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Misirda (Zea mays L.) Farkh 2,4-D Dozlarimin
Kallus Olusumu ve Kromozomal Yapiya Etkisi

OZET

Giiniimiizde Tirkiyede iiretimi yapilmakta olan, tescilli 10 musir ¢esidinin (Pioneer
31N27, Pioneer 31P41, Pioneer 3223, Pioneer 34N24, ADA 8924, DKC 6022, BC 666,
TECTOR, ADA 523 ve HELEN) olgunlasmis embriyolarinin bitki materyali olarak
kullanildig1 arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii
Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

In vitro ve in vivo kosullarda diizenlenen ¢aligmanin in vitro asamasinda, kallus kiiltiirii
araciligi ile 6 farkli 2,4-D dozunun (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/l), misir cesitlerinde kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonuna etkisi arastirdmistir. In vivo asamasinda ise, tim misir ¢esitlerinin
kalluslarindan olusan kok ug¢larindan ornekler alinmig, misir hatlarinin kromozom sayilarinda
gozlenen degisiklikler incelenmistir.

Bulgularin degerlendirilmesi sonucunda, farkli dozlarda, farkli misir ¢esitlerine 2,4-D
oksininin uygulanmas: ile elde edilen kok uglarmin mikroskobik analizi sonucunda, 10 mg
2,4-D uygulanan Pioneer 31N27 (2n=18), Pioneer 3223 (2n=19) ve Pioneer 34N24 (2n=19)
misir ¢esitlerinin kromozom sayilarinda degisim gozlenmistir.

24-D uygulanmasiyla gozlenen mitotik anormalligin aneuploidi (genomdaki
kromozomlarin sayisinin degismesi) oldugu ve kromozom sayisinin azalmasi (hipoploidi)
seklinde meydana geldigi belirlenmistir.

Elde edilen verilere gore, Tiirkiye’de yapilabilecek olan transgenik musir elde etme
calismalarinda da kullanilabilecek en yiiksek kallus olusturma oranimi saglayan ancak
kromozomal sapmalar olusturmayan 2,4-D dozunun, 2 mg/I oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Zea mays, Misir, Kallus Olusumu, Kromozom Sayisi
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The Effect of Different 2,4-D Doses
on Callus Induction and Chromosomal Structure in Maize (Zea mays L.)

ABSTRACT

This research in which the matured embryos of 10 registered common corn varieties
which are grown in Turkey (Pioneer 31N27, Pioneer 31P41, Pioneer 3223, Pioneer 34N24,
ADA 8924, DKC 6022, BC 666, TECTOR, ADA 523 and HELEN) have been used as plant
materials was carried out in Biotechnology Laboratory, Department of Field Crops, Faculty of
Agriculture, Ankara University.

In the stage of in vitro of this research which was arranged in vitro and in vivo media,
the effect on callus induction and plant regeneration in 6 different varieties of 2,4-D doses
O, 2,4, 6, 8 and 10 mg/l) through callus culture was investigated. In the stage of in vivo,
samples from the root tips composed of the callus of all maize varieties were taken and
changes observed in the chromosomal numbers in maize lines were evaluated.

As a result of the microscopic analyses of the root tips obtained through the application
of 2,4-D auxin in different corn varieties in different doses, changes have been observed in the
chromosomal numbers of Pioneer 31N27 (2n=18), Pioneer 3223 (2n=19) and Pioneer 34N24
(2n=19) maize varieties.

Mitotic anomaly observed through the application of 2,4-D was established as
aneuploidy (the change of the chromosomal number in genome) and it was found to form as
the decrease of the chromosomal number (hipoploidy).

According to the data found, providing the highest callus formation ratio but causing
no chromosomal deviations, the dose of 2,4-D to be used in the transgenic maize producing
studies to be utilized in Turkey was determined to be 2 mg/1.

Key Words: Zea mays, Corn, Maize, Callus Induction, Chromosome Number
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1. GIRIS

Misir (Zea mays L.), diinyada yaygin olarak yetistirilen, endiistriyellesmis ve sahip oldugu
zengin besin maddeleri nedeniyle hem insan, hem de hayvan beslenmesi bakimmdan c¢ok
degerli ve kullanim cesitliligi olan bir tarla bitkisidir. Misir bitkisi, diinyada tiim serin iklim
ve sicak iklim tahillan i¢inde en yiiksek verimi gosteren, giines enerjisini en 1yi sekilde

kullanan (C4 bitkisi) ve birim alandan en fazla kuru madde iireten tahildir.

Misir, hem dogrudan insan beslenmesinde, hem de nisasta, glukoz, yag ve yem sanayinde
hammadde olarak kullanilmaktadir. Misir proteininde lisin ve triptofan proteinlerinin
biyolojik degeri de aminoasitlerin sinirlayici etkisi altindadir. Tanesindeki ham yag yulaftan
sonra en yiiksek deger veren besin maddesidir. Ulkemizde hayvanciligin gelismesine paralel
olarak artan karma yem istegine bagl olarak, misir tiiketimi de artmaktadir. Misir tanesi ¢cok
iyl bir yenilenebilir enerji kaynagi olup, nisasta yoniinden zengin olmasi ve nisastanin
hazmolabilirlik derecesinin yiiksekligi, misirin beslenme degerini artirmaktadir. Misir
ayrica, yesil ve silaj olarak hayvan beslenmesinde de kullanilan 6nemli bir kaba yemdir.

Diinya misir liretiminin biiyiik boliimii hayvan yemi olarak kullanilmaktadir.

Misir bitkisinin ortaya konmus yabani formu bulunmadigindan orijini heniiz tam olarak
bulunamamistir. Misirin orijini konusunda cesitli teoriler ileri siiriilmekle birlikte bu
teorilerin higbiri tam olarak kabul gérmemistir. Ancak, Meksika ve Orta Amerika kokenli

oldugu ve 1600’li yillarda Suriye yoluyla Misir’dan iilkemize geldigi diisiiniilmektedir.

Kokeni bakimindan muisir, tropik alanlarin bitkisi olarak kabul edilmesine karsilik, diinya
misir liretiminin biiylik kismi karasal iklimli bolgelerden elde edilmektedir. Giiniimiizde
tretimi yapilan hibrit misir cesitleri ilk olarak Amerika’da yapilan 1slah c¢alismalar
sonucunda elde edilmis ve 1800’1l yillarda Avrupa’ya, Giliney Amerika’ya, Afrika’ya ve

Avustralya’ya yayilmigtir.

Misir tohumundan 4 ay gibi kisa bir zaman iginde 2.5-4.5 m boyunda dev bir bitki ve
kocaninda kendisini meydana getiren 600-1000 musir tanesi meydana gelmektedir. Misir
potansiyelinin bu kadar yiiksek olmasi, musir tanesinin yiiksek oranda enerji

depolamasindan ve kokleri, yapraklari, saplart ve ¢icek organlariyla dogada bulunan etkili



enerji faktorlerini kullanarak yiiksek bir iiretim saglama yeteneginden kaynaklanmaktadir

(Kiin 1997).

Ulkemizde tahillar grubu icerisinde bugday ve arpadan sonra en genis ekim alani1 ve iiretime
sahip olan musir, Tiirkiye tartrminda 6nemli bir yere sahiptir. Ana iiriin ve ikinci tiriin olarak

tilkemizde bir¢ok yerde yetistirilebilmektedir.

Tiirkiye’de musir, deniz seviyesinden 1500 m yiikseklige kadar olan ve yagisi 250-2500 mm
arasinda degisen alanlarda, ana iiriin ve ikinci iirlin olarak yetistirilmektedir. Tiirkiye, misira
ayirdigr ekim alani, elde ettigi tiretim ve verimi ile Ortadogu iilkeleri i¢inde siirekli olarak

ilk siray1 almaktadir (Kiin 1997).

Ulkemizde, 1984 yilinda tohumluk iiretiminde 6zel sektor kuruluslarnin faaliyetine izin
verilmesi ve 1987 yilinda tohumluk dagitiminda devlet tekelinin kaldirilmasi ile tohumculuk
teknolojisinde hizli bir gelisme gozlenmistir. Farkli bolgelerdeki iireticiler i¢in en uygun
olarak tanimlanabilecek tek bir musir cesidi s6z konusu degildir. Her iiretici, kendi
kosullarina uyan en iyi cesidi segmek durumundadir. Cesit seciminde olgunlagma siiresi,
kogan ozelligi, yatmaya hastalik, zararlilara, soguk ve sicaga dayaniklilik, ekim sikligina

tepki ve verim gibi faktorler dikkate alinmaktadir (Kiin 1997).

Misir bitkisi, yazlik tahil cinsleri i¢inde birim alandan yiiksek verim saglamasi ve yil icinde
ozellikle kisa donemde yetistirilebilen iiriin olmas1 yoniinden biiyiik 6nem tagimaktadir

(Emeklier 1990).

Ulkemizde hemen hemen tiim bolgelerde az ya da cok musir iiretilmektedir. En ¢ok iiretimin
yapildig1 yerler Akdeniz, Karadeniz, Marmara ve Ege Bolgeleridir. Misir icin kullanilan
tiretim alaninin %50-60’mda hibrit tohum kullanilmaktadir. Karadeniz Bolgesi disinda
hibrit tohum kullanimi daha yiiksektir. Adana, Sakarya, Icel gibi illerde iiretimde %95
oraninda hibrit tohumluklar kullanilmaktadir. Uretimdeki artisa ragmen iilkemizde musir

tiretimi ihtiyaca yetmemektedir.

Sicak iklim tahillart i¢inde misir iiretimi, birinci siray1 almaktadir. Ulkemizde de Karadeniz,
Akdeniz, Marmara ve Ege Bolgelerinden sonra i¢ bolgelerimizde misir tarimi biiyiik 6nem

kazanmisg ve bolgeler i¢cin uygun cesit arayislart ortaya ¢ikmistir. Kisa vejetasyon siireli
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hibrit misir cesitleri, verimlerinin orta seviyede olmasi, kurutma masraflarinin diisiik ve
kurutulmalarinin  kolay olmasi nedeniyle, i¢ Anadolu Bolgesinde daha da ©nem

kazanmaktadir (Emeklier 1990).

Bugdaygiller familyasinin Maydeae oymagma giren misir bitkisi, Plantea aleminde,
Magnoliophyta (Kapali tohumlar) boliimiinde, Liliopsida (bir ¢enekliler) simifinda, Poales
takiminda, Poaceae (Bugdaygiller) familyasinda, Zea cinsinde ve Z.mays L. tiiriinde yer

almaktadir (Iltis ve Doebley 1980).

Misir ¢esitleri, Zea mays indentata Sturt. (At disi musir), Zea mays indurata Sturt. (Sert
misir), Zea mays amylaceae Sturt. (Unlu misir), Zea mays sacharata Sturt. (Seker misir),
Zea mays everta Sturt. (Cin musir), Zea mays ceratina Kulesch. (Mumlu misir), Zea mays
tunicata Sturt. (Kavuzlu misir) ve Zea mays enduricang Sturt. (Kaltir misir) olmak iizere

sekiz grup altinda toplanmaktadir (Iltis ve Doebley 1980).

Ulkemizde, genelde yetistirilen misir varyete gruplar at disi musir, sert misir, cin musir ile
seker misirdir. Bunlardan at disi misir hibrit ¢esitleri tohumlarinin kolayca temin edilerek
ciftciler arasindan yayginlagsmasi ile ekilis alam1 1980°1li yillardan sonra hizli bir artig
gostermistir. Sert musirin ekilis alan1 genellikle Karadeniz Bolgesi gibi misir unundan
ekmek yapilan yerlerde yaygindir. Cin misir ve seker misir ¢erezlik olarak tiiketilmek iizere,
kiiciik alanlarda iilke genelinde ekilmektedir. Seker misir tiiketiminde, turizm ve biiyiik

kentlerde 6nemli bir artis gozlenmektedir.

Diinyada iiretilen misirin %19’u insan beslenmesinde (dogrudan tiiketim), %64°1i hayvan
yemi olarak, %8.5’1t mamul gida (dolayli tiikketim), %3.1°1 diger tiikketimler, %0.25’1 de
tohumluk olarak kullanilmaktadir.

Gelismekte olan iilkelerde misirin  kullanimi, hayvan beslenmesinde %46, insan
beslenmesinde ve sanayi hammaddesi olarak %54 diir. Gelismis iilkelerde ise bu oran
hayvan beslenmesinde %91, insan beslenmesinde ve sanayi hammaddesi olarak %9’dur
(Kirtok 1998). Ozetle, misirin, insan beslenmesinde kullanim orani gelismekte olan

ilkelerde, gelismis iilkelere gore daha yiiksek oranlardadir.



2009 yilinda Devlet Istatistik Enstitiisii ¢alismalarindan alinan verilere gore musir iiretimi,
diinyada ~746000000 ton, iilkemizde ise ~3535000 ton olarak gerceklesmistir (Anonim
2009a).

Ulkemizde, son 20 yilda ekim alaninda onemli bir degisim olmamasma karsin, musir
tiretiminde iki katina yakin artis gerceklesmistir. Bu gelisme, 6zellikle yeni melez cesitlerin
kullanimmin yayginlagsmasi, liretim tahminlerinin ve mekanizasyonun iyilesmesi ile

yiikselen verim seviyesinden kaynaklanmaktadir.

Son yillarda tiretim artig1, diinya niifus artisgindan daha hizli olan musir bitkisinin, gercek
onemi de giin gectikce artmaktadir. Ancak, sinirli ekim alanlari, su kaynaklarinin azalmasi
ve diinya populasyonun hizli artis1 gibi nedenlerden dolayi, hem kalite hem de miktar artisi

acisindan, misir bitkisinde daha hizli bir genetik gelisime gereksinim duyulmaktadir.

Giintimiizde klasik 1slah caligmalarinin yaninda, partikiil bombardiman: (Klein vd 1989,
Gordon-Kamm vd 1990, Bohorova vd 1999) ve Agrobacterium enfeksiyonu (Ishida vd
1996, Sidorov vd 2006) gibi cesitli yontemlerle elde edilen, genetigi degistirilmis muisir

bitkisi ile ilgili calismalarda da 6nemli ilerlemeler saglanmustir.

[k molekiiler isaretleyici misir haritas1, Helentjaris vd (1986) tarafindan yayimlanmistir. Bu
harita, 116 lokus igermektedir ve bu haritalamada cDNA ve problar gibi rastgele genomik
klonlar kullanilmistir. Misirin genetik baglanti (linkage) haritalari, binlerce klasik mutasyon
lokuslarindan, restriksiyon parca uzunluk polimorfizm (RFLP; restriction fragment length
polymorphism), basit sekans-tekrar (SSR; Simple Sequence Repeat), kantitatif 6zellik lokus
(QTL; Quantitative Trait Loci) ve ifade edilmis sekans etiket (EST; Expressed Sequence
Tags) isaretleyicilerinden olugsmaktadir (Davis vd 1999, Fernandes vd 2002, Lee vd 2002,
Sharopova vd 2002).

In situ hibridizasyon (Gall ve Pardeu 1969, John vd 1969) yontemi gelistirildiginden bu
yana, sz konusu yontem genetigin ve hiicre biyolojisinin, karyotipleme (Chen vd 2000,
Dong vd 2000) ve fiziksel haritalama (Sadder vd 2000, Sadder ve Weber 2001) gibi bir¢cok
dalinda kullanilmistir. Ancak, misir sitogenetiginin zengin tarihine ragmen, misir genlerinin
fiziksel lokasyonu ¢ogunlukla bilinmemektedir (Harper ve Cande 2000). Yeni tekniklerin

gelistirilmesi, kromozom tanimlama, genom analizi ve sitogenetik i¢in 6nemlidir (Dong vd
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2000). Bu amagla, Kromozom II’deki 55 rRNA (Chen vd 2000) ve Kromozom I’deki
pl geni gibi, bircok musir sitogenetik kromozom isaretleyicileri bulunmustur (Harper ve

Cande 2000).

Yukarida bahsedilen ¢aligmalarin ¢ogunda, yiiksek rejenerasyon frekansina sahip olan

etkili bir bitki doku kiiltiirii yontemi uygulamak 6n kosuldur.

Bitki doku kiiltiirii, aseptik (steril) kosullarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, silispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (cesitli bitki
kisimlari; eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan, yeni

doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir.

Doku kiiltiirli icin cesitli arastirmacilar tarafindan gelistirilmis olan, White (1934) (W),
Murashige ve Skoog (1962) (MS), Morel ve Miiller (1964) (MM), Halperin ve Watherell
(1965) (HW), Linsmaier ve Skoog (1965) (LS), Nitsch ve Nitsch (1965) (NN), Gamborg
vd (1968) (BS), Schenk ve Hildebrandt (1972) (SH), Chu vd (1975) (N6), Lloyd ve
McCown (1981) (WPM) gibi aragtirmacilarin gelistirildigi bazi besin ortamlar1 mevcuttur.
Bu besin ortamlarindan en ¢ok kullanilan temel ortamlar, MS besin ortami ve BS besin
ortamidir. Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin ortamlar bitki biiyiimesi i¢in gerekli
olan makro ve mikro elementleri icermektedir. Bu ortamlara enerji kaynagi olarak seker ve

katilastirici olarak agar ilave edilerek karistirilir.

Pratikte kullanimina 1960’11 yillarda baslanan doku kiiltiirii tekniklerinde, giiniimiize kadar
hizli gelismeler kaydedilmistir. Ozellikle son 25 yillik donemde diger biyolojik alanlarda
oldugu gibi, doku kiiltiirii alaninda da gozle goriiliir ilerlemeler kaydedilmistir. Bugiin
doku Kkiiltiirlerinden elde edilen sonuglar laboratuvar disma ¢ikarak pratikte ve ticarette

kullanim alan1 bulmus olup, gelisen teknikler her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir.

Ulkemizde son ¢eyrek yiizyilda baslayan bitki biyoteknolojisi ¢alismalari, baglangicta doku
kiiltiirii izerine yogunlasmis olup, son 10 yilda molekiiler biyoloji ve genetik teknikleri ile

biitiinlesmeye baslamustir.



Bitki biyoteknolojisi ile ilgili aragtirmalarin biiyiik bir ¢ogunlugu doku kiiltiirii tizerinedir.
Uzerinde calisilan bitkiler sirasiyla, tahil, baklagil, sebze, meyve, cicek, odunsu bitki ve

yagl tohum tiirleridir.

Doku Kkiiltiiriiniin temel amaclari, cesit gelistirmek ve mevcut c¢esitlerin  genetik
calismalarinda rol oynamaktir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmas1 zor olan tiirlerin iiretiminde, cesitli doku Kkiiltiirii yontemleri rutin olarak

uygulanmaktadir.

Bitkilerden izole edilmis siirgiin, kok, yaprak, c¢icek, hatta organize olmamis kallus gibi
dokulardan biitiin bir bitki rejenere edilebilmektedir. In vitro ortamda hiicre ve dokulardan
sirglin rejenerasyonunu basarabilmek i¢in uygun eksplantin secilmesi, biiylimede aktif
maddeleri iceren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel kosullarin uygun olmasi

gerekmektedir (Murashige 1974, Ammirato 1983).

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem veya embriyo gibi cesitli parcalarindan
(eksplant) yeni bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir. Bitki
rejenerasyonu, kotiledon, embriyo, hipokotil, govde, yaprak, siirgiin ucu, kok, geng
tomurcuklar, ¢icek ta¢ yapraklar, yumurta dokusu, yumurta hiicreleri, yaprak sapi vb.

eksplantlardan yapilabilmektedir.

Hiicrelere ve dokulara baski uygulayip, degisikliklere neden olarak siirgiin veya kok taslagi
diye adlandirilan tek kutuplu ve vaskiiler sistemin kokenini aldigr dokuya baglh olan bir
yapinin meydana gelmesine organogenesis denmektedir. Organogenezde, ilk 6nce bitki
parcalarindan adventif siirgiin, kok ya da organize olmamis bir hiicreler yigini olan
“kallus” ve daha sonra bu kallustan “siirgiin” veya “kok” meydana gelmektedir (Vasil
1987). Bitki parcalarindan organ gelisimi direkt olarak degil, 6nce embriyoid adi verilen
embriyo benzeri yapilarin meydana gelmesiyle, daha sonra da bu embriyolardan kok ve
sirglin gelisiminin meydana gelmesi (embriyogenesis) ile gerceklesmektedir (Merkle vd

1990).



Embriyogenesis, bireysel bitkilerin hiicrelerinden gelisen somatik embriyogenesis ve
dollenmis bir zigottan gelisen gametik (zigotik) embriyogenesis olmak iizere iki sekilde

siniflandirilmaktadir (Ammirato 1987, Rashid 1988).

Somatik embriyogenesis, bagimsiz vaskiiler sistemi olan ve kok ile siirgiin aksini iceren iki
kutuplu bir yapmin olusmasma yol acan bir siirectir. Vejetatif hiicrelerden gelisen
embriyolar da somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir. Bireysel bitkilerin hiicrelerinden
gelistikleri i¢cin somatik embriyolardan elde edilen bitkiler genetik olarak klon
olusturmaktadir. Dollenmis yumurtadan gelisen embriyoda oldugu gibi, iki cenekli
bitkilerde somatik embriyolar da globular, kalp, torpedo ve kotiledon olusum safhalarini
gecirir. Govde-kok eksenine ayni zamanda sahip olup, asil doku ile vaskiiler bagintilar

olmadigindan dolay1 dokudan kolaylikla ayrilabilirler (De Jong vd 1993).

Misir bitkisinde doku kiiltiiriinden bitki rejenerasyonu, ilk defa Green ve Philips (1975)
tarafindan rapor edilmistir. Bu c¢alismada, eksplant olarak olgunlasmamis muasir

embriyolarindan yararlanilmistir.

Ayrica, yine basarili bitki rejenerasyonlari, basaklardan (Ting vd 1981), kavuzlardan
(Suprasanna vd 1986), olgunlasmamis ciceklerden (Pareddy ve Petolino 1990),
olgunlasmamis sagaklardan (Rhodes vd 1986, Songstad vd 1992), olgunlasmamis
embriyolardan (Ahloowalia 1982, Bohorova vd 1995), yaprak parcalarindan (Conger vd
1987, Ray ve Gosh 1990, Ahmadabadi vd 2007), fide parcalarindan (Santos vd 1984),
apikal meristemlerinden (Zhang vd 2002, Sairam vd 2003) ve gen¢ salkimlardan (Can vd
2000) olusan kalluslardan elde edilmistir.

Bugiine kadar yapilan calismalarda, bitki rejenerasyonu icin olgunlagsmamis embriyodan
olusturulmus kalluslarin, diger eksplant dokularindan olusan kalluslardan daha yiiksek
verime sahip oldugu anlasilmistir (Ozgen vd 1996, Huang ve Wei 2004). Olgunlagsmamis
embriyolarin eksplant kaynag: olarak kullanabilmeleri i¢in dondr bitkinin belli donemlerde
eksplant kaynagi temin etmesi ve kislik cesitlerde vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi
icin seralara ve kontrollii kosullara gereksinim duyulmaktadir. Olgunlasmis embriyolar yilin
belirli zamanlarina bagli kalinmadan saglanabildiginden, Kkiiltiire alinmasi1 daha kolay
oldugundan ve bol miktarda saglanabildiginden dolayr olgunlasmamis embriyolara gore

daha avantajlidir (Ozgen vd 1998). Ayrica, endosperm-destekli kallus olusum yontemi gibi
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baz1 yeni teknikler, olgun embriyo Kkiiltiirlerinden kallus olusturmada basariyla
kullanilmaktadir (Bartok ve Sagi 1990, Ahmed vd 1992, Ozgen vd 1996, Ozgen vd 1998).
Ayni zamanda, doku Kkiiltiirii teknikleriyle yetistirilen bitkilerin kallus olusumu, bitki
rejenerasyonu ve dig ortama alistirma asamalari basarili bir sekilde gerceklestirilmekte
(Ozgen vd 1998) ve olgun embriyolarda daha diisiik olan rejenerasyon orani, kallus ve

slirgiin olusumunu yonlendiren biiyiime diizenleyicilerin kullanimi ile artirilabilmektedir.

Bitkilerde biiylime en 6nemli fizyolojik olaylardan biridir. Uzun yillar boyunca, bitkilerin
biiylime nedenleri hakkinda ayrintili bilgiler elde edilememis, biiytime fizyolojisi bilinmekle
beraber bu biiylimeyi saglayan maddelerin neler oldugu bulunamamistir. Daha sonralar
bitki biinyesinde bazi biiyiimeyi destekleyen maddelerin sentezlendigi bulunmus ve bunlara
“hormonlar” ya da “fitohormonlar” denilmistir. Zamanla bitki biinyesinde sadece biiyiimeyi
destekleyen maddelerin degil, ayn1 zamanda biiyiimeyi engelleyen maddelerin de
sentezlendigi anlasilmistir. Bu maddeler bitkilerde ¢ok diisiik yogunluklarda bulunmakta ve
bitkilerde 6nemli gorevler iistlenmektedirler. Ayrica, yapilart bitkilerde bulunan dogal
hormonlara benzeyen sentetik diizenleyiciler de liretilmis ve bunlara, “biiyiime ve gelisme
diizenleyiciler” denmistir. Elde edilen maddelerin bir kismi biiyiimeyi desteklerken diger bir
kismi da engellemektedir. Hatta aymi diizenleyici farkli zaman ve yogunluklarda

uygulanirsa, farkli sonuglar elde edilebilmektedir (Westwood 1993).

Dogal biiyiime diizenleyicilerinin bir grubu olan oksinler, koklenmeyi, hiicre gelisimini ve
kallus olusumunu, bagka bir biiylime diizenleyici grubu olan sitokininler ise, hiicre

boliinmesini, yeniden farklilasma ve bitki rejenerasyonunu destekler.

Oksin grubu hormonlar, “dogal oksinler” ve “sentetik oksinler” olmak tizere ikiye ayrilirlar.
Dogal oksinler, IAA (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), 2,4,5-T (2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid) ve
2,4,5-TP (2-(2,4,5-trichlorophenoxy)propionic acid) vb.’den olusurlar (George 2008).

Oksin grubu hormonlarin dogal olarak bulunan en 6énemli formu IAA’dir. Ancak IAA’nin

151k ve sicaklikta kararsiz olmasi nedeniyle mikrocogaltimda, IAA sinirl kullanima sahiptir.



