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Oz: Bitkisel iiretimde verimin artirnimasi ve biyotik-abiyotik baski etmenleri nedeniyle olusan iriin kayiplari
biyoteknoloji destekli 1slah galismalarina ilgiyi artirmaktadir. Ancak bu calismalarda doku kultiri ve genetik
muhendisligi arastirmalarinin maliyeti oldukga yiiksek olmakta ve bunun en blyik kismini kullanilan kimyasal
maddeler olusturmaktadir. In vitro galismalarda eksplantlara besin maddesi sadlayan MS besin ortami en gok
kullanilan kimyasallardan biridir. Bu arastirmada, kallus kulturt ile bitki elde edilmesinde gerekli olan en
ekonomik MS besin maddesi miktarinin belirlenmesi amaglanmistir. Materyal olarak makarnalik Sariganak-98
ve ekmeklik Pehlivan bugday cesitleri kullaniimis, kallus olusumu igin olgun embriyolar tohumlardan
gevsetilerek 8 mg/l 2,4-D igeren sivi ortamlarda kiltire alinmistir. Bunu izleyen alt kilturlerde gelisen kalluslar,
tam (4,405 g/l), yarim (2,202 g/l) ve geyrek (1,101 g/l) dozlarda MS besin ortami iceren petrilerde kiltire
alinmistir. Olusan kalluslarin agirliklari 11 giin sonra tartilarak belirlenmis ve 7 hafta sonunda elde edilen bitki
sayilarl saptanmistir. Yapilan istatistiksel incelemeler sonucunda, kullanilan farkli MS dozlarinin rejenerasyon
kapasitesi ve elde edilen bitki sayisina etkisi olmadigi saptanmistir. Kallus olusumu asamasinda sivi ortam ve
sonraki agsamalarda ¢eyrek MS dozu kullanarak rejenere tam bitkiler elde edilebilmistir. Buna gore, gen aktarim
galismalarinda sik araliklarla yapilan alt kultirlerde MS besin ortaminin % 75 oraninda azaltilarak
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku kulturi parametreleri, MS besin ortami, kallus, rejenerasyon, Triticum, bugday

The Effects of Different MS Doses on Tissue Culture Parameters
in Wheat (Triticum sp.)

Abstract: Increasing crop production yield and crop losses caused by biotic-abiotic stress factors
increased the attention to biotechnology-supported breeding studies. However, in these studies the cost of
tissue culture and genetic engineering researches are considerably high and chemical substances constitute
the major part of this cost. MS medium that provide in vitro nutrition to the explants in such studies is one of
these frequently used chemicals. The purpose of this study is to determine the most economical MS medium
dose that is necessary for obtaining plants through callus culture. Sariganak-98 durum wheat and Pehlivan
common wheat cultivated varieties were used as plant material and mature embryos were moved slightly in the
seeds for callus formation and were cultured in a solution containing 8 mg/l 2,4-D. Callus that developed in
subsequent sub-cultures were cultured in Petri dishes containing MS medium in full (4,405 g/l), half (2,202 g/l)
and quarter (1,101 g/l) doses. The weights of the calli were determined by measuring after 11 days and the
number of plants obtained at the end of 7 weeks was recorded. After the statistical analysis it was found that
different MS doses had no effect on the regeneration capacity and the number of plants obtained. During the
formation of callus in solution and by using quarter MS dose in the following phase, it is possible to regenerate
complete plants. By this way, MS medium used in sub-cultures which are common in gene transfer studies can
be reduced by 75%.
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Girig

