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ÖZET: Bu çalışma buğdayda olgun embriyo kültürünü etkileyen faktörleri belirlemek amacıyla yapılmıştır. Kallus, embriyogenik
kallus, somatik embriyo oluşumu ve rejenerasyon kapasitesine genotipin, jel yapıcı maddenin, oksin tipleri ve dozlarının etkisi çok
önemli olmuştur. Buğday olgun embriyo kültüründe oksin tipi olarak dikambanın, 2,4-D ve pikloramdan, yine jel yapıcı madde
olarak phytagelin, agardan daha etkiliği olduğu saptanmıştır. En yüksek kallus, embriyogenik kallus ve somatik oluşumu ve de bitki
rejenerasyon kapasitesi phytagel ortamındaki dikambanın 4 mg/l dozunda elde edilmiştir. Rejenerasyon ortamının rejenerasyon
kapasitesine etkisi çok önemli olmuştur. En yüksek rejenerasyon kapasitesi R1 (0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP) içeren ortamda
meydana gelmiştir.

Anahtar kelimler: Genotip, oksin, jel yapıcı madde, rejenerasyon ortamı, Triticum aestivum

Factors Affecting Wheat Mature Embryo Culture

ABSTRACT: This study was carried out to determine the factors affecting wheat mature embryo culture. Effects of genotype,
solidifying agents, auxin type and doses were found highly significant on formation of callus, embryogenic callus and regeneration
capacity. Dicamba as an auxin type was better than 2,4-D and picloram and phytagel as a solidifying agent was better than agar in
wheat mature embryo culture. The highest formation of callus, embryogenic callus and regeneration capacity were observed in
medium containing 4 mg/l dicamba solidified with phytagel. Regeneration medium influenced significantly regeneration capacity.
The highest regeneration capacity (R1) was observed in medium containing 1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP.
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GİRİŞ
Buğdayda gen aktarım çalışmaları kallus

oluşumu ve bitki rejenerasyon sistemine bağlıdır.
Buğdayda kallus oluşumu ve bitki rejenerasyonunda
başarının büyük ölçüde genotipe bağlı olduğu
bilinmektedir (Şehirali ve Özgen, 1998). Bunun
yanında, donor bitkinin yetişme koşulları (Hess ve
Carman, 1998), kültür ortamı (Fennel vd., 1996;
Mathias ve Simpson, 1986, Elena ve Ginzo, 1988) ve
eksplant kaynağı (Ozias-Akins ve Vasil, 1982;
Redway vd., 1990) başarıyı etkilemektedir.
Buğdayda, gen aktarımında önemli bir aşama olan
somatik kallus kültürü için eksplant kaynağı olarak
olgunlaşmamış embriyolar (Bahieldin vd., 2000 ;
Bohorova, 2001; Li vd., 2003; Haliloglu ve
Baenziger, 2003a; Haliloglu ve Baenziger, 2005),
yaprak segmentleri (Haliloglu, 2006),
olgunlaşmamış çiçek durumu (Ozias-  Akins  ve
Vasil 1982; Redway vd. 1990), olgun embriyolar
(Delporte vd., 2001; Mendoza ve Kaeppler, 2002;
Patnaik ve Khurana, 2003; Li vd., 2003; Zale vd.,
2004; Filippov vd., 2006; Bı vd., 2007), mezokotil
(Yurkova vd., 1982), tohumlar ( Shah vd., 2003),
apikal meristemler (McHughen, 1983), sürgün ucu
(Viertel ve Hess, 1996) ve anterler (Ingram vd.,
2000, Haliloglu ve Baenziger, 2003b) kullanılmıştır.

Yukarıda belirtilen eksplant kaynakları içerisinde
en yüksek kallus oluşumu ve bitki rejenerasyonu
olgunlaşmamış embriyo kültürlerinde görülmüştür
(Filippov vd., 2006). Bu nedenle, buğdayda
olgunlaşmamış embriyolar kallus kültüründe etkili
bir rejenerasyon için en iyi eksplant kaynağını

oluşturmaktadır (Redway vd., 1990; Özgen vd.,
1996; Özgen vd., 1998; Mendoza ve Kaepler, 2002;
Patnaik ve Khurana, 2003; Zale vd., 2004).

Olgunlaşmamış embriyoların eksplant kaynağı
olarak kullanılabilmeleri için donor bitkiden sadece
belli dönemde (antesisden 13-15 gün sonra) eksplant
temin edilmesi ve kışlık çeşitlerde vernalizasyon
ihtiyacının karşılanması için seralara ve kontrollü
koşullara gereksinim duyulmaktadır. Bu durumda
daha uzun bir süre ve daha fazla finansman
gerekmektedir. Buna karşın, olgun embriyoların
kaynağı olan tohumlar kolaylıkla temin
edilebildikleri ve depolanabildikleri için yılın her
döneminde çalışma olanağı sağlamaktadırlar. Ancak,
Olgun embriyolar eksplant kaynağı olarak
kullanıldıklarında kallus oluşumu ve bitki
rejenerasyonu düşük olmaktadır. Bununla beraber
tohumlardan direkt elde edilen olgun embriyolar
(Delporte vd., 2001; Mendoza ve Kaeppler, 2002;
Patnaik ve Khurana, 2003; Li vd., 2003; Zale vd.,
2004), endosperm destekli olgun embriyolar (Özgen
vd., 1998; Filippov vd., 2006) ince olgun embriyo
parçaları (Delporte vd., 2001) kallus oluşturma ve
bitki rejenerasyonu için eksplant olarak
kullanılmaktadır.

