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Özet 

Çalışmada somaklonal varyasyondan yararlanarak in vitro seleksiyonla Buğday Başak Yanıklığı Hastalığına 
dayanıklı hatlar elde etme olanakları araştırılmıştır. Bu amaçla F.graminearum ve F. culmorum izolatlarının kültür 
filtratı ve Fusarik asit için belirlenen lethal dozları (%30;0.30mM) içeren MS ortamı üzerinde kültüre alınan Adana 
99, Genç 99, Seri 82 buğday çeşitlerine ait embriyogenik kalluslardan seleksiyon sonucu 19 bitki regenere edilmiştir. 
Bu bitkilerden izole edilen DNA örnekleri 6 farklı primer ile  RAPD-PCR analizine tabi tutulmuş, kullanılan OPA-
05, OPA-04 ve OPD-05 primerleri, amplifikasyon sonucunda oluşan PCR ürünlerinin elektroforezinde bantlar 
oluştururken, polimorfizimin gerçekleşmediği, diğer 3 primerin ise amplifikasyona hiç reaksiyon göstermediği 
belirlenmiştir. Bu bitkilerde olası genetik farklılığın ortaya çıkartılması için farklı primerlerin denenmesinin 
gerekliliği ortaya konulmuştur. 
 
Anahtar Sözcükler: Buğday, RAPD-PCR, Dayanıklılık, Fusarium Başak Yanıklığı, İn Vitro Seleksiyon 

 
 

 In vitro Selection for Resistans to Head Blight (Fusarium Spp.) in Wheat (Triticum aestivum L.) and 
Plant Regeneratıon 

 
Abstract 

In this study, it was aimed to get resistance wheat lines against to Fusarium Head Blight via somaclonal 
variation by using in vitro selection. For this purpose, MS media were prepared including lethal doses of culture 
filtrate of F. graminearum, F. culmorum and fusaric acid (30%, 0.3 mM). Embriogenic calli of Adana 99, Genc 99, 
and Seri 82 wheat cultivars were cultured on this medium. Thus 19 plants were regenerated from three wheat 
genotypes after the selection of embriogenic calli. DNA isolation of 19 plants were done and then RAPD-PCR 
analysis were applied using six various primers. As regard to amplification results by electrophoresis, bands were 
detected when the primer OPA-05, OPA-04, OPD-05 were used while polymorphism were not detected. To reveal 
genetic variation among the wheat genotypes further studies, such as various and more primers should applied. 
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Çoğunlukla Fusarium graminearum 
(Schwabe)’un neden olduğu Buğday Başak 
Yanıklığı Hastalığı dünyanın birçok yerinde 
olduğu gibi, ülkemizde de buğday tarımı 
yapılan alanlarda ürün kalitesini bozarak 
verimi olumsuz yönde etkileyen ekonomik 
öneme sahip hastalıklardan birisidir (Parry 
ve Nicholson, 1996; Aktaş ve ark., 1996; 
McMullen ve ark., 1997; Anonim, 2001; 
Hekimhan ve ark., 2004). Hastalığa neden 
olan Fusarium türleri özellikle ekim nöbeti 
uygulanmayan alanlarda çiçeklenme 