Bilindigi gibi yerkirede yasamin surmesi ve besin  azalmasi, uretim alanlarinin daralmasina

déngusuniun (bitki-hayvan-insan) devamlihgi bitkisel
uretime baghdir. Ekim alanlarinin  tarim disi
kullanimlara yonelik olarak degerlendiriimesi, erozyon,
tuzlanma ve coOllesme yoluyla toprak verimliliginin
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olmaktadir. Bu etmenler karsisinda Uretimin artirilarak
surdirilmesi yuksek verimli, biyotik (hastalik ve
zararll) ve abiyotik (kuraklik, soguk, tuzluluk gibi)
baskilara dayanikh kaliteli cesitlerin gelistirilmesi ile
saglanabilecektir.
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Son 50 vyildaki drin artisinda bitki 1slahi
calismalarinin 6énemli payi olmustur. Klasik bitki islahi
yontemleri sayesinde, Ozellikle melez c¢esitlerden
yararlanarak elde edilen Urin miktar ve kalitesinde
onemli artiglar saglanmistir. Bununla birlikte; hastalik
ve zararllara kargl dayanikllik basta olmak uzere
bitkinin diger birgcok tarimsal 6zelliklerini iyilestirmede
dnemli engellerle kargilagiimistir. Ornegin, kisirlik ve
uyusmazlik nedeniyle turler arasi melezlemenin
yapilabildidi bitki sayisinin azlig, istenilen karakterlerin
bu bitkiler arasinda aktarima basarisini da
azaltmaktadir (Ozgen 2005).

GlnUmuzde bitki 1slahi ¢aligmalarinda klasik
yéntemlerde karsilagilan sorunlarin  agilmasinda
biyoteknolojik ybntemlerden yararlaniimaktadir.
Kisirlik, uyusmazlik, bagh genler gibi sorunlari asmak
amaciyla gelistirilen biyoteknolojik yontemler, bitki cins
ve tirleri arasinda ya da tur ve cins igindeki bitkiler

arasinda da gen gegislerine olasihk vermektedir.

Laboratuar kosullarinda  yuriatiulen  calismalarda
biyoteknolojik yéntemler klasik 1slah yontemlerini
tamamlayici  olarak  kullaniimakta ve istenen

ozelliklerdeki yeni bitkiler elde edilebilmektedir.

Biyotik (hastalik ve zararlilar) ve abiyotik (sicak,
soguk, kuraklik ve tuzluluk) stres etmenlerinin
olusturdugu yilhk ortalama %25 Urln kaybi, bitkilerde
biyoteknolojik yéntemlerle bu baski unsurlarina karsi
toleransi artirma ve dayanikhlik saglama konularina
dnem kazandirmaktadir (Gill ve ark. 2004). Uzerinde
en cok durulan herbisitlere ve bdceklere dayaniklihk
konusunda gelistirilen genetigi degistiriimis bitkilerin
uretim alanlari 2006 yili verilerine goére 102 milyon
hektara ulagsmistir (Anonim 2006). Kalite ve verim
Ogeleri ile uygun olmayan cevre kosullarina toleransin
artirilmasi icin daha  kapsamli arastirmalar
yuratulmektedir. Ancak bu tir calismalar icin gerekli
pahali cihazlar ve kimyasallar maliyeti oldukga
artirmaktadir. In vitro galismalarda eksplantlardan
kallus olusturuimasi ve gen aktarim isleminden sonra
bunlarin rejenere edilmesi asamalarinda her alt
kilturde kullanilan MS besin ortami (Murashige ve
Skoog 1962) bu pahali kimyasallar arasindadir. Besin
ortami, formiliinde belirtilen organik, inorganik ve diger
maddelerden olusan, bitkilere topraktan karsiladiklari
her tirli besin maddesi ve su gereksinimlerini
saglayan karigimdir.

Doku kdltira yontemleri gen aktarim calismalari
yaninda, genotiplerin kalitsal Ozelliklerinin
belirlenmesini de saglamaktadir. Fi1 melezlerinde
heterosisin (Ozbay 2004) ve resiprokal melezlerde
sitoplazmanin etkisi  (Ozgen ve Arpacioglu 2003);
genotiplerin ¢evresel baskilara (tuzluluk, kuraklik vb)
toleranslari (Arzani ve Mirodjagh 1999) doku kulttri
parametreleri ile belirlenebilmektedir. Bugdayda doku
kaltird ile yapilan calismalarda degisik eksplant

cesitleri arasinda en ¢ok olgunlasmamis ve
olgunlasmig embriyolar kullaniimaktadir.
Olgunlasmamis embriyolarin daha ylksek oranda
rejenere olmalarina karsin yihin yalnizca belirli
zamanlarinda saglanabilmeleri olumsuz yonleridir.
Olgun embriyolar ise her dénemde bol miktarda
saglanabilmektedir.

