularinda (kok, tomurcuk, yaprak vb.) yogun
olarak bulunmaktadir. Bitkinin gelismesini diger bitki biiylime diizenleyicilerle birlikte
gerceklestirir.  Bitki kokiinde dogal olarak az bulunur ve bitkinin boyca biiylimesini

saglarlar. Hiicre boliinmesi, biiyiimesi, hiicre ve doku farklilasmasini diizenlerler. Bitkinin
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giinese yonelmesini saglarlar (74). Oksinlerin uzamay1 hizlandirmasi hiicre biiylime ve
boliinmesini artirmasinin bir sonucudur. Bu durum oksinin hiicrenin osmotik sisteminde
olusturdugu baz1 degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Oksinler, hiicrede osmozu artirmasi,
hiicrenin suya kars1 gecirgenligini yiikseltmesi, hiicre ¢eperi basincinda diismeye neden
olmasi, hiicre ¢eperi sentezinde artis olusturmasi, hiicre ¢eperi esnekligini ve genisligini
artiran 6zel RNA ve protein yapisindaki enzimlerin sentezini artirmasi gibi nedenlerden
dolay1 hiicre biiyiimesinde etkili olmaktadir (80). Cok fazla salgilandiginda veya sentetik
olanlarin fazla uygulanmasi halinde biiyiimeyi durdururlar. Az salgilandiginda yapraklar
dokiilmeye baslar. Meyve vermede etkindirler. Dollenmis ¢igegin dokiilmesini engellerler.
Ovaryumun gelismesini ve ¢ekirdeksiz meyve olusumunu saglarlar. Tlkbaharda kambiyum
gelisimini diizenlerler. Sentetik olarak elde edilen oksinler genelde yabanci otlarin yok

edilmesinde kullanilirlar (74).

Oksinler, dogal ve sentetik oksinler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Dogal oksinlerden en
onemlileri; Indol 3-asetik asit (IAA), indol-3-biitirik asit (IBA) ve fenilasetik asit (PAA) tir.
Sentetik oksinler ise Naftalenasetik asit (NAA), Naftiloksiasetik asit (NOA), p-
klorofenoksi asetik asit (4-CPA), 2,4- Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 2,4,5-
Triklorofenoksiasetik asit (2,4,5-T), 2-(2,4,5)- triklorofenoksi propiyonik asit (2,4,5-TP) ve
4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit (Picloram)’den olusmaktadir (80).

Oksinlerden; ¢elik koklendirmede TAA, IBA, NAA; ¢igek ve meyve dokiilmesini azaltma
da CPA, NOA, bazen 2,4-D’nin kullanildigi bilinmektedir. Ayrica oksinler meyve
kabugunun inceltilmesi ve parlak goriiniime sahip olmasi, gévdeden siirgiin ¢ikmasin
engelleme, herbisit gibi pek ¢ok amagla da kullanilmaktadirlar (25). Doku kiiltiirii
caligmalarinda ise tek basina kullanildiklarinda  kallus  olusumunu, hiicre
siispansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasini,
sitokininlerle birlikte kullanildiklarinda yine kallus olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu

(organojenez) ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasini saglamaktadirlar (81).

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda yaygin olarak sentetik oksinlerden, ozellikle de 2,4-D’den
(diklorofenoksiasetik asit) yararlanilmaktadir. (Sekil 2.6.)
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Sekil 2.6. 2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit) (82)

2,4-D, Amerika Kimyasal Kozmetik Anonim Sirketi tarafindan 1940’larin ortalarinda
gelistirilmis organik bir kimyasal olup, ana bilesimi asittir (83). Aslinda, hormonlarin
biyolojik aktivitesine benzer organik bilesikler gelistirmek istenirken 2,4-D gibi etkili

herbisitler bulunmustur.

2,4-D, klorofenoksi bilesikler grubundandir. Klorlandirilmig fenoksi asit grubuna girer.
Beyaz pudra halindedir. Ag¢ik formiili Cl,CsH3OCH,CO,H , molekiiler agirligi 221.04
gr/Mol’diir (84). Erime noktas1 140.5 °C (413.5 K), kaynama noktas1 160 °C (0.4 mm Hg),
su igerisindeki ¢oztiniirliigii 25 °C’ de 900 mg/I’dir (85). 2,4-D’nin asit formu, ticari olarak
kendi basina kullanilmamaktadir. Genellikle amin ve ester tuzlar1 olarak kullanilir. 2.4-
D’nin ester formu, buharlasma ile kaybedileceginden amin tuzlarmin kullanimi daha

yaygindir.

2,4-D genellikle diisiik yogunluklarda; hiicre gelisimi, hiicre boliinmesi, meyve gelisimi ve
koklendirme c¢alismalar1 igin kullanilmaktadir (86). Fakat 2,4-D yiiksek dozlarda
kullanildiginda bitki metabolizmasinda gerceklesen enzim aktivitesi, niikleik asit sentezi,
protein sentezi ve hiicre boliinmesi gibi bazi olaylar1 etkileyerek bitki gelisimini
engellemektedir (87). Ayn1 zamanda in vitro ortamda 2,4-D’nin yiiksek dozu somaklonal
varyasyona neden oldugundan doku kiiltiirii kaynakli varyasyonu azaltmak icin de 2,4-D
seviyelerinin daha diisiik olmas1 gerekmektedir (88). Bitki doku kiiltiirii ortaminda yaygin
olarak yer almasinin yani sira yiiksek yogunluklarda, tarimda 6nemli bir herbisit olarak da

kullanilmaktadir.

Nish1 vd (1973), ¢esitli oksin hormonlar1 ve ¢esitli ¢eltik dokular1 kullanilarak bunlardan

olusan kalluslardan bitki olusmasini saglayan bir arastirma yiiriitmiislerdir. 2,4-D, NAA ve
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IAA oksin hormonlarinin kallus olusturma yeteneklerini yumurta, anter, bogum, kok ve
tohum gibi c¢esitli eksplantlarda basarili oldugu, kalluslardan bitki olusumunda

sitokininlerin gerekli olmadigini rapor etmislerdir (89).

Lieb vd (1973), olgun saglikli embriyolar % 1°lik Triton X-100 ilaveli % 50 ticari klor ile
20 dakika muamele etmisler ve ardindan birkag kez steril su durulama islemi yapmaislardir.
Kok eksplantlarindan kallus dokusunun gelismesi ve biiylimesi i¢in 6 hafta stirede 2,4-D

ortaminda inkiibasyonun gerekli oldugu rapor etmislerdir (90).

Inoue vd (1976), celtikte epidermal hiicreler, yaprak kini, koleoptil, bogum, bogum aralari,
mezokotil ve kok; Echinochloa crus-galli, Nicotiana tabacum ve Vicia faba’ nin
yapraklar1 ve kokleri gibi farkli eksplantlar kallus olusumu i¢in farkli konsantrasyonda 2,4-
D ihtiva eden ortama aktarmiglardir. Kallus olusturan ¢eltik tohum ve organ kaynakli
eksplantlar farkli konsantrasyonlarda oksin igeren ortama alindiklarinda farklilasma
gbzlendigi ve kallus olusumunun oksin konsantrasyonu yani sira oksin cesidine (IAA,
NAA ve 2,4-D) de bagl oldugunu ve kallus olusumu igin farkli oksin ¢esitlerinin i¢erdigi
maddenin aktivitesinin farkliligindan kaynaklandigimi tespit etmislerdir. Celtik
eksplantlarinda kallus olusumunda kinetinin (sitokinin) etkisi goriilmedigi, Thiamine HCI
kallus biiylimesi icin gerekli oldugu ancak kallus olusumu i¢in sart olmadigim

bildirmislerdir (91).

Abe vd (1984), yalin MS, 3.0 mg/l 2,4-D, 2.0 mg/l kazein hidrolaz ve 30 g/l sakkaroz
ilaveli ortama Japonica, Indica, Japonica-Indica hibritleri ve Javanica sanilan biiyiik
tohumlu celtik varyeteleri gibi ¢esitli ekotipleri bulunan 60 ¢eltik cesidinde 5-7 giinliik
fidelerinden alinan kok eksplantlarmin doku kiiltiiriine tepkisini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 aragtirmada bitki rejenerasyonunu 10 mg/1 kinetin, 2.0 mg/l 2,4-D ile ayni yalin
ortamda 2-3 parca eksplanttan elde edildigini ve biitiin varyetelerde %70 oraninda koklerde
kallus olusumu go6zlendigini bildirmislerdir. Arastirmada kullanilan Japonica grubu
cesitlerinin bitki farklilasma kapasitesinin diger gruplara gore daha iyi oldugu tespit
edilmistir (92).

Brisibe vd (1990), bir Asya ¢eltigi (Oryza sativa L.) gesiti, bir Afrika ¢eltigi (Oryza
glaberrima Steud.), iki yabani ¢eltik (Oryza perennis Moench ve Oryza laitfolia Desv.)

gesitleri arastirmada kullanilmistir. Bu 4 genotipinin olgun tohumlarmi ¢esitli sakkaroz
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konstrasyonlar1 iceren 2,4-D besi ortaminda kiiltiire aldiklarinda yiliksek sakaroz igeren
ortamda kallus olusumu ve bunu takip eden organojenezin fazla oldugunu saptanmistir
(93).

