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Ozet: Bugday, diinyada ekim alan1 en fazla olan ve insanligin en 6nemli besin kaynagini olusturan bir
bitkidir. Bugdayda genetik miihendisligi c¢aligmalar1 etkili bir rejenerasyon sistemine baghdir.
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla veya partikiill bombardimam ile bugdayda ve tahillarda
transgenik bitki elde edilebilmektedir. Olgunlasmamis embriyolar bu amacgla en yaygin olarak
kullanilan eksplant kaynagini olugturmustur. Olgunlagsmamis embriyolarin elde edilmeleri i¢in bazi
kosullarin saglanmasi gerekmekte ve kullanimi belli donemlerle sinirli kalmaktadir. Bu nedenle olgun
embriyolar genetik transformasyon caligmalari i¢in alternatif bir eksplant kaynagimidir. Bu makalede
bugday olgun embriyo kiiltiiriinde yapilan c¢alismalar incelenerek, olgun embriyo Kkiiltiirii i¢in
uygulanan sistemler ve etkileyen faktorler sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Bugday, doku kiiltiirii, olgun embriyo, kallus, bitki rejenerasyonu

Alternative Explants Source in Wheat Tissue Culture: Mature Embryo

Abstract: Wheat is the most important staple crop that has largest cultivation land among cereals.
Genetic engineering of wheat is solely based on effective regeneration system. Transgenic wheat and
cereal crops can be generated via Agrobacterium tumefaciens based transformation and particular
bombardment. An immature embryo is the most widely used explants source for this purpose. In order
to obtain immature embryo some requirements should be met and there are some factors restricting
use of immature embryos as explants. Therefore, mature embryo is an alternative explants source
which can be used for genetic transformation. This article reviewed mature embryo culture in wheat in
detail and discussed different approaches and factors affecting the mature embryo culture.
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Giris

Giinlimiizde bugday 1slahinda bir¢ok alandan elde edilen verimde biiyiik artislar
yontemden yararlanilmakta olup, her gecen saglanmistir. 20. ylizyilda modern tarim
giin yeni Ozellikler tasiyan cesitlerle verim tekniklerinin ve bitki 1slah1 yontemlerinin
ve kalite artisina katkida bulunulmaktadir. uygulanmasi ile bitkisel iiretimde Onemli
Tarimin baslangicindan 19. yiizyila kadar  verim artis1 ger¢eklesmistir. 1900°1i yillarin
insanoglunun verimi artirma cabalar1 daha basinda dekara 66 kg olan diinya ortalama
cok stiin verimli genotiplerin dogal bugday verimi, 1999 yilinda 230 kg’a
populasyonlardan secilmesi ve yetisme ulasmistir. Ancak, mevcut verim yine de
kosullarinin  olabildigince iyilestirilmesi dekara yaklasik 1500 kg oldugu tahmin
seklinde olmustur. 19. yiizyllda ise edilen potansiyel verimin oldukca altinda
bitkilerde beslenme esaslariin  ortaya bulunmaktadir (Altintas ve ark. 2005).
konmas1 ve kalitim prensiplerinin yeniden  Belirtilen bu potansiyel verim diizeylerine
kesfi sonucu, bitkisel iiretim daha bilingli erisilebilmesi  icin  bitkilerin  genetik
olarak yapilmaya baglanmis ve birim  yapilarinin ve cevrelerinin daha iyi bir
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sekilde kombine edilmesi gerekir. Bu
amacla klasik bitki 1slahi ¢alismalarindan
yararlanilarak {istiin verimli ve Kkaliteli
bircok cesit gelistirilip, insanoglunun
hizmetine  sunulmasina  Kkarsin, basta
hastalik ve zararli olmak iizere baz1 biyotik
ve abiyotik cevresel baskilara karsi
dayaniklilikta heniiz istenilen sonu¢ tam
olarak alimamamustir. Bu sorunlar degisen
ekolojik kosullar altinda giderek biiyiimekte
ve tir i¢i melezleme, varyasyon
olusturmada yetersiz kalmaktadir. Yeni bir
cesit gelistirmenin cok uzun bir zaman
almasi ve daha fazla maddi kaynaga ihtiyag
duyulmas1 geleneksel 1slah yontemlerinin
en 6nemli dezavantajlarin1 olusturmaktadir.
Hastalik ve zararlhlara dayaniklilik basta

olmak {lizere, bitkilerin diger tarimsal
ozelliklerini iyilestirmede bircok
engellemelerle karsilagilmaktadir.
Aralarinda melezleme yapilabilen tiir

sayisinin - azlhigl, yapilan melezlemelerde
istenen karakterlerle birlikte istenmeyen
ozelliklerin de birlikte gecisinin
Oonlenememesi, arzu edilmeyen karakterlerin
geri melezleme yoluyla elemine edilmesinin
cok uzun zaman almas1 ve daha fazla isgiicii
gerektirmesi geleneksel bitki 1slahinin diger
dezavantajlaridir (Ozcan ve Ozgen 1996).
Modern 1slah yontemleri olarak da
adlandirilabilecek biyoteknolojik yontemler
veya bitki genetik miihendisligi
uygulamalar1 sayesinde, geleneksel
yontemlerin olumsuzluklari ortadan
kaldirilabilmekte, 1slah siiresi kisaltilarak
para ve zamandan tasarruf saglanmakta,
melezlemede karsilagilan sorunlarin,
genetik baglilik (linkage) sorunlarinin ve
gen havuzundan yararlanmadaki
sinirlamalarin kolayca istesinden
gelinebilmektedir.

