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Makarnalik Bugdayda (Triticum durum Desft.) Farkli 2,4-D ve Picloram Dozlarmin Kallus
Olusumuna Ve Kromozom Yapisina Etkisi

OZET

Bu c¢alismada, Tiirkiye florasinda genetik materyal olarak ve yetistiricilik agisindan 6nem
tastyan Cakmak-79 ve Kunduru-1149 (Triticum durum Desf.) makarnalik bugday cesitleri ile
2,4-D ve picloram bitki biliyiime diizenleyicileri kullanilmistir. Bu arastirma, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Bu tezde, doku kiiltiirii ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan sentetik
oksinlerden 2,4-D’nin ve giiniimiizde kullanilmaya baslanilan piclorammn kallus gelisimi
iizerine olan etkisi karsilastirmali olarak incelenmistir ve en yiliksek kallus olusumu
degerlerini veren picloram ve 2,4-D dozlar1 belirlenmistir. Ayrica her iki bitki biliyiime
diizenleyicisinin, kallus gelisiminde en etkili olarak belirlenen dozlarinin, makarnalik bugday
cesitlerinde herhangi bir kromozomal bozukluga neden olup olmadiklari sitolojik ¢caligmalarla
saptanmistir. Bu sayede bitki biyoteknolojisi alaninda yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalarinda en
az zararl etkiye sahip bitki bliylime diizenleyicisi kullanim1 saglanmaya caligilmistir.

Kontrol olarak 0 dozunun degerlendirildigi calismada, her iki bitki biiylime diizenleyicisi i¢in
3, 6,9, 12 mg/l olmak tizere, 5 farkli 2,4-D ve 5 farkli picloram’dan olusan toplam 10 dozda
yapilan incelemelerin sonunda; her iki ¢esitte de en iyi kallus gelisimi 3 mg/1 2,4-D ve 3 mg/I
picloram iceren ortamlardan elde edilmistir. Daha sonra bu bitkilerden elde edilen kok
uclarindan aceto-carmine ve feulgen boyalar kullanilarak yapilan sitogenetik calisma
sonucunda 3 mg/l 2,4-D ve 3 mg/ picloram igeren ortamlarda kiiltiire alinan Cakmak-79 ve
Kunduru-1149 cesitlerininin kromozomlariin morfolojik yapisinda ve kromozom sayisinda
herhangi bir anormallige rastlanmamaistir.
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The Effect Of Different 2,4-D and Picloram Doses On Callus Induction And Chromosome
Structure In Durum Wheat (7riticum durum Dest.)

ABSTRACT

In this study, durum wheat varieties, Cakmak-79 and Kunduru-1149 (7Triticum durum Dest.)
are used as genetic material, which are important in terms of cultivation. This study has been
carried out in University of Ankara, Faculty of Agriculture, Department of Field Crops and
Biotechnology Laboratory. In this thesis, the effect of 2.4-D, as a synthetic auxin which is
widely used in tissue culture studies, and picloram, which is beginning to be used nowadays
on growing of callus, has been analysed comparatively and picloram and 2,4-D doses which
provide the highest degrees on callus induction has been determined. The best callus inducing
doses of both plant growth regulators are also investigated in terms of their potential for
creating chromosomal abnormalities by using cytological studies. The result of this study is
intended to identify the least adverse effect-bearing plant growth regulator to be used in the
field of plant biotechnology.

In this study, hormone free media was used as the control and the callus induction responses
of the studied varieties were compared with a total of 10 doses, comprising 5 different doses
of both 2,4-D and picloram at 3,6,9 and 12 mg/l. Best callus inductions were achieved when
2,4-D and picloram were used at 3 mg/l concentrations separately. The root tips of the plants
regenerated from the callus were stained with aceto-carmine and feulgen dyes and cytogenetic
studies revealed that the best performing concentrations of both of these plant growth
regulators did not cause any morphological or chromosomal abnormalities in Cakmak-79 and
Kunduru-1149 varieties.
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A Adenin
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BAP 6-benzil amino plirin

BNOA B-naptaoksiasetik asit
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Dicamba 3,6-dikloro-o-anisik asit
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EBR Epibrassionolid

EST Ifade edilmis dizi etiketi

FISH Fluoresan in situ hibridizasyonu
G Guanin
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IBA

H

NAA

NaCl
NaOH
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PAGE

PCR

Picloram

Civa
Hidrojen klortir
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Indolbiitirik asit

Ikiye katlanmis haploid
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Kardes kromatit degisimi
Litre

%50 6ldiiriicti doz
Metafaz 1

Miligram

Magnezyum
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Murashige ve Skoog besi ortami

Normal

Naftelenasetik asit

Sodum klorir
Sodyum hidroksil
Kantitatif 6zellik lokus

Poliakliramid jel elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu

4-amino-3,5,6- trikloropikolinik asit
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RAPD

SAT
SDS

SSR
T
2-MCPP
2,4-D
2,4,5-T
2,4,5-TP
3-CPA
4-CPA
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§
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uM
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Polen Ana hiicresi
Parts per million (derisim birimi)
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1. GIRIS

Giliniimiizde yaklagik 250.000 bitki tiirtinden, 3000 kadar1 kullanilmakta olup, sadece 150
tiriin  diizenli olarak kiiltirii  yapilmaktadir. Bugdaygiller (Gramineae/Poaceae)
familyasindan olan tahillar da ilk kiiltiire alinan bitkilerdendir ve yeryliziinde ekilisi ve
iretimi en yiliksek driin grubunu olustururlar. Tahillar grubunda yer alan bugday
(Triticum), arpa (Hordeum), musir (Zea), ¢eltik (Oryza), darilar (Sorghum, Pancium,
Seteria) ve kusyeminden (Phalaris) ilk dérdii ‘‘Serin Iklim Tahillar1’’; digerleri ise ‘‘Sicak
Iklim Tahillar1>> ad1 altinda toplanmaktadir (Kiin 1996).

Tahillar diinyada insanlarin harcadiklar1 giinliik kalorinin % 50’den fazlasmi karsilayan
temel trlinlerdir. Yeryliziiniin 1.4 milyar hektar olan islenen alanlarmin yarisinda tahil
iiretimi yapilmaktadir. Kurak ve yar1 kurak bolgelerdeki nadas alanlarinin da biiyiik ¢apta
tahillar icin bos birakildigi gbz Oniine alindiginda, diinya tarim alanlarmin biytk

cogunlukla tahil tiretimine ayrilmis oldugu agikca goriilmektedir.

Tahillar 6zellikle bir hasat doneminden digerine kadar depolanmalarinin kolaylig1 ve basit
bir uygulama ile pek c¢ok kiiltiirde temel yiyecek olarak kullanilan ekmegin hazirlanma
kolaylig1 nedenleriyle tarih boyunca hep tercih nedeni olmus ve genis alanlarda

yetistirilmistir (Sehrali ve Ozgen 2007).

Serin iklim tahillarindan bugday; genis bir adaptasyon yetenegine sahip olmasina ragmen
fazla sicak ve nemden hoslanmayan bir bitkidir. Ozellikle gelisiminin ilk donemlerinde
(¢imlenme-kardeslenme) sicakligin 8-10 °C, bagil nemin % 60'mn {izerinde olmasi
yeterlidir. Kardeslenme ve sapa kalkma arasinda da fazla sicaklik istemez. 10-15 °C
sicaklik, % 65 nem, az 151kl1 ve yar1 kapali havalar uygundur. Sapa kalkma ile sicaklik ve
nem istegi artar. Basaklanma doneminin hemen Oncesinde bagil nemin yiiksek olmasi
bugday verimini olumlu yonde etkiler. Déllenme ile birlikte, diisiik nem ve yiiksek sicaklik
tanenin niteligini yiikseltir. Geligme donemine uygun dagilmis 500 mm bir yagis
maksimum verim igin yeterlidir. Bununla birlikte bazi bugday cesitleri 250 mm yagis alan
alanlarda da yetistirilebilmektedir. Bugday degisik tip topraklarda yetisebilen bir bitkidir.
Verimsiz kirag topraklarda ve verimli taban alanlarda yetistirilebilen bircok bugday cesidi
vardir. Bununla birlikte bugday i¢in en uygun topraklar, drenaj1 yeterli olan derin killi-tinl
topraklardir. Su tutma kapasitesi % 25-30 olan toprak bugday i¢in uygundur. Derin, Killi,

tinli-killi olan ve yeterli organik maddesi olan fosfor ve kireci bulunan, kumlu tinl
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topraklar en iyi bugday topraklaridir. Toprakta organik madde arttik¢a, bugdaymn verimi de
artar. Besin maddesi yoniinden fakir topraklarda kaplica c¢esitleri, orta sartlarda ekmeklik

cesitleri, en iyi sartlarda da makarnalik cesitlerin ekilmesi daha uygundur (Unal 2008).

Tanesinin uygun beslenme degeri, tasinma, saklama ve islenmesindeki kolaylik ve
bitkisinin genis adaptasyon simirlar1 nedeniyle bugday, giiniimiizde 50 {ilkenin temel besini
durumundadir. Diinya niifusunun yaklasik % 35’inin temel besini olarak bugday, tiim

diinyada besinlerden alinan kalorinin % 20’sini saglamaktadir

Bugday, gida sanayinin 6nemli hammaddelerinden biri olmasmin yaninda; son yillarda
kozmetik sanayinde de kullanim alani bulmustur. Ayrica, kaplica bugday1 ve bazi topbas

bugday ¢esitleri diinyada ve iilkemizde hayvan yemi olarak 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde ise niifusumuzun temel besini, bugday iiriinleri ve 6zellikle bugday ekmegidir.
Ayrica, llkemizde ekmegin yami swra besin degeri yliksek, saklanmasi, tasmmasi,
hazirlanmasi kolay ve hammaddesi makarnalik bugday olan bulgur ve makarnanin tiiketimi
de giin gegtikge onemli Olclide artmaktadir. Ulusal diizeyde giinliik kalori tiiketiminin %
53’1 ekmek ve bugday iirtinlerinden karsilanir. Tiirkiye niifus basma bugday tiiketiminin

en ylksek seviyede oldugu iilkelerdendir.

ABD Tarim Bakanligi Ekonomik Arastirmalar Servisi, (ERS)’ nin verilerine gore diinyada
2009 sezonu kiiresel bugday iiretimi rekor diizeyde 656 milyon ton olarak
ongoriilmektedir. ERS, 2008/09 sezonu i¢in Ongoriilen iiretim miktarinin 2007/08
iiretiminden (606,4 milyon ton) % 8 ve Onceki rekor olan 2004/05 iiretiminden ise (625,7

milyon ton) %5 oraninda yiiksek oldugunu belirtmistir (Anonymous 2008).

Rapora gore AB-27, Avustralya, Kanada, Rusya ve Ukrayna’y1 da igeren diinyanin baslica
bugday ihracatgist iilkelerinin ¢ogunlugunda yiiksek iiretim beklenmektedir. ERS, yiiksek
bugday fiyatlar1 ve AB-27 ve Eski Sovyetler Birligi iilkelerinin ¢ogunlugundaki uygun
hava kosullarinm 2008 yili iiretimini yiikselttigini belirtmistir. Benzer sekilde, iiretim
Brezilya, Cin ve Hindistan’da da yiiksek diizeyde ongériilmektedir. Uretimdeki kismi
sapmalarin ise Arjantin ve Kazakistan’daki azalmalar oldugu belirtilmistir. Kislik bugday
icin en onemli sorun olan kurakligin ise Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerinde ortaya
ciktig1 agiklanmistir. Diinyada makarnalik bugday tiretimi ise; toplam bugday iiretiminin
% 6's1 kadardir. Uretimde ilk siray1 % 24,2 oraninda AB alirken, sonra sirastyla % 11,7

oraninda Tiirkiye, % 10.7 oraninda ise Italya gelmektedir. Diinyadaki bugday iiretimi ile



ilgili bu olumlu gelismelerin oniimiizdeki donemlerde, beklenilen kiiresel iklim degisikligi

nedeniyle, slirdiiriilmesi olanaksiz goriilmektedir.

Ulkemizde ise, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, 2001 yilinda 19 milyon
ton olan bugday iiretiminin 2008 yilinda dnceki yila gore, kuraklik nedeniyle 2 milyon 776
bin ton azalarak 17 milyon 234 bin tona diistiigi belirtilmistir. Cizelge 1.1°de yillara gore
iilkemizin bugday iiretimi gosterilmektedir. Tiirkiye’de en fazla bugday iiretimi I¢ Anadolu
ve Marmara Bolgesi’'nde gerceklesmektedir. Bu iki bolge iiretimin yaklasik % 47’sini
karsilamaktadir. Ulkemiz makarnalik bugday iiretimine uygun olmasina karsin, makarnalik
bugday ekim alan1 bugday ekim alaninin yalnizca % 19’unu kapsamaktadir. Makarnalik
bugday tiretiminde ise Gilineydogu Anadolu, Orta Anadolu ve Trakya-Marmara Bolgeleri
ve bu bolgelerin diger bolgelere gegis olusturan boliimleri, ekolojileri ile Kkaliteli
makarnalik bugday iiretimi icin uygundur. Bu bdlgelerin iginde ise; Giineydogu ve I¢
Anadolu Bolgesi 6nde gelmekte ve toplam makarnalik bugday iiretiminin yaklasik % 60°n1
bu bolgeler karsilamaktadir. Tiirkiye'de yilda yaklasik 3 milyon ton makarnalik bugday
iiretiminin yapildigi, fakat 2008 yilinda 6zellikle Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yasanan
kuraklik nedeniyle makarnalik bugday rekoltesinin 400 bin ton kadar azaldigi
kaydedilmistir. Ulkemizde makarnalik bugday, toplam bugday ekim alaninmn yaklasik %

11" ini, Gretimin ise % 9'unu olugturmaktadir (Anonim 2008).

Ulkemizde vyiiksek verimli ekmeklik bugday c¢esitlerinin, makarnalik bugday ekim
alanlarinda ekilmesi nedeniyle makarnalik bugday tiretiminde énemli oranda diisiisler s6z
konusu olmaktadir. Bir yandan bu verime dayali gelirin diisiikliigii, diger yandan da yanlis
fiyat politikalar1 nedeniyle azalan makarnalik bugday tiretiminin arttirilmasi igin, bu {iriin
lehine verim disiikliigiinii ortadan kaldirabilecek fiyat politikasi uygulamalari yaninda

yiiksek verimli yeni ¢esitlerin ortaya konmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.



Cizelge 1.1 Yillara gore tilkemiz bugday tiretimi

Dénemi Bugday Uretimi(Ton)
2008 17 800 000
2007 17 234 000
2006 20 010 000
2005 21 500 000
2004 21 000 000
2003 19 000 000
2002 19 500 000
2001 19 000 000
2000 21 000 000
1999 18 000 000
1998 21 000 000
1997 18 650 000
1996 18 500 000
1995 18 000 000

Bilindigi gibi yerkiirede yasamin siirmesi ve besin dongiisiiniin (bitki-hayvan-insan)
devamlilig1 bitkisel iiretime baglidir. Ekim alanlarmnin tarim dis1 kullanimlara yonelik
olarak degerlendirilmesi, erozyon, tuzlanma ve ¢ollesme yoluyla toprak verimliliginin
azalmasi, Uretim alanlarinin daralmasina neden olmaktadir. Bu etmenler karsisinda
iiretimin artirilarak siirdiiriilmesi yiiksek verimli, biyotik (hastalik ve zararl) ve abiyotik
(kuraklik, soguk, tuzluluk gibi) baskilara dayanikli kaliteli gesitlerin gelistirilmesi ile

saglanabilecektir.

Diger yandan bugdayin hem kalitesi hem miktar artis1 agisindan, daha hizli bir genetik
gelisime gereksinim duyulmaktadir. Bu yiizden bugdayla ilgili sitogenetik, karyotipleme

ve haritalama ¢alismalarinin 6nemi giderek artmaktadir.




Kalitimin temel kanunlar1 ilk kez 1865°te Gregor Mendel tarafindan atilmis ve o tarihlerde
bilim adamlar1 tarafindan yeterince destek bulamamugtir. 19. ylizyilin ortalarinda hiicre
boliinmesinin organizmalarin ¢ogalmasinda temel bir olay oldugu kabul edildikten sonra
hiicre, kalitim ve evoliisyon kavramlar: birbirleriyle iliskilendirilmistir. Amerikali sitolog
W.A. Cannon ve E.B. Wilson 1902-1903 arasinda genlerin ve kromozomlarin davranislari

arasindaki iligkiyi a¢iklamaya caligmiglardir.

Genetik materyal denildiginde ilk olarak kromozom terimi akla gelmektedir. Anne ve
babaya ait kalitsal karakterlerin ac¢iklanmasinda veya bir sonraki ddle aktarilmasinda
kromozomlar gorev almaktadir. Kromozomlar ilk kez hiicre boliinmesi arastirmalari
sirasinda 1880’11 yillarda kesfedilmistir. W. Waldeyer 1888 yilinda bazik boyalarla ¢ok
fazla boyanma kabiliyetinde olan bu iplik¢iklere renkli cisim anlamina gelen kromozom

adin1 vermistir.

Bolinme halinde olmayan hiicrelerde, genetik materyal kromatin olarak adlandirilan
sekilsiz ve graniiler bir yap1 halindedir. Kromatinin boncuk dizisini andiran yogun spiral
yaptig1 bolgeler kromomer olarak adlandirilir. Hiicre bdliinmeye basladiginda kromatin
daha sikisik ve kitlesel bir yap1 kazanarak kromozomlari olusturur. Kromozomlar en iyi

hiicre boliinmesinin metafaz ve anafaz sathalarinda goriiliirler (Temizkan 1994, Kuru ve

Goziikara 2001).

Kromozomlar {izerinde birbirinden farkli boyanma 6zelligine sahip iki ayr1 kisim vardir.
Bunlardan koyu boyanan bolgeler heterokromatin, acik boyanan bdlgeler 6kromatin olarak
adlandirilir.  Genetik olarak inaktif olan heterokromatin bolgeler sikica katlanmig

kromozom ipliklerinden olusmaktadir (Temizkan 1994, Bozcuk 2000).

Her canli tiirliniin kromozom sayisi, sekli ve yapist kendine 6zgii ve sabittir. Kromozom
sayist ile canlinin organizasyon derecesi arasinda bir iliski bulunmamaktadir. Bir

kromozomun uzunlugu 0.2 ile 50 pm arasinda degismektedir. Cap1 ise; 0.2 ile 2 pm

arasimndadir. (Ozban 1994, Temizkan 1994).

Bugdayda temel kromozom sayismin 7 oldugunun saptanmasmdan ve dogada bugdaylarin
14, 28, 42 kromozom sayilar1 gosteren ii¢ grup olusturduklarinin anlasilmasindan sonra, bu
iic grubun olusumunda allopoliploidinin etkili oldugu, melezleme ¢alismalariyla
gosterilmis; diploid, tetraploid ve hekzaploid tiirler i¢in genom formiilleri belirlenmistir

(Kiin 1983).



Diploid bugday grubunun genom formiilii (AA), T. timopheevi disindaki tetraploid grubun
genom formiili (AABB), hekzaploid grubunki ise (AABBDD)’dir. Hekzaploid
bugdaylardaki iiclincii genoma, yaygin olarak (D), bazi ¢caligmalarda ise (C) genomu ad1
verilmektedir. Poliploid bugdaylardaki genomlardan ikisinin (B ve D) Aegilops tiirlerinden
kazanildigini belirten goriisler, 6zellikle sitolojik ve molekiiler tekniklerdeki gelismelerin

de katkisiyla, genis capta arastirilma olanagma kavusmustur.

Diploid bugdaylar kaplica grubu olarak da bilinmektedirler. Bir genom c¢iftini (AA) igeren
bu grupta somatik kromozom sayisi; 2n=14’tiir. Gruptaki bugdaylarin basak ekseni
kirtlicidir. Dis kavuzlar boydan boya kalin damarli ve dis kavuz uglar1 diglidir. Taneler sik1
yapili ve camsidir. Kavuzlar taneleri sikica sarar. Basakcikta genellikle bir ¢icek tane
baglar. Grubun yabani formu T. boeoticum adi verilen yabani kaplicadir. Grubun kavuzlu

kiiltiir formu; T. monococcum’dur. Diploid grupta ¢iplak taneli kiiltiir formu yoktur.

Tetraploid bugdaylar makarnaliklar grubu olarak da bilinmektedir. Iki genom ciftini
(AABB) iceren bu gruptaki bugdaylarda somatik kromozom sayis1 2n=28’dir. Gruptaki
bugdaylar genel olarak kilgiklidir. Ust bogum arasmin basak altindaki kesimi 6zle doludur.
Basak ekseni iizerinde basakgiklar sik ve diizgiin bicimde dizilmislerdir. Basagin goriiniisti
yanlardan basiktir. Tane yapisi ise, uzunca ve camsi yapidadir. Tetraploid grupta yabani
form iki tanedir: (AABB) genomlarin1 tasiyan T. dicocoides ve (AAGG) genomlarini
tastyan T. timopheevi. Grubun kavuzlu kiiltir formu T. dicoccum; ¢iplak taneli kiiltiir
formlar1 ise; T. durum, T. turanicum (orientale), T. turgidum, T. polanicum ve T.

carthlicum (persicum) tiirleridir (Gill et al. 1991).

Makarnalik bugday (T. durum), tetraploid grubun ¢iplak taneli kiiltiir formlarindandir ve
grubun genel karakteristik 6zelliklerini tam olarak tasir. Kalitesi nedeniyle tilkemizde ve

diinyada tarim1 yaygin olarak yapilan bir bugday tiiriidiir. Ug alt tiirii vardur:

1-) T. durum ssp. commune: Asil makarnalik bugday alttiiridiir. Akdeniz {ilkelerinde,
A.B.D.’nde, Kanada’da 6nemli bir kiiltlir formudur. Kékenini Tiirkiye’den alan bu alttiir,
bugdaylarimizin yaklasik 1/3’linii olusturur. Bu alttiirde basak uzunlugu ve siklig1

normaldir.

2-) T. durum ssp. duro-compactum (Makarnalik-topbas bugday): Basak iizerinde
basak¢iklar1t daha sik dizilmistir. Un verimi ve makarnalik kalitesi ¢ok yiiksektir.
Gilineydogu, Trakya ve Dogu gecit bolgelerimizde yetistirilmektedir.



3-) T. turanicum (Turandili bugday): Tanesi iri ve uzun, camsi fakat makarnaliga elverisli
degildir. Kardeslenmesi az, yapraklar1 genis, verim ve kalitesi diisiiktiir. Ege ve Akdeniz

kiy1 bolgelerimizde az da olsa ekimi yapilmaktadir.

Hekzaploid bugdaylar ekmeklik grubu olarak da bilinmektedirler. U¢ genom giftini
(AABBDD) igeren bu grup bugdaylarda somatik kromozom sayisi 2n=42’dir. Gruptaki
bugdaylarin basak ekseni, 6zellikle speltoid formlarda uzundur. Ancak basak ekseni en
kisa olan sphaeroccum alttiirii de bu gruptadir. Omurga, dis kavuz boyunun {istten yarisi
boyunca belirgindir. D1s kavuzun alt kesimi, teki gruplardakine oranla daha genistir. Bu
ylizden grubun c¢iplak taneli formlarinda tane dokme 6nemli bir sorundur. Grubun kavuzlu
kiiltir formlari; spelta, macha ve vavilovii; ¢iplak taneli kiiltiir formlar1 ise; vulgare,

compactum ve sphaerococcum alttiirleridir (Chao et al. 1989, Kam-Morgan et al. 1989).

Japonya’da Kihara (1965) T. monococcum x tetraploid bugday melezinin Fi’inde 7
bivalent ve 7 wunivalent olusturduguna dayanarak, T. monococcum’la tetraploid
bugdaylarda yalniz bir genomun (A) ortaklasa bulundugunu goéstermistir. Daha sonra T.
spelta x T. monococcum melezinin F;’inde en ¢ok 7 bivalent bulunmasiyla; hekzaploid
bugdaylarin da T. monococcum’la ortaklasa bir genomu (A) tasidiklar1 anlasilmstir.
Boylece gerek tetraploid gerek hekzaploid bugdaylarin olusumuna T. monococcum’un (A)

genomuyla katildig1 goriisii yaygin bigimde benimsenmistir.

Bugdaydaki (B) genomunun bir Aegilops tiiriinden gelmis oldugu goriisii yaygindir.
Yapilan c¢alismalarda; diploid ve tetraploid bugdaylar ve tetraploid bugdayla Aegilops
speltoides arasindaki morfolojik benzerlik ve ayriliklar1 g6z Oniinde bulundurarak;
(AABB) genomlu tetraploid bugdaylarin, (A) genomunu T. monococcum’dan, (B)
genomunu Ae. speltoides’ten almis oldugu belirtilmistir (Gupta 1991). Son yillarda,
molekiiler tekniklerin ilerlemesiyle birlikte, B genomunun kékeniyle ilgili goriis ayriliklar

olmakla birlikte ¢calismalar devam etmektedir.

Kromozom sayis1 bakimindan tetraploid bugdaylar arasinda yer alan T. timopheevi, 6teki
bugdaylarla kolaylikla melezlenememektedir. Bunun nedeni; kromozom sayist ayni
olmakla (2n=28) birlikte, T. timopheevi’deki ikinci genomun 6teki tetraploidlerdeki ikinci
genomdan farkli olmasidir. Boylece T. timopheevi’nin (AAGG), 6teki tetraploidlerin ise
(AABB) genomunda olduklar1 anlasilmistir (Blanco et al. 1998).



Hekzaploid bugdaylardaki tigiincii genomun (D) kdkeni konusundaki ilk aragtirmalar Ae.
cylindrica x T. aestivum melezleriyle baslatilmistir. Bu melezlerin F;’inde 7 bivalent + 21
univalent bicimde mayotik eslesme goriilmesiyle; bu anaglardaki birer genomun ayni
genomlar oldugu; daha sonra Ae. cylindrica’nin da iki diploid Aegilops tiiriinden (Ae.
caudata x Ae. squarrosa) birer genom almis oldugu anlagilmistir. Bu iki diploid tiirden Ae.
squarrosa kromozomlari, hekzaploid bugday kromozomlarindan 7’siyle eslesebilmektedir
(Dubcovsky et al. 1996).