Buğdayda yapılan birçok araştırmada somatik
embriyogenesis oluşumunu teşvik etmek için en fazla
kullanılan oksin tipi 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik
asit)’dir. Bunun yanında pikloram (4-amino-3,5,6-
trikloro pikolinik asit) ve dikamba (3,6-
Diklorobenzoik asit) gibi oksinler de tek başlarına
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veya 2,4-D ile birlikte kullanılmaktadırlar. Buğday
olgun embriyo kültürüne ait yapılan birkaç çalışmada
kallus oluşumu ve bitki rejenerasyonunda
dikambanın 2,4-D’den üstün olduğu kaydedilmiştir
(Mendoza ve Kaepler, 2002; Filippov vd., 2006).
Buğdayda olgunlaşmamış embriyo kültürü
konusunda yapılan bir çalışmada embriyogenik
kallus oluşturma ve  bitki rejenerasyonu bakımından
dikambanın 2,4-D ve piklorama göre daha iyi olduğu
tespit edilmiştir (Satyavathi vd., 2004).  Yine,
çavdarda yapılan bir denemede embriyogenesiste
dikambanın 2,4-D ve NAA (Naftalen asetik asit) göre
daha etkili olduğu saptanmıştır (Ma ve Pulli, 2004).

Besin ortamını yarı katı hale getirmek için jel
yapıcı maddeler kullanılmaktadır. Jel yapıcı madde
olarak en çok kullanılanlar agar (değişik tipleri) ve
phytageldir (gelrite) (Babaoğlu vd., 2001). Buğday
olgun embriyo kültüründe jel yapıcı maddenin
etkisine ait literatür bilgisi yoktur. Ancak, buğdayda
olgunlaşmamış embriyo ve anter kültüründe farklı
firmalara ait agarları karşılaştıran Simonson ve
Baenzinger (1992) jel yapıcı maddelerin kallus
oluşumuna etkili olduğunu bildirmişlerdir.

Bu çalışmada ekmeklik buğday genotiplerinin,
oksin tipi ve dozları ile jel yapıcı maddelerin
ekmeklik buğdayda olgun embriyo kültürüne olan
etkileri belirlenmiştir.

MATERYAL VE METOT
Bu araştırmada 4 ekmeklik buğday genotipinin

(Gerek 79, Haymana 79, Sivas 111/33 ve Kırik)
olgunlaşmış embriyoları eksplant olarak
kullanılmıştır. Tohumlar musluk suyunda
yıkandıktan sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika
karıştırılarak 3 defa steril saf su ile yıkanmıştır. Daha
sonra birkaç damla Tween 20 (Sigma) içeren %1’lik
sodyum hipokloritte 20 dakika karıştırılmıştır. Yüzey
sterilizasyonu yapılan tohumlar steril saf su ile
yıkandıktan sonra 3 saat steril saf su içersinde
25°C’de karanlıkta bekletilmiş ve olgun embriyolar
çıkartılmıştır.

Kallus oluşumu için olgun embriyolar 3 farklı
oksin tipinin (2,4-D, dikamba ve pikloram), 3 farklı
dozunu  (2.5, 3.0 ve 4.0 mg/l) ve 2 farklı jel yapıcı
[phytagel (2 g/l) ve agar (8 g/l)] maddeyi içeren MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortamında 25±1°C’de ve
karanlıkta 4 hafta süreyle kültüre alınmıştır. MS
tuzları ve vitaminlerine ilave olarak 20 g sakkaroz,
0.75 g MgCl2 (magnezyum klorür), 0.5  g/l   L-
glutamin, 0.1 g/l kazein hidrolizat, 100 mg askorbik
asit ve 1.95 g/l MES kullanılmıştır. Ortamın pH’sı
NaOH (Sodyum hidroksit) ile 5.8 ayarlanmıştır. Besi
ortamları, sterilizasyon için otoklavda 15 dakika
boyunca 105 kPa basınçta 121°C’de tutulmuştur.
Sıcakta bozulan vitaminler ve bitki büyüme
düzenleyicileri için 0.22 µm poroziteli selüloz nitrat
filtreler (milipor) kullanılmıştır. Dört hafta sonunda

kallus oluşumu (%) (KO) [KO% = (Oluşan kallus
sayısı/Eksplant sayısı)x100], embriyogenik kallus
oluşumu (EKO) (%) [EKO% = (Oluşan
Embriyogenik kallus sayısı/ Eksplant sayısı)x100] ve
somatik embriyo sayısı (SES) (adet) [SES = Oluşan
somatik embriyo sayısı/Embriyogenik kallus sayısı]
belirlenmiştir.

Meydana gelen kalluslar,  bitki rejenerasyonu
için 0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP (6- Benzil amino
pürin) (R1)  veya 0.2 mg/l 2,4-D (R2) içeren MS
ortamına aktarılmış ve 25±1°C’de 16:8 saat aydınlık:
karanlık fotoperyotta 4 hafta süreyle bekletilmiştir.
Aydınlatma kaynağı olarak floresan lambası (62
μmol/m2s) kullanılmıştır. Bitki rejenerasyon
ortamında MS ortamına ilave olarak 20 g sakkaroz, 2
g/l phytagel, 100 mg askorbik asit ve 1.95g/l MES
kullanılmıştır. Dört hafta sonunda rejenerasyon
kapasitesi (RK)  (%) [RK% = (Rejenere olan
embriyogenik kallus sayısı/Embriyogenik kallus
sayısı)x100] belirlenmiştir.