Pavlica vd (1991), Allium ascalonicum L.ye farkli dozlarda 2,4-D kimyasal
uygulamiglardir. Uygulama sonucunda, 2,4-D’nin mutajenik etkili oldugu, gii¢lii bir
sitotoksik oldugu belirlenirken, ayn1 zamanda laggard kromozomu ile képrii olusumu da

gbzlenmistir (94).

Felfoldi ve Purnhauser (1992), 3 tritikale ve 44 bugday varyetesinin olgunlasmamis
embriyolarin1 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortamu lizerinde kiiltlire alarak kallus olusumunu
arastirmiglardir.  Genotiplere bagli olarak kallus olusumunda belirgin bir fark
gozlenmemistir. Kalluslar daha sonra hormon igermeyen MS ortami iizerinde kiiltiire
alinarak bitki rejenerasyonu saglanmistir. Rejenerasyon yetenegini bugdayda %21-90
oraninda (ortalama %40) iken tritikalede bu oran %5-84 (ortalama %38) olarak
bulunmustur. Ayrica, bugdayda embriyogenik kallus benzeri kalluslar %0-39 oraninda

(ortalama %4), tritikalede ise %0-81 oraninda (ortalama %32) bulunmustur (95).

Oinam ve Kothari (1995), Indica alt grubuna ait CH 1039 ¢eltik ¢esidinin 3, 4, 5, ve 7
glinliik fidelerinden elde edilen koleoptil eksplantlarinin 2.5mg /I 2.4-D ihtiva eden MS
ortaminda kiiltiire alindiginda kallus olusumu saglamis olduklarini, elde edilen kalluslardan
stirgiin olusumu 2.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA ihtiva eden MSO ortaminda elde edildigini,
bir koleoptil eksplantindan ortalama 9.1 - 14.0 siirgiin elde edildigini ve en yiiksek bitki
olusum frekansinin 4 giinliik koleoptil eksplantlarindan elde edildigini bildirmislerdir (96).

Vikrant ve Rashid (2001), Triticale’nin olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolarint MS
ve N6 ortamlarinda 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinda (4.5, 9.0, 18.0 ve 22.5 uM)
kiiltiire almiglardir. En yiiksek kallus olusumunun MS ortaminda 9.0 uM 2,4-D dozunda,
buna karsin N6 ortaminda 18 uM 2,4-D dozunda meydana geldigini bildirmislerdir (97).

Mendoza ve Kaepler (2002), Bobwhite bugday ¢esidinin olgun embriyolarinda 4 oksin
tipinin 2,4-D, dikamba, pikloram, ve 2-MCPP [2-(2-metil-4-klorofenoksil) propiyonik
asit]’nin 4.5, 9.0 ve 18.0 pM miktarlarmi ve sekerin (maltoz ve sakkaroz) farkli

sterilizasyonlarinin  kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine olan etkilerini
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arastirmiglardir. Kallus olusumu igin 25+10°C’de 48 saat karanlikta ¢imlendirilen
tohumlarin embriyolar1 kullanilmigtir. Kallus olusum ortaminda MS besinlerine ilave
olarak 5 mg/l glutamin, 2 mg/l glisin, 1 mg/l miyo-inositol, 1mg/l kazein hidrolizat, 0.5
mg/l nikotinik asit, 0.5 mg/l pirodoksin ve 0,1 mg/l thiamin kullanmislardir. Bitki
rejenerasyonu ortami olarak, yari dozda MS inorganik tuzlarina ilave olarak kallus
olusumunda kullanilan benzer organik bilesikler kullanmislardir. Bitki biiyliime
diizenleyicileri olarak ise, kallus olusumunda kullanilan oksin tipine gore 0.1 mg/1 oksin ve
0.5 mg/l BA kullanilmistir. Calisma sonucunda kallus olusumuna oksin tipinin ve dozunun
etkisinin ¢ok onemli oldugu belirlenmistir. 2-MCPP harig diger oksinlerde kallus olusumu
gozlemlenmistir. Pikloram ve dikamba konsantrasyonun artmasi kallus taze agirligimi
artirmuis, buna karsin 2,4-D konsatrasyonun artmasi kallus taze agirhigimni azaltmistir. Yine,
aynt calismada en yiiksek rejenerasyon orani, 18 pM dikamba iceren ve filtre

sterilizasyonu yapilan sakkaroz igeren ortamda gézlemlenmistir (98).

Rashid vd (2003), Basmati 370, Basmati 385 ve KS 282 geltik c¢esitlerinin olgun
embriyolart 2.0 mg/1 2,4-D ilave edilmis MS ortaminda kiiltiire alinarak kallus olusumunun
diisiikten yiiksege sirasiyla Basmati 370 (% 6.5), Basmati 385 (% 17.6) ve KS 282 (%
31.3) oldugunu, olusan kalluslarin oksin ve sitokinin igeren MS ortamina transfer
edildiklerinde, en yiiksek bitki farklilagsmasinin 0.5 mg/l NAA+ 1.0 mg/l BAP ilave edilmis
MS ortaminda saglandigin1 ve en diisiik bitki farklilagmasinin ise 0.4 mg/l NAA ve 0.8
mg/l BAP i¢eren MS ortamda oldugunu tespit etmislerdir (99).

Kermane (2004), Khao Dawk Mali 105 ve Suphanburi 1 c¢eltik ¢esitlerinin hiicre
kiiltiirlerinde farkli 9 ortamda test edilmistir. Iki ¢esit 2.0 mg/l 2,4-D ve 4.0 mg/l 2,4-D
ihtiva eden N6 ortaminda yliksek basari saglandigi, ancak farklilasma yetenegi olan

hiicrelerin biiylime oraninda gesitler arasinda 6nemli farklilik bulunmadig: tespit edilmistir
(100).

Bano vd (2005), celtik tohumlarini oksin ve sitokinin ¢esitli konsantrasyonlarini iceren MS
ortaminda kiiltlire aldiklarinda en 1y1 kallus 2,4-D ve kinetin igeren MS ortaminda elde
edilirken, bitkicik olusumu 0.2 mg/l TAA ile 0.5 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde
etmiglerdir (101).
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Bugdayda endosperm destekli ve desteksiz olgun embriyo kiiltiirlerinde oksin tiplerinin
karsilastirildigi calismalarda dikambanin 2,4-D’den daha etkili oldugu belirlenmistir
(70,88).

Beena (2006), 21 geltik varyetesi tohumlarinin kallus olusumu igin 2 mg/l 2,4-D + 1 mg/I
Kinetin igeren eden ortamda kiiltiire alinmigtir. Siirglin farklilasmasi i¢in ise MS + 0,5
mg/l NAA + 2 mg/l BAP ihtiva eden ortamda kiiltiire alinarak % 10 siirgiin farklilasma
yetenegi olan varyetelerin endosperm rengi kirmizi olan geltikler oldugu, beyaz
renklilerden ise sadece bir tanesinde % 8 oraninda siirgiin farklilasmasi oldugu tespit
edilmistir. Ayrica genel olarak beyaz renkli varyetelerin kirmizi renkli varyetelere oranla

daha diisiik farklilasma potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (102).

Chowdhury vd (2006), Arkansas geltik varyeteleri N6, MS ve BS ortaminda kallus
olusumuna bakildiginda, N6 ve MS ortamindan B5 ortami en iyi performans sagladigini,
slirglin  olusumu i¢in yayginca kullanilan 2,4-D ortamma alternatif Pikloram
kullanilmasimin da siirgiin farklilasma sikliginin diisiik olmasma ragmen siirgiin

gelisiminin yliksek ve hizli oldugunu rapor etmislerdir (103).

Haliloglu (2006), bugdayin yaprak tabanindan etkili bitki farklilagma sisteminin
gelistirilmesi amaciyla Bobwhite ve Pavon 76 bugday varyetelerinin yaprak
eksplantlarindan kallus olusumu ve bitki farklilasma kapasitesini belirlemek amaciyla
yaptig1 arastirmada; en fazla sayida somatik embriyo 1mg/l NAA+1mg/l 2,4-D ilaveli MS
ortaminda elde edildigini ve en fazla bitki olusumunun da 1 mg/I kinetin ilaveli farklilasma

ortamina transfer edilen embriyonik kalluslardan elde edildigini rapor etmistir (104).

Jubair vd (2008), Topa yerel ¢eltik varyetesinin doku kiiltiirtinde potansiyelini belirlemek
amaciyla yaptiklar arastirmada varyetenin kallus olusumunu, kallus biliyiime oranimi ve
dolayl1 bitki olusum potansiyelini incelemislerdir. 2.0 mg/l 2.4- D eklenmis MS ortaminda
olgun tohumlar kiiltiire alindiginda % 100 kallus olusumu yani sira en yiiksek kallus
bliylime oran1 (0.0791+0.017 g/hafta) gozlenmistir. Ayrica en yiiksek bitki rejenerasyonu,
kallus basina ortalama 3 siirgiin ile % 80 rejenerasyon yapan 3.0 mg/l BAB+ 0.5 mg/l
NAA+ 0.5 mg/l kinetin bulunan ortamda saglandigini rapor etmislerdir (105).
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Summart vd (2008), KDML 105 aromatik ¢eltik varyetesinin kallus olusumunda farkli 2,4-
D konsantrasyonun (1, 2, 3, 4, 5 mg/l), inkiibasyon sicakhig1 (25 + 2 °C ve 30 £ 2 °C), 151k
(karanlik, aydinlik), seker konsantrasyonu (% 2, % 3 ve % 4 (w/v)) ve kiiltlir ortaminin
(MS, B5, LS ve N6) etkisi arastirmak i¢in yapilan ¢alimsa sonucu; 2 mg/l 2,4-D bulunan
ortamda daha fazla kallus olustugu, 25 + 2 °C olusan kalluslar kuru ve yesilimsi renkte ve
sik yapili iken 30 + 2 °C kalluslar yumusak krem renkli ve gevsek yapili oldugu, kallus
bliylimesi karanlik kosullarda daha iyi oldugu, MS ve N6 ortamlarinda kalluslarin
yumusak ve krem renkli iken LS ve B5 ortamlarinda daha siki yapili oldugu, 25 °c
sicaklikta % 3 seker ihtiva eden MS ortaminda biiylidiigiinde yiiksek kaliteli kallus
olustugu ancak % 4 seker ihtiva eden N6 ortaminda en fazla sayida kallus olustugunu rapor
etmislerdir (106).