T. monococcum ve Ae. speltoides’in dogadaki melezlenmesi ve melezin
poliploidilesmesinden tetraploid T. dicoccoides; T. dicoccoides x Ae. squarrosa
melezlenmesi ve melezin poliploidlesmesinden de hekzaploid bugdaylarin tiiredigi
anlasilmaktadir (Gupta and Reddy 1991). Kuskusuz; bu melezlemelerle ortaya ¢ikan ilk

tiirlerin binlerce yillik evriminden sonra, bugdayn bugiinkii formlar1 meydana gelmistir.

Bir bireye ait kromozomlarin sayilari, bi¢gim ve biiyiikliikleri o ferdin karyotipini olusturur.
Farkl karyotiplerin karsilagtirilmasi amaci ile bir karyotipteki kromozomlarin uzunluklari,
uzun ve kisa kollarin birbirine orani ve sentromerin yeri goz 6niine alinarak cizilen sematik

sekillerine idiogram denir (Temizkan 1994).

Bugday kromozom morfolojisi, kromozomlarm toplam uzunluklari, uzun ve kisa kol
uzunluklar1 ve oranlari, sekonder bogumlarin sayisi ve yerleri gibi kriterleri kapsar. Mitoz
incelemeleriyle kromozom morfolojilerine iligkin ilk karyotip analizleri 1930’lara dogru
Japonya’da baslamis, daha sonra bir¢ok iilkede bugday ve ona genetik yatkinligi olan tiirler
iizerinde yiiritiilmiistiir. Molekiiler tekniklerin gelismesiyle birlikte; 6zellikle SSR, AFLP,
RAPD, RFLP markorleri ile in situ hibridizasyon teknigi bugday genom arastirmalarmda
yaygin olarak kullanilmaya baslamistir (Glick and Pasternak 1998).

Bugdayda kromozom morfolojisinin incelenmesinde tek tek kromozom uzunluklari,
toplam kromozom uzunlugu ya da hiicre basina kromozom uzunlugu, uzun kol boyunun
kisa kol boyuna orani, satellitli kromozom sayilari, hiicredeki nukleolus sayisi, ayrica 6zel

bogum ve segmentlerin bulunup bulunmamasi gibi karakteristikler {izerinde durulur.

Yapilmis olan arastirmalara gore, bugdayda en kisa kromozom boyu en uzun kromozomun
yaklasik yaris1 kadardir. Boylarma gore kromozomlar, uzundan kisaya dogru siralanip,
numaralandirilirlar.  Ancak, kromozom wuzunlugu c¢evre kosullarma goére az-cok

degisebildiginden, tek basina giivenilir bir kriter olarak kabul edilemez.



Toplam kromozom uzunlugu ya da g¢ekirdek basma diisen kromatin uzunlugu degisik
ploidi gruplarinda farklilik gostermektedir. Bu oranlarin, diploid: tetraploid: hekzaploid
gruplar arasinda 1:2:3 olmasi beklenirse de; yapilan farkli ¢aligmalarda 1:1; 5:2 olarak
bulunmasi, tetraploid ve hekzaploid bugdaylarin evrim siireci i¢inde bir miktar kromatin

kaybina ugramis olmalarindan ileri gelmektedir (Dvorak and Zhang 1990).

Cevre kosullarinin kromozom uzunluklarinda yol agabilecegi degisiklikler gz Oniinde
tutulursa, kromozomlarm incelenmesinde kromozomun toplam boyu yerine; uzun kol/kisa

kol oraninin daha giivenilir bir kriter olabilecegi anlasilmistir.

Diploid bugdaylarda kromozomlarin ¢ogunda kol uzunluklar1 arasindaki fark az olup
bugday kollar1 az-cok simetriktir. Diploid bugday tiirlerinden A genomunu tasiyan
Triticum boeoticum’da satellitleri ¢ok kiigiik olan 2 SAT kromozom, 3 submedian ve 2

median kromozom bulunmaktadir.

Tetraploid bugdaylarin kromozom kollarinda bdyle bir simetrik durum yoktur. Tetraploid
bugday tiirlerinde 7 submedian, 2 subterminal ve 2 SAT kromozom yer almaktadir. Bu
tetraploid tiirlerin kapsadigi 14 kromozomdan yalniz 3 tanesi median olan bir morfoloji

gostermektedir.

Hekzaploid bugday kromozomlarinda asimetri daha da belirgindir. Birgok T. aestivum
cesitleri, gerek uzun kol/kisa kol orani; gerekse kromozom boylar1 bakimindan,
birbirlerinden bazi1 farklar gostermektedirler. Tirler ve g¢esitler arasinda goriilen bu
farklarin, kollardaki parg¢a degisimlerinden (inversiyon, translokasyon ve delesyon)
kaynaklanabildigine dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Werner et al. 1992, Hohmann et al.
1994).

Kromozom sayis1 yiiksek (2n=42) olan hekzaploid bugdaylarda kromozom morfolojisinin
incelenmesi, preparatlarda kromozomlarin net bir sekilde dagitiminin her zaman
saglanamamasi nedeniyle, daha zordur. Hekzaploid bugdaylarda uzun kolun kisa kola
oran1 yaklasik 1-2,5 arasinda degismektedir. Satellitli kromozomlarin sayist 2-3 ve

cogunlukla 4°tiir.

Kromozom morfolojilerinin incelenmesinde iizerinde durulan bir bagka kriter de
kromozomlardaki bogumlarin sayisidir. Sentromeri birinci bogum kabul ederek, iki koldan
olusan tiim kromozomlarin en az bir bogum gostermeleri dogaldir. Sekonder bogumlar ise,

u¢ kisimda satelliti tasiyan bogumlardir. Bu yiizden asil farkli karakter tersiyer bogumun
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bulunup bulunmamasidir. Ekmeklik bugdayda bulunan tersiyer bogumlu kromozom sayis1
tictlir. Satellitli kromozomlar ve ii¢linciil bogumlu kromozomlar, karyotip incelemesinde

otekilerden kolaylikla ayirt edilebilir (Elgi 1982).

Bugdayda tiir ya da populasyon diizeyinde, belli lokuslardaki farkliliklarin saptanmasi i¢in
ise molekiiler markorler kullanilmaktadir. Bu araglar yiiksek derecede polimorfizm
goriilmesine olanak saglayarak farkliliklarm saptanmasini miimkiin kilarlar. ki tiirlii
molekiiler markor sistemi mevcuttur. Bunlardan birincisi PCR esasli yontemlerdir.
Molekiiler markor tekniklerinden RAPD, SSR, AFLP; PCR esashidir. Bu yontemlerde esas,
niikleotid siralamasi bilinen bir DNA parcacigmin Polymerase Chain Reaction (PCR) aleti
ile ¢ogaltilmasidir. Bu amagcla yiliksek 1siya dayanikli bir polimeraz enzimi genellikle
(Taq), dort temel niikleotid (A,T,G,C) ve 30 bp kadar uzunlukta bir DNA parcacigi
(Primer) ile ¢ogaltilacak DNA’ya ihtiya¢ vardir.

Bugdaymn genetik linkage (baglanti) haritalari, binlerce klasik mutasyon lokuslarindan,
restriksiyon parga uzunluk polimorfizm (RFLP), basit sekans-tekrar (SSR), kantitatif
ozellik lokus (QTL) ve ifade edilmis sekans etiket (EST) isaretleyicilerinden olusmaktadir
(Davis et al. 1999, Lee et al. 2002, Fernandes et al. 2002, Sharopova et al. 2002).

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic DNAS)
ilk defa 1990’da rastgele se¢ilmis primerlerin kullanildigi ve Polimeraz Zincir
Reksiyonu’nu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (Williams et al. 1990).
RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele
secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak
baglanarak PCR ile ¢ogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde edilen ¢ogaltma {irtinti
radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yliriitiilir ve ¢ogaltma {iiriinleri bantlar

halinde gozlemlenerek incelenir. Bantlarin varligi veya yokluguyla sonuglar

degerlendirilmektedir (Welsh et al. 1990).

RAPD tekniginin en bliylik avantaji ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n
bilgi gerektirmemesidir (Williams et al. 1990). Cogaltmada tiim organizmalar i¢in ayni
oligoniikleotid primer seti kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotid 6zgiin bdlgelere
rastgele baglanarak cogaltma yapmaktadir (Welsh et al. 1991). Bir primerle, farkl
bitkilerin genomik DNA’lar1 farkli olacagindan olusacak RAPD belirtegler farkli olacaktir
(Glick and Pasternak 1998). Bu farklilik organizmalarin karsilastirilmasini saglamaktadir.

Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferlere veya DNA hibridizasyonuna gerek

10



duyulmamaktadir. RAPD karakterlerinin sayis1 ihtimal olarak smirsizdir. Kullanilan primer
sayist arttirildikga elde edilen bant sayis1 da artacaktir. Bu agidan yakin tiirleri ayirmada
izozimden daha duyarlidir (Mathieu-Daudé et al.1997). Bununla beraber metodun
smirliliklart da vardir. RAPD kullanim agisindan kolay olmasma karsilik, belirtegleri
dominanttir ve heterezigotlar1 teshis etmek zordur. Caligmalar sonucunda elde edilen
verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tim degiskenlere bagli oldugundan diisiik
olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilastrmali analizlere girmeden Once yOntemin

optimize edilmesi olduk¢a dnemlidir (Tingey and Del Tufa 1993).

SSR (Simple Sequence Repeat, mikrosatellit) markorleri, dkaryotik genomlar boyunca
dagilmis bulunan ve ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan
olusmaktadir (Hamada et al. 1982, Weber 1990). Mikrosatelitleri ¢evreleyen DNA dizileri
genellikle ayni tiriin bireyleri arasmmda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde
cakisan SSR’larin PCR primerleri ile ¢cogaltilarak se¢imine izin vermektedir. Ardisik SSR
tekrarlarin sayisindaki farklilik PCR sonucunda farkli uzunlukta parg¢a cogaltimiyla
sonuglanir. SSR’lar1 ¢evreleyen korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilarak PCR
metodu vasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir. Bitkiler aleminde ilk
calismalar tarla bitkileri ile olmus soya, piring, arpa ve bugday gibi bitkiler ile oldukg¢a
yakin zamanda SSR’larin karakterizasyonu gerceklestirilmistir (Aka-Kagar 2001).

Mikrosatelitler kodominant kalitim 6zelligi gdstermeleri, lokusa 6zgii olmalari, yiiksek
bilgi icerigine sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca tespit edilebilmeleri gibi birgok 6zellikleri
ile tercih edilen bir molekiiler belirleyici grubudur. Mikrosatelitler ile ilgili en belirgin
dezavantaj ise bir tiire ait yeni mikrosatelitlerin elde edilmesidir. Bu islem ¢ogunlukla
zaman alic1 olup fazla miktarda emek gerektirir (Biiyiikiinal-Bal 2003). SSR tekniginin
bitkilerde genetik haritalamadaki kullanimi, avantajlarindan Otiirii her gecen giin
artmaktadir. SSR’lar yiiksek oranda polimorfik olduklarindan bitkilerde oldukca fazla bilgi
verici Ozellik gosterirler. Ayrica es baskin markor vermesi ve PCR kolayligma sahip

olmasi nedeniyle kullanim orani1 giderek artmaktadir.

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) teknigi RAPD tekniginin
dezavantajlarm1 gidermek iizere gelistirilmisti. DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi (EcoRI/Msel) ve biyotinle isaretlenmis 2 adaptor kullanilarak restriksiyon
fragmentlerinin uygun bir DNA ligaz ile birlestirilmesi, ligaz edilen bu adaptorlere uygun

primer ile restriksiyon fragmentlerinin preamplifikasyonu, bu fragmentlerin &zel
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olusturulan ve radyoaktif isaretlenmis primerlerle gercek amplifikasyonu ve PAGE
(poliakrilamid jel elektroforez) de kosulmasi asamalarindan olusur (Ergiil 2000).
Polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. Uygulanabirligi, RAPD teknigine gore kolay olmasa da
RFLP teknigine gore ¢ok kolaydir. Kurulus asamasinda maliyet gerektirir (Walton 1993).
Masraf, is giicii gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir (Maughan et
al. 1995).

RFLP (Restriction Fragment Lenght polymorphizm markerlar1) (Botstein et al. 1980),
dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini tantyan DNA kesim
enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA parcalarmin elektroforezde
ayrildiktan sonra naylon veya nitroseliiloz membrana transfer edilerek DNA proplariyla
etiketlenmesi esasina dayanir. RFLP markirlar ile tiirler arasindaki ve igindeki farklilik
kolayca belirlenir. Giivenilir, es baskin (co-dominant) 6zellikte olup polimorfizm orani orta
diizeydedir. En onemli dezavantaji ise analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman, isgiicii
gerektirmesi ile fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya gereksinim duyulmasidir
(Walton 1993).

In situ melezleme (hibridizasyon) ise, niikleik asit dizilerinin morfolojik olarak korunmus
kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinde saptanarak gosterilmesini saglayan ve temel
olarak ¢ift iplikli niikleik asit olusumu kinetigini kullanan gii¢lii bir tekniktir. In situ
melezlemenin diger melezleme yontemlerinden (6rnegin, Southern, Northern emdirimi)
farki; ntikleik asitlerin kendi hiicresel ortamlarinda taninarak gosterilmesidir. Boylece
hedef niikleik asit dizisinin hiicredeki yeri belirlenmis olur. Niikleik asitlerin bulunduklar1
yerde saptanmasi; kromozomlarin fiziksel haritalarmin yapilmasinda, kromozom
yapilarinin  analizinde, kromozomlarm ve genomun yapi, islev ve evriminin

arastirtlmasinda, gen anlatimimin belirlenmesinde 6nemlidir (Wilkinson 1992).

In situ hibridizasyon (Gall and Pardeu, 1969, John et al. 1969) ve yukarida belirtilen
molekiiler markorlere dayali tekniklerin gelistirilmesinden bu yana, bugdayda yapilan
genetik ve hiicre biyolojisi ¢aligmalarinin, karyotipleme (Chen et al. 2000, Dong et al.
2000) ve fiziksel haritalama (Sadder et al. 2000, Sadder and Weber 2001) gibi birgok
dalinda bu teknikler kullanilmistir. Ancak, bugday sitogenetiginin zengin tarihine ragmen,
bugday genlerinin fiziksel lokasyonu cogunlukla bilinmemektedir (Harper and Cande
2000). Bu yiizden kromozom tanimlama i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesi, genom analizi

ve sitogenetik i¢in 6nemlidir (Dong et al. 2000).
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Ancak, bu ¢alismalarin ¢ogunda, yiiksek kallus olusumu ve rejenerasyon frekansina sahip
olan, etkili bir bitki doku kiltiirii yontemi uygulamak 6n kosuldur. Diger yandan, diinya
niifusu giin gectik¢e artmaktadir. Artan niifusun, besin ihtiyacinin yeterli ve dengeli sekilde
karsilanmasi i¢in; besin maddeleri tiretiminin hizli bir sekilde arttirilmasi1 gerekmektedir.
Bitkisel {iretimi arttirmanin iki yolu vardir. Ekim alanlarini arttrmak ve birim alan

verimini arttirmak.

Giinlimiizde ekim alanlarinin son sinirlarma gelinmistir; toprak islenmesinin erozyona yol
actig1 alanlarda bile tarim yapilmaktadir. Artik islenen alanlar1 genisleterek, hizla artan
niifusun beslenme gereksinimlerini karsilama olanagi kalmamistir. Hatta erozyonun
onlenmesi i¢in islenen tarim alanlarinin daraltilmasi s6z konusudur. Bu yilizden, birim alan
veriminin ylkseltilmesi gerekmektedir. Bu da istiin verimli, kaliteli, biyotik ve abiyotik
streslere dayanikli cesitlerin 1slah1 ve uygun yetistirme teknikleri kullanilarak

yetistirilmeleri ile miimkiindjir.

Bugdayim, bugiin tarimi yapilan kiiltiir formlarmin olugsmasinda yabani bugday tiirleri ile
Aegilops tiirleri arasinda dogada kendiliginden meydana gelen melezlemelerin,

poliploidlesmelerin ve seleksiyonun etkili oldugu kabul gérmektedir.

Bugday 1slahinda kullanilan yontemler; introdiiksiyon, se¢me, melezleme, mutasyon ve
poliploididir. Bu yontemler kullanilarak gerceklestirilen 1slah ¢alismalarinda, basariyi
etkileyen iki 6nemli konu vardir. Bunlar; varyasyon ve seleksiyondur. Varyasyon, kiiciik
degismelerle yillar boyunca kendiliginden oldugu gibi; melezleme, mutasyon ve poliploidi
ile yapay olarak da olusturulabilir. Seleksiyon, amaca uygun bitkilerin secilmesidir.

Seleksiyon yapilirken siirekli kontrolle karsilagtirma yapilir.

Giliniimiize kadar binlerce ¢esidin gelistirilmesini saglayan, klasik i1slah ydntemlerinin

bir¢ok eksik ve olumsuz yonleri de vardir.

Seleksiyonda basar1 varyasyonun genisligine baghdir. Bu yontem ge¢miste basariyla
uygulanmasina karsin, giinlimiizde yerel ve koy c¢esitlerinin ekim alanlarinin daralmasi ve
bu degerli genetik materyallerin kaybolmasi sonucu se¢menin yapilacagi populasyon ¢ok
daralmistir. Ayrica genis ekim alanlarma ihtiya¢ duyulmasi, segmelerin uzun yillar stirmesi

ve masrafli olmasi bu yontemin olumsuz yonleridir.
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Melezleme ile ancak yaki tiirler arasinda gen gegisi saglanabilmekte, uzak tiirler ve
cinsler arasinda dogal izolasyon nedeniyle melez bitki elde edilememektedir. Bu yiizden
yabani tiirler arasinda genetik cesitlilik zengin olmasina karsin; kiiltiir bitkilerinde genetik
cesitlilik giderek daralmaktadir. Ayrica melezlemede baglilik nedeniyle istenen genlerin
gecisinin yaninda istenmeyen genler de ge¢mekte, bagliligmn kirilmasi ise bazen miimkiin
olmamaktadir. Bagli olmayan genlerde ise; sadece istenen karakterlerin bir genotipte
toplanip, digerlerinin elenmesi uzun yillar siiren geri melezleme c¢alismalarini
gerektirmektedir. Biitiin bunlar, uzun zaman siiren, yogun is giicli isteyen, masrafli

calismalardir.

Mutasyon 1slahinda ise, uygulanan mutagenlerin ne tiir etki gdsterecegini Onceden
saptamak miimkiin olmamakta; diisiik doz mutagen uygulamalar1 etkisiz, yliksek dozlar ise
oldiiriicii olmaktadir. Somatik hiicrelerde meydana gelen degismeler ise, tohumla {ireyen

bitkilerde gelecek nesillere aktarilamamaktadir.

Poliploidi 1slahinda da bazi problemler ortaya ¢ikmaktadir. Poliploid bitkilerde mayoz
boliinme sirasinda; kromozomlar homologlarmi bulmakta giicliik ¢cekmekte, kromozom
sayis1 dengesiz gametler olugsmakta, kisirlik sorun olmaktadir. Bu yiizden tane baglama

orani diismektedir.

Sayilan biitiin bu olumsuzluklar modern biyoteknoloji ve genetik miihendisligi
teknikleriyle ortadan kaldirilabilmektedir. Bu yontemlerin kullanilmasiyla, izole edilmis
bir genin dogrudan aktarilmasi s6z konusu oldugundan, dncelikle farkl tiirler ve cinsler
arasi gen aktariminda melezleme zorlugu ortadan kaldirilmakta, klasik 1slahta yabani gen
kaynaklarindan yararlanmada en 6nemli engel olan dogal izolasyon bir bagka deyisle
kisirhik ve uyusmazlik sorunu da c¢oziilmektedir. Modern biyoteknolojik yontemlerin
kullanilmasiyla, klasik 1slahta farkli cinsler arasi1 gen aktariminda ikinci biiylik engel olan
baglilik (linkage) nedeniyle istenmeyen genlerin de melezlere gegmesi sorun olmaktan
cikmaktadrr. Klasik bitki 1slahinin temelini olusturan varyasyon ve seleksiyon,
biyoteknolojik ¢alismalarda karsimiza transformasyon ve in vitro seleksiyon olarak
¢ikmaktadir. In vitro seleksiyonlar, tiim bitki yerine hiicre se¢cimine olanak saglamakta; bu
ise tarlada bitlerce bitki yerine, petri kutularinda hiicre diizeyinde g¢aligmak anlamina
gelmektedir. In vitro kosullarda seleksiyonun herhangi bir zamanda yapilabilmesi

nedeniyle, bitkinin gelisme donemlerine bagli kalinmamasi da Onemli bir olanak
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saglamaktadir. Bu nedenle gelecekte yeni bitki ¢esitlerinin gelistirilmesinde biyoteknolojik

yontemlerden dnemli &lgiide yararlanilmas: gerekmektedir (Ozgen vd. 2005).

Bugdaya uygulanan ileri tekniklerden olan ve gen aktarimi gibi ileri biyoteknolojik
tekniklerin uygulanmasi i¢in temel basamagi olusturan doku kiiltiirii; aseptik sartlarda
yapay bir besin ortaminda hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarmdan (eksplant)
kontrollii ¢evre kosullarinda, yeni doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin {iretilmesidir. Yeni
cesit gelistirmek ve mevcut gesitlerde genetik varyabilite olusturmak, kaybolmakta olan
tirlerin korunmasi ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin retiminde rutin olarak

uygulanmaktadir.

Doku kiiltiirii caligmalarinin baslangici hiicresel teorilere dayanmaktadir. Bu teorilere gore;
hiicre kendi kendine ¢ogalabilir ve totipotenttir (Schleiden 1838, Schwann 1839).

Son ylizyilda, klasik 1slah yontemlerinden yararlanilarak, {istiin verimli ve kaliteli bir¢ok
cesit gelistirilmesine ragmen basta hastalik ve zararlilar olmak {izere bazi biyotik ve

abiyotik cevresel baskilara karsi dayaniklilikta istenilen sonuca ulasilamamistir (Ozgen vd.
2000).

Kallus kiiltliri ve embriyo Kkiiltiiri en 6nemli doku Kkiiltiirii yontemleri arasinda yer
almaktadir. Yiksek bitkilerin tohumlarimdan ve tohum taslaklarindan embriyolarin izole
edilerek belli ortamlarda kiiltiire almmmasi1 embriyo kiiltiirii olarak tanimlanmaktadir.
Embriyo kiiltiirleri; temel arastirmalarda, tohumdaki ¢imlenme durgunlugunu (dormancy)
ortadan kaldirmak, belirli bir siire icerisinde daha fazla generasyon elde ederek islah
stiresini kisaltmak, haploid bitki iiretmek ve bu haploidlerden bitki 1slah1 ve genetik
calismalarda faydalanmak amaciyla uygulanmaktadir. Bunun yani sira, tiirler arasi ve
cinsler aras1 melezlerin elde edilmesi bakimindan da biiyiik 6nem tasimaktadir. Tiirler ve
cinsler arasi melezlemeden sonra normal bir sekilde olusan fakat etrafindaki dokunun
(endosperm ve kotiledonlarin) olumsuz etkisinden dolayr gelisemeyen embriyolari
kurtarmak ve bunlardan canli melez bitkiler elde etmek icin embriyo kiiltiirli teknigine
basgvurulur. Boylece normal yolla elde edilemeyen melez bitkiler elde edilir (Bohorova
1985). Ayrica embriyo kiiltiirleri, genellikle fizyolojide zigotik embriyolarin gelismesi
lizerine c¢evre sartlarinin, fitohormonlarin etkisi, embriyolarm besin metabolizmasi,
embriyolojik incelemeler, 6zellikle bitkilerin besin istekleri, dormansinin durumu ve

sebepleri, tohum gelisme fizyolojisi, morfogenesis ¢aligmalari, embriyo ile endosperm
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veya embriyo ile kotiledonlar arasindaki karsilikli iligkilerin arastirilmasi igin de

kullanilabilir (Yeung et al. 1991).

Iki tip embriyo Kkiiltiirinden sdz edilmektedir. Bunlardan ilki olgun embriyolarin
kiiltiiriidir. Bu kiiltiir olduk¢a kolaydir ve basit bir kiiltiir ortami ile basarili sonug
alinmaktadir. Boylece embriyonik biiyiimeyi incelemek ve biiyiime donemlerini ortaya
koymak, dormansi ve ¢imlenmenin metabolik ve biyokimyasal ayrintilarini analiz etmek
miimkiin olmaktadir. Digeri ise; olgunlasmamis erken boliinme fazindaki proembriyolarin
kiiltliriidiir. Bu tip kiiltiir erken embriyo donemlerinden itibaren embriyolarin besin
ihtiyac¢larinin ortaya konulmasimni ve farklilagsmasini saglamaktadir. Embriyonun izolasyonu

oldukga zor bir istir bu nedenle gii¢ olan bir kiiltiir yontemidir.

Genellikle doku kiiltiirii galigmalarinda olgunlasmamis embriyolar, diger eksplantlara
oranla bitki rejenerasyonu bakimimdan daha yiiksek verime sahip olduklarindan, yaygin
olarak kullanilmaktadir (Huang and Wei 2004). Ancak, olgunlasmamis embriyolarin elde
edilmelerindeki siirlamalar bu eksplantin kullanimmi giiclestirmektedir. Bu nedenle, yilin
her doneminde elde edilmesi miimkiin olan olgunlasmis embriyolarm kullanilmasma
iliskin arastirmalara agirlik verilmis ve son yillarda gelistirilen endosperm-destekli kallus
olusturma tekniklerinin kullanilmasina da baslanilmistir (Bartok ve Sagi 1990, Ozgen vd

1996, Ozgen vd 1998).

Bilindigi gibi, bitki biyoteknolojisinde 6nemli bir yeri olan kalluslarin elde edilmesinde
kallus kiiltiirii yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle doku kiiltiiriinde, rejenerasyon
oraninin diisiik oldugu tahillar gibi monokotiledon bitkilerde rejeneratif bitkilerin

olusturulmasinda bu kiiltiirlin ayr1 bir 6nemi vardir.