döneminden sonra aşırı yağışın olması 
durumunda önemli verim kayıplarına neden 
olmaktadır (Anonim, 2002). Enfekteli 
taneler küçük ve buruşuk olmakta, 
enfeksiyon nedeniyle bu taneler çimlenme 
güçlerini kaybetmektedirler (Bai ve Shaner 
1994). Buğday taneleri üzerinde gelişen 
Fusarium türleri, mikotoksinler üretmekte, 
bu da insan ve hayvan sağlığını olumsuz 
yönde etkilemektedir (Bruins ve ark.,  1993; 
Bai ve Shaner, 1994; Harris, 1999; Bai ve 
ark., 2001; Walker, 2001). Dünyada 
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Fusarium Buğday Başak Yanıklığı 
Hastalığı’nı kontrol altına almak, için çeşitli 
çalışmalar yürütülmektedir (Badea ve ark., 
1997; Yang ve ark., 1998; Miedaner ve ark., 
2001; Buerstmayr ve ark., 2002; Mesterhazy 
ve ark., 2005). Hastalığın verdiği zararı 
azaltmak için uygulanan kültürel ve 
kimyasal mücadele yöntemleri ile hastalığın 
önlenmesi mümkün olamamaktadır 
(Wilcoxson ve ark., 1992). Hastalıkla 
mücadelede kullanılan kimyasalların 
uygulanmasında yapılan yanlışlıklar, çevre 
kirliği, dayanıklılık, doğal dengenin 
bozulması, insan ve hayvan sağlığına olan 
olumsuz etkiler gibi, son günlerde insanlığın 
en güncel sorunları arasında yer alan 
olumsuzlukların ortaya çıkmasına neden 
olmaktadır. Anılan nedenlerden dolayı 
buğdayda sözkonusu hastalığın bilinen 
mücadele yöntemleri ile tamamen kontrol 
altına alınması oldukça zor olup, en etkin 
çözümün hastalığa dayanıklı buğday 
çeşitlerinin geliştirilmesi olarak 
görülmektedir (Wilcoxson ve ark., 1992, 
Anonim, 2002). Buğday Başak Yanıklığı 
Hastalığı’na dayanıklılık genlerinin varlığı 
bilinmesine rağmen, bunların klasik ıslah 
çalışmalarında kullanılması oldukça zor, 
pahalı ve uzun zamanı gerektirmektedir 
(Anderson ve ark., 2001; Gervais ve ark., 
2003; Zhou ve ark., 2004; Lin ve ark., 
2006). Bazı kültür bitkilerinde klasik ıslah 
yöntemlerinin sonuç vermediği durumlarda 
uygulamaya konulan biyoteknolojik 
yöntemlerden olan somaklonal 
varyasyondan yararlanarak, in vitro 
seleksiyonla stres faktörlerine (soğuk, sıcak, 
kuraklık, toksin, tuzluluk, herbisit) karşı 
dayanıklı hücre hatlarının seçimi ve bu 
hücrelerden de bitki eldesi tamamen 
laboratuvar koşullarında daha güvenilir ve 
kısa zamanda mümkün olabilmektedir 
(Bruins ve ark., 1993; Kasem ve ark., 1996; 
Yang ve ark., 1998; Bai ve ark., 2001). 

Yapılan bu çalışma ile buğday 
yetiştiriciliğinin önemli sorunları arasında 
yer alan Buğday Başak Yanıklığı 
Hastalığı’na karşı dayanıklı veya tolerant 
yeni çeşitler geliştirmek amacıyla bazı 
buğday çeşitlerinin embriyogenik kallusları 
kullanılarak in vitro seleksiyonla yeni hatlar 
elde etme olanakları araştırılmıştır.. 

Bu bağlamda tarla koşullarından izole 

edilen Fusarium izolatlarının kültür 
filtratları stres faktörü olarak kullanılmak 
suretiyle in vitro seleksiyon sonucu elde 
edilen bitkilerin RAPD-PCR yöntemiyle 
moleküler analizleri yapılmıştır. 

 
 

2. Materyal ve Yöntem  
 

2.1.Kültür Filtratının Elde Edilmesi 
 

Araştırmada bitki materyali olarak 
Adana 99, Genç 99, ve Seri 82 buğday 
çeşitlerinden elde edilen embriyogenik 
buğday kallusları, fungal materyal olarak da 
Adana ili ve çevresinde hastalıkla bulaşık 
buğday tarlalarından alınan bitki 
örneklerinden genel mikolojik yöntemlere 
göre PDA ortamı üzerinde izole edilmiş 
Fusarium izolatlarından patojenite 
testlerinde en iyi sonucu veren F. 
graminearum’un A-13 ve F. culmorum’un 
B-4 nolu izolatları kültür filtratı eldesi için 
seçilmiştir. Sözkonusu Fusarium 
izolatlarından kültür filtratının elde edilmesi 
Badea ve ark. (1997)’na göre 
gerçekleştirilmiştir. Fusarik asit (Sigma) ise 
methanol içerisinde çözüldükten sonra 
üzerine saf su ilave edilmiş olarak filtreden 
(0.22 μM) geçirilerek soğuk sterilize edilmiş 
ve kullanılıncaya kadar +4 °C’de muhafaza 
edilmiştir. 