Bugday ekonomik, stratejik ve besin degeri
ozellikleri ile Uzerinde c¢ok sayida arastirma
yapillmakta olan bitkilerden biridir (Vasil 2007). Bu
calismada ise bugday kallus kiltirlerinde kullanilan
MS besin ortami dozlarinin bitki rejenerasyonuna
etkisi arastinlmistir. Elde edilecek sonuglara goére
kimyasal madde harcamalarinin azaltilmasi
amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimu Biyoteknoloji Laboratuari’nda gergeklestirilen
bu galismada materyal olarak makarnalik Sariganak -
98 (Triticum durum Desf.) ve ekmeklik Pehlivan
(Triticum aestivum L.) bugday cesitlerinin olgunlasmig
embriyolari kullaniimigtir.

Yizey sterilizasyonu: Tohumlar  ylzey
sterilizasyonu icin etil alkolde (% 70) 5 dakika
bekletilip 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra, 25
dakika ticari gamasir suyunda (% 5 sodyum hipoklorit)
calkalanip 7 kez steril saf su ile durulanmigtir. Daha
sonra tohumlarin 2 saat sire ile steril suda (33 °C)
bekletilerek sismeleri saglanmistir (Ozgen ve ark.
1998).

Besin ortamlarinin sterilizasyonu: Kallus
olusumu ve rejenerasyon ic¢in hazirlanan ortamlar
pH’si 5,8’e ayarlanarak, 20 dakika 121 ‘C ve 1,1
kg/cm2 basingta otoklavlanarak steril edilmigtir.

Kallus olusumu: Kallus olusumu igin,
tohumlarin embriyolari steril kabin igerisinde bistiri ve
pens vyardimiyla endospermden  gevsetilmistir.
Embriyosu gevsetilen tohumlar, icinde 7 ml sivi ortam
(8 mg/l 2,4-D) bulunan petrilere karin kisimlari ortama
degecek sekilde (20 embriyo/petri) yerlestirilmistir.
Petriler, kenarlari sarilarak 11 guin sire ile inkiibatoérde
(26 °C, karanlikta) bekletiimistir. Bu sire sonunda
kalluslar tartilarak agirliklar belirlenmistir (Ozgen ve
ark. 1998).

Kallus gelisimi: Olusan kalluslar, MS besin
ortami, glisin (2 mg/l), sukroz (20 g/l) ve agardan (6
mg/l) olusan ortamlara vyerlegtiriimigti. ~ MS
dozlarinin  kallus ve bitki gelisimine etkisinin
arastinldigi denemede tam (4,405 g/l), yarim (2,202
g/l) ve ¢eyrek (1,101 g/l) dozlarda MS besin ortami
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iceren petriler kullaniimigtir.  Alt kdiltire alinan
kalluslarin 21 gun sire ile inkibatorde bekletilerek
gelismeleri saglanmistir.

Rejenerasyon: Ayni bilesimdeki ortamlarla yeni
alt kiiltire alinan kalluslar, kultir odasinda 25 +1 °C
sicaklik ve 16 saat 151k-8 saat karanlk fotoperiyot
kosullarinda bir ay slre ile tutularak rejenere
edilmistir. Rejenere kallus sayilari belirlenen petrilerde
olusan bitkicikler kavanozlara aktarilarak 4 hafta
sureyle ayni kosullarda kiltir odasinda bekletilmistir.
Elde edilen bitki sayisi kaydedilmistir.

Aligtirma (aklimatizasyon): Kiiltir odasinda 10-
15 cm yukseklige ulasan bitkiler 1:1:3 oraninda kum,
perlit ve turba topragi karisimindan olusan saksilara
aktarilarak iklim odasinda buyutilmustir. Ortam nemi
%90’la baslayarak dizenli bir sekilde azaltiimis ve
bitkilerin dig ortama alismalari saglanmistir.