Kallus kiiltiirii, bitki pargalarinin uygun besin ortamlarinda kallus olusturmasidir. Kallus
ise, diizenli olmayan hiicrelerin olusturdugu bir yara dokusudur (Gamborg et al. 2001) ve
doku kiiltiirtinde yapilan ¢aligmalarin cogunda bir kallus asamasindan gegilerek basariya
ulagilir (Gamborg et al. 2001, Groose et al. 2004). Bu nedenle kallus dokusunun
baslatilmasi, gelistirilmesi ve sonucta bunlardan bitkilerin elde edilmesi her doku kiiltiirii
caligmasinda oldugu gibi, bugdayda yapilan doku kiiltiirii ¢aliymalarinda da bagarilmasi
gereken On sartlardandir (Torello et al. 2004). Yani kallus kiiltiirleri bu yoniiyle bitki doku
kiiltiirlerinin en onemli baslangi¢ adimimni olustururlar. Bunun yani swra kallus kiiltiiri

degisik amaclarla da yapilmaktadir.
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Kallus kiiltiiriinde genellikle, govde ve koklerdeki kambiyal dokular kullanilmakla birlikte;
meyve, polen, endosperm, 6zellikle de olgun ya da olgunlagsmamis embriyolar da baslangi¢
materyali olarak kullanilmaktadir. Ancak herhangi bir tiir veya c¢esidin basarili

rejenerasyonu icin 6zel bir eksplant gerekli olabilir.

Kallus kiiltiiriinden oncelikle bitkilerin ¢ogaltilmasi i¢in faydalanilir (Ahlodwalia 1981,
Han and Qugqian 1981). Burada kiiltiire alinan bitki kisimlarindan 6nce kallus olusumu
saglandiktan sonra bu kallus parcalanarak, parcalardan siirekli alt kiiltiir yapilir ve
cogaltilir. Daha sonra bunlarin gelisme ortamlarmna bitki biiylime diizenleyicilerinin
(oksinler, sitokininler vb.) degisik miktarlar1 katilarak bunlardan kok ve siirgiin gelisimi
tesvik edilip, bitkicikler elde edilir (Evans et al. 1981, Gamborg et al. 2001, Torello et al.
2004).

Kallus Kkiiltiirtinden elde edilen varyasyonlardan cesitli sekillerde yararlanilmaktadir.
Kallus kiiltiirtinden elde edilen bitkiler arasinda, morfolojik, ploidi diizeyi, kromozom
sayisi, verim ve enzimatik iriinler yoniinden varyasyonlar bir¢ok arastirici tarafindan
belirtilmistir (Groose et al. 2004). Bu tiir genetik varyasyonlar uzun siireli kiiltiirlerde,

kiiltiiriin yas1 ilerledikce artar (Oomd 1991).

Kallus kiiltiiriiniin uzun siire devam ettirilmesi sonucunda kromozom sayisinda azalma ya
da artmalar meydana gelmektedir. Kallusun gelismesi sirasinda kromozom katlanmasina
(poliploidlesme) egilimi vardir ve bu endopoliploidi yoluyla meydana gelir (Skirvin 1998).
Kromozom sayilarindaki bu degismelere ek olarak, delesyonlar, translokasyonlar,
inversiyon ve benzeri gibi kromozomal yap1 degisiklikleri de meydana gelmektedir (Evans
and Reed 1981). Kallus kiiltiirlerinde goriilen kromozom yap1 ve sayisindaki degismelerin
neden oldugu genetik varyasyonlar, baslangicta teknigin kullanisli olmamasi agisindan
arastiricilar tarafindan bir engel gibi kabul edilmisse de, daha sonra bu varyasyonlardan
bitki 1slahinda ve genetik calismalarda faydalanilabilecegi anlagilmistir. Varyasyonlar bitki
1islah ¢aligmalarinda ¢ok Onemlidir. Bitki 1slahinda bir gelisme ve ilerleme saglanabilmesi
icin Oncelikle Ttizerinde calisilan populasyonun belirli bir varyasyon gostermesi
gerekmektedir. Ancak iizerinde yogun i1slah ¢aligmalar1 yapilmis bitkilerde bu genetik
varyasyon daralmig ve bu durum islah¢ilarin yeni varyasyon kaynaklarma yonelmelerini
gerektirmistir. (Crocoma et al. 1991). iste kallus kiiltiirleri bu ydnden sahip oldugu
potansiyelle 1slah¢ilarin ihtiyaglarina cevap vermekte ve kallus kiiltiirlerinden zirai

kullanima elverigli bitkilerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Kallus kiiltiiriinde
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goriilen poliploidilesme 6zelliginden anter kiiltiirliyle elde edilmis haploidlerin

katlanmasinda ve ayrica diger katlama islemlerinde de faydalanilmaktadir (Skirvin 1998).

Kallus kiiltlirleri, gerek sahip olduklar1 genetik varyabilite ve gerekse mutasyon
caligmalarinda kullanim kolayligi1 ve seleksiyonda etkinlik sebebiyle iistiin genotipli
bitkilerin gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bunun yani sira, kallus kiiltiirti;
hiicre ve protoplast kiiltiirlerinin elde edilmesinde baslangi¢ materyali olarak, gen transferi
icin eksplant olarak kullanilmaktadir. Diger bir kullanim alani ise; bitkilerden elde edilen
alkaloid, sitokininler, steroidler ve benzeri ikincil metabolit iiriinlerin kallus kiiltiiriiyle
tretimidir. Kallus olusturmanin yararlarindan biri de kallustan farklilasan bitkiler arasinda
goriilen somaklonal varyasyondan 1slah programlarinda yararlanilmasidir. Ayrica in vitro
ortamda kimyasal ve fiziksel mutagen uygulamalariyla hastaliklara, antibiyotiklere,
herbisitlere dayaniklilik ve yiiksek tuz, diisiik sicaklik ve susuzluga toleransli mutant hiicre
se¢imleri yapilabilmektedir (Sharma et al. 2003). Yine bitki 1slahinda 6nemli konulardan
biri olan genetik materyalin muhafazas1 icin, doku kiiltliriiyle muhafaza yontemi
kullanilmaktadir. Bu amagla bitkilerin ¢esitli sekillerde doku kiiltiirlerine alinmalar1 da
bunlardan biridir. Fakat kallus kiiltiirleri sahip olduklar1 genetik varyabilite nedeniyle bazi

arastiricilar tarafindan 6zellikle 6nerilmektedir.

Bununla birlikte asil gelismeler, bitkilerde dogal olarak bulunan biiyliime diizenleyicilerin
fark edilip kullanilmasindan sonra olmustur. Ardindan bitkilerin mikrocogaltim ¢alismalar1

stire gelmistir.

Bitkilerde biiyiime en 6nemli fizyolojik olaylardan biridir. Uzun yillar boyunca, bitkilerin
bliylime nedenleri hakkinda ayrmntili bilgiler elde edilememis, biliylime fizyolojisi
bilinmekle beraber bu biiyiimeyi saglayan maddelerin neler oldugu bulunamamistir. Daha
sonralart bitki biinyesinde bazi biiylimeyi tesvik eden maddelerin sentezlendigi tespit
edilmis ve bunlara hormonlar ya da fitohormonlar denilmistir. Zamanla bitki biinyesinde
sadece biiyliimeyi tesvik eden maddelerin degil ayni zamanda biiyiimeyi engelleyen
maddelerin de sentezlendigi anlagilmistir. Bu maddeler bitkilerde ¢ok diisiik yogunluklarda
bulunmakta ve bitkilerde 6nemli gorevler iistlenmektedirler. Ayrica, yapilari bitkilerde
bulunan dogal hormonlara benzeyen sentetik diizenleyiciler de iiretilmistir ve bunlara,
biiyiime ve gelisme diizenleyicileri denmistir. Elde edilen maddelerin bir kism1 biiylimeyi
tesvik ederken diger bir kismi da engellemektedir. Hatta ayni diizenleyici farkli zaman ve

yogunluklarda uygulanirsa, farkli sonuclar elde edilebilmektedir (Westwood 1993).
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Dogal biiylime diizenleyicilerinin bir grubu olan oksinler, dogal ve sentetik oksinler olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Dogal oksinler; I1AA (Indoleacetic acid), 4-CPA (4-chloro-indole
asetik asit) ve fenil asetik asittir. Sentetik oksinler ise NAA (Naphtalaneacatic acid),
BNOA  (B-naphthoxyasetic  acid), IBA (Indolebutyric acid), 3-CPA (3-
chlorophenoxypropionamide), 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid), picloram (4-amino-
3,5,6-trichoropicolinic acid), 2,4,5-T (2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid) ve 2,4,5-TP (2-
2,4,5-trichlorophenoxy propionic acid) vb.’den olusurlar.

Oksinler, bitkilerin biiylime gosteren u¢ kisimlarinda (kok, tomurcuk, yaprak vb.) en
yiiksek yogunluga ulagmaktadir. Oksinlerin uzamayi hizlandirmasi, hiicre biiyliime ve
boliinmesini artrmasinin bir sonucudur. Hiicre biiylimesini artrmasi oksinin hiicrenin
ozmotik sisteminde olusturdugu bazi degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Oksinler,
hiicrede osmozu artirmasi, hiicrenin suya kars1 gecirgenligini yiikseltmesi, hiicre ceperi
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 dolayi, hiicre biiylimesinde etkili olmaktadir (Westwood 1993).

Doku kiiltlirii calismalarinda yaygin olarak sentetik oksinlerden, 6zellikle de 2,4-D’den
yararlanilmaktadir. 2,4 D genellikle diisiik konsantrasyonlarda; hiicre gelisimi, hiicre
boliinmesi, meyve gelisimi, koklendirme ¢aligmalari i¢in kullanilmaktadir (Holt et al.
1993). Acik formiilii CgHgCl,O3 molekiiler agirligr 221,04 gr Mol?, erime noktas1 140,5
°C (413,5 K), kaynama noktas1 160 °C (0,4 mm Hg), su igerisindeki ¢oziiniirligi 25 °C’ de
900 mg/I’ dir. Siganla yapilan ¢alismalarda LDsg akut toksisite degeri 639 mg/kg olarak
belirtilmistir (Lerda et al. 1991). Farkli arastiricilar ve kurumlar tarafindan 2,4-D’nin
kanserojen etkisi ile ilgili farkli agiklamalar ve yaymlar yapilmistir. 8 Agustos 2007
tarthinde Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi yapilan ¢aligmalarin 2,4-D’nin
insanda kanser yapici etkisi oldugunu kanitlamadigini agiklamistir (Anonymous 2009a).
Ancak Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) 2,4-D igerisindeki kimyasallarin
insanda kanser yapici Ozellikte oldugu ile ilgili cesitli yayinlar yapmistir (Anonymous
2009b). Amerika Birlesik Devletleri’'nde 13 bilim adaminin katildig1 panelde cesitli goriis
ayriliklar1 yaganmasina ragmen 2,4-D’nin kanserojen etkisi bulundugu belirtilmistir (Bond
et al. 1991). Avrupa Birligi 2,4-D kullanimin1 belli sartlar gergevesinde onaylamistir ama

insan ve hayvan saghgi ilizerine olumsuz etkileri oldugunu belirtmistir (Anonymous
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2009c). Bununla birlikte Danimarka, Norveg, Kuveyt, Kanada’da 2,4-D’nin kullanimi
siirlandirilmistir (Anonymous 2009d).

2,4-D laboratuvar ¢aligmalarinda, bitki doku kiiltiirii ortaminda yaygin olarak yer almasimnin
yani sira yiksek konsantrasyonlarda; tarimda oOnemli bir herbisit olarak da
kullanilmaktadir. Zirai miicadele yontemleri i¢inde yabani otlarla miicadelede ¢cok yaygin
olarak kullanilan 2,4-D herbisitinin 06zellikle yiiksek dozlarda, rejenaratif bitkilerin
kromozomlarinda yapisal ya da sayisal olarak Onemli degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (Ahloowalia 1982, Bai and Knott 1993). 2,4-D yaklasik 50 yildir diinyada
yaygmn olarak kullanilan bir kimyasaldir ve yiiksek dozlarda kullanildiginda Dbitki
metabolizmasinda gergeklesen enzim aktivitesi, niikleik asit sentezi, protein sentezi ve
hiicre boliinmesi gibi bazi olaylar1 etkileyerek bitki gelisimini engellemektedir (Seiler
2006). 2,4-D’nin in vitro ortamda kromozomlar iizerindeki olumsuz etkisinin de oldugu
sitolojik ¢alismalar ile belirlenmistir. Ayn1 zamanda 2,4-D’nin yiiksek dozu somaklonal
varyasyona neden olmaktadir. Bu nedenle doku kiiltiirii kaynakl varyasyonu azaltmak i¢in
2,4-D seviyelerinin daha diisiik olmasi gerekmektedir (Mendoza and Kaepler 2002).
Cesitli konsantrasyonlarda 2,4-D’nin kullanildig1 ¢aligsmalar sonucunda, kromatit ve
kromozomlarda kiriklarm arttigi, yapisal ve sayisal degisikliklerin oldugu bilinmektedir
(Zeljezic and Garaj-Vrhovac 2004). Bu nedenle, yiiksek oranda kallus olusumunu saglayan
ve kromozom yapisina zarar vermeyen yeni oksinlerin belirlenmesine biiyiik gereksinim
duyulmaktadir. Bu maddelerden biri olan picloram (4-amino-3,5,6-trichoropicolinic acid)
bitki biyoteknolojisi ¢alismalarinda genellikle 0.001-10 mg/lt konsantrasyonlarmda
kullanilan, somatik embriyogenesisi arttiran ve diizenleyen onemli bir sentetik oksindir.
Molekiiler formiilii CgH3ClsN2O,, molekiil agirlign 241.5 g’dir. ilk olarak Collins (1978)
tarafindan bitki doku kiiltiiri ¢aligmalarinda oksin olarak kullanilmistir. Kristal yapida ve
beyaz renklidir. Oda sicakliginda muhafaza edilir, | N NaOH igerisinde ¢06ziiniir, erime

noktas1 218,5 °C’dir.

Picloram bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullanilmasmin yani sira, Grazon ve Tordon
ticari isimleriyle bilinen, odunsu bitki kontrolii ve genis yaprakli otlarin kontrolii i¢in
kullanilan bir herbisittir. 2,4-D’nin kanserojen ve toksik etkisini kanitlayan caligmalarin
varliginin yani sira, picloramm kanserojen ve toksik etkisinin belirlenmesine ydnelik
yapilan ¢aligmalarda herhangi bir olgu kanitlanamamustir. Farelerle, yiiksek ve genis bir

doz araliginda (1.000 ile 2.000 mg / kg / giin) 13 hafta siireyle yapilan ¢alismada farelerin
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klinik ve kan degerlerinde herhangi bir degisime rastlanmamistir. Farkli dozlarda (30-
1,000 mg/kg/giin) yapilan 32 giinliik calismada ise; yasayan farelerde herhangi bir etkiye
rastlanmamistir (Anonymous 1984). Kopek, koyun ve sigirla 1 ay siireyle yapilan
caligmada hi¢bir etkiye rastlanmamustir. 1,000 mg/kg doz ile beslenen hamile farelerde
yapilan calismada herhangi bir teratojenik etkiye rastlanmamistir (Anonymous 1992).
Saccharomyces cerevisiae ile yapilan testte herhangi bir mutajenik etkiye rastlanmamustir.
(Anoymous 1983). Giinde 150 mg/kg veya 250 mg/kg ortalama dozlarla beslenen farelerle
yapilan ve 80 hafta siiren calismada herhangi bir kanserojen etki goriilmemistir (Walker et
al. 1992). Bu yiizden, picloramin 2,4-D’ye alternatif olusturabilecek, ¢ok daha az zararl

bir bitki bliylime diizenleyicisi oldugu séylenebilir.

Bu tezde, doku kiiltiirii calismalarinda yaygin olarak kullanilan sentetik oksinlerden 2,4-
D’nin (dichlorophenoxyacetic acid) ve giiniimiizde kullanilmaya baslanilan picloramim (4-
amino-3,5,6- trichoropicolinic acid) kallus gelisimi iizerine olan etkisi karsilastirmali
olarak incelenmistir. En yiiksek kallus olusumu degerlerini veren picloram ve 2,4-D
dozlar1 belirlenmistir. Ayrica bu iki bitki bilylime diizenleyicisinin, kallus gelisiminde en
etkili olarak belirlenen dozlarmin, bitkide herhangi bir kromozomal bozukluga neden olup
olmadiklar1 da sitolojik caligmalarla saptanmistir. Bu sayede bitki biyoteknolojisi alaninda
yapilan doku kiiltiiri ¢alismalarinda en az zararli etkiye sahip bitki biiylime diizenleyicisi

kullanimi saglanmaya ¢alisilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Sears and Deckard (1982), bugdaym olgunlasmamis embriyolarindan embriyogenik kallus
olusumunu ve kalluslarm rejenerasyon Kabiliyetlerini arastirmislardir. Ele alinan 29
bugday c¢esidinin olgunlasmamis embriyolarmi MS+1 mg/l 2,4-D igeren ortam {izerinde
kiiltiire almiglardir. Elde edilen embriyogenik kalluslar MS+1 mg/l 2,4-D igeren ortam
izerinde kiiltiire alinarak cogaltilmistir. Bugday kalluslart MS+0.1 mg/1 2,4-D iceren ortam
tizerinde kiiltiire alinarak bitki rejenerasyonu tesvik edilmistir. Kalluslardan rejenere edilen
bitkiler bazal MS ortamu iizerinde kiiltlire almarak rejenerasyon islemi tamamlanmistir.
Yapilan bu calismada 18 bugday genotipi 4 kez alt kiiltiire alindiktan sonra (yaklasik 90-
125 giin) kalluslarda rejenerasyon yetenegi belirlenirken, 5 bugday genotipinde ise 240 giin
sonra totipotensinin kayboldugu belirlenmistir. Arastirma sonucunda, kallus olusum ve
gelisiminin, kalluslardaki totipotensinin, rejenerasyon kabiliyetinin genotipe bagl oldugu
ve uygun genotip kullanildiginda ise olgunlasmamis embriyolardan stabil bir sekilde

embriyogenik kalluslar elde edilebilecegi belirlenmistir.

Ozias-Akins and Vasil (1983), Gamborg B5 ortaminda 2,4-D’nin farkli miktarlarinin (0;
0,4; 1,0; 4,0 ve 8,0 mg/l) kallus olusumu ve gelisimi iizerine etkilerini arastirmislardir.
Aragtiricilar 2,4-D miktarindaki artigla birlikte eksplant basma kallus taze agirhiginmn ve
hiicre sayismin arttigin1 ve 2,4-D’nin 2 mg/l ve daha yliksek miktarlarinda diizensiz
biiytidiiklerini, ancak hiicre bdliinmesinin arttigin1 ayni zamanda kallus olusumu ve
gelisimi i¢in 2 mg/l 2,4-D miktarinin optimum oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sitolojik
deneylerle, aceto-carmine boyama yontemi kullanilarak yapilan preparatlarla, kromozom

sayisinda degisme olmadigimi (2n=6x=42) gdstermiglerdir.

Zhou and Lee (1983), “Chinese spring” ve “Frederick” bugday ¢esitlerinde 2,4-D ve diger
12 oksin tipinin olgun embriyodan kallus olusum oranma etkisini arastirmiglardir. Yazlik
“Chinese spring” bugday c¢esidinde kallus gelisimi iizerine 2,4-D ve dicambanin
picloramdan daha iistiin oldugunu bunun aksine kislik “Frederick” bugday ¢esidinde ise
dicambanin ve picloramin kallus gelisimi {izerine etkisinin 2,4-D’ye esit oldugunu

bildirmislerdir.

Bajaj (1984), bugday ve ¢eltigin, anter ve olgunlagsmamig embriyolarini siv1 azot i¢erisinde
saklayarak eksplantlarin rejenerasyon kabiliyetini arastirmustir. Sivi azot igerisinden

c¢ikarilan eksplantlar MS+0.2 mg/l 2,4-D igeren ortam iizerinde kallus gelisimini arastirmak
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icin kiiltiire alinmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslar rejenerasyon i¢cin MS+1 mg/1
IAA+ 5 mg/l BAP+ 500 mg/l kasein hidrolizat i¢eren ortam {izerinde kiiltiire alinmistir.
Arastirma sonucunda, polen ve olgunlagsmamis embriyolarin sivi azot i¢erisinde uzun siire

canliligin1 korudugu ve bunlardan da bitkiler elde edilebildigi ortaya konulmustur.

Wernicke and Milkovits (1987), Triticum timopheevi Zukh’un gen¢ yapraklarindan elde
edilen 1 mm. uzunlugundaki kesitleri laboratuar ortaminda kiiltiire almiglardir. Diisiik
oksin konsantrasyonunda en temeldeki hiicreler, olduk¢a meristemsi eksplantlar kiiltiirde
kolayca boliinmiistiir, fakat oksin yoklugunda kisa zamanda boliinmeyi birakmislar ve
mitoz hiicre dongiisiiniin G1 ve G2’sinde kalmiglardir. Cogu hiicrenin G1’de kaldigi
meristemin bitisigindeki bdlgede hiicre boliinmesini tekrar baglatmak i¢in ¢ok yiiksek
oksin konsantrasyonu kullanilmak zorunda kalmmistir. Toplam yaprak uzunlugunun
%50’sinden daha azina denk gelen ve potansiyel olarak oksine duyarli bélgenin {izerinde,
kesip c¢ikarildigi zaman oksin yoklugundaki bir kistm hiicrede c¢ekirdeksel DNA
replikasyonu sergileyen doku izlenmistir. Bununla beraber bu hiicreler ne oksin varhiginda
ne de yoklugunda mitoz dongiiyli tamamlamamislardir. Bu duyarlilk kaybinmn hiicre

dongiisii kontroliindeki bir oksin ayrimiyla iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir.

Tuberosa et al. (1988), 8 ekmeklik bugdayla yaptiklar1 ¢alismada; olgunlasmamis embriyo
kiiltliriinde, embriyolarin besi ortamina konulurken skutellumun yukari dogru gelmesi;
olgun embriyolarda ise skutellumun ortamla temas etmesi halinde kallus olusabilecegini
bildirmislerdir. Olgunlasmamis ve olgunlasmis embriyolarmm bunun aksi sekilde
yerlestirildiginde ¢imlendikleri goriilmiistiir. Arastiricilar kallus olusumunun 10-14. giinde
basladigmi, ¢imlenme durumunda ise, 3-4 gilin igerisinde koleoptilin ¢iktigini

gbzlemiglerdir.

Kim and Kim (1989), bir bugday ¢esidinin (T.aestivum L. Cv. Jang Kwang) olgun
embriyolarindan olusturulan kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurarak tek hiicre
kiiltiirleri elde etmis ve bu hiicre kiiltlirlerinde bitki rejenerasyonunu gergeklestirmislerdir.
Ayrica hiicrelerin 10 pM 2.4-D igeren MS ortaminda kiiltlire alindiklarinda embriyogenik
kallus gelisiminin olumlu yonde arttigi saptanmistir. Embriyogenik kalluslarn 10 mg/1
gimils nitrat (AgNO3) iceren bitki biiyiime diizenleyicisiz MS ortamina transfer

edildiklerinde somatik embriyo ve siirgiin olusumunun gergeklestigi bildirilmistir.

Murata (1989), yapay oksinlerin (NAA, 2,4-D, ve 2,4,5-T) mutasyona neden olan etkilerini

ve laboratuar ortamindaki bir sitokinini (kinetin) ayirt etmek i¢in kardes kromatid

23



degisimlerini (KKD’ler) bir hekzaploid bugdayin (Triticum aestivum L.) islah edilmis
hiicrelerinde analiz etmistir. 2.0 mg/l 2,4-D ile orta derecede katki saglanmig MS’de
KKD’lerin sayis1 hiicre basma 15.2 ve DNA pg’si basmna 0.42 olarak bulunmustur. 0.5-
10.0 mg/I konsantrasyonunda NAA ya da 2,4-D’yle yapilan uygulamalarda higbir belirgin
etki tespit edilmemistir, 2,4,5-T’nin 2.0 mg/I’sinin olaganiistiit KKD artigina neden oldugu
belirlenmistir. Kinetinin kendisinin KKD indiiksiyonu tiizerinde higbir belirgin etkisi
olmadig1 fakat 2,4,5-T tarafindan indiiklenen KKD’lerin kinetin tarafindan bastiriima

egiliminin oldugu saptanmistir.