Çalışma  tam  şansa  bağlı deneme  planına  göre  4
tekrarlı olarak yürütülmüştür. Her petri bir tekerrür
olarak kabul edilmiş ve her petri kutusuna 20 adet
olgun embriyo bırakılmıştır. Kallus, embriyogenik
kallus oluşumu ve somatik embriyo sayısına ilişkin
hesaplanan veriler 4x3x3x2 (4 genotip x 3 oksin tipi
x 3 oksin dozu x 2 jel yapıcı madde) faktöriyel
düzende varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmuştur. Ayrıca yukarıdaki faktörlere ilave olarak
rejenerasyon ortamının (R1: 0.1mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l BAP ve R2: 0.2 mg/l 2,4-D) rejenerasyon
kapasitesine olan etkileri de incelenmiş ve elde edilen
sonuçlara 4x3x3x2x2 (4 genotip x 3 oksin tipi x 3
oksin dozu x 2 jel yapıcı madde x 2 rejenerasyon
ortamı) faktöriyel düzende varyans analizi
uygulanmıştır. İstatistiksel olarak önemli bulunan
parametrelere ait ortalamalar arasındaki farklar LSD
çoklu karşılaştırma testi ile P<0.05 seviyesinde
belirlenmiştir.

BULGULAR
Kallus oluşumu
Eksplantlar kültüre alındıktan yaklaşık 5 gün

sonra kallus oluşumunun başladığı görülmüştür
(Şekil 1a). Kallus oluşumu üzerine, genotipin, jel
yapıcı maddenin, oksin tipinin ana etkisi çok önemli
(p = 0.001) olurken, oksin dozunun ana etkisi önemli
(p = 0.039) olmuştur. Kırik %92.0’lik kallus oluşumu
ile en yüksek, Haymana 79 ise %81.5 ile en düşük
kallus oluşum oranına sahip olmuşlardır. Bu oran,
Gerek 79’da %89.5, Sivas 111/33’de %88.1 olarak
belirlenmiştir (Çizelge 3.1).

 Ortalama kallus oluşum oranı phytagelde %89.0
iken, agarda %86.5 olmuştur. Genotiplerin kallus
oluşum oranlarının jel yapıcı maddeye göre farklılık
göstermesi, genotip x jel yapıcı madde
interaksiyonunun önemli (p=0.014) çıkmasına neden
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olmuştur. Tüm çeşitlerde en yüksek kallus oluşumu
phytagelde meydan gelmiş ve jel yapıcı maddeye en
fazla tepki Haymana 79 genotipinde gözlenmiştir
(Çizelge 3.1).

Oksin tiplerine göre kallus oluşum oranları
karşılaştırıldığında, %94.8 ile dikamba ilk sırada yer
almış bunu azalan sıra ile 2,4-D (%90.7) ve pikloram
(%77.8) izlemiştir (Çizelge 3.1). Oksin tiplerinin
dozlara göre farklılık göstermesi, oksin tipi x doz
interaksiyonunun çok önemli (p=0.001) çıkmasına

neden olmuştur. Her oksin tipi için dozlar
karşılaştırıldığında dikamba ve pikloramın 4 mg/l
dozunda en yüksek (sırasıyla %96.9 ve %80.9), 2.5
mg/l dozunda ise en düşük (sırasıyla %93.1 ve
%75.8) kallus oluşum oranı gözlenmiştir. Buna
karşın, 2,4-D’nin kullanıldığı ortamlarda kallus
oluşumu 3 mg/l dozda en yüksek (%93.6), 4 mg/l
dozda ise en düşük (%86.7) oranda gerçekleşmiştir
(Çizelge 3.1).

Çizelge 3.1. Farklı jel yapıcı madde, oksin tipleri ve dozlarında genotiplerin kallus oluşumu üzerine etkisi (%).
Jel Yapıcı

Madde
Oksin Tipi Doz

(mg/l) Gerek 79 Haymana 79 Kırik Sivas
111/33 ORTALAMA

2.5 92.5 81.3 95.0 91.3 90.0
3.0 95.0 85.0 96.3 93.8 92.5
4.0 88.8 77.5 87.5 85.0 84.7

2,4-D

Ortalama 92.1 81.3 93.0 90.0 89.1
2.5 95.0 83.8 95.0 93.8 91.9
3.0 96.3 85.0 97.5 95.0 93.4
4.0 97.5 90.0 100 96.3 95.9

Dikamba

Ortalama 96.3 86.3 97.5 95.0 93.7
2.5 75.0 68.8 81.3 75.0 75.0
3.0 77.5 66.3 80.0 77.5 75.3
4.0 80.0 72.5 86.3 81.3 80.0

Pikloram

Ortalama 77.5 69.2 82.5 77.9 76.8

Agar

ORTALAMA 88.6 78.9 91.0 87.6 86.5
2.5 95.0 87.5 97.5 93.8 93.5
3.0 97.5 88.8 98.8 93.8 94.7
4.0 91.3 85.0 91.3 87.5 88.8

2,4-D

Ortalama 94.6 87.1 95.8 91.7 92.3
2.5 96.3 91.3 96.3 93.8 94.4
3.0 97.5 91.3 98.8 95.0 95.6
4.0 98.8 95.0 100.0 97.5 97.8

Dikamba

Ortalama 97.5 92.5 98.3 95.4 95.9
2.5 75.0 71.3 83.8 76.3 76.6
3.0 78.8 71.3 83.8 77.5 77.8
4.0 83.8 75.0 87.5 81.3 81.8

Pikloram

Ortalama 79.2 72.5 85.0 78.3 78.8

Phytagel

ORTALAMA 90.4 84.0 93.1 88.5 89.0
2.5 93.8 84.4 96.3 92.5 91.7
3.0 96.3 86.8 97.5 93.8 93.6
4.0 90.0 81.3 89.4 86.3 86.7

2,4- D

Ortalama 93.3 84.2 94.4 90.8 90.7
2.5 95.6 87.5 95.6 93.8 93.1
3.0 96.9 88.1 98.1 95.0 94.5
4.0 98.1 92.5 100 96.9 96.9