Diisiik oksin ve yiiksek sitokinin  konsantrasyonlart siirgiin  morfogenesisini
desteklemektedir (Ozgen 1998). Ayrica, somatik embryogenesisi uyarmak amaciyla bu
hormonlarin yan1 sira baska maddeler de kullanilmaktadir. Bu maddelerden biri de
poliaminlerdir. Putresin, spermin ve sipermidin gibi poliaminler, prokaryotik ve dkaryotik
hiicrelerde bulunan organik polivalent katyonlardir. Bitki hiicre metabolizmasindaki rolleri
tam olarak acikliga kavusturulmamis olmasma karsin, son yillarda yapilan ¢aligmalarla
polimerlerin bitki biiylime ve gelisme olaylarinda onemli rol oynadigi bilinmektedir (Smith
1985). Dogal olarak meydana gelen poliaminler, hayvan hiicrelerinde, asagi ve yiiksek
organizasyonlu biitiin bitki hiicrelerinde bulunmakta ve hormonlardan ¢cok sekonder mesajc1
olarak adlandirilmaktadir (Evans vd 1989). Ancak Bagni (1986), cogalan hiicrelerde hizla
sentez edilmeleri ve kolay tasinabilirlikleri nedeniyle, Rosella ve arkadaslari (1993) ise,
diisilk molekiil agirliklar, genis kapsamli etkileri ve organizmada c¢ok yiiksek seviyede
bulunmalarindan dolayr poliaminlerin daha ¢ok hormonlara benzerlik gosterdigini ifade
etmigtir. Diger yandan Galston (1983), i¢sel poliaminlerin 151k, hormon, stres ve yaslanma
gibi uyarilara verdigi cevaplari, tasinimlann ve digsal uygulama sonucundaki etkileri
nedeniyle bitkilerde diizenleyici rol oynadigimi ifade etmektedir. Poliaminler tek baslarina
embriyogenesis, kok biiylimesi, ¢iceklenme, hiicre biiylimesi, niikleik asit, protein sentezi ve

cimlenme gibi pek ¢ok fizyolojik olayda etkili olabilmektedir.

Kelime anlami, yunan orijinli olup “biiyiimek” ve “gelismek” anlamina gelen oksinler,
bitkilerin biiylime gosteren u¢ kisimlarinda (kok, tomurcuk, yaprak vb.) en yiiksek
yogunluga ulagmaktadir. Ornek olarak, Pilet ve Saugy (1985) ile Lur ve Setter (1993)
tarafindan yapilan misir bitkisi doku Kkiiltiirii ¢aligmalart sonucunda, musir bitkisinin
yapisinda bulunan IAA miktarinin yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Ayrica oksinler,
bitkilerde uzamayr hizlandirirlar. Bitkilerde uzamayr hizlandirmasi, hiicre biiylime ve
boliinmesini artirmasmin bir sonucudur. Oksinin hiicre biiylimesini artirmasi, hiicrenin

ozmotik sisteminde olusturdugu bazi degisikliklerden kaynaklanmaktadir.

Oksinler, hiicrede osmozunu artirmasi, hiicrenin suya karsi gecirgenligini yiikseltmesi,
hiicre ¢eperi basincinda diismeye neden olmasi, hiicre ¢eperi sentezinde artis olusturmast,
hiicre ceperi esnekligini ve genisligini artiran 6zel RNA ve protein yapisindaki enzimlerin
sentezini artirmast gibi nedenlerden dolayi, hiicre biiylimesinde etkili olmaktadir

(Westwood 1993).



Embriyogenesisi  desteklemek i¢in en fazla kullanllan oksin grubu hormon
2.4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D)’tir. Kallus olusumunu baslatmak i¢in, siklikla 2.4-D

kimyasali tercih edilmektedir.

2,4-D, Amerika Kimyasal Kozmetik Anonim Sirketi tarafindan 1940’larin ortalarinda
gelistirilmis organik bir kimyasal olup, ana bilesimi asittir (Keller vd 1994). Aslinda,
hormonlarin biyolojik aktivitesine benzer organik bilesikler gelistirmek istenirken 2.,4-D
gibi etkili herbisitler bulunmustur. 2,4-D, klorofenoksi bilesikler grubundandir.
Klorlandirilmig fenoksi asit grubuna girer. Beyaz pudra halindedir. 2,4-D’nin asit formu,
ticari olarak kendi basina kullanilamaz. Genellikle amin ve ester tuzlart olarak kullanilir.
2,4-D’nin ester formu, buharlagma ile kaybedileceginden amin tuzlarinin kullanimi daha
yaygindir. Ayrica, kil ve organik madde miktar1 yiiksek olan topraklarda, herbisit
konsantrasyonunda absorbsiyon nedeniyle yiiksek tutulmasi gerekir. Her iki form da genis
yaprakli yabanci otlarda etkilidir ancak ester formu ucucudur. Bu nedenle karigik tarim

yapilan alanlarda kullanilmasi tavsiye edilmemektedir (Hayes ve Laws 1991).

Acik formiilii CgH¢Cl,03, molekiiler agirligr 221.04 g Mol'l, erime noktas: 140.5°C (413.5
K), kaynama noktas1 160°C (0.4 mm Hg), su icerisindeki ¢oziiniirliigi 25°C’de 900 mg/1
olan 2,4-D, monokloroasetik asit’in sodyum tuzu ile 2,4-Diklorofenol’iin reaksiyonu sonucu
elde edilmektedir. 2,4-D, alkol, eter ve alkalilerde ¢oziiniirken, suda az ¢oéziinmekte, petrol
yaglarinda ise coziinmemektedir. Higroskopik degildir. Hafif fenolik kokuludur. Beyaz
renklidir ve kristal toz halindedir. 2,4-D’nin esterleri genellikle emiilsiyon formundadir.
Sucul soliisyonlart ise tuzlar halindedir. Emiilsiyonlastirilabilir derisikler ve 1slatabilen

tuzlardir. En genis iiriinleri olan aminler, dimetil tuzlaridir (Hayes ve Laws 1991).

2,4-D, siipiirge darisinda, misirda, otlaklarda, piringte, seker kamisinda, ormanlarda,
meralarda, cayirlarda, caliliklarda, yillik ve cok yillik genis yaprakli yabani otlarin
kontroliinde yiiksek dozlarda herbisit olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bond vd
1988, Lawruk vd 1994). Diisiik dozlarda da erken biiyiimeyi kolaylastiran bir hormon olarak
kullanilmaktadir.

2,4-D, bitkilere kok ve yapraklar1 sayesinde alinmaktadir ve bunu takiben floem sayesinde

yukarilara tasinmaktadir. Uzun siire, 2-4 hafta kadar bozulmadan suda, toprakta, sebze ve
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meyveler ilizerinde kalmaktadir. Besin zinciri ile de insana kadar ulagmaktadir. Aymi
zamanda, yer alt1 sularina karisma potansiyelinin yiiksek olmasi gibi nedenlerden dolay1 da

cevre kirliligine de neden olmaktadir (Goze vd 1995).

2,4-D’nin uygulandig: bitkilerin anatomileri, morfolojileri ve fizyolojileri iizerine olumsuz
etkileri oldugu bir¢ok arastirmada rapor edilmistir (Deambrogio ve Dale 1980, Ozias-Akins
ve Vasil 1988). Bitki hiicrelerinde, in vitro ve in vivo ortamlarda 2,4-D, mitotik ve mayotik
diizensizliklere neden olmaktadir (Bayliss 1973, Bayliss 1977, Khalatkar ve Bhargava
1982). Bitki doku Kkiiltirlinde, 5 mg/l 24-D konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlarin  bitkiye uygulanmasi sonucunda, kromozomal mutasyonlar ve

kromozomal sapmalarin olusabildigi belirtilmistir (Bayliss 1980).

Ayn1 zamanda, 2,4-D gibi pestisitler, giiclii immunotoksik etki gostermektedir. S6z konusu
maddeler otoimmun reaksiyon riskini artirarak allerjik reaksiyonlarda artisa neden
olmaktadir. Bahsedilen etkilerin disinda, pestisitlerin teratojenik etkilere sahip olduklar da
bilinmektedir. Teratojenik etkinin olusmasinda doz ve stresin varligi 6nemli etkendir.

Teratojenik etkiye sahip pestisitler arasinda 2,4-D ve 2,4,5-T herbisitler verilebilir.

24-D oksini; 2,4-D/2-Oksoglutarat dioksigenaz ile katalizlenerek, 2,4-Diklorofenol
(DCP)’e doniismektedir. Hayvanlarda ve insanlarda DCP, deri iltihaplanmalarina, karaciger
hasarlarina ve yiiksek dozlarda ise 6liime neden olmaktadir. S6z konusu nedenlerden dolay:
cok tehlikeli bir kimyasal olan DCP, Avrupa Birligi Kara Listesinde yer almaktadir (Jensen
1996, Laurent vd 2006).

Bitki hiicre ve doku Kkiiltiirii ¢aligmalart in vitro kosullarda gerceklestirildigi icin,
rejenerasyonun yapildigi fiziksel ortam kosullarindan veya ortamda kullanilan kimyasal
maddelerden kaynaklanan gen seviyesinde birtakim farkliliklarin meydana gelmesi olasidir.
Bu degisikliklere kromozomal sapmalar (somaklonal varyasyon) denmektedir (Ahloowalia

1982, Lee ve Philips 1988, Bai ve Knott 1993).

S0z konusu degisiklikler, doku kiiltiirii ¢aligmalarinin her sathasinda meydana gelebilir.
Kromozomal sapmalar, dogal olarak da meydana gelebilmektedir. Ayn1 zamanda bitkinin
genotipi, ortam komponentleri, kullanilan doku kiiltiirii yontemleri, X ray 1sinlan (Stadler

1928, Mottinger 1970), UV (Faberge 1951) ve kimyasal islemler (Faberge 1955) gibi bircok
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etken, somaklonal varyasyonlarin nedenleri olabilmektedir (George ve Sherrington 1984,
Karp 1989). Kromozomal sapmalar, cogu zaman sitolojik tekniklerle ortaya ¢ikarilmaktadir.
Ornegin, ezilmis kok ucu kromozomlarinin boyama yontemiyle incelenmesi sonucunda,

kromozomal sapmalar ve yapisal degisiklikler belirlenebilmektedir.

Dolezel vd (1987), May ve Sink (1995) ile Rakoczy-Trojanowska (2002) tarafindan yapilan
calismalarda da, somaklonal varyasyona neden olan Onemli faktorlerden birinin, kallus
olusumda kullanilan, yapay bir oksin tiirevi ve ayn1 zamanda herbisit olarak bilinen 2.,4-D

hormonu oldugu belirtilmistir.

Bitki ve hayvanlarin in vitro sistemlerinde hiicre dongiisii esnasinda, seyrek olarak gézlenen
kromozom sayist ve yapisindaki degisimlere ‘“kromozomal mutasyon” denmektedir
(D’Amato 1978, Bayliss 1980, Constantin 1981, Papes vd 1983). Kendiliginden veya
cevresel mutajenler nedeniyle meydana gelen kromozom mutasyonlari; kromatid ve
kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka kromozomu, kardes kromatidlerin
birlesmesi, translokasyon, inversiyon, izokromozom, homolog kromozomlar arasinda
kromatidler aras1 degisim ve endoreduplikasyon seklinde gozlenmektedir. Kallus veya hiicre
slispansiyonundan rejenere edilmis bitkilerde, genetik ve fenotipik degisiklik (Larkin ve
Scowcroft 1981), kromozom yap1 degisikligi ve ayrica poliploidi ve andploidi (Bennici ve

D’Amato 1978, D’ Amato 1978) gdzlenebilmektedir.

En biiyilk kromozomal sapmalardan biri trizomlardir. Trizomlar, birincil, sekonder
(izokromozomlar), telotrizom ve tertiary (dordiinciil) trizomlart icermektedir (Yu vd 2006).
Misirda her kromozom i¢in birincil trizomlar karakterize edilmistir (McClintock ve Hill
1931, Emerson vd 1935). Yine, misirda yapilan ¢alismalarla, 4S (Schneerman vd 1998), 5S
(Rhoades 1950), 6S (Maguire 1962) ve 7L (Muzumdar vd 1997) i¢in izokromozomlar
bulunmus ve telotrizomlar ve tertiary trizomlar belirlenmistir (Doyle 1988, Auger ve

Birchler 2002).

Somaklonal varyasyonlarin belirlenmesinde RAPD yoOntemi, pratik, radyoaktif madde
kullanilmadig: i¢in giivenli ve saglikli sonuclar vermektedir. Somaklonal varyasyonlarin
bulunmasinda ne kadar ¢ok primer kullanilirsa, o kadar saglikli sonug elde edilebilmektedir.
Genetik materyal denildiginde ilk olarak kromozom terimi akla gelmektedir. Kalitsal

karakterlerin agiklanmasinda veya bir sonraki generasyona aktarilmasinda kromozomlar
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gorev almaktadir. Kromozomlar, ilk kez hiicre boliinmesi arastirmalar1 sirasinda 1880’11
yillarda kesfedilmistir. Sonraki yillarda, bazik boyalarla ¢cok fazla boyanma kabiliyetinde

olan bu iplik¢iklere renkli cisim anlamina gelen kromozom ad1 verilmistir.

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 adlandirnlir. Hiicre boliinmeye basladiginda kromatin daha
sikisik ve kitlesel bir yap1 kazanarak kromozomlart olusturur. Kromozomlar en iyi hiicre

boliinmesini metafaz ve anafaz sathalarinda goriiliirler (Temizkan vd 1994).

Misir genomunun yapist ve fonksiyonu ile ilgili sitolojik olarak yapilan arastirmalar, 70 yili
askin bir siiredir devam etmektedir (Arnason 1936, Carlson 1988). Emerson vd (1935)

tarafindan, 62 lokus igceren ilk misir genetik haritas1 hazirlanmistir (Davis vd 1999).

Her canli ftiiriiniin kromozom sayisi, sekli ve yapist kendine Ozgii ve sabittir.
20 kromozomdan (2n=2x=20) olusan musir (Zea mays L.) bitkisinin, kromozom boylarinda
oldukga biiytik farkliliklar s6z konusudur. Misir kromozomlarinin herbiri ayr ayri, relatif
uzunluk (8-10um), sentromer pozisyonu, satelit ve kromozomal yumrularinin (knob) sayisi
ve pozisyonu gibi yapisal karakteristikleri agisindan, morfolojik olarak belirlenebilmektedir

(Lee vd 2002).

Misirin - mitotik ve mayotik kromozomlarinin mikroskobik analizi, transpozonlarin,
telomerazlarin ve rekombinasyonlarin biyolojisi gibi, énemli konularin aydilanmasmda
etkilidir (McClintock 1941). Mitoz boliinme, bitkilerde meristematik dokularda
incelenebilmektedir. Bitkilerdeki meristematik dokular, bitkinin tiim yasami boyunca
boliinebilme yetisine sahiptir. Meristematik dokular, kok ucu ve govde siirgiinlerinde

bulunmaktadir.

Bitkilerde mitoz boliinme incelemeleri i¢in, en ¢ok kok ucundan, gen¢ yapraklardan ve
kiigiik cicek tomurcuklarinin petal yapraklarindan yararlanilmaktadir. Kromozom sayimi
yapabilmek icin kullanilan materyalde, mitotik indeks yiiksek olmalidir yani boliinmekte
olan hiicrelerin orani yiiksek olmalidir. Bazi bitkilerde mitozun periyodik degisim
gosterdigi, yani giiniin belirli saatlerinde mitotik indeksin daha yiiksek oldugu

belirlenmistir. Kromozom hatalarinin indiiksiyonunu ¢aligmada kullanilan en eski, en basit
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ve en ucuz yontem, bitki kok uglarmin kullanilmast olmustur. Kok ucu teknigi, ozellikle

hatalara neden olan kimyasallarin ¢alisilmasi icin uygun ve giivenilirdir (Kihlman 1975).

Tarimsal triinlerin korunmas: icin kullanilan pestisit, insektisit, fungusit ve herbisitlerin
uzun veya kisa vadede cevreye ve diger canlilara verdigi zarar hala tartisilmaktadir. Fakat
mantar, bocek, bakteri, viriis gibi canlilar tarafindan meydana gelen hastaliklar da 6nemli
iriin kaybma neden olmaktadir. 2,4-D gibi pestisitlerin kullanimi her ne kadar iiriin
miktarini artirsa da, daha onceden de deginildigi gibi, bu kimyasal maddelerin kalintilarina,

bitkilerden insanlara kadar dogada rastlanilmas1 miimkiindiir.

Herbisitlerin olumsuz etkisi ise, tohumlarin ddlden dole saf olarak aktarilamamasidir.
Herbisit uygulamasi sonucunda yabanci otlarin dayaniklilik kazanarak genetik
biitiinliigiiniin bozuldugu ve bu nedenle saf tohum elde edilemedigi belirtilmistir. Herbisit
konsantrasyonu ve uygulama siiresine bagli olarak da mitoz doneminde bulunan hiicrelerin

etkilendigi bilinmektedir (Segmen 1977).

Bu nedenle pestisit, insektisit, fungusit ve herbisit kullanimlar1 yerine, yeni yontemlerin
gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Pestisit kullanimma alternatif olarak ortaya
cikan biyolojik miicadele giiniimiizde daha fazla 6nem kazanmustir. Ornegin Bacillus

thuringinensis (Bt) sporlarinin biyolojik miicadelede kullanimi ¢cok yaygindir.

Fakat giiniimiizdeki biyoteknolojideki gelismeler sayesinde, bdoceklere ve c¢esitli
hastaliklara dayanikli transgenik bitkiler iiretilmistir. Boceklere dayanikliligin artirilmasi
da, genelde Bt’den elde edilen endotoksinlerin bitkilerde sentetik genlerle sentezlenmesi
temeline dayanmaktadir. Bir gram pozitif bakteri olan Bt’nin bocek o6ldiiriicii etkisinin,
icinde bulunan kristal proteinlerden kaynaklandigr ortaya cikarilmis ve bu proteini
kodlayan genin izolasyonundan sonra bitkilere aktarimiyla cesitli patojenlere dayanikli

transgenik bitkiler elde edilmistir (Stewart vd 1996).

Ancak, transgenik bitki liretiminin yararlart beraberinde bazi sorunlari da getirmektedir.
Nitekim, yabanci genlerin diger bitki tiirlerine ge¢mesi, herbisitlere dayanikli yabani
otlarin gelisimi, monokiiltiirlerin artmasi, {iiretici haklarmin ihlal edilmesi ve iilke

ekonomisi lizerine etkileri gibi konular sorun olusturmaktadir.
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Bircok iilkede transgenik bitki ekimine karsi ¢ikilmasma ve transgenik bitkilerin ¢esitli
olumsuz etkilerine ragmen, transgenik bitki ekimi oldukga fazladir. Ornek olarak,
transgenik bitki ekimi ilk ekildikleri 1996 yilindan giiniimiize kadar gecen zamanda biiyiik
artis gostererek, ~125 milyon hektara ulagmistir. Transgenik misir ekimi ise 37.3 milyon

hektardir (Anonim 2009b).

Bakteriyel genlerin kullamildigi transgenik bitki iiretimi ¢aligmalarinin, uygun bitkisel
kokenli genlerle yapilmasi halinde daha da yayginlasacagina kesin goziiyle bakilmaktadir
(James 2006).

Bu tez ¢alismasimin temel amaci, ileride Tiirkiye’de de yapilabilecek olan transgenik misir
elde etme caligmalarinda kullanilabilecek, en yiiksek kallus olusturma oranmm saglayan,
buna karsin kromozomal sapmalar olusturmayan 2.4-D dozlarinin belirlenmesidir. Bu
nedenle, Tiirkiye’de yaygin olarak ekimi yapilan farkli kokenli misir gesitlerine, degisik
2,4-D dozlar uygulanarak, en etkili fakat kromozomal yap1 acisindan en zararsiz kallus

olusturma protokolii belirlenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde, oncelikle “Bitkilerde 2,4-D ile ilgili yapilan doku kiiltiirii ¢caligmalart ve
gozlenen kromozomal degisimler” ile “Hayvanlarda ve insanlarda 2,4-D ile ilgili yapilan

calismalar ve gozlenen kromozomal degisimler” tarih sirasina gore 6zetlenmistir.

2.1. Bitkilerde 2,4-D ile ilgili yapilan doku Kkiiltiirii calismalar1 ve gozlenen

kromozomal degisimler

Unrau ve Larter (1952) ve Unrau (1954) tarafindan yapilan ¢alismalarda, 2,4-D herbisitinin
arpa ve bugdayin mayotik hiicrelerinde kromozomal anormallikleri artiric1 etkiye sahip
oldugu, erkencilik ve boylanma iizerinde kalitsal degisiklikler olusturdugu belirlenmistir.
Aymi arastiricilar bu c¢alismalarinda, pentaklorofenol ve 2,4-D herbisitlerinin hiicre

boliinmesini azalttigini bulmugslardir.

Croker (1953)’tin belli dozlarda 2,4-D’yi Allium cepa’ya uygulamasi ile ilgili caligmada,
24-D dozunun artirilmasiyla, kromozomlarda kromatin kopriileri, kromatit parcalari,
parcalanmig, halka veya geri kalmis (laggard) kromozom olusumu, kromozomlarda

yapisiklik bulunmustur.

Kar (1975) tarafindan, Pisum sativum bitkisine 2,4-D herbisitinin uygulanmas1 sonucunda,
tetraploidi ve daha yiiksek seviyelerde poliploidi rapor edilmistir. Ayrica, 2,4-D’nin
kromatin ve kromozomlarin parcalanmasma ve erezyonuna (asinmasina) neden oldugu
(Mohandas ve Grant 1972), poliploidi ve andploidi gibi olusumlara neden olarak
kromozomal hata frekansin1 artirdigi (Deambrogio ve Dale 1980, Fiskesjo vd 1981)

bilinmektedir.

Schaeffer vd (1979), Kitt, Coker 75-6, Boart, GWO 1809, Arthur 71, Staddard, Olaf ve
Centurk bugday cesitlerinin olgunlagsmis embriyolarini {i¢ ortamda kiiltiire almislar ve
kallus olusumunu gozlemislerdir. Denemede kullandiklari ortamlar, 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l
2,4-D, 2 mg/l kinetin, 50 ml Hindistan cevizi siitii, 250 mg maya ekstrakti ve inorganik
tuzlar iceren Bloydes ortami, 0.1 mg/l sitokinin, 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l NAA ve 146 mg/l
glutamin ilavesi yapilmis olan MS ortami ile 5 mg/l IAA, 0.1 mg/l kinetin, 1 mg/l NAA ve
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146 mg/l glutamin ilavesi yapilmis MS ortamlaridir. Bu ortamlardan sadece, 0.1 mg/l
sitokinin, 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l NAA ve 146 mg/l glutamin ilavesi yapilmig MS (1962)
ortamimin bir¢ok cesit icin uygun oldugu belirlenmistir. Yiiksek kallus olusum orani ve
farklilagma kapasitesi agisindan Kitt bugday ¢esidinin, embriyo kiiltiirii caligmalarinda en

1yi sonucu verdigi belirtilmigtir.

Shimada ve Yamada (1979) tarafindan Chinese Spring ve Salmon bugday cesitleri
embriyolarinin 2 mg/l 2,4-D igeren RM-64 basal ortamda kiiltiire alindig1 bir caligmada,
arastiricilar 14. giin sonunda embriyolarin yesil noktalar iirettigini bulmuslardir. Bugday
embriyolarinda 8 ay siire ile yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda en uygun ortamin 2 mg/1

2,4-D oldugunu bildirmislerdir.

Sears ve Deckard (1982), 29 bugday c¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan
embriyogenik kallus olusumunu ve kalluslarin rejenerasyon kabiliyetlerini arastirmislardir.
Ele alinan bugday cesitlerinin olgunlasmamis embriyolarinit MS + 1 mg/l 2,4-D iceren
ortam lizerinde kiiltiire almiglardir. Elde edilen embriyogenik kalluslar MS + 1 mg/l 2,4-D
iceren ortam lizerinde kiiltiire almarak ¢ogaltilmistir. Bugday kalluslart MS + 0.1 mg/l 2,4-
D iceren ortam iizerinde kiiltiire alinarak bitki rejenerasyonu desteklenmistir. Kalluslardan
rejenere edilen bitkiler MS ortami {izerinde kiiltiire alinarak rejenerasyon islemi
tamamlanmistir. Yapilan bu caligmada 18 bugday genotipi 4 kez alt kiiltiire alindiktan
yaklagik 90-125 giin sonra 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 baglh oldugu ve uygun genotip kullanildiginda ise olgunlasmamis

embriyolardan stabil bir sekilde embriyogenik kalluslar elde edilebilecegi belirlenmistir.

Ozias-Akins ve Vasil (1983), bugdayda 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. Arastirmacilar,
2,4-D miktarindaki artisla birlikte eksplant basma kallus taze agirliginin ve hiicre sayisinin
artigim1 belirlemislerdir. Ayni1 zamanda, 2,4-D’nin 2 mg/l ve daha yiiksek miktarlarinda
kalluslarin diizensiz biiyiidiiklerini ancak bunun yani sira hiicre boliinmesinin arrtigini
bildirmiglerdir. Kallus olusumu ve gelisimi icin 2 mg/l 2,4-D miktarinmn optimum
oldugunu bulmuslardir. Ayrica sitolojik deneylerle, aseto-karmin boyama yOntemi

kullanilarak yapilan preparatlarla, kromozom sayisinda degisme olmadigi belirlenmistir.
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Zhou ve Lee (1983), Chinese spring ve Frederick bugday cesitlerinde 2,4-D ve diger 12
oksin tipinin olgun embriyodan kallus olusum oranmna etkisini aragtirmiglardir. Bu
aragtirma sonucunda, kallus olusum oraninmn ve uygun oksin tipinin ¢esitlere gore degistigi

belirlenmistir.

Bajaj (1984), bugday ve celtigin anter ve olgunlasmamis embriyolarini siv1 azot icerisinde
saklayarak eksplantlarin rejenerasyon kabiliyetini arastirmistir. Sivi azot icerisinden
cikarilan eksplantlar, MS + 0.2 mg/l 2,4-D igeren ortam iizerinde kallus gelisimini
arastirmak icin kiiltire alinmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslar rejenerasyon i¢in
MS + 1 mg/l IAA + 5 mg/l BAP + 500 mg/I kasein hidrolizat iceren ortam iizerinde kiiltiire
alinmistir. Arastirma sonucunda, polen ve olgunlasmamis embriyolarin sivi azot igerisinde
uzun siire canliligini korudugu ve bunlardan da bitkiler elde edilebildigi ortaya

konulmustur.