Bannikova and Barabanova (1990), in vitro’da kiiltiire alinan kishk bugdayin olgun
embriyolarinin histolojik karakterlerini incelemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, kiiltiire
alinan olgun embriyolarda bazi degisikliklerin meydana geldigini, materyalin kiiltiire
alimdiktan 2 gilin sonra skutellum bdlgesinde mitotik boliinmelerin basladigmi, ancak
somatik embriyolarin olugsmadigmni, bunun yanmda bazi koleoptillerin ve ikincil koklerin
olustugunu goézlemislerdir. Ayrica olgun embriyolardan elde edilen kalluslarin bitki

rejenerasyon yeteneginin ¢ok diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

Redway et al. (1990), embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 8 bugday ¢esidinin
olgunlasmamis embriyolarmi, yapraklarini ve anterlerini 12 farkli ortam iizerinde kiiltiire
almislardir. En fazla embriyogenik kallus olusumu olgunlasmamis embriyolardan elde
edilirken, anterlerden ve bugday yapraklarindan elde edilen kallus orani oldukga diisiik
olmustur. Olgulasmamis embriyolardan kallus tesviki denenen farkli ortamlardan 11
tanesinde Onemli Olgiide embriyogenik bugday kalluslar1 elde edilmistir. Ortam
denemesinde en fazla embriyogenik kallus olusumu 2 mg/l 2.4-D i¢eren MS ortaminda
gbdzlenmistir. Bu kalluslarin 2 MS 2 mg/I 2.4-D ortaminda gelisen kalluslar ile arasinda bir
fark gozlenmemistir. Ortamlar {izerinde nodular kompakt kirli beyaz ve kompakt beyaz
renkte iki tip embriyogenik kallus elde edilmistir. Kalluslar bitki rejenerasyonunu
saglamak amaciyla MS+1 mg/l IAA+1l mg/l zeatin iceren ortam iizerinde kiiltiire
alinmustir. Her iki embriyogenik kallustan da bitki rejenerasyonu gézlenmistir. Bir aylik
kalluslar rejenerasyon ortamma alindiginda yesil siirgiinler elde edilmistir, fakat
anterlerden elde edilen kalluslardan bitki rejenerasyonu diger eksplantlara gére daha az
olmugtur. Kalluslar yaklasik bes ay kadar alt kiiltire alindiktan sonra rejenerasyon

kapasitesini kaybettigi gozlenmistir.
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Vasi et al. (1990), yapmis olduklar1 ¢alismada bugdaym olgunlasmamis embriyolarini 2
mg/l 2.4-D igeren MS ortamu lizerinde kiiltiire aldiktan sonra elde ettikleri embriyogenik
kalluslarin rejenerasyonunu saglamak amaciyla farkli bitki biliylime diizenleyicisi
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarini igeren (BAP, Kinetin, zeatin, 2,4-D, I1AA) MS
ortamu lizerinde kiiltiire almiglardir. En iyi rejenerasyon ortaminin 1mg/1 Zeatin+ 1mg/I

IAA igeren MS ortami oldugunu belirlemislerdir

Devos and Gale (1992), bugdaym genetik yapisini arastirmak amaciyla RAPD-PCR analiz
yontemini kullanmiglardir. Alinan sonuglara gére polimorfizm homozigot tek kromozomlu
rekombinant hatlarda ve selekte edilmis yabanci genomik DNA’larda tespit edilmistir.
RAPD-PCR’da Mg+2, DNA konsantrasyonu, polimeraz konsantrasyonu ve denatiirasyon
sicaklig1 sonuglar tizerine etkili faktorler olarak bulunmustur. Bugdayda, homolog olmayan
dominant RAPD-PCR iiriinleri genetik haritalamada sinirli kalmasina ragmen degisiklige
ugramis tek kromozom veya kromozom segmentleri genotipik analizlerin uygulamasinda

kullanilabilmistir.

Felfoldi and Purnhauser (1992), 44 bugday ve 3 tritikale ¢esidinin olgunlagsmamis
embriyolarim1 1 mg/l 2.4-D iceren MS ortami lizerinde kiiltiire alarak kallus tesvikini
aragtirmiglardir. Genotiplere bagli olarak kallus olusumunda belirgin bir fark
gozlenmemistir. Kalluslar daha sonra bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortami
iizerinde kiiltiire alinarak bitki rejenerasyonu saglanmistir. Rejenerasyon yetenegini
bugdayda % 1-90 oraninda (ortalama % 40) iken tritikale de bu oran % 5-84 (ortalama %
38) olarak tespit edilmistir. Ayrica bugdayda embriyogenik kallus benzeri kalluslar % 0-39

oranmda (ortalama % 4), tritikalede ise % 0-81 oraninda (ortalama % 32) tespit edilmistir.

Qiao et al. (1992), tozlanmadan 12-14 giin sonra hekzapoloid bir bugday ¢esidi olan
Oderzo’nun olgunlagsmamis embriyolarint MS+ 2 mg/1 2,4-D iceren ortam tizerinde kiiltiire
almiglardir. Bu ortam iizerinde yiliksek kapasitede elde edilen kalluslardan hiicre
stispansiyonu ve protoplast izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen protoplastlar MS+
1mg/l TAA+0.5 mg/L zeatin igeren ortam lizerinde rejenerasyonu tesvik etmek i¢in kiiltiire
alinmigtir. Protoplastlardan 2 ay igerisinde rejenere edilen ve koklendirilen bitkilerin dogal

kosullara adaptasyonu saglanmstur.

Pijnacker and Ferwerda (1994), Triticum aestivum (on gesit), T. durum, T. dicoccum ve T.
monococcum’un olgunlasmamis embriyolarini 3 giin 1 ya da 2 mg/l 2,4-D ve 20 veya 30

g/l sakkarozla orta derecede katki saglanarak, MS {iizerinde laboratuar ortaminda kiiltiire
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almislardir ve her kromozomda kardes kromatid degisimlerini (KKD’ler) hesaplamak igin
islemden gegirmislerdir. Ortam bilegenlerinin  {iretimin basindan itibaren DNA
replikasyonunu koti etkiledigini belirtmislerdir. KKD frekanslarinin genotipe bagh
oldugunu ve ploidinin derecesiyle iligkili olmadigin1 agiklamiglardir. T. aestivum’un bir
¢esidi haricinde 2,4-D ve/veya sakaroz konsantrasyonunu iki misline ¢ikardiktan sonra
KKD’lerin arttigin1  agiklamiglardir. T. aestivum (bir ¢esit) ve T. durum’un
regenerantlarinin olgunlasmamis embriyolar1 parental hiicre kiiltiirlerindeki mutasyonlarin
neden olmus olabilecegi ¢esitli KKD frekanslar1 gostermistir. T. aestivum embriyolarinda
rejenerantlarda bulunan en diisiik frekanslar en yiiksek frekanslara sahip eksplantlardan

elde edilmistir.

Bommineni and Jauhar (1996), makarnalik bugday c¢esitlerinde olgunlagsmamis
embriyolardan kallus olusumu i¢in % 2 ve % 3 siikroz ile 3 jellestirici madde (% 0.8 agar,
%0.8 agaros ve %4 phytagel) kullanilmistir. Biitiin ¢esitlerde 2 mg/1 2,4-D % 3 siikroz ve
% 0.8 agar iceren MS ortaminda 2-3 giin i¢cinde somatik embriyo olusumu goézlediklerini,
somatik embriyolarin 3-4 hafta icerisinde kiigiik ve yogun somatik topluluklar halinde
gelistiklerini, bu topluluklarin bitki rejenerasyon ortamina aktarildiklarinda bitki olusumu

gbzlendigini belirtmislerdir.

Fennel et al. (1996), 48 bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarini 3 farkli ortamda
kiiltlire alarak embriyogenesis oranini1 arastirmiglardir. Denemede olgunlagsmamis
embriyolar N6+picloram (E1), MS+ 2,4-D (E3) ve MS+2,4-D+ aminoasitler (E5) igeren
ortamlar tizerinde kiiltire alinmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslar bitki
rejenereasyonu i¢cin MS+0.5 mg/l TAA+1 mg/l BAP+40 mg/l thiamin+150 mg/l I-
asparagin+% 2 sakkaroz igeren ortam tizerinde kiiltiire alinmistir. Bugday genotipine bagh
olarak olgunlasmamis embriyolardan elde edilen kalluslar % 2-94 oraninda olmustur. E5
ortami lizerinde gelisen 13 bugday cesidinin, E3 ortamu iizerinde gelisen 3 bugday
cesidinin ve El ortami {izerinde gelisen 1 bugday c¢esidinin kalluslarindan bitki
rejenerasyonu % 50 oraninda olmustur. Kallus ortamlar1 iizerinde elde edilen embriyonik
kalluslar dort kez alt kiiltiire alindiktan sonra bitki rejenerasyon orani 41 bugday hattinda

% 85 olurken, 7 hatta ise bu oran % 15°dir.

Ozgen et al. (1996), 7 kislik durum bugday genotipinde (Cakmak 79, Kirmiz1 5132, S.
Bursa 7113, Kunduru 414/44, Berkmen 469, T-104, T-105) olgunlasmis ve

olgunlagmamis embriyoda yapmis olduklar1 ¢aligmada, olgunlagmamigs embriyoda en
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yiikksek kallus olusumu ve bitki rejenerasyonun Kunduru 414/44 ve Kirmizi 5132
cesitlerinde, olgunlasmis embriyoda ise Berkmen 469 c¢esidinde meydana geldigini ve
ayrica her iki eksplant kiiltiiriinde de kallus olusumu ve bitki rejenearsyonunda genotipin

etkili oldugunu bildirmislerdir.

Karaca ve Biiriin (1997), Dogu 88 bugday ¢esidinin olgun ve olgun olmayan embriyolarini
farkli 4 madde katilmis MS ortaminda kiiltiire almislardir. Deneme, faktoriyel deneme
desenine gore iki tekerriirlii olarak kurulmus ve degerlendirilmistir. Verilere karekok
transformasyonu uygulanmistir. Gézlemler 42 giin stirmiistiir. Gozlemler sonunda, kallus,
sirgin ve kok olusturan tiip sayilar1 belirlenmistir. Olgunlasmamis embriyolarin
kiiltiiriinde en yiiksek kallus olusumu (Ort. % 94) 2 mg/l 2,4-D+ 1 mg/I kinetin katilmig
MS ortaminda elde edilmistir. Olgun embriyolarin kiiltiiriinde ise en yiiksek kallus
olusumu (Ort. % 95) 2 mg/l 2,4-D katilmig MS ortaminda gozlenmistir. Kallus agirliklari
bakimindan olgun embriyolar daha iyi sonug¢ vermistir. En yiiksek kallus agirligi ortalama
395.3 mg olarak 2 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin igeren MS ortaminda bulunmustur.

Okumus (1997), tarafindan yapilan c¢alismada aseto-carmine boyama yOntemi
kullanilarak, Triticum aestivum L. ¢esidi olan Atilla-1 ve Katae-1 isimli iki bugday
varyetesinin PMC’leri mayoz boliinmenin metafaz-1 devresinde incelenmistir. Kromozom
konfigiirasyonlar1 kiazma frekanslariyla karsilastirmali olarak incelenmistir. Kiazma
frekansi, Atilla-1 hattinda 41.54 olarak, Katae-1 hattinda ise 39.85 olarak bulunmus ve
kiazma frekansmin kromozom eslenmesiyle ilgili literatiiriin 15181 altinda homolog

kromozomlarin aralarindaki homoloji kaybindan kaynaklandigi tartigilmistir.

Cannell et al. (1998), bugdaym genetik yapisini degistirmenin miimkiin olmasina karsin bu
teknolojinin yaygim olarak uygulanmasinin diisiik toplam verim ve bu teknigin giivenilir
olmamasi sebebiyle smirli oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada, farkli oksin sistemleri
altinda bir transgenik bugday ve tritordeum hatlar1 niifusu meydana getirmisler ve tarif
edilen kosullar altinda picloram varliginin 2,4-D varhigindan daha yiiksek baskalasim
verimliligiyle sonug¢landigini gdstermislerdir. Molekiiler analiz bu transgenik siralarda
yaygm olacak basit entegrasyon orneklerini ve diisiik kopya sayilarini gostermistir. Tq

neslindeki transgenlerin Mendel kalitimi siralarin biiyiik boliimiinde gézlemlenmistir.

Ivanov et al. (1998), 5 farkli bugday ¢esidinin olgunlagmamig embriyolarmni kullanarak
MS+2 mg/l 2,4 dichlorophenoxyacetic asit (2,4-D)+ 20 g/l sakkaroz 8 g/l agar pH 5,8

ortami iizerinde kiiltiire almiglar ve embriyogenik kalluslar elde etmislerdir. Daha sonra
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embriyogenik kalluslar, bitki rejenerasyonunu gergeklestirmek i¢in MS+ 0.1 mg/IAA+ 0.5
mg BAP+ 20 g/l sakkaroz 8 g/l agar pH 5.8 ortamui {izerinde kiiltire alinmistir. Bitki boyu
5-6 cm’ye ulastiginda koklendirilmek tizere 5 mg/IAA+ 0.1 mg/l Kinetin+ 146 mg/l L-
glutamin+20 g/l sakkaroz +8 g/l agar igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinmustir.
Koklenen bitkilerin vernalize edilmek iizere tiipler icerisinde 2-4 °C’de 4-5 hafta muhafaza
edilmistir. RO rejenerantlar1 daha sonra sera kosullarinda normal fizyolojik gelisimini

tamamlamistir. Yapmus olduklari calismada R3 ve R4 generasyonlarini elde etmislerdir.

Machii et al. (1998), 107 bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan embriyogenik
kallus olusumunu ve bitki rejenerasyon kabiliyetini arastirmislardir. Tozlanmadan yaklasik
14 giin sonra alinan olgunlagsmamis bugday embriyolar1 embriyogenik kallus tesviki i¢in
MS+2 mg/l 2,4-D+0.25 mg/| absisik asit (ABA)+ 500 mg/l L-glutamin+100 mg/l proline+
100 mg/l casein hydrolysate+ 60 mg/l maltoz+ pH 5,8 ve 2 g/l fitojel i¢eren ortamlar
iizerinde karanlik kosullarda kiiltiire alinmustir. Elde edilen embriyogenik kalluslarin
rejenerasyon i¢in MS+ 0.5 mg BAP+ 30 g/l sakkaroz+ 2 g/l fitojel pH 5,8 olan
rejenerasyon ortami kullanilmistir. Arastirmada ele alman 107 bugday ¢esidinden 83
tanesinde embriyogenik kalluslar elde edilmis, bunlardan 45 bugday ¢esidinde bitki
rejenerasyonu gozlenmistir. Sadece 9 genotipte yesil bitkiler, 25 genotipte sadece albino
bitkiler, 11 genotipte ise hem yesil hem de albino bitkiler elde edilmistir. Genellikle
embriyogenik kalluslarin elde edilmesi bugday embriyolarmin kalitesine ve canliligina

bagli oldugu sonucuna varilmastir.

Ozgen et al. (1998), 12 kishk bugday cesidinin olgunlasmis ve olgunlasmamis
embriyolarindan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu c¢alismasit yapmislardir.
Tozlasmadan 15 giin sonra olgunlasmamis embriyolar tohumlardan elde edilmis ve
skutellum yukar1 gelecek sekilde 2 mg/l 2,4-D igceren MS ortamima yerlestirilmistir.
Olgunlasmis embriyolar ise 8 mg/l 2,4-D iceren MS ortamina konulmustur. Olusan
kalluslar ve bitkiler daha sonra 2,4-D igermeyen MS ortamina alinmustir. Her iki
eksplanttan elde edilen bitkiler vernalizasyondan sonra topraga aktarilmistir. Kallus
olusum orani, kallus rejenerasyon kapasitesi ile eksplant basina olusan bitki sayis1 genotipe

gore degismistir.

Tosun (1998), CIMMYT kaynakli hekzaploid (2n=42) tritikalenin Nutria 7272 hattinda
karyotip ve idiogram analizleri yoluyla kromozomlarin morfolojik yapilarmi belirlenmeye

caligmistir. Yapilan incelemeler sonucunda kromozomlar, satellitin bulunup bulunmamasi
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durumuna ve kol oranma gore satellitli, median, submedian ve subterminal olmak iizere
dort grupta incelenmistir. Denemede kullanilan Nutria 7272 hattinda 42 kromozomdan 4
tanesinin satellitli, 14 tanesinin median, 18 tanesinin submedian ve 6 tanesinin de
subterminal oldugu saptanmistir. Kromozom uzunlugu 4.844 p (M7) - 8.066 u (SM1), kol
orani ise 1.091 (M7) - 2.125 (SM1) arasinda degismistir. Satellit uzunlugu SAT1 ve SAT2

kromozomlarinda sirasiyla 0.878 ve 0.823 p olmustur.

Barro et al. (1999), 8 bugday ¢esidinin ve 7 arpa ¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarini ve
yapraklarini kullanarak somatik embriyogenesisi ve bitki rejenerasyonunu aragtirmiglardir.
Bugday yapraklarini ve olgunlagsmamis embriyolar1 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/| piclorom igeren
MS ortamlar1 iizerinde karanlik kosullarda kiiltiire alarak somatik embriyogenesisi tesvik
etmiglerdir. Alinan sonucglara gore piclorom iceren kallus ortamlar1 lizerinde bugday
yapraklarindan somatik embriyo gelisimi piclorom icermeyen kallus ortamlarma gore iki
kat daha fazla olmustur. Bugday yapraklarindan somatik embriyogenesis olusumu ise
(%92), olgunlasmamis embriyolardan somatik embriyogenesis olusumundan (%85) daha
fazla olmasina ragmen, bitki rejenerasyonu olgunlasmamis bugday embriyolarindan elde

edilen kalluslardan (%62) bugday yapraklarina oranla (%18) daha fazla olmustur.

Jonses et al (1999), Dasypyrum villosun tiiriine spesifik yiiksek oranda tekrarlanan bir
DNA dizini (p380) ile bugdaym grup 4 kromozomlarina ait RFLP markorleri, bir geri
melez populasyonunda olusan adisyon ve subsitisyon olaylarmin belirlenmesinde
kullanilmistir. Dasypyrum villosun’un 4V kromozomundan PchDv geninin bugdaya
aktarimi sirasinda tiretilen geri melez populasyonunda, Southern analizi sonucunda birgok
tam ve telesomik adisyon hatlar1 ile bazi kromozom i¢i ve kromozomlar arasi

translokasyon olaylar1 belirlenmistir. Bu hatlarin sitolojik tanimlanmalar1 da yapilmastir.

Varshney et al. (1999), olgun embriyolar1 2,4-D’nin farkli dozlarma (0,5; 2,5 ve 5,0 mg/1)
sahip MS ortaminda kiiltiire almislar ve 2,5 mg/l 2,4-D’nin optimum oldugunu

belirlemislerdir.

Benkirane et al. (2000), 10 bugday ¢esidinin yapraklarindan ve bugday koleoptilinden
somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonunu arastirmiglardir. Bitki parcalarmni farkli
2,4-D konsantrasyonu (2.3-11.3 puM) iceren MS ortamlar1 tizerinde kiiltiire almislardir.
Kiiltire alma isleminden 4-6 hafta sonra her iki bitki dokusundan da embriyogenik ve
embriyogenik olmayan kalluslar elde edilmistir. En fazla 0.5-1 cm uzunlugundaki bitki

yapraklarindan 6.8 pM 2,4-D iceren MS ortami iizerinde emriyogenik kalluslar elde
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edilmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in MS+0.9 uM 2,4-D+
0.5 uM 2iP igeren ortam lizerinde kiiltiire alinmistir. Koleoptil segmentlerinden kallus
olusumunun ve bitki rejenerasyon oranmin yaprak segmentlerine gore daha az oldugu
tespit edilmistir. Koleoptilin biiyiikliigiiniin bitki rejenerasyonunda 6nemli oldugu tespit
edilmis ve 1 mm uzunlugundaki koleoptillerden bitki rejenerasyonunun 2-4 mm’lik doku
parcalarma oranla daha fazla oldugu gozlenmistir. Kallus olusumunda 2,4-D
konsantrasyonlar1 arasinda bir farklilik gézlenmezken, bitki rejenerasyonu asamasinda 9

UM 2.4-D iceren ortamlar daha iyi sonug vermistir.

Delporte et al. (2001), Odean ve Minaret bugday ¢esitlerinin olgun embriyolarindan kallus
olusumunu ve bitki rejenerasyonunu arastirmiglardir. Bugday ¢esitlerinden elde edilen
olgun embriyolar 10 uM 2,4-D igeren kallus ortamlar1 iizerinde kiiltiire almarak kallus
tesvik edilmistir. Olgun embriyolar kiiltiire alindiktan 8 giin sonra % 59 oraninda kallus
elde edilmis ve en yliksek embriyogenik kallus olusumu % 47 oraninda belirlenmistir.
Embriyogenik kalluslardan bitki rejenerasyonu ic¢in iki farkli rejenerasyon yontemi
kullanilmistir. Rejenerasyon ortami olarak MS+0.45 uM 2,4-D+ 46 uM zeatin ve 2 MS
ortami kullanilmistir. Embriyogenik kalluslardan 513 adet bitki elde edilmistir. Protokole
gore her 100 embriyodan 25-30 adet bitki elde edilmistir.

Gonzales et al. (2001), 12 bugday gesidinin olgunlasmamis embriyolarmdan kallus
olusumunu ve kallus yiizdesini arastirmak i¢in, elde ettikleri embriyolar1 4 farkli MS
ortamu iizerinde kiiltiire almiglar ve farkli karbon kaynaklar1 ile NaCl igeren bu ortamlarin
her birine 2 mg/l 2,4-D ilave etmislerdir. Elde edilen kalluslarin bazilar1 hem kompakt hem
de embriyogenik oldugu gibi, bazi kalluslar ise yumusak ve sulumsu bir goriiniiste
olmuslardir. Genotiplere bagli olarak elde edilen kallus oram1 % 54-100 arasinda
degismistir. Kalluslar rejenerasyon igin MS+2.22 uM BAP+2.68 uM NAA+20 ¢/l
sakkaroz igeren ortamlar iizerinde kiiltiire alinmistir. Genotiplere ve kallus ortamlarina
bagli olarak kompakt kalluslardan bitki rejenerasyonu yumusak kalluslara gore daha fazla
olmustur. En iyi kompakt kallus gelisimi 30 g/l maltoz ve 30 g/l sakkaroz+ 2 mg/l NaCl
iceren ortamlar {lizerinde gozlenmis ve bu ortamlar iizerinde elde edilen kalluslardan en

fazla bitki rejenerasyonunun gergeklestigi belirlenmistir.

He and Lazzeri (2001), 4 farkli bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarini ve bitKi
pargalarmi kullanarak in vitro’da embriyogenesis sikligin1 ve bitki regenerasyon yetenegini

aragtirmiglardir. Embriyogenesisin tesviki igin farkli konsantrasyonlarda piclorom ve 2,4-D
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denenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda, olgunlasmamis bugday embriyolarinda somatik
embriyogenesis olusumunun 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l piclorom iceren ortamlarda daha fazla
oldugu saptanmustir. Bitki rejenerasyonunun olgunlasmamis embriyolardan elde edilen
kalluslardan, yesil aksamdan elde edilen kalluslara gore ¢cok daha iyi sonug verdigi tespit
edilmistir Optimize edilen bu ortam {iizerinde olgunlasmamis embriyolardan bitki
regenerasyon orant % 97-100 oraninda gozlenirken (2 mg/l piclorom igeren ortam
tizerinde) yesil aksamdan bitki rejenerasyonunun ise % 45-85 oraninda oldugu (4 mg/1
piclorom igeren ortam tizerinde) tespit edilmistir. Bitki rejenerasyonu igin kiiltiire alian
embriyogenik kalluslarda 5 mg/l zeatin+0.1 mg/l 2,4-D igeren ortam flizerinde bitki

rejenerasyon oraninda % 20-30 arasinda bir artig gozlenmistir.

Ozgen vd. (2001), 4 farkhh kislik bugday cesidinin olgun embriyolarini kiiltiire alarak
bunlardaki embriyogenik kallus olusumunu arastirmiglardir. Olgunlasmis bugday
tanelerinden elde edilen embriyolar, kallus gelisimini tesvik etmek i¢in 8 mg/l 2,4-D iceren
stvi ortam igerisinde karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinma igleminden 11
giin sonra gelisen kalluslar bitki rejenerasyonu icin MS+2 mg/l glycine+20 g sakkaroz+ 7
g/l agar igeren ortamlar iizerinde kiiltlire alinmistir. Deneme sonucuna gore, olgun
embriyolardan kallus olusumu % 75-100 oraninda tespit edilmis ve her 100 olgun

embriyodan 14.1 bitki rejenerasyonu gergeklesmistir.

Mendoza and Kaepler (2002), Bobwhite bugday ¢esidinin olgun embriyolarinda 4 oksin
tipinin 2,4-D, dicamba, picloram, ve 2-MCPP [2-(2-methyl-4-chlorophenoxy) propionic
acid]’nin 4,5; 9,0 ve 18,0 uM miktarlarini ve iki farkli sekerin (maltoz ve sakkaroz) farkli
sterilizasyonlarimin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Kallus olusumu i¢in 25+10C°de 48 saat karanlikta c¢imlendirilen
tohumlarin embriyolarini kullanmislardir. Kallus olusum ortaminda MS besinlerine ilave
olarak 5 mg/I glutamine, 2 mg/l glycine, 1 mg/l myo-inositol, 1mg/I casein hydrolysate 0,5
mg/I nicotinic acid, 0,5 mg/l pyrodoxine ve 0,1 mg/l thiamine i¢ceren ortam kullanmislardir.
Bitki rejenerasyonu ortamu olarak da yar1 dozda MS inorganik tuzlarina ilave olarak kallus
olusumunda kullanilan benzer organik bilesikler kullanmislardir. Bitki biiylime
diizenleyicileri olarak ise 0,1 mg/l oksin (kallus olusumunda kullanilan oksin tipine gore)
ve 0,5 mg/l BA kullanilmistir. Calisma sonucunda kallus olusumuna oksin tipinin ve
dozunun etkisinin ¢ok 6nemli oldugunu belirlemislerdir. 2-MCPP hari¢ diger oksinlerde
kallus olusumu gozlemlemislerdir. Picloram ve dicamba konsantrasyonun artmasi kallus

taze agirhigmi artirmis, buna karsm 2,4-D konsatrasyonun artmasi azaltmistir. Yine, ayni
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caligmada en yiiksek rejenerasyon oraninin 18 uM (Yaklasik 4 mg/l) dicamba igeren ve

filtre sterilizasyonu yapilan sakkaroz i¢eren ortamda gozlemlenmistir.

Przetakiewicz et al. (2003), Bugday, arpa ve triticale iizerinde yaptiklari ¢aligmada,
olgunlagsmamis embriyolar1 MS tuzlar1 + B5 vitamini + % 3 sakkaroz igeren besi ortaminda
ti¢ farkli oksin tipinin (2,4-D, dicamba, picloram) 3 mg/l dozlarin1 ve kombinasyonlarini (1
mg/l picloram + 1 mg/l 2,4-D; 1,5 mg/l picloram + 1,5 mg/l dicamba; 1,5 mg/l picloram
+1,5 mg/2,4-D; 1,5 mg/l dicamba + 1,5 mg/l 2,4-D) kullanarak kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu lizerine etkisini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda uygun oksin tipinin ve

dozunun genotipe gore degistigini saptamiglardir.