Dikamba

Ortalama 96.9 89.4 97.9 95.2 94.8
2.5 75.0 70.0 82.5 75.6 75.8
3.0 78.1 68.8 81.9 77.5 76.6
4.0 81.9 73.8 86.9 81.3 80.9

Jel yapıcı
maddelerin
ortalaması

Pikloram

Ortalama 78.3 70.8 83.8 78.1 77.8
2.5 88.1 80.6 91.5 87.3 86.8
3.0 90.4 81.3 92.5 88.8 88.2

Jel yapıcı maddelerin ve
oksin tiplerinin ortalaması

4.0 90.0 82.5 92.1 88.1 88.2
GENEL ORTALAMA 89.5 81.5 92.0 88.1

Not: VK = %4.2; Genotip LSD(0.05) = 1.4; Oksin tipi LSD(0.05) = 1.2; Oksin dozu LSD(0.05) = 1.2;  Jel yapıcı madde x genotip
LSD(0.05) = 1.9; Oksin tipi x oksin dozu LSD(0.05) = 2.0
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Kallus oluşum oranı bakımından jel yapıcı
madde, oksin tipi ve dozunun genotipler üzerine olan
etkileri incelendiğinde en yüksek kallus oluşum
oranı, Haymana 79 (%95.0), Gerek 79 (%98.8) ve
Sivas 111/33 (%97.5) genotiplerinde phytagel
ortamındaki dikambanın 4 mg/l dozunda elde
edilmiş, Kırik genotipinde (%100) ise agar ve
phytagel ortamındaki dikambanın 4 mg/l dozunda
kaydedilmiştir (Çizelge 3.1).

Embriyogenik kallus oluşumu
Sert dokulu, dağılabilir özellikte, sıkı yapılı ve

krem renkli kalluslar embriyogenik kallus (Şekil 1b),
beyaz ve sulu yapılı kalluslar ise embriyogenik
olmayan kallus (Şekil 1c) olarak değerlendirilmiştir.

Embriyogenik kallus oluşumuna genotipin, jel
yapıcı maddenin, oksin tipinin ve dozunun ana etkisi
çok önemli  (p = 0.001) olmuştur. Embriyogenik
kallus oluşum oranları yönünden genotipler
karşılaştırıldıklarında, Kırik %88.6’lık EKO ile ilk
sırada yer almış, bunu sırasıyla Gerek 79 (%86.6),
Sivas 111/33 (%83.6) ve Haymana 79 (%75.1)
genotipleri izlemiştir (Çizelge 3.2).

Çizelge 3.2.  Farklı jel yapıcı madde, oksin tipleri ve dozlarında genotiplerin embriyogenik kallus oluşumu üzerine etkisi (%).
Jel Yapıcı

Madde
Oksin Tipi Doz (mg/l) Gerek 79 Haymana 79 Kırik Sivas 111/33 ORTALAMA

2.5 91.3 75.0 90.0 86.3 85.6
3.0 93.8 77.5 95.0 88.8 88.8
4.0 85.0 71.3 81.3 80.0 79.4

2,4-D

Ortalama 90.0 74.6 88.8 85.0 84.6
2.5 93.8 80.0 91.3 88.8 88.4
3.0 95.0 80.0 96.3 93.8 91.3
4.0 97.5 86.3 98.8 93.8 94.1

Dikamba

Ortalama 95.4 82.1 95.4 92.1 91.3
2.5 67.5 60.0 78.8 63.8 67.5
3.0 72.5 58.8 75.0 71.3 69.4
4.0 75.0 65.0 81.3 75.0 74.1

Pikloram

Ortalama 71.7 61.3 78.3 70.0 70.3

Agar

ORTALAMA 85.7 72.6 87.5 82.4 82.0
2.5 92.5 81.3 92.5 88.8 88.8
3.0 96.3 82.5 96.3 91.3 91.6
4.0 87.5 78.8 88.8 82.5 84.4

2,4-D

Ortalama 92.1 80.8 92.5 87.5 88.2
2.5 95.0 83.8 93.8 90.0 90.6
3.0 96.3 86.3 96.3 93.8 93.1
4.0 98.8 87.5 100.0 96.3 95.6

Dikamba

Ortalama 96.7 85.8 96.7 93.3 93.1
2.5 68.8 65.0 77.5 67.5 69.7
3.0 73.8 63.8 78.8 76.3 73.1
4.0 78.8 68.8 83.8 77.5 77.2

Pikloram

Ortalama 73.8 65.8 80.0 73.8 73.3

Phytagel

ORTALAMA 87.5 77.5 89.7 84.9 84.9
2.5 91.9 78.1 91.3 87.5 87.2
3.0 95.0 80.0 95.6 90.0 90.2
4.0 86.3 75.0 85.0 81.3 81.9

2,4- D

Ortalama 91.0 77.7 90.6 86.3 86.4
2.5 94.4 81.9 92.5 89.4 89.5
3.0 95.6 83.1 96.3 93.8 92.2
4.0 98.1 86.9 99.4 95.0 94.8

Dikamba

Ortalama 96.0 84.0 96.0 92.7 92.2
2.5 68.1 62.5 78.1 65.6 68.6
3.0 73.1 61.3 76.9 73.8 71.3
4.0 76.9 66.9 82.5 76.3 75.6

Jel yapıcı
maddelerin
ortalaması

Pikloram

Ortalama 72.7 63.5 79.2 71.9 71.8
2.5 84.8 74.2 87.3 80.8 81.8
3.0 87.9 74.8 89.6 85.8 84.5