Lu vd (1984)’nin ¢avdarda yaptiklar1 doku kiiltiirli calismasinda, 2,4-D ve sakkarozun
cesitli  konsantrasyonlar1 ile hazirlanan MS ortaminda c¢avdarin olgunlagsmamis
embriyolarini kiiltire almiglardir. En iyi sonu¢ 2.5 mg/I’'lik 2,4-D uygulamasinda elde
edilmistir. Fenoksiasetik asit, 2,4-D, 2,4,5-T ve MCPA (2-methyl-4-klorophenoksiasetik
asit)’nin, embriyonik kallus baslatmada ve embriyo olusumunda NAA, IAA ve IPA gibi
oksinlerden daha etkili oldugu kaydedilmistir. Embriyolarin skutellumlart yukan gelecek
sekilde kiiltiire alindiklarinda, daha fazla embriyogenik kallus olusturmustur. Ayrica

embriyolarin, sitokin ve GA3 iceren ortama aktarildiginda filizlendigi gbzlemlenmistir.

Tanner ve Scott (1986), bugdayin olgunlasmamis embriyolarinin epiblastlarindan
embriyogenik kallus olusumunu etkileyen faktorleri inceledikleri ¢alismada, embriyolar
MS ortaminda skutellumlart yukarnn gelecek sekilde ortama yerlestirmislerdir.
Epiblastlardan kallus olusumunun genotip, embriyonun gelism devresi ve 24-D
konsantrasyonu tarafindan etkilendigi, embriyogenik kallus olusturan embriyo sayisinin
genotiplere gore %10-72 arasinda degistigi belirlenmistir. Embriyogenik kallus olusumu

icin 2,4-D’nin 1puM’dan daha yiiksek seviyede olmasi gerektigi belirlenmistir.

Chawla ve Wenzel (1987), arpada siirgiin rejenerasyonunun hormonsuz ortamda ya da 2,4-
D’nin diisiik konsantrasyonlarinda, IAA ve BAP iceren ortamlardan daha iyi oldugunu

bildirmislerdir.
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Papenfus ve Carman (1987), olgunlasmamis bugday embriyolarinin, 2,4-D ve dikamba
ilavesi yapilmig MS ortaminda, kallus olusumu, c¢imlenme ve siirgiin olusturma
durumlarim1 gézleme amaciyla bir calisma yapmiglardir. 14 ile 24 giinliik embriyolarin 2
mg/l dikamba iceren MS ortaminda, 2 mg/l 2,4-D iceren MS ortamina gore daha fazla

kallus olusturdugunu bulmuslardir.

Wang (1987)’1n ii¢c musir hatt1 (A632, B73, Mol7) kullandig1 calismada, olgunlagmis misir
embriyosunda kallus olusumu belirlenmistir. Kallus olusumu icin 1 mg/l 2,4-D; 2mg/1 2,4-
D; 1mg/l 2,4-D, 10 uM TAA ve 10 uM Ze; 1mg/1 2,4-D, 10 uM TAA ve 10 uM Ze iceren
MS ortamlart kullanilmistir. Kallus i¢cin MS ortaminda ayrica, 2 mg/l dikamba, 25 mM
prolin ve 100 mg/l kasein hidrolizat kullanilmistir. Kallus ortaminda 2 hafta siiresince
karanlikta, 26°C’de bekletilen 6rnekler, hormonsuz MS ortamina aktarilmis ve 8-10 cm
bitkicik haline gelince rejenerasyonlar1 tamamlanmistir. Elde edilen sonuglara gore, kallus
olusumu %23 (B73) ile %100 (Moll7) arasinda gozlenmistir. 2 mg/l 2,4-D biiylime
hormonu kullanilan 6rneklerde, kallus gelisimi en yiiksek oranda bulunmustur. 1 mg/l
2,4-D uygulanan misir 6rnekleri ile 2 mg/l 2,4-D ile uygulanan misir 6rneklerinden elde

edilen sonuclarin birbirlerine yakin oldugu belirlenmistir.

Tuberosa vd (1988), 8 ekmeklik bugdayda yaptiklar ¢alismada, olgunlasmamis embriyo
kiiltiiriinde, embriyolarin besi ortamima konulurken skutellumun yukar1 dogru gelmesi,
olgun embriyolarda ise skutellumun ortamla temas etmesi halinde kallus olusabilecegini
bildirmislerdir. Olgunlasmamis ve olgunlagsmis embriyolarin, bunun aksi sekilde
yerlestirildigi zaman cimlendikleri goriilmiistiir. Arastiricilar, kallus olusumunun 10-14.
giinde basladigmi, ¢imlenme durumunda ise 3-4 giin icerisinde koleoptilin ciktigini

gozlemislerdir.

Kim ve Kim (1989), bir bugday cesidinin (T.aestivum L. Cv. Jang Kwang) olgun
embriyolarindan olusturulan kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurarak tek hiicre
kiiltiirleri elde etmis ve bu hiicre kiiltiirlerinde bitki rejenerasyonunu gerceklestirmislerdir.
Ayrica hiicrelerin 10 pM 2,4-D iceren MS ortaminda kiiltiire alindiklarinda, embriyogenik
kallus gelisiminin olumlu yonde arttig1 belirlenmistir. Embriyogenik kalluslarin 10 mg/1
giimiis nitrat (AgNO3) iceren hormonsuz MS ortamina transfer edildiklerinde, somatik

embriyo ve siirgiin olusumunun gerceklestigi bildirilmistir.
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LoSchiavo vd (1989) tarafindan bitkilerde yapilan c¢aligmalar sonucunda, 24-D
hormonunun yiiksek miktarlarda uygulanmasina bagli olarak, sitozin metilasyonunun
carpict bir sekilde artigr belirlenmistir. 0.5-2 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulanan 2,4-D
hormonunun etkisiyle, 5-metilsitozin varliginda sadece 5 giin igerisinde %16-40 oranlar

arasinda azalma gozlenmistir.

Bannikova ve Barabanova (1990)’'nin in vitro kosullarda kiiltiire alinan kishik bugdayin
olgun embriyolarinin histolojik karakterlerini incelemek amaciyla yaptiklar ¢alismada,
kiiltiire alinan olgun embriyolarda baz1 degisikliklerin meydana geldigi, materyalin kiiltiire
alimindan 2 giin sonra, skutellum bolgesinde mitotik boliinmelerin basladig1 ancak somatik
embriyolarin olugsmadigi, bunun yaninda bazi koleoptillerin ve ikincil koklerin olustugu
belirlenmistir. Ayrica olgun embriyolardan elde edilen kalluslarin bitki rejenerasyon

yeteneginin ¢ok diisiik oldugu bulunmustur.

Redway vd (1990), embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 8 bugday cesidinin
olgunlasmamis embriyolarini, 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 oldukg¢a diisiik
olmustur. Olgunlagsmamis embriyolardan kallus olusumu denenen farkli ortamlardan
11 tanesinde, Onemli Olgiide embriyogenik bugday kalluslart elde edilmistir. Ortam
denemesinde en fazla embriyogenik kallus olusumu 2 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda
gozlenmistir. Ortamlar tizerinde nodular kompakt kirli beyaz ve kompakt beyaz renkte iki
tip embriyogenik kallus elde edilmistir. Kalluslar bitki rejenerasyonunu saglamak amaciyla
MS + 1 mg/l IAA + 1 mg/l zeatin iceren ortam iizerinde kiiltiire alinmistir. Her iki
embriyogenik kalluslardan bitki rejenerasyonu goézlenmistir. Bir aylik kalluslar
rejenerasyon ortamina alindiginda yesil siirgiinler elde edilmistir fakat anterlerden elde
edilen kalluslardan bitki rejenerasyonu diger eksplantlara gore daha az olmustur.
Kalluslarin, yaklasik bes ay kadar alt kiiltiire alindiktan sonra, rejenerasyon kapasitesini

kaybettigi gozlenmistir.

Vasi vd (1990), yapmis olduklar calismada bugdayin olgunlagmamis embriyolarii 2 mg/1
24-D iceren MS ortami iizerinde kiiltiire aldiktan sonra, elde ettikleri embriyogenik
kalluslarin rejenerasyonunu saglamak amaciyla farkli hormon konsantrasyonlar ve

kombinasyonlar1 iceren (BAP, Kinetin, zeatin, 2,4-D, IAA) MS ortami iizerinde Kkiiltiire
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almiglardir. En iyi rejenerasyon ortamimin 1mg/l zeatin + 1mg/l IAA iceren MS ortami

oldugunu belirlemislerdir.

Pavlica vd (1991), Allium ascalonicum L.ye farkli dozlarda 24-D kimyasali
uygulamislardir. Uygulama sonucunda, 2,4-D’nin mutajenik etkili oldugu, giiclii bir
sitotoksik oldugu belirlenirken, ayn1 zamanda laggard kromozomu ile koprii olusumu da

gozlenmistir.

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

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

Roy vd (1992), adi miirdiimiik (Lathyrus sativus) kok eksplantlarmi kullanarak yaptiklari
calismalarinda, kallus ve siirgiin gelisiminin sadece 10.7 uM NAA ve kallus asamasinda
kinetinin artirllan konsantrasyonlarinin (14 giin 0.9 uM ve 18 giin 1.4 uM) bulundugu MS
besi ortaminda elde edilebildigini, olusan siirgiinlerin 0.5 uM IBA ilave edilmis Y2 MS
ortamimda koklendirildiklerini ve siirgiin eldesinin yi1l boyu devam ettigini, ancak
rejenerasyonu saglayan bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢ok spesifik ve sinirli oldugunu

bildirmislerdir.

Rakoczy-Trojanowska ve Malepszy (1995), cavdarda kendilenmis hatlarin olgunlagsmamais
embriyolarini 3 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda kiiltire almiglardir. Arastiricilar, F1, F2
ve F3 generasyonlarinda analizler yapmugslar, embriyogenik kallus {iiretenlerde
rejenerasyonun resesi genler tarafindan kontrol edildigini, buna karsin embriyogenik kallus
tiretmeyenlerin dominant genler tarafindan idare edildigini ve hi¢ yanit vermeyenlerin en

az iki genin etkilesimiyle kontrol edildigini bildirmislerdir.

Bommineni ve Jauhar (1996), makarnalik bugdaym 4 cesidinin olgunlagsmamis

embriyolarindan skutellumlart alarak rejenerasyon calismast yapmislardir. Kallus
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baslangici olarak sakkarozun farkli iki seviyesi ve ii¢ degisik katilagtirici kullanmiglardir.
Tim cesitler, 2 mg/l 2,4-D, % 3 sakkaroz ve % 0.8 agar iceren ortamda kiiltiiriin 2-3.
giiniinde kallus olusturmustur. Arastirmacilar tarafindan embriyogenik kalluslarin 3-4 hafta
icerisinde somatik embriyo olusturdugu, hormonsuz ortama aktarildiktan sonra ise

rejenerasyon goriildiigii bildirilmistir.

Fennel vd (1996), 48 bugday cesidinin olgunlasmamis embriyolarin1 3 farkli ortamda
kiiltiire alarak embriyogenesis oranini arastirmiglardir. Denemede olgunlagsmamis
embriyolar N6, dikamba (E1), MS, 2,4-D (E3) ve MS, 2,4-D ve aminoasitler (ES) iceren
ortamlar iizerinde kiiltire almmustir. Elde edilen embriyogenik kalluslar bitki
rejenereasyonu icin MS + 0.5 mg/l IAA + 1 mg/l BAP + 40 mg/l thiamin + 150 mg/l
l-asparagin + %2 sakkaroz iceren ortam iizerinde kiiltire alinmistir. Bugday genotipine
bagli olarak olgunlasmamis embriyolardan elde edilen kalluslar %2-94 oraninda olmustur.
ES ortami iizerinde gelisen 13 bugday cesidinin, E3 ortami iizerinde gelisen 3 bugday
cesidinin ve El ortami iizerinde gelisen 1 bugday cesidinin kalluslarindan bitki
rejenerasyonu %350 oraninda olmustur. Kallus ortamlar1 iizerinde elde edilen embriyonik
kalluslar dort kez alt kiiltiire alindiktan sonra bitki rejenerasyon oranm1 41 bugday hattinda

%85 olarak gdzlenmis, yedi hatta ise bu oran %15 olarak belirlenmistir.

Romagnoli vd (1996), Pampenea isimli bir yonca ¢esidinden elde edilen R11 genotipinde
yaprak segmentlerini 6 farkli ortamda Kkiiltiir ettiklerini, somatik embriyo {iretimi acisindan
en iyi uygulamanin, eksplantlarin 10uM 2,4-D ve 4,6 uM kinetin ilave edilmis MS besi
ortamimda kiiltiir edilmeleri sonrasmmda 10-20 pM NH4 ve 30 pM prolin iceren MS
ortamina transfer etmek oldugunu, bu sekilde yaptiklari uygulama sonucunda petri basina
500’itin iizerinde somatik embriyo elde ettiklerini ve olusan somatik embriyolardan MS
veya ¥2 MS ortaminda, dondr bitkilerden farklilik gostermeyen rejeneratlar elde ettiklerini

bildirmektedirler.

Viertel ve Hess (1996), Turbo ve Nandu yazlik bugday (Triticum aestivum L.) ¢esitlerinde
4 ve 10 giinliik fide kok ucglarinin eksplant olarak kullandiklar1 arastirmada, indiiksiyon
ortaminda 10 uM 2,4-D ve alt kiiltiirde SuM 2,4-D kullanmak suretiyle modifiye edilmis
L3 ortaminda Turbo cesidinin 4 giinliik fidelerden alinan kok uglarmin %90’ninda
embriyogenik kallus olustugunu, en yiiksek bitki rejenerasyonunun 2,4-D icermeyen fakat

2.22 uM BAP ve 0.27 uM NAA ilavesi ile modifiye edilmis MS ortaminda saglandigini,
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Turbo genotipinde biitiin embriyogenik kalluslarin 4 giinliik fidelerden saglandigini ve
bitki rejenerasyonunun sadece embriyogenesis yoluyla gerceklestigini, Nandu genotipinde

de benzer sonuglar alindigini belirlemislerdir.

Ozgen vd (1997), in vitro kosullarda yonca (Medicago sativa L.) cesitlerinin hizli
cogaltimi i¢in yaptiklart caligmada, El¢i ve Mesa-Sirsa yonca c¢esitlerinde ¢imlendirme ile
elde edilen fidelerden alinan sapg¢iklarda, in vitro kosullarda siirgiin olusumu sagladiklarini
bildirmislerdir. Sapc¢iklarin farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MS ortaminda
biyiitiildiigli, stirgiin sayisinin, El¢i ¢cesidinde en fazla 2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA,
Mesa-Sirsa ¢esidinde ise 1 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA igeren kiiltiir ortamlarinda oldugu
belirtilmistir. Her iki ¢esitte de, ortalama sap uzunlugunun 2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA
iceren kiiltiir ortaminda onemli bir sekilde daha fazla elde edildigi, kiiltiir ortamina ilave
edilen IBA oraninin artirilmasi ile kdklenme miktarinin % 80-90 oranina ulastigr ve
cesitlerde farkli IBA konsantrasyonlarinin her bir siirgiinde olusan kok sayismi onemli
miktarda etkiledigi fakat her bir siirgiinde olusan kok wuzunlugunda IBA
konsantrasyonlarinin bir etkisi olmadig bildirilmistir. Bununla beraber, El¢i ¢esidinin her
bir k6k uzunlugunun Mesa-Sirsa ¢esidinden daha fazla bulundugu ve kiiltiir ortaminda

tiretilen siirgiinlerde somatik kromozom sayilarinin degismedigi gézlenmistir.

Ivanov vd (1998), 5 farkli bugday cesidinin olgunlasmamis embriyolart kullanilarak MS, 2
mg/l 2,4-D, 20 g/l sakaroz, 8 g/l agar, pH 5,8 ortam1 iizerinde kiiltiire alarak embriyogenik
kalluslar elde etmislerdir. Daha sonra embriyogenik kalluslar bitki rejenerasyonunu
gerceklestirmek icin MS, 0,1 mg/IAA, 0,5 mg BAP, 20 g/l sakaroz, 8 g/l agar pH 5.8
ortamu lizerinde kiiltiire alinmistir. Bitki boyu 5-6 cm’ye ulastiginda koklendirilmek iizere
5 mg/TAA, 0.1 mg/l Kinetin, 146 mg/l L-glutamin, 20 g/l sakaroz, 8 g/l agar igceren MS
ortami iizerinde kiiltiire alinmistir. Koklenen bitkilerin vernalize edilmek iizere tiipler
icerisinde 2-4 °C’de 4-5 hafta muhafaza edilmistir. RO rejenerantlari daha sonra sera
kosullarinda normal fizyolojik gelisimini tamamlamistir. Arastirmacilar yapmis olduklari

calismada, R3 ve R4 generasyonlarmi elde etmislerdir.

Machii vd (1998), 107 bugday cesidinin olgunlasmamis embriyolarindan embriyogenik
kallus olusumunu ve bitki rejenerasyon kabiliyetini arastirmislardir. Tozlanmadan yaklasik
14 giin sonra alman olgunlagsmamis bugday embriyolar1 embriyogenik kallus olusumu i¢in

MS + 2 mg/l 2,4-D + 0.25 mg/l absisik asit (ABA) + 500 mg/l L-glutamin + 100 mg/l
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prolin + 100 mg/l kazein hidrolizat + 60 mg/l maltoz + pH 5.8 ve 2 g/l fitojel iceren
ortamlar iizerinde karanlik kosullarda kiiltiire alimmistir. Elde edilen embriyogenik
kalluslarin rejenerasyon icin MS + 0.5 mg/l BAP + 30 g/l sakaroz + 2 g/l fitojel pH 5.8
olan rejenerasyon ortami kullanilmistir. Arastirmada ele alinan 107 bugday c¢esidinden 83
tanesinde embriyogenik kalluslar elde edilmis, bunlardan 45 bugday cesidinde 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 edilmesinin, bugday embriyolarinin kalitesine ve canliligina

bagli oldugu sonucuna varilmistir.

Ozgen vd (1998), 12 adet kislik bugday (7. aestivum L. Cv. Gerek 79, Haymana 79,
Bezostaja 1, Bolal 2973, Basak 95, Sadova 1, Tosun 21, Yayla 305, Yektay 06, Sivas
111/33, Kirag 66 ve T-115) genotipini irdelemislerdir. Calismada, tohumlar 2 saat siire ile
steril suda (33°C) beletilip sisirilmistir. Kallus ortami icin, 8 mg/l 2,4-D, 20 g/l sakkaroz ve
4g/l agar kullamlmistir. Inkiibatorde 25+1°C sicaklik ve karanlikta 11 giin bekletilerek
gelismesi saglanan kalluslar, bu siire sonunda hormonsuz ortamlara aktarilmis ve petriler
iklim odasinda 3 hafta siire ile 25£1°C sicaklik ve 16 saat 151k- 8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarinda bekletilmistir. 3 hafta sonunda 1-1.5 cm boyundaki kok uclan kesilerek,
a-monobromonaftalinin sudaki doymus eriyiginde (6ml/l) 4 saat bekletilmistir. Daha sonra
tespit i¢cin glasiyal asetik asitte, yarim saat oda sicakliginda tutulmus ve 1 N HCI asitte
60°C’de 10 dakika siire ile hidroliz edilmistir. Feulgen boya icerisinde bekletilen koklerin
u¢ kismmin iizerine bir damla %45°lik asetik asitten damlatilarak preperat hazirlanmistir.
Mikroskopta bugday mitotik kromozom sayilar1 incelenmistir. incelenen 12 adet kishik
bugday cesidinde, T-115 cesidinin en yiiksek kallus frekansina (%98.3) ve yine en yiiksek
rejenerasyon kapasitesine (%96.6) sahip oldugu gézlenmistir. Yapilan sitolojik arastirmalar
sonucunda ise, s0z konusu bugday cesitlerinin 2n=6x=42 somatik kromozoma sahip

oldugu gozlenmistir.

Barro vd (1999), 8 bugday cesidinin ve 7 arpa c¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarini ve
yapraklarini1 kullanarak somatik embriyogenesisi ve bitki rejenerasyonunu arastirmislardir.
Bugday yapraklari ve olgunlasmamis embriyolar 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l pikloram igceren
MS ortamlan iizerinde karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglara gore

pikloram igeren kallus ortamlan {izerinde bugday yapraklarindan somatik embriyo
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gelisimi, pikloram icermeyen kallus ortamlarina 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.

Varshney vd (1999), ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin olgun embriyolarina
farklt 2,4-D dozlart (0.5, 2.5 ve 5 mg/l) uygulayarak MS ortaminda kiiltire almislar ve

rejenerasyon i¢in optimum dozun 2,5 mg/1 2,4-D oldugunu bulmuslardir.

Benkirane vd (2000), 10 bugday cesidinin yapraklarindan ve bugday koleoptilinden
somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonunu arastirmislardir. Bitki parcalarimi farkli
2,4-D konsantrasyonu (2.3-11.3 pM) iceren MS ortamlar1 iizerinde kiiltiire almiglardir.
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 uM 2,4-D iceren MS ortami iizerinde emriyogenik kalluslar elde
edilmigstir. Elde edilen embriyogenik kalluslar bitki rejenerasyonu i¢cin MS + 0.9 uM 2,4-D
+ 0.5 puM sitokinin igeren ortam iizerinde kiiltire alinmistir. Koleoptil segmentlerinden
kallus olusumunun ve bitki rejenerasyon oraninin yaprak segmentlerine gore daha az
oldugu bulunmustur. Koleoptilin biiyiikliigiiniin bitki rejenerasyonunda onemli oldugu
bulunmus ve 1 mm uzunlugundaki koleoptillerden bitki rejenerasyonunun 2-4 mm’lik
doku parcalarina oranla daha fazla oldugu goézlenmistir. Kallus olusumunda 2.4-D
konsantrasyonlar1 arasinda bir farklilik gozlenmezken, bitki rejenerasyonu asamasinda

9 uM 2.4 D iceren ortamlar daha iyi sonu¢ vermistir.

Delporte vd (2001), bugdayda olgunlagsmis embriyolardan bitki rejenere etmislerdir.
Olgunlasmis steril edilen ezilmis parcalarin eksplant olarak kullanildigi c¢alismada,
eksplantlar 10uM 2,4-D iceren ortamda kiiltiire alinmis ve 24 saat igerisinde hiicrelerde
gelisim gozlenmistir. Bu calisma sonucunda, eksplantlardan bircok embriyo elde

edilmigstir. Kallus olusum oraninim ise %90 oldugu rapor edilmistir.

Birsin vd (2001) tarafindan on yulaf cesidi/hatti (Ankara-76, Ankara-84, A-803, A-804,
A-805, A-821, A-822, A-823, A-824 ve A-825) kullanilan calismada, olgun yulaf

embriyosundan kallus olusumu ve rejenerasyon yetenegini belirlenmistir. Kallus olusumu
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icin biiyiimii diizenleyici olarak 2 mg/l 2,4-D, 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve 4.43 g/l MS
iceren kat1 MS ortami kullanilmistir. Bitki rejenerasyonu icinde, 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l
agar ve 4.43 g/l MS iceren kati MS ortami kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, kallus
olusumu %50 (A-805) ile %95 (A-821) arasinda, kallus agirligi 0.8 (A-805) ile 1.4 (A-821)
arasinda, rejenerasyon kapasitesi %69.3 ile %93 arasinda, kiiltiir etkisi %38.8 ile %80.0
arasinda, bitki sayis1 1.5 ile 9.3 arasinda gozlenmistir. Kallus olusumu ve rejenerasyon
kapasitesinin ¢esit ve hatlara gore degistigi, kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi
arasinda onemli bir iligkinin olmadig, rejenere bitki sayisinin dogrudan kallus olusumuna

bagli oldugu belirlenmistir.

Gallego vd (2001), Medicago arborea’nin somatik embriyolarinin verimli iiretimi i¢in
kotiledon, hipokotil, petiol ve yaprak gibi eksplantlar kullanilarak etkili bir bitki
rejenerasyon sistemi gelistirmislerdir. Kullanilan en uygun somatik embriyogenesis
kaynaginm iki basamakli bir protokol oldugu bulunmustur. Eksplantlar 16 saat
fotoperiyotta iki ay 9 uM kinetin ve 9 uM 2.4-D iceren MS ortaminda inkiibe edilmis,
bunu takiben 2.25 uM 2,4-D iceren kinetinsiz MS ortamina transfer edilmistir. Kiiltiiriin
ikinci basamaginda oksin miktarini azaltmanm (2.25uM) ve sitokinin yerini degistirmenin
somatik embriyo tiretiminin artirilmasinda uygun olmadig: belirtilmistir. En iyi eksplantin
kotiledon ve petioller oldugu bulunmustur. Somatik embriyolar SuM indolbutirik asit
iceren temel MS ortaminda kiiltiire alindiklar1 zaman normal bitkicikler olustugunu, kiiltiir
ortaminda thidiazuron kullanildigi zaman somatik embriyo olusmadigr belirlenmistir.
2.25uM 2.4-D’nin konsantrasyonu azaltildiginda ve ortamdan BA uzaklastirildiginda
petiol eksplantt ve BA kullanildiginda kiiltiiriin ikinci asamasinda embriyogenesisin

gerceklestigi belirtilmistir.

Gonzales vd (2001), 12 bugday cesidinin olgunlasmamis embriyolarindan kallus
olusumunu ve kallus %’sini arastirmak i¢in, elde ettikleri embriyolar1 4 farkli MS ortami
tizerinde kiiltiire almislar ve farkli karbon kaynaklan ile NaCl igeren bu ortamlarin her
birine 2 mg/l 2,4-D ilave etmislerdir. Elde edilen kalluslar hem kompakt hem de
embriyogenik oldugu gibi bazi kalluslar ise yumusak ve sulumsu bir goriiniiste
olmuslardir. Genotiplere bagli olarak elde edilen kallus oran1 % 54-100 arasinda
degismistir. Kalluslar rejenerasyon icin MS + 2.22 uM BAP + 2.68 uM NAA + 20 g/l
sakkaroz iceren ortamlar iizerinde kiiltiire alinmistir. Genotiplere ve kallus ortamlarina

bagli olarak kompakt kalluslardan bitki rejenerasyonu yumusak kalluslara gore daha fazla
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olmustur. En iy1 kompakt kallus gelisimi 30 g/l maltoz ve 30 g/l sakaroz + 2 mg/l NaCl
iceren ortamlar ilizerinde gdzlenmis ve bu ortamlar iizerinde elde edilen kalluslardan en

fazla bitki rejenerasyonunun gergeklestigi belirlenmistir.