Dogan (2010), makarnalik bugday olan Kunduru 1149 ve Cakmak 79’un in vitro
kosullarda olgun embriyo kiiltiirii yontemiyle, kallus olusumu ve gelisiminin belirlenmesi
amactyla bitki bliylime diizenleyicilerinden sentetik oksin tiirevi olan 2,4-D ve pikloramin
farkli dozlar1 (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) uygulanmistir. En yiiksek kallus olusum yiizdesi ve
kallus olusum agirhigi 3mg/l 2,4-D iceren ve 3mg/l Pikloram igeren ortamlarda elde

edildigi belirtilmistir (85).
Benlioglu (2013), Arpa cesidi olan Biilbiil 89 ve Tarm 92’nin farkli 2,4-D dozlarinda (0, 3,

6, 9 ve 12mg/l) olgun embriyolarinin kiiltiire alindig1 ve bitki rejenerasyonunun her iki

genotip iginde en iyi 3mg/l 2,4-D dozunda oldugu rapor edilmistir (107).
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3. GEREKCE VE AMAC

Sicak iklim tahillar1 arasinda 6nemli bir yere sahip olan celtik diinyada 6zellikle Asya
kitasinda &nemli bir besin maddesi olarak tiiketilmektedir. Ulkemizde de iiretimi ve
tiketimi diger tahillar kadar ytliksektir. Hatta Tirkiye'de cavdar ve yulaf verimleri 200
kg/da’in, bugday ve arpa verimleri 250 kg/da’in, misir ve ¢eltik verimleri ise 750 kg/da’in
tizerindedir (108).

Bilindigi gibi tek tip geltik yetistiriciligi ¢esitli patojenlere karst dayaniksizliga neden
olmaktadir. Bunu 6nlemek amaciyla lilkemizde yeni ¢eltik ¢esitlerinin gelistirilmesi veya

var olanlarin verimlerinin arttirilmasi iizerine arastirmalar hiz kazanmastir.

Son yillarda hizla gelisen yeni 1slah yontemleriyle bitkilere olumlu 6zellikleri bozulmadan,
verim ve kaliteyi yiikseltecek bazi yeni 6zelliklerin eklenmesine ve ¢ikarilmasina yonelik
iimit verici ¢calismalar yapilmaktadir. Bu calismalar, dogrudan gen aktarimi, rekombinat
DNA, protoplast fiizyonu ve benzeri 1slah yontemleri kullanilarak basarilabilmektedir.
Klasik 1slah yontemlerinin yani1 sira ileriye yonelik olarak biyoteknolojik teknikler
kullanilarak doku kiiltiiri ve genetik miihendisligi ¢alismalar1 da hizla devam etmektedir

(109).

Biyoteknolojik yontemlerin basarist kiiltiire alinmis hiicre ve dokulardan yeni bir bitkinin
etkili bir sekilde rejenere olmasi baghidir (63,110). Bu da kallus kiiltiirlerinden elde
edilecek bitki rejenerasyonu kapasitesine baglidir. Bu nedenle kallustan bitki rejenerasyonu

igin etkili bir sistem kurulmasi énemlidir (32,63).

Fakat kallus kiiltiiriinden baslayarak biitiin bir bitki haline gelebilme yetenegi bitkiden
bitkiye degisiklik gostermektedir. In vitro ¢alismalarda ¢ogunlukla rejenerasyon
bakimindan en elverisli doku olan olgunlagmamis embriyolar kullanilmaktadir. Ancak
yapilan aragtirmalarla yilin belirli zamanlarima bagli kalinmadan saglanan ve kiiltiire
alinmasi daha kolay olan olgunlasmis embriyolardan elde edilen kalluslarda yiiksek oranda
rejenerasyon saglanarak basarili sonuglar elde edilmistir. Doku kiiltiirii teknikleriyle
yetistirilen tahillarda kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve dig ortama alistirma
(aklimatizasyon) asamalar1 basarili bir sekilde gerceklestirilmektedir (63). Ayrica,

endosperm destekli kallus olusum yontemi gibi baz1 teknikler, olgun embriyo
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kiiltiirlerinden kallus olusturmada basariyla kullanilmaktadir (32,63,111). Ayn1 zamanda,
bu teknikle vyetistirilen bitkilerin kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve dis ortama
alistirma asamalar1 basarili bir sekilde gergeklestirilmekte (63) ve olgun embriyolarda daha
diisiik olan rejenerasyon orani, kallus ve siirgiin olusumu, biiylime diizenleyicilerin

kullanimu ile artirilabilmektedir.

Doku kiltiirii ¢aligmalarinda rejeneratif bitki elde etmek igin gerekli olan kalluslarin
olusturulmasi ic¢in genellikle sentetik oksin tiirevleri 6zelliklede 2,4-D kullanilmaktadir.
2,4-D’nin az miktarda kullanimi kallus olusumunu sitimiile yani uyarict etki yaptigi
bilinmektedir. Cok miktarda kullanilmasi ise kromozom ve kromatit {izerinde kirikliklara

ve yapisal degisimlere neden oldugu yapilan aragtirmalar sonucunda ortaya ¢ikmistir (112).

Tez kapsaminda eksplant olarak kullanilan ¢eltigin olgun embriyolar1 bin tane agirliklarina
gore ayrilmistir. Bu islem tane igerisinde endospermin niceligine iligkin bilgi edinmek
amactyla yapilmaktadir. Bin tane agirligi tane yogunlugu ve biiylikliigiine bagli olarak
degismektedir. Biiyilk ve yogunlugu yiiksek olan tanelerde endospermin endosperm
olmayan kisma orani kiiciik tanelerinkinden daha biiytiktiir. Ayrica biiyiikliigl ¢esit iklim
ve toprak Ozelliklerinden de etkilenmektedir (113).

Bu tezin amaci, tane iriliginin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna olan etkisini

arastirmak ve doku kiiltliriinde rejeneratif bitki sayisinin artirilmas: olanaklarini

irdelemektir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boéliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiis olan bu ¢alismada kullanilan 10 adet ¢eltik (Oryza sativa L.);
Trakya Tarmmsal Arastirma Enstitiisii’ niin tescil ettigi Aromatik-1, Cakmak, Duragan,

Edirne, Efe, Gala, Halilbey, Negis, Osmancik-97, Sumnu ¢esitleridir.

4.1.1. Aromatik-1

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan introdiiksiyon yolu ile IRRI (Uluslararasi
Celtik Arastirma Enstitiisii)’den saglanan materyalden gelistirilen 2007 yilinda tescil
ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Bitki boyu 75-80 cm, ¢eltik taneleri sar1 renkli ince uzun,
yapraklar ise dik ve koyu olup saglam sapli ve yatmaya dayaniklidir. Celtik bin tane
agirligi 25gr’dir. Vejetasyon siiresi 130-135 giindiir. Dekara 600-700 kg verim vermektedir.
Kok bogaz ciiriikligiine dayanikli fakat yaniklik hastaligina karst hassastir (114).

Sekil 4.1. Aromatik-1

4.1.2. Cakmak

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Trakya x N1-41T-1T-0T melezinden
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gelistirilen ve 2011 yilinda tescil ettirilen bir gesittir. Bitki boyu 95-100 cm, celtik taneleri
sar1 renkli ve uzun, yapraklar dik ve yesil renktedir. Saglam sapli ve yatmaya dayaniklidir.
Salkimlar uzun ve dik yapidadir. Celtik 1000 tane agirligr 33 gr’dir. Vejetasyon siiresi
ortalama 130 giin olan, yiiksek verim potansiyeline sahip bir gesittir. Celtik yaniklik
hastaligina orta derecede toleranshidir. Kok bogaz ¢iiriikliigii hastaligina dayaniklidir (114).

Sekil 4.2. Cakmak

4.1.3. Duragan

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan PANDA X BALDO Melezinden
gelistirilen ve 2007 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik cesididir. Bitki boyu 90-96 cm, celtik
taneleri sar1 renkli ve uzun, yapraklar ise dik ve agik yesil renkli olup saglam sapl ve
yatmaya dayaniklidir. Celtik 1000 tane agirhig 33 gr’dir. Vejetasyon siiresi 130-135
giindiir. Yiksek verim potansiyeline sahiptir Dekara 750-900 kg verim vermektedir. Kok
bogaz ¢iiriikliigiine dayanikli ve yaniklik hastaligina karsi hassastir. (114).
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Sekil 4.3. Duragan

4.1.4. Edirne

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan BALDO X CALENDAL melezinden
gelistirilen ve 2004 yilinda tescil ettirilen bir geltik ¢esididir. Bitki boyu 105-110 cm, geltik
taneleri sar1 renkli ve uzun, yapraklar genis ve agik yesildir. Celtik 1000 tane agirlig1 38-39
gr’dir. Vejetasyon siiresi 125-130 giindiir. Verimi Baldo ¢esidi ayarindadir. Kok bogaz
cliriikliigli ve yaniklik hastaligina hassastir (114).