Jel yapıcı maddelerin ve oksin
tiplerinin ortalaması

4.0 87.1 76.3 89.0 84.2 84.1
GENEL ORTALAMA 86.6 75.1 88.6 83.6

Not: VK= %5.03; Genotip LSD(0.05) = 1.4; Oksin tipi LSD(0.05) = 1.2; Oksin dozu LSD(0.05) =  1.2;  Oksin  tipi  x  genotip  LSD(0.05) = 2.4
Oksin tipi x oksin dozu LSD(0.05) = 2.1
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Embriyogenik kallus oluşumu bakımından oksin
tipleri karşılaştırıldığında dikamba %92.2 ile ilk
sırada yer almış, bunu %86.4 ile 2,4-D ve %71.8 ile
pikloram izlemiştir (Çizelge 3.2). Genotiplerin EKO
değerinin oksin tiplerine göre farklılık göstermesi,
genotip x oksin tipi interaksiyonunun çok önemli
(p=0.02) çıkmasına sebep olmuştur. Tüm çeşitlerde
en yüksek EKO dikambada, en düşük ise pikloramda
meydana gelmiştir. Yine, oksin tiplerinin EKO
üzerine etkileri dozlara göre değiştiği için oksin tipi x
doz interaksiyonu istatistiksel anlamda çok önemli
(p=0.001)  olmuştur. EKO bakımından her oksin tipi
için dozlar değerlendirildiğinde en yüksek EKO
dikamba ve pikloramda 4 mg/l dozda (sırasıyla
%94.8 ve %75.6), 2,4-D’de ise 3 mg/l dozda (%90.2)
meydana gelmiştir. Buna karşın en düşük EKO ise
dikamba ve pikloramda 2.5 mg/l dozda (sırasıyla
%89.5 ve %68.6), 2,4-D’de ise 4 mg/l dozda (%81.9)
olmuştur. Diğer taraftan EKO bakımından jel yapıcı
maddeler karşılaştırıldığında EKO phytagelde %84.9,
agarda ise %82.0 olarak belirlenmiştir (Çizelge 3.2).

Araştırmada kullanılan tüm genotiplerde en
yüksek EKO phytagel ortamında dikambanın 4 mg/l
dozunda meydana gelmiştir. Bu oran, Kırik’de %100,
Gerek 79’da %98.8, Sivas 111/33’de %96.3 ve
Haymana 79’da %87.5 olarak belirlenmiştir (Çizelge
3.2).

 Somatik embriyo sayısı
Embriyogenik kallus oluşumunda olduğu gibi

somatik embriyo sayısına genotipin, jel yapıcı
maddenin, oksin tipinin ve dozunun ana etkisi çok
önemli  (p = 0.001) olmuştur. En yüksek somatik
embriyo oluşumu 8.5 adet ile Gerek 79 buğday
genotipinde meydana gelmiştir. Bunu sırasıyla 8.2
adet ile Kırik, 8.1 adet ile Sivas 111/33 ve 7.1 adet ile
Haymana 79 genotipleri izlemiştir (Çizelge 3.3).

Somatik embriyo sayısı oksin tipleri bakımından
karşılaştırıldığında en yüksek dikambada (9.6 adet )
saptanmış, bunu 9.5 adet ile 2,4-D ve 5.0 adet ile
pikloram izlemiştir. Diğer taraftan Somatik embriyo
sayısı, phytagelde 8.2 adet, agarda ise 7.8 adet olarak
belirlenmiştir (Çizelge 3.3). Jel yapıcı madde x oksin
tipi ve jel yapıcı madde x oksin tipi x doz
interaksiyonları istatistiksel anlamda önemli
(sırasıyla p = 0.032, p = 0.040), oksin x doz
interaksiyonu ise çok önemli (p = 0.001) olmuştur.

Her iki jel yapıcı maddeye göre oksin tipleri
karşılaştırıldığında en yüksek SEO agar ortamında
dikambada (9.3 adet), phytagelde ise dikamba ve 2,4-
D’de (9.8 adet) tespit edilmiştir. Yine, her oksin tipi
için dozlar değerlendirildiğinde en yüksek somatik
embriyo oluşumu dikamba ve pikloramda 4 mg/l

dozda (sırasıyla 10.1 ve 5.7 adet), 2,4-D’de ise 3 mg/l
dozda (9.7 adet) meydana gelmiştir. En düşük
somatik embriyo oluşumu ise dikamba ve pikloramda
2.5 mg/l dozda (sırasıyla 8.8 ve 4.3 adet)
gözlenirken, 2,4-D’de4 mg/l dozda (9.3 adet) tespit
edilmiştir (Çizelge 3.3).

Somatik embriyo oluşumu bakımından agar ve
phytagel içeren ortamlarda  her  oksin tipi için dozlar
karşılaştırıldığında, agar içeren ortamda en yüksek
somatik embriyo sayısı dikamba ve pikloramda 4
mg/l dozda (sırasıyla 9.7 ve 5.6 adet), 2,4-D’de ise
2.5 mg/l dozda (9.4 adet) belirlenmiştir. Phytagel
içeren ortamda ise dikamba ve pikloramda 4 mg/l
dozda (sırasıyla 10.5 ve5.8 adet),   2,4-D’de ise 3
mg/l dozda (10.2 adet) belirlenmiştir.

Çizelge 3.3 incelendiğinde en yüksek SEO, Kırik
(10.7 adet) ve Sivas (10.6 adet) genotiplerinde
phytagel ortamında dikambanın 4 mg/l dozunda,
Haymana 79’da (9.2 adet) phytagel ortamında 2,4-
D’nin 3 mg/l dozunda, Gerek 79’da (10.8 adet) ise
dikambanın 3 mg/l dozunda en yüksek somatik
embriyo oluşumu saptanmıştır.