He ve Lazzeri (2001), 4 farkli bugday c¢esidinin olgunlasmamis embriyolarin1 ve bitki
parcalarin1 kullanarak in vitro kosullarda embriyogenesis sikligini ve bitki rejenerasyon
yetenegini arastirmislardir. Embriyogenesisin olusumu i¢in farkli konsantrasyonlarda
pikloram ve 24-D denenmistir. Yapilan calisma sonucunda, olgunlagsmamis bugday
embriyolarinda somatik embriyogenesis olusumunun 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l pikloram
iceren ortamlarda daha fazla oldugu bulunmustur. Bitki rejenerasyonunun olgunlagsmamais
embriyolardan elde edilen kalluslardan, yesil aksamdan elde edilen kalluslara gore cok
daha iyi sonug¢ verdigi bulunmustur. Optimize edilen bu ortam iizerinde olgunlagsmamis
embriyolardan bitki rejenerasyon orant %97-100 oraninda gozlenirken (2 mg/l pikloram
iceren ortam lizerinde) yesil aksamdan bitki rejenerasyonunun ise %45-85 oraninda oldugu
(4 mg/l pikloram iceren ortam iizerinde) bulunmustur. Bitki rejenerasyonu i¢in kiiltiire
alinan embriyogenik kalluslarda 5 mg/l zeatin + 0.1 mg/l 2,4-D igceren ortam iizerinde bitki

rejenerasyon oraninda %20-30 arasinda bir artis gozlenmistir.

Popelka ve Altpeter (2001), kendilenmis ii¢ ¢cavdar hattinin olgunlasmamis embriyolarini
MS ortamimda karbonhidrat ve oksin kaynaklarinin cesitli konsantrasyonlarinda kiiltiire
almislardir. Arastirmacilar kallus olusumu iizerine karbonhidrat kaynaklarinin etkili
olmadigini, 2,4-D iceren ortamin dikamba ve pikloram iceren ortamdan daha 6nemli
oldugunu bildirmislerdir. Eksplant kaynagi olarak endosperm destekli olgun embriyo
kullanilmasi durumunda, kiiltiirden once yliksek dozda uygulanan 2,4-D gibi bitki biiyiime

diizenleyicilerinin somaklonal varyasyona neden oldugu belirlenmistir.

Vikrant ve Rashid (2001), triticalenin olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolarint MS ve
N6 ortamlarinda 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinda (4.5, 9.0, 18.0 ve 22.5 uM) kiiltiire
almislardir. En yiiksek kallus olusumunun MS ortaminda 9.0 uM 2.4-D dozunda, buna
karsin N6 ortaminda 18 uM 2,4-D dozunda meydana geldigini bildirmislerdir.

Vikrant ve Rashid (2002), DT-46 tritikale cesidinin olgunlasmis ve olgunlagsmamis
embriyolarindan elde edilen kalluslardan somatik embriyogenesisin olusumu 2.4-D

konsantrasyonu iceren (9-25 uM) MS ortami ve N6 ortami iizerinde arastirmislardir.
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Yapilan caligmalar sonucunda, olgunlasmamus tritikale tanelerinden alinan embriyolardan
embriyogenik kallus olusumunun daha iyi oldugu gozlenmistir. 2,4-D iceren MS ortami
tizerinde kiiltiire alinan yaprak segmentlerinden kallus olusumu bulunamamis, aksine
stirglin gelisimi gozlenmistir. N6 ortamu iizerinde somatik embriyogenesis olusumunun MS
ortamina gore daha fazla oldugu belirlenmistir. 2,4-D icermeyen MS ortam iizerinde

embriyogenik tritikale kalluslarindan bitki rejenerasyonu gerceklesmistir.

Ateeq vd (2002) ise pentaklorofenol, 2,4-D ve biitaklor pestisitlerinin Allium cepa kok ucu
hiicrelerine uygulanmasiyla yiiksek oranda kalgm kromozom bulmuslardir. Benzer sekilde
bircok c¢alismada pestisitlerin = Allium cepa kok uglarma uygulanmasiyla kalgin

kromozomlara rastlanmistir (Skorupska 1978, Chauhan ve Sundararaman 1990).

Mendoza ve Kaepler (2002), Bobwhite bugday cesidinin olgun embriyolarinda 4 oksin
tipinin 2,4-D, dikamba, pikloram, ve 2-MCPP [2-(2-metil-4-klorofenoksil) propiyonik
asit]’nin 4.5, 9.0 ve 18.0 uM miktarlarin1 ve sekerin (maltoz ve sakkaroz) farkli
sterilizasyonlarinin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine olan etkilerini
arastirmislardir. Kallus olusumu icin 25+10°C’de 48 saat karanlikta cimlendirilen
tohumlarn embriyolarin1 kullanmislardir. Kallus olusum ortaminda MS besinlerine ilave
olarak 5 mg/l glutamin, 2 mg/l glisin, 1 mg/l miyo-inositol, 1mg/l kazein hidrolizat,
0.5 mg/l nikotinik asit, 0.5 mg/l pirodoksin ve 0,1 mg/l thiamin igeren ortam
kullanmiglardir. Bitki rejenerasyonu ortami olarak, yar1 dozda MS inorganik tuzlarina ilave
olarak kallus olusumunda kullanilan benzer organik bilesikler kullanmiglardir. Bitki
biiylime diizenleyicileri olarak ise, kallus olusumunda kullanilan oksin tipine gore 0.1 mg/l
oksin ve 0.5 mg/l BA kullanilmistir. Calisma sonucunda kallus olusumuna oksin tipinin ve
dozunun etkisinin ¢ok énemli oldugu belirlenmistir. 2-MCPP hari¢ diger oksinlerde kallus
olusumu gozlemlenmistir. Pikloram ve dikamba konsantrasyonun artmasi kallus taze
agirhigimi artirmig, buna karsin 2,4-D konsatrasyonun artmasi kallus taze agirligimi
azaltmistir. Yine, ayn1 ¢alismada en yiiksek rejenerasyon orani, 18 uM (Yaklasik 4 mg/l)

dikamba igeren ve filtre sterilizasyonu yapilan sakkaroz iceren ortamda gézlemlenmistir.

Naqvi vd (2002), misirda (Z. mays var. EV-2097) farkli dozlarda 2,4-D (1, 2 ve 3 mg/l)
kullanmiglardir. Inkiibatorde 254+3°C sicaklikta 4 hafta bekletilerek kalluslarin gelismesi
saglanmustir. 4 hafta sonunda hormonsuz ortamlara aktarilmig ve petriler iklim odasinda

3 hafta siire ile 25%3°C sicaklik ve 16 saat 151k-8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda
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bekletilmistir. Elde edilen verilere gore kallus olusum frekansi, en fazla 2 mg/l 2,4-D
(%47)de, daha sonra sirastyla 3 mg/l 2,4-D (%18) ve 1 mg/l 2,4-D (%16) dozlarinda

gozlenmistir.

Giircan (2003) tarafindan armut (Pyrus communis L. Cu “Ankara”), ayva (Cydonia
oblanga Mill. Cu “ekmek”™), elma (Malus x domestica Barkh. Cv. “Gloster”), erik (Prunus
domestica L. Cu “Stanley”), kayis1 (Prunus armeniaca L.cu “Sekerpare”), visne (Prunus
cerasus L. Cu “Kiitahya”), kiraz (Prunus avium L.cu “Dalbast1”), ceviz (Juglans regia L.
“Kaman”), findik (Corylus avellana L. Cu “Tombul”) ve limon (Citrus limon L. Burm. Cu
“Kara limon”)’da disi organ dokularindan stigma, stil ve ovaryumdan somatik embriyo ve
kallus olusum oranlar1 iizerine, 1, 3 ve 5 mg/l 2,4-D oksinin etkileri incelenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda erik disindaki tiim tiirlerde 6zellikle 2,4-D uygulamalarinda, kallus

olusumlart meydana gelmistir.

Marcinska vd (2003), bugday x misir melezleme metodunda haploid embriyodan olusan
kalluslar ve bitki rejenerasyonu iizerinde 2,4-D ve dikamba oksinlerinin karsilagtirmali
etkilerini arastirmiglardir. Denemelerde 7 adet kishik heksaploid bugday (Triticum
aestivum) cesidi (Almari, Zorza, Tercja, Wanda, Emika, Izolda ve Kaja) kullanilmistir.
Melezleme islemlerinden sonra olusan haploid embriyolar, kallus gelisimini desteklemek
icin 2 ya da 4 mg/l 2,4-D veya dikamba bulunan MS Kkiiltiir ortamina aktarilmislardir.
Biitiin bugday genotipleri misir ile melezlemeden sonra haploid embriyo olusturmuslardir.
En yiiksek embriyo sayis1 %30 ile Almari cesidinden alinmistir. Diger ¢esitlerde bu oran
%7.2 ile %17.9 arasinda degigmistir. Farkli oksin cesitleri kullanmak sonuglari etkilemistir.
Izolda cesidinde dikamba ile yapilan uygulamalarda 2,4-D’ye gore iki kat daha fazla
haploid embriyo elde edilmistir. Kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu saglama yiizdesi

olarak da dikamba oksini, 2,4-D’ye gore daha yliksek sonu¢ vermistir.

Przetakiewicz vd (2003) bugday, arpa ve tritikalede olgunlasmamis embriyolarda doku
kiiltiirii calismislardir. Olgunlasmamis embriyolarda MS tuzlari, BS vitamini, %3 sakkaroz
iceren besi ortaminda ii¢ farkli oksin tipinin (2,4-D, dikamba ve pikloram) 3 mg/l dozlarini
ve kombinasyonlarint (I mg/l pikloram ve 1 mg/l 2,4-D; 1.5 mg/l pikloram ve 1.5 mg/l
dikamba; 1.5 mg/l pikloram ve 1.5 mg/l 2,4-D) kullanilarak, kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Arastirma sonucunda uygun oksin tipinin ve

dozunun genotipe gore degistigi bulunmustur.
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Zale vd (2004) yaptiklart calismada, Tiriticum monococcum, Triticum tausschii ve
Aegilops speltoides bitkilerine ait 47 farkli bugday ¢esidi ile 1slah hatlarinda, olgunlasmis
embriyolardan kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesini incelemislerdir. Zak (SWS),
Scarlet (HRS), Tara (SWS), Jageer (HRW), UC 1036 (HRS) ve Kyle durum bugday
genotiplerinde Fielder ve Bobwhite kiiltiir ¢esitlerine gore daha fazla kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonu gozlenmistir. Kallus olusumu ile kiiltiir arasinda 0.42 ve kallus

olusumu ile rejenerasyon kapasitesi arasinda 0.39 gibi iliskiler bulunmustur.

Birsin ve Ozgen (2004), eksplant kaynagi olarak olgunlasmanus bugday embriyosu,
endosperm destekli olgun bugday embriyosu ve endospermden tamamen ayrilmis bugday
embriyosunu kullanmislardir. Endosperm destekli olgun embriyoyu 8 mg/l 2,4-D’de,
endospermden tamamen ayrilmis olgun embriyolari ise 2 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda
kiiltiire almiglardir. En yliksek bitki rejenerasyonunun endosperm destekli olgun embriyoda

meydana geldigini bildirmislerdir.

Fazelienasab vd (2004) tarafindan bugday genotiplerinde ABA’nin farkli dozlarmin olgun
embriyo kiiltiiriine etkisinin arastirildig: bir ¢calismada, olgun embriyolar MS ortaminda 10
mg/l 2,4-D’ye ilave edilerek 0, 2, 4, 6 ve 8 mg/l ABA ile 30 g/l sakkaroz iceren ortama
yerlestirilmiglerdir. Kallus gelismesi bakimindan kiiltiir c¢esitleri arasinda farkliliklar
bulundugu belirtilmistir. Meydana gelen kalluslardan bitki rejenerasyonu i¢in 0.5 mg/l IAA
ve 1 mg/l benzilaminopiirin (BAP) iceren MS ortamina aktarilarak, ABA ilavesinin oksin
aktivitesini azalttigi, kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunu azaltici etkiye sahip oldugu

bildirilmistir.

Huang ve Wei (2004), Cin’de yetistirilen 7 musir hattinda (Zea mays 9046, C8605, 478,
8112, Mol7, Qi319 ve Sul), kallus potansiyelinin in vitro kosullarda belirlenmesi iizerine
calismislardir. Kallus olusum ortami hazirlanirken, N6 bazal tuzlari, BS vitaminleri, 2 mg/1
glisin, 690 mg/1 prolin, 1 g/l kasein hidrolizat, 30 g/l sakkaroz ve 8 g/l agar kullanilmstir.
Ayrica, kallus gelisimindeki farkliliklart gozlemlemek amaciyla farkl dozlarda 2,4-D (0, 1,
2,3, 4 ve 5 mg/l) biiyiime diizenleyicisi kullanilmistir. 3 hafta boyunca 27°C’de karanlikta
bekletilen misir embriyolarinin, kallus olusumu ve kallus agirligi parametreleri
belirlenmistir. Kallus olusumu, %28.5 ile %97.6 arasinda ve en yiiksek kallus gelisimi,
9046 ve C8605 musir hatlarinda gozlenmistir. Kallus olusumu icin optimal 2,4-D dozu
4 mg/1 olarak belirlenmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlardaki 2,4-D dozlarinm (5 mg/l
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2,4-D ve iistii), kallus olusum sayis1 ve kalitesini 6nemli dl¢iide degistirmeyecegi ve hatta
yiikksek konsantrasyonlardaki 2,4-D dozlarmin somatik mutasyona neden olabilecegi

vurgulanmstir.

Mohamed vd (2004), Macrotyloma uniflorum bitkisinin siispansiyon kiiltiirlinde somatik
embriyogenesis vasitasiyla bitkilerin in vitro rejenerasyonunu sagladiklari c¢alismada,
embriyogenik kalluslarin 9 uM 2,4-D iceren katt MS ortaminda yaprak segmentlerinden
meydana geldigini ve bu embriyogenik kalluslarin 2,4-D igeren sivi MS ortamina
aktirildiklarinda somatik embriyolarin farklilagtigini bildirmislerdir. 7.9 pM 2,4-D eklenen
MS ortammda somatik embriyolarin maksimum frekansa (%33.2) ulastiklarini
gozlemislerdir. Kotiledon-torpedo bi¢imli embriyolarin ¢imlenme ve olgunlasma igin
biiyiime diizenleyicisi icermeyen sivi MS ortamina aktarildiklar1 ve bunlarin yaklasik
%5’inin ¢imlendigi, ayn1 zamanda kati MS ortaminda daha fazla gelistikleri, ayrica
somatik embriyolarin indiiksiyonunda ve ¢imlenmesinde oksin, sitokinin, karbonhidrat,
aminoasit varyasyonlarinin etkili oldugu, ortama eklenen 7.9 uM 2,4-D, % 3 sakkaroz,
4 mg/l glutamin ve 1uM absisik asitin yiliksek frekansta somatik embriyo eldesinde ve ayni

zamanda gelisimde etkili oldugu bildirilmistir.

Pellegrineschi vd (2004), ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinde farkli NaCl ve 2,4-D
konsantrasyonlarin1 deneyerek kallus olusumunu ve kallusdan bitki rejenerasyonunu
arastirmislardir. Yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip olan MPB-Bobwhite 26 ve
Mexicali adli bugday cesitlerinin olgunlasmamis embriyolart aseptik kosullar altinda
cikarilarak 2.5 mg/l 2,4-D, % 2 sakkaroz, % 0.9 bakto agar iceren MS ortami iizerinde
kiiltiire alinmistir. Bir ay sonra olusan kalluslar farkli konsantrasyonlarda NaCl ve 2.4-D
iceren s1vi ortam i¢ersinde 20 giin siireyle kiiltiire alindiktan sonra yeniden 2.5 mg/l 2,4-D
iceren MS ortamu iizerinde kiiltire alinmistir. Bunu takiben 45 giin sonra embriyogenik
kalluslar hormon icermeyen MS ortami lizerine almarak bitki rejenerasyonu
gerceklestirilmistir. Deneme sonucunda MPB-Bobwhite bugday ¢esidinde kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonunun Mexicali bugday cesidine gore ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir.
MPB-Bobwhite bugday cesidinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu 1 mg/l 2,4-D,
I mg/l NaCl iceren MS ortami iizerinde, Mexicali bugday cesidinde ise 2 mg/l 2,4-D,

2 mg/1 NaCl iceren MS ortamu lizerinde gozlenmistir.
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Zapata vd (2004), arpada olgun embriyo Kkiiltiirinde MS, N6, SH ve J 25-8 ortamlarini
kullanmiglardir. En fazla kallus olusumu %75.5 ile 2 mg/l 2,4-D igeren J 25-8 ortamindan
elde edilirken, 2 mg/1 2,4-D iceren MS ortaminda bu deger %35’e diigmiistiir.

Ahmet ve Adak (2007), Irak florasinda genetik materyal olarak, yetistiricilik acisindan
onem tasiyan 5 bugday cesidinde (7. aestivum L. Irak, Temmuz 2, Eliz 66, Iba 99
Miisseccel ve Iba 99 Mussaddak) kallus ve rejenere bitkicik potansiyelinin in vitro
kosullarda belirlenmesi iizerine ¢alismislardir. Kallus olusumu i¢in 2 mg/l 2,4-D iceren
katt MS ortami ve bitki rejenerasyonu icin 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve 4.43 g/l MS
iceren katt MS ortami kullanilmistir. Calismada, kallus olusumu, kallus agirligy,
rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir etkisi ve rejeneratif bitki sayis1 parametreleri belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, kallus olusumu %88.75 (Eliz 66) ile %98.75 (iba 99
Musaddak) arasinda, kallus agirligi 0.7025 g (Temmuz 2) ile 7.2179 g (Eliz 66) arasinda,
kiiltiir etkisi %77.50 (Eliz 66) ile %97.50 (iba 99 Musaddak) arasinda, rejenerasyon
kapasitesi %86.75 (Eliz 66) ile %98.75 (Iba 99 Musaddak) arasinda, bitki sayist ise 3.50
(Iba 99 Musaddak) ile 16.26 (Temmuz 2) arasinda belirlenmistir. Kallus agirliginin yiiksek
olmas1 bitki sayisini artirmistir. Artan kallus agirligi, rejenerasyon yeteneginin yiiksek

olmasini saglamistir.

Birsin vd (2007), cin misirin (Zea mays everta Sturt) bazi yerel ve ithal genotiplerini
irdelemislerdir. Calismada, farkli biiyiime diizenleyicileri olarak 2,4-D, BAP ve TDZ
kullanilmistir. Tohumlarin 3 giin siire ile steril suda (33°C) bekletilerek sismeleri
saglanmustir. Kallus ortamu i¢in, 4 mg/l 2,4-D, 30 g/l sakkaroz ve 6 g/l agar kullanilmistir.
Inkiibatorde 25%1°C sicaklik ve karanlikta 2 hafta bekletilerek gelismesi saglanan
kalluslar, bu siire sonunda 2mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l BAP, 2mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l TDZ ve
2mg/l 2,4-D iceren ortamlara 3 gruba ayirilarak aktarilmis ve iki hafta daha inkiibatorde
tutulmustur. Bu asama sonunda gelisen kalluslar sayilarak, agirliklari belirlenmistir.
Rejenerasyon igin, 2 mg/l 2,4-D iceren ortamda gelistirilen kalluslar MSO (2,4-D
icermeyen) ortamina, 2,4-D ve 0.2 mg/l BAP ortaminda gelisen kalluslar 0.5 ve 1 mg/l
BAP ortamina ve 2 mg/l1 2,4-D+0.2 mg/l TDZ ortaminda gelisen kalluslar ise 0.5 ve 1 mg/l
TDZ ortamina aktarilmistir. Petriler iklim odasinda 4 hafta siire ile 25+1°C sicaklik ve
16 saat 151k-8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda bekletilmistir. Rejenere kallus sayilari

belirlenerek, rejenerasyon ve kiiltiir kapasitesi degerleri hesaplanmustir. Ithal genotipte

32



rejenerasyon kapasitesi 1 mg/l BAP dozunda (%88.87) elde edilmistir. Her iki genotipte de
BAP dozlar1 ve 0.5 mg/l TDZ’de yiiksek rejenerasyon kapasitesi olusurken, 1 mg/l TDZ’de
rejenerasyon kapasitesi diigsmiistiir. Yerel cesitte kallus agirhigmm 2 mg/l 2,4-D iceren
petride en yiiksek (2.47 g) oldugu gozlenmistir. Arastirma sonucuna gore, cin misirda en

yiiksek bitki rejenerasyonu ise, 0.5 mg/l TDZ ve 1 mg/l BAP dozlarindan elde edilmistir.

2.2. Hayvanlarda ve insanlarda 2,4-D ile ilgili yapilan caliymalar ve gozlenen

kromozomal degisimler

Prescott vd (1979), insanlarda klorofenoksi asidin yiliksek miktarlarda yutulmasi sonucunda,
2,4-D gibi klorofenoksi asitlerin metabolizmada asidosis (kanda asitlenme) olusturdugunu
bildirmislerdir. Bunun sonuclar olarak, elektrokardiyografide degisimler, miyotoni, kas
zafiyeti, kaslara oksijen tasiyan eritrositlerin idrarda goriilmesi, kan serumunda kreatin
fosfokinaz yiikselmesi, cizgili kas hareketlerinde hasarlar meydana gelmektedir. Ayni

zamanda kusma, ishal, bas agrisi, zihin kanisiklig1 gibi davraniglar da gézlenmektedir.

2,4-D’nin insanlarda eritrosit, 10kosit ve kirmizi kemik iligi hiicrelerinde say1 ve bigim
degisikligine, hemoglobinde ise miktar degisikligine neden olmasi, Non-Hodgkin
lenfomalara (Hardell 1981) ve yumusak doku sarkomasma (Sarma ve Jacons 1982) neden

oldugu belirlenmistir.

Turkula ve Jalal (1985), 2,4-D’nin memelilerde yiiksek dozlarda protein ve niikleik asit

sentezini azalttigin1 ve memeli enzim faaliyetlerini engelledigini bildirmislerdir.

Flanagan vd (1990), viicuttan 2,4-D atiliminin tiim tiirlerde idrar yoluyla gerceklestigini
bildirmislerdir. Bu c¢alismada, 2,4-D’nin insan viicudundaki ortalama yarilanma siiresinin
13-39 saat arasinda oldugu belirlenmistir. Cok yogun 2,4-D zehirlenmelerinde biling kaybi
yasanabilmektedir. Klorofenoksi bilesiklerin ozellikle de 2.,4-D’nin, sistematik toksisite
olusturmasiyla ilgili baslica belirtilerinin, istah kaybi1 oldugu bildirilmistir. Bobreklerde
bozulma, asidite, elektrolit dengesizligi sonucunda olusan organ bozukluklar1 gdzlenmistir.
Bloemen vd (1993) ve Knopp (1994) tarafindan yapilan caligmalarda ise, 2,4-D’nin

dogumsal anomalilere neden olabilecegi belirtilmistir.
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Keller vd (1994) tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda, bahsedilen etkilerin yani sira
2,4-D ile, bobreklerdeki bozulmalarda yiiksek potasyum ve diisiik kalsiyum gozlenmesi ile

kardiyovaskiiler yetmezlik ve mortalite olusumu rapor edilmistir.

Wang vd (1994), 2,4-D’nin gastrointestinal bolge tarafindan iyi bir sekilde absorbe
edildigini belirtmislerdir. Bu bilesiklerin akcigerler tarafindan absorblanmasinin daha diisiik
seviyede oldugu ve deriden absorbsiyonunun ise minimum miktarlarda seyrettigi
bildirilmistir. 2,4-D’nin suda ¢06ziiniirlik oranmin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu

yiizden viicutta dagiliminin yiiksek oranlarda gerceklestigi diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’'nde, TUBITAK ve Ankara
Universitesi Rektorliigii tarafindan desteklenen TOGTAG/1285 sayili proje ile kurulan
Biyoteknoloji Laboratuvari’'nda yiiriitiilmiistiir. Materyal olarak Tiirkiye’de halen
yetistirilmekte olan ve yaygin olarak ekimi yapilan, farkli kokenli 10 adet ticari misir ¢esidi

kullanilmistir. Ayn1 zamanda tiim musir ¢esitleri tescil edildikleri kurumlardan saglanmistir.

Calismada materyal olarak kullanilan musir ¢esitleri Pioneer 31N27, Pioneer 31P41,
Pioneer 3223, Pioneer 34N24, ADA8924, DKC 6022, BC666, TECTOR, ADAS523 ve
HELEN’dir.

3.1.1. Kullamlan misir ¢esitlerine ait genel ozellikler

Pioneer 31N27: Verim potansiyeli cok yiiksek bir cesittir. Genis bir adaptasyon
yetenegine sahiptir. Degisik toprak kosullarina uyumu iyidir. Genellikle orta ve
hafif biinyeli topraklara ekilmesi tavsiye edilmektedir. Sap1 ve kok sistemi cok
kuvvetlidir. Taneleri parlak ve cok kalitelidir. Cips sanayine uygun bir c¢esittir.
Yaprak hastaliklarmma dayaniklhidir. Hasat rutubeti diisiiktiir. Makinali hasata cok
uygundur. Akdeniz, Ege, Marmara ve Adapazarinda 1. iiriin ekimlerine tavsiye

edilmektedir (Pioneer Tohumculuk Firmasi, Adana).

Pioneer 31P41: Cukurova, Ege, Adapazari, Bursa yorelerinde ana iiriin olarak tavsiye
edilen ¢ok yiiksek verim potansiyeline sahip, etanol tiretimine uygun yiiksek verimi
olan bir c¢esittir. Birim alandan iiretilen iirlin agisindan, yiliksek miktarda etanol
ekstrakt edebilme imkan1 saglamaktadir. Taneleri portakal renginde ve hektolitre
agirligy cok yiiksektir. Temiz, parlak ve camsi tane yapisi olusturur. Cok giiclii sap
yapist ve kok sistemi mevcuttur. Bu nedenle yatmaya ve yikilmaya cok

dayaniklidir. Degisik toprak yapilarina karsi uyum yetenegi yiiksektir. Hem kumsal
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hem malaz (agir) biinyeli tarlalarda ekilebilmektedir. Kisa siireli stres kosullarina
yiiksek seviyede tolerans gosterme yetenegindedir. Tane rutubetini kaybetme hizi
yiiksek, hasat rutubeti diisiik ve yesil kalma yetenegi yiiksektir. Tiirkiye’de yaygin
olarak goriilen yaprak hastaliklarina karsi yiiksek seviyede toleranshidir. Makineli

hasata uygun bir ¢esittir (Pioneer Tohumculuk Firmasi, Adana).

Pioneer 3223: Pioneer Sirketinin gelistirdigi ana iirlin c¢esididir. Genis adaptasyon
kabiliyetine ve yiiksek verim potansiyeline sahip, yaprak hastaliklarina ve rastiga
dayanikli, sap ve kok sistemi ¢ok kuvvetli, strese dayanikli ve degisik toprak
kosullarina uyumlu, hasat rutubeti diisiik, hektolitre agirligr yiiksek, tane kalitesi
cok 1yi olan, makinal1 hasata ¢ok uygun olan ve ekim siklig1 dekara 7400-7700 olan

bir ¢esittir (Pioneer Tohumculuk Firmasi, Adana).