Biyoteknolojik yontemlerin ilk
uygulamasi olan doku kiiltiirii yontemleriyle
kiiltire alinan bitki hiicrelerine ya da
dokularina gen aktarimi yapilabilmekte,
daha sonra gen aktarilmig bitki kisimlar
uygun besin ortaminda olgun bitki haline
getirilerek, aktarilan geni tasiyan transgenik
bitkiler elde edilebilmektedir. Yine, doku
kiiltiirii sirasinda meydana gelen
kalluslardan farklilagan bitkiler arasinda
goriilen somaklonal varyasyondan 1slah
programlarinda yararlanilabilmektedir.
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Ayrica, in vitro ortamda kimyasal ve
fiziksel ~ mutagen  uygulamalart  ile
hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere,
tuza, diisiik sicakliga ve kurakliga toleransh
veya dayanikli mutant hiicre secimleri
yapilabilmektedir (Karaca ve Biiriin 1997).

Tahillardaki ~ genetik ~ miihendisligi
caligmalar1 bitki rejenerasyon sistemine
baglhdir. Agrobacterium tumefaciens
aracihi@iyla (Haliloglu and Baenzinger
2003) veya Partikiill bombardimani ile
(Patnaik and Khurana 2003) bugdayda ve
tahillarda transgenik bitki elde
edilebilmektedir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda en fazla bugday
transformasyonu iizerinde durulmus ve
olgunlasmamig embriyolar bu amacla en
yaygin olarak kullanilan eksplant kaynagim
olusturmustur. Ancak, olgunlagsmanus
embriyolarin elde edilmeleri icin bazi
kosullarin  saglanmast  gerekmekte ve
kullammmi  belli donemlerle sinirly
kalmaktadir. Bu nedenle olgun embriyolar
genetik  transformasyon  c¢alismalarinda
kullanilacak  kalluslarin  {iretimi  i¢in
alternatif eksplant kaynagini olustururlar.

Olgunlasmamis embriyolarin eksplant
kaynag olarak kullanilabilmeleri icin donor
bitkiden belli donemlerde eksplant kaynagi
temin edilmesi ve kighk c¢esitlerde
vernalizasyon ihtiyacinin kargilanmasi icin
seralara ve kontrollii kosullara gereksinim
duyulmaktadir. Bu durumda daha uzun bir
siire ve daha fazla finansman
gerekmektedir. Buna  karsin, olgun
embriyolarin  kaynagi olan  tohumlar
kolaylikla  temin  edilebildikleri  ve
depolanabildikleri icin yilin her déneminde
calisma olanagi saglamaktadirlar.

Bugdayda Olgun Embriyo Kiiltiiriine
Etki Eden Faktorler

Genotip

Bugdayda, genetik mithendisligi
tekniklerinden yararlanilarak gen aktarmada
onemli bir adim olan kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonu calismalarinda basarinin
biiyiik olgiide genotipe baghh oldugu
bilinmektedir (Sehirali ve Ozgen 1998).
Nitekim Bregitzer (1992) ve Li et al
(2003), bugdayda kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna etki eden en Onemli



faktoriin genotip oldugunu bildirmislerdir.
Yine, Mathias and Simpson (1986), doku
kiiltiirtinde genotipin ortamdan daha 6nemli
oldugunu kaydetmislerdir.

Elena and Ginzo (1988), Buck Naposta
ve hibrit H81199 bugday genotiplerini
kullanarak  olgun  embriyo  kaynakl
kalluslardan siirgiin rejenerasyonu iizerine
oksin seviyesinin, doku c¢esidinin ve
genotipin etkisini arastirmuglardir.
Arastirma sonucunda rejenere kallus orani
ve siirgiin rejenerasyonu  bakimindan
H81199 genotipinin daha iyi oldugunu
belirlemislerdir.

Ozgen et al. (1996), yedi kishik durum
bugday genotipinde (Cakmak 79, Kirmizi
5132, S. Bursa 7113, Kunduru 414/44,
Berkmen 469, T-104, T-105) olgunlagmis
ve olgunlasmamis embriyoda yapmis
olduklar1 calismada, olgunlagmamisg
embriyoda en yiiksek kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonun Kunduru 414/44 ve
Kirmizi 5132 cesitlerinde, olgunlagmis
embriyoda ise Berkmen 469 cesidinde
meydana geldigini ve ayrica her iki eksplant
kiiltiirtinde de kallus olusumu ve bitki
rejenearsyonunda genotipin etkili oldugunu
bildirmislerdir. Yine Ozgen et al. (1998),
oniki kighk bugday genotiplerinin (Gerek
79, Haymana 79, Bezostaja 1, Bolal 2973,
Bagak 95, Sadova 1, Tosun 21, Yayla 305,
Yektay 406, Sivas 111/33, Kirag 66, T-115)

olgunlasmig ve olgunlagmamis
embriyolarin1 kiiltiire almiglardir. Calisma
sonucunda olgunlagmamis embriyo

kiiltiirinde en yiiksek kallus olusumu
(%93,3) ve rejenerasyon kapasitesinin
(%96,6) Yayla 305 cesidinde, olgunlagmis
embriyoda ise en yiiksek kallus olusumu
(%98,3) ve rejenerasyon kapasitesinin
(%96,6) T-115 genotipinde meydana
geldigini bildirmislerdir. Ayrica,
arastirmacilar her iki embriyo kiiltiiriinde
kallus olusum orani, kallus agirhgi,
rejenerasyon kapasitesi arasindaki
korelasyonun Onemsiz oldugunu, kallus
olusumu ve rejenerasyon kapasitesinin
farkli genler tarafindan idare edildigini ve
de kallus olusum oraninin ve Dbitki
rejenerasyonunun genotipe ve eksplant
kaynagina bagli oldugunu kaydetmislerdir.