 
2.2. In vitro Seleksiyonda Kullanılan 

Optimum Fusarium Kültür Filtratı ve 
Fusarik Asit Konsantrasyonlarının 
Saptanması  

 

Farklı konsantrasyonlarda (%10, %20, 
%30, %40 ve % 50) hazırlanmış Fusarium 
kültür filtratı %3 sakkaroz; %0.8 agar ve 2 
mg/L 2.4-D içeren pH 5.8 olarak ayarlanmış 
otoklav edilmiş ve 45 °C’ ye kadar 
soğutulmuş MS (Murashige ve Skoog,1962) 
kallus ortamı içerisine, fusarik asit (FA) ise, 
0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 
1 mM oranlarında aynı şekilde kallus ortamı 
içerisine ilave edilmiştir. Kontrol olarak 
herhangi bir stres faktörü ilave edilmemiş 
katı MS ortamı kullanılmıştır. Bu ortamlar 
üzerine Genç 99 buğday çeşidinin kallusları 
15-20 mg büyüklüğünde konularak karanlık 
koşullarda 26±1 °C’de kültüre alınmış ve 
yaklaşık 4 hafta sonra gelişme durumlarına 
0-5 skalası kullanılarak değerlendirilmiştir 
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(Badea ve ark., 1997).  
1: kahverengileşme yok, 
2: kallus hafif kahverengileşmiş,  
3: kallus kısmen kahverengileşmiş,  
4: kallus kahverengileşmiş ve kallus 

gelişimi sınırlı, 
5: kallus tamamen kahverengileşmiş ve 

gelişme yok.  
Denemeler tesadüf parselleri 

deneme deseninde 5 tekerrürlü olarak 
kurulmuştur. Sonuçlara varyans analizi 
uygulanmış ve Duncan çoklu karşılaştırma 
testi ile değerlendirilmiştir. 
 

2.3. In vitro Seleksiyon Süreci 
 

Lethal dozları bir önceki bölümde 
belirtildiği şekilde belirlenen A-13, B-4 
Fusarium izolatlarına ait %30 kültür filtratı 
dozu ile 0.3 mM fusarik asit içeren ortamlar 
ayrı ayrı petri kutularına (9 cm çapında) 20 
ml olacak şekilde dökülüp ortam 
katılaşıncaya kadar bekletilmiştir. Her petri 
kutusuna her biri 15-20 mg olacak şekilde 
20-30 adet Genç 99, Seri 82, Adana 99 
buğday çeşitlerine ait kallus parçası 
konulmuş ve bir önceki bölümde belirtilen 
koşullarda inkübe edilmiştir Kültür filtratı ve 
fusarik asite rağmen gelişme gösteren kallus 
parçacıkları seçilerek sürekli olarak aynı 
kültür filtratı ve fusarik asit 
konsantrasyonuna sahip ortamlar üzerinde 
dört haftada bir olmak üzere dört kez alt 
kültüre alınmıştır. Kontrol olarak kültür 
filtratı ve fusarik asit içermeyen kallus 
ortamı kullanılmıştır. İnkübasyondan sonra 
başlangıç ağırlıkları ile son ağırlıkları 
arasındaki farktan büyüme miktarları 
hesaplanmış, kallusların gelişimine göre 
değerlendirme yapılmıştır. Denemeler 
tesadüf parselleri deneme desenine göre 5 
tekerrürlü olarak kurulmuştur. Sonuçlara 
varyans analizi uygulanmış ve Duncan çoklu 
karşılaştırma testi ile değerlendirilmiştir. 
Canlı kalan kalluslar bitki regenerasyonu 
için MS+0.5mg/L IAA+1mg/L BAP+ %2 
sakkaroz içeren katı MS ortamı üzerinde 
kültüre alınmıştır. Regenere olan bitkiler 
daha sonra kök oluşumunun teşviki için ½ 
MS+1mg/L NAA+ %2 sakkaroz içeren 
ortamlar üzerinde aktarılmışlardır. Kök 
oluşumunu tamamlamış bitkiler toprağa 
aktarılarak doğal koşullara adaptasyonları 

sağlanmıştır.  
 