Rejenerasyon kapasitesi
Yeşil noktacıklara sahip embriyogenik kalluslar

rejenerasyon kapasitesine sahip embriyogenik
kalluslar olarak değerlendirilmiştir. Rejenerasyon
kapasitesi üzerine varyasyon kaynaklarının
tamamının etkisi çok önemli olmuştur (p<0.01).
Diğer taraftan varyasyon kaynakları arasındaki
interaksiyonlar önemsiz bulunmuştur (p>0.05).

Rejenerasyon kapasitesi bakımından genotipler
karşılaştırıldığında Sivas 111/33 genotipi %78.7’lik
rejenerasyon kapasitesi ile en yüksek değere sahip
olurken, Haymana 79 genotipi %71.5’lik değer ile en
düşük rejenerasyon kapasitesine sahip olmuştur. Bu
oran Kırik’te %77.7,  Gerek 79’da ise %74.1 olarak
kaydedilmiştir (Çizelge 3.4).

Rejenerasyon ortamı olarak R1 (0.1 mg/l 2,4-D +
0.5 mg/l BAP) ve R2 (0.2 mg/l     2,4-D) ortamları
kullanılmıştır. Rejenerasyon kapasitesi bakımından
rejenerasyon ortamları karşılaştırıldığında
rejenerasyon kapasitesi R1 ortamında %76.5 olurken,
R2’de %74.5 olmuştur (Çizelge 3.4) (Şekil 1d).
Diğer taraftan, oksin tiplerinin rejenerasyon
kapasitesine olan etkileri incelendiğinde dikamba
%88.5’lik rejenerasyon kapasitesi ile ilk sırada yer
almış, bu oran 2,4-D’de %86.5 ve pikloramda %51.9
olarak belirlenmiştir. Yine, jel yapıcı maddeler
karşılaştırıldığında rejenerasyon kapasitesi
phytagelde %76.2 iken, agarda %74.8 olmuştur
(Çizelge 3.4).
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Çizelge 3.3.  Farklı jel yapıcı madde, oksin tipleri ve dozlarında genotiplerin somatik embriyo sayısı üzerine
etkisi (adet).

Jel Yapıcı
Madde

Oksin
Tipi

Doz
(mg/l) Gerek 79 Haymana 79 Kırik Sivas

111/33 ORTALAMA

2.5 9.9 8.6 9.5 9.6 9.4
3.0 9.7 7.8 9.4 9.6 9.1
4.0 9.4 7.9 9.2 9.4 9.1

2,4-D

Ortalama 9.7 8.1 9.4 9.5 9.2
2.5 8.5 7.5 8.9 9.1 8.5
3.0 10.0 8.4 9.7 9.7 9.5
4.0 10.1 8.7 10.1 9.9 9.7

Dikamba

Ortalama 9.5 8.2 9.6 9.6 9.3
2.5 4.5 3.9 4.3 4.0 4.2
3.0 5.6 4.1 5.0 5.0 5.0
4.0 5.9 4.8 5.5 5.7 5.6

Pikloram

Ortalama 5.3 4.3 5.0 4.9 5.0

Agar

ORTALAMA 8.2 6.9 8.0 8.0 7.8
2.5 10.2 9.1 10.1 10.0 9.8
3.0 10.4 9.2 10.6 10.5 10.2
4.0 10.2 8.0 9.7 9.0 9.4

2,4-D

Ortalama 10.3 8.9 10.1 9.9 9.8
2.5 9.6 7.6 9.4 9.6 9.1
3.0 10.8 8.7 10.6 9.5 10.0
4.0 11.2 9.0 10.7 10.6 10.5

Dikamba

Ortalama 10.5 8.4 10.2 9.9 9.8
2.5 4.0 3.9 5.1 4.9 4.4
3.0 5.3 4.3 5.0 4.6 4.9
4.0 6.5 4.8 5.7 5.5 5.8

Pikloram

Ortalama 5.3 4.3 5.3 5.0 5.0

Phytagel

ORTALAMA 8.7 7.2 8.5 8.2 8.2
2.5 10.0 8.9 9.8 9.8 9.6
3.0 10.1 8.6 10.0 10.1 9.7
4.0 9.8 8.0 9.5 9.2 9.3

2,4- D

Ortalama 10.0 8.5 9.7 9.7 9.5
2.5 9.0 7.6 9.2 9.4 8.8
3.0 10.4 8.5 10.2 9.6 9.8
4.0 10.8 8.8 10.4 10.3 10.1

Dikamba

Ortalama 10.1 8.3 9.9 9.8 9.6
2.5 4.3 3.9 4.6 4.5 4.3
3.0 5.4 4.2 5.0 4.8 4.9
4.0 6.2 4.8 5.6 5.6 5.7

Jel yapıcı
maddelerin
ortalaması

Pikloram

Ortalama 5.3 4.3 5.2 5.0 5.0
2.5 7.8 6.8 7.9 7.9 7.6
3.0 8.7 7.1 8.4 8.2 8.1

Jel yapıcı maddelerin ve
oksin tiplerinin

ortalaması 4.0 8.9 7.2 8.5 8.4 8.3
GENEL ORTALAMA 8.5 7.1 8.2 8.1

Not: VK = %27.6; Genotip LSD(0.05) = 0.2; Oksin tipi LSD(0.05) =  0.2;  Oksin  dozu  LSD(0.05) = 0.2; Jel yapıcı
madde x oksin tipi LSD(0.05) = 0.3                       Oksin tipi x oksin dozu LSD(0.05) = 0.3; Jel yapıcı madde x oksin
tipi x oksin dozu LSD(0.05) =  0.4