Wu et al. (2003), doku kiiltiiriinde 45 bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan
somatik embriyogenesis olusumunu incelemek icin arastirmalar yapmislardir. Elde edilen
aseptik embriyolar N6+ 9.05x10° mol/l 2.4-D+ 60 g/l sakkaroz iceren ortam iizerinde
kiiltire alinmustir. Elde edilen embriyogenik kalluslarin bir kismi N6+8.88x10° mol/I
BAP+1.07x10" mol/l+ 500 mg/I kazein hidrolizat +30 g/l sakkaroz igeren ortam iizerinde,
bir kism1 da N6+ 4.52X10° mol/l 2,4-D+ 30 g/l sakkaroz igeren ortam flizerinde bitki
rejenerasyonu igin kiiltiire almmustir. Yesilimsi, hizli gelisen kalluslarda organogenesizin
daha fazla oldugu gozlenmistir. Erken déonemde rejenerasyon ortamina alinan kalluslarda
bitki rejenerasyon orani daha fazla olmustur. Elde edilen sonuglara gére, siirgiin sayist ve

stirglin boyunun organogenesisle pozitif bir korelasyonunun oldugu tespit edilmistir.

Yorgancilar vd. (2003), yaptiklar1 calismada Anadolu’da en fazla yetistirilen 3 makarnalik
(Triticum durum Desf.; Kiziltan-91, Kunduru-1149, Selguklu-97) ve 3 ekmeklik (Triticum
aestivum L.; Bezostaja-1, Gerek-79, Giin-91) bugday ¢esidinde doku kiiltiirii yoluyla kallus
olusturma ve dolayli bitki rejenerasyonu kabiliyetlerinin belirlenmesini amaglamiglardir.
Tarlada yetistirilen ¢esitlerden, déllenmeden 10-15 giin sonra alman heniiz olgunlasmamis
taneler % 70 (h/h)’lik alkolde 2 dakika, % 25 (h/h)’lik ticari sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde
de 10 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Steril sartlarda, mikroskop altinda
heniiz olgunlagmamis embriyolar izole edilmis ve bugdayda doku kiiltiiriinde daha 6nce
bagarili oldugu bildirilen M; (MS 4.43 g/l + L-asparagine 150 mg/l, thiamine-HCI 40 mg/I,
maltoz 20 mg/l+ 2,4-D 2 mg/l) ve M, (MS 4.43 g/l, sakaroz 30 g/l, agar 7 ¢/l, 2,4-D 2
mg/l) ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Eksplantlardan, kiiltiirlerinden 20, 30, 40 giin sonra
kallus olusumu, kallus agirlig1 ve ¢aplar1 belirlenmistir. Ayrica 30 giinliik kalluslar MS

4.43 g/l (a/h), sakkaroz 30 g/l (a’h) ve agar 7 g/l (a/h) igeren rejenerasyon ortamina alinmis
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ve rejenerasyon frekanslari tespit edilmistir. Cesitlerin hepsinde kallus olusumu meydana
gelmis, caplara ve kallus agirliklarina bakildiginda en yiiksek kallus ¢ap1 Kunduru-1149
cesidinde meydana gelirken, kallus agirligi ise en yiiksek Giin-91 c¢esidinden elde
edilmistir. En yiiksek kallus ¢ap1 ve kallus agirligi M; ortaminda ve 40. giin elde edilmistir.
Rejenerasyon bakimimdan en iyi tepkiyi Kiziltan-91 ve en diisiik tepkiyi Kunduru-1149
vermistir. Rejenerasyonun tipi daha once literatiirde belirtildigi gibi biitliin ¢esitlerde

somatik embriyogenesis seklinde olmustur.

Keresa et. al. (2004), 8 Hirvatistan kislik bugday ¢esidinin olgunlagmis ve olgunlasmamis
embriyolarindan kallus kiltiri ve bitki rejenerasyonu kapasitesini incelemislerdir.
Olgunlagsmamig embriyolarda en yiiksek oranda rejenerasyon (%57) Zitaraka ve Edita
(%54) cesitlerinden elde edilmistir. Olgunlasmis embriyolarda en yiiksek rejenerasyon
(%26) Magdalen cesidinden elde edilmistir. Kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu i¢in en

1yl sonuglarm picloram iceren ortamlardan saglandigi belirtilmistir.

Pellegrineschi et al. (2004), ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinde farkli NaCl ve
2,4-D konsantrasyonlarini deneyerek kallus tesvikini ve kallusdan bitki rejenerasyonunu
aragtirmiglardir. Yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip olan MPB-Bobwhite 26 ve
Mexicali adli bugday c¢esitlerinin olgunlasmamis embriyolar1 aseptik kosullar altinda
¢ikarilarak 2.5 mg/l1 2,4-D +% 2 sakkaroz+% 0.9 bacto agar iceren MS ortamu iizerinde
kiiltiire almmuslardir. Bir ay sonra olusan kalluslar farkli konsantrasyonlarda NaCl ve 2,4-
D igeren siv1 ortam igersinde 20 giin siireyle kiiltiire alindiktan sonra yeniden 2.5 mg/1 2,4-
D igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinmistir. Bunu takiben 45 giin sonra embriyogenik
kalluslar bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortami iizerine alinarak bitki
rejenerasyonu gergeklestirilmistir. Deneme sonucunda MPB-Bobwhite bugday c¢esidinde
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun Mexicali bugday cesidine gore ¢ok yiiksek
oldugu gozlenmistir. MPB-Bobwhite bugday ¢esidinde kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu 1 mg/l 2.4-D+ 1 mg/l NaCl igeren MS ortamu lizerinde, Mexicali bugday
cesidinde ise 2 mg/l 2.4-D+ 2 mg/l NaCl iceren MS ortamu iizerinde oldugu tespit

edilmistir.

Satyavathi et al. (2004), biyoteknoloji araglarin1 kullanarak durum bugdaymm (Triticum
turgidum L.) gelisimi tizerindeki ¢aligmalarin sinirli oldugunu, bu 6nemli tahila yonelik
laboratuvar ortaminda giivenilir bir bitki rejenerasyon prosediiriiniin ilerlemesinin onun

genetik baskalagim yoluyla gelisimi i¢in 6n kosul oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmada,
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ti¢ bitki biiyiime diizenleyicisinin; 2,4-D (2,4-, dichlorophenoxyacetic asit), picloram (4-
amino-3,5,6-trichloropicoli- asit), ve dicamba (3,6-dichloro-o-anisic acit), kallus gelisimi
ve dort ticari durum ¢esidinin (Ben, Maier, Munich, ve Lebsock) skutellum kiiltiirlerindeki
bitki rejenerasyonlar1 lizerindeki etkileri sunulmustur. Kallus gelisimini saglamak igin,
Murashige Skoog (MS) tizerinde yetistirilen izole edilmis skutellumlardan
yararlanilmistir. Kallus gelisiminden 4 hafta sonra tiim kalluslar rejenerasyon igin yeni MS
lizerine yerlestirilmistir. Rejenerasyona ugramis bitkiciklerin verimli, normal kromozom
sayisini (2n = 4x = 28) ve melezlesmenin (fl-GISH) meydana geldigi yerdeki fluoresan
genomiginin agia ¢ikardigi yapiyr koruduklarir ve higbir belirgin somaklonal varyasyon
gostermedikleri belirlenmistir. Sitolojik ¢alismalarda; 3:1 oraninda glasiyal asit: etanol
fiksasyon i¢in kullanilmis, ardindan karbon-fuksin boyama yontemi ile preparatlar
hazirlanmis ve 151k mikroskopunda incelenmistir. Kromozomlar detayli incelemesi i¢in
ise; fl-GISH yonteminden faydalanilmistir. Dicamba yogun kallusu indiikklemeye yonelik
en iyl bitki biiyiime diizenleyicisi olarak belirlenmistir ve ayrica dort g¢esit iizerindeki
rejenerasyona ugrasim bitkiler arasinda en yiiksek orani (0.16) vermis. Sonugta dicamba
2.0 mg/l konsantrasyonunda baslangictaki kallus gelisimi i¢in kullanildigi zaman, Maier
bitkicik rejenerasyonu agisindan en yiiksek oranmi (0.27) vermistir. Bu sonuglarin durum

bugdayiyla yapilan genetik baskalasim ¢aligmasimi kolaylastiracagi diistintilmiistiir.

Gupta et al. (2005), hekzaploid bugdayn en kapsamli sitogenetik ¢alismalara tabi tutulmus
bir tiir oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alisma ile kromozom ¢iftlesmesinin homolog
kromozomlara yonelik genetik smirlama yoluyla diploidizasyonu kapsayan poliploidlerin
evrim mekanizmasinin anlagilmasma katkir saglanmistir. Ekmeklik bugdaydaki ph
mutantlar (Phl ve Ph2) ve aneuploidlerin bir ¢esidinin kullanilabilirligi; yabanci ilave
siralarmin gelisimi ve bugday genomu igerisindeki yabanci kromozom segmentlerinin
integrasyonuyla sonuglanan kromozom manipiilasyonlarina imkan verdigi belirtilmistir.
Genomik c¢agda, yakin zamanlarda molekiiler araglarin yaygin olarak sadece molekiiler
haritalarin yapiminda degil ayrica pek ¢ok agronomik 6zellige yonelik genlerin/QTLlerin
(epistatik QTLler, eQTLIler ve PQLIler dahil) tanimlanmasi ve izolasyonu i¢in kullanildigi
aciklanmigtir. Ayrica bugday genomunda su an BAC Kkiitiiphanelerinin gelisimi yoluyla
genom seviyesinde siralamaya tabi tutulan rekombinasyon aktif noktalar1 ve gen
bakimindan zengin bdlgeleri tanimlamanin da miimkiin oldugu belirtilmistir. EST
veritabaninda; tiim bitkiler arasinda bugday EST’lerinin say1 bakimindan en fazla olanlar

oldugu ve insan, fare, Ciona intestinalis (bir omurgali hayvan), sigan ve zebra baligi
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genomlar1 icin olanlarin bitigiginde yer aldigi gosterilmistir. Bu EST’ler ve pek ¢ok
genomik bolge sirasinin molekiiler isaretleyicilerin gelisiminin dahil oldugu uygulamalarin
birine tabi tutuldugunu, dogal mahallinde melezleme teknigi (FISH, GISH ve McFISH
dahil) ve delesyon yigmlarmin gelisiminin de ayrica fiziksel haritalarin hazirlanmasini
kolaylastirdig1 gosterilmistir. Molekiiler isaretleyicilerin ayrica pek ¢ok lilkede bugday
islah programlarinda isaretleyici destekli seleksiyon i¢in kullanildigi agiklanmugtir.
Yakinda uygulanabilir hale de gelecek olan bir bugday DNA ¢ipinin yapiminin ek olarak
bugday genomigi arastirmasini kolaylastirabilecegi ongoriilmiistiir. Bilgi birikimi ve
genotip olusturmaya varan yiiksek verimlilik ve ek molekiiler araglarin hizla gelisiminin;
gelecekte bugday arastirmalarinda son derece kullanish olacaklar1 ve bu ¢alismalarin 1slah

edilmis bugday ¢esitlerinin gelistirilmesiyle sonuglanacagi belirtilmistir.

Jauhar (2005), bu ¢alismada tahil tirtinlerinden 6rnekler alinarak ekinin verimini arttirmak
icin kullanilan geleneksel 1slah etme, klasik sitogenetik ve modern biyoteknolojiyi ele
almistir. Bitki 1slahinin genetik ve sitogenetikten daha oncelere dayandigini, genetigin
kurucusu Mendel’den (1822-1884) ¢ok dnce Kolreuter, Knight, Gartner ve digerleri gibi
bitkileri melezleyenlerin dikkatli ve siire gelen seleksiyon yoluyla beseriyetin devamini
saglayan irsi Ozellikleri gelistirilmis kiiltiir bitkileri tirettiklerini, daha sonra ise genetik
kurallarmin kesfi ve 20. yiizyila girilirken sitogenetik tekniklerinin ortaya ¢ikmasiyla bitki
1islahinin bitki 1slah bilimine ulastigini belirtmistir. Her 1slah faaliyetinin bahsi gegen kiiltiir
bitkisinin sitogenetik yapismin yeniden yapilandirilmasiyla iliskilendirildigini ya da
beraber yapildigimi ve uUygulanabilir hale gelen hizli genomik rekonstriiksiyon
yontemleriyle bitkinin verimini arttirma isleminin hatir1 sayilir derecede hizlandirildigmi
ifade etmistir. Klasik sitogenetik araglar1 kullanilarak hastaliga dirence yonelik spesifik
1islah 6rnekleri tarif edilmistir. Fusarium head blight direncini diployid bugday ¢iminden
(Lophopyrum elongatum; 2n = 2x = 14; E genomu) arzu edilen durum bugday1 (Triticum
turgidum; 2n=4x= 28; AABB) gen kaynaklarina nasil aktarildig: ac¢iklanmigtir. Durum
genomuna entegre edilen yabanci kromatini nitelendirmedeki (melezlemenin olustugu
yerde fluoresan genomigi gibi) modern teknikler de ayrica agiklanmustir. Ek deger
ozellikleri i¢in genlerin dogrudan eklenmesine imkan saglamis modern biyoteknoloji
araglarinin bu isleme faydali oldugu belirtilmistir. Kiiltiir bitkilerinin genetik gelisimine
yonelik bu teknikler tarif edilmis ve geleneksel 1slah, klasik sitogenetik ve modern

biyoteknoloji arasindaki birligin verimliligi ele alinmigtir.
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Kubalakova et al. (2005), bu ¢alismada durum bugdaymda (Triticum turgidum Desf. var.
durum, 2n=4x=28) kromozom siralanmasina yonelik flow sitometri potansiyelini
degerlendirmislerdir. Fluoresan yogunlugunun histogramlar1 (flow karyotipler) ii¢ ug
noktay1 igeren DAPI-boyali kromozomlarin analizinden sonra elde edilmistir. Bunlardan
bir tanesi 3B kromozomunu temsil etmistir, kiiglik bir u¢ 1A ve 6A kromozomlarina
kargilik gelmistir ve genis bir u¢ geri kalan 11 kromozomu temsil etmistir. Mikroskop
lamlar1 tizerinde simiflandirilan kromozomlar melezlesmenin (FISH) dogal ortaminda
gerceklestigi yerdeki fluoresandan sonra GAA microsatellite, pSc119.2 ve Afa tekrarlarina
yonelik incelemelerle tanimlanmistir. Bu dizilerin genomik dagilimi ilk olarak durum
bugdayinda tespit edilmistir ve molekiiler karyotip bu iirlin i¢in gelistirilmistir. Durum
bugdayinm iki misli ditelosomik hatlarinda flow karyotipleme, hatlarin A ve B genomlu
bugday kromozomlarinin herhangi bir kolunu siniflandrmay:1 kolaylastirdigini ortaya
cikarmustir. Hekzaploid bugdayla karsilastirilinca durum bugdayinin flow karytipinin daha
az karmasik oldugu belirtilmistir. Bu 6zellik telesomlara yonelik daha iyi bir ayrima ve %
90’dan % 98’e kadar degisen swralanmis fraksiyonlarda yiiksek safliga neden olmustur.
Genis ek kiitiiphanelerin sitometri kullanarak aritilmis DNA’dan ortaya cikarilabilecegini
gostermiglerdir. Bu ¢alisma flow sitogenetigin bugday genomiklerinde kullanimima yonelik
potansiyelini hatir1 sayilir derecede genisletmistir ve bu onemli {iriiniin genomunu bir

seferde tek bir kromozom kolu seklinde siralama imkanimin oniinii agmuistir.

Thomas et al. (2005), tarafindan genlerin kiimelenmesine yardimeci olacak, bugdayin
(Triticum aestivum L.) resiprokal olmayan Robertsonian translokasyonlarma yonelik
potansiyel sitoloijk ve genetik davramiglart degerlendirilmistir. Translokasyonlar1 elde
etmek i¢in iki misli monosomik (3B+5A; 2n=40=19ii+2i) zitlik gdsteren bir disomikle
karsilikli olarak gaprazlanmistir. Kopuk bir monosomu miras alan taneler karsit kola
yonelik bir isaretleyici retansiyonuyla eslesen tek bir kola 6zgii DNA isaretleyicisinin
kaybiyla tanimlannustir. Iki misli monosomigin poleninden kurtulan 180 karsit nesilde,
hicbir bozulmaya (potansiyel translokasyonlar) rastlanmamistir fakat yumurtaciklardan
kurtulan 251 nesilde iki duruma (5AL art1 3BS’nin kaybi; SAL arti 3BL’nin kaybr1)
rastlanmistir. Meyotik eslesme ve melezlesmenin (mcGISH) meydana geldigi yerdeki ¢ok
renkli genom spesifik fluoresan, iki misli bir bozuklugu olan her bitkinin sentromerde
tekrar bir araya gelmis ve PMC’nin yaklasik % 83’linde bir trivalan (li¢ degerli) (19ii +
liii) seklini almis A ve B genomlar1 arasinda bir adet translokasyona ugramis kromozom

icerdigi gosterilmistir. Geri kalani ¢izgisel “I” (bitisik ayrisim) ya da belirsiz “L”
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bicimlerinde hizalanmigken, trivalanlarin ¢ogu (yaklasik olarak % 92) metafazda bir “V”
bi¢iminde (Sirali ayrigim) hizalanmisti. “Fiizyon monosomikleriyle” ilgili bir test
caprazinin genetik analizi, trivalanin bu ayricalikli birlikte oryantasyonunun bulundugu
kromozom kollarmin siniflandirmasim etkiledigini gostermislerdir. Bu genetik veri, sirali
ayrisim ve dogal seleksiyonun birbirine karismis etkisi altinda flizyon monosomik neslinin
stire¢ igerisinde iki hemizigot kolun da gen igerigini sabitleyerek standart disomik diizene
geri donecegini gostermektedir. Bu yilizden herhangi bir gen ¢iftinin ayrisan bir populasyon
icerisinde onlar1 gegici olarak baglayacak fiizyon monosomu izole ederek ortak baglanma

olmas1 amaglanabilmektedir.

Sags6z ve Aydin (2006), olgun embriyolardan etkili bir kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu sistemi gelistirerek, bazi bugday genotiplerinin doku kiiltiiriine tepkisini
arastirmiglardir. Bu amagla, Kirik, Gerek-79, Sivas 111/33 ve Haymana-79 genotiplerinin
olgun embriyolar1 kullanilmistir. Arastirmada 3 oksin tipi (2,4-D, dicamba, picloram),
oksin tiplerinin 3 farkli dozu (2,5; 3,0; 4,0 mg/1) ve 2 farkl jel yapicit madde’nin (phytagel,
agar) kallus olusumuna ve bitki rejenerasyon kapasitesine ve yine iki farkl rejenerasyon
ortammin (R1: 0,1mg/1 2,4-D + 0,5 mg/l BA ve R2: 0,2 mg/l 2,4-D) bitki rejenerasyon
kapasitesine olan etkileri belirlenmistir. Kallus, embriyogenik kallus ve somatik embriyo
olusumuna ve bitki rejenerasyon kapasitesine genotipin, jel yapict maddenin, oksin tipleri
ve dozlarinin etkileri ¢ok 6nemli olmustur. En yiiksek kallus olusumu Kirik genotipinde
(%92,0), en yiiksek bitki rejenerasyon kapasitesi ise Sivas 111/33 genotipinde (%78,7)
meydana gelmistir. Tiim genotiplerde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu phytagel
iceren ortamlarda agar igeren ortamlardan daha yiiksek olmustur. Kallus olusumunda ve
bitki rejenerasyon kapasitesinde dicambanin, 2,4-D ve picloramdan daha etkili oldugu
saptanmigtir. Rejenerasyon ortaminin rejenerasyon kapasitesine etkisi c¢ok 6nemli
olmustur. En yiiksek rejenerasyon kapasitesi R1 (0,1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP) (%76,5)

ortaminda meydana gelmistir.

Dagiistii (2007), kishk bugdaylarda (Triticum aestivum L.) olgunlasmamis embriyo
kiiltiiriinden en etkili bi¢imde kallus olusumu ve bitkicik rejenerasyonunu elde edebilmek
i¢in, 7 genotipi 2005 yilinda ve 17 genotipi 2006 yilinda arastirmistir. Tozlanmadan 12-16
glin sonra alman olgunlagsmamis embriyolar igerisinde 1 mg 2,4-D bulunan MS besi
ortamma skutellum yukarida olacak sekilde yerlestirilmistir. Siirglin ve bitkicikler 2,4-D
icermeyen ortama embriyogenik kalluslarin aktarilmasiyla elde edilmistir. Genotip

rejenerasyon kapasitesi lizerinde onemli bir rol oynamistir. Genotipin kallus olusum
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siklig1, kok olusum siklig1, yaprak goriiniimlii yesil noktalar bulunduran kallus olusumu ve
slirglin rejenerasyon siklig1 lizerinde etkisi olduk¢a Onemli bulunmustur. Genotipe bagl
olmak iizere yiizde kallus olusumu % 2,4 ile % 100 arasinda degismistir. Kallus
dokularmmdan 250’den fazla bitkicik eldesi olmustur. Bugdaymn olgunlagsmamis
embriyolarindan bitkicik rejenerasyonunun uygun genotip kullanildiginda pratik ve etkili

bir yontem oldugu gdsterilmistir.

Tabur ve Demir (2008); tuz stresi altinda ¢imlendirilen arpa tohumlarinin (Hordeum
vulgare L. var. Biilbiil 89) mitotik indeks ve kromozom anormallikleri iizerine gibberellik
asit (GA3), kinetin (Kin), benziladenin (BA), 24-epibrassinolid (EBR), etilen (E) ve
poliamilerin (kadaverin-Kad, putressin-Put, spermidin-Spd, spemin-Spm) ikili, t¢li ve
dortlii kombinasyonlarinin etkilerini arastirmuglardir. Tuz konsantrasyonunun artigina
paralel olarak mitotik aktivite 6nemli 6lglide azalmis ve kromozom anormallik yiizdesi
artmistir. Calisilan biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlarmin biiyiik bir cogunlugu yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda mitotik aktivite iizerinde olumlu bir etki gostermistir. Ayrica bu
bliylime diizenleyicilerinin biiylik bir c¢ogunlugu tiim tuz seviyelerinde kromozom
anormallik yiizdesi tizerindeki olumsuz etkiyi 6nemli 6l¢lide hafifletmistir. Sonug olarak,
s0z konusu bitki biliylime diizenleyicisi kombinasyonlarinin arpa tohumlarinin mitotik
indeks ve kromozom anormallikleri iizerinde farkli derecelerde etkili olduklar1 ve bu farkin

istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Cifuentes and Benavente (2009), tarafindan yapilan bu ¢alismada Homolog metafaz | (MI)
eslesme modeli, durum bugdayr X Aegilops cylindrica melezlerinde (2n = 4x = 28,
ABC®D®) her bugday ve yabani bilesen genomunun farkli olarak ayrilmasina izin vermis
dogal mahallinde gergeklesen melezlesme prosediirii yoluyla tamamen karakterize
edilmistir. Incelenen ii¢ melez genotipten bir tanesinin phlc mutasyonunu tasidig
belirtilmistir. Her durumda, iki tiirin de kromozomlar1 arasmdaki MI ortakliklarmin
toplamda tcte ikiye yaklagik bir orana denk geldigi aciklanmistir. Analizin sonuglari
asagidaki gibidir: (a) A genom kromozomlar1 dikkate aliman yabanci genom hesaba
katilmaksizin B genom partnerlerinden daha sik bir sekilde bugday-yabani MI eslesmesine
dahil edilmistir; (b) iki durum bugdayr da Aegilops cylindrica DC genomuyla
eslesmektedir. Bu bulgular bugday mahsulleri ve Aegilops arasindaki genetik transfer

potansiyeli konusunda ele alinmistir.
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Franciki et al. (2009), DNA isaretleyicilerinin zenginligini arttiracak ve genetik analize
uygun yiiksek c¢ozlniirlikli genetik eslestirmeyi (kartografiyi) gelistirmeye katki
saglayacak bir kisim teknolojinin bulunmakta oldugunu belirtmigler ve bu ¢alismanin
amacinin bugday genomunda gosterilebilen bugday dizisi lizerinde Diversity Array
Technology (DArT) isaretleyicilerinin sayisini arttirmak ve simple sequence repeat (SSR)
(basit dizi tekrar1) isaretleyicileri konusunda kromozomal lokasyonlarini ve sitogenetik
harita iizerindeki pozisyonlarint belirlemek oldugunu aciklamislardir. Swrasiyla 749’un
tamami ve 512 ayr1 DArT ve SSR isaretleyicileri rekombinant dogal sira (RDS) ya da ikiye
katlanmis haploid (IH) populasyonlarindan elde edilen dort genetik haritanin en azindan
bir tanesinde tanimlanmistir. Bir kisim kiimelenmis DArT isaretleyicileri her bir genetik
haritada gozlemlenmistir ki bunlarda isaretleyicilerin % 20-34’liniin gereksiz oldugu
saptanmistir. DArT ve SSR isaretleyicilerinin ayrigim bozuklugu da her bir eslestirme
(kartografi) populasyonunda gozlemlenmistir. Version 2.0 bugday dizisi iizerindeki
isaretleyicilerin sadece % 14’ aneuploid smralar1 kullanarak delesyon eslestirmesi
(kartografisi) yoluyla kromozomal goézlere yerlestirilmistir. Bu konuda metilleme
eVects’inin DArT isaretleyicisini genetik eslestirmeye (kartografiye) uygularken hesaba
katilmas1 gerektigi belirtilmistir. Bununla beraber DArT isaretleyicilerinin delesyon
eslestirmesi (kartografi) genetik ve sitogenetik haritalar1 siralamak ve bugday genomu
iizerindeki DNA isaretleyicilerinin kapsamini hesaplamak icin bir referans sagladigi

sonucuna ulagilmustir.