2.4. In vitro Seleksiyon ile Regenere 
Edilen Bitkilerin Moleküler Analizi  

 
2.4.1. DNA İzolasyonu 
 
Belli büyüklüğe gelen bitki 

yapraklarından DNA İzolasyonu Sharp ve 
ark. (1988)’ nın kullanmış olduğu yönteme 
göre gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan DNA 
örneklerinin kalitesi ve konsantrasyonu 
belirlendikten sonra analizler yapılıncaya 
kadar –20 °C’de muhafaza edilmiştir. 
 

2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(RAPD Analizi) 

 
DNA amplifikasyonu için 10 μM 

oligonükleotid primer OPA-04, OPA-05, 
OPD-05, OPE-05, OPH-04, OPN-15  
(Iontek) dATP, dCTP, dGTP ve dTTP 
(Promega)’nın her birinden 2 mM, 1 ünite 
Taq DNA polimeraz (Promega) 1X 
reaksiyon buffer (10 mM Tris HCl (pH 9.0), 
50 mM KCI, %0,1 Triton X-100), 15 mM 
MgCl2, ve 20-30 ng DNA içerecek şekilde 
0,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerinde toplam 
25 μl hacimde hazırlanmış mineral yağsız 
çalışan thermocyler (Techne, Genius)’a 
yerleştirilmiştir. Örnekler ilk önce 94 °C’de 
1 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonraki 40 
döngü ise 94 °C’de 1 dakika, 36 °C’de 1 
dakika, 72 °C’de 2 dakika olacak şekilde 
gerçekleştirilmiştir. Örnekler son olarak 72 
°C’de 5 dakika inkübe edilmiştir. Tüm 
döngüler tamamlandıktan sonra örnekler 
elektroforez yapılıncaya kadar 4 °C’de 
muhafaza edilmiştir. PCR ürünleri TAE 
buffer ile hazırlanmış %1.5 agaroz jelde 
elektroforezi yapılmış ve ethidium bromid 
ile boyandıktan sonra UV transimilatör 
altında fotoğrafları çekilmiştir. 
 
3. Bulgular ve Tartışma 
 

3.1. In vitro Seleksiyonda Kullanılan 
Optimum Fusarium Kültür Filtratı ve 
Fusarik Asit Konsantrasyonlarının 
Saptanması 

 
F. graminearum A-13 ve F. 

culmorum B-4 izolatlarından hazırlanan 
kültür filtratı konsantrasyonlarının ilave 
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edildiği ortamlar üzerinde gelişen kallusların 
büyüme oranlarında farklılıklar 
gözlenmiştir. Kallusların gelişiminde kontrol 
ile 1/10 ve 1/20 oranlarında kültür filtratı 
içeren ortamlar üzerinde önemli bir fark 
tespit edilmemiştir. 1/30 ve 1/40 oranında 
kültür filtratı içeren ortamlar üzerinde 
gelişen kallusların büyük bir kısmının 
kahverengileşerek öldüğü gözlenirken, bazı 
kalluslarda gelişmelerin olduğu, %50 
oranında kültür filtratı içeren ortamlar 
üzerindeki kallusların tamamının 
kahverengileşerek öldüğü gözlenmiştir. F. 
culmorum B-4 izolatlarından hazırlanan 
kültür filtratı konsantrasyonlarının ilave 
edildiği ortamlar üzerinde gelişen kallusların 
büyüme oranları ile ilgili sonuçlar Çizelge 
1’de verilmiştir.  Bu sonuçlar doğrultusunda 
in vitro seleksiyon için en uygun kültür 
filtratı konsantrasyonun %30 olması 
gerektiği sonucuna varılmıştır. 

 
Çizelge 1. Genç 99 Buğday Çeşidinden Elde 

Edilen Embriyogenik Kallusların Farklı 
Oranlarda F. Culmorum Kültür Filtratı 
Içeren MS Ortamı Üzerindeki Gelişme 
Oranları. 