Sarker and Biswas (2002), dort ekmeklik
bugday genotipinin (Sourav, Gourav,
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Kanchan ve Protiva) olgun embriyolarini,
olgunlagsmamis embriyolarini, tohumlarini,
endospermlerini ve kok uclarin1 farkh
ortamlarda  kiiltire  almuslardir.  Tiim
eksplant kaynaklarinda, kallus olusumu ve
rejenerasyon bakimindan genotipler
arasinda farklilik bulundugu belirlenmistir.
Yine bir baska calismada Li et al. (2003),
on yazlik bugday genotipinin olgunlasmis
ve olgunlagmamis embriyo Kkiiltiiriinde,
kallus  olusum  orammma ve  bitki
rejenerasyonuna genotipin etkisinin ¢ok
onemli oldugunu bildirmislerdir. Diger bir
calismada, Bi et al. (2007), otuz bir bugday
genotipinin olgun embriyolarim1 kullanarak

genotipleri  kallus olusumu ve  bitki
rejenerasyonu bakimindan
karsilagtirmiglardir.  Arastirmacalar daha

onceki calismalarda oldugu gibi kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonu bakimindan
genotipler arasinda farklilik bulundugunu
ve genotipin etksinin 6nemli oldugunu
bildirmislerdir.

Kishik ve yazlik bugday cesit ve
hatlarimin ~ kallus olusturma ve  bitki
rejenerasyonu yetenegini belirlemek ve
bugdayin projenitorleri olan T.
monococcum, T. tauschii ve Aegilops
speltoides’in doku Kkiiltiiriine tepkilerini
arastirmak amaciyla bir calisma yapan Zale
et al. (2004), kallus olusumu, rejenerasyon
kapasitesi ve Kkiiltiir etkinligi bakimindan
genotipler arasinda farklilik oldugunu ve
bugdayin projenitorleri icerisinde en iyi

bitki rejenerasyonunun Aegilops
speltoides’te meydana geldigini
bildirmislerdir.

Patnaik et al. (2006), ii¢ ekmeklik

(HD2329, CPAN1676 ve PBW343) ve ii¢
makarnalik  (PDW215, PDW233 ve
WH896) bugday genotiplerinin olgun
embriyolarint kullandiklar1 denemede en
yilksek kallus olusumunun %92,0 ile
HD2329 genotipinde, en yiiksek
rejenerasyonun ise %68,5 ile CPAN1676
genotipinde meydana geldigini
saptamislardir.  Diger taraftan Iraktan
getirilen bes ekmeklik bugday
genotiplerinin (Irak, Temmuz 2, Eliz 66, ba
99 Musaddak ve iba 99 Miiseccel) olgun
embriyo Kkiiltiirtine tepkilerini belirlemek
amaciyla bir ¢calisma yapan Ahmet ve Adak
(2007), en 1iyi kallus olusumu ve



rejenerasyonun  Iba 99  Musaddak
genotipinde meydana geldigini, en diisiik
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonun ise
Eliz 66 genotipinde elde edildigini
bildirmislerdir.

Genotiplerin doku kiiltiiriine tepkileri
cekirdekteki veya sitoplazmadaki genler
tarafindan kontrol edilmektedir (Peng and
Hodges 1989). Bugdayda doku Kkiiltiiriine
tepkinin bir ya da birka¢c kromozom
tarafindan yonetildigi (Ozgen et al 2001),
rejenerasyonunun ise c¢oklu gen sistemi
tarafindan kontrol edildigi kaydedilmistir
(Galiba et al. 1986).

Jia et al. (2007), bugdayin doku
kiiltiirtine cevabim1 belirleyen kantitatif
ozellik lokuslarimi tespit etmek amaciyla
doku kiiltiiriine cevabi iyi olan Nanda 2419
genotipi ile Wangshuibai melezlerinden
olusan rekombinant kendilenmis hatlarinin
tim genomlarimin taranmasit sonucunda,
kallus olusturan embriyo ylizdesine 35,
rejenere bitki olusturan kallus yiizdesine 4
ve kallustan meydana gelen bitki sayisina
ise 4 kromozom bdolgesinin etki ettigini
bildirmiglerdir. Bu o6zelliklerden en az
ikisinin 2A, 2D, 5A, 5B ve 5D
kromozomlarinda bulunan genler tarafindan
yonetildigini kaydetmislerdir.

Bugdayda translokasyon hatlart ve
kromozom ikame hatlar kullanilarak yapilan
caligmalarda doku Kkiiltiiriine cevabin
lokuslarin  yapisina ve yerlerine bagh
oldugu belirlenmistir (Henry and Buyser
1985; Galiba et al. 1986; Mathias and Fukui
1986; Felsenburg et al. 1987; Higgins and
Mathias 1987; Kaleikau et al. 1989;
Langridge et al. 1991). Henry and De
Buyser (1985), bugdayin B genomunun 1
numarali kromozomunun uzun kolunun
yerine 1 numarali ¢avdar kromozomunun
kisa kolu yerlestirildiginde, 1 numaral
cavdar kromozomunun kisa kolunun
bugday anter kiiltiiriinde bitki rejenerasyon
kapasitesini etkileyen genleri igerdigini
bildirmislerdir. Langridge et al. (1991) ve
Fennell et al. (1996) 1 numarali c¢avdar
kromozomunun kisa kolunun
olgunlagmamis embriyo kiiltiirtinde
rejenerasyondan sorumlu olabilecegini ileri
sirmiislerdir. Farkli bugday genotipleri ile
yapilan calismalarda 4B  kromozomu
tizerinde bulunan genlerin rejenerasyonda
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onemli etkiye sahip olmalar1 yaninda
(Higgins and Mathias 1987), sitoplazmanin
ve mitokondriyal genomun da (Rode et al
1998) etkili olabilecegi bildirilmistir. Yine
Willman et al. (1989), musirda somatik
embriyogenesis olusumunda en az bir genin
etkili oldugunu bildirmislerdir. Diger
taraftan Rode et al. (1998), embriyogenik
olmayan hiicrelerde 8 kb’lik mitokondriyal
DNA segmentinin kayboldugunu ve bu
segmentin  tersine  farklilasan  (de-
differentiation) hiicrelerin  rejenerasyon
yeteneginde 6zel bir role sahip olabilecegini
ifade etmislerdir.