Verilerin  degerlendirilmesi: Calisma 20
embriyo igeren petrilerde U¢ tekrarlamali olarak tesaduf
parselleri deneme desenine goére kurulmustur. Elde
edilen verilerin analizi SPSS istatistik paket programi
kullanilarak yapilmistir. MS besin ortami dozlari
arasindaki  farklihgin  belirlenmesinde  varyans
analizinden yararlaniimistir (Dlizglines ve ark. 1983).

Bulgular ve Tartigma

Olgun embriyolardan kallus kdltiri araciligr ile
bitki elde edilmesinde; kallus olusumu igin 2,4-D
kullanilmig, kallus ve sirgun gelisimi ile bitkicik
olusumu asamalarinda herhangi bir blyume
dizenleyici kullaniimamistir. Buna goére elde edilen
bulgular ayri bagliklar halinde asagida verilmistir.

Kallus olusumu: Bugday taneleri embriyolari
gevsetilip sivi ortama konulduktan 3-4 glin sonra kallus
olusturmaya baslamis ve kalluslar 11 gin sonra en
blylk boyutlarina ulagmigtir. Bu slire sonunda
kalluslar endospermleri bosalan tohumlardan ayrilarak
kati ortamlara yerlestiriimislerdir. Olusan Kkalluslarin
sayisi ve tartilarak agirliklari belirlenmistir. Kallus
olusumu asamasinda MS icermeyen 2,4-D’li sivi ortam
kullanilmigtir. Boylelikle embriyolarin kallus olusumu
stresince MS besin ortamindan saglayacagi besin
maddelerini kendi depoladigi besin maddelerinden
karsilamasi saglanmistir. Olgun embriyolardan bu yolla
olusan kalluslar daha yiksek oranda rejenere
olmaktadir (Ozgen ve ark. 1998). Kiiltiirin MS’siz sivi
ortam kullanilan baglangi¢c asamasinda, ekmeklik ve
makarnalik bugday cesitlerinin her ikisinde de kallus
olusumu ve Kkallus agirhigr degerlerinde istatistiksel
olarak 6nemli bir fark saptanmamistir (Cizelge 1).

TARIM BILIMLERI DERGISI 2008, Cilt 14, Sayi 1

Cizelge 1. Bugday cesitlerinin sivi ortamda olusturduklan
kallus sayisi ve agirliklari

Cesitler

Parametreler Sariganak-98 Pehlivan
Kallus Olusturan _ 20,0+0,0a* 19,7+0,3a*
Embriyo Sayisi 19,740,3a 19,310,3a

19,7+0,3a 19,3+0,3a
Kallus 1,862+0,0a 2,091+0,0a
Agirhidi (g) 1,834+0,1a 1,959+0,0a

1,7030,1a 1,966+0,1a

*Ayni harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda 0.05 diizeyinde
o6nemli farkliliklar bulunmamaktadir.

Goren (2007) ise galismasinda kallus olusumunu
tohumlardan ayirdigi olgun embriyolari 2 mg/l 2,4-D
iceren tam, yarim ve c¢eyrek dozdaki MS besin
ortamlarinda 14 gun kulture alarak saglamistir. Bu sire
sonunda olusan Kkalluslarin sayr ve agirliklarini
belirleyerek, petrileri rejenerasyon igin kiltir odasina
aktarmistir. Kullanilan MS dozlarinda olugan kallus
sayilar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmazken (P>0.05), kallus agirhginda tam ve
ceyrek dozlar arasinda o6nemli fark (P<0.01)
bulunmustur.

MS dozlarinin etkisi kallus gelismesi ve bitki
rejenerasyonu asamalarinda irdelenmistir. Kalluslarin
21 glin sure ile inkiibatérde bekletildikleri alt kultir
periyodunda Ug farkli MS dozu kullaniimistir.

Bitki rejenerasyonu: Ug hafta siiresince
inkubatdrde tutulan kalluslar yeni ortamlara aktarilarak
rejenerasyon icin  kdltir odasina alinmiglardir.
Petrilerde birkag giin iginde yesil noktaciklar ve daha
sonra surginler goérilmeye baslamistir. Dort hafta
sonunda, kullanilan tG¢ MS besin ortami dozunda
olusan bitin kalluslarin rejenere olduklari belirlenmistir

(Sekil 1).