F. culmorum kültür filtratı 
konsantrasyonları 

Skala değerleri 
(ortalama) 

%50 5.0 a 
%40 4.3 b 
%30 2.5 c 
%20 1.5 d 
%10 1.0 e 

Kontrol 1.0 e 
Benzer harf ile gösterilen ortalamalar Duncan testine 
göre p ≤0.05 hata sınırları içerisinde birbirinden 
istatistiksel olarak farksızdır 

 
Kasem ve ark. (1991) toksin içeren ortamlar 
üzerinde kültüre alınan kallus gelişimlerinin 
engellendiğini, Kasem ve ark. (1996) %30 
F. graminearum kültür filtratı içeren kallus 
ortamının buğday genotipine bağlı olarak 
dayanıklı kallusların seçimi için uygun 
olduğunu, %10 ve %20 konsantrasyonlarda 
ise kallusların canlı kaldıklarını 
belirtmişlerdir. Jin ve ark (1996), soya 
fasülyesi kalluslarını değişik 
konsatrasyonlarda F. solani kültür filtratı 
içeren ortamlar üzerinde kültüre almışlar, 
1:25 oranında kültür filtratı içeren ortam 
üzerinde kallus gelişiminin engellendiğini 
gözlemlemişlerdir. Badea ve ark. (1997) 

Buğday Başak Yanıklığı Hastalık etmeni F. 
graminearum‘dan elde edilen kültür filtratını 
değişik konsantrasyonlarda stres faktörü 
olarak kullanmışlar %10 ve %20 kültür 
filtratı içeren ortamlar üzerinde kültüre 
alınan kalluslarda gelişme olurken, düşük 
konsantrasyonlarda kalluslarda kitinaz 
enziminin artmasıyla embriyogenezisin 
teşvik edildiğini belirlemişlerdir. Daha 
yüksek konsantrasyonlar (%40) içeren 
ortamlar üzerinde kalluslarda büyük oranda 
ölümler gözlemlenmiştir.  
In vitro seleksiyonda 2. selektif ajan olarak 
kullanılan fusarik asit içeren ortamlar 
üzerinde gelişen kallusların büyüme oranları 
ilgili    sonuçlar   Çizelge  2’de    verilmiştir.  
 
Çizelge 2. Genç 99 buğday çeşidi embriyogenik 
kalluslarının farklı oranlarda fusarik asit içeren 
MS ortamları üzerindeki gelişme oranları 

Fusarik asit 
konsantrasyonu 

Skala değerleri 
(ortalama) 

1 mM 5.0 a 
0.9 mM 5.0 a 
0.8 mM 5.0 a 
0.7 mM 5.0 a 
0.6 mM 5.0a 
0.5 mM 5.0 a 
0.4 mM 4.6 b 
0.3 mM 3.06 c 
0.2 mM 2.4 d 
0.1 mM 2.2 e 

0.01 mM 1.0 f 
Kontrol 1.0 f 

* Benzer harf ile gösterilen ortalamalar Duncan testine 
göre p ≤0.05 hata sınırları içerisinde birbirinden 
istatistiksel olarak farksızdır. 
 
Bu sonuçlara göre fusarik asitin 0.01 mM 
konsantrasyonuna tabi tutulan kalluslar ile 
kontrol olarak alınan kalluslar arasında 
gelişme açısından herhangi bir fark 
saptanamazken, fusarik asitin 0.1, 0.2, 0.3 
mM konsantrasyonları kallus gelişimine 
olumsuz etki yapmıştır. Fusarik asitin 0.4 
mM konsantrasyonunu içeren ortam 
üzerinde gelişen kallusların büyük bir kısmı 
kahverengileşirken, bir kısmında ise azda 
olsa gelişme tespit edilmiştir. Uygulanan 
diğer FA konsantrasyonları üzerinde kültüre 
alınan kallusların gelişiminde herhangi bir 
artış saptanmamıştır. Sonuçta; in vitro 
seleksiyon için en uygun FA 
konsantrasyonunun 0.3 mM olması gerektiği 
sonucuna varılmıştır. Remotti ve ark., 
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(1997) iki Gladiyol çeşidinden elde ettikleri 
kallusları değişik oranlarda fusarik asit 
içeren ortamlar üzerinde kültüre almışlar ve 
optimum fusarik asit konsantrasyonunun 
0.35 mM olduğunu belirlemişlerdir. Curir ve 
ark. (2000), in vitro seleksiyonda yüksek 
oranda fusarik asit kullanımının patojen 
etkisi yaptığı, bunun da bitkilerde polyfenol 
oxidase aktivitesini engellediğini 
bildirmişlerdir. Chawla ve Wenzel (1987), 
arpadan elde ettikleri kallusları değişik 
oranlarda fusarik asit içeren ortamlar 
üzerinde kültüre almışlar 1.0 ve 2.0 mM 
oranında fusarik asit içeren ortamlar 
üzerindeki kallusların tamamen öldüğünü, 
0.8 mM oranı üzerindeki kallusların ise 
%85’nin öldüğünü belirlemişlerdir. 
 