Pioneer 34N24: Silaj verim potansiyeli ¢ok yiiksek, orta erkenci bir ¢esittir. Sap1 ve kok
sistemi ¢ok kuvvetlidir. Degisik toprak kosullarina uyumu iyidir. Bitki yapisi
gosterisli olup, tane ve yaprak kalitesi ¢ok iyidir. Silajin hayvana daya faydali
olmasi icin Pioneer Silaj Inokulant1 (bakterisi) ile birlikte kullanilmasi tavsiye
edilmektedir. Silajin hazim edilebilirlik derecesi, enerji ve protein orani cok
yiiksektir. Akdeniz, Ege, Marmara Bolgelerinde ve Adapazari Yoresinde silajlik

olarak ekilmesi tavsiye edilmektedir (Pioneer Tohumculuk Firmasi, Adana).

ADA 8924: Genis adaptasyon kabiliyetine sahip bir cesittir. Yaprak hastaliklarina 6zellikle
pasa dayaniklidir. Tane kalitesi 1yidir. Sicak ve kurak kosullara dayaniklidir. Genis
ve yayvan yapraklidir. Makinali hasata uygundur. Ekim siklig1 dekara 7000-7200
bitkidir. Ege ve Akdeniz Bolge’sine ana iirlin olarak kullanilmaktadir (Tarim ve

Koyisleri Bakanligi, Tohumluk ve Sertifikasyon Merkezi Miidiirliigii, Ankara).

DKC 6022: Yesil ot verimi ve kalitesi ¢ok yliksek bir ¢esittir. Bolgelere, ekim tarihine ve
iklim kosullar1 goz Oniline alinarak, silajlik olarak 90-100 giinde hasat
edilebilmektedir. Makinali hasad1 kolaydir. Silajiin enerji, protein ve hazmolabilir
ham protein degeri yiiksektir. Tane kocan oram yiiksektir. Dekardaki bitki sayis1
6500-7000’diir. Sari-portakal renkli olan tanelerin hektolitre agirligi yiiksektir.
Bolgelere gore birinci ve ikinci iiriin olarak ekilebilir. Tanelerin icerdigi yiiksek
protein orani nedeniyle sanayiciler tarafindan tercih edilen bir cesittir (Monsanto

Dekalb Firmasi, Sakarya).
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BC 666: Adaptasyon kabiliyeti olduk¢a yiiksek bir cesittir. Kurak kosullara maksimum
derece dayanikhidir. Hastaliklara kars1 dayanikliligi yiiksek derecededir. Kocan
uclarinda bosluk olusturmaz. San renkli genis kocan yapisma sahiptir. Hasatta
rutubet orani diisiik olur. Olgunlasma siiresi 125-130 giindiir. Dekara 7500-7800
aras1 bitki olmalidir. Ortalama boyu 250-300 cm civarindadir. Slajhik kabiliyeti
yiiksektir. Karadeniz, Marmara ve Trakya’da ana iiriin, Akdeniz ve Ege Bolgelerinde
hem ana hem de 2. iirlin ekimine uygundur (Tarim ve Koyisleri Bakanlhig,

Tohumluk ve Sertifikasyon Merkezi Miidiirliigii, Ankara).

TECTOR: Hafif ve orta biinyeli, derin profili topraklarda performansi ¢ok yiiksek olan bir
cesittir. Giiclii ve saglam sap yapilidir Olgunlagma siiresi 120-125 giindiir. Yar dik
yapraklidir. ideal ekim sikligi 7500-7800 bitki/dekar’dir. Taneleri derin, kirmizi-
turuncu renklidir. Sicaklik ve susuzluk stresine toleranshidir. Yatmaya Kkarsi
dayaniklidir. Orta ve uzun boyludur (275 cm-300 cm). Adaptayon o6zelligi ¢ok
iyidir. Akdeniz, Ege, Marmara, Karadeniz, Kahramanmaras, Gaziantep ve Adiyaman
Bolge ekolojisinde ana iirlin olarak ekilmesi tavsiye edilmektedir. Akdeniz ve Ege

ekolojisinde erken ikinci iiriin olarak ekilebilir (Sygenta Firmasi, Sakarya).

ADA 523: Verim potansiyeli yiiksek olan bir cesittir. Cok hizli bir gelisimi vardir. Yaprak
hastaliklarina dayaniklig: iyidir. Giiclii sap ve kok sistemi vardir. Makinali hasata
uygundur. Rutubetini ¢cok hizli kaybeder. Dolayisiyla hasat rutubeti ¢ok diistiktiir.
Ayrica serin bolgelerde bugday ve patatesten sonra ekilebilir. Dik yaprakli olup,
2.iriinde ekim siklig1 dekara 8000-8400 bitkidir (Tarim ve Koyisleri Bakanlhig,
Tohumluk ve Sertifikasyon Merkezi Miidiirliigii, Ankara).

HELEN: Cukurova ve diger bolgelerde birinci iiriin olarak ekime uygun olan orta gegci
bir c¢esittir. Koyu sart renkli taneye sahiptir. Olgunlagsma siiresi 130-135 giindiir.
Saglam govdeli, yatmaya dayaniklhidir. Bitki yapist uniformdur. Beyaz renkli
koganlidir. Taze tiiketime uygundur. Hastaliklara dayaniklidir. Hasatta tane rutubeti
diigiiktiir. Genis adaptasyon kabiliyeti ile ¢ok yiiksek verime sahiptir. Ozellikle
2002 ve 2003 yillarindaki tescil denemelerinin yapildig1 Tiirkiye, Ispanya ve
Italyanin yaninda son iki yildir Avrupa'da ve Amerika'da en popiiler musir
tohumlugu ¢esididir. HELEN musir gesidi, ispanya'da tescil edildigi 2003 yilinda

birinci ve Andalusia Bolge’sindeki tescil denemelerinde de 2002 ve 2003 yillarinda
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3.1.2.

a)

b)

)

¢

d)

€)

g

h)

tist iiste birinci olmugtur. Bu denemelerde diger rakip cesitlerden % 15 -20 fazla

verim saglamistir (Limagrain Firmasi, Sakarya).

Calismada kullanmilan deney ekipmanlar:

Hassas Terazi: Hava akimlarina kars1 6zel cam paravanlarla korunan hassas terazi
kullanilmistir.

Inkiibator: Sicaklik toleransi 100°C’ye kadar ayarlanan inkiibator kullanilmistir.
Ekimi yapilmis besiyerlerde kallus gelisimi i¢in kullanilmistir.

Mikroskop: Olympus marka BXS51/BX52 modeline sahip binokiiler 151k
mikroskobu kullanilmistir. Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan x4, x10,
x40, x100 biiylitme giicline sahip binokiiler 151k mikroskobu preparatlarin
incelenmesi agsamasinda kullanilmistir.

Buzdolabr: I¢ sicakligi +4-8°C arasmnda olan derin donduruculu buzdolab1
kimyasallarin saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Mikropipet: 20, 200 ve 1000 pl arasi1 ayarlanabilen mikropipet ve buna uygun sari
ve mavi renkli steril pipet u¢lart kullanilmigtir.

pH metre: Hazirlanacak soliisyonlarm pH’sini 6lgcmek ve ayarlamak amaciyla
kullanilmistir. Hassas dl¢iimler yapabilen laboratuvar tipi pH metre kullanilmigtir.
Karnigtirici (Vortex): Hizi manual olarak da ayarlanabilen masa tipi karistirici
kullanilmistir. Vortex gerekli soliisyonlarin karistirilmasi esnasinda kullanilmagtir.
Cam malzemeler: 25x60 mm’lik lam ve buna uygun ebatlarda lameller, 1 1t’lik
erlen, 500 ml'lik erlen, 250 ml’lik erlen, 250 ml’lik beher, cam sale, cam huni ve
falkon tiipleri kullanilmigtir.

Steril kabin: Siirgiilii cam kapakli, U.V. lambali ve hava filtresi olan steril kabin
MS ortamlarinin  hazirlanmasinda, ortamlara Ornek yerlestirirken, ortam

degistirirken kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Invitro yontemler

Olgunlagsmis misir embriyolarinda kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve kok olusumu

asamalarindan olusan in vitro ¢alismalarinda uygulanan yontem Sekil 3.1.”de gosterilmistir.

Mswr 611egl e Sterilizasyon
l {tohurn sigirme, 2 gin sonr)
MS ortamma embiiyo aldaimm

l (2tafta sonta)

M ortamnmin yenilennesi
l (1 tafta sonta)

Adnhlk tartnw,
Rejenerasyon ortanana aldarmn,
Fotograflam

l (3- 4 tafta sonem)

Kdkucu olusmou (10-15 i)

Sekil. 3.1. Miusir kallusundan kok olusumu asamalart.

3.2.1.1. Kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu

In vitro ¢aligmalarda, calisilan laboratuvarin ve kullanilan tiim ekipmanlarin steril olmasi
bakteriyel bulasma olmadan basarili sonuglar elde etmede biiyliik 6nem tasimaktadir. Bu

nedenle her ¢alisma dncesinde ekipmanlarin 6zelliklerine gore steril edilmeleri saglanmistir.

Steril kabin icerisinde kullanilan pens ve bistiiri gibi metal ekipmanlarin steril edilmesinde

ise %70’lik (v/v) etil alkol ve dogal gaz alevi kullanilmigtir.
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Embriyolarin endospermden gevsetilmesinde kullanilan bistiiri ucu gerekli goriildiikce 6zel

korumasi i¢indeki yeni steril u¢ (Surgeon, no 11) takilarak degistirilmistir.

Petri ve jarlar, kullanilmadan once sterile edilmislerdir. Petri ve jarlar steril edilirken,
yanmaz kagitlara sarili olarak kuru sterilizatorde 180°C’de 2 saat bekletilmislerdir. Daha
sonrasinda kagitlara sarili olarak, steril kabin icine konularak, kagitlardan cikarilip

kullanilmislardir.

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 kiiltiiriin gelismesini engellemektedir. Bu nedenle laboratuvar
calismalarinda suyun kaynatilip buharinin sogutulmasi ilkesiyle ¢alisan distilasyon cihazi ile

elde edilen distile su kullanilmaktadir.

Calismanin ortam hazirlama ve tohumlarin yiizey sterilizasyonu asamalarinda kullanilan

distile su, otoklavda 121°C’de 15 psi basing altinda 25 dakika tutularak steril edilmistir.

3.2.1.3. Besin ortamlarimn hazirlanmasi

Calismada kallus olusturma asamasinda MS, sakkaroz, NaCl, agar ve 2,4-D iceren kati
besin ortamlari, kalluslarin gelistirilmesi ve rejenere edilmesi asamalarinda ise MS,

sakkaroz, NaCl, agar iceren kat1 besin ortamlar1 kullanilmstir.

Olgun embriyolardan kallus olusumu ve gelisiminde Ozgen vd (1998) tarafindan yapilan
calismadan yararlamilmistir. Buna gore, yiizey sterilizasyonu uygulanan tohumlarda
embriyolar bistiiri ile skutellum yoOniinden kesilip, endospermle aralarinda 45° a¢1 olacak
sekilde kaldirilarak tohum {izerinde birakilmistir. Endosperm-destekli yontem olarak
isimlendirilen bu yontem ile kallus olusumu asamasinda embriyonun gereksinim duydugu

besin maddelerini kendi endosperminden karsilamasi saglanmaktadir.
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Kalluslarin gelisim ve rejenerasyon asamalari i¢in ise hazir MS (Murashige ve Skoog 1962)
ile kat1 besin ortamlart hazirlanmistir. MS kati besin ortaminda, Cizelge 3.1°de gosterilen

inorganiklerden mikro ve makro elementler ve ayrica bazi organikler mevcuttur.

Cizelge 3.1. MS Kiiltiir ortaminin kimyasal bilesimleri ve miktarlar

Kullanilan Kimyasallar Miktar (mg/l)

INORGANIKLER

Makro elementler

NH4NO3 1650
KNOs3 1900
CaCl,. 2H,0O 3322
MgS04.7H,0 180.7
KH,PO,4 170
Mikro elementler

Na,EDTA 37.26
Fe, (SO4).7H50 27.8
MnSO4.H,O 16.9
Kl 0.83
H3;BO; 6.2
ZnS0O4.7H,0 8.6
Na,Mo0O4.H0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
ORGANIKLER

Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0.5
Pyridoksin HC1 0.5
Tiamin HC1 0.1
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MS besin ortami, Cizelge 3.1°de belirtilen organik, inorganik ve diger maddelerden olusan,
bitkilere topraktan karsiladiklari her tiirlii besin maddesi ve su gereksinimlerini in vitro

kosullarda saglayan karigimdir.

Calismanin baslangic asamasi olan kallus olusumu i¢in kullanilan MS ortami, her 2,4-D

dozu i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmigtir.

Bu dogrultuda, 1 litre 2,4-D’li MSS ortami1 hazirlamak icin,

= 1000 ml’lik behere 500 ml distile su konulmus ve i¢ine uygun biiyiikliikte bir balik
atilarak manyetik karistirici tizerine yerlestirilmistir.

= Behere, 4.43 g MS (Duchefa) ve 30 g sakkaroz (Sigma) eklenmistir.

= Dozlara gore gerekli miktarda 2,4-D stok sivi ¢ozeltisinden (0 mg/l dozu i¢in
2,4-D kullanilmamis, 2 mg/l dozu i¢in 2 ml, 4 mg/l dozu i¢in 4 ml, 6 mg/l dozu
icin 6 ml, 8 mg/l dozu i¢in 8 ml, 10 mg/l dozu i¢in 10 ml) tartilarak, manyetik
karnistirici ile tamamen karismalar1 saglanmastir.

= Hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.

= 1 N NaOH ile pH, bitki gelisimi i¢in en uygun deger olan 5.8’e ayarlanmistir.
24-D gibi sentetik oksinlerin doku Kkiiltiiriinde etkili olabilmesi icin, ortam
pH’smin 5.8’e ayarlanmasi gerekmektedir (George 2008).

=  Ortamu katilagtirmak i¢in 6 g agar tartilarak Duran sisesine konulmus ve iizerine
hazirlanan ortam eklenmistir.

= Sise kapagi sikilanmadan otoklava yerlestirilmis ve ortam steril edilmistir.

= Daha sonra biraz sogutularak steril kabindeki onceden steril edilmis olan 10
cm’lik petri kaplarina, her birinde 30 ml olacak sekilde dokiilmiistiir.

®= Ortamlarnn yaklasik yarim saat siire ile sogutularak katilasmasi saglanmig ve

petrilerin kapaklar1 kapatilarak kenarlari stre¢ film ile kaplanmigtir.

Besin ortamlarinin taze olarak kullanilmasi gerektiginden her alt kiiltiir 6ncesinde, yeni

besin ortamlar1 gerekli miktarda hazirlanarak kullanilmistir.
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3.2.14.

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Eksplant olarak olgun embriyolarin kullanildig1 ¢calismada yiizey sterilizasyonu i¢in,

>

Tohumlar kavanozlara konularak (85 tohum/kavanoz) manyetik karistirici iizerinde
(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
uygulanmigtir.

Bunu izleyen asamada tohumlar birkag damla Tween 20 igeren %5°lik (v/v) ticari
sodyum hipoklorit (Ace, Colgate Palmolive Co.) soliisyonunda, manyetik karistirici
tizerinde (200 devir/dakika) 35 dakika c¢alkalanmistir.

Tohumlar yedi kez steril distile su ile yikanarak ortamdan sodyum hipokloritin
uzaklagsmasi saglanmis, yikama siireleri 30-40 sn. olarak uygulanmstir.

Steril distile su icine alman tohumlar su banyosunda (35°C), 2 giin siire ile sisirilerek

embriyo gevsetme asamasina hazir hale getirilmistir (Ozgen vd 1998).

Her bitki tohumunun mikroorganizmalardan temizlenebilmesi igin gerekli

sterilizasyon siiresi farklidir. Bu nedenle oncelikle misir doku Kkiiltiirii calismasi i¢in en

uygun sterilizasyon siiresi belirlenmistir.

>

siiresi,

Steril distile su i¢ine alman misir tohumlarinin siserek, embriyolarinin gevseme

diger bitki tohumlarina gore farkliik gostermistir. Oncelikle, 35°C’de tohum

embriyolar1 6-8 saat bekletilmis ancak gevseme gozlenmemistir. 1 giin su banyosunda

bekletilen misir tohumlarinin embriyolarinda ise az gevseme gozlenmistir. Son olarak, 2 giin

siire ile sisirilen misir tohumlarinin embriyolari, bistiiri yardimiyla rahat bir sekilde

cikarilabilmistir.

3.2.1.5.

Kallus olusumu ve gelisimi

Steril kabinde kallus olusturmus olan embriyolar, bistiiri ile endospermden ayrilarak,
0, 2,4, 6,8 ve 10 mg/l olmak iizere farkl1 yogunluklarda 2,4-D dozlar iceren kat1

MS ortamina alinmustir.
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3.2.1.6.

Olgunlasmis embriyolarda kallus olusum ortami MS besin ortami (4.43g/1)
(Murashige ve Skoog 1962), farkli 2,4-D dozlart ve 30 g/l sakkarozdan olusup, 6 g/l
agar ile katilagtirmustir (Ozgen vd 1996).

Besin ortaminin pH’si (1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak) 5.8’e ayarlandiktan
sonra 1.2 atmosfer basin¢ altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon
saglanmistir.

I¢leri bosalmis endospermleri ve tartilirken kenarmda bulunan streci iceren petri
tekrar tartilarak, aradaki fark “kallus agirligi” (g) olarak degerlendirilmistir.

Kallus olusturan embriyo sayis1 belirlenerek ‘“kallus olusumu™ (%) degerinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Kalluslar1 iceren ortamlar yine karanlik inkiibatore (26°C) konularak 21 giin

stiresince kalluslarin gelisimi saglanmustir.

Rejenerasyon

Olgunlasmis embriyolardan elde edilen kalluslardan kdk olusumu ve gelisimi saglamak icin

rejenerasyon ortami hazirlanmistir.

>

2,4-D uygulanarak elde edilen kalluslardan kok uc¢larinin olusturulmas: hormonsuz
MS ortaminda yapilmistir. Manyetik karistiricida hazirlanan ortama 30 g/l
sakkarozdan, 6g/l agar ve 4.43 g/l MS ilave edilerek pH’s1 5.8’e ayarlanarak,
20 dakika 121°C ve 1,1 kg/ cm” basingta otoklavlanarak steril edilmistir.
Otoklavlanan ortam, 10 cm’lik petri kaplarina dokiilerek katilagsmasi beklenmistir.
Kalluslar, hormonsuz petri ortamina aktarilarak, 4 hafta siireyle 25+1°C sicaklikta ve
16 saat 151k- 8 saat karanlik fotoperiyot (1500 Lux) kosullarinda bekletilmek iizere,
kiiltiir odasina yerlestirilmistir.

Kromozom calismalar1 yapabilmek i¢in gerekli olan kok uglari, 30 giin sonunda
10-20 mm yiikseklige ulasan rejenere bitkiciklerden saglanmistir.

Bitkicik olusumu gozlenen kalluslardan bitkicikler bistiiri yardimiyla kesilerek kok

ucunda kromozom tespiti yapilmistir (Sekil 3.2).

Calisma her genotip icin 10 embriyo iceren petrilerde li¢ tekrarlamali olarak tesadiif

parselleri deneme desenine gore kurulmustur.
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(a) Misir tohumlarinin yiizey stetilizasyonu (b) Su banyosunda musir tohumlarinin
asamasi gevseme agamasi

(c) Misir tohumlarinin steril kabinde petriye aktarimi asamasi

(¢) Misir embriyolarinin steril kabinde bistiiri (d) Misir embriyolarin MS ortamina
yardimiyla ¢ikarilmasi agamasi aktarilmas1 agamasi.

Sekil 3.2. Misir kallusundan kdk olusumu (I).
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(e) Embriyo aktarilmis petrilerin, karanlik (f) Kallus olusumu.
inkiibatorde bekletilmesi asamasi (3 hafta).

(g) Kalluslu petrilerin tartim agamas.

(h) Hormonsuz petri ortamina aktarilmis (1) Olgunlasmis embriyolardan elde edilen
kalluslarin kiiltiir odasinda bekletilmesi kalluslardan kok olusumu.
asamasi (~4 hafta).

Sekil 3.3. Misir kallusundan kdk olusumu (II).
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3.2.2. Invivo yontemler

3.2.2.1. Sitolojik cahismalar

Arastirma materyali olarak kullanilan tiim musir cesitlerinin kalluslarindan olusan kok
uclarindan Omekler alinmig, misir hatlarinin kromozom sayilarinda olusan degisiklikler

incelenmistir.

3.2.2.1.1. Prefiksasyon

Bistiiri ile kesilmis kok uclarina a-monobromonaftalin uygulanmasi, materyale uygulanan
ilk islemdir. Bu ilk islemin amaci, kromozomlar1 incelenebilecek seviyede tutmaktir. Bu
islem ile, ig ipliklerinin olusumu durdurulmakta, kromozomlarin kisalmasi ve diizelmesi
saglanmaktadir. Ayrica, kromozomlarin giivenilir bir sekilde sayilmasi ve biiyiikliiklerinin

karsilastirilmasi gerceklestirilmektedir.

a-monobromonaftalinin su icerisinde cOziinememesinden dolayz, %1°lik

a-monobromonaftalin stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

* ] ml a-monobromonaftalinin, 100 ml etanolde c¢o6ziindiiriilmesi hazirlanan stok
cozeltiden, yine 1ml alinarak, 250 ml saf su icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
= Hazirlanan a-monobromonaftalin ¢ozeltisi beklemeden kullanilabilmektedir.

= Igerisine kok uclari eklenerek, 4 saat boyunca +4°C’ de buzdolabinda bekletilmistir.

» Elde edilen kok uglari, El¢i (1965) nin bitkilerde kullandig1i a-monobromonaftalin
yontemine gore, a-monobromonaftalinin sudaki doymus ¢ozeltisinde (250 ml saf su i¢ine
5 damla o-monobromonaftalin damlatilarak c¢alkalanan c¢o6zelti) 16 saat +4°C’de
bekletilmistir. Ayrica, El¢i (1982) tarafindan belirtilen, buzlu su ve kolsisin ajanlar
kullanilarak hazirlanan prefiksasyon yontemleri de denenmistir. Ancak bu yontemlerin

uygulandig1 kok uglarindan elde edilen preperatlarda, kromozom sayimi yapilamamistir.
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> Bu tez calismasinda en 1iyi sonug, o-monobromonaftalin stok c¢ozeltisinden

hazirlanan ve El¢i (1982)’nin yontemi uygulanan kok uclarindan elde edilmigtir.

> S6z konusu yonteme gore, kesilen kok uglart (15 adet) 100 ml saf su i¢ine 4-5 damla
(600ul) a-monobromonaftalin ve 1 damla DMSO damlatilarak calkalanmis ve 2 saat oda
sicakliginda, 16 saat +4°C’ de buzdolabinda bekletilmislerdir.

3.2.2.1.2. Fiksasyon

Tespit cozeltisinin hazirlanmas1 asamasidir. Ozellikle kromozomlarin, canlinin hayattaki
durumuna miimkiin oldugu kadar yakin bir durumda tespiti onemlidir. Oldiiriicii tespit edici
bir sivinin etkisi 6ncelikle 6ldiirme islemini hizli bir sekilde yapmasima baghdir. Boylece,
ani bir sekilde, hiicreler miimkiin oldugu kadar hayattaki durumu bozulmadan tespit

edilebilir.

Buzdolabindan ¢ikarilan kokler saf su ile birka¢ kez yikanmis ve asagida belirtilen 3 ayri

fiksasyon yontemi de farkli kok uclarina uygulanmstir;

1) Kokler, “%99’luk asetik asit”te 1/2 -1 saat bekletilmistir.

2) Kokler, “3 Asetik asit (%95): 1 Ethanol (%95 veya %100)” karistminda 2-3 saat
bekletilmistir.

3) Kokler, “1 Asetik asit (%95): 3 Ethanol (%95 veya %100)” (Carnoy soliisyonu)
karisiminda 24 saat (oda sicakliginda) bekletilmistir.

> Misir dmeklerinde, yukarida belirtilen 3 ayr fiksasyon yontemi de uygulanmais olup,
gozlenen en iyi sonug, koklerin %99’luk asetik asitte 30-60 dk. bekletilmesiyle elde

edilmigtir. Tiim kokler, bu fiksasyon yontemine gore islem gormiistiir.

Fiksasyon isleminden sonra, eldeki koklerin hepsini bir giinde inceleme olanagi yoktur.
Ancak, bu materyalin uzun siire bozulmadan saklanmasi1 gerekir. Tespit ¢ozeltisinden

cikarilan materyal genellikle alkolde saklanir.
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Glasiyal asetik asitte 30-60 dk. bekletilerek bir tespit yapilir ve bu materyal %70’lik alkolde
oda sicaklik derecesinde 5’er dakika olmak iizere, 2 defa yikanir. Boylece asetik asit
temizlenir ve sonra yine %70’lik alkol i¢cinde buzdolabinda +4°C de depolanir. Materyalin

uzun siire saklanabilmesi i¢in, tiiplerin agz1 mantar tipalarla kapatilir.

3.2.2.1.3. Hidroliz

Koklerin, 1 N HCl’de su banyosunda bekletilmesi asamasidir. Hidroliz, dokularin
hiicrelerini birbirinden ayirip onlarm daha iyi gozlenmesi bakimindan énemlidir. Ozellikle
bitki dokularinda, feulgen boya ile boyamadan O©nce hidroliz isleminin yapilmasi

gerekmektedir.

Kalin dokulardan iyi preparatlarin yapilabilmesi i¢in dikkat edilmesi gereken en Onemli
nokta, mikroskop alaninda diizgiin bir sekilde dagilimi saglayacak ve birbirinden ayrilmis
hiicreleri gorecek kadar elverigli bir hidroliz islemi uygulamaktir. Kromozomlarin

boyanmasi ve gozleminde etkili bir faktor de hidroliz asamasidir.