Sekil 4.4. Edirne
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4.1.5. Efe

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisti tarafindan Baldo x Demir melezinden gelistirilen ve
2011 yilinda tescil ettirilen bir ¢esittir. Bitki boyu 100-105 cm, geltik taneleri sar1 renkli ve
uzun, yapraklar yart dik ve yesil renkte olup saglam sapli ve yatmaya dayaniklidir.
Salkimlar yar1 dik yapidadir. Celtik 1000 tane agirligi 36-37 gr’dir. Vejetasyon siiresi 125-
130 giindiir. Yiiksek verim potansiyeline sahip bir c¢esittir. Celtik yaniklik hastaligina
toleranshdir (114).

Sekil 4.5. Efe

4.1.6. Gala

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisli tarafindan OSMANCIK-97 ¢esidinin seleksiyonuyla
elde edilmis olup 2007 yilinda iiretim izni alinan bir ¢eltik ¢esididir. Bitki boyu 90-95 cm,
celtik taneleri sar1 renkli ve uzundur. Celtik 1000 tane agirligi 32-33 gr’dir. Vejetasyon
stiresi 130-135 giindiir. Yiiksek verim potansiyeline sahiptir. Farkli ekolojilere uyum
saglayabilmektedir. Kok bogaz ciirtikliigline dayanikli fakat salkim bogum ve salkim
yaniklig1 hastaligina kars1 hassastir (114).
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Sekil 4.6. Gala

4.1.7. Halilbey

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan VENERIA X IPSALA melezinden
gelistirilen ve 2004 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Bitki boyu 95-100 cm, c¢eltik
taneleri sar1 renkli ve uzun, yapraklar genis ve koyu yesildir. Celtik 1000 tane agirhig 33-
34 gr’dir. Vejetasyon siiresi 130-135 giindiir. Yiiksek verim potansiyeline sahiptir.
Osmancik-97°den daha yiiksek verim vermektedir. Kok bogaz c¢lirtikliigline dayanikli ve
yaniklik hastaligina hassastir (114).

Sekil 4.7. Halilbey
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4.1.8. Negis

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan VIALONE NANO X SEQUIAL
melezinden gelistirilen ve 2002 yilinda tescil ettirilen bir geltik ¢esididir. Bitki boyu 100-
105 cm, celtik taneleri sar1 renkli ve uzun olup yapraklari genis ve agik yesildir. Celtik
1000 tane agirhigt 37-38 gr’dir. Vejetasyon siiresi 120-125 giindiir. Verimi Baldo
¢esidinden daha yiiksektir. Kok bogaz ¢liriikligii ve yaniklik hastaligina hassastir (114).

Sekil 4.8. Negis

4.1.9. Osmancik-97

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan ROCCA x EUROPA melezinden
gelistirilen ve 1997 yilinda tescil ettirilen bir geltik ¢esididir. Bitki boyu 95-100 cm, ¢eltik
taneleri sar1 renkli, uzun, camsi ve mat goriiniislii; yapraklari dik ve koyu yesildir. Celtik
1000 tane agirhig 33-34 gr’dir. Vejetasyon siiresi 130-135 giindiir. Yiiksek verim
potansiyeline sahiptir. Kok bogaz ciiriikliigiine dayaniklidir fakat salkim bogum ve salkim

yaniklig1 hastaligina kars1 hassastir (114).
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Sekil 4.9. Osmancik -97

4.1.10. Sumnu

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan RIALTO X KORAL Melezinden
gelistirilen ve 2006 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Bitki boyu 80-85 cm, geltik
taneleri sar1 renkli ve orta uzunlukta olup yapraklar dik ve acik yesildir. Kisa boylu,
yatmaya dayaniklidir Celtik 1000 tane agirligi 29-31 gr’dir. Vejetasyon siiresi 125-130
giindiir. Yiiksek verim potansiyeline sahiptir Dekara 800-1000 kg verim vermektedir. Kok
bogaz ¢liriikligii ve yaniklik hastaligina dayaniklidir (114).

Sekil 4.10. Sumnu
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4.2. Yontem

Tez kapsaminda olgun embriyoda endosperm destekli doku kiiltiirii yontemi kullanilmistir.
Ozgen vd (1996 ve 1998) tarafindan gelistirilen bu yontemde, yiizey sterilizasyonu
uygulanan tohumlarda embriyolar bistiiri ile skutellum yoniinden kesilip, endospermle
aralarinda 45° ag1 olacak sekilde kaldirilarak tohum iizerinde birakilmaktadir (32,63).
Olgun embriyolarin kallus olusumlari i¢in 8 mg/L 2,4-D igeren sivi ortam kullanilmistir
(115). Olgun embriyolardan elde edilen kalluslardan siirgiin ve kok olusumunu gelisimini

saglamak icin ise hazir MS (Murashige ve Skoog, 1962) ile kat1 besin ortami kullanilmistir.

4.2.1. Kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarda, ¢alisilan laboratuvarin ve kullanilan tiim ekipmanlarin steril olmasi
bakteriyel bulagsma olmadan basarili sonuglar elde etmede biiyiik 6nem tagimaktadir (116).
Bu nedenle her ¢alisma oncesinde kullanilacak olan ekipmanlar, 6zelliklerine gore steril
edilmiglerdir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilacak olan kavanozlar agizlari
kalin aliiminyum folyolarla kapatilarak steril edilmistir. i¢ine ortam dokiilen ve diger
amaglarla kullanilan cam petriler ise gruplar halinde yiiksek 1s1 derecelerine dayanikli
yanmaz kagitlara sarilarak 200°C’ de 2 saat siire ile etiivde steril edilmistir. Kavanozlarin
aliminyum koruyuculari, cam petrilerin kagit koruyuculari steril kabin igerisinde
acildiktan sonra kullanilmistir. Steril kabin icerisinde kullanilan pens ve bisturi gibi metal
ekipmanlarin steril edilmesinde ise % 70’lik (v/v) etil alkol ve bek alevi kullanilmustir.
Embriyolarin endospermden ayrilmasinda kullanilan bisturi ucu gerekli goriildiikge 6zel

korumasi i¢indeki yeni steril ug (Surgeon, no: 10) takilarak degistirilmistir (117).

4.2.2. Steril saf su hazirlanmasi

Musluk suyunda erimis minerallerin olmasi ¢alismalarda kullanilan ortam formiillerindeki
besin maddelerin hassas dengesini bozucu yonde etki ederken, sudaki klor da toksik etkide
bulunarak kiiltiirtin gelismesini engellemektedir. Bunu 6nlemek amaciyla laboratuvar
caligmalarinda saf su kullanilmaktadir. Suyun kaynatilip buharinin sogutulmasi esasina
dayanan destilasyon yontemiyle elde edilen saf su, laboratuar c¢alismalarinin ortam

hazirlama, tohum sterilizasyonu agamalarinda kullanilmistir (116).
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Saf su agz1 sikica kapatilabilen Duran siselerine doldurularak otoklavlanma igin hazir hale
getirilmistir. Su buhar basinciyla sterilizasyon prensibine dayanan otoklavda, Duran
siselerinin kapaklar1 gevsek sekilde birakilarak 121 °C’ de 1.2 psi basing altinda 25 dakika
tutularak sterilizasyonu saglanmistir ve boylece steril saf su elde edilmistir. 25 dakika
sonunda otoklavdan ¢ikarilirken kapaklar1 sikica kapatilan sular soguduktan sonra

kullanilmistir (116).

4.2.3. Eksplant hazirhg

Kavuzlu toplam 10 geltik genotipinde c¢igek kavuzlari 6zenle temizlenmistir ve her

genotipe ait tohumlar bin tane agirliklarina gore biiyiik ve kiigiik olarak gruplandirilmistir.

Sekil 4.11. Celtikte Tane Iriligi Farki

Daha sonra genotiplere iliskin biiyiik ve kii¢iik gruba giren tohum &rnekleri sirasiyla petri
basina 10’ar tane olmak iizere {i¢ tekrarli olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore

kiiltiire alinmustir.

4.2.4. Stok 2,4 —D ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan 2,4-D biiyiime diizenleyicisi igin 100 mI’lik 1 mg/ml (1:1) oraninda
stok ¢ozelti hazirlanmistir. 1 mg/ml’lik 100 ml 2,4-D stok ¢ozeltisi i¢in 0,1 g 2,4-D tartim
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kagidi lizerinde hassas terazide tartilmistir ve 25 ml alkol igerisinde ¢6ziindiriilmiistiir.
Ardindan vorteks yardimiyla kargtirilmistir. Kullanimin ardindan stok ¢ozelti +4°C° de
buzdolabinda saklanmustir (116).

4.2.5. Kallus ortamimin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Olgun embriyolarda kallus olusumu i¢in 8 mg/L 2,4-D iceren s1vi ortam hazirlanmistir.