3.2. Seleksiyon Süreci Seleksiyonda 
Kallusların Kullanımı 

 

In vitro seleksiyonda kullanılmak üzere 
lethal dozlar belirlendikten sonra F. 
graminearum A-13. F. culmorum B-4 
izolatlarından elde edilen %30 oranında 
kültür filtratı ve 0.3 mM fusarik asit içeren 
ortamlar üzerinde kültüre alınan kallusların 
aylık büyüme oranları Çizelge 3’de 
verilmiştir. Kallus gelişimleri kontrol olarak 
alınan kalluslar ile karşılaştırıldığında kültür 
filtratı ve fusarik asit içeren ortamlarda 
düzenli olarak azalmış ve ancak bazı 
kalluslarda gelişmeler tespit edilmiştir. İlk 
alt kültürde fusarik asit ve kültür filtratı 
içeren ortamlar üzerindeki kallusların 
gelişimlerinde azalma belirlenmiştir. 

Kontrol ile karşılaştırıldığında azalmanın 
%20-31 civarında olduğu gözlenmiştir. 
Birinci alt kültürde gelişme gösteren 
kallusların, ikinci alt kültürde gelişmeleri 
kontrol hücreleri de dahil olmak üzere tüm 
kalluslarda büyüme azalmış, fakat en fazla 
büyüme F. culmorum kültürü filtratı içeren 
ortam üzerinde gelişen Adana 99 çeşidinde 
olmuştur. Fusarik asit içeren ortamlar 
üzerindeki kalluslardan bazılarının 
kahverengileşmelerine rağmen bunlardan 
yeniden kallus gelişimi gözlenmiş ve bu 
kalluslarda embriyo oluşumu saptanmıştır. 
(Şekil 1). 

Fusarik asit içeren ortamlar üzerindeki 
kallusların 3. alt kültür gelişiminde önceki 
aya oranla %36-62 artış tespit edilmiştir. 
Kontrol olarak alınan kallusların 3. alt 
kültüründe bir önceki aya göre çeşitler 
arasında farklılık %64-76 oranında olmuştur. 
Kültür filtratı ve fusarik asit içeren ortamlar 
üzerinde gelişen kallusların gelişmelerinde 
3. ve 4. alt kültürlerde bir sapma 
görülmemiştir.  

Selekte edilen kallusların 
regenerasyon kabiliyetleri %2-8 oranında 
değişmekte ve toksin içermeyen ortamlar 
üzerinde gelişen kalluslarla 
karşılaştırıldığında bu regenerasyon oranının 
10 kat daha düşük olduğu ileri sürülmektedir 
(Kasem ve ark., 1996; Badea ve ark., 1997; 
Maier ve Oettler, 1992; Maier ve Oettler, 
1996, Yang ve ark., 1998). Bütün 
genotiplerde dayanıklı kallusların

 
Çizelge 3. Kallusların kültür filtratı içeren ve içermeyen ortamlardaki aylık büyüme indeksleri 

(Büyüme indeksleri; kallusların ilk ve son ağırlık (gr) farkından elde edilmiştir. 
Alt Kültürler  Buğday Çeşitleri  Uygulamalar 

1. 2. 3. 4. 
Fusarik asit 0.68 b 0.23 c 0.70 b 0.69 b 
F.culmorum 0.48 c 0.50 b 0.66 b 0.83 b 
F.graminearum 0.55 bc 0.36 bc 0.78 b 1.13 a  Adana 99  