Hidroliz i¢in zaman, sicaklik derecesi ve hidrolizde kullanilan HCl’in konsantrasyonu
onemlidir. En ¢ok kullanilan hidroliz yontemlerinde 60°C’de 1 N HCl’de materyalin 5 ile
20 dakikaya kadar uzayan siirelerde bekletilmesidir. Ciinkii bu siire materyalden materyale
biiyiik degismeler gostermektedir. Ozellikle feulgen ile yapilan boyamalarda kromozomlarin
optimum boyay1 almasinin en dnemli kurallarindan biri de hidroliz siiresinin materyale gore
dogru belirlenmis olmasidir (El¢i 1982). Hidroliz islemiyle hiicreler, aralarinda birlestirici

bir kuvvet bulunmayan serbest hiicrelerden olusan bir y1gin durumuna getirilmektedir.
» Hidroliz asamasinda, materyale farkli siirelerde (14, 12, 10 ve 8 dakika) 60°C’de

uygulama yapilmis ve hidroliz siiresi, kdk uc¢larinin en iyi boyandig: siire olan 10 dakika

olarak belirlenmistir.
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3.2.2.1.4. Boyama

Hidrolizden ¢ikarilan materyalin boya icinde bekletilerek, kok uglarinin boyanmasinin

saglandigl asamadir.

Bitki kok uclarinin boyanmasinda bir¢ok boya kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, Feulgen ve

Aseto-karmin boyalar1 (El¢i 1982) ile kromozomlar iyi boyanmustir.

a.

1)

2)
3)

4)
5)
6)
)

8)
9)

Feulgen boyamin hazirlamsi:

500 ml’lik bir erlanmayerin i¢ine 1 g bazik fuksin, dikkatlice etrafina
bulastirilmadan eklenir.

Bir bagka erlenmayerde 200 ml’lik damitik su kaynatilir.

Toz halindeki bazik fuksin iizerine kaynatilmis damitik su yavas yavas ilave edilir ve
50°C’e soguyuncaya kadar karistirilir.

20 mI’lik 1N HCl ilave edilir.

Siiziiliir (Whatmann 1 kagidiyla).

2 g Potasyum metabisiilfit (K»>S,0Os) ilave edilir.

Boya, agz1 iyice kapatilmis bir siseye koyup karanlik bir dolapta 24 saat bekletilir
(Visne ciiriigii rengindeki boya, 24 saat sonra acik ¢ay rengine doniisiir).

Daha sonra boya, 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilir.

Acik sar1 cay rengini gidermek ve su gibi renksiz bir boya elde etmek icin, ¥2 g renk

gideren norit (bitkisel komiir) ilave edilip, ¢alkalanir.

10) Iri gozenekli filtre kagidindan siiziiliir. Boylece su gibi renksiz bir boya elde edilir.

11) Boya, 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilir.

Aseto-karmin boyanin hazirlamsi

1) 45 ml asetik asit, bir kapta bulunan 55 ml destile su (%45°lik asetik asit) i¢ine konur

ve daha sonra bagka bir kapta kaynayan sicak su icine bu kap yerlestirilerek
10 dakika kaynatmaya devam edilir.
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2) Isman %45’lik asetik asit i¢ine, tartilan 1 g karmin boya, yavas yavas ve eklenerek
10 dakika karistirilarak, 1sitilir.

3) Daha sonra, hizli bir sekilde sogutmak i¢in, i¢cine balik konmus olan soliisyon kabi,
soguk su dolu bir kaba yerlestirilir ve karnstiricida icine termometre konup, oda
sicakligina gelinceye kadar karistirilir.

4) Filtre edilip koyu renkli 100 ml’lik kapakli kaba konarak, buzdolabinda muhafaza

edilir.

3.2.2.1.5. Kok uclarmin mikroskopta incelenmesi

= Feulgen boyasi icindeki kok uglari, 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve
karanlikta bekletilip, daha sonra yatay cam kap icine boya ile birlikte aktarilir ve
cam kap alkol alevinden birka¢ kez gecirilir. Boyama isleminden sonra biitiin
koklerin kirmiz1 viyole renginde boyanmis oldugu goriiliir.

= Kok uclan destile su icine aktarilarak 10 dakika su igerisinde bekletilir. Bir saat
boyamadan sonra kok ucglart musluk suyu icerisinde 15 dakika bekletilmistir. Bu
islemin boyamay1 daha da artirdig1 gozlenmistir (El¢i 1982).

» Tek kok ucu filtre kagidina yerlestirilir. Uzerindeki su uzaklastirildiktan sonra lama
aktarilir en kisa zamanda kok uclarinm 1-2 mm’lik koyu mor renk alan u¢ kismui,
acik renkli kisimdan ayinlir. Meristem hiicrelerinin - bulundugu 1-2 mm.
uzunlugundaki bu kisim, mikroskop gozlemi icin hazirlanan preperatlarda kullanilan
kisimdir.

= Koyu mor renkli kisim kiiciik parcalara boliinerek, iizerine lamin orta kare kismini
kapatacak sekilde aseto-karmin boya damlatilir ve hemen iizerine lam kapatilir. A¢ik
renkli kok ucu kismu ise atilir.

» Uzeri 45°lik a¢1 yapilarak hafifce tutulup birakilan lamelle diizgiin bir sekilde
kapatilan preperat, 3-4 kez alkol alevinden gecirilir. Katlanmis olan kurutma
kagidmin arasina yerlestirilir ve lamelin iizerine kursun kalemin diiz tarafi ile
vurularak ezme islemi gerceklestirilir. BOylece, hiicrelerin daha iyi dagilmasi
saglanirken, ayni zamanda hem hiicreler yassilasirlar, hem de kromozomlarin
hepsinin bir diizlem {izerine gelmesi saglanir.

= Uygun hiicre bulundugunda, lamelin kenar1 saydam oje yardimiyla ¢evrilerek, lama

yapistirilir ve yar1 devamli preperat elde edilir.
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= Birkac preperat hazirlandiktan mikroskopta inceleme yapilarak, vurma siddeti tespit
edilir.

*  Yar devaml preperatlardan diizgiin ve istenilen Mitotik metafaz 1 donemindeki 300
adet hiicrenin fotograflart mikroskoba monte edilen fotograf makinesi ile ¢ekilir

(Sekil 3.4.).

> Hiicre boliinmesinin metafaz evresi, kromozomlarin en i1yi gézlendigi ve incelendigi
evredir. Metafaz evresinde silindir seklinde goriilen kromozomlar en kisa ve en kalin
hallerinde olurlar ve tipik sekillerini gosterirler. Bu sathadaki bir kromozomda genel olarak
sentromer, primer bogum, sekonder bogum, telomer ve satellit kisimlart ayirt

edilebilmektedir.

> Preperat yapiminda, El¢i (1965 ve 1982) yonteminden de faydalanilmistir. Feulgen
ile boyanmis kok ucundan kesilen kisima aseto-karmin boya yerine, %45°lik asetik asit

damlatilmis ancak iyi sonu¢ alinanamamastir.

> Ayrica, hidrolizden sonra en iyl boyama yontemini belirlemek i¢in, sadece aseto-
karminle boyama yapilmistir. Bu boyama yontemiyle de, kromozomlarin yeterince

boyanmadig1 gozlenmistir.

> Calismada ayrica, Martinez-Gémez vd (2005)’nin farkli kok ucu hazirlama ve

boyama yontemleri de denenmis ancak iyi sonu¢ alinamamastir.

Martinez-G6émez vd (2005)’nin yontemine gore,

= [Islatihp iki filtre kagid1 arasina yerlestirilen kok uclari petri kutusuna konarak, tistii
buzla kaplanacak sekilde buz dolu bir kapta buzdolabinda 4 saat bekletilmis,

= Kok uclarina, 3 saat boyunca %0.2’lik kolsisin uygulanmas,

= 24 saat siire ile, buzdolabinda metanol: propiyonik asit: kloroform, soliisyonunda
bekletilmis,

= 24 saat sonunda distile su ile yikanan kok uclari, saklamak i¢in %70’lik alkolde,
buzdolabinda +4°C’de bekletilmis,

* Dogrudan kromozom incelemesi yapilacak kok uglari, IN HCl’de 10 dakika
60°C’de hidroliz edilmis,

= Hidrolize edilen kok uglar, asetik asit/ %50’lik aseto-karmin soliisyonu ile 2 saat

boyanmustir.
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Kikucu == Prefilsasyon (o-monobromonafialin ile ramele)
(3 saat buzdolabinda +4°C  de,
ol etil allzolde pozitudiiil erels)

20 dal vilzamn
(3 kez zaf suyu dedistirilerels)

Filsasyon

(Saklamalkicin %7 Vlik efil alkolde, o (3Etanol ] Clasial aselikcasi)
tuzdalabinda beklet) (Buzdolatinda, 13-4 saat)

] !

30 dalz ik
(3 kez saf suyu dedigtiril erele)

{ 30 dale yalaana l

== =) === ===p Ll
(10 dak_ +60°C'de, ] NHCL

ieeriande subanyosunda beldet )

!

30 dale il
(3 kez safsuyu dedigirilerels)

!

Bovamn
iFeulgen hoya ciizeltiande
30 dale, dizanda kararnlilda beld et

J

Milaoskopta inceleins
(Aceto carmine boya cizeltisinds 5 dalo
heldet we preparatt hasirla )

-

Sekil 3.4. Calismada gelistirilen kok ucu boyama yontemi.

> Misir bitkisi kiiciik kromozomlara sahip oldugundan, preperat hazirlanirken,
kuvvetli kursun kalem darbeleri ile kromozomlart bir diizlem iizerine getirmek miimkiin
olmustur. Bu tez calismasinda, vurusun siddeti her misir ¢esidine gore birka¢ preperat
yapilarak ve preperatlart mikroskopta incelemek suretiyle bulunmustur. Ancak, lamele ¢cok
siddetli darbeler ile vuruldugunda, hiicrelerin tamamen parcalandigi ve kromozomlarin

hepsinin dagildig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.5. Kok uclarinin mikroskopta incelenmesi

(a) Feulgen boyasi ile boyanmig kok u¢larinin destile su i¢ine aktarilmasi.

(b) Kok ucglarinin 1-2 mm’lik koyu mor renk alan u¢ kisminim, agik renkli
kisimdan ayirilmasi, koyu mor renkli kismin kiiciik parcalara boliinmesi ve
aseto-karmin boya uygulanmasi.

(c) Preperatin hazirlanmasi ve mikroskopta incelenmesi.
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3.2. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, her uygulama,
icerisinde 10 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kutularindan

olusmustur.

In vitro ¢aligmalarda kallus olusumu (%), kallus agirhigr (g) ve siirgiin gelisimi (%)
parametreleri dikkate almmustir. In vivo calismalarda ise kok uglarindan elde edilen
kromozom sayilart degerlendirilmistir. Kallus olusumu (%), kiiltiiriin 14. giiniinde her
petride kallus olusturan embriyolarin sayisinin toplam embriyo sayisina oranlanmasiyla
elde edilmistir. Kallus agirlig (g), kiiltiiriin 14. giiniinde embriyolarda olusan kalluslarin

tartilmasiyla elde edilmistir.

Verilerin varyans ve korelasyon analizleri, en uygun paket programi olan “SPSS 17 Istatistik

Paket Programy” ile degerlendirilmistir.

liskisiz iki ya da daha ¢ok Orneklem ortalamasi arasindaki farkin sifirdan anlamli bir
sekilde farkli olup olmadigmi test etmek iizere, “Tek Yonlii (Faktorlii) Varyans Analizi”

uygulanmigtir.

Iki ve daha fazla degisken arasindaki ikili iliskinin, yoniinii, biiyiikliigiinii ve ©nemini

belirlemek i¢in ise “Korelasyon Analizi”’ yapilmistir.

Degiskenlerin frekans tablosu biciminde gosterilmesi i¢in tanimlayic1 istatistik

yontemlerinden biri olan “capraz tablolar (crosstabs)” olusturulmustur.

Degiskenlerin dagilimi hakkinda gorsel bilgi vermek amaciyla “histogram grafikleri”

cizilmistir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklarin istatistiki anlamda 6nemlilikleri AOF (Asgari Onemli

Fark) (P<0.05) testi yapilarak belirlenmistir (Diizgiines vd 1983). Yiizde degerler,

istatistiksel analizden Once “arcsin” degerlerine cevrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. 2,4-D uygulanan Pioneer 3223 misir ¢esidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.1. Pioneer 3223 musir ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro parametrelere
tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktari Olusum Oram (2)
(mg/1) Oram

a 80 20 0.49

70 30 0.41

0 c 70 30 0.37
T=73433 T=27+33 T=0.42+0.04

a 100 20 258

b 90 30 273

2 ¢ 90 10 2.46
T=93+33 T=20+5.8 T=2.59+0.08

a 90 20 245

90 30 2.40

4 c 100 10 2.67
T=93+33 T=20+5.8 T=2.51+0.08

a 80 20 251

100 10 2.40

6 c 90 10 236
T=90+5.8 T=13433 T=2.42+0.04

a 90 10 233

100 10 241

8 c 90 10 237
T=93+33 T=10+0 T=2.37+0.02

a 100 20 2.30

90 10 2.49

10 c 80 10 2.40
T=90+5.8 T=13433 T=2.40+0.05

Pioneer 3223 musir ¢gesidi genotipi i¢in 10’ar adet embriyo iceren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus 6rnekleri Sekil 4.1°de ve kdk ucu olusturan drnekler ise Sekil

4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Pioneer 3223 cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile
kallus agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.O.) F
Gruplar arast || 5 802.661 1.328%*
Kallus Olusum Oram| Gruplarigi | 12 120.841
Toplam 17
Gruplar arast| 5 62.861 2.241%

Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 28.050

Toplam 17
Gruplar aras1| 5 16.954 211.154**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.075
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Farkli 2,4-D dozlar uygulanan Pioneer 3223 c¢esidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve
kallus agirlig1 oranlarina iliskin varyans analizi sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir. Buna
gore; Pioneer 3223 cesidine uygulanan 2,4-D dozlarinin, kallus olusumu ve siirgiin
gelisiminde etkisinin 6nemli oldugu (p<0.05), kallus agirliginda ise etkisinin ¢cok dnemli

(p10.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Kallus olusum oranlar1 yoniinden Pioneer 3223 cesidine bakildiginda; 2, 4 ve 8 mg/l 2,4-D
uygulanan Orneklerde en yiiksek kallus olusumu goézlenirken (%93), 6 ve 10 mg/l 2,4-D
uygulanan Orneklerde ise kallus olusumunun %90 oldugu go6zlenmistir. Hormon

uygulanmayan orneklerde ise kallus olusumunun %73 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Elde edilen verilere gore, Pioneer 3223 musir cesidinde, 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.59 g) en yiiksek kallus agirhigina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirligimin 0.42 g oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en c¢ok
hormon uygulanmayan Orneklerde (%27) gozlenirken, en az 8 mg/l 2,4-D uygulanan

orneklerde (%10) gozlenmistir (Cizelge 4.1).
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6 mg/l 2,4-D 8 mg/12,4-D

10 mg/12,4-D

Sekil 4.1. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 3223 musir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/1 2,4-D 8 mg/12,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.2. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 3223 misir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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4.2. 24-D uygulanan Pioneer 31N27 musir ¢esidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.3. Pioneer 31N27 musir cesidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro
parametrelere tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktar Olusumu Oram ()
(mg/1) Oram

a 30 10 0.54

70 40 0.58

0 c 60 30 0.50
T=70+5.8 T-=27+8.8 T=0.5420.02

a 100 20 217

80 20 1.95

2 c 30 30 221
T=8746.7 T=234323 T=2.1120.08

a 100 10 1.87

80 20 1.65

4 c 30 20 1.72
T=8746.7 T=17433 T=1.75+0.06

a 100 30 1.52

90 20 1.46

6 c 30 10 1.63
T=90+5.8 T=20+5.8 T=1.5420.05

a 90 20 1.49

70 10 1.55

8 c 100 10 1.60
T-87+8.8 T=13+33 T=1.55+0.03

a 100 20 1.29

80 10 126

10 c 90 10 1.17
T=90+5.8 T=13+33 T=1.24+0.04

Pioneer 31N27 muisir cesidi genotipi icin 10’ar adet embriyo igeren petrilerde ii¢
tekrarlamali olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli
2,4-D dozlarindan elde edilen kallus 6rnekleri Sekil 4.3°te ve kok ucu olusturan 6rnekler ise

Sekil 4.4’de gosterilmistir.

Kallus olusum oranlar1 yoniinden Pioneer 31N27 cesidine bakildiginda; 6 ve 10 mg/l 2,4-D
uygulanan Orneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%90), 2, 4 ve 8 mg/l 2,4-D
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uygulanan Orneklerde ise kallus olusumunun %87 oldugu gozlenmistir. Hormon

uygulanmayan orneklerde ise kallus olusumunun %70 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Elde edilen verilere gore, Pioneer 31N27 musir ¢esidinde, 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.11 g) en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirliginin 0.54 g oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en c¢ok
hormon uygulanmayan orneklerde (%27) gozlenirken, en az 8 ve 10 mg/l 2,4-D uygulanan

orneklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.4. Pioneer 31N27 cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum
orani ile kallus agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.O.) F
Gruplar aras1| 5 140.467 0.728*
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 192.983
Toplam 17
Gruplar aras1| 5 44.517 0.425%*

Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 41.679

Toplam 17
Gruplar arast || 5 0.848 105.505**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.008
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Farkl1 2,4-D dozlar1 uygulanan Pioneer 31N27 ¢esidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve
kallus agirlig1 oranlarina iligkin varyans analizi sonuglan Cizelge 4.4’te verilmistir. Buna
gore; Pioneer 3223 c¢esidine uygulanan 2,4-D dozlarinin, kallus olusumu ve siirgiin
gelisiminde etkisinin énemli oldugu (p<0.05), kallus agirliginda ise etkisinin ¢cok 6nemli

(pl10.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4.).
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6 mg/l 2,4-D 8 mg/l 2,4-D

Sekil 4.3. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 31N27 musir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/1 2,4-D 8 mg/1 2,4-D 10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.4. Farkh dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 31N27 misir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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43. 2,4-D uygulanan Pioneer 31P41 musir ¢esidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.5. Pioneer 31P41 musir cesidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro
parametrelere tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktar: Olusum Oram (2)
(mg/l) Oram

a 100 20 0.46

b 90 10 0.51

0 c 60 10 041
T=83+12.0 T=27+33 T=0.46+0.03

a 100 30 233

b 90 20 2.42

2 c 100 10 237
T=97+33 T=20+5 8 T=2.37+0.03

a 100 20 2.4

100 30 2.13

4 c 90 30 231
T=97+33 T=13+33 T=2.23+0.05

a 90 20 225

90 10 2.09

6 c 100 20 2.14
T=93+3 3 T=17+33 T=2.16+0.05

a 100 10 1.95

100 10 2.04

8 c 80 20 2.09
T=93+6.7 T=13+33 T=2.03+0.04

a 80 10 191

80 20 1.88

10 c 100 10 2.07
T=87+6.7 T=13+33 T=1.95+0.06

Pioneer 31P41 musir ¢esidi genotipi i¢in 10’ar adet embriyo igeren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus 6rnekleri Sekil 4.5°te ve kok ucu olusturan drnekler ise Sekil

4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Pioneer 31P41 cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile
kallus agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F
Gruplar arast || 5 97.704 0.490**
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 199.239
Toplam 17
Gruplar arast || 5 46.602 0.193*

Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 28.050

Toplam 17
Gruplar aras1| 5 1.491 256.003**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.066
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Farkli1 2,4-D dozlar1 uygulanan Pioneer 31P41 ¢esidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve
kallus agirligi oranlarina iliskin varyans analizi sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. Buna
gore; Pioneer 3223 cesidine uygulanan 2,4-D dozlarinin, siirgiin gelisiminde etkisinin
onemli oldugu (p<0.05), kallus olusumu ve kallus agirliginda ise etkisinin ¢ok Onemli

(p<0.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6.).

Kallus olusum oranlar1 yoniinden Pioneer 31P41 cesidine bakildiginda; 2, 4 mg/l 2,4-D
uygulanan orneklerde en yiiksek kallus olusumu goézlenirken (%97), 6 ve 8 mg/l 2,4-D
uygulanan 6rneklerde kallus olusumunun %93, 10 mg/l 2,4-D dozu uygulanan 6rneklerde
kallus olusumunun %87, hormon uygulanmayan Orneklerde de kallus olusumunun %83

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5.).

Elde edilen verilere gore, Pioneer 31P41 musir ¢esidinde, 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.37 g) en yiiksek kallus agirhigina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirliginin 0.46 g oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en c¢ok
hormon uygulanmayan Orneklerde (%27) gozlenirken, en az 4, 8§ ve 10 mg/l 2,4-D

uygulanan 6rmeklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.5).
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4 mg/l 2,4-D

lu:-."-._
L e
o -

6 mg/1 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.5. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 31P41 musir ¢cesidinde kallus olusumu.
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6 mg/l 2,4-D 8 mg/1 2,4-D 10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.6. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 31P41 musir ¢cesidinde kok ucu olusumu.

67




44. 24-D uygulanan Pioneer 34N24 misir cesidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.7. Pioneer 34N24 musir cesidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro
parametrelere tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktari Olusum Oram (2)
(mg/1) Oram

a 70 30 0.46

b 90 20 0.52

0 c 60 30 043
T=73+88 T=27+33 T=0.47+0.03

a 90 30 237

b 100 20 215

2 c 80 20 224
T=90+58 T=23+33 T=2.25+0.06

a 30 10 246

100 20 231

4 c 80 20 227
T=87+6.7 T=17+33 T=2.34+0.06

a 90 10 223

70 20 1.97

6 c 100 10 215
T=87+8.8 T=13323 T=2.1120.08

a 30 20 2.08

90 10 2.18

8 c 100 10 2.13
T=90+58 T=13323 T=2.13+0.03

a 100 20 1.83

70 10 1.96

10 c 90 10 2.08
T=87+8.8 T=1333 T=1.96+0.07

Pioneer 34N24 muisir cesidi genotipi icin 10’ar adet embriyo igeren petrilerde ii¢
tekrarlamali olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli
2,4-D dozlarindan elde edilen kallus 6rnekleri Sekil 4.8’de ve kok ucu olusturan drnekler ise

Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Pioneer 34N24 cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile
kallus agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F
Gruplar arast || 5 100.276 0.472%
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12] 212.313
Toplam 17
Gruplar arast || 5 56.813 2.900*

Siirgiin Gelisim Oram| Gruplarici | 12] 19.594

Toplam 17
Gruplar arast || 5 1.482 147.604**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.01
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Farkli 2,4-D dozlar1 uygulanan Pioneer 34N24 cesidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve
kallus agirlig1 oranlarina iliskin varyans analizi sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir. Buna
gore; Pioneer 3223 c¢esidine uygulanan 2,4-D dozlarinin kallus olusumu ve siirgiin
gelisiminde etkisinin onemli oldugu (p[10.05), kallus agirliginda ise etkisinin ¢cok dnemli

(p<0.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8.).

Kallus olusum oranlan yoniinden Pioneer 34N24 cesidine bakildiginda; 2 ve 8 mg/l 2,4-D
uygulanan orneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%90); 4, 6 ve 10 mg/l 2,4-D
uygulanan 6rneklerde kallus olusumunun %87 oldugu gozlenmistir. Hormon uygulanmayan

orneklerde de kallus olusumunun %73 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7.).

Elde edilen verilere gore, Pioneer 34N24 misir cesidinde 4 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.34 g) en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirliginin 0.47 g oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en c¢ok
hormon uygulanmayan Orneklerde (%27) gozlenirken, en az 6, 8§ ve 10 mg/l 2.4-D

uygulanan 6reklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.7.).
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6 mg/l 2,4-D 8 mg/12,4-D 10 mg/12,4-D

Sekil 4.7. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 34N24 musir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/l 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.8. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan Pioneer 34N24 misir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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4.5. 24-D uygulanan TECTOR musir cesidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.9. TECTOR musir ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro parametrelere

tepkileri (%).
24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktari Olusum Oram (2)
(mg/l) Oram

a 60 30 042

90 20 0.50

0 c 70 30 0.53
Tr=73+8.8 Tr=2743.3 T=0.48+0.03

a 100 10 2.64

90 20 2.76

2 ¢ 100 20 255
Tr=96+3.3 Tr=1743.3 Tr=2.65+0.06

a 100 10 2.88

b 90 10 2.75

4 c 90 20 273
Tr=93+3.3 Tr=134+3.3 Tr=2.79+0.05

a 90 20 2.55

b 90 10 244

6 c 80 20 246
Tr=87+3.3 Tr=1743.3 Tr=2.48+0.03

a 80 10 2.35

b 90 10 241

8 c 90 10 242
Tr=87+43.3 Tr=10+0 Tr=2.39+0.02

a 90 30 2.39

b 80 20 245

10 c 80 10 244
Tr=83+3.3 Tr=20+5.8 Tr=2.43+0.02

TECTOR musir ¢esidi genotipi i¢in 10’ar adet embriyo iceren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus 6rnekleri Sekil 4.9°da ve kdk ucu olusturan drnekler ise Sekil

4.10’da gosterilmigtir.

Farkli1 2,4-D dozlarn uygulanan TECTOR c¢esidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirligr oranlarina iligkin varyans analizi sonuglart Cizelge 4.10°da verilmistir. Buna
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gore; TECTOR cesidine uygulanan 2,4-D dozlarnm kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirliginda etkisinin ¢ok 6nemli (p<0.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. TECTOR c¢esidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile kallus
agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F

Gruplar arast || 5 398.849 8.144%%*
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 58.977

Toplam 17
Gruplar arast || 5 55414 2.452%*
Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 22.595

Toplam 17
Gruplar arast || 5 2.198 490.766**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.004
Toplam 179

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum oranlar1 yoniinden TECTOR c¢esidine bakildiginda; 2 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%96); 4 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde %93 oldugu, 6 ve 8 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde %87, 10 mg/l 2,4-D
uygulanan Orneklerde kallus olusumunun ise %83 oldugu gozlenmistir. Hormon

uygulanmayan orneklerde de kallus olusumunun %73 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9.).