Doku  Kkiiltiirii  lizerine  sitoplazmik
etkinin olup olmadigini aragtirmak amaciyla
Ozgen et al. (2001), dort bugday
genotipinde (111, 113, Bezostaja 1 ve
Gerek 79) resiprokal melezlemeler
yapmiglar 113 x 111 kombinasyonunun
kallus olusum frekansinin (%98,3) 111 x
113 kombinasyonunun kallus olusum
frekansindan (%75,0) Onemli derecede
yiiksek oldugunu, buna karsin rejenerasyon
kapasiteleri  arasindaki  farkin  diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Diger taraftan
111 x 113, 113 x 111, 113 x Bezostaja 1,
Bezostaja 1 X 113 resiprokal
melezlemelerinde  kallus  olusumu ve
rejenerasyon kapasitesi izerine
sitoplazmanin olduk¢ca Onemli etkisinin
bulundugunu, 113 x Gerek 79 resiprokal
melezlerinde ise kallus olusumu ve
rejenerasyon kapasitesi iizerine
sitoplazmanin etkisinin olmadigini, ancak
rejenere bitki sayisinda farklilik ortaya
ciktigimi  bildirmislerdir.  Arastiricilar,
sitoplazmanin kallus olusumuna,
rejenerasyon kapasitesine, kiiltiir etkinligine
ve rejenere bitki sayisina olumlu yonde etki
ettigini ve sitoplazmik etkinin genotipe
bagli oldugunu belirtmislerdir.

Donor bitkinin yetisme kosullart

Carman (1990) ve Bhaskaran and Smith
(1990), kallus olusumu ve  bitki
rejenerasyonunda  genotipler  arasindaki
farkliligin ig¢sel (bitki biinyesindeki) hormon
seviyesindeki farklilikla ilgili olabilecegini
bildirmislerdir. Eksplant alinacak bitkilerin
yetisme kosullar1 kallus olusumunda ve
bitki  rejenerasyonunda  6nemli  rol
almaktadir. Ornegin 151k, nem, topragin



besin durumu ve mevsimsel faktorler etkili
olabilmektedir. Bugdayda dondr bitkiler
yiiksek sicaklik, kuraklik, diisik 151k
yogunlugu ve besin noksanligi gibi olumsuz
cevre kosullarinda yetistirildiginde ve
fungal veya bakteriyel hastaliklarla enfekte
oldugunda ya da bocekler tarafindan istila
edildiklerinde eksplanttaki ve dokulardaki
icsel hormon seviyeleri degismektedir (Hess
and Carman 1998). Muhtemelen igsel
hormon seviyelerindeki degismeler gerek
kallus olusumunu ve gerekse bitki
rejenerasyonunu olumsuz yonde
etkilemektedir. Eksplant kaynaginin
alinacagi bitkilerin tam kontrollii sartlarda
yetistirilmesi  bitki gelisimini optimum
diizeyde saglamaktadir. Dolaysiyla yetisme
kosullarinin etkisi en aza inmis olacaktir.

Kiiltiir ortamunin icerigi

Bitki doku Kkiiltiirlinde, bitki bilyiime
diizenleyicileri ©nemli bir yere sahiptir.
Kiiltiir ortamina ilave edilen bitki biiyiime
diizenleyicilerinden hiicre bdliinmesini ve
gelisimini uyarici etkiye sahip olan oksinler,
somatik embriyo olusumunu en fazla
etkileyen bilesiklerdir. Ote yandan oksinler
embriyogenesisi tesvik etmek amaciyla
kullanilmalarina karsin, ortamda oksinin
stirekli bulunmasi1 somatik embriyolarin
gelisimini engellemektedir. Sitokininlerin
ise besin ortamina ilave edilmesi genellikle
somatik embriyo olusumunu
engellemektedir (Anonymous 2003).

Kiiltiir ortaminda bulunan bitki biiylime
diizenleyicilerinin ¢esidinin yaninda miktari
da morfogenesis ve bilylime i¢in énemli bir
etkiye sahiptir.  Genellikle oksinlerin
yiiksek, sitokinin ise diisiik konsantrasyonu
kallus olusumunu ve hiicre ¢ogalmasini
artirmaktadir. Bugdayda kallus olusumu ve
devamlilig1 i¢in en yaygin olarak kullanilan
bitki biiylime diizenleyicisi 2,4-D (2,4-
Diklorofenoksi asetik asit)’dir (Ozias-Akins
and Vasil 1982,1983a; Mc Kinnon et al.
1987; Elena and Ginzo 1988; Viertel and
Hess 1996).