Çizelge 3.4’deki veriler incelendiğinde, en
yüksek rejenerasyon kapasitesinin jel yapıcı madde
olarak phytagelin, oksin tipi olarak dikambanın 4
mg/l dozunun kullanıldığı R1 ortamında (0.1 mg/l

2,4-D + 0.5 mg/l BAP) Sivas 111/33 genotipine
(%97.4) ait olduğu görülmektedir. Bu oran Kırik
genotipinde %92.5, Gerek 79 genotipinde %89.7 ve
Haymana 79 genotipinde %88.7 olarak belirlenmiştir.
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Çizelge 3.4.  Farklı varyasyon kaynaklarının ve farklı rejenerasyon ortamı, jel yapıcı madde, oksin tipleri ve dozlarında
çeşitlerin rejenerasyon kapasiteleri (RK)%.

Varyasyon Kaynakları Açıklama RK (%)
Gerek 79 74.1
Haymana 79 71.5
Kırik 77.7

Genotip

Sivas 111/33 78.7
R1 76.5Rejenerasyon ortamı
R2 74.5
Agar 74.8Jel yapıcı madde
phytagel 76.2
2,4-D 86.0
Dikamba 88.5

Oksin Tipi

Pikloram 51.9
2.5 73.7
3.0 76.8

Oksin Dozu (mg/l)

4.0 75.9
Rejenerasyon

ortamı
Jel Yapıcı

Madde Oksin Tipi Doz
(mg/l) Gerek 79 Haymana 79 Kırik Sivas 111/33

2.5 85.4 83.3 86.1 91.2
3.0 86.8 77.5 89.2 91.7

2,4-D

4.0 85.3 79.3 84.7 87.5
2.5 86.8 84.4 86.4 91.7
3.0 84.2 83.8 89.5 92.1

Dikamba

4.0 89.7 82.8 89.9 94.7
2.5 51.6 45.8 50.0 50.0
3.0 51.7 54.2 73.9 53.6

Agar

Pikloram

4.0 53.3 50.0 51.5 53.3
2.5 86.4 81.8 89.2 94.4
3.0 89.5 84.9 92.5 94.6

2,4-D

4.0 88.6 84.4 86.1 91.0
2.5 84.2 85.3 89.5 94.4
3.0 89.5 88.7 94.7 94.6

Dikamba

4.0 89.7 88.7 92.5 97.4
2.5 46.4 45.0 51.5 51.9
3.0 50.0 53.8 54.8 56.7

R1

Phytagel

Pikloram

4.0 53.1 50.0 61.8 58.1
2.5 81.6 80.0 86.1 85.8
3.0 83.8 80.6 86.8 88.6

2,4-D

4.0 79.4 82.1 84.4 84.4
2.5 82.1 84.4 88.9 88.6
3.0 81.6 83.9 87.1 89.2

Dikamba

4.0 87.1 85.3 90.0 92.0
2.5 44.5 45.8 45.4 51.6
3.0 48.1 43.6 72.7 55.8

Agar

Pikloram

4.0 56.7 46.2 53.1 56.7
2.5 83.8 84.4 83.8 88.6
3.0 87.4 84.9 92.1 91.7

2,4-D

4.0 85.8 80.8 88.6 81.8
2.5 86.8 81.8 86.5 91.7
3.0 89.9 82.4 92.4 92.1

Dikamba

4.0 87.5 85.8 92.5 94.9
2.5 51.4 47.2 48.1 47.8
3.0 48.1 43.9 53.1 54.8

R2

Phytagel

Pikloram

4.0 48.3 47.8 51.5 58.3
Not: VK = %8.4; Genotip LSD(0.05) = 2.1; Oksin tipi LSD(0.05) = 1.8; Oksin dozu LSD(0.05) = 1.8
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(a) (b)

(c) (d)
Şekil 1. Olgun embriyo kültüründe kallus, embriyogenik kallus, embriyogenik olmayan kallus ve yeşil

noktalardan sürgün oluşumu. (a) Kırik genotipinde 4 mg/l dikamba + phytagel içeren kallus
ortamında kültürün 10. gündeki kallusların görünümü. (b) Gerek 79 genotipinde 2.5 mg/l dikamba +
phytagel ortamında meydana gelen embriyogenik kallus ve  üzerinde somatik embriyoların görünümü
(c)  Haymana 79 genotipinde 2.5 mg/l 2,4-D + agar ortamında meydana gelen embriyogenik olmayan
kallusların görünümü (d) Kırik genotipinde 4 mg/l dikamba + phytagel ortamında meydana gelen
kalluslarından R1 ortamında meydana gelen sürgünlerin görünümü.