Elde edilen verilere gore, TECTOR musir ¢esidinde 4 mg/1 2,4-D dozu uygulanan 6rneklerin
(2.79 g) en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu, hormon uygulanmayan Orneklerde ise
kallus agirhigimin 048 g oldugu belirlenmigtir. Siirgiin gelisimi ise en ¢ok hormon
uygulanmayan Orneklerde (%27), en az 8 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde (%10)
gozlenmistir (Cizelge 4.9.).
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6 mg/1 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.9. Farkli dozlarda 2,4-D uygulanan TECTOR musir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/1 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.10. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan TECTOR musir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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4.6. 2,4-D uygulanan ADA 523 musir ¢esidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.11. ADA 523 musir ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro parametrelere
tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktari Olusum Oram (2)
(mg/1) Oram

a 70 20 051

b 60 20 0.44

0 c 90 30 0.46
T=73+88 T=234+33 T=0.47+0.02

a 100 20 2.63

b 90 20 251

2 c 100 10 2.56
T=97+323 T=17+33 T=2.58+0.05

a 90 20 231

100 20 226

4 c 80 30 245
T=90+58 T=23+33 T=2.34+0.06

a 90 10 230

90 20 228

6 c 100 10 242
T=93+33 T=13323 T=2.33+0.04

a 90 20 223

100 10 231

8 c 80 10 224
T=90+58 T=13323 T=2.26+0.03

a 30 30 225

90 20 2.18

10 c 80 30 230
T=83+33 T=27+33 T=2.24+0.03

ADA 523 musir cesidi genotipi i¢in 10’ar adet embriyo iceren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus ornekleri Sekil 4.11°de ve kok ucu olusturan ornekler ise

Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Farkl1 2,4-D dozlarn uygulanan ADA 523 cesidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirligr oranlarina iligkin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Buna
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gore; ADA 523 cesidine uygulanan 2,4-D dozlarinin kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirliginda etkisinin ¢ok 6nemli (p<0.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. ADA 523 c¢esidinde 2,4-D miktariin, siirgiin ve kallus olusum orani ile kallus
agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F

Gruplar arast || 5 222.961 1.824%*
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 122.264

Toplam 17
Gruplar arast || 5 55.122 3.000%*
Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 18.376

Toplam 17
Gruplar aras1| 5 1.816 364.320%**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.005
Toplam 179

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum oranlart yoniinden ADA 523 cesidine bakildiginda; 2 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde en yiiksek kallus olusumu goézlenirken (%97), 6 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde kallus olusumunun %93, 4 ve 8 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde kallus
olusumunun %90, 10 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde kallus olusumunun %83 oldugu
gozlenmistir. Hormon uygulanmayan Orneklerde de kallus olusumunun %73 oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.11.).

Elde edilen verilere gore, ADA 523 musir ¢esidinde 2 mg/1 2,4-D dozu uygulanan 6rneklerin
(2.58 g) en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu, hormon uygulanmayan Orneklerde ise
kallus agirliginin 0.47 g oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en ¢ok hormon 10 mg/l
2,4-D uygulanan Orneklerde (%27) gozlenirken, en az 4 ve 6 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.11.).
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6 mg/12,4-D 8 mg/l 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.11. Farkh dozlarda 2,4-D uygulanan ADA 523 musir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/1 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.12. Farkh dozlarda 2,4-D uygulanan ADA 523 musir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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4.7.

2,4-D uygulanan BC 666 misir cesidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.13. BC 666 musir ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro parametrelere

tepkileri (%).
24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktar: Olusum Oram (2)
(mg/1) Oram

a 60 10 0.38

b 80 20 0.43

0 c 50 20 0.34
T=63+8.8 T=17+33 T=0.38+0.03

a 80 20 236

b 80 30 253

2 c 80 10 2.49
T=80+0 T=20+58 T=2.46+0.05

a 90 20 241

b 100 20 2.54

4 c 90 20 248
T=93+33 T=20.0+0 T=2.48+0.04

a 80 20 235

b 90 10 223

6 c 70 30 228
T=80+5.8 T=20.0+5.8 T=2.29+0.03

a 80 10 221

b 90 20 223

8 c 100 10 2.14
T=90+5.8 T=13.043.3 T=2.19+0.03

a 90 10 2.15

b 80 10 2.19

10 c 70 10 2.08
T=80+5.8 T=10.0+0 T=2.14+0.03

BC 666 misir ¢esidi genotipi i¢in 10’ar adet embriyo iceren petrilerde ii¢ tekrarlamali olarak
tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D dozlarindan
elde edilen kallus ornekleri Sekil 4.13’te ve kok ucu olusturan ornekler ise Sekil 4.14°te

gosterilmistir.

Farkl1 2,4-D dozlarn uygulanan BC 666 cesidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve kallus
agirlig oranlarina iligkin varyans analizi sonuglar Cizelge 4.14°te verilmistir. Buna gore,

BC 666 cesidine uygulanan 2,4-D dozlarinim siirgiin gelisiminde etkisinin énemli (p<0.05)
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oldugu, kallus olusumu ve kallus agirhiginda ise etkisinin ¢ok 6nemli (p<0.01) oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4.14. BC 666 ¢esidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile kallus
agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F

Gruplar arast || 5 240.171 2.900%*
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 82.827

Toplam 17
Gruplar arast || 5 32227 1.259%*
Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 25.597

Toplam 17
Gruplar arast || 5 1.915 496.579%*%*
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.004
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum oranlar1 yoniinden BC 666 c¢esidine bakildiginda, 4 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%93), en az kallus olusumu hormon

uygulanmayan Orneklerde (%63) belirlenmistir (Cizelge 4.13.).

Elde edilen verilere gore, BC 666 misir ¢esidinde 4 mg/l1 2,4-D dozu uygulanan 6rneklerin
(2.48 g) en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu, hormon uygulanmayan Orneklerde ise

kallus agirliginin 0.38 g oldugu belirlenmistir.
Siirgiin gelisimi ise en ¢ok hormon icermeyen Ornekler ile 4 ve 6 mg/l 2,4-D uygulanan

orneklerde (%20) gozlenirken, en az 10 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde (%10)
gozlenmistir (Cizelge 4.13.).
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6 mg/1 2,4-D 8 mg/12,4-D 10 mg/12,4-D

Sekil 4.13. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan BC 666 misir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/1 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/12,4-D

Sekil 4.14. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan BC 666 misir ¢cesidinde kok ucu olusumu.
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48. 2,4-D uygulanan ADA 8924 musir cesidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.15. ADA 8924 musir cesidinin farklh 2,4-D dozlarinda in vitro
parametrelere tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktari Olusum Oram (2)
(mg/1) Oram

a 70 20 0.47

80 40 0.48

0 c 70 30 0.39
T=73+33 T=30+5.8 T=0.44+0.03

a 100 30 2.15

90 20 2.18

2 c 100 20 223
T=97+3.3 T=23+33 T=2.82+0.09

a 100 10 2.16

b 100 20 2.14

4 c 90 10 2.05
T=97+3.3 T=13+33 T=2.74+0.06

a 80 20 2.04

b 80 10 2.07

6 c 70 20 1.96
T=77+33 T=17+33 T=2.57+0.04

a 90 10 2.00

b 100 30 1.92

8 c 80 10 1.95
T=90+5.8 T=17+6.7 T=2.50+0.02

a 80 10 1.85

b 100 20 1.80

10 c 80 10 171
T=87+6.7 T=13+33 T=2.41+0.04

ADA 8924 musir ¢esidi genotipi icin 10’ar adet embriyo igeren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus 6rnekleri Sekil 4.15°te ve kok ucu olusturan 6rnekler ise Sekil

4.16’da gosterilmigtir.

Farkli 2,4-D dozlart uygulanan ADA 8924 cesidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirligr oranlarina iligkin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. Buna
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gore; ADA 523 cesidine uygulanan 2,4-D dozlarinin kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirligina etkisinin ¢ok 6nemli (p<0.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. ADA 8924 cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile
kallus agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F

Gruplar aras1| 5 338.889 6.100%*
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 55.556

Toplam 17
Gruplar aras1| 5 128.889 2.109%**
Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar ici 12 61.111

Toplam 17
Gruplar aras1| 5 1.286 443 280%**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.003
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum oranlari yoniinden ADA 8924 cesidine bakildiginda, 2 ve 4 mg/l 2,4-D
uygulanan 6rneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%97), 8 mg/1 2,4-D uygulanan
orneklerde kallus olusumunun %90, 10 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde kallus
olusumunun %87 oldugu gozlenmistir. Hormon uygulanmayan Orneklerde de kallus

olusumunun %73 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.15.).

Elde edilen verilere gore, ADA 8924 misir ¢esidinde 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.82 g) en yiiksek kallus agirhigina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirliginin 0.44 g oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en c¢ok
hormon uygulanmayan drneklerde (%30) gozlenirken, en az 4 ve 10 mg/l 2,4-D uygulanan

orneklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.15.).
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6 mg/l 2,4-D 8 mg/1 2,4-D 10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.15. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan ADA 8924 musir ¢esidinde kallus olusumu.
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4 mg/12,4-D

6 mg/1 2,4-D

8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.16. Farkh dozlarda 2,4-D uygulanan ADA 8924 misir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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4.9.

Cizelge 4.17. HELEN musir cesidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro parametrelere

2,4-D uygulanan HELEN musir cesidinde gozlenen degisimler

tepkileri (%).
24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktar: Olusum Oram (2)
(mg/l) Oram

a 90 30 0.35

0 b 80 20 0.41

c 100 50 0.43
T=90+5.8 T=33+8.8 T=0.40+0.02

a 100 30 2.64

b 100 20 2.57

2 c 100 10 231
T=100+0 T=20+5.8 T=2.51+0.01

a 100 20 2.56

b 90 20 2.65

4 c 100 20 242
T=97+3.3 T=20+0 T=2.54+0.07

a 90 20 2.55

b 100 10 2.48

6 c 100 20 244
T=97+3.3 T=17+33 T=2.49+0.03

a 90 10 227

b 100 20 2.05

8 c 80 10 2.14
T=90+5.8 T=13+33 T=2.15+0.06

a 100 10 2.12

b 90 10 1.95

10 c 90 20 2.07
T=93+3.3 T=13+33 T=2.05+0.05

HELEN misir ¢esidi genotipi icin 10’ar adet embriyo igeren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus ornekleri Sekil 4.17°de ve kok ucu olusturan ornekler ise

Sekil 4.18’de gosterilmistir.

Farkli 2,4-D dozlar1 uygulanan HELEN cesidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve kallus

agirlig1 oranlarina iligkin varyans analizi sonucglan Cizelge 4.18’de verilmigtir.
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Buna gore; HELEN cesidine uygulanan 2,4-D dozlarmin kallus olusumu ve siirgiin
gelisimine etkisinin dnemli (p<0.05) oldugu, kallus agirligina etkisinin ¢ok 6nemli (p<0.01)

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.18.).

Cizelge 4.18. HELEN cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile kallus
agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F
Gruplar arast || 5 108.031 0.913*
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 118.387
Toplam 17
Gruplar aras1| 5 78.503 2.264*

Siirgiin Gelisim Oram| Gruplar i¢i 12 34.668

Toplam 17
Gruplar arast || 5 2.031 178.259**
Kallus Agirhg (g) Gruplarigi | 174 0.011
Toplam 179

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum oranlar1 yoniinden HELEN cesidine bakildiginda, 2 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%100), 4 ve 6 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde kallus olusumunun %97, 10 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde kallus
olusumunun %93 oldugu gozlenmistir. 8 mg/l 2,4-D uygulanan Orneklerde ve hormon

uygulanmayan orneklerde ise kallus olusumunun %90 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.17.).

Elde edilen verilere gore, ADA 8924 misir ¢esidinde 4 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.54 g) en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirliginin en az (0.40 g) oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en
¢ok hormon uygulanmayan Orneklerde (%33) gozlenirken, en az 8 ve 10 mg/l 2,4-D

uygulanan 6rmeklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.17.).
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4 mg/1 2,4-D

6 mg/l 2,4-D 8 mg/12,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.17. Farkh dozlarda 2,4-D uygulanan HELEN musir ¢esidinde kallus olusumu.
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6 mg/12,4-D 8 mg/1 2,4-D

10 mg/1 2,4-D

Sekil 4.18. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan HELEN musir ¢esidinde kok ucu olusumu.
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4.10. 2,4-D uygulanan DKC 6022 misir cesidinde gozlenen degisimler

Cizelge 4.19. DKC 6022 misir ¢esidinin farkli 2,4-D dozlarinda in vitro
parametrelere tepkileri (%).

24-D Tekrar Kallus Siirgiin Gelisimi| Kallus Agirhg:
Miktari Olusum Oram (2)
(mg/l) Oram

a 60 30 0.52

90 20 0.46

0 c 100 20 041
T=83+12 T=23+33 T=0.46+0.03

a 100 20 2.94

90 20 2.82

2 c 90 30 2.79
T=93+33 T=23+33 T=2.85+0.05

a 90 10 283

A b 90 30 2.66

c 90 20 275
T=90+0 T=20+58 T=2.75+0.05

a 100 30 2.64

b 90 20 257

6 c 90 30 2.60
T=93+33 T=27+33 T=2.60+0.02

a 90 20 2.56

b 80 20 2.59

8 c 90 10 253
T=87+33 T=17+33 T=2.56+0.02

a 90 10 248

b 70 20 243

10 c 90 10 226
T=83+6.7 T=13+33 T=2.39+0.07

DKC 6022 musir ¢esidi genotipi i¢in 10’ar adet embriyo igeren petrilerde ii¢ tekrarlamali
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Uygulanan farkli 2,4-D
dozlarindan elde edilen kallus ornekleri Sekil 4.19°da ve kok ucu olusturan ornekler ise

Sekil 4.20°de gosterilmistir.

Farkli 2,4-D dozlart uygulanan DKC 6022 cesidinde kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve

kallus agirlig1 oranlarina iliskin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Buna gore, DKC 6022 cesidine uygulanan 2,4-D dozlarinin kallus olusumu, siirgiin gelisimi
ve kallus agirligina etkisinin ¢ok dnemli (p<0.01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.20.).

Cizelge 4.20. DKC 6022 cesidinde 2,4-D miktarinin, siirgiin ve kallus olusum orani ile
kallus agirligina gore varyans analizi sonuglari

Kareler J
Ortalamas
df (K.0.) F

Gruplar arast || 5 63.144 0.536**
Kallus Olusum Oram | Gruplar ici 12 117.757

Toplam 17
Gruplar arast || 5 39.837 1.672%*
Siirgiin Gelisim Oram| Gruplarici || 12 23.831
Toplam 17

Gruplar arast || 5 2422 454.192%%*
Kallus Agirhg (g) Gruplarigi | 174 0.005
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum oranlar1 yoniinden DKC 6022 cesidine bakildiginda, 2 ve 6 mg/l 2,4-D
uygulanan 6rneklerde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken (%93), 4 mg/1 2,4-D uygulanan
orneklerde kallus olusumunun %90, 8 mg/l 2,4-D uygulanan 6rneklerde kallus olusumunun
%87 oldugu gozlenmistir. 10 mg/l 2,4-D uygulanan ve hormon uygulanmayan 6rneklerde

ise kallus olusumunun %83 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.19.).

Elde edilen verilere gore, DKC 6022 musir c¢esidinde 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan
orneklerin (2.85 g) en yiiksek kallus agirhigina sahip oldugu, hormon uygulanmayan
orneklerde ise kallus agirliginin en az (0.46 g) oldugu belirlenmistir. Siirgiin gelisimi ise en
cok 6 mg/l 2,4-D uygulanan 6rneklerde (%27) gbzlenirken, en az 10 mg/l 2,4-D uygulanan
orneklerde (%13) gozlenmistir (Cizelge 4.19.).
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6 mg/1 2,4-D

Sekil 4.19. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan DKC 6022 musir ¢esidinde kallus olugumu.
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6 mg/1 2,4-D 8 mg/l 2,4-D

Sekil 4.20. Farkl dozlarda 2,4-D uygulanan DKC 6022 musir ¢esidinde kok ucu olusumu.

95




Arastirma bulgularina gore, misir gesitlerinin olgun embriyolarinda 2,4-D’siz MS ortaminda
da kallus olusumu gézlenmistir. Bu nedenle baska bir marka MS ortaminda (Duchefa) 2,4-D
hormonu uygulamadan, misirin olgun embriyolarinda kallus olusumuna bakilmistir. Bu
cercevede yapilan caligmalar sonucunda, Duchefa Marka MS ile hazirlanan 2,4-D'siz

ortamda da misir embriyolarinda kallus olusumu gozlenmistir.

Elliott ve Greenwood (1974), Pilet (1976), Rivier ve Pilet (1974), Pernet ve Pilet (1976),
Gabathuler ve Pilet (1981), Pilet ve Saugy (1985) ve Lur ve Setter (1993) tarafindan
yapilan musir bitkisi doku kiiltiirli ¢alismalari sonucunda, musir bitkisinin yapisinda
bulunan TAA miktarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durumda, MS ortami oksin
icermese bile, yiiksek besin ortaminda, misir bitkisinde kiiltiir kosullarinda kallus olusumu
gozlenebilmektedir. S6z konusu ¢alismalarla, yapilan tez calismasinda elde edilen sonuglar

benzerlik gdstermektedir.

Bu calismada, kontrol gruplarindakileri de dikkate alinarak, diger dozlardaki kallus artiglar

gozlemlenmis ve en yliksek kallus olusturma protokolii belirlenmistir.

4.11. 24-D uygulanan tiim msir cesitlerinde gozlenen degisimler

Calismada materyal olarak kullanilan misir ¢esitlerinin her biri i¢in kallus olusum orani,
siirglin gelisim oran1 ve kallus agirligr olmak iizere elde edilen veriler ¢izelgeler haline

getirilmigtir.

Farkli dozlarda 2,4-D oksini iceren MS ortamlarinda kallus olusumu Cizelge 4.21°de
sunulmustur. Kallus olusumu ortalama olarak, en ¢ok 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan misir
embriyolarinda gozlenirken, daha sonra sirasiyla, 4 mg/l, 8 mg/l, 6 mg/l, 10 mg/l 2,4-D
dozu uygulanan 6rneklerde ve en son 2,4-D uygulanmayan orneklerde belirlenmistir (Sekil

4.21).

S6z konusu tez calismasina paralel olarak, bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinde 2,4-D’nin
farklt miktarlarinin kallus olusumu iizerine olan etkilerini arastiran Ozias-Akins ve Vasil
(1983), kallus olusumunda 2 mg/l 2,4-D miktarinin optimum oldugu belirtmislerdir. Wang
(1987) ve Naqvi ve arkadaslart (2002)’nin olgunlagmis misir embriyolarinda yaptigi
calismalarda ise, 2 mg /1 2,4-D kullanilan 6rneklerde, kallus olusumu en yiiksek oranda

bulunmustur.

96



Cizelge 4.21. Farkli dozlarda 2,4-D oksini iceren ortamlarda cesitlere gore kallus olusumu (%).

Maisir Cesidi
2,4-D Miktari

(mg/1) Pioneer Pioneer Pioneer Pioneer

3223 31N27 31P41 34N24 TECTOR | ADA 523 BC 666 ADA 8924 HELEN DKC 6022
0 mg/1 73.3+£3.3b' | 70.0£5.8 ¢ 83.3£12.0c | 73.3x8.8b |73.3x8.8b | 73.3x8.8b | 63.3x8.8b | 73.3x3.3 ¢ 90.0£5.8 ¢ 83.3£12.01 ¢
2 mg/l 93.3x3.3a |86.7+6.7abc | 96.7+3.3 a 90.0£5.8 ab | 96.7£3.3a | 96.7£3.3a | 80.0+0 ab 96.7+£3.3 a 100.0£0 a 93.3£3.3 ab
4 mg/l 93.3x3.3a |86.7+6.7abc | 96.7+3.3 a 86.7£6.7 ab | 93.3£3.3a | 90.0£5.8ab | 93.3£3.3a |96.7£3.3a 96.7£3.3ab | 90.0£0 abc
6 mg/l 90.0£5.8 ab | 90.0£5.8ab | 93.3£3.3 ab 86.7£8.8 ab | 86.7£3.3b | 93.3£3.3ab | 80.0+5.8ab | 76.7£3.3bc | 96.7£3.3ab | 93.3x3.3ab
8 mg/l 93.3£3.3a | 86.7x6.7abc | 93.3x3.3ab | 90.0£5.8ab | 86.7£3.3b | 90.0£5.8 ab | 90.0£5.8a |90.0£5.8ab | 90.0£5.8 ¢ 86.7+3.3 abc
10 mg/1 90.0£5.8 ab | 90.0£5.8ab | 91.7+2.6 abc | 86.7£8.8 ab | 83.3£3.3 b | 83.3£3.3 ab | 80.0£5.8 ab | 86.7£6.7 abc | 93.3+3.3 abc | 83.3£3.3 ¢

Ortalama 88.9+2.3 85.0+2.8 91.7+£2.6 85.6+2.9 87.8+2.6 | 87.8+2.6 81.1+3.0 87.2+2.8 94.4+1.7 88.3+2.3

" Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde Gnemlidir.
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Sekil 4.21. Uygulanan 2,4-D miktarina gore ortalama kallus olusum oranlar1 (%).

Ancak, misir ¢esitlerine ayrn ayn bakildiginda, TECTOR (%96.7), ADA 523 (%96.7),
HELEN (%100) musir ¢esitlerinde en yiiksek kallus olusumu 2 mg/l 2,4-D dozunda
gozlenirken, BC 666 (%93.3) musir ¢esidinde en yiiksek kallus olusumu 4 mg/l 2,4-D
dozunda gozlenmigtir. Pioneer 31P41 (%96.7) ve ADA 8924 (%96.7) misir ¢esitlerinde 2 ve
4 mg/l 2,4-D dozunda, Pioneer 3223 (%93.3) misir ¢esidinde 2,4 ve 8§ mg/l 2,4-D dozunda
ve Pioneer 31N27 (%90) misir cesidinde 6 ve 10 mg/l 2,4-D dozunda, Pioneer 34N24 musir
cesidinde (%90) 2 ve 8 mg/l 2,4-D dozunda ve DKC 6022 (%93.3) misir cesidinde 2 ve 6
mg/1 2,4-D dozunda en yiiksek kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.21).

2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan HELEN (%100) misir ¢esidinde en yiiksek kallus olusumu
gozlenirken, 2,4-D uygulanmayan BC 666 (%63.3) misir c¢esidinde en diisiik kallus
olusumu meydana gelmistir (Cizelge 4.21). Olusan kallus sayisinin musir ¢esitlerine gore
degisim gostermesinin en onemli nedeni, kullanilan eksplant kaynaginin ve genotipinin
farkli olmasidir. Ornegin, eksplant kaynag olarak olgunlagsmamis embriyolarin diger
eksplantlara gore doku kiiltiiriine daha iyi tepki verdigi, Ozgen vd (1996), Huang ve Wei
(2004) tarafindan yapilan caligmalarda ifade edilmistir.

Arastirmamizda elde ettigimiz bulgular, Huang ve Wei (2004) tarafindan yapilan calisma
tarafindan desteklenmektedir. Huang ve Wei (2004)’tin 7 musir hattinda kallus
olusumundaki farkliliklart gézlemlemek amaciyla yaptiklart calismada, kallus olusumu
icin optimal 2,4-D dozu 4 mg/] olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.22. Tim c¢esitlerde 2,4-D miktar1 ve kallus olusumu (%) degiskenlerinin capraz
tablosu.

Kallus Olusum Oram (%) Toplam
50 [ 60 70 80 90 || 100
0 mg/l 1 7 8 5 6 3 30
2 mg/l 0 0 0 6 9 15 30
2.4-D Miktar: (mg/l) 4 mg/l 0 0 0 5 10 15 30
6 mg/l 0 0 3 6 13 8 30
8 mg/l 0 0 1 8 12 9 30
10 mg/1 0 0 3 11 10 6 30
Toplam 1 7 15 41 60 56 180

2,4-D icermeyen 14 petride, 2 mg/l 2,4-D iceren 26 petride, 4 mg/1 2,4-D iceren 20 petride,
6 mg/l 2,4-D iceren 19 petride, 8 mg/l 2,4-D iceren 9 petride, 10 mg/l 2,4-D iceren 10

petride bulunan tiim embriyolarda kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.22.).

2,4-D icermeyen 5 petride, 2 mg/l 2,4-D iceren 6 petride, 4 mg/l 2,4-D igeren 5 petride, 6
mg/l 2,4-D iceren 6 petride, 8 mg/l 2,4-D iceren 8 petride, 10 mg/l 2,4-D iceren 11 petride
%80 kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.22.).

2,4-D icermeyen 6 petride, 2 mg/l 2,4-D igeren 9 petride, 4 mg/l 2,4-D iceren 10 petride,6
mg/1 2,4-D igeren 13 petride, 8 mg/l1 2,4-D iceren 12 petride, 10 mg/1 2,4-D igeren 10 petride
%90 kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.22.).

2,4-D icermeyen 8 petride, 6 mg/l 2,4-D iceren 3 petride, 8 mg/l 2,4-D iceren 1 petride, 10

mg/l 2,4-D igeren 3 petride %70, 2,4-D icermeyen 7 petride %60 ve 2,4-D icermeyen 1
petride %50 kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.22.).
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Sekil 4.22. Uygulanan 2,4-D miktarlarina gore kallus agirligi (g).

Farkli dozlarda 2,4-D oksini iceren MS ortamlarinda gozlenen kallus agirligr Sekil 4.23’de
sunulmustur. 2,4-D uygulanan musir g¢esitlerinde ortalama kallus agirligi en fazla 2 mg/l
2,4-D uygulanan misir ¢esitlerinde gozlenirken, daha sonra sirasiyla 4 mg/l, 6 mg/l, 8 mg/l,
10 mg/l uygulanan misir c¢esitlerinde ve en son 2,4-D dozu uygulanmayan misir

orneklerinde gozlenmistir (Sekil 4.22.).

Misir cesitlerine ayri ayri bakildiginda, Pioneer 3223 (2.59 g), Pioneer 31N27 (2.11 g),
Pioneer 31P41 (2.37 g), ADA 523 (2.58 g), ADA 8924 (2.19 g), DKC 6022 (2.85 g) misir
cesitlerinde 2 mg/1 2,4-D dozunda en fazla kallus agirlig1 gdzlenirken, Pioneer 34N24 (2.35
g), TECTOR (2.79g), BC 666 (2.48 g) ve HELEN (2.54 g) musir ¢esitlerinde 4 mg/l 2,4-D
dozunda en fazla kallus agirligr gdzlenmistir (Cizelge 4.23.).
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Cizelge 4.23. Farkl dozlarda 2,4-D oksini iceren ortamlarda cesitlere gore kallus agirligi (g).