Ozias-Akins ve Vasil (1983b), BS
(Gamborg et al., 1968) ortaminda 2.4-
D’nin farkli miktarlarimin (0; 0,4; 1,0; 4,0
ve 8,0 mg/l) kallus olusumu ve gelisimi
iizerine etkilerini aragtirmiglardir.
Arastiricilar - 2,4-D  miktarindaki  artigla
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birlikte eksplant basina kallus taze
agirhiginin ve hiicre sayisinin arttigini, 2,4-
D’nin 2 mg/l ve daha yiiksek miktarlarinda
hiicrelerin diizensiz biiyiidiiklerini, ancak
hiicre boliinmesinin  arttigini, kallus
olusumu ve gelisimi icin 2 mg/l 2,4-D
miktarinin optimum oldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 sekilde Mc Kinon et
al.. (1987), olgun embriyo kiiltiiriinde 9 uM
2 mg/) 24D miktarinin  optimum
oldugunu belirlemislerdir.

Ekmeklik ve makarnalik  bugday
cesitlerinin  kullanildigi  bir denemede
(Varshney et al. 1999), olgun embriyolar
2,4-D’nin farkli dozlarma (0,5; 2,5 ve 5,0
mg/l) sahip MS (Murashige and Skoog
,1962) ortaminda kiiltiire almis ve 25 mg/l
2,4-D’nin optimum oldugu belirlenmistir.

Patnaik et al. (2006), iic ekmeklik
(HD2329, CPAN1676 ve PBW343) ve ii¢
makarnalilk  (PDW215, PDW233 ve
WHS896) bugday genotiplerinin olgun
embriyolarint kallus olusumu i¢in 2 mg/l
2,4-D iceren MSE ortaminda (200 mg/l
kazein hidrolizat ve 100 mg/l myo-inositol
iceren MS ortami) 3 hafta siireyle karanlikta
25+1 °C’de kiiltiire almislardir. Bu ortamda
olusan kalluslar1 ise bitki rejenerasyonu i¢in
2,22 uM (0,5mg/l) BAP (6- Benzil amino
pirin) ve 0,1 uM (yaklasik 0,02 mg/l)
NAA (Naftalen asetik asit) iceren MSE
ortamina aktarmislardir.

Ahmet ve Adak (2007), bugday olgun
embriyolar1 8 mg/1 2,4-D, 20 g/l sakkaroz, 7
g/l agar iceren MS ortaminda 14 giin
siireyle, karanlikta ve 25+1 °C’de kiiltiire
almuslardir. Rejenerasyon igin hormonsuz
MS ortaminda 30 giin siireyle 16 saatlik
fotoperyotta ve 25+1 °C’de tutularak siirgiin
gelisimi incelenmistir.

Bugday hiicre kiiltiiriinde 2,4-D yerine
dikambanin (3,6-diklorobenzoik asit)
kullanilabilecegi ilk olarak Dutis et al.

(1975) tarafindan bildirilmistir. Daha
sonraki c¢alismalarda kallus olusumunda
dikambanin  2,4-D’den  {istiin  oldugu
kaydedilmistir (Bhaieldin et al. 2000).
Papenfuss and Carmen (1987),
olgunlagsmanus embriyodan kallus
olusturmak  icin  ortamda  dikamba

kullanildiginda meydana gelen kalluslardan
rejenere olan bitki sayisinin 2,4-D’den fazla
oldugunu ve dikambanin metabolizma



tarafindan daha hizli kullamildigr igin
stirglin olusumunu artirdigini
bildirmislerdir. Buna karsin, Redway et al..
(1990), dikamba ve 2,4-D arasinda herhangi
bir fark olmadigin1 kaydetmislerdir.

Zhou and Lee (1983), “Chinese spring”
ve “Frederick” bugday cesitlerinde 2,4-D ve
diger 12 oksin tipinin olgun embriyodan
kallus olusum oranina etkisini
arastirmuglardir. Yazlik “Chinese spring”
bugday cesidinde kallus gelisimi {izerine
24-D ve dikambanin  pikloramdan
(4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit) daha
istiin oldugu, buna karsin kighik “Frederick”
bugday ¢esidinde dikambanin ve pikloramin
kallus gelisimi {lizerine etkisinin 2,4-D’ye
esit oldugu belirlenmistir.

Mendoza and Kaepler (2002), Bobwhite
bugday cesidinin olgun embriyolarinda 4
oksin tipinin [2,4-D, dikamba, pikloram, ve
2-MCPP (2-(2-metil-4-klorofenoksi)
propionik asit)] 4,5; 9,0 ve 18,0 uM
miktarlarin1 ve iki farkli sekerin (maltoz ve
sakkaroz) farkli sterilizasyonlarinin kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine olan
etkilerini arastirmistir. Bitki rejenerasyon
ortaminda bitki bilyiime diizenleyicileri
olarak ise 0,1 mg/l oksin (kallus
olusumunda kullanilan oksin tipine gore) ve
0,5 mg/l BAP kullanilmistir. Calisma
sonucunda kallus olusumuna oksin tipinin
ve dozunun etkisinin ¢ok 6nemli oldugunu

belirlemislerdir. 2-MCPP  hari¢  diger
oksinlerde kallus olusumu
gozlemlemislerdir. Pikloram ve dikamba
konsantrasyonun  artmast  kallus taze
agirhigint - artirnms, buna karsin  2.4-D

konsatrasyonun artmasi azaltmistir. Yine,
ayn1 calismada en yiiksek rejenerasyon
oraninin 18 pM (4 mg/l) dikamba iceren ve
filtre sterilizasyonu yapilan sakkaroz iceren
ortamda gbzlemlenmistir.