Gill and Friebe (2009), sitogenetigin, genetik ve sitolojiyle baglantili ¢alismalar oldugunu
ve tahillarda, sitogenetik arastirmanin bes evresinin gecerliliginin dogrulanabildigini
belirtmislerdir : (i) F1 melezlerinin mayotik ¢iftlesme analizi; (ii) aneuploidi (¢ok
kromozomluluk); (iii) molekiiler sitogenetik (C-sarma ve melezlesmenin gerceklestigi
yerde); (iv) goz eslestirmenin ¢ikarilmasi; ve (v) flow sitogenetik. Bu ¢alismada 6zellikle
bugday ve cavdarin kromozom analizine iliskin olarak sitogenetik arastrmanin ilk dort
evresi yeniden incelenmistir. Mayoz eslesme analizi diploid ve poliploid tiirler iizerinde
genomik iligkileri agiga ¢ikartilmistir. Aneuploidi kromozom/kol ve karsilagtirmali
eslestirme (kartografi) olasiliklarinin onii a¢ilmistir. C-sarma ve yerinde gergeklesen
melezlesme bugday ve c¢avdar kromozomlarinin heterokromatik ve okromatik
bilesenlerinin hizli bir sekilde tanimlanmasina ve analiz edilmesine imkan saglanmistir.
Delesyon stoklarmin izolasyonu ve bugday genomunun belirtilen kisminin yapismni ve

fonksiyonunu arastirmak i¢in kullanilmalarma ek olarak, bugday kromozomlarinin yapisal
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ve fonksiyonel farkliliklari agiga c¢ikartilmistir. Yukarida bahsi gegen yapisal ve
fonksiyonel farkliliklarin mayoz evredeki kromozom davraniglariyla harekete gecmis
olabilecegi belirtilmigtir. DNA dizisinin bilgisi kullanilabilir hale geldik¢e ve DNA diizeyi
ve kromozom diizeyi incelemeleri arasindaki boslugu dolduran Fiber Fish gibi tekniklerin
ve digerlerinin uygulanmasiyla gercek anlamda tahil kromozomlarinin yapisal ve
fonksiyonel farkliliklarmm ve organizasyonunun biyolojik igerigini anlamaya

baslayabilecegimiz belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiriitiilmiistiir. Materyal olarak Tiirkiye’de halen yetistirilmekte olan ve

genis ekim alanlarina sahip 2 adet makarnalik bugday ¢esidi kullanilmistir.

Calismada materyal olarak kullanilan makarnalik bugday cesitleri T.C. Tarim ve Koyisleri
Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii, Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon

Merkezi Miidiirligii’nden saglanmistir.

Kullanilan ¢esitlere ait 6zellikler asagida verilmistir.

Cakmak-79: Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan 1979 yilinda tescil
edilmistir. Tetraploid bir bitkidir. Sap1 saglam yapida ve boyu 65-75 cm’dir. Yapraklari
kisa normal sapli orta uzun biiyiikliikte, acik yesil renkli ve tiiysiizdiir. Basaklar1 kilgikli,
kavuzlar1 ¢iplak; kirmizi, kahverengi renktedir. Basak boyu kisa, ¢ok sik dizilimli ve dik
yapidadir. Boyunun kisa olmasindan ve sapinin saglam yapida olmasidan dolay1 yatmaya
dayanikhidir. Tanesi amber rengindedir ve camsi yapidadir. Yabanci otlara karsi rekabete
dayanamaz. Alternatif gelisme gosterir. Kisa ve kuraga dayanimi iyi olup, orta erkenci bir
cesittir. Ozellikle sulanabilen alanlarda yiiksek verim vermektedir. Giibreye reaksiyonu iyi
olup, tane dokmemesi ve harman olma kabiliyetinin yiiksek olmasi ile bilinmektedir. Orta
kaliteli bir makarnalik ¢esittir. Olumsuz sartlarda donme orani artmaktadir, ayrica donme
oraninin yiiksek olmasi, makarnalik bugday c¢esitlerinde olusan unsu yapi nedeniyle
istenmeyen bir 6zelliktir. Sar1 pasa hassas, kahverengi pasa orta dayanikli, kara pasa orta
hassastir. Siirmeye dayanikli, rastiga ise hassastir. Orta Anadolu ve Gegit Bolgeleri’ne
tavsiye edilir. Ayrica Marmara Bolgesi’nin kiy1 bolgelerine de tavsiye edilmektedir. Basak
verimi 1,84 g, dekara tane verimi 206 kg/da, basaktaki tane sayist 35,3 seklindedir
(Aygicek ve Yildirim 2006).

Kunduru-1149: Eskisehir Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirligii tarafindan
1967 yilinda tescil edilmistir. Islah yontemi seleksiyondur. Basak tipi kahverengi, tane
gbriinlimii amber kirmizist ve camsi, bitki boyu 115-130 cm’dir. Tarimsal 6zellikleri; orta

gecci, kishk tabiath ve en genis ekim alanina sahip, giibrelemeye karsi tepkisi iyi olan
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kaliteli makarnalik bugday cesididir. Asir1 yagish yillarda uzun boylu olmasi nedeniyle
verim potansiyelinin yiiksek oldugu (0zellikle taban arazi) yerlerde yatmaya hassastir.
Stres kosullarina dayaniklilig1 nedeniyle verim stabilitesi yiiksek, kardeslenme azdir. Tane
ve sap verimi yiiksektir. Hektolitre agirhigi 81-84 kg, protein % 13-15, mikro SDS
sedimentasyonu 8-11 ml ve karoten miktar1 7-9 ppm. olup makarnalik kalitesi iyidir. Tarla
sartlarinda rastik ve siirmeye dayanikli, sar1 pasa orta dayanikli, kara ve kahverengi pasa
hassastir. Onerildigi bolgeler; Orta Anadolu Gegit Bolgeleri, Trakya yar1 taban, taban
alanlaridir (Anonim 2009).

3.2 Yontem

3.2.1 In vitro yontemler

Aragtirmada bitki biiyiime diizenleyicisi olarak farkli 2,4-D ve picloram dozlar1
kullanilmistir. Kontrol olarak 0 dozunun degerlendirildigi ¢alismada, her iki bitki biiyiime

olusan toplam 10 dozda incelemeler yapilmstir.

Genis bir doz arahigmin kullanildig1 calismada bugday cesitlerinde, doku kiiltiirti
calismalarinda  yaygin  olarak  kullanilan  sentetik  oksinlerden  2,4-D’nin
(dichlorophenoxyacetic acid) ve giinlimiizde kullanilmaya baslanilan picloramin (4-amino-
3,5,6- trichoropicolinic acid) kallus gelisimi tizerine olan etkisi karsilastirmali olarak
incelenmis ve en yiiksek kallus olusum degerlerini veren picloram ve 2,4- D dozlarini

iceren bitki 6rneklerinin kallus agirligi ve kallus yiizdesi hesaplanarak belirlenmistir.

Tez c¢alismasi boyunca gergeklestirilen ve in vitro yontemler igerisinde yer alan;
sterilizasyon, besin ortami hazirlanmasi, embriyo ¢ikarilmasi ve besin ortamina

yerlestirilmesi, kallus gelisimi asamalar1 Sekil: 3.1°de gdsterilmektedir.

3.2.1.1 Kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarda, ¢aligilan laboratuvarin ve kullanilan tiim ekipmanlarm steril olmasi
bakteriyel bulasma olmadan basarili sonuglar elde etmede biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle her c¢alisma Oncesinde ekipmanlarin Ozelliklerine gore steril edilmeleri

saglanmigtir.
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Tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan kavanozlar agizlar1 kalin aliiminyum
kapaklarla kapatilarak, i¢ine ortam dokiilen ve diger amaglarla kullanilan petri kaplar1 ise
gruplar halinde yiiksek 1s1 derecelerine dayanikli yanmaz kagitlara sarilarak firmda 200
9C’de 2 saat bekletilmistir. Kaplar, aliminyum ve kagit koruyucular steril kabin icerisinde

acildiktan sonra kullanilmistir.

Steril kabin igerisinde kullanilan pens ve bistiiri gibi metal ekipmanlarin steril edilmesinde
ise %70’lik (v/v) etil alkol ve dogal gaz alevi kullanilmistir. Embriyolarin endospermden
ayrilmasinda kullanilan bistiiri ucu gerekli goriildiik¢e 6zel korumasi i¢indeki yeni steril ug

(Surgeon, no: 11) takilarak degistirilmistir.

3.2.1.2 Steril distile su hazirlanmasi

Musluk suyunda erimis halde bulunan minerallerin olmasi, ¢alismalarda kullanilan ortam
formiillerindeki besin maddelerinin hassas dengesini bozucu yonde etki ederken, sudaki
klor da toksik etkide bulunarak kiiltiirin gelismesini engellemektedir. Bu nedenle
laboratuvar ¢alismalarinda suyun kaynatilip buharinin sogutulmasi ilkesi ile calisan
distilasyon cihazi ile elde edilen distile su kullanilmaktadir. Calismanin ortam hazirlama ve
tohumlarim yiizey sterilizasyonu asamalarinda kullanilan distile su, otoklavda 121 °C’de 15

psi basing altinda 25 dakika tutularak steril edilmistir.

3.2.1.3 Stok 2,4 D ve picloram ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan picloram ve 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicilerinden her biri i¢in 25

ml’lik 1 mg/ml (1:1) oraninda stok ¢6zelti hazirlanmastir.

I mg/ml’lik 25 ml 2,4-D stok ¢ozeltisi i¢in 0.025 g 2,4-D tartim kagidi lizerinde hassas
terazide tartilmis ve 25 ml alkol igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan vorteks yardimiyla

karistirilmistir. Kullanimimn ardindan stok ¢ézelti + 4 °C’de buzdolabinda saklanmustur.

1 mg/ml’lik 25 ml picloram stok ¢ozeltisi i¢in 0.025 g picloram tartim kagidi iizerinde
hassas terazide tartilmis ve 25 ml NaOH igerisinde ¢6ziindiriilmistiir. Ardindan vorteks
yardimiyla karigtirilmistir. Kullanimin ardindan stok ¢ozelti + 4 °C’de buzdolabinda

saklanmustir.
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3.2.1.4 Besin ortamlarinin hazirlanmasi

Olgunlasmis embriyolardan kallus gelisiminin saglanmasi i¢in hazir MS (Murashige and

Skoog, 1962) ile kat1 besin ortamlar1 hazirlanmistir. Besin ortami, formiiliinde belirtilen

organik, inorganik ve diger maddelerden olusan, bitkilere topraktan karsiladiklari her tiirlii

besin maddesi ve su gereksinimlerini in vitro kosullarda saglayan karigimdir.

Hazirlanan ortamlara her doz i¢in gerekli miktarda bitki biiylime diizenleyicisi eklenmistir.

Buna gore 250 mI’lik besin ortami hazirlamak i¢in:

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

1,1 g MS (Duchefa)

5 g sukroz (Sigma) tartilarak, su igerisine ilave edilmis ve manyetik karistiric ile
tamamen erimeleri saglanmstir.

Farkli 2,4-D ve picloram dozlar1 olarak 0, 3, 6, 9, 12 mg/I’lik yaygm olarak
kullanilan yogunluklar uygulanmistir.

0 mg/I’lik dozlar i¢in bitki biiylime diizenleyicisi kullanilmamastir.

Her biri 3 mg/I picloram ve 3 mg/l 2,4-D igeren besin ortami hazirlamak igin, 1
mg/ml’lik hazir stoklardan mikropipet yardimi ile 750 pl cekilerek ortama
eklenmistir.

Her biri 6 mg/I picloram ve 6 mg/l 2,4-D igceren besin ortami hazirlamak igin, 1
mg/ml’lik hazir stoklardan mikropipet yardimi ile 1500 pl g¢ekilerek ortama
eklenmistir.

Her biri 9 mg/I picloram ve 9 mg/l 2,4-D igeren besin ortami hazirlamak igin, 1
mg/ml’lik hazir stoklardan mikropipet yardimi ile 2250 pl cekilerek ortama
eklenmistir.

Her biri 12 mg/l picloram ve 12 mg/l 2,4-D igeren besin ortami hazirlamak igin,
1 mg/ml’lik hazir stoklardan mikropipet yardimi ile 3000 pl cekilerek ortama
eklenmistir.

Hacim distile su ile 250 ml’ye tamamlanmistur.

1 N NaOH ve IN HCI kullanilarak pH, kallus gelisimi i¢in en uygun deger olan

5.8’e ayarlanmustir.
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Ortamu1 katilastirmak i¢in 1,5 g agar tartilarak Duran sisesine konulmus ve
iizerine hazirlanan ortam eklenmistir.

Sise kapag1 sikilmadan ortam, otoklavda (121 °C, 1.2 psi basing, 25 dakika) steril
edilmistir.

Daha sonra biraz sogutularak steril kabindeki onceden steril edilmis olan 10
cm’lik petri kaplarina, her birinde yaklasik 30 ml olacak sekilde dokiilmiistiir.
Steril kabin igerisindeki ortamlarin yaklagik yarim saat siire ile sogutularak
katilagsmas1 saglanmis ve petrilerin kapaklar1 kapatilarak kenarlar stre¢ film ile
kaplanmustir.

En yiiksek kallus gelisiminin gozlendigi 3 mg/1 2,4-D igeren Cakmak-79, 3 mg/I
2,4-D igeren Kunduru-1149, 3 mg/l picloram igeren Cakmak-79 ve 3 mg/l
picloram igeren Kunduru-1149’a ait petrilerdeki orneklerin rejenerasyonu igin
bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen MS-0 ortam yukaridaki prosediire gore
hazirlanmistir. Ortamin pH’1 ayn1 sekilde 5.8’e ayarlanmis ve otoklavda steril

edildikten sonra steril kabin icerisinde petrilere dokiilmiistiir.

3.2.1.5 Eksplantlarn yiizey sterilizasyonu

Eksplant olarak olgun embriyolarin kullanildig1 ¢calismada yiizey sterilizasyonu steril kabin

icerisinde gerceklestirilmistir.

Tohumlar kavanozlara konularak (85 tohum/kavanoz) manyetik karistirici izerinde
(200 devir/dakika) % 70.lik (v/v) alkolde 5 dakika siiresince karigtirilmagtir.
Tohumlar ii¢ kez steril distile su ile yikanmis, yikama siireleri 30 saniye olarak
uygulanmistir.

Bunu izleyen asamada tohumlar %S5’lik (v/v) ticari sodyum hipoklorit (Ace,
Colgate Palmolive Co.) soliisyonunda, manyetik karistirici {izerinde (200
devir/dakika) 25 dakika ¢alkalanmistir.

Tohumlar yedi kez steril distile su ile yikanarak ortamdan sodyum hipokloritin
uzaklasmasi saglanmis, yikama siireleri 30 sn olarak uygulanmustir.

Steril distile su i¢ine alinan tohumlar su banyosunda (33 OC), 2 saat siire ile

sisirilerek embriyo ¢ikarma asamasina hazir hale getirilmistir (Ozgen vd. 1998).
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3.2.1.6 Kallus olusumu asamasi

Sterilizasyonu tamamlanmis embriyolarm, canliliklar1 bozulmadan tohumlarindan

ayrilmasi ve daha onceden hazirlanmis ortamlarina aktarilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Steril ve yumusamis tohumlarda embriyolar steril kabin igerisinde bistiiri ve pens
yardimiyla endospermlerinden ayrilmistir.
Embriyolar kalkancik tarafi ortama degmeyecek sekilde kallus ortami iceren petri
kaplarina 10’ar adet yerlestirilmistir. Calisma her bir bitki biiylime diizenleyicisi
dozu i¢in 3 tekrarl olarak yiirtitiilmiistiir.
Petriler, kenarlar1 streglenerek 14 giin siire ile 26 OC’deki inkiibatorde (Bellco,

Shellab) karanlikta bekletilmistir.

3.2.1.7 Kallus gelisimi asamasi

14 giiniin sonunda olusan kalluslar, icinde bulunduklar1 petri kaplariyla birlikte
tartilarak agirliklar1 kaydedilmistir.

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

Stirgiinleri, kallus gelisim ortamimi ve tartilirken kenarinda bulunan streg¢i igeren
petri tekrar tartilmis ve aradaki fark ‘kallus agirligi’ (mg) olarak degerlendirilmistir.
Kallus olusturan embriyo sayisit belirlenerek ‘kallus olusumu’ (%) degerinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Maksimum kallus agirligmin ve kallus olusumunun gézlendigi 3 mg/1 2,4-D ve 3
mg/l picloram igeren ortamdaki kalluslar Ozgen vd. (1998)’e uygun olarak
rejenerasyon ortamia (MS-0) koklendirilmek {izere alinmustur.

Kiiltiir odasina yerlestirilerek 4 hafta siireyle 16 saatlik fotoperitodda (1500 Lux) ve
25 °C sicaklikta bekletilerek rejenere edilmistir.

Kalluslardan gelisen kok uglar1 sitogenetik calismada kullanilmak {izere gerekli

islemlere tabi tutulmustur.
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Sekil 3.1 Tez calismasi boyunca gerceklestirilen sterilizasyon, besin ortami
hazirlanmasi, embriyo ¢ikarilmasi, besin ortamina yerlestirilmesi ve kallus gelisimi

asamalar1
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3.2.2 Sitolojik yontem

Arastirma materyali olarak kullanilan Cakmak-79 ve Kunduru-1149 makarnalik bugday
cesitlerinde, en iyi kallus gelisiminin goriildigii 3 mg/l 2,4-D ve 3 mg/l picloram dozlarmi
iceren besi ortamlarindaki drneklerden rejenerasyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen
kalluslardan olusan bitki siirgiinlerindeki kok uglarindan 6rnekler alinarak, sitolojik analiz
yapilmistir ve bugday hatlarinin kromozom sayilar1 ve yapilarinda olusabilecek

degisiklikler belirlenmeye caligilmistir.

Bugday kok uclarindan kromozomlarim tespiti ve preparatlarin hazirlanmasimda Shigenega

ve Larter (1971) tarafindan uygulanan yontem kullanilmastir.

3.2.2.1 Prefiksasyon asamasi

Elde edilen kok uglarina uygulanan ilk islem prefiksasyondur. Bu ilk islemin amaci
kromozomlar1 incelenebilecek diizeyde tutmaktir. Bu islem ile 1§ ipliklerinin olusumu
durdurulur, kromozomlarin kisalmasi ve diizelmesi, ayrica kromozomlarin giivenilir bir

sekilde sayilmas1 ve bliyiikliiklerinin karsilastirilmasi saglanir.

Bu amagla, kesilen kok uglari (15-20 adet) 50 ml saf su igine 300 pl a- monobromonaftalin
konarak vorteks yardimiyla calkalanir ve oda sicakliginda 2 saat, daha sonra 16 saat, 4°C’

de buzdolabinda bekletilir.

3.2.2.2 Fiksasyon asamasi

Tespit ¢dzeltisinin hazirlanmas1 asamasidir. Ozellikle kromozomlarm canlinin hayattaki
durumuna miimkiin oldugu kadar yakm bir durumda tespiti énemlidir. Oldiiriicii tespit
edici bir stvinin etkisi Oncelikle, 6ldiirme islemini hizli bir sekilde yapmasina baglidir.
Boylece, ani bir sekilde, hiicreler miimkiin oldugu kadar hayattaki durumu bozulmadan
tespit edilebilir. Tespit sivisinin, hiicreler lizerinde hizli bir sertlestirme etkisinin olmas1 ve

bunun yant sira stvinin dokulara miimkiin oldugunca hizli girmesi gerekmektedir.
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Bu amagla, buzdolabindaki, 50 ml’lik sise i¢erisindeki drnekler pens yardimiyla Ependorf
tiiplerine alinir. Mikropipet yardimiyla c¢ekilen 1 ml saf su ile ornekler 2 kez yikanir.
Ardmdan kokler %99’luk glasiyel asetik asitte (CH3-COOH) 30 dakika bekletilir.

3.2.2.3 Hidroliz asamasi

Hidroliz, dokularm hiicrelerini birbirinden ayirip, daha iyi gozlenebilmesi bakimindan
onemlidir. Ozellikle bitki dokularinin Feulgen ile boyanmadan 6énce hidroliz yapilmasi
gerekir. Hidroliz i¢in zaman, sicaklik derecesi, hidrolizde kullanilan HCI’in

konsantrasyonu onemlidir.

Bu asamada, drneklerden glasiyel asetik asit mikropipet yardimiyla uzaklastirilir ve 2 kez
5’er dakika saf su ile yikanir. Yikamadan sonra kok ucglar1 1 N HCI” de 60 OC’lik sicak su

banyosunda 12 dakika bekletilir. Bu islemin ardindan 6rnekler saf su ile 5 dakika yikanur.

3.2.2.4 Boyama asamasi

Kok uglar1 oda sicakliginda 2 saat feulgen boyada bekletilip, daha sonra tiim gece feulgen
boya igerisinde + 4 %C’de buzdolabinda bekletilmistir. Feulgen, 6rnek HCI ile hidroliz
edildikten sonra kullanilir. Feulgenin yapilisinda kullanilan fuksin bazik ¢6zeltisi kromatini

secici olarak boyar. Feulgenin boyamadaki etkisi aldehit reaksiyonuna baglhdir.

Boyanmis kok ucu 6rneklerinden preparatlar hazirlanarak aceto-carmine boya ile mitotik

metafaz 1 doneminde mikroskopta inceleme yapilmistir.

3.2.2.5 Preparatlarin hazirlanmasi ve mikroskopta incelenmesi

Buzdolabinda feulgen boya igerinden ¢aligilacak miktardaki kok ucu pens yardimiyla alinir
ve igerisinde saf su bulunan petriye koyulur. K6k ucu su igersinde yaklasik 10 dakika
bekletildikten sonra pens yardimiyla {izerindeki suyun uzaklastirilmasi i¢in filtre kagidi
iizerine alinir, ardindan lama aktarilir. Mikropipet yardimiyla 20 pl aceto-carmine ¢ekilir
ve lam iizerindeki Ornegin lizerine birakilir. Pipetaj yapilarak ornegin boyayi absorbe
etmesi saglanir. Daha sonra 6rnegin u¢ kismindaki daha koyu boyanmus, kisa bolge (kok
ucu) bistiiri yardimiyla kesilir ve diger kisim uzaklastirilir. Bir siire daha kdk ucu aceto-
carmine’de bekletilir. Ardindan bistiiri yardimiyla kok ucu ufak pargalara ayrilir. 45 °C” lik

ac1 ile lamel lamin {izerine kapatilir, hava kabarcig1 &nlenir. Uzerine filtre kagidi ile sikica
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bastirilarak, mikroskopta gozlenmesi istenmeyen 3 boyutlu goriintii giderilir ve hiicrelerin
parcalanip, kromozomlarin birbirinden ayrilmasi i¢in kursun kalemin tersiyle orneklerin
(filtre kagidinin tiizerinden) iizerine wvurularak, preparat ezilir. Bugday kok ucu

orneklerinden preparat hazirlanma asamalar1 Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

Hazirlanan preparat oncelikle 10x’lik kiigiik biiyiitmede daha sonra sirasiyla, 20x, 40x’lik
biiylitmelerde incelenir. En son olarak 100x’lik biiylitmede, immersiyon objektifinde,
immersiyon yagi yardimiyla incelenir. Sayilabilen ve net olan kromozom gdriintiileri

mikroskoba bagli fotograf makinesi ile fotograflanir ve bilgisayar ortamina aktarilir.

3.2.2.6 Sitolojik ¢calismalarda kullanilan c¢ozelti ve boyalarin hazirlanmasi

Sitolojik ¢alismalarda 1 N HCI ¢6zeltisi, feulgen ve aceto-carmine boyalar1 kullanilmistir.

1 N HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Normal ¢ozelti yapmak i¢in esdeger grami alinacak asitlerin ¢cogu sulu ¢ozelti halinde
bulunur. Normal ¢dzelti yapmak icin ne kadar asidin distile suya ilave edilecegi asagidaki
formiille bulunur.

Molekiil Agirligi
Birlesme Degeri x Ozgiil Azirlik x Cozelti Kons.

1 L Normal ¢6zelti i¢in gerekli miktar (ml) =

HCI’ de esdeger gram =36,5 /1 = 36,5 bulunur.

1 N HCI ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 36,5 g HCI alinir 1000 ml‘ye distile su ile tamamlanr.
Yogunlugu (d) = 1,19 ve % 37° lik ¢c6zeltiden 1 N hazirlamak i¢in;

36,5
== 83 ml bulunur.

1x1,19x (m)

1 litre Normal ¢o6zelti icin gerekli miktar (ml) =

83 ml % 37’lik HCI ¢bzeltisinden alinir, genis bir kaba konur, distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanir ve 1 N HCI ¢o6zeltisi hazirlanmis olur.

Feulgen boyasinin hazirlanmasi

Feulgen boyasinin hazirlanmasi icin 1 g kristal halinde fuksin bazik tartilir ve kiigiik bir

havanda ezilir. 500 ml’lik bir erlen mayerin igine ezilmis olan bazik fuksin dikkatlice
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etrafina bulastirilmadan konur. Bir bagka erlen mayerde 200 ml’lik damitik su kaynatilir.
Toz halindeki bazik fuksin iizerine bu kaynamis su yavas yavas ilave edilir ve 50°C’ye
soguyuncaya kadar karistirilir. 20 ml’lik 1 N HCI ilave edilir. Filtre kagidi (Whatmann
No:1) ile stziliir. 2 g potasyum metabisiilfit (KS,;0s) ilave edilir. Boya agzi iyice
kapatilmis bir siseye koyup karanlik bir dolapta bir gece bekletilir. Boylece visne ¢liriigii
rengindeki boya ag¢ik ¢ay rengi olur. Daha sonra hazirlanan boya etrafi aliminyum folyo ile

sartlmis cam sise icerisinde 4°C’de buzdolabinda saklanir.