Buna gore 250 ml’lik besin ortami hazirlamak i¢in (116):

o 250 mI’lik behere 200 ml distile su konulmus ve i¢ine uygun biiyiikliikte bir balik
atilarak manyetik karistirici iizerine yerlestirilmistir.

o 200 ml distile su iizerine 8 mg/L 2,4-D, 1mg/ml’lik stoklardan mikropipet yardimi
ile 2000 pl ¢ekilerek eklenmistir.

o Hacim distile su ile 250 ml’ ye tamamlanmuistir.

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

. Duran sisesine hazirlanan ortam konulmustur.

° Sise kapag1 gevsek birakilarak, otoklavda 121°C' de, 1.2 psi basingta 25 dakika
steril edilmistir.

o Steril ortam, otoklavdan ¢ikarildiktan sonra kapagi iyice sikistirildi ve

sogutulduktan sonra kullanilmistir.

4.2.6. Rejenerasyon ortaminin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Olgun embriyolardan elde edilen kalluslardan siirgiin ve kok olusumunu gelisimini
saglamak amaciyla hazir MS (Murashige ve Skoog, 1962) ile kati besin ortami
hazirlanmistir. Besin ortami, formiiliinde belirtilen organik, inorganik ve diger
maddelerden olusan, bitkilere topraktan karsiladiklari her tiirli besin maddesi ve su

gereksinimlerini in vitro kosullarda saglayan karisimdir (115).

Ortamin hazirlanmasinda Ozgen vd. (2007)’den yararlanilmistir (71).
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Buna gore 250 ml’lik besin ortami1 hazirlamak igin:

o 250 ml’lik behere 200 ml distile su konulmus ve igine uygun biiylklikte bir
manyetik balik atilarak manyetik karistirici izerine yerlestirilmistir.

o 1.1 g MS (Sigma),

o 5 g sukroz (Sigma) tartilarak su igerisine ilave edilmis ve manyetik karistirict
tizerinde tamamen erimeleri saglanmigtir.

o Hacim distile su ile 250ml’ ye tamamlanmustir.

o Ortam pH’1t IN NaOH ya da 1N HCI kullanilarak kallus gelisimi i¢in en uygun
deger olan 5.8’¢ ayarlanmustir.

o Ortami katilastirmak igin 1.75 g agar tartilarak Duran sisesine konulmus ve tizerine
hazirlanan ortam eklenmistir.

o Sise kapag1 gevsek birakilarak, otoklavda 121°C' de, 1.2 psi basingta 25 dakika
steril edilmistir.

o Daha sonra biraz sogutularak steril kabindeki dnceden steril edilmis olan 10 cm’lik
petri kaplaria dokiilmiistiir.

o Steril kabin igerisindeki ortamlarin yaklasik yarim saat siire ile sogutularak
katilagsmasi beklenilmis ve ardindan petrilerin kapaklar1 kapatilarak kenarlari stre¢ film ile

kaplanmustir.

4.2.7. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in:

o Tohumlar kavuzlarindan ayiklanarak temizlenmistir.
. Steril kabin igerisinde steril kavanozlara tohumlar alinmistir.
. Tiim tohum ylizeyine; gerek kullanilan kimyasallar gerekse steril su degmesi i¢in

steril kabin i¢inde (200 devir/dakika) ¢alkalayici kullanilmistir.
. Kavanozdaki tohumlara ilk 6nce % 70’ lik (v/v) etil alkol eklenip 5 dakika (200
devir/dakika) ¢alkalanmis daha sonra alkoliin etkileri uzaklastirmak icin 3 kez steril saf su

ile yikanmistir.
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o Yikama islemi bittikten sonra 25 dakika ticari gamasir suyu olan % 5 (v/v) sodyum
hipoklorit (Ace) ile (200 devir/dakika) calkalanmis ve ¢amasir suyunun ortamdan
uzaklastigina emin olana dek bir kag¢ kez steril saf su ile durulanmastir.

. Yiizey sterilizasyonlar1 tamamlanan tohumlarin bulundugu kavanozlar, steril
aliminyum folyolarla kapatilmis etrafi stre¢ film ile sartlmistir.

o Son olarak 33°C’ lik distile su banyosunda 2 saat siire bekletilerek sismeleri

saglanmistir (71).
4.2.8. Kallus olusum asamasi

Sterilizasyonu tamamlanmis embriyolarin canliliklart bozulmadan, daha O6nceden

hazirlanmis olan ortamlarina aktarilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

. Steril ve yumusamis tohumlarda embriyolar steril kabin igerisinde bistiiri ve pens
yardimiyla kalkancik endospermden tam olarak ayrilmadan embriyo yerinden oynatilmistir.
o Steril embriyolarin endospermleriyle birlikte, steriliteleri bozulmadan ve
kopartilmadan alinarak; tohumlarin birbirine degmemesine ve karin ¢izgisinin asagida
olmasina 6zen gosterilerek petri basina on tohum gelecek sekilde steril petrilere konulmus
daha sonra iizerlerine 6nceden hazirlanmis olan steril sivi besin ortami 10’ar ml olarak
eklenmistir.

. Calisma her bir cesit i¢in biiyiik tane ve kiiciik tane olmak {izere 3 tekrarli olarak
deney yliriitiilmiistiir.

. Petriler, kenarlar1 streclenerek 14 giin siire ile 26°C° deki inkiibatorde (Bellco,
Shellab) karanlikta bekletilmistir (71).

. 14 giinlin sonunda olusan kalluslar, i¢inde bulunduklar1 petri kaplariyla birlikte
tartilarak agirliklart kaydedilmistir.

. Siirgiinleri, endospermi, kallus gelisim ortamini ve tartilirken kenarinda bulunan
stre¢i igeren petri kaplari tekrar tartilmis ve aradaki fark “kallus agirligi” (g) olarak
degerlendirilmistir.

o Olusan kallus sayisi, kiiltiire alinan toplam embriyo sayisina oranlanarak ‘“kallus

olusturma oran1” (%) belirlenmistir.
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4.2.9. Rejenerasyon asamasi

. Steril kabinde, kallus olusturmus olan embriyolardan bistiiri yardimiyla olusan
siirgiinler ayrilarak Ozgen vd (1998)’ e uygun olarak biiyiime diizenleyici icermeyen besin
ortamlarina alinmistir (63).

o Kallus igeren petriler, kenarlari streglenerek 21 giin siire ile 26°C” deki inkiibatorde
(Bellco, Shellab) karanlikta bekletilmistir.

. Biiylime diizenleyici igermeyen ortama aktarilan embriyolar 21 giin sonra kiiltiir
odasma yerlestirilerek 4 hafta siireyle 16 saatlik fotoperiyotta (1500 Lux) ve 25+1°C
sicaklikta bekletilerek rejenere edilmistir.

o Uzerinde yesil nokta goriilen kalluslar rejenere kabul edilmis rejenere olan kallus
sayisinin toplam kallus olusturan embriyo sayisina oranlanmasiyla “rejenerasyon kapasitesi”
(%) degeri hesaplanmustir.

o Rejenere olan kallus sayisinin  kiiltiire alinan toplam embriyo sayisina

~ 199

oranlanmastyla “kiiltiir etkinligi” hesaplanmistir

4.2.10. Verilerin degerlendirilmesi

Eksplantlar her bir ¢esit biiyiik tane ve kii¢iik tane olmak iizere ayrilmistir. Doku kiiltiiri
caligmalar1 hem biiyiik tane i¢in hem de kiigiik tane i¢in 10 adet olgun embriyo igeren

petrilerde ii¢ tekrarlamali olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur.

Arastirma esnasinda kallus olusumu (%), kallus agirligi (g) , rejenerasyon kapasitesi (%)
ve kiiltiir etkinligi (%) parametreleri dikkate alinmistir. Cesitler arasindaki farkliligin ve
cesit igindeki biiyiik kiiciik gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi
tekniginden yararlanilmistir. Denemede grup ortalamalari arasindaki farkliliklar: incelemek
icin Duncan Coklu Karsilastirma Testi kullanilmistir. Elde edilen verilerin istatistik

analizleri MSTAT-C paket programu ile gerceklestirilmistir.

Kiiltiiriin 14. giiniinde kallus olusum orani (%);

Kallus olusum oranit (%) = (Olusan kallus sayis1 / Kiiltiire alinan eksplant sayis1) x 100

formiiliine gore hesaplanmuistir.
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Kallus agirhigr (g); yine kiiltlirtin 14. giiniinde kalluslarin hassas terazi ile tartilmasiyla

hesaplanmustir.

Rejenerasyon ortaminda 30. giinde rejenerasyon kapasitesi (%) ve kiiltiir etkisi (%);

Rejenerasyon kapasitesi (%) = (Rejenere kallus sayisi1 / Kallus olusturan embriyo sayisi) x

100 formiiliine goére hesaplanmistir.

Kiiltir etkisi (%) = (Rejenere kallus sayis1 / Kiiltiire alinan eksplant sayist ) x 100

formiiliine gore hesaplanmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Trakya Tarmmsal Arastirma Enstitiisii’ niin tescil ettigi Aromatik-1, Cakmak, Duragan,
Edirne, Efe, Gala, Halilbey, Negis, Osmancik-97, Sumnu celtik ¢esitlerinin olgun
embriyolar1 kullanilmistir. Celtikte bitki rejenerasyonuna tohum iriliginin etkisinin olup
olmadiginin arastirilmast kapsaminda ¢eltikler biiyiik ve kiiglik taneli olarak ayrilmistir.
Denemeler 3 tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. Yontem olarak endosperm destekli doku
kiltlirii yontemi kullanilmistir. Tez kapsaminda Kallus Olusturma Yiizdesi, Kallus Agirligi,
Rejenerasyon Kapasitesi, Kiiltiir etkinligi gibi parametreler incelenmistir. Cikan sonuglar

Varyans Analizi ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi raporlarina gore degerlendirilmistir.