Yazlik ve kislik bugday genotiplerinin
olgun embriyolarindan embriyogenesis ve
bitki rejenerasyonu iizerine farkli faktorlerin
etkilerini arastiran Filippov et al. (2006),
olgun embriyolar1 3 farkli oksin tipinin
[24-D, 24,5-T (2,4,5-Triklorofenoksi
asetik asit) ve dikamba) 5 farkli dozunu (6,
8, 10, 12 ve 14 mg/l) iceren MS ortaminda
kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda,
embriyogenik kallus olusumu bakimindan
dikambanin en iyi oldugunu ve en yiiksek
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bitki rejenerasyonunun 12 mg/l dikamba
iceren MS ortaminda meydana geldigini
bildirmislerdir.

Zale et al. (2004), bugdayda eksplant
kaynagr olarak  endospermsiz  olgun
embriyolar1 iki esit parcaya bolmiisler ve
kallus olusumu i¢in 30 g/l maltoz, 0,25 g/l
myo-inositol, 1 mg/l tiamin-HCl, 1 g/l
kazein hidrolizat, 2,5 mg/l dikamba ve 0,69
g/l L-prolin ve 3,5 g/l phytagel iceren MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kallus olusum
ortaminda 54 giin siireyle karanlikta
tutularak her 15 giinde bir yeni benzer
ortama aktardmistir. 54 giin  sonunda
meydana gelen kalluslar 0,1 mg/l BAP
iceren kallus olusum ortamina aktarilarak
16 saat 151k kosullarinda 14 giin siireyle
bekletildikten sonra siirgiin gelisimi icin 62
g/l maltoz, 0,1 g/l myo-inositol, 0,4 g/l
tiamin-HCl, 1 g/l kazein hidrolizat, 1 mg/l
BAP, 0,75 g/1 L-glutamin ve 3,5 g/l
phytagel iceren MS ortaminda kiiltiire
alinmustr.

Embriyogenesis olusumunu tesvik etmek
icin NAA, pikloram ve dikamba gibi
oksinler de tek baslarina veya 2,4-D ile
birlikte kullanilmaktadirlar. Nitekim,
Turhan and Baser (2004) endosperm
destekli ve endospermsiz olgun embriyolari
MS (kontrol), 8 mg/l 2,4-D, 2 mg/l NAA,
4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l NAA ve 4 mg/l 2,4-
D + 2 mg/l NAA iceren 5 farkli MS
ortaminda kiiltiire almislardir. En yliksek
kallus olusumunun 4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l
NAA iceren ortamda endosperm desteksiz
olgun embriyoda meydana geldigini
saptamiglardir. Yine, aymi c¢alismada en
yiiksek embriyogenik kallus olusumunun
endospermsiz olgun embriyoda
gerceklestigini tespit etmislerdir. Bi et al..
(2007), otuz bir bugday genotipinin olgun
embriyolarint kallus olusumu i¢in 2 mg/l
2,4-D, 0,5 mg/l NAA, 500 mg/l kazein
hidrolizat, 200 mg/l glutamin, 150 mg/l
asparajin ve 30 g/l sakkaroz iceren MS
ortaminda kiiltiire almislar, Daha sonra bu
ortamda olusan kalluslar1 rejenerasyon igin
5 mg/l kinetin iceren MS ortamina, kok
olusumu icin ise hormonsuz ¥2 MS ortamina
aktarmislardir.

Tam bir embriyo olgunlasmasi ve bitki
gelisimi icin i¢csel hormon seviyesine bagli
olarak c¢ok diisiik oranlarda sitokinin ve



ozellikle de BAP gerekli olmaktadir
(Anonymous 2003). Ekmeklik ve
makarnalik bugday c¢esitlerinde calisan
Kintzios et al. (1996), en yiiksek kallus
olusumunu 2,4-D ve kinetin igeren MS
ortaminda elde etmislerdir. Yine, Dogu 88
bugday cesidinin kullamildig1 baska bir
calismada (Karaca ve Biiriin 1997) olgun
embriyolarin kiiltiirlinde kallus olusumu
icin dort farkli ortam denenmistir. Bu
ortamlar MS tuzlarina ilave olarak, 2 mg/l
2,4-D; 2 mg/1 2,4-D + 1 mg/l kinetin; 2 mg/l
24-D + 1 mg/l kinetin + 1 mg/l NAA; 2
mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin + 1 mg/l NAA

+ 150mg/l asparajin icermektedir. En
yiiksek kallus olusumunun 2 mg/l 2,4-D
iceren MS ortaminda gdzlemlendigi

kaydedilmistir. Arastiricilar kallus agirligi
bakimindan olgun embriyolarin daha iyi
sonu¢ verdigini ve en yiiksek kallus
agirhiginin 2 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin
iceren MS ortaminda meydana geldigini
bildirmislerdir.