Aceto-carmine boyasinin hazirlanmasi

Aceto carmine boyasmin hazirlanmasi i¢in, %45°lik 45 ml asetik asit, bir kapta bulunan 55
ml distile su i¢cine konur ve daha sonra baska bir kapta kaynayan sicak su i¢ine bu kap
yerlestirilir ve 10 dakika daha kaynatmaya devam edilir. Isinan %45°1ik asetik asit i¢ine,
tartilan 1 g carmine boya yavas yavas ve karistirilarak eklenir, 10 dakika daha karistirilarak
wisitilir. Daha sonra hizli bir sekilde sogutmak icin, igine balik konmus olan soliisyon kabi,
soguk su dolu bir kaba yerlestirilir ve karistiricida, icine termometre konup, oda sicakligina
gelinceye kadar karistirilir. Filtre edilip koyu renkli 100 ml’lik kapakli kaba konarak,

buzdolabinda saklanir.
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Sekil 3.2 Bugday kok ucu 6rneklerinden preparat hazirlanma asamalari

3.2.3 Verilerin elde edilmesi ve degerlendirilmesi

Kallus olusum yiizdesi; kiiltiiriin 14. giiniinde her petride kallus olusturan embriyolarin
sayisinin toplam embriyo sayisina oranlanip, ylizde degerlere ¢evrilmesiyle belirlenmistir.
Kallus agirlig: ise; kiiltiiriin 14. gilinlinde embriyolardan olusan kalluslarin tartilmasiyla

elde edilmistir.

Cakmak-79 ve Kunduru-1149 gesitlerinde iki farkli bitki biiytime diizenleyicisi ve 5’er
farkli bitki biiylime diizenleyicisi dozu i¢in 3 tekrarlamali olarak yiiriitiilen bu ¢aliymada;
incelenen karakterler igin ayri ayri elde edilen verilerin SPSS programi kullanilarak
istatistiki analizleri yapilmistir. Her bir ¢esit ve bitki bliylime diizenleyicisi dozu arasindaki
farkin belirlenmesinde varyans analizi ve Asgari Onemli Fark (AOF) testinden

yararlanilmigtir (Diizgiines 1983).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Ulkemiz tariminda, hem yetistiricilik hem de genetik materyal olarak ©nem tasiyan
Cakmak-79 ve Kunduru-1149 makarnalik bugday c¢esitlerinin olgun embriyolarindan en iyi
kallus gelisimini saglamak amaciyla, 5’er farkli dozda (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) picloram ve 2,4-
D bitki biiylime diizenleyicileri kullanilmistir. En yiiksek kallus olusum oranini veren
dozlar1 igeren petrilerdeki Orneklerden bitki rejenerasyonu yapilmigs ve rejenere olan
bitkilerden elde edilen kok uclarindan sitogenetik g¢aligma yapilarak, bitki biiyiime
diizenleyicilerinin en yliksek kallus gelisimini veren dozlarinin her iki ¢esitte kromozom
sayr ve yapisinda degisiklik olusturup olusturmadigi mitoz boliinmenin metafaz 1
evresinde incelenmistir. Tim bu calismalardan elde edilen sonuglar ile tartisma ve

degerlendirmeler bu béliimde sunulmustur.

Aragtirmada, Cakmak-79 ve Kunduru-1149 bugday c¢esitlerinin olgun embriyolar1 farkli
dozlarda picloram ve 2,4-D igeren ortamlara alinmistir. Kallus gelisim asamasi 14 giin
stirmiis ve 14 giiniin sonunda kallus olusum oranlar1 ve kallus agirliklar1 belirlenmistir. Bu
sonuglara gore en yiiksek gelisimin gozlendigi 3 mg/12,4-D iceren Cakmak-79, 3 mg/l 2,4-
D igeren Kunduru-1149 ile 3 mg/l picloram igeren Cakmak-79, 3 mg/l picloram igeren
Kunduru-1149 &rneklerinden bitki rejenerasyonu cahismasi yapilmistir.  Ornekler
rejenerasyon asamasi i¢in bir ay siireyle iklim odasinda muhafaza edilmislerdir. Rejenere

olan bitkilerden gelisen kok ug¢larindan sitogenetik calisma yapilmustir.

4.1 Cakmak-79 Cesidinin Farkh 2,4-D Dozlarinda In vitro Parametrelere Tepkisi

Cakmak-79 ¢esidinin 5 farkli 2,4-D (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) dozundaki kallus olusum orani ve
kallus agirhigina ait verilere uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge

4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Cakmak-79 cesidinin farkli 2,4-D dozlarinda kallus gelisim oranma iligkin

varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklan Derecesi Toplamm Ortalamasi

Genel 14 217,734 -

Dozlar 4 215,067 53,767 201,625**
Hata 10 2,667 0,267

**: Ortalamalara iligkin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 gostermektedir.
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Cizelge 4.2 Cakmak-79 ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda kallus agirligina iliskin varyans

analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklan Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 1,154 -

Dozlar 4 3,245 0,811 104,755**
Hata 10 0,077 0,008

**: Ortalamalara iligkin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 gostermektedir.

Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi; varyans analizinin sonuglarina gore; 2,4-D
bitki biiyime diizenleyicisinin Cakmak-79 bitkisine uygulanan 0, 3, 6, 9, 12 mg/I’lik
dozlarinin sonucunda elde edilen kallus gelisim orani ve kallus agirliklar1 birbirinden

onemli diizeyde farklidir (F414=201,625 ve F414=104,755, p<0.01**).

Cakmak-79 c¢esidine uygulanan farkli 2,4-D dozlar1 sonucunda elde edilen kallus
agirliklari, uygulanan dozlara gore alt gruplara ayrilmistir (Cizelge 4.3). Buna gore; 3 mg/I
picloram uygulamasi sonucu elde edilen kalluslarin ortalama agirligi; kontrol gurubundan
(0 mg/l) 0,7863 mg daha fazladir. Bu iki grup arasindaki ortalama gelisim agirhig1 farkinin
standart sapmasi 0.01906’dir. Ortalama farkla standart sapma toplanip, ¢ikarilirsa 3
mg/I’lik dozun kontrol grubuna gore ortalama agirliginin minimumu 0,7439 mg;
maksimumu 0,8288 mg olarak hesaplanir. Benzer sekilde her bir doz i¢in degerler tabloda
gosterilmistir. Buna gore; Cakmak-79 ¢esidine uygulanan farkl 2,4-D dozlar1 sonucunda

elde edilen kallus agirliklar1 0-0,7863 mg arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.3 Cakmak-79 cesidine uygulanan farkli 2,4-D dozlar1 sonucunda elde edilen

kallus agirliklarna iliskin LSD analizi sonuglar1

Ort. En az En cok
2,4-D Miktann | Doz agirhk | Std. (min) (max)
0 3 0,7863 |0,01906| 0,7439 0,8288

6 0,6990 |0,01906| 0,6565 0,7415

9 0,6193 |0,01906| 0,5769 0,6618

12 0,5233 |0,01906| 0,4809 0,5658

3 0 0,7863 |0,01906| 0,7439 0,8288

6 0,0873 |0,01906| 0,0449 0,1298

9 0,1670 |0,01906| 0,1245 0,2095

12 0,2630 |0,01906| 0,2205 0,3055

6 0 0,6990 |0,01906| 0,6565 0,7415

3 0,0873 |0,01906| 0,0449 0,1298

9 0,0797 |0,01906| 0,0372 0,1221

12 0,1757 |0,01906| 0,1332 0,2181

9 0 0,6193 |0,01906| 0,5769 0,6618

3 0,1670 |0,01906| 0,1245 0,2095

(o]

0,0797 |0,01906| 0,0372 0,1221

12 0,0960 |0,01906| 0,0535 0,1385
0,5233 |0,01906| 0,4809 0,5658
0,2630 |0,01906| 0,2205 0,3055
0,1757 |0,01906| 0,1332 0,2181
0,0960 |0,01906| 0,0535 0,1385

12

OO |w|lo

Dozlar arasindaki farkhiligm nedenini belirlemek icin yapilan Asgari Onemli Fark testi
sonuglar1 Cizelge 4.4’te gosterilmektedir. Farkli 2,4-D dozlar1 uygulanan Cakmak-79

bitkisinin dozlarinin % 1’e gore 5 farkl gruba diistiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.4 Cakmak-79 ¢esidine farkli 2,4-D dozlar1 uygulanmasi sonucu elde edilen
kallus agirhiklarina iliskin AOF testi sonuglari

Doz Ortalama Agirhk % 1
0 mg/I 0 A
3 mg/l 0,786 E
6 mg/I 0,699 D
9 mg/l 0,619 C
12 mg/I 0,523 B
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Kallus agirligi ve dozlar arasindaki iliski Sekil 4.1°de gosterilmektedir. Sekilde x ekseni
dozlari, y ekseni kallus agirliklarini belirtmektedir. 0 mg/l 2,4-D igeren ortamda (Kontrol
Grubu) kallus gelisimi gézlenmemistir (Sekil 4.2). 3 mg/l 2,4-D iceren ortamda kallus
gelisim orani1 ve kallus agirligi en yiiksek olmustur (Sekil 4.3). 6 mg/I’den itibaren kallus
gelisim orant ve kallus agirliginda diisiis izlenmistir. 14 gilinlin sonunda gézlenen kallus
olusumlar1 6 mg/1 picloram igeren ortam icin Sekil 4.4’te, 9 mg/l 2,4-D ig¢eren ortam igin

Sekil 4.5°te, 12 mg/1 2,4-D iceren ortam i¢in Sekil 4.6’da gosterilmektedir.

0,80

0,60

0,40

T T
,00 3,00 6,00 9,00 12,00

Sekil 4.1 Farkli 2,4-D dozlar1 uygulanan Cakmak-79 ¢esidinin dozlara bagl kallus agirligi

Sekil 4.2 Cakmak-79 ¢esidinin 14 giiniin sonunda 0 mg/l 2,4-D (kontrol grubu) iceren

ortamdaki gelisimi
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Sekil 4.3 Cakmak-79 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 3 mg/1 2,4-D igeren ortamdaki kallus

geligimi

Sekil 4.4 Cakmak-79 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 6 mg/1 2,4-D i¢eren ortamdaki kallus

gelisimi

Sekil 4.5 Cakmak-79 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 9 mg/1 2,4-D igeren ortamdaki kallus

gelisimi
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Sekil 4.6 Cakmak-79 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 12 mg/l 2,4-D igeren ortamdaki kallus

geligimi

Farkli 2,4-D dozlarinda kallus kiiltiiriine alinan Cakmak-79 c¢esidinde incelenen 6zellikler
bakimindan en yiiksek degerler 3 mg/l doz uygulanan kiiltiirden elde edilmistir. Benzer
sonuglar ¢esitli arastiricilar tarafindan da yaymlanmistir. Ozias-Akins and Vasil (1983)
ekmeklik bugdayda 2,4-D’nin farkli miktarlarinin kallus olusumu ve gelisimi iizerine
etkilerini aragtirmislar ve 2 mg/1 2,4-D’nin optimum oldugunu bildirmislerdir. Redway et
al. (1990) embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 8 bugday ¢esidinin embriyolarini 12
farkli ortam tizerinde kiiltiire almislardir. Ortam denemesinde en fazla embriyogenik kallus
olusumu 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda gézlenmistir. Varshney et al. (1999) olgun
embriyolar1 2,4-D’nin farkli dozlarina sahip MS ortaminda kiiltiire almislar ve 2,5 mg/l
2,4-D’nin optimum oldugunu belirtmislerdir. Pellegrineschi et al. (2004) ekmeklik ve
makarnalik bugday c¢esitlerinde olgun embriyolarinda farkli 2,4-D ve NaCl
konsantrasyonlarmin  kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu Tlizerine etkisini
arastrmiglardir. Arastirma sonuglari genotipe gore degismekle birlikte 2,5 mg/l 2,4-D
iceren ortamlarda kallus olusumu en yiiksek diizeyde olmustur. Sagséz ve Aydmn (2006)
bugdayda olgun embriyolardan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu icin farkli 2,4-D
dozlarmi denemislerdir. 3 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda kallus gelisiminin etkili oldugunu

belirtmiglerdir. Bulgularimiz bu sonuglarla benzerlik géstermektedir.
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4.2 Cakmak-79 Cesidinin Farkh Picloram Dozlarinda In vitro Parametrelere Tepkisi

Cakmak-79 ¢esidinin 5 farkli picloram (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) dozundaki kallus olusum oran1
ve kallus agirligina ait verilere uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5 ve Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5 Cakmak-79 ¢esidinin farkl picloram dozlarinda kallus gelisim oranina iliskin

varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklar Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 223,333 -

Dozlar 4 222,000 55,500 416,250**
Hata 10 1,333 0,1333

**: Ortalamalara iliskin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 géstermektedir.

Cizelge 4.6 Cakmak-79 c¢esidinin farkli picloram dozlarinda kallus agirligma iliskin

varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklan Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 3,322 -

Dozlar 4 3,245 0,811 104,755**
Hata 10 0,077 0,008

**: Ortalamalara iliskin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 géstermektedir.

Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi; varyans analizinin sonuglarmna gore;
picloram bitki biiyiime diizenleyicisinin Cakmak-79 bitkisine uygulanan 0, 3, 6, 9, 12
mg/I’lik dozlarmin sonucunda elde edilen kallus gelisim orani ve kallus agirliklari

birbirinden 6nemli diizeyde farklidir (F4,14=104,755 Ve F4,1,=416.250, p<0.01**).

Cakmak-79 c¢esidine uygulanan farkli picloram dozlar1 sonucunda elde edilen kallus
agirliklari, uygulanan dozlara gore alt gruplara ayrilmistir (Cizelge 4.7). Buna gore; 3 mg/l
picloram uygulamasi sonucu elde edilen kalluslarin ortalama agirligi; kontrol gurubundan
(0 mg/1) 1,4563 mg daha fazladwr. Bu iki grup arasindaki ortalama gelisim agirlig1 farkinin
standart sapmasi 0,07006’dir. Ortalama farkla standart sapma toplanip, ¢ikarilirsa 3
mg/I’lik dozun kontrol grubuna gore ortalama agirhiginin minimumu 1,2143 mg;
maksimumu 1,6984 olarak hesaplanir. Benzer sekilde her bir doz icin degerler tabloda
gosterilmistir. Buna goére; Cakmak-79 c¢esidine uygulanan farkli picloram dozlar

sonucunda elde edilen kallus agirliklar1 0-1,4563 mg arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.7 Cakmak-79 ¢esidine uygulanan farkli picloram dozlar1 sonucunda elde edilen

kallus agirliklarina iligkin LSD analizi sonuglar1

Picloram | Doz Ort. std. En az En cok
Miktarn agirhk (min) (max)
0 3 1,4563 | 0,07006 | 1,2143 1,6984

6 0,8600 | 0,07006 | 10,6180 1,1020

9 0,7020 | 0,07006 | 10,4600 0,9440

12 0,6690 | 0,07006 | 0,4270 0,9110

3 0 1,4563 | 0,07006 | 1,2143 1,6984

6 0,5963 | 0,07006 | 0,3543 0,8384

9 0,7543 | 0,07006 | 0,5123 0,9964

12 0,7873 | 0,07006 | 0,5453 1,0294

6 0 0,8600 | 0,07006 | 0,6180 1,1020

3 0,5963 | 0,07006 | 0,3543 0,8384

9 0,1580 | 0,07006 | 0,0840 0,4000

12 0,1910 | 0,07006 | 0,0510 0,4330

9 0 0,7020 | 0,07006 | 0,4600 0,9440

3 0,7543 | 0,07006 | 0,5123 0,9964

6 0,1580 | 0,07006 | 0,0840 0,4000

12 0,0330 | 0,07006 | 0,2090 0,2750

12 0 0,6690 | 0,07006 | 0,4270 0,9110

3 0,7873 | 0,07006 | 1,0294 0,5453

6 0,1910 | 0,07006 | 0,0510 0,4330

12 0,0330 | 0,07006 | 0,2090 0,2750

Dozlar arasindaki farkhligm nedenini belirlemek icin yapilan Asgari Onemli Fark testi
sonuglar1 Cizelge 4.8’de gosterilmektedir. Farkli picloram dozlar1 uygulanan Cakmak-79

bitkisinin dozlarinin % 1’e gore 4 farkh gruba diistiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.8 Cakmak-79 ¢esidine farkli picloram dozlar1 uygulanmasi sonucu elde edilen

kallus agirhiklarina iliskin AOF testi sonuglari

Doz Ortalama Agirhk % 1
0 mg/I 0 A
3 mg/l 1,456 D
6 mg/I 0,860 C
9 mg/l 0,702 B
12 mg/l 0,669 B
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Kallus agirligi ve dozlar arasindaki iliski Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Sekilde x ekseni
dozlari, y ekseni kallus agirliklarini belirtmektedir. 0 mg/l picloram iceren ortamda
(Kontrol Grubu) kallus gelisimi gozlenmemistir (Sekil 4.8). 3 mg/l picloram iceren
ortamda kallus gelisim orani ve kallus agirlig1 en yliksek olmustur (Sekil 4.9). 6 mg/I’den
itibaren kallus gelisim orani ve kallus agirhiginda diislis izlenmistir. 14 giiniin sonunda
gozlenen kallus olusumlart 6 mg/l picloram igeren ortam i¢in Sekil 4.10°da, 9 mg/l
picloram iceren ortam igin Sekil 4.11°de, 12 mg/l picloram igeren ortam igin

Sekil4.12°de gosterilmektedir.

1,407

1,207

0,60

0,407

0,20

T T T T T
,00 3,00 6,00 9,00 12,00

Sekil 4.7 Farkli picloram dozlar1 uygulanan Cakmak-79 c¢esidinin dozlara bagh kallus

agirhigi

Sekil 4.8 Cakmak-79 ¢esidinin 14 giiniin sonunda 0 mg/1 picloram (kontrol grubu) igeren

ortamdaki gelisimi
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Sekil 4.9 Cakmak-79 gesidine ait 14 giinlin sonunda 3 mg/l picloram igeren ortamdaki

kallus gelisimi

Sekil 4.10 Cakmak-79 cesidine ait 14 giinlin sonunda 6 mg/l picloram iceren ortamdaki

kallus gelisimi

Sekil 4.11 Cakmak-79 c¢esidine ait 14 giiniin sonunda 9 mg/l picloram iceren ortamdaki

kallus gelisimi
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Sekil 4.12 Cakmak-79 ¢esidine ait 14 giinlin sonunda 12 mg/I picloram igeren ortamdaki

kallus gelisimi

Farkli picloram dozlarinda kallus Kkiiltiirline alinan Cakmak-79 ¢esidinde incelenen
ozellikler bakimindan en ytliksek degerler 3 mg/l doz uygulanan kiiltiirden elde edilmistir.
Benzer sonuglar gesitli arastiricilar tarafindan da elde edilmistir. Buna gére Barro et al.
(1999) 8 bugday ve 7 arpa ¢esidinin olgunlagmamis embriyolar1 ve yapraklarini kullanarak
gerceklestirdikleri calismada 2 mg/l picloram igeren MS ortamu iizerinde bitkileri kiiltiire
almigtir ve alman sonucglara gore picloram iceren kallus ortamlar1 iizerinde bugday
yapraklarindan somatik embriyo gelisimi picloram igermeyen kallus ortamlarina gore iki
kat daha fazla olmustur. He and Lazzeri (2001) 4 farkli bugday cesidinin olgunlasmamais
embriyolarim1 ve bitki pargalarim1 farkli konsantrasyonlarda picloram igeren ortamlarda
kiiltiire almiglardwr. Buna gore olgunlasmamis bugday embriyolarinda somatik
embriyogenesis olusumunun 2 mg/l picloram igeren ortamlarda daha fazla oldugunu
saptamuglardir. Przetakiewicz et al. (2003); bugday, arpa, tiriticale lizerinde yaptiklari
calismada; olgunlasmamis embriyolari, igerisinde picloramin da yer aldig1 3 farkli oksin
tipinin, dozlarmin ve kombinasyonlarinin yer aldigi ortamlarda kiiltiire almislardir.
Arastirma sonucunda uygun oksin tipinin ve dozunun genotipe gore degismekle birlikte 3
mg/l picloramin bugday, arpa ve tirticalede kallus olusumunu tesvik ettigini belirtmislerdir.
Satyavathi et al. (2005); 4 farkli makarnalik bugdayda 3 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisinin skutellum kiiltiirlerine etkisini aragtirmislardir. 3 mg/l uygulanan picloram
dozunun kallus gelisimini tesvik ettigini belirtmislerdir. Bulgularimiz bu sonuglarla

benzerlik gostermektedir.
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4.3 Kunduru-1149 Cesidinin Farkh 2,4-D Dozlarinda In vitro Parametrelere TepKisi

Kunduru-1149 ¢esidinin 5 farkli 2,4-D (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) dozundaki kallus olusum orani
ve kallus agirligina ait verilere uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.9 ve Cizelge

4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.9 Kunduru-1149 c¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda kallus gelisim oranina iliskin

varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklarn Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 223,600 -

Dozlar 4 219,600 54,900 137,250**
Hata 10 4,000 0,400

**: Ortalamalara iliskin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 gostermektedir.

Cizelge 4.10 Kunduru-1149 ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda kallus agirligma iligkin

varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklan Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 1,227 -

Dozlar 4 1,216 0,304 271,890**
Hata 10 0,011 0,001

**: Ortalamalara iliskin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 géstermektedir.

Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi; varyans analizinin sonuglarina gore; 2,4-D
bitki biiyiime diizenleyicisinin Kunduru-1149 bitkisine uygulanan 0, 3, 6, 9, 12 mg/I’lik
dozlarmm sonucunda elde edilen kallus gelisim orami ve kallus agirliklar1 birbirinden
onemli diizeyde farklhidir (F4,14=137,250 ve F414=271,890, p<0.01**).

Kunduru-1149 ¢esidine uygulanan farkli 2,4-D dozlar1 sonucunda elde edilen kallus
agirliklary, uygulanan dozlara gore alt gruplara ayrilmistir (Cizelge 4.11). Buna gore; 3
mg/l 2,4-D uygulamasi sonucu elde edilen kalluslarin ortalama agirhigi; kontrol
gurubundan (0 mg/l) 0,849 mg daha fazladir. Bu iki grup arasindaki ortalama gelisim
agirhgr farkinin standart sapmasi 0,02730’tiir. Ortalama farkla standart sapma toplanip,
cikarilirsa 3 mg/I’lik dozun kontrol grubuna gore ortalama agirligmm minimumu 0,7882

mg; maksimumu 0,9098 olarak hesaplanir. Benzer sekilde her bir doz i¢in degerler tabloda
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gosterilmistir. Buna gore; Kunduru-1149 c¢esidine uygulanan farkli 2,4-D dozlar1

sonucunda elde edilen kallus agirliklar1 0-0,849 mg arasinda degismektedir.

Cizelge 4.11 Kunduru-1149 ¢esidine uygulanan farkli 2,4-D dozlar1 sonucunda elde edilen

kallus agirliklarna iliskin LSD analizi sonuglar1

Enaz En cok

2,4-D Miktan Doz |Ortagirhk| std. (min) (max)
0 3 0,8490 |0,02730| 10,7882 0,9098
6 0,6630 |0,02730| 0,6022 0,7238

9 0,5917 ]0,02730| 0,5308 0,6525

12 0,4890 |0,02730| 0,4282 0,5498

3 0 0,8490 |0,02730| 10,7882 0,9098
6 0,1860 |0,02730| 0,1252 0,2468

9 0,2573 |0,02730| 0,1965 0,3182

12 0,3600 |0,02730| 0,2992 0,4208

6 0 0,6630 |0,02730| 0,6022 0,7238
3 0,1860 |0,02730| 0,1252 0,2468

9 0,0713 |0,02730| 0,0105 0,1322

12 0,1740 ]0,02730| 10,1132 0,2348

9 0 0,5917 ]0,02730| 0,5308 0,6525
3 0,2573 10,02730| 0,1965 0,3182

6 0,0713 |0,02730| 0,0105 0,1322

12 0,1027 |0,02730| 0,0418 0,1635

12 0 0,4890 |0,02730| 0,4282 0,5498
3 0,3600 |0,02730| 0,2992 0,4208

6 0,174 10,02730| 0,1132 0,2348

9 0,1027 |0,02730| 0,0418 0,1635

Dozlar arasindaki farkhligm nedenini belirlemek icin yapilan Asgari Onemli Fark testi
sonuglar1 Cizelge 4.12°de gosterilmektedir. Farkli 2,4-D dozlar1 uygulanan Kunduru-1149

bitkisinin dozlarinin % 1’e gore 4 farkh gruba diistiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.12 Kunduru-1149 gesidine farkli 2,4-D dozlar1 uygulanmasi sonucu elde edilen
kallus agirhiklarina iliskin AOF testi sonuglari

Doz Ortalama Agirhk % 1
0 mg/I 0 A
3 mg/l 0,849 D
6 mg/I 0,663 C
9 mg/l 0,591 C
12 mg/I 0,489 B
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Kallus agirligi ve dozlar arasindaki iliski Sekil 4.13’de gosterilmektedir. Sekilde x ekseni
dozlari, y ekseni kallus agirliklarini belirtmektedir. 0 mg/l 2,4-D igeren ortamda (Kontrol
Grubu) kallus gelisimi gozlenmemistir (Sekil 4.14). 3 mg/l1 2,4-D iceren ortamda kallus
gelisim oran1 ve kallus agirlig1 en yiiksek olmustur (Sekil 4.15). 6 mg/I’den itibaren kallus
gelisim orant ve kallus agirliginda diisiis izlenmistir. 14 gilinlin sonunda gézlenen kallus
olusumlar1 6 mg/l 2,4-D igeren ortam igin Sekil 4.16’da, 9 mg/l 2,4-D igceren ortam igin
Sekil 4.17°de, 12 mg/1 2,4-D iceren ortam igin Sekil 4.18’de gosterilmektedir.