5.1. Olgun Embriyolarda Tane iriligi

Bin tane agirliklart hesaplanmis Cizelge 5.1. verilmistir.

Cizelge 5.1. Tane iriligine gore ¢eltik gesitlerinin bin tane agirligi (g)

Cesitler Kiiciik Tane Biiyiik Tane
Aromatik-1 16,4 25,6
Cakmak 20,3 32,9
Duragan 22,5 34,2
Edirne 25,2 38,1
Efe 23,9 37,0
Gala 20,5 32,0
Halilbey 22,3 334
Negis 24,4 37,8
Osmancik-97 21,1 34,1
Sumnu 19,9 31,0

Ortalama 21,6+2,58 33,6 +3,70

Cizelge 5.1.’e gore kiiciik taneli genotiplerin bin tane agirlig1 16,4 - 25,2 g arasinda; biiyiik

taneli genotiplerin ise bin tane agirligi 25,6-38,1 g arasinda degistigi goriilmustiir.
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5.2. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gore Kallus Olusumu

Kallus olusturma yiizdesi 10 ¢eltik ¢esidinin genotiplerinin kiigiik ve biiyiik taneleri ayri
ayr1 embriyolar1 gevsetilerek 8mg/L 2,4-D igeren siv1 ortamda 26 °C’de kiiltiire alinmasi
ve 14 giin sonra kallus olusturan embriyolarin sayilip kiiltiire alinan toplam embriyo

sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir (Cizelge 5.2., Cizelge 5.3.)

Cizelge 5.2. Biiyiik taneli geltik gesitlerinin kallus olusturma yiizdesi (%)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C

Aromatik-1 90 100 100 96,7 £ 05,78
Cakmak 100 90 100 96,7 + 05,78
Duragan 90 100 100 96,7 + 05,78
Edirne 100 100 100 100,0 + 00,00
Efe 100 100 100 100,0 + 00,00
Gala 100 90 100 96,7 + 05,78
Halilbey 100 90 100 96,7 + 05,78
Negis 100 100 100 100,0 = 00,00
Osmancik-97 100 100 100 100,0 + 00,00
Sumnu 100 100 100 100,0 £ 00,00

Cizelge 5.3. Kiigiik taneli ¢eltik cesitlerinin kallus olusturma yiizdesi (%)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C

Aromatik-1 100 90 100 96,7 + 05,78
Cakmak 80 100 100 93,4 +11,54
Duragan 90 100 100 96,7 + 05,78
Edirne 90 100 100 96,7 + 05,78
Efe 100 100 90 96,7 + 05,78
Gala 100 100 90 96,7 + 05,78
Halilbey 100 100 90 96,7 + 05,78
Negis 100 100 90 96,7 + 05,78
Osmancik-97 100 100 100 100,0 + 00,00
Sumnu 100 100 100 100,0 = 00,00
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Kallus olusum yiizdesinden elde edilen verilerle varyans analizi sonuglar1 Cizelge 5.4.’de

verilmistir.

Cizelge 5.4. Celtik kallus olusumun yiizdesine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F
Toplami Ortalamasi
Faktor A 9 160,000 17,778 0,7619
(cesit)
Faktor B 1 6,667 6,667 0,2857
(irilik)
AB 9 60,000 6,667 0,2857
Hata 40 933,333 23,333
Toplam 59 1160,000

Kiicik ve biiyiik taneli celtikler kallus olusturma bakimindan belirgin bir fark
gostermediginden istatistiksel olarak da anlamli ¢ikmadigr gozlenmistir. Cizelge 5.4.
incelendiginde de c¢esit (faktor A ), tane iriligi (faktér B), tane iriligi x c¢esit (AB)

etkilesiminin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriilmektedir.

Sekil 5.1. Celtikte 14. giinde kallus olusumu (A: Biiyiik tane; B: Kiigiik tane)

5.3. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gore Kallus Agirhig

Celtik ¢esitlerinin biiylik ve kii¢iik taneli olarak ayrilan genotipleri 8mg/L 2,4-D igeren sivi

ortamda 26 °C’de kiiltiire alinmis ve 14 giin sonra kallus agirlik dl¢iimleri hesaplanmustir.
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Cizelge 5.5. incelendiginde cesitlere ait kallus agirliklar1 ortalamalart 0,468-0,837 ¢
arasinda degistigi goriilmektedir. Cesitler incelendiginde en kiiciik degeri Aromatik-1

cesidi alirken en biiylik degeri Edirne ¢esidinin aldig1 goriilmektedir.

Cizelge 5.5. Biiyiik taneli ¢eltik cesitlerinin kallus agirlig (g)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C
Aromatik- 1 0,519 0,453 0,433 0,468+0,05
Cakmak 0,634 0,650 0,629 0,637+0,01
Duragan 0,745 0,793 0,744 0,761+0,03
Edirne 0,812 0,876 0,824 0,837+0,03
Efe 0,784 0,758 0,748 0,763+0,02
Gala 0,634 0,621 0,638 0,631+ 0,01
Halilbey 0,662 0,674 0,686 0,674+0,01
Negis 0,809 0,829 0,836 0,824+0,01
Osmancik-97 0,690 0,675 0,620 0,661+0,03
Sumnu 0,634 0,621 0,638 0,631+0,01

Cizelge 5.6. incelendiginde cesitlere ait kallus agirliklar1 ortalamalar1 0,326-0,581 ¢
arasinda degistigi goriilmektedir. Cesitler incelendiginde ise en kiigiik degeri Aromatik-1

alirken en biiyiik degeri Efe ¢esidinin aldig1 goriilmektedir.

Cizelge 5.6. Kiiciik taneli ¢eltik cesitlerinin kallus agirligi (g)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C

Aromatik-1 0,304 0,364 0,310 0,326 + 0,03
Cakmak 0,384 0,398 0,414 0,399 + 0,01
Duragan 0,454 0,449 0,485 0,462 + 0,02
Edirne 0.491 0,370 0,398 0,384 + 0,02
Efe 0,570 0,597 0,576 0,581 +0,01
Gala 0,393 0,372 0,386 0,383 +0,01
Halilbey 0,463 0,457 0,444 0,454+ 0,01
Negis 0,464 0,442 0,436 0,447 + 0,01
Osmancik -97 0,358 0,366 0,392 0,372+ 0,02
Sumnu 0,346 0,321 0,332 0,333+ 0,01
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Celtikte tane iriligine gore cesitlerin kallus agirliga iliskin varyans analizi sonuglari
Cizelge 5.7.°de yer almaktadir. Cizelge 5.7. incelendiginde gesit (faktor A ), tane iriligi
(faktér B), tane iriligi x c¢esit (AB) etkilesiminin istatistiksel olarak Onemliligi

vurgulanmaktadir.

Cizelge 5.7. Celtik kallus agirligina iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F
Toplam Ortalamasi
Faktor A 9 0,386 0,043 65,4449*
(tane iriligi)

Faktor B 1 1,103 1,103 1684,7821*

(cesit)
AB 9 0,095 0,011 16,1029*

Hata 40 0,026 0,001

Toplam 59 1,610

* P<0.05’e gore 6nemli

Tane iriligine gore kallus agirligi bakimindan farklarin belirlenmesi i¢in yapilan Duncan

Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 5.8.’de yer almaktadir.

Cizelge 5.8. Tane iriligine gore ¢esitlerin kallus agirliklarina iliskin Duncan testi sonuglar

@)

Cesitler Biiyiik Tane Kiiciik Tane
Aromatik-1 0.468 e 0.326 1
Cakmak 0,638 cd 0.399 fg
Duragan 0.761 b 0.463 e
Edirne 0.837a 0.420 efg
Efe 0.763 b 0.59%d
Gala 0.668 c 0.384 gh
Halilbey 0.674 c 0.455¢€
Negis 0.825a 0.447 ef
Osmancik-97 0.662 c 0.372 gh
Sumnu 0.631cd 0.333 1

* Ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir.
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5.4. Olgun Embriyolarda Tane Iriligine Gore Rejenerasyon Kapasitesi

Kalluslar 14. giiniin sonunda sivi besiyerinden bitki biiyiime diizenleyici i¢ermeyen kati
besiyerine alinmustir. Bu besiyerinde kalluslar 6nce 26 °C’de inkiibatérde 21 giin boyunca
karanlikta bekletilmislerdir. Daha sonra 26°C’de 16 saat karanlik, 8 saat aydmnlik foto
periyot ortama sahip iklim odasina konulmustur. Isikli ortamda bazi ¢esitler hizla siirgiin
ve kok olusumuna gecerken bazi cesitler yesil taneli kirilgan kallus olusturmuslardir. Isikli
ortama alindiktan 4 hafta (1 ay) sonra iizerinde yesil nokta goriilen kalluslar rejenere kabul
edilmis; rejenere olan kallus sayisimin toplam kallus olusturan embriyo sayisina

oranlanmastyla “rejenerasyon kapasitesi” (%) degeri hesaplanmistir.
Cizelge 5.9. incelendiginde cesitlere ait rejenerasyon kapasitesi oranlart % 42.0-86.7
arasinda degistigi gorilmektedir. Cesitler incelendiginde en kii¢iik % degerini Aromatik

¢esidi verirken en biiyiikk % degerini Edirne ve Sumnu gesitlerinin verdigi goriilmektedir.