2,4-D Maisir Cesidi
Miktarn 0 Pi Pi Pi ADA BC ADA DKC
oneer oneer oneer oneer
(mg/h 3223 3IN27 31P41 34N24 | TECTOR 523 666 8924 HELEN 6022
Omgl | 0422004 ¢ | 0.54£0.02¢ | 0.46£0.03¢ | 0.47£0.03d | 0.4820.03d | 0.4720.02 ¢ | 0.380.03d | 0.4520.03¢ | 0.40£0.02 ¢ | 0.46£0.03 d
Ymgll | 2.50:0.08a | 2.1120.08a | 2.37£0.03a | 2.2520.06ab | 2.65£0.06 b | 2.58£0.05a | 2.46£0.05a | 2.19:0.02a | 2.5120.1a | 2.8540.05a
4mgl | 2512008ab | 1.74£0.06b | 2.23£0.05b | 2.3520.06a | 2.79£0.05a | 2.340.06 b | 2.4820.04a | 2.12£0.03 ab | 2.5420.07a | 2.75£0.05 a
6mg/l | 2.42£0.04 ab | 1.54%0.05 ¢ | 2.16£0.05 bc | 2.1220.08 be | 2.48%0.03 ¢ | 2.3320.04b | 2.2940.03b | 2.0220.03 be | 2.49£0.03a | 2.600.02 b
Smgl | 2.37£0.02b | 1.5520.03 ¢ | 2.0320.04cd | 2.1320.03 be | 2.39%0.02 ¢ | 2.2620.03 b | 2.1920.03 bc | 1.96£0.02¢ | 2.1520.06 b | 2.5620.02 b
10mgl | 24080.05b | 1.24¥0.04d | 1.9520.06d | 1.9620.07¢ | 2.4320.02¢ | 2.24£0.03 b | 2.1420.03¢c | 1.7920.04d | 2.05£0.05 b | 2.3920.07 ¢
Ortalama | 2.1120.04 | 1452005 | 1.8740.04 | 1.8820.06 | 2.20£0.04 |2.0420.04 | 1.9920.03 | 1.76£0.03 | 2.0240.06 |2.2720.04

" Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde Gnemlidir.
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Cizelge 4.24. 2,4-D miktarinin, kallus olusum orani ile kallus agirligina gore varyans analizi
sonugclari

Kareler J
Ortalamas
df (K.O.) F

Gruplar aras1| 5 1192.456 0.318**
Kallus Olusum Oram | Gruplarici || 174f 127.970

Toplam 179
Gruplar aras1| 5 16.954 226.768**
Kallus Agirhgi (g) Gruplarici | 174 0.075
Toplam 179

** (.01 diizeyinde 6nemli

2,4-D miktarinin kallus olusumu ve kallus agirliginda etkisinin ¢cok 6nemli oldugu (p<0,01)
bulunmustur. Elde edilen Duncan gruplandirilmasi verilerine bakildiginda, 2,4-D miktarina

bagli olarak kallus agirlig1 ve kallus olusum oranmin degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.24.).

Bu aragtirmada ve diger arastirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda kallus olusumu i¢in
belirlenen optimal 2,4-D dozlarinda gozlenen farkliligin, misir genotiplerinden

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.26. Genotipin, kallus olusum oranina gére varyans analizi sonuglari.

Kareler
Ortalamasi
df (KO) F
Gruplar Arasi 9 2,457 3,801 **

Kallus Olusum Oram Gruplar ici 56 0,646
Toplam 179

*%0.01 diizeyinde 6nemli

Bu calismada kallus olusumunda genotiplerin etkisinin ¢ok ©onemli (p<0,01) oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.25). Bu konuda yapilan bircok ¢alismada da benzer bulgular elde
edilmistir (Ozgen vd 1996, Ozgen vd 1998, Bohorova vd 2001, Delporte vd 2001, Li vd
2003, Przetakiewicz vd 2003, Zale vd 2004). Ayrica, kallus olusumu bakimindan genotipler
arasindaki farkliliklarin bitki biinyesindeki hormon seviyesindeki farkliliklardan dolay1

olabilecegi belirtilmistir (Bhaskaran ve Smith 1990, Carman 1990).
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Sekil 4.23. Genotiplere gore ortalama kallus olusum oranlari (%).

Genotiplere gore ortalama kallus olusum oranlarina bakildiginda, en ¢cok HELEN misir
cesidinde (%94 .4) kallus olusumu gozlenirken, daha sonra sirasiyla Pioneer 31P41 (%91.7),
Pioneer 3223 (%88.9), DKC 6022 (%88.3), TECTOR ve ADA 523 (%87.8), ADA 8924
(%87.2), Pioneer 34N24 (%85.6), Pioneer 31N27 (%85) ve BC 666 (%81.1) misir
cesitlerinde gozlenmistir (Sekil 4.23., Cizelge 4.21.).

24
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Sekil 4.24. Genotiplere gore ortalama kallus agirliklar (g).
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Genotiplere gore ortalama kallus agirhigina bakildiginda da DKC 6022 (2.27 g) musir
cesidinde kallus agirligr en fazla iken, Pioneer 31N27 (1.45 g) musir cesidinde kallus
agirligi en az olarak gozlenmistir (Sekil 4.24., Cizelge 4.23.).

Cizelge 4.26. Tiim cesitlerin ve kallus olusum orani (%) degiskenlerinin ¢apraz ¢izelgesi.

Kallus Olusum Oram (%)
50 60 70 80 90 100 || Toplam|
Pioneer 3223 0 0 2 3 8 5 18
Pioneer 31N27 0 1 2 7 3 5 18
Pioneer 31P41 0 1 0 3 5 9 18
Pioneer 34N24 0 1 3 4 5 5 18
Cesitler TECTOR 0 1 1 4 10 2 18
ADAS523 0 1 1 4 7 5 18
BC666 1 1 2 7 5 2 18
ADAS8924 0 0 3 6 2 7 18
HELEN 0 0 0 2 7 10 18
DKC 6022 0 1 1 1 10 3 18
Toplam 1 7 16 41 62 53 180

Misir ¢esitlerindeki kallus olusum orami incelendiginde, HELEN musir ¢esidine ait 10,
Pioneer 31P41 musir ¢esidine ait 9, ADA 8924 musir cesidine ait 7, Pioneer 3223, Pioneer
31N27, Pioneer 34N24, ADA 523 musir cesitlerine ait 5’er, DKC 6022 musir ¢esidine ait 3,
BC 666 ve TECTOR musir ¢esitlerine ait 2’ser petride tiim embriyolarda kallus olusumu
gozlenmistir (Cizelge 4.26.).

DKC6022 misir ¢esidine ait 10, TECTOR musir ¢esidine ait 9, Pioneer 3223 musir cesidine
ait 8, ADA 523 musir ¢esitlerine ait 7, Pioneer 31P41, Pioneer 34N24 ve BC 666 misir
cesitlerine ait 5’er, Pioneer 31N27 musir ¢esidine ait 3 ve ADA8924 misir cesidine ait 2
petride %90 kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.26.).

Aynmi1 zamanda, Pioneer 31N27 ve BC666 misir cesitlerine ait 7’ser, ADA8924 muisir
cesidine ait 6, Pioneer 34N24, TECTOR ve ADAS523 musir ¢esitlerine ait 4’er, Pioneer 3223
ve Pioneer 31P41 musir ¢esitlerine ait 3’er, HELEN musir ¢esidine ait 2 ve DKC 6022 misir
cesidine ait 1 petride %80 kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.26.).
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Pioneer 34N24 ve ADA 8924 musir ¢esitlerina ait 3’er, Pioneer 3223, Pioneer 31N27 ve
BC 666 misir cesitlerine ait 2’ser, TECTOR, ADA 523 ve DKC 6022 musir cesitlerin ait
I’er petride %70 kallus olusumu gézlenmistir (Cizelge 4.26.).

Pioneer 31N27, Pioneer 31P41, Pioneer 34N24, TECTOR, ADA 523, BC 666 ve DKC
6022 musir cesitlerin ait 1’er petride %60 kallus olusumu ve BC666 misir ¢esidine ait 1

petride %50 kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.26.).

Cizelge 4.27. Kallus olusum orani, 2,4-D miktari, siirgiin gelisim oran1 ve kallus agirligi

arasindaki korelasyon

Kallus 24-D Siirgiin Kallus
Olusum Miktar: Gelisim Agirhg
Oram (mg/l) Oram (g)
Pearson i ook ] N ]
Kallus | gorelasyons 1,000 0.247¢+%) || -0.163(*)
usum -
Oram Sig (p). - 0,021 0,029 0,042
N 180 180 180 180
Pearson sk o o
2.,4-D Korelasyonu -0,247(**) 1,000 -0,441(%%) || -0,457(**)
“?;:‘gtj‘l;’ ! Sig (D). 0,021 ) - -
N 180 180 180 180
. . Pearson _ k _ sk _ sk
z“f.gfm Korelasyonu 0.163(%) 0.441() 1,000 0,338(*%)
elisim »
Oram Sig (p). 0,029 - Z -
N 180 180 180 180
Pearson - o
Kvalluf Korelasyonu - -0,457(C%*%) || -0,338(**) 1,000
Ag(‘g";‘g‘ Sig (p). 0,042 - - -
N 180 180 180 180

* p<0,05 seviyesinde onemli
** p<0,01 seviyesinde onemli

Misirda olgun embriyo kiiltiiriinde kararkterler arasinda yapilan korelasyon analizi
sonucunda, 2,4-D miktari ile kallus olusum orani arasinda orta seviyede, negatif ve anlaml
bir iligki oldugu goriilmektedir (r= -0,247, p<0,05). Buna gore 2,4-D miktan artik¢a, kallus
olusumunun azaldig:1 sdylenebilir. 2,4-D miktar1 ile siirgiin gelisim orani arasinda orta
seviyede, negatif ve anlaml bir iligski oldugu belirlenmistir (r= -0,441, p<0,05). Buna gore
2,4-D miktan arttik¢a, siirgiin gelisiminin de azaldig1 sdylenebilir (Cizelge 4.27).
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Kallus agirligr ile somatik embriyolarda siirgiin gelisim orani arasinda orta seviyede,
olumsuz ve anlaml bir iligki oldugu goriilmektedir (r= -0,338, p<0,05). Buna gore siirgiin

gelisimi artikca, kallus agirliginin azaldig soylenebilir (Cizelge 4.27).

Ayni sekilde, 2,4-D miktar1 ile kallus agirligi orani arasinda orta seviyede, olumsuz ve
anlaml bir iliski oldugu goriilmektedir (r=-0,457, p<0,05). Buna gore 2,4-D miktar artik¢a,
kallus agirliginin azaldigr soylenebilir. Kallus olusum orani ile kallus agirligr arasinda ise,

herhangi bir iliski bulunamamistir (Cizelge 4.27).

Ozgen vd (1998) tarafindan bugdayin olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyo kiiltiiriinde
yapilan ¢alisma sonucunda da, kallus olusum orani ve kallus agirligi arasindaki iliskinin

onemsiz oldugu belirlenmistir.

4.12. 2,4-D’nin misir kromozomlarina etkisi

Hiicre dongiisii lizerine bitki diizenleyicilerinin etkili oldugu ve bu durumun somaklonal

varyasyona neden oldugu bilinmektedir (George 1993).

Bu calismada, farkli dozlarda, farkli misir ¢esitlerine 2,4-D oksininin uygulanmasi ile elde
edilen kok uclarmin mikroskobik analizi sonucunda, 10 mg 2,4-D ile muamale edilen
Pioneer 31N27 (2n=18), Pioneer 3223 (2n=19) ve Pioneer 34N24 (2n=19) misir ¢esitlerinin
kromozom sayilarinda degisim gozlenirken, geriye kalan farkli dozlarda 2,4-D uygulanan

misir ¢esitlerinin kromozom sayilarinda degisim gozlenmemistir (Cizelge 4.28.).

Pioneer 31N27, Pioneer 3223 ve Pioneer 34N24 musir ¢esitlerine uygulanan yiiksek dozda
(10 mg/l) 2,4-D’nin meydana getirdigi mitotik anormalliklerin, “aneuplodi” (genomdaki
kromozomlarin sayisinin degismesi) oldugu ve kromozom sayisinin azalmasi (hipoploidi)

seklinde meydana geldigi gozlenmigtir.
Orneklerde gozlenen bu kromozomal azalma “monosomi” (diploid bir canlida sadece bir

kromozomun eksik olmast durumu (2n-1)) ve “nullisomi” (diploid bir canhida bir

kromozomun homologula beraber eksik olmast durumu (2n-2)) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.28. Calisilan cesitlerde farkli 2,4-D dozlarinda gozlenen kromozomlar.

Misir cesidi 24-D | Kromozom | Misir cesidi 24-D Kromozom
dozu sayis1 dozu sayis1
(mg/1) (mg/1)
0 2n=20 0 2n=20
2 2n=20 2 2n=20
1. Pioneer 4 2n=20 4 2n=20
31N27 6 2n=20 6. ADA 8924 6 2n=20
8 2n=20 8 2n=20
10 2n=18 10 2n=20
0 2n=20 0 2n=20
> pi 2 2n=20 2 2n=20
.311;2(;“ 4 20220} 7. DKC 6022 |—= 20=20
6 2n=20 6 2n=20
8 2n=20 8 2n=20
10 2n=20 10 2n=20
0 2n=20 0 2n=20
5 pi 2 2n=20 2 2n=20
Y 4 20=20 8. BC 666 4 20=20
6 2n=20 6 2n=20
8 2n=20 8 2n=20
10 2n=19 10 2n=20
0 2n=20 0 2n=20
2 2n=20 2 2n=20
4. ADA 523 4 20=20_ | 9. TECTOR 4 20=20
6 2n=20 6 2n=20
8 2n=20 8 2n=20
10 2n=20 10 2n=20
0 2n=20 0 2n=20
< pi 2 2n=20 2 2n=20
'34'{31’33“ 4 20=20_ ) 10. HELEN 4 20=20
6 2n=20 6 2n=20
8 2n=20 8 2n=20
10 2n=19 10 2n=20

Monosomik bir bitkinin, hiicre boliinmesi sirasinda es kromozomlarin boliinmemesi (non-
disjunction) nedeniyle bir kromozomu eksik olan bir gametin normal bir gametle birlesmesi

sonucu meydana geldigi bilinmektedir. Bitkide nullisomi ise, bir kromozomun homologuyla
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beraber eksik olmasindan dolayr bir kromozom ¢esidinin hi¢ bulunmamasidir. Nullisomik
bitkiler tesadiifen aymi1 c¢esit kromozomunu kaybetmis iki gametin birlesmesi ile

olusmaktadir (Temizkan, 1994).

Bu calismaya paralel olarak De Klerk (1990) ve George (1993) 2,4-D oksinini aneuploidi
gibi genetik anormalliklere neden olarak gostermektedir. Benzer sekilde, Sinha vd (1989),
Butani ve Shukla (1994), Antonucci ve Colus (2000), 2,4-D gibi bir¢ok pestisitin bitki
kromozomlarinda anormalliklere neden oldugunu gozlemlemislerdir. Chauhan ve
Sundararaman (1990) ile Tiirkoglu ve Koca (1997) tarafindan yapilan arastirmalarda, bu tiir

anormalliklerin pestisitin DNA iizerine olan etkisinden kaynaklandig belirtilmektedir.

Bu calismada gozlenen kromozom sayis1 varyasyonunun, DNA metilasyonundaki
degisimlerden olustugu diisiiniilmektedir. DNA yiiksek oranda metillendigi zaman gen
aktivitesi baskilanmaktadir. In vitro ortamda dogal olmayan kosullar nedeniyle hiicre
fizyolojisini degistiren bir stresin olusmasiyla, DNA metilasyonunda degisim
gozlenebilmekte ve boylece genetik varyasyon olusmaktadir. Ornegin, 2,4-D’nin, havuc
hiicre kiiltiiriinde DNA’nin metilasyonuna ve dolayisiyla havug kiiltiiriiniin gelismemesine

neden oldugu kaydedilmistir (LoSchiavo vd 1989).

Ayrica Cai vd (1990) ile George (1993) tarafindan da belirtildigi gibi, genetik varyasyonun
meydana gelmesinde musir g¢esitlerinin genotip Ozelliklerinin ve kullanilan doku kiiltiirii

yonteminin ¢ok etkili oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde;

2,4-D miktarmin kallus olusumu ve kallus agirhiginda etkisinin ¢ok Onemli oldugu

bulunmustur.

Pioneer 3223, Pioneer 31N27, Pioneer 31P41, ADA 523, ADA 8924 ve DKC 6022 muisir
cesitlerinde 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan Orneklerin en yiiksek kallus agirligina sahip
oldugu, Pioneer 34N24, TECTOR, BC 666 ve HELEN musir cesitlerinde 4 mg/1 2,4-D dozu

uygulanan 6rneklerin en yiiksek kallus agirligina sahip oldugu belirlenmistir.
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Farkli dozlarda 2,4-D oksini uygulanan misir ¢esitlerinde kallus agirliklarina bakildiginda,
2 mg/l 24-D dozu uygulanan DKC 6022 musir g¢esidinde en yiiksek kallus agirlig
belirlenirken, hormon uygulanmayan BC 666 misir c¢esidinde en az kallus agirlig
belirlenmistir. Genotiplere gore kallus agirligina bakildiginda da yine DKC 6022 musir
cesidinde kallus agirligr en fazla iken, Pioneer 31N27 misir ¢esidinde kallus agirliginin en

az oldugu gozlenmistir.

Kallus olusumunda genotiplerin etkisinin ¢ok dnemli oldugu belirlenmistir. Genotiplere
gore kallus olusum oranlarina bakildiginda, en cok HELEN musir ¢esidinde kallus olusumu

gozlenirken, en az kallus olusumunun BC 666 misir ¢cesidinde oldugu belirlenmistir.

Farkli 2,4-D dozlar iceren MS ortamlarinda ise, 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan HELEN
misir ¢esidinde en yiiksek kallus olusumu gozlenirken, hormon uygulanmayan BC 666 misir

cesidinde ise en az kallus olusumu meydana gelmistir.

Farkli dozlarda, tim misir ¢esitlerine 2,4-D uygulanmas: ile elde edilen kok uglarmin
mikroskobik analizi sonucunda, 10 mg/l 2,4-D uygulanan Pioneer 31N27 (2n=18), Pioneer
3223 (2n=19) ve Pioneer 34N24 (2n=19) musir cesitlerinin kromozom sayilarinda degisim
gozlenirken, diger 2,4-D wuygulanan Omeklerde krozomom sayilarinda degisim

gozlenmemistir.

Misirda, 2 mg/l 2,4-D uygulanmasi sonucunda, en yiiksek kallus olusumu ve kallus agirligi
degerleri elde edilmistir. Yine 2 mg/l 2,4-D uygulanan misirlarin kromozom sayilarinda da
anormallik g6zlenmemistir. Elde edilen arastirma bulgularina bakildiginda, en yiiksek kallus
olusumu ve gelisimi gosteren ve aynt zamanda kromozomal sapmalara neden olmayan oksin

dozu 2 mg/1 2,4-D dozu olarak belirlenmistir.
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5. SONUC

Tiirkiye’de yaygin olarak ekimi yapilan farkli kokenli musirlarin olgun embriyolar
kullanilarak, doku kiiltiiriinde 2,4-D oksin dozlarinin (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/l), farkhh
genotiplerde (Pioneer 31N27, Pioneer 31P41, Pioneer 3223, Pioneer 34N24, ADA8924,
DKC6022, BC666, TECTOR, ADA523 ve HELEN) etkisi incelenmistir.

Bu arastirmada materyal olarak kullanilan muisir, ucuz ve elde edilmesi kolay bir tahil
olmasi, son yillarda yenilenebilir enerji kaynagi olarak giindeme gelmesi, insan ve hayvan
beslenmesinde bir¢ok iiriiniin hammaddesi olmasi, ayn1 zamanda kromozom sayisinin az
(2n=20) ve kromozomlarinin ¢ok kiiciik olmamasi (8-10 pum) nedeniyle, deneme materyali
olarak tercih edilmistir. Ayrica, olgun embriyolarda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
yikksek oldugu ve yilin her doneminde kolay bulunabilecegi igin misirin olgun

embriyolariyla ¢alisilmistir.

Bitki biiyiime diizenleyici olarak kullanilan 2,4-D oksini ise, doku kiiltiirii ¢caligmalarinda
kallus olusumunu baslatma ve gelistirmede etkin oldugundan dolay:r kullanilmistir. Ayni
zamanda 2,4-D ilaveli kiiltiirlerde aneuploidi, poliploidi ve endoreduplikasyon gibi genetik
degisimlerin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada degisik 2,4-D dozlart uygulanarak
en etkili fakat kromozomal yap1 acisindan en zararsiz kallus olusturma protokolii

belirlenmistir.

Kromozom hatalarinin gbzlenmesi amaciyla bu calismada, bitki kok uglart kullanilmigtir.
Kok ucu tekniginin kullanilmasinin nedeni, o6zellikle hatalara sebep olan kimyasallarin

calisilmasi i¢in uygun ve giivenilir olmasidir.

Bu tez calismasinda uygulanan in vitro ve in vivo yontemler, elde edilen sonuglar ve daha

sonra yapilacak ¢calismalara yonelik Oneriler agagidaki sekilde siralanabilir,

e (Calismada, tohumlar 2 giin siire ile steril suda (35°C) bekletilip sisirilmistir. Kallus
ortami i¢in, farkli 2,4-D dozlart (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/l), 30 g/l sakkaroz ve 6g/l agar
kullanilmustir. Inkiibatorde 25+1°C sicaklik ve karanlikta 11 giin bekletilerek gelismesi

saglanan kalluslar, bu siire sonunda hormonsuz ortamlara aktarilmis ve petriler iklim
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odasinda 3 hafta siire ile 25+1°C sicaklik ve 16 saat 151k- 8 saat karanlik fotoperiyot

kosullarinda bekletilmistir.

e 3 hafta sonunda 1-1.5 cm boyundaki kok uglart kesilerek, a-monobromonaftalinin
sudaki doymus eriyiginde 16 saat bekletilmistir. Daha sonra tespit i¢cin glasiyal asetik asitte,
yarim saat oda sicakliginda tutulmus ve 1 N HCI asitte 60°C’de 10 dakika siire ile hidroliz
edilmigstir. Feulgen boya icerisinde bekletilen koklerin u¢ kisminin iizerine bir damla aseto-

karmin boya damlatilarak preperat hazirlanmistir.

e Isik mikroskobunda incelenen her preperatta, kromozomlari en iyi sekilde boyanan,
hiicre protoplazmasi ile en iyi kontrast1 olusturan, kromozomlar1 tam metafaz sathasinda ve
birbirinden ayr1 olan ve kromozomlar1 ayn1 diizlem iizerinde yayilis gosteren 5’er hiicre
belirlenerek, preparattaki yerleri isaretlenmistir. Daha sonra mikroskopta yerleri belirlenen

mitotik metafaz hiicrelerinin goriintiileri fotograflanarak, bilgisayar ortamina aktarilmistir.

e Elde edilen kok uglarimin mikroskobik analizi sonucunda, 10 mg 2.4-D uygulanan
Pioneer 31N27 (2n=18), Pioneer 3223 (2n=19) ve Pioneer 34N24 (2n=19) misir ¢esitlerinin
kromozom sayilarinda degisim gozlenmistir. Geriye kalan tiim 6rneklerin 20 kromozomdan

(2n=20) olustugu belirlenmistir.

e Kallus, siirgiin olusum oran1 ve kallus agirligina iliskin veriler elde edilmistir. Incelenen
10 adet musir ¢esidinde, 2 mg/l 2,4-D dozu uygulanan HELEN (%100) misir ¢esidinde en
yiiksek kallus olusumu gozlenirken, kallus agirligi en fazla olan gesit ise 2 mg/1 2,4-D dozu

uygulanan DKC 6022 (2.85 g) musir ¢esidi olarak belirlenmistir.

e FElde edilen verilere gore, Tiirkiye’de yapilabilecek olan transgenik misir elde etme
calismalarinda kullanilabilecek en yiiksek kallus olusturma oranini saglayan, buna karsin
kromozomal sapmalar olusturmayan, uygulanabilir 2,4-D dozunun 2 mg/l oldugu

belirlenmistir.

e Bu tez calismasinda, 2,4-D kimyasalinin yiiksek dozda uygulanmasi sonucunda,
Zea mays’ta kromozom sayist varyasyonu yani kromozom sayilarinda degisiklikler

meydana gelmistir. Bu tiir mitotik anormalliklerin 2,4-D gibi pesitisitlerin DNA iizerine
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olan etkisinden kaynaklandigi belirtilmektedir. Pestisitlerin farkli canli sistemleri iizerine
toksik etkileri bircok calisma ile gosterilmistir. Bu nedenle yaygin olarak kullanilan bu
kimyasalin, insan da dahil olmak iizere bir¢ok organizmada zararli olabileceginden dolayi,

yiiksek dozlarda kullaniminda dikkatli olunmalidir.

¢ Bitkilerde bakteri, mantar, bocek gibi biyolojik zararlilarin (biyotik) ve kuraklik, tuzluluk
gibi stres etmenlerinin (abiyotik) neden oldugu iiriin kayiplarini azaltmak ve verimi artirmak
amaciyla, diinyada transgenik bitki iiretimi caligmalar1 hiz kazanmistir. Bu c¢alismalar
arasinda transgenik musir c¢aligmalart da bulunmaktadir. Transgenik bitki iiretimi icin
yapilan doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda, optimum kallus olusumu, gelisimi ve rejenere bitki

elde etmek amaciyla ¢cok fazla zaman harcanmaktadir.

¢ Bu kapsamda, Tiirkiye’de yaygin olarak ekimi yapilan farkli kdkenli misir ¢esitlerine,
degisik 2,4-D dozlan uygulanarak en etkili fakat kromozomal yap1 acisindan en zararsiz
kallus olusturma protokolii belirlenmistir. Bu protokol, ileriki giinlerde Tiirkiye’de

yapilacak olan transgenik misir elde etme ¢alismalarinda da kullanilabilecektir.
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EKLER

EK 1. Pioneer 31N27 musir ¢esidinin kromozom goriintiileri

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

10 mg/1 2,4-D 2n=18
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EK 2. Pioneer 31P41 musir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20
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EK 3. Pioneer 3223 musir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

10 mg/1 2,4-D 2n=19
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EK 4. Pioneer 34N24 musir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

10 mg/1 2,4-D 2n=19
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EK 5. ADA 8924 musir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/1 2,4-D 2n=20

o |

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

10 mg/12,4-D 2n=20
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EK 6. DKC 6022 misir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

I&

8mg/1 2,4-D 2n=20

10 mg/12,4-D 2n=20
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EK 7. BC666 misir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

10 mg/12,4-D 2n=20
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EK 8. TECTOR musir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

10 mg/12,4-D 2n=20
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EK 9. ADA 523 musir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

REL

'y '-'h-,.

o At

. B 7
.'Q' &
(4 -

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

10 mg/12,4-D 2n=20
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EK 10. HELEN muisir ¢esidinin kromozom goriintiileri.

0 mg/12,4-D 2n=20

2 mg/12,4-D 2n=20

4 mg/12,4-D 2n=20

6 mg/1 2,4-D 2n=20

8mg/12,4-D 2n=20

oo

10 mg/1 2,4-D 2n=20
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