Besin ortamlarinda bulunan mineral
maddeler ve vitaminler diger bir Onemli
O0gedir., MS temel besin  ortamu
embriyogenesis  calismalarinda  yaygin
olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve ark.
2001). Bunun disinda B5 ve N6 (Chu et al.
1975) ortamlar1 da bir¢ok bitki tiiriinde
basarili sonu¢ vermistir. Nitekim, Rashid et
al. (2002), ‘Chakwal 86’ ve ‘Rawal 87’
bugday genotiplerinin olgun embriyolarinda
kallus olusumu ve rejenerasyon igin
ortamin, bitki biiylime diizenleyicilerinin ve
genotipin etkisini arastirmiglardir. Kallus
olusumu icin MS ve N6 (  ortamlarim
kullanmustir. Her iki ortamda 2 mg/l 2,4-
D’yi tek basina veya BAP’in 3 farkh
miktariyla (0,1; 0,5 ve 1,0 mg/l) birlikte
kullanmiglardir. Kallus olusumunda N6
ortammin  (%73,50) MS  ortamindan
(%61,9) daha iyi oldugunu kaydetmislerdir.
Kallus olusum frekans1 Rawall 87 ¢esidinde
MS ortaminda %58,64 iken, N6 ortaminda
%79,9; Chakwall 86 genotipinde ise MS
ortaminda %63,4 iken N6 ortaminda
%67,11 olmustur. Biiylime diizenleyicisi
olan BAP’in kallus olusum oranina
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Meydana
gelen kalluslardan bitki rejenerasyonu icin
MS + 1 mg/l IAA (indol-3-asetik asit)
bortamina ilave olarak BAP’in 4 farkli
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miktar1 (0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0 mg/l) test
edilmistir. Rejenerasyon frekans1 Rawaal 87
genotipinde 0,5 mg/l BAP iceren ortamda
en yiiksek (%31,9) olurken, Chakwall 86
genotipinde 2,5 mg/l BAP iceren ortamda
en yiiksek (%15,27) olmustur.

Li et al. (2003), mineral olarak MS
tuzlarini, vitamin olarak ise B5 vitaminini
kullanmislardir. Arastiricilar, on yazlik
bugday  genotipinin  olgunlasmis  ve
olgunlagmamisg embriyo kiiltiiriinde,
olgunlagmis embriyo kiiltiirii i¢in ylizey
sterilizasyonu yaptiklar1 tohumlari
25+1°C’de 1/2 MB ortanunda (B5 vitamini
+ 2 mg/l glisin, 300 mg/l glutamin + 500
mg/l kazein hidrolizat + %3 sakkaroz +
%0,7 agar + MS tuzlar1) 20-24 saat
cimlendirdikten sonra aseptik kosullarda
olgunlagmis embriyolar1 elde etmislerdir.
Olgunlagmis bugday embriyolarini
olgunlagmamisg embriyolar icin
kullandiklar1 2 mg/l 2,4-D iceren MB
ortaminda kiiltiire almislardir. Meydana
gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in TDZ
[1-  Fenil-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl) {ire]
iceren MB ortamina aktarmuglardir. Yine Jia
et al. (2007), bugdayn doku Kkiiltiiriine
cevabim1  belirleyen  kantatif  6zellik
lokuslarin1 tespit etmek amaciyla doku
kiiltiirtine cevabi iyi olan Nanda 2419
genotipi ile Wangshuibai melezlerinden
olusan rekombinant kendilenmis hatlarin
olgun embriyonalarini, kallus olusumu ig¢in
MB ortamina (MS tuzlari+ B5 vitaminleri)
ilave olarak 2 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l ABA
(Absisik asit) ve 40 g/l sakkaroz igeren
ortamda, oda sicakliginda ve karanlikta
kiiltiire almiglardir. Meydana gelen kalluslar
30 giin sonra 2 mg/l 2,4-D + 0,01 mg/l BAP
ve 30 g/l sakaroz iceren ortamda 30 giin
siireyle alt kiiltiire alinmiglar, daha sonra
rejenerasyon icin 1 mg/l BAP, 2 mg/l
kazein hidrolizat, 2 mg/l glutamin igeren
MS ortamina konulmustur.

Absisik asitin doku kiiltiiriindeki rolii
heniiz tam olarak anlasilmamis olmakla
birlikte, somatik embriyolarin
olgunlagmasinda kullanilmaktadir. Ortama
absisik asit ilavesinin anormal embriyo
gelisimini  engellidigi  belirtilmektedir
(Ozcan ve ark. 2001).

Bes bugday genotipinin (Tabasi, Bolani,
Shiraz, Shoaleh ve Azar) ve ABA’nin farkli



dozlarinin  embriyo Kkiiltiirline  etkisini
arastiran Fazelienasab et al. (2004), olgun
embriyolart MS ortaminda 10 mg/l 2.4-
D’ye ilave olarak 0, 2, 4, 6 ve 8 mg/l ABA
ve 30 g/l sakkaroz iceren ortama
yerlestirmislerdir. Bu embriyolardan olusan
kalluslar1 bitki rejenerasyonu i¢in 0,5 mg/l
IAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ortamina
aktarmiglardir. Kallus gelismesi bakimindan
kiiltir ~ cesitleri  arasinda  farkliliklar
bulundugunu bildirmiglerdir. Arastiricilar
ABA ilavesinin kallus olusumu {iizerine
olumsuz bir etkiye sahip oldugunu ve en
yiiksek kallus olusumunun ABA igcermeyen
ortamda, en az ise 8 mg/l ABA iceren
ortamda gerceklestigini tespit etmislerdir.
Sonu¢ olarak ABA ilavesinin oksin
aktivitesini azalttig icin kallus olusumunu
ve bitki rejenerasyonunu azaltict etkiye
sahip oldugunu belirtmislerdir.

Kallus olusumu icin kullanilan 2.4-D,
NAA ve TAA gibi oksinler ile zeatin,
kinetin ve BAP gibi sitokininler
kalluslardan bitki rejenere edilmesinde
kullanilmaktadirlar (Bhaskaran ve Smith
1990). En yaygin kullanilan sitokininler
BAP, kinetin, zeatin ve TDZ’dir (Bhojwani
and Razdan 1996). Bitki doku kiiltiiriinde
ve c¢esitli biliyime olaylarinda hiicre
boliinmesini artirict bir faktor olan sitokinin
(Marcinska et al. 2001) proembriyogenik
yapilarin gelisim oranimi artirmaktadir (Ge
et al. 2006). Embriyogenik kallus olusumu
i¢cin genellikle yiiksek oksin/sitokinin orani
kullanilirken, bitki rejenerasyonu i¢in diisiik
oksin/sitokinin orani kullanilmaktadir (Ge
et al. 20006).