Kontrol 2.35 a  1.65 a  2.10 a  1.93 a  
Fusarik asit 0.56 b 0.30 c 0.74 c 0.80 b 
F.culmorum 0.56 b 0.46 b 0.82 c 1.1 b 
F.graminearum 0.55 b 0.43 b 1.30 b 1.20 b Genç 99 

Kontrol 2.7 a  1.65 a  2.38 a  2.16 a  
Fusarik asit 0.66 b 0.17 b 0.56 b 0.63 b 
F.culmorum 0.46 b 0.35 b 0.62 b 0.69 b 
F.graminearum 0.47 b 0.36 b 0.68 b 0.86 b Seri 82  

Kontrol 2.66 a  2.13 a  2.26 a  2.50 a  
* Her bir uygulama için aynı sütün içerisinde benzer harf ile gösterilen ortalamalar Duncan testine göre p ≤0.05 hata 
sınırları içerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksızdır. 
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regenerasyon kabiliyeti seleksiyona 
uğratılmamış kalluslara göre daha zor 
olmaktadır. Bu nedenlerden dolayı 
araştırmada kullanılan genotiplerden 
yeterince bitki regenerasyonu 
gerçekleştirilememiştir (Şekil 2, 3). 
Tahıllarda regenerasyon kabiliyeti bitki 
çeşidine ve genotipe bağlı olduğu 
bilinmektedir. Wolf ve Earle (1990), her 
toksin uygulamasından sonra sayılı oranda 
kallusların canlı kalmasını genotiplere 
bağlamışlardır. Kallus gelişiminin ve bitki 
regenerasyonunun fusarium toksinine karşı 
aynı oranda duyarlılığı mevcut değildir 
(Kasem ve ark., 1991; Kasem ve Sagi 1993). 

Kök oluşumu için kültüre alınan 
bitkilerden bazılarının zayıf köklenmeleri 
sonucunda toprağa adaptasyonlarında 

güçlüklerle karşılaşılmıştır. Kökleri daha iyi 
gelişmiş bitkilerin toprağa adaptasyonlarının 
daha kolay olduğu, bitki eldesinde kritik 
dönemlerden birisinin de toprağa adaptasyon 
aşaması olduğu belirlenmiştir. 

Kültür filtratı ve fusarik asit içeren 
ortamlar üzerinde selekte edilen kalluslardan 
19 adet bitki regenere edilmiş ancak, bu 
bitkilerden tane elde edilememiştir. Bunun 
başlıca nedeninin bitkiler için gerekli ışık ve 
sıcaklık koşullarının klima odalarında tam 
olarak sağlanamamasından ve uzun süre 
kültür filtratı ve fusarik asit içeren ortam 
üzerinde alt kültüre alınan kallusların 
varyasyona uğramasıyla ortaya çıkan 
farklılıklardan kaynaklandığı 
düşünülmektedir. Uzun süre toksin içeren 

 

 
Şekil 1. Fusarik Asit (a Ve F. Culmorum Kültür Filtratı (% 30) (b) Içeren Ortamlar Üzerinde 

Gelişen Kallus Kolonilerinin 2. Alt Kültürden Sonra Gelişmesine Devam Eden ve 
Etmeyenlerin Genel Görünümleri. 

 

      
Şekil 2. Fusarik Asit (a) Ve F. Culmorum Kültür Filtratı (b) Içeren Ortamlar Üzerinde Selekte 

Edilen Kalluslardan Regenere Olan Buğday Bitkicikleri. 
 

a b 

a b 
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Şekil 3. Selekte Edilmiş Buğday Kalluslarından Regenere Edilmiş  Bitki (a) ve Başak Oluşumu 

(b). 
 

ortam üzerinde kültüre alınan kallusların 
bitki regenerasyon kabiliyetinin kaybolduğu 
ve bazı değişikliklerin olabileceği 
araştırıcılar tarafından da bildirilmiştir 
(Latunde-Dada ve Lucas, 1988).  