0,807

0,60

0,407

0,207

0,007
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,00 3,00 6,00 9,00 12,00

Sekil 4.13 Farkhi 2,4-D dozlar1 uygulanan Kunduru-1149 c¢esidinin dozlara bagli kallus

agirhgi

Sekil 4.14 Kunduru-1149 ¢esidinin 14 giiniin sonunda 0 mg/1 2,4-D (kontrol grubu) igeren

ortamdaki gelisimi

66



Sekil 4.15 Kunduru-1149 g¢esidine ait 14 giiniin sonunda 3 mg/l 2,4-D igeren ortamdaki

kallus geligimi

Sekil 4.16 Kunduru-1149 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 6 mg/1 2,4-D igeren ortamdaki

kallus gelisimi

Sekil 4.17 Kunduru-1149 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 9 mg/l 2,4-D igeren ortamdaki

kallus gelisimi
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Sekil 4.18 Kunduru-1149 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 12 mg/1 2,4-D igeren ortamdaki

kallus gelisimi

Farkli 2,4-D dozlarinda kallus kiiltiirtine alinan Kunduru-1149 c¢esidinde incelenen
ozellikler bakimindan en yiliksek degerler 3 mg/l doz uygulanan kiiltiirden elde edilmistir.
Benzer sonuglar gesitli arastiricilar tarafindan da yaymnlanmustir. Ozias-Akins and Vasil
(1983) ekmeklik bugdayda 2,4-D’nin farkli miktarlarmin kallus olusumu ve gelisimi
iizerine etkilerini arastirmiglar ve 2 mg/l 2,4-D’nin optimum oldugunu bildirmislerdir.
Redway et al. (1990) embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 8 bugday c¢esidinin
embriyolarim1 12 farkli ortam iizerinde kiiltiire almislardir. Ortam denemesinde en fazla
embriyogenik kallus olusumu 2 mg/1 2,4-D i¢ceren MS ortaminda gozlenmistir. Varshney et
al. (1999) olgun embriyolar1 2,4-D’nin farkli dozlarna sahip MS ortaminda kiiltiire
almiglar ve 2,5 mg/l 2,4-D’nin optimum oldugunu belirtmislerdir. Pellegrineschi et al.
(2004) ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinde olgun embriyolarinda farkli 2,4-D ve
NaCl konsantrasyonlarmin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu {lizerine etkisini
arastrmiglardir. Arastirma sonuclar1 genotipe gore degismekle birlikte 2,5 mg/l 2,4-D
iceren ortamlarda kallus olusumu en yiiksek diizeyde olmustur. Sagséz ve Aydmn (2006)
bugdayda olgun embriyolardan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu icin farkli 2,4-D
dozlarmi denemislerdir. 3 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda kallus gelisiminin etkili oldugunu

belirtmiglerdir. Bulgularimiz bu sonuglarla benzerlik géstermektedir.
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4.4 Kunduru-1149 Cesidinin Farkh Picloram Dozlarinda In vitro Parametrelere

Tepkisi

Kunduru-1149 ¢esidinin 5 farkli picloram (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) dozundaki kallus olusum
oran1 ve kallus agirligina ait verilere uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.13 ve

Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.13 Kunduru-1149 ¢esidinin farkli picloram dozlarinda kallus gelisim oranina

iliskin varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklan Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 232,400 -

Dozlar 4 230,400 57,600 288,000**
Hata 10 2,000 0,200

**: Ortalamalara iliskin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 géstermektedir.

Cizelge 4.14 Kunduru-1149 ¢esidinin farkli picloram dozlarinda kallus agirligina iliskin

varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F
Kaynaklan Derecesi Toplam Ortalamasi

Genel 14 2,321 -

Dozlar 4 2,302 0,575 305,134**
Hata 10 0,019 0,002

**: Ortalamalara iliskin olarak % 1 diizeyinde farkliliklar1 géstermektedir.

Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’te goriildiigi gibi; varyans analizinin sonuglarmna gore;
picloram bitki bliylime diizenleyicisinin Kunduru-1149 bitkisine uygulanan 0, 3, 6, 9, 12
mg/I’lik dozlarmin sonucunda elde edilen kallus gelisim oram1 ve kallus agirliklar

birbirinden 6nemli diizeyde farklidir (F4,14=288,000 Ve F41,=305,134, p<0.01**),

Kunduru-1149 ¢esidine uygulanan farkli picloram dozlar1 sonucunda elde edilen kallus
agirliklarl, uygulanan dozlara gore alt gruplara ayrilmistir (Cizelge 4.15). Buna gore; 3
mg/l picloram uygulamasi sonucu elde edilen kalluslarin ortalama agirligi; kontrol
gurubundan (0 mg/l) 1,1277 mg daha fazladir. Bu iki grup arasindaki ortalama gelisim
agirhgr farkinin standart sapmasi 0,035460°tir. Ortalama farkla standart sapma toplanip,
cikarilirsa 3 mg/I’lik dozun kontrol grubuna gore ortalama agirligmm minimumu 1,0487

mg; maksimumu 1,2066 olarak hesaplanir. Benzer sekilde her bir doz i¢in degerler tabloda
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gosterilmistir. Buna gore; Kunduru-1149 c¢esidine uygulanan farkli picloram dozlari

sonucunda elde edilen kallus agirliklar1 0-1,1277 mg arasinda degismektedir.

Cizelge 4.15 Kunduru-1149 ¢esidine uygulanan farkli picloram dozlar1 sonucunda elde

edilen kallus agirliklarma iligkin LSD analizi sonuglar1

Picloram Ort. En az En cok
Miktari Doz | agirhk std. (min) (max)
0 3 1,1277 |0,035460| 1,0487 1,20667
6 0,9633 [0,035460| 0,8843 1,0423

9 0,8747 |0,035460| 0,7957 0,9537

12 0,7013 |0,035460| 0,6223 0,7833

3 0 1,1277 |0,035460| 1,0487 1,2067
6 0,1643 |0,035460| 0,0853 0,2433

9 0,2530 (0,035460| 0,1740 0,3320

12 0,4263 [0,035460| 0,3473 0,5053

6 0 0,9633 [0,035460| 0,8843 1,0423
3 0,1643 [0,035460| 0,0853 0,2433

9 0,0887 [0,035460| 0,0097 0,1677

12 0,2620 (0,035460| 0,1830 0,3410

9 0 0,8747 |0,035460| 0,7957 0,9537
3 0,2530 (0,035460| 0,1740 0,3320

6 0,0887 [0,035460| 0,1677 0,0097

12 0,1733 [0,035460| 0,0943 0,2523

12 0 0,7013 [0,035460| 0,6223 0,7803
3 0,4263 (0,035460| 0,3473 0,5053

6 0,2620 [0,035460| 0,1830 0,3410

9 0,1733 [0,035460| 0,0943 0,2523

Dozlar arasindaki farkhiligm nedenini belirlemek icin yapilan Asgari Onemli Fark testi
sonuglar1 Cizelge 4.16°da gosterilmektedir. Farkli picloram dozlar1 uygulanan Kunduru-

1149 bitkisinin dozlarinin % 1°e gore 4 farkli gruba diistiigli goriilmektedir.

Cizelge 4.16 Kunduru-1149 ¢esidine farkli picloram dozlar1 uygulanmasi sonucu elde

edilen kallus agirhiklarma iliskin AOF testi sonuglar1

Doz Ortalama Agirhk % 1
0 mg/I 0 A
3 mg/l 1,127 D
6 mg/I 0,963 C
9 mg/l 0,874 C
12 mg/I 0,701 B

70



Kallus agirligi ve dozlar arasindaki iliski Sekil 4.19°da gosterilmektedir. Sekilde x ekseni
dozlari, y ekseni kallus agirliklarini belirtmektedir. 0 mg/l 2,4-D igeren ortamda (Kontrol
Grubu) kallus gelisimi gozlenmemistir (Sekil 4.20). 3 mg/l 2,4-D igeren ortamda kallus
gelisim oran1 ve kallus agirligi en yiiksek olmustur (Sekil 4.21). 6 mg/I’den itibaren kallus
gelisim orant ve kallus agirliginda diisiis izlenmistir. 14 gilinlin sonunda gézlenen kallus
olusumlar1 6 mg/l 2,4-D igeren ortam igin Sekil 4.22°de, 9 mg/l 2,4-D igeren ortam igin
Sekil 4.23’te, 12 mg/1 2,4-D igeren ortam i¢in Sekil 4.24°te gdsterilmektedir.

1,207

1,00

0,80

0,607
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0,201

0,001
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Sekil 4.19 Farkli picloram dozlar1 uygulanan Kunduru-1149 ¢esidinin dozlara bagh kallus
agirhigi

Sekil 4.20 Kunduru-1149 g¢esidinin 14 giiniin sonunda 0 mg/l picloram (kontrol grubu)

iceren ortamdaki gelisimi
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Sekil 4.21 Kunduru-1149 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 3 mg/l picloram igeren ortamdaki

kallus geligimi

Sekil 4.22 Kunduru-1149 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 6 mg/1 picloram igeren ortamdaki

kallus gelisimi

Sekil 4.23 Kunduru-1149 ¢esidine ait 14 giiniin sonunda 9 mg/I picloram igeren ortamdaki

kallus gelisimi
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Sekil 4.24 Kunduru-1149 cesidine ait 14 giiniin sonunda 12 mg/l picloram igeren

ortamdaki kallus gelisimi

Farkli picloram dozlarinda kallus kiiltiiriine alinan Kunduru-1149 c¢esidinde incelenen
ozellikler bakimindan en yiliksek degerler 3 mg/l doz uygulanan kiiltiirden elde edilmistir.
Benzer sonuglar gesitli arastiricilar tarafindan da elde edilmistir. Buna gére Barro et al.
(1999) 8 bugday ve 7 arpa ¢esidinin olgunlasmamis embriyolar1 ve yapraklarmi kullanarak
gerceklestirdikleri calismada 2 mg/l picloram igeren MS ortamu iizerinde bitkileri kiiltiire
almigtir ve alman sonucglara gore picloram iceren kallus ortamlar1 iizerinde bugday
yapraklarindan somatik embriyo gelisimi picloram igermeyen kallus ortamlarina gore iki
kat daha fazla olmustur. He and Lazzeri (2001) 4 farkli bugday cesidinin olgunlasmamais
embriyolarint ve bitki parcalarmi farkli konsantrasyonlarda picloram igeren ortamlarda
kiiltiire almiglardr. Buna gore olgunlasmamis bugday embriyolarinda somatik
embriyogenesis olusumunun 2 mg/l picloram igeren ortamlarda daha fazla oldugunu
saptamuslardir. Przetakiewicz et al. (2003); bugday, arpa, tiriticale lizerinde yaptiklari
calismada; olgunlasmamis embriyolari, igerisinde picloramin da yer aldig1 3 farkli oksin
tipinin, dozlarmin ve kombinasyonlarinin yer aldigi ortamlarda kiiltiire almislardir.
Arastirma sonucunda uygun oksin tipinin ve dozunun genotipe gore degismekle birlikte 3
mg/l picloramin bugday, arpa ve tirticalede kallus olusumunu tesvik ettigini belirtmislerdir.
Satyavathi et al. (2005); 4 farkli makarnalik bugdayda 3 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisinin skutellum kiiltiirlerine etkisini arastirmislardir. 3 mg/1 uygulanan picloram
dozunun kallus gelisimini tesvik ettigini belirtmislerdir. Bulgularimiz bu sonuglarla

benzerlik gostermektedir.
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4.5 Cakmak-79 ve Kunduru-1149 Cesitlerinin Rejenerasyon Calhismalar

Cakmak-79 ve Kunduru-1149 c¢esitlerinde farkli 2,4-D ve picloram dozlarmin kallus
olusumuna etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar sonucunda; kallus agirligi,
kallus olusum yiizdesi ve bu degerlere ait istatistik analizlerin sonuglarina gére en yiiksek
kallus gelisiminin saptandigi 3 mg/l 2,4-D igeren Cakmak-79, 3 mg/l 2,4-D iceren
Kunduru-1149 ile 3 mg/l picloram igeren Cakmak-79, 3 mg/l picloram igeren Kunduru-
1149 o6rneklerinden bitki rejenerasyonu calismasi yapilmustir. Ornekler rejenerasyon
asamasi icin bir ay siireyle iklim odasinda muhafaza edilmislerdir. 1 aym sonunda rejenere
olan bitkiler Sekil 4.25’te gosterilmektedir. Bu bitkilerden elde edilen kok uclart

sitogenetik caligmada kullanilmigtir.
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Sekil 4.25 1 ay sonunda rejenere olan bitkicikler; 3 mg/l 2,4-D iceren ortamdaki Cakmak-
79 (@), 3 mg/l 2,4-D igeren ortamdaki Kunduru-1149 (b), 3 mg/l picloram igeren
ortamdaki Cakmak-79 (c), 3 mg/l picloram igeren ortamdaki Kunduru-1149 (d)

4.6 Cakmak-79 ve Kunduru-1149 Cesitlerine Ait Sitogenetik Calismalar

Arastirma materyali olarak kullanilan Cakmak-79 ve Kunduru-1149 makarnalik bugday
cesitlerinde, en iyi kallus gelisiminin goriildigii 3 mg/l 2,4-D ve 3 mg/1 picloram dozlarini
iceren besi ortamlarmdaki drneklerden rejenerasyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen

kalluslardan olusan bitki siirgiinlerindeki kok ug¢larindan 6rnekler alinarak, sitolojik analiz
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yapilmistir ve bugday hatlarinin kromozom sayilar1 ve yapilarinda olusabilecek

degisiklikler belirlenmeye caligilmistir.

Bugday kok uc¢larindan kromozomlarin tespiti ve preparatlarin hazirlanmasinda Shigenega
ve Larter (1971) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. Hazirlanan preparat dncelikle
10x’lik kiigiik biiyiitmede daha sonra sirastyla, 20x, 40x’lik biiylitmelerde incelenmistir.
En son olarak 100x’lik biiyiitmede, immersiyon objektifinde, immersiyon yagi1 yardimiyla
incelenmistir. Sayilabilen ve net olan kromozom goriintiileri mikroskoba bagh fotograf
makinesi ile fotograflanmis ve bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Buna gore 3 mg/l 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinan Cakmak-79 ve Kunduru-1149
cesitlerine ait drneklerin sitogenetik analizleri sonucu kromozomlarin morfolojik yapisinda
ve kromozom sayisinda herhangi bir anormallige rastlanmamistir. 3 mg/l 2,4-D igeren
ortamda kiiltiire alman Cakmak-79 cesidinin sitogenetik caligmalarina ait bulgular Sekil

4.26’da, 3 mg/l 2,4-D iceren ortamda kiiltiire alinan Kunduru-1149 c¢esidinin sitogenetik

caligmalarna ait bulgular Sekil 4.27’te gosterilmektedir.

Sekil 4.27 3 mg/l 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinan Kunduru-1149 (2n=28)
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Ayni sekilde 3 mg/l picloram igeren ortamlarda kiiltiire alinan Cakmak-79 ve Kunduru-
1149 gesitlerine ait Orneklerin sitogenetik analizleri sonucu kromozomlarin morfolojik
yapisinda ve kromozom sayisinda herhangi bir anormallige rastlanmamistir. 3 mg/l
picloram igeren ortamda kiiltiire alinan Cakmak-79 ¢esidinin sitogenetik ¢aligmalarina ait
bulgular Sekil 4.28’de, 3 mg/l picloram igeren ortamda kiiltiire alinan Kunduru-1149
cesidinin sitogenetik ¢aligmalarina ait bulgular Sekil 4.29°da gosterilmektedir.

Sekil 4.28 3 mg/l picloram igeren ortamda kiiltiire alinan Cakmak-79 (2n=28)

Sekil 4.29 3 mg/1 picloram igeren ortamda kiiltiire alinan Kunduru-1149 (2n=28)

77



Benzer sonuglar; Ozias-Akins and Vasil (1983)’in ekmeklik bugdayda (Triticum aestivum
L.) 2,4-D’nin farkli miktarlarmin kallus olusumu ve gelisimi {izerine etkilerini
arastirdiklar1 ¢galigma sonucunda da elde edilmistir. Kallus olusumu ve gelisimi i¢in 2 mg/1
2,4-D miktarmin optimum oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sitolojik deneylerle, aceto-
carmine boyama yontemi kullanilarak yapilan preparatlarla, kromozom sayisinda degisme
olmadigini (2n=6x=42) gostermislerdir. Ayni zamanda Satyavathi et al. (2004);
makarnalik bugdayda (Triticum durum Desf.) ii¢ bitki biiylime diizenleyicisinin (2,4-D,
picloram, dicamba) ve bu biiylime diizenleyilerin 4 farkli dozunun (0.5, 1.0, 2.0, 2.5 mg/1)
kallus gelisimi ve kromozom yapisi lizerine etkisini arastirdiklar: ¢alismada; rejenerasyona
ugramis bitkiciklerin verimli, normal kromozom sayisini (2n = 4x = 28) ve melezlesmenin
(fl-GISH) meydana geldigi yerdeki fluoresan genomiginin agiga ¢ikardigi yapiy1
koruduklar1 ve hicbir belirgin somaklonal varyasyon gostermediklerini belirlemislerdir.

Bulgularimiz bu sonuglarla benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC

Diinyanin hemen her yerinde yetisebilen ve bir¢ok cesidi bulunan bugday, gerek diinyada
ve gerekse iilkemizde en fazla iiretilen tarmm iiriiniidiir. insan beslenmesinde ilk sirada yer
alan bugdayimn tiikketimi gelismis iilkelerde daha az olmasma karsin, lilkemizde ve kisi
basina gelir diizeyi diisiik olan iilkelerde daha fazladir. Ayrica, iilkemizde ekmegin yani
sira besin degeri yiiksek, saklanmasi, tasmmmasi, hazirlanmasi kolay ve hammaddesi
makarnalik bugday olan bulgur ve makarnanin tiiketimi de giin gegtikce dnemli dlgiide

artmaktadir.

Bilindigi gibi yerkiirede yasamin siirmesi ve besin dongiisiiniin (bitki-hayvan-insan)
devamlilig1 bitkisel iiretime baghdir. Ekim alanlarmin tarim dis1 kullanimlara yonelik
olarak degerlendirilmesi, erozyon, tuzlanma ve ¢ollesme yoluyla toprak verimliliginin
azalmasi, iiretim alanlarmin daralmasma neden olmaktadir. Bu etmenler karsisinda
iretimin artirilarak siirdiiriilmesi yiiksek verimli, biyotik (hastalik ve zararli) ve abiyotik
(kuraklik, soguk, tuzluluk gibi) baskilara dayanikli kaliteli ¢esitlerin gelistirilmesi ile

saglanabilecektir.

Gilintimiizde bitki 1slah1 caligmalarinda klasik yontemlerde karsilasilan sorunlarin
asilmasinda biyoteknolojik yontemlerden yararlanilmaktadir. Kisirlik, uyusmazlik, bagl
genler gibi sorunlar1 asmak amaciyla basariyla kullanilabilen biyoteknolojik yontemler,
bitki cins ve tiirleri arasinda da gen gecislerine olanak saglamaktadir. Laboratuvar
kosullarinda yiirtitiilen ¢alismalarda, biyoteknolojik yontemler klasik 1slah yontemlerine
tamamlayict olarak kullanilmakta ve istenen Ozelliklerdeki yeni bitkiler elde
edilebilmektedir. Kisacasi, biyoteknolojik yontemlerinin kullanilmasiyla, basta tiirler ve
cinsleraras1 melezlemeler olmak iizere, klasik 1slah c¢alismalarinin bircok sorunu
asilabilmektedir. Boylece dogal florada bulunan, hastalik, zararli, tuzluluk ve kuraklik gibi
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi dayanikli olan bitkilerin bu 6zelliklerinden
yararlanilmasinda yeni olanaklar saglanmaktadir. Ote yandan, istenilen 6zellikleri tastyan
yeni bir ¢esit gelistirebilmek icin klasik 1slah yontemleri kullanilarak 10-15 yil gibi uzun
bir zamana gereksinim duyulmasina karsilik, biyoteknolojik yontemlerden embriyo kiiltiirii

teknigi ile ¢ok daha kisa zamanda, ayni sonuglar1 elde etmek miimkiindiir.

Genellikle doku kiiltlirii ¢aligmalarinda olgunlagsmamis embriyolar, diger eksplantlara

oranla bitki rejenerasyonu bakimmdan daha yiiksek verime sahip olduklarindan, yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Ancak, olgunlasmamis embriyolarin elde edilmelerindeki
siirlamalar bu eksplantin kullanimini giiglestirmektedir. Bu nedenle, yilin her doneminde
elde edilmesi miimkiin olan olgunlasmis embriyolarin kullanilmasina iligkin arastirmalara
agirlik verilmis ve son yillarda gelistirilen endosperm-destekli kallus olusturma

tekniklerinin kullanilmasina da baslanilmstir.

Bilindigi gibi, bitki biyoteknolojisinde 6nemli bir yeri olan kalluslarin elde edilmesinde
kallus kiiltiirii yaygm olarak kullanilmaktadir. Ozellikle doku kiiltiiriinde, rejenerasyon
oraninin disiik oldugu tahillar gibi monokotiledon bitkilerde rejeneratif bitkilerin
olusturulmasinda bu kiiltliriin ayr1 bir onemi vardir. Giliniimiizde bitkilerde kallus
olusturulmasinda genellikle 2,4-D (dichlorophenoxyacetic acid) kullanilmaktadir. Ancak,
kuvvetli bir herbisit olan bu maddenin, 6zellikle yiiksek dozlarda, rejenaratif bitkilerin
kromozomlarinda yapisal ya da sayisal olarak onemli degisikliklere neden oldugu

bilinmektedir.

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii  Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilen bu ¢alismada, sentetik oksinlerden olan ve canlilarin kalitsal
yapilarinda ¢ok daha az oranda zararli oldugu belirtilen picloramin, 2.4-D ile
karsilastirilarak, bitkilerde kallus olusturma amaciyla kullanilma olanaklar1 ve kromozomal

yapiya fiziksel etkilerinin belirlenmesi saglanmustir.

Calismada; Cakmak-79 ve Kunduru-1149 makarnalik bugday cesitlerinin olgunlasmis
embriyolari, en iyi kallus gelisimini saglayan bitki biiylime diizenleyicisinin saptanmasi
amaciyla farkli dozlarda (0, 3, 6, 9, 12 mg/l) picloram ve 2,4-D bitki biiyiime
diizenleyicilerini igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Kallus gelisim asamasinin
sonunda elde edilen kiiltiir tepkileri; kallus olusum orani ve kallus agirligi bakimindan
degerlendirilmistir. Bu 6geler bakimindan elde edilen degerler incelendiginde, uygulanan
bitki biliylime diizenleyicisi dozlar1 bakimindan her iki bugday cesidinde de Onemli

farkliliklar oldugu saptanmaistir.

Kallus gelisim asamas1 sonunda Cakmak-79 ¢esidinde incelenen 6zellikler bakimindan her
iki bitki biiylime diizenleyicisi i¢in de en yiiksek kallus olusum degerleri 3 mg/12,4-D ve 3

mg/l picloram igeren ortamlardaki kiiltiirlerden elde edilmistir.
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Kunduru-1149 ¢esidinde de Cakmak-79 ¢esidinde oldugu gibi her iki bitki biiylime
diizenleyicisi i¢in de en yiiksek kallus olusum degerleri 3 mg/l 2,4-D ve 3 mg/l picloram

iceren ortamlardaki kiiltiirlerden elde edilmistir.

Bulgularimiz ayni konuda ¢alisan farkli arastiricilarin ¢coguyla benzerlik gosterirken bir
kismi ile farklhidwr. Farkliliklar; uygulanan dozlarin farkli olmasindan, genotiplerin
farkliligindan, kullanilan seker dozlarmin farkli olmasindan, kullanilan jel yapici
maddelerin ve besin ortami bilesiminin farkli olmasindan kaynaklanmakta ise de; 2-3 mg
2,4-D ve picloram uygulamasinin en iyi sonucu verdigi diger arastiricilarca da

belirtilmistir.

Her iki gesitte de 3 mg/I’lik bitki biiyiime diizenleyicisi uygulamasi en yiiksek kallus
olusumu sonucunu vermistir. Yapilan varyans analizi ve AOF analizleri sonucunda tiim
dozlar arasinda anlamli fark bulunmustur. Her iki bitki biiylime diizenleyicisinin 5’er farkl
dozunda kiiltiire aliman Cakmak-79 ve Kunduru-1149 cesitlerinde 6 mg/lI’den itibaren
kallus agirhigi ve kallus gelisim oraninda diislis izlenmistir. Bu diisiis gerek istatistik

analizler, gerekse istatistik analizler sonucu elde edilen grafiklerle gosterilmistir.

En iyi kallus gelisiminin goriildiigi 3 mg/l 2,4-D ve 3 mg/l picloram dozlarini igeren besi
ortamlarindaki  Orneklerden rejenerasyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen
kalluslardan olusan bitki siirglinlerindeki kok uglarindan 6rnekler alinarak, sitolojik analiz
yapilmistir ve bugday hatlarinin kromozom sayilar1 ve yapilarinda olusabilecek

degisiklikler belirlenmeye caligilmistir.

Bugday kok ucglarindan kromozomlarm tespiti ve preparatlarin hazirlanmasinda Shigenega
ve Larter (1971) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. 3 mg/l 2,4-D igeren ortamda
kiiltiire alinan Cakmak-79 ve Kunduru-1149 ¢esitlerine ait 6rneklerin sitogenetik analizleri
sonucu kromozomlarm morfolojik yapisinda ve kromozom sayisinda herhangi bir
anormallige rastlanmamistir. Ayni sekilde 3 mg/l picloram iceren ortamlarda kiiltiire alinan
Cakmak-79 ve Kunduru-1149 cesitlerine ait Orneklerin sitogenetik analizleri sonucu
kromozomlarm morfolojik yapisinda ve kromozom sayisinda herhangi bir anormallige
rastlanmamistir. Benzer sonuclar bu konuda ¢alisan diger arastiricilar tarafindan da elde
edilmistir.

Sonug olarak bu tezde, doku kiiltiirii ¢aliymalarinda yaygin olarak kullanilan sentetik
oksinlerden 2,4-D’nin (dichlorophenoxyacetic acid) ve giliniimiizde kullanilmaya

baglanilan picloramin (4-amino-3,5,6- trichoropicolinic acid) kallus gelisimi {izerine olan
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etkisi karsilastirmali olarak incelenmistir ve en yiiksek kallus olusumu degerlerini veren
picloram ve 2,4-D dozlar1 belirlenmistir. Ayrica bu bitki biiylime diizenleyicilerin, kallus
gelisiminde en etkili olarak belirlenen dozlarinin, bitkide herhangi bir kromozomal
bozukluga neden olmadiklar1 da sitolojik c¢aligmalarla saptanmistir. Bu sayede bitki
biyoteknolojisi alaninda yapilan doku kiiltiirii calismalarinda en az zararli etkiye sahip bitki

biiylime diizenleyicisi kullanimi saglanmaya calisilmistur.
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