Cizelge 5.9. Biiyiik taneli geltik ¢esitlerinin rejenerasyon kapasitesi orani (%)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C
Aromatik-1 30 56 40 42,0+13,11
Cakmak 67 80 50 65,7+15,04
Duragan 60 80 60 66,7+11,54
Edirne 90 90 80 86,7+05,78
Efe 60 50 50 53,3+05,77
Gala 77 80 60 72,3+10,77
Halilbey 50 78 50 59,3+16,16
Negis 50 50 40 46,7+05,77
Osmancik-97 50 78 50 59,3+16,16
Sumnu 80 90 90 86,7+05,77

Cizelge 5.9. incelendiginde cesitlere ait rejenerasyon kapasitesi oranlart % 36,0-63,3
arasinda degistigi goriilmektedir. Cesitler incelendiginde en kiiciikk % degerini Aromatik

cesidi verirken en biiyiik % degerini Sumnu ¢esidinin verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 5.10. Kiigiik taneli ¢eltik ¢esitlerinin rejenerasyon kapasitesi orani (%)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C
Aromatik-1 38 30 40 36,0+ 05,30
Cakmak 30 45 50 41,7+10,40
Duragan 40 50 40 43,3+05,77
Edirne 56 60 50 55,3+05,03
Efe 50 40 45 55,0+05,00
Gala 45 40 30 38,3+07,63
Halilbey 50 50 67 55,7+09,81
Negis 50 30 40 40,0+10,00
Osmancik-97 60 60 56 58,7+02,30
Sumnu 70 60 60 63,3+05,77

Rejenerasyon kapasitelerine iliskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 5.11.°da yer
almaktadir. Cizelge 5.11. incelendiginde c¢esit (faktor A ), irilik (faktér B) tane iriligi x

cesit (AB) etkilesiminin istatistiksel olarak 6nemliligi vurgulanmaktadir.

Cizelge 5.11. Celtik rejenerasyon kapasitesine iligkin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynag Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F
Toplam Ortalamasi

Faktor A 9 6765.733 751.748 8.8476*
(cesit)

Faktor B 1 3557.400 3557.400 41.8682*

(tane iriligi)
AB 9 1944.933 216.104 2.5434**

Hata 40 3398.667 84.967

Toplam 59 15666.733

*P<0.05’e gore onemli
**P<0.01’e gore onemli

Tane iriligine gore rejenerasyon olusturma kapasitesi bakimindan bu farklarin belirlenmesi

icin yapilan Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuclar1 Cizelge 5.12.’de yer almaktadir.
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Cizelge 5.12. Tane iriligine gore ¢esitlerin rejenerasyon kapasitelerine ilisgkin Duncan testi

sonuglar1 (%)

Cesitler Biiyiik Tane Kiiciik Tane

Cakmak 65.7 bc 41.7 fgh

Edirne 86.7 a 55.3 cdef

Gala 72.3ab 38.3gh

Negis 46.7 defgh 40.0 gh

Sumnu 86.7 a 63.3 bc

* Ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir.

5.5. Olgun Embriyolarda Tane iriligine Gore Kiiltiir Etkisi

Rejenere olan kallus sayisinin kiiltiire alinan toplam embriyo sayisina oranlanmasiyla

“kiiltiir etkinligi” hesaplanmustir.

———=m

Sekil 5.5. Celtiklerin rejenere bitki olusumlart (A: Biiyiik tane B:Kiigiik tane)
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Cizelge 5.13. incelendiginde c¢esitlere ait biiyiilk tanelerin rejenerasyon olusturma
kapasiteleri %40,0-86,7 arasinda degistigi goriilmektedir. Cesitler incelendiginde kii¢iik %

degerini Aromatik ¢esidi alirken en biiyiik degeri ise Edirne ve Sumnu ¢esidi almaktadir.

Cizelge 5.13. Biiyiik taneli ¢eltik ¢esitlerinin kiiltiir etkisi oran1 (%)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C
Aromatik-1 30 50 40 40,0+10,00
Cakmak 60 80 50 63,3+15,28
Duragan 60 80 60 66,7+11,54
Edirne 90 90 80 86,7+05,78
Efe 60 50 50 53,3+05,77
Gala 70 80 60 70,0+10,00
Halilbey 50 70 50 56,7+11,54
Negis 50 50 40 46,7+05,77
Osmancik-97 50 70 50 56,7+11,54
Sumnu 80 90 90 86,7+05,77

Cizelge 5.13. incelendiginde ¢esitlere ait biiyilk tanelerin rejenerasyon olusturma
kapasiteleri % 33,3-63,3 arasinda degistigi goriilmektedir. Cesitler incelendiginde kiigiik %

degerini Aromatik g¢esidi alirken en biiyiik degeri ise Sumnu ¢esidi almaktadir.

Cizelge 5.14. Kiigiik taneli ¢eltik ¢esitlerinin kiiltiir etkisi oran1 (%)

Cesitler Tekerriirler Ortalama
A B C
Aromatik-1 30 30 40 33,3+05,77
Cakmak 30 40 50 40,0£10,00
Duragan 40 50 40 43,3+05,77
Edirne 50 60 50 53,3+05,77
Efe 50 40 40 43,3+05,77
Gala 40 40 30 36,7+05,77
Halilbey 50 50 60 53,3+05,77
Negis 50 30 40 40,0+10,00
Osmancik-97 60 60 50 56,7+05,77
Sumnu 70 60 60 63,3+05,77
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Celtikte tane iriligine gore cesitlerin kiiltiir etkisine iliskin varyans analizi sonuglari
Cizelge 5.15.” de yer almaktadir. Cizelge 5.15. incelendiginde ¢esit (faktor A), irilik (faktor

B) tane iriligi x ¢esit (AB) etkilesiminin istatistiksel olarak 6nemliligi vurgulanmaktadir.

Cizelge 5.15. Celtik kiiltiir etkisine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynag Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F
Toplam Ortalamasi

Faktor A 9 7108.333 789.815 11.8472*
(cesit)

Faktor B 1 3681.667 3681.667 55.2250*

(tane iriligi)
AB 9 2001.667 222.407 3.3361*

Hata 40 2666.667 66.667

Toplam 59 15458.333

*P<0.05’e gore onemli

Tane iriligine gore kiiltiir etkisi bakimindan bu farklarin belirlenmesi i¢in yapilan Duncan

Coklu Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 5.16.’de yer almaktadir.

Cizelge 5.16. Tane iriligine gore ¢esitlerin kiiltiir etkisine iliskin Duncan testi sonuglar1 (%)

Cegsitler Biiyiik Tane Kiiciik Tane
Aromatik-1 40.0 ef 33.3f
Cakmak 63.3 bc 40.0 ef
Duragan 66.7 bc 43.3 def
Edirne 86.7 a 53.3 cde
Efe 53.3 cde 43.3 def
Gala 70.0b 36.7 f
Halilbey 56.7 bcd 53.3 cde
Negis 46.7 def 40.0 ef
Osmancik-97 56.7 bcd 56.7 bcd
Sumnu 86.7 a 63.3 bc

* Ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir.
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. Tartisma

Bu calismada Trakya Tarimsal Aragtirmanin tescilledigi 10 c¢eltik genotipi (Aromatik-1,
Cakmak, Duragan, Edirne, Efe, Gala, Halilbey, Negis, Osmancik-97, Sumnu) kullanilarak

tane iriliginin bitki rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir.

Denemede kullanilan ¢esitler kiigiik ve biiyiik taneli olarak ikiye ayrilmis ve bu genotipler
endosperm destekli olarak sivi ortamda (8mg/ L 2,4-D igeren) kiiltiire alinmasiyla elde
edilen kallus olusumu, kallus agirligi ve hormonsuz ortamda saglanan rejenerasyon
kapasitesi ve kiiltlir etkisi gibi parametreler incelenmistir. Bu 6geler bakimindan elde
edilen verilerle istatistik analizi yapilmustir. Istatistik analizine gore tane iriligi, cesit ve
tane iriligi x c¢esit etkilesimleri kallus agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi
bakimindan 6nemli bulunurken kallus olusturma yiizdesi bakimindan Onem

gbzlenememistir.

Tane iriliginin kallus olusum yiizdesi (%) bakimindan ¢esitler karsilastirildiginda belirgin
bir fark goézlenmemistir. Genel itibariyle tlizerinde ¢alisilan 10 ¢eltik ¢esidi yliksek oranda

kallus olusturmuslardir.

Bulgularimiz Simsek (2004), Ozgen vd (2007) galigmalariyla uyum gostermektedir. Kallus

olusumunun genotipten genotipe fark ettigini gostermektedir (68,71).

Tane iriligine gore kallus agirhigi bakimindan incelendiginde genotiplere ait kiigiik
tanelerin kallus agirliklar1 0.326-0.581 gr arasinda, biiyiik tanelerin 0.468-0.837gr arasinda
degistigi gortilmustiir. Biiylik taneli ¢esitler incelendiginde en kiigiik degeri Aromatik-1 en
biiylik degeri Edirne ¢esidinin aldig1 gézlemlenmistir. Kiiciik taneli ¢esitler incelendiginde
ise en kiiglik degeri Aromatik-1 alirken en biiyiik degeri Efe ¢esidinin aldig1 goriilmiistiir.
Kallus agirligia tane iriliginin etkili oldugu ve 1000 tane agirhigi yiiksek genotiplerde

kallus agirliginin da yiiksek oldugu belirlenmistir.