 

3.3. In vitro Seleksiyon ile Regenere 
Edilen Bitkilerin Moleküler Analizi  
 

Hastalıklara dayanıklı yüksek verimli 
yeni bitkiler geliştirilmesinde bitki 
morfolojisinin yanı sıra, genetik yapı ve 
farklılığının bilinmesi oldukça büyük önem 
taşır. Moleküler markırlar kullanılarak 
bitkiler arasındaki genetik farklılıkların 
ortaya konulmasında RAPD analiz yöntemi 
başarılıbir şekilde uygulama alanı bulmuştur 

(Dhar ve ark., 1997; Turner ve ark., 1999; 
Cao ve ark., 2000; Sun ve ark., 2003; Khan 
ve ark., 2005).  

Bu çalışmada in vitro koşullarında 
elde editen 19 bitkiden seçilen 12 bitki 
arasında olası genetik farklılığı ortaya 
koyabilmek için Sharp ve ark. (1988)’ na 
göre in vitro seleksiyon ile elde edilen 
bitkilerden izole edilen DNA lar (50-200 ng) 
ile testlenen  primerlerden OPE-05, OPH-04 
ve OPN-15 primerleri RAPD analizi 
sonucunda reaksiyon göstermezken, 
kullanılan diğer primerlerin amplifikasyon 
sonucunda bantlar oluşturduğu, fakat 
polimorfizim göstermediği gözlenmiş olup, 
sonuçlar aşağıda verilmiştir (Şekil 4, 5, 6). 

 
 
 
 

 
Şekil 4. In Vitro Seleksiyon Sonucu Elde Edilen Bitkilerden Izole Edilen DNA’ların OPA-04 Primeri Ile 

Amplifikasyonu Sonucu Oluşan PCR Ürünlerinin Elektroforez Sonuçları (MA: 100 bp DNA 
ladder, A: Adana 99, S: Seri 82, G: Genç 99, Fa: Fusarik asit, Fg: F. graminearum, Fc:F. 
culmorum). 
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Şekil 5. In Vitro Seleksiyon Sonucu Elde Edilen Bitkilerden Izole Edilen DNA’ların OPA-05 

Primeri Ile Amplifikasyonu Sonucu Oluşan PCR Ürünlerinin Elektroforez Sonuçları (MA: 
100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri 82, G: Genç 99, Fa: Fusarik asit, Fg: F. 
graminearum, Fc:F. culmorum). 
 
 
 
 
 

 
 
Şekil 6. In Vitro Seleksiyon Sonucu Elde Edilen Bitkilerden Izole Edilen DNA’ların OPD-05 

Primeri Ile Amplifikasyonu Sonucu Oluşan PCR Ürünlerinin Elektroforez Sonuçları (MA: 
100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri 82, G: Genç 99, Fa: Fusarik asit, Fg: F. 
graminearum, Fc:F. culmorum). 

 
 

OPA-04 primeri ile yapılan 
amplifikasyonda PCR ürünlerinin 
elektroforezi sonucunda 600-900 bp 
büyüklüğünde (Şekil 4), OPA-05 primerinin 
bitki DNA’ları ile amplifikasyonu 

sonucunda 900-1200 bp büyüklüğünde 
(Şekil 5), OPD-05 primeri ile yapılan 
amplifikasyonda ise 1500 bp büyüklüğünde 
bantlar (Şekil 6) oluşmasına rağmen 
polimorfizmin gerçekleşmediği,  dolayısıyla 
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da bitkiler arasında  bu primerlerle herhangi 
bir farklılığın bulunamadığı sonucuna 
varılmıştır. Çalışmada OPA-4, OPA-5, 
OPD-5 primerleri kullanılarak yapılan 
RAPD-PCR analizinde elde edilen 
sonuçlarla Kudryavtsev ve ark., (2003) 
yapmış oldukları çalışmanın sonuçları  
paralellik gösterirken, Goryunova ve ark., 
(2004 ) buğday da OPE-05, OPH-04, OPN-
15 primerleri ile yapmış oldukları 
amplifikasyonda polimorfik bantlar elde 
etmişlerdir.  Buna göre elde edilen bitkilerde 
genetik farklılığın ortaya konulması için 
farklı yöntemler ve farklı primerlerin 
denenmesi gerekmektedir. 
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