Bugdayda siirglin  rejenerasyonunda
sitokinin yiiksek sevileri diisiikk seviyedeki
oksin ile ya da oksinsiz olarak

kullanilmaktadir (Jones 2005). Elena and
Ginzo (1988), biri hibrit olmak {iizere 10
bugday  genotipinin  skutellumlarindan
ayrilan olgun embriyolarindan  kallus
olusturmuslardir. Meydana gelen kalluslari
oksin miktar1 diisiik ortama aktardiklarinda
kalluslardan sadece siirgiinlerin olustugunu
bildirmislerdir. Yine, Elena and Ginzo
(1988) oksin miktarinin azaltilmasinin
siirglin rejenerasyonunda etkili oldugunu
belirlemislerdir. Nitekim, Chawla and
Wenzel (1987), siirgiin rejenerasyonunun
hormonsuz ortamda ya da 2,4-D’nin diisiik
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konsantrasyonlarinda IAA ve BAP iceren
ortamlardan daha iyi oldugunu
kaydetmislerdir. Bir baska calismada,
Varshney et al. (1999), 17 ekmeklik ve 3
makarnalik bugday genotipinin olgun
embriyo Kkiiltiiriinde kalluslardan  bitki
rejenerasyonu i¢in 0,2 mg/l NAA ve 1 mg/l
BAP iceren MS ortamini kullanmislardir.

Ekmeklik (CPAN1676) ve makarnalik
(PDW215) bugday genotiplerinin
kullanildigr bir c¢alismada (Patnaik and
Khurana 2003), kallus olusumu ig¢in olgun
embriyolar 2 mg/l 2,4-D iceren MSE
ortaminda (200 mg/l kazein hidrolizat ve
100 mg/l myo-inositol iceren MS ortami) 3
hafta siireyle karanhkta 25+1°C’de kiiltiire
almiglar, embriyolardan olusan kalluslar
bitki rejenerasyonu i¢in 2,22 uM (0,5mg/1)
BAP ve 0,1 uM (yaklasik 0,02 mg/l) NAA
iceren MSE ortamina aktarilmistir.

Sonug¢

Bugdayda, genetik mithendisligi
tekniklerinden yararlanilarak gen
aktariminda Onemli bir adim olan kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonu

caligmalarinda basarmin biiylik  Olgiide
genotipe baghdir ve hatta etki eden faktorler
arasinda en onemlisidir.

Eksplant alinacak bitkinin yetisme kosullari
kallus olusumunu ve bitki rejenerasyonunu
etkileyen diger bir faktordiir. Bu nedenle

eksplant kaynaklarimin elde edilecegi
bitkilerin optimum sartlarda yetistirilmesi
gerekmektedir.

Olgun embriyo Kkiiltiiriinde temel besi
ortami olarak MS tuzlar1 ve vitaminleri
kullanilmaktadir. Ancak bazi ¢alismalarda
tuz olarak MS tuzlari, vitamin olarak ise B5
vitaminlerinin kullanildig1r g6riilmektedir.
MS ortamu ile N6 ortaminin karsilastirildig
bir calismada ise N6 ortaminin MS
ortamma  gbre daha iyi  oldugu
belirlenmistir. Konu ile ilgili kaynaklardan
elde edilen veriler dikkate alindiginda,
olgun embriyo kiiltiiriinde temel besi ortami
olarak MS  ortaminin  kullanilmasi
oOnerilebilir.

Bitki doku Kkiiltiiriinde bitki biiyiime
diizenleyicileri ©nemli bir yere sahiptir.
Olgun embriyo kiiltiiriinde kallus olusumu
icin en fazla kullanilan bitki biiyiime



diizenleyicileri oksinlerdir. Bugday olgun
embriyo Kkiiltiiriinde kallus olusumu igin
2,4-D, dikamba, pikloram ve NAA gibi
oksinler kullanilmakta olup, bunlardan en
yaygin  kullanllam  2,4-D’dir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda
dikamba’nin kallus olusumunda ve bitki
rejenerasyonunda 2,4-D’ ye gore daha etkili

oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
yapilacak calismalarda iyi bir bitki
rejenerasyonu icin  kallus olusum

asamasinda oksin tipi olarak dikambanin
kullanilmasi 6nerilebilir.

Etkili bir bitki rejenerasyonu icin kallus
olusum ortaminda kullanilacak oksin dozu,
olgun embriyonun endosperm desteksiz
veya endosperm destekli olmasina gore
degismektedir. Endosperm desteksiz olgun
embriyo kullanildiginda kallus olusumu i¢in
genellikle 2-4 mg/l dozlar1 yaygin olarak
kullanilmasina ragmen endosperm destekli
olgun embriyo kiiltiirlerinde 8-12 mg/l
seviyelerine kadar ¢cikmaktadir.

Sitokininler bugday olgun embriyo
kiiltiirtinde kallus olusum ortaminda fazla
kullanilmamakla birlikte BAP, TDZ ve
kinetin gibi sitokininlerin bitki rejenerasyon
asamasinda diisiik dozdaki oksinlerle
birlikte veya tek baslarina 0,5-1,5mg/l
dozlarda kullanilmaktadir.
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