Bulgularimiz degisik bugday genotiplerinin olgun embriyolariyla yaptiklar1 calismada

kallus agirhigina, tane iriliginin etkili oldugu ve 1000 tane agirhig yiiksek genotiplerde
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kallus agirliginin da yiiksek oldugunu bildiren Sayar vd (1999)’1n sonuglariyla benzerlik
gostermektedir (66).

Tane iriligine gore rejenerasyon kapasitesi bakimindan incelendiginde gesitlere ait biiylik
tanelerin rejenerasyon olusturma kapasiteleri % 42,0-86,7 arasinda, kiigiik tanelerin %
36,0-63,3 arasinda degistigi goriilmektedir. Biiylik taneli ¢esitler incelendiginde en kiiciik
degeri Aromatik-1 en biiyiik degeri Edirne ve Sumnu ¢esitlerinin aldigi gézlemlenmistir.
Kiictlik taneli ¢esitler incelendiginde ise en kii¢iik degeri Aromatik-1 alirken en biiyiik
degeri Sumnu c¢esidinin aldigr goriilmiistiir. Celtik olgun embriyolarindan elde edilen

o

rejenerasyon kapasitesinin genotipe gore degistigi gorilmiistiir.

Celtik olgun embriyolarindan elde edilen rejenerasyon kapasitesinin genotipe gore
degistigini goOsteren bulgularimiz; endosperm destekli olgun ve olgunlasmamis
embriyolarla calisan Birsin ve Ozgen (2002) ve Ozgen vd (2007)’nin sonuglariyla
uyumludur (71,118).

Rejenerasyon kapasitesi bakimindan ayni ¢esidin kiigiik ve biiyiik taneleri arasinda
farkliligin 6nemli oldugu Duncan testi sonuglarinda goriilmektedir. Bu durum ¢eltikte tane
iriligi arttik¢a rejenerasyon kapasitesinin de 6nemli dlgiide arttigin1 agik¢a gostermektedir.
Bulgularimiz, bugdayda tane iriliginin rejenerasyon kapasitesini etkiledigini bildiren Sayar

vd (1999)’nin sonuglariyla da uyumludur (66).

Tane iriligine gore kiiltiir etkisi bakimindan degerlendirildiginde cesitlere ait biiyiik
tanelerin rejenerasyon olusturma kapasiteleri % 40,0-86,7 arasinda, kiigiik tanelerin %
33,3-63,3 arasinda degistigi goriilmiistlir. Biiyiik taneli ¢esitler incelendiginde en kiiciik
degeri Aromatik-1 en biiyiik degeri Edirne ve Sumnu ¢esitlerinin aldigi gézlemlenmistir.
Kiictlik taneli ¢esitler incelendiginde ise en kii¢iik degeri Aromatik-1 alirken en biiyiik
degeri Sumnu cesidinin aldig1 goriilmiistiir. Kiiltiir etkisinin tane iriligi ve genotipe bagl

olarak degistigi saptanmuigtir.
Kiiltiir etkisinin genotiplere bagli olarak degistigini gdsteren sonuglarimiz; bu konuda daha

once yulafta (Ozgen ve Birsin 2002) ve arpada (Ozgen vd. 2007) yapilan calismalarin
sonuglariyla uyumludur (71,118).
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6.2. Sonug¢

Son yillarda, geleneksel 1slah metotlar1 ile kombine edilmis mutasyon, protoplast kiiltiiri,
besi ortaminda tozlanma ve dollenme, embriyo kiiltiirii ve gen teknolojisi gibi

biyoteknolojik yontemler kullanilmaktadir (5).

Gen teknolojisi ile birlikte bu biyolojik sistemleri insanlarin ihtiyacina gore daha iyi
uyarlayabilmek i¢in kullanilabilecek yontem yelpazesi oldukca genislemistir. Ozellikle gen
teknolojisi kullanimindan beklenen; a) verimi artiran, b) iiriiniin kalitesini yiikselten, c)
cevreyi ve dogal kaynaklart koruyan ve d) ucuz iiretim sekillerini ortaya koyacak yeni

metot, {irlin ve hizmetlerin ortaya ¢ikarilmasidir (119).

Artan diinya niifusunun gida gereksiniminin karsilanmasinin garanti altina alinmasinda,
yiiksek kaliteli, giivenilir ve sagligi koruyan gida maddelerinin hazirlanmasinda, ¢evre ve
kaynaklar1 koruyan bir iiretim sisteminin gelistirilmesinde ve iilke ve beslenme
ekonomisinde rekabet ortaminin muhafazasinda gen teknolojisine biiyiik deger

verilmektedir (5).

Bitkilerin tarimsal niteliklerinin gelistirilmesi amactyla laboratuvar kosullarinda uygulanan
biyoteknolojik yontemler, zamanla tarla kosullarinda yapilan ¢alismalarda Kkarsilasilan
sorunlarin giderilmesinde kullanilmaya baslanmistir. Sonuglarin daha kisa siirelerde
alinabildigi, bitkilerin hiicre, doku ve g¢esitli organlarin kullanildigi bu g¢aligmalarda,
bitkilere biyoteknolojik sistemler i¢in gelistirilmis tiim yontemler uygulanabilmektedir
(120).

Bitki transformasyonu i¢in kullanilan ¢ogu metotta genetik transformasyona sahip hiicreler
veya dokulardan farklilasan biitiin bitkilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Kallus olusumu ve bitki
farklilasma potansiyeli iizerinde kullanilan varyetelerin 6nemli etkisi vardir (40). Doku

kiiltiiriinde genotipin ortamdan daha 6nemli oldugu bildirilmistir (121).

Tez kapsamindaki bulgularimiz daha once tane iriliginin rejenerasyon kapasitesine etkisi
izerinde ¢alisan arastirmacilarin bazi bulgulariyla benzerlik gosterirken bazi bulgulariyla
da farklilhik gosterdi. Farklilik kullanilan genotiplerin gerek biyolojik gerekse koken

bakimindan farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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In vitro galismalarda 6nemli bir yere sahip olan kallus olusumu, 6zellikle olusan kalluslarin
yapist nedeniyle kiiltiirin bagarisin1 etkileyen en onemli faktorlerdendir. Rejenerasyon
kapasitesi ve kiiltiire alinan embriyo sayisina bagl olan kiiltiir veriminin de siki kallus
olusumu dolayisiyla artmasi beklenir. Ancak kiiltiir 6gelerinin birbirinden bagimsiz hareket
edebildigi de bilinmektedir. Olusan biitiin kalluslarin siki yapida olmamasi &zellikle
celtikte kirilict kallus yapisinin bulunmasi sebebiyle bazilarmin diisiik kallus agirlig
verdigi goriilmistiir. Buna bagli olarak kiiciik taneli ve biiyiik taneli embriyolardan elde

edilen kiiltiir verimi tepkilerinin bazilar1 arasinda énemli iliski olmadigi1 da ortaya ¢ikmustir.

Sonug olarak, olgunlasmamis embriyolara alternatif bir yontem olarak diger tahillarda
basariyla uygulanan endosperm destekli bitki doku kiiltlirii yonteminin celtik i¢inde
kullanilabilecegi ve bu yontemde basarmnin iri endospermli tanelerin kullanilmasiyla

arttirtlabilecegi belirlenmistir.
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Ozet

Celtikte (Oryza sativa L.) Endosperm Destekli Olgun Embriyo Kiiltiiriinde Kallus
Olusumu ve Bitki Rejenerasyonuna Tohum Iriliginin Etkisi

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisiinden tescilli 10 geltik ¢esidinin (Aromatik-1, Cakmak,
Duragan, Edirne, Efe, Gala, Halilbey, Negis, Osmancik-97, Sumnu) olgunlagmis
embriyolarinin bitki materyali olarak kullanildig1 bu arastirma Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiritildid. In vitro
kosullarda bu 10 ¢eltik ¢esidi biiyiik ve kiigiik olarak iki gruba ayrildi. Kallus olusumu i¢in
8 ml/l 2,4- D (2,4 Diklorofenoksiasetik asit) iceren sivi MS ortam1 ve bitki rejenerasyonu

i¢cin 20 g/l siikroz ve 7 gr/l agar iceren kat1 MS ortami kullanildi.
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Calismada, kallus olusumu, kallus agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi
parametreleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore iri tanelilerde kallus olusumu % 96,7-
100,0; kallus agirlig1 0,468-0,837 gr, rejenerasyon kapasitesi % 42,0-86,7 kiiltiir etkisi %
40,0-86,7 arasinda belirlendi. Kiiciik tanelilerde ise bu degerler sirasiyla kallus olusumu %
93,4-100,0; kallus agirligr 0,326-0,581 gr; rejenerasyon kapasitesi % 36,0-63,3; kiiltiir
etkisi 33,3-63,3 olarak belirlendi.

Celtikte tane iriliginin bitki rejenerasyonuna etkili oldugu, biiyiik tanelerin rejenerasyon

kapasitesinin daha yiiksek oldugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Celtik, Oryza sativa L, tohum iriligi, kallus olusumu, bitki
rejenerasyonu
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