Ortamlari  yenilenen  bitkicikler  boylarinin
uzamasi i¢in 4 hafta sire ile kavanozlarda
bekletiimislerdir. Elde edilen bitki sayisi bakimindan
dozlar arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark
saptanmamistir (P>0.05) (Cizelge 2).

Rejenerasyon ve kiltir kapasitesi degerleri
%96,7-100 arasinda degisen genotiplerin  doku
kiltirine tepkilerinin yuksek oldugu anlagiimaktadir.
Bu parametreler bakimindan MS dozlari arasinda
istatistiksel olarak o6nemli bir fark bulunmamistir

(Cizelge 2).
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Sekil 1. Farkh MS dozlarinin bugday gesitlerinde rejenerasyona etkisi. a, b, c) Pehlivan ¢esidinde,
d, e, f) Saricanak-98 gesidinde sirasiyla tam, yarim ve ¢eyrek dozlar.

Cizelge 2. Bugday cesitlerinde MS dozlarinin doku kultiri
parametrelerine etkileri

Cesitler
Parametreler MS Sariganak-98 Pehlivan
Dozlar
Rejenerasyon Tam 100+0a* 100+0a*
Kapasitesi' (%) Yarim 100+0a 100+0a
Ceyrek 100+0a 100+0a
Kultar Tam 100+0a 98,3+1,7a
Kapasitesi2 (%) Yarim 98,3+1,7a 96,7+1,7a
Ceyrek 98,3+1,7a 96,7+1,7a
Elde Edilen Tam 15+1,5a 11,3+1,7a
Bitki Sayisi Yarim 16+0,0a 14,3+0,9a
Ceyrek 11+2,1a 10,7+1,5a

! Rejenerasyon kapasitesi:
(Yesil noktal kallus sayisi / kallus olusturan embriyo sayisi) x
100

2 Kiiltiir kapasitesi:
(Yesil noktal kallus sayisi / kiiltiire alinan embriyo sayisi) x 100

*Ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda 0.05 dlzeyinde
o6nemli farkhliklar bulunmamaktadir.

Calismasini kati MS ortaminda yapan Goren
(2007) de Cakmak-79 makarnalik bugday cesidinde
olusan rejenere kallus ve bitki sayisina MS dozlarinin
etki etmedigini bildirmistir.

Bu durum, kallus olusturma asamasinda sivi
ortamin kullaniimasiyla elde edilen kallus olusumunun,
kati ortamdaki kadar basarili oldugunu ve sivi ortamin
kullaniimasiyla ayrica MS ortamindan baslangicta da
o6nemli dlglide kazang saglanacagini gdstermektedir.

Swivi ortamda bulunan 2,4-D, tohumun
endosperminde bulunan besin maddeleri ile birlikte
etkili olmaktadir.

Sonug

Doku kdltirinde degisik bitki cins ve tdrleri icin
rejenerasyon ydntemlerini belirlemek biyoteknolojik
uygulamalar icin énemli bir sdrectir. Bu sirecin her
asamasinda tuketilen MS besin ortami miktari yapilan
her yeni deneme ile artmaktadir.

Bu arastirmada, ekmeklik ve makarnalik bugday
gesitlerinin rejenerasyon c¢alismalarinda kullanilacak
MS dozunun elde edilen bitki sayisina etkisi olmadigi
belirlenmistir. Ayrica endosperm destekli ydntemde
kallus olugsumunda sivi ortam kullaniimasiyla diger
yontemlerde baslangigta kullanilan MS ortamina da
gerek kalmamaktadir.
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Arastirma bulgularindan anlasilacagi tzere besin
ortami miktarini ceyrek doza kadar azaltmanin kiltirde
kallus gelisimine ve elde edilecek bitki sayisi Uzerine
olumsuz bir etkisi bulunmamaktadir. Buna gore
calismalarda baglangigcta sivi ortam, daha sonraki
asamalarda 1/4 oraninda MS besin ortami kullanimi ile
kimyasal madde harcamalarinin dnemli miktarda
azaltiimasi saglanacaktir.
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