TARTIŞMA
Tahıllardaki genetik mühendisliği çalışmaları

etkili bir bitki doku kültürü sistemine bağlıdır.
Buğdayda,  genetik mühendisliği tekniklerinden
yararlanılarak gen aktarmada önemli bir adım olan
kallus oluşumu ve bitki rejenerasyonu çalışmalarında
başarının büyük ölçüde genotipe bağlı olduğu
bilinmektedir (Şehirali ve Özgen 1998). Bu
araştırmada kallus oluşumu, embriyogenik kallus,
somatik embriyo oluşumu ve rejenerasyon kapasitesi
üzerine kullanılan genotipler arasında önemli
farkların olduğu saptanmıştır.  Bu konuda yapılan
birçok çalışmada da benzer bulgular elde edilmiştir
(Özgen vd. 1996; Özgen vd. 1998; Rashid vd. 2002;
Sarker ve  Biswas 2002; Li vd. 2003; Zale vd. 2004;
Chen vd. 2006; Patnaik vd. 2006;  Ahmet ve Adak
2007 ve Bı vd. 2007). Haliloglu and Baenzinger
(2005) tarafından buğdayda yapılan bir çalışmada
somatik embriyo oluşumu üzerine genotipik etkinin
çok önemli olduğu saptanmıştır. Araştırmacılar
eksplant kaynağı olarak olgunlaşmamış embriyoları
kullanmışlar, somatik embriyo sayısının 11.5–19.3

adet arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Bu değer
araştırmada elde ettiğimiz bulgulardan daha
yüksektir. Bunun muhtemel en önemli nedeni
kullanılan eksplant kaynağı ve genotiplerin farklı
oluşudur. Nitekim birçok araştırıcı, eksplant kaynağı
olarak olgunlaşmamış embriyoların olgun
embriyolara göre doku kültürüne daha iyi tepki
verdiklerini bildirmişlerdir (Redway vd. 1990; Özgen
vd. 1996; Özgen vd. 1998; Mendoza ve Kaepler
2002; Patnaik ve  Khurana 2003; Zale vd. 2004).

Bu araştırmada jel yapıcı maddenin kallus,
embriyogenik kallus, somatik embriyo oluşumlarına
ve rejenerasyon kapasitelerine olan etkisi çok önemli
olmuş, kallus, embriyogenik kallus ve somatik
embriyo oluşumlarında ve de rejenerasyon kapasitesi
bakımından en iyi jel yapıcı maddenin phytagel
olduğu belirlenmiştir. Nitekim, armut bitkisinin
yapraklarından tomurcuk rejenerasyonu üzerine
çalışan Chevreau vd. (1997), jel yapıcı madde olarak
agar yerine phytagel kullanıldığında, bütün armut
genotiplerinde tomurcuk rejenerasyonunun önemli
derecede arttığını ve phytagelin hücre bölünmesini
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hızlandırdığını, buna bağlı olarak daha fazla kallus
oluştuğunu bildirmişlerdir. Yine, Ma ve Pulli (2004)
çavdarda embriyo kültüründe phytagelin agardan
daha iyi olduğunu kaydetmişlerdir. Diğer taraftan.
Çavdarda anter kültüründe (Flehinghaus vd. 1991) ve
embriyo kültüründe (Popelka ve  Altpeter 2001)
embriyogenik kallus oluşumunda gelrite ve agarozun
etkileri araştırılmış bunlardan gelrite’ın agarozdan
daha etkili olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, Croton
sublyratus (Morimoto ve Murai 1989), mısır
(Tremellat ve 1990). phalaenopsis (Ishii vd. 1998)
bitkilerinde kallus oluşum oranlarının jel yapıcı
maddeye göre değiştiğini saptamışlardır.

Bu araştırmada kullanılan oksin tiplerinden
dikamba araştırmada incelenen tüm parametrelerde
diğer oksin tiplerinden (2,4-D ve pikloram) daha
etkili olduğu belirlenmiştir. Nitekim Papenfuss and
Carmen (1987), dikambanın, metabolizma tarafından
daha hızlı kullanıldığını ve bu nedenle sürgün
oluşumunu artırdığını bildirmişlerdir. Buna karşın
2,4-D, enzimatik parçalanmaya ve birleşmeye direnç
göstermekte ve bu nedenle bitki hücrelerinde yüksek
oranda kararlı bir şekilde kalabilmektedir (Moore
1989).

Rejenerasyon kapasitesi, bitki rejenerasyonu
açısından önemli bir göstergedir. Nitekim, Özgen vd.
(1998), kallusların rejenerasyon kapasitesi ile kültür
etkinliği arasında olumlu ve çok önemli (r = 0.835;
p<0.01) bir ilişkinin olduğunu bildirmişlerdir.
Rejenerasyon ortamı konusunda yapılan çalışmalarda
değişik hormonların farklı dozları ve/veya
kombinasyonları kullanılmış, denemelere göre farklı
sonuçlar elde edilmiştir. Örneğin, Jones (2005),
kallusların rejenerasyonu için BAP gibi sitokinlerin
ve/veya oksinlerin düşük konsantrasyonlarının
kullanıldığını bildirmişlerdir. Yine, Rashid vd.
(2002), bitki renereasyonu için 0.1 mg/l IAA (İndol-
3-asetik asit) ve BAP’ın değişik konsantrasyonlarını
denemişler ve en yüksek rejenerasyonun 0.1 mg/l
IAA + 0.5 mg/l BAP’da meydana geldiğini rapor
etmişlerdir. Bir başka çalışmada (Zale vd. 2004)
buğday genotiplerinin olgun embriyo kültüründe
oksinsiz 0.1 mg/l BAP içeren ortamı kullanmışlardır.
Ayrıca Przetakiewicz vd. (2003), buğdayda
olgunlaşmamış embriyo kültürü için hormonsuz
ortam ile 0.2 mg/l IAA + 1 mg/l BAP içeren ortamı
kullanmışlar ve en yüksek rejenerasyonun ikinci
ortamda meydana geldiğini belirlemişlerdir.

Bu araştırma sonucunda buğday olgun embriyo
kültüründe kallus oluşumu ve rejenerasyon kapasitesi
belirleyen en önemli faktörün genotip olduğu, olgun
embriyo kültüründe jel yapıcı madde olarak
phytagelin agardan ve oksin tipi olarak ise
dikambanın 2,4-D ve pikloramdan daha etkili olduğu
belirlenmiştir.
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