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OZET: Bu galisma bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinii etkileyen faktorleri belirlemek amaciyla yapilmistir. Kallus, embriyogenik
kallus, somatik embriyo olusumu ve rejenerasyon kapasitesine genotipin, jel yapict maddenin, oksin tipleri ve dozlarinin etkisi ¢ok
o6nemli olmustur. Bugday olgun embriyo kiiltiiriinde oksin tipi olarak dikambanin, 2,4-D ve pikloramdan, yine jel yapict madde
olarak phytagelin, agardan daha etkiligi oldugu saptanmistir. En yiiksek kallus, embriyogenik kallus ve somatik olusumu ve de bitki
rejenerasyon kapasitesi phytagel ortamindaki dikambanin 4 mg/l dozunda elde edilmistir. Rejenerasyon ortaminin rejenerasyon
kapasitesine etkisi ¢cok 6nemli olmustur. En yiiksek rejenerasyon kapasitesi R1 (0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP) igeren ortamda

meydana gelmistir.

Anahtar kelimler: Genotip, oksin, jel yapici madde, rejenerasyon ortamu, 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/12,4-D + 0.5 mg/l BAP.
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GIRIS

Bugdayda gen aktarim c¢aligmalar1 kallus
olusumu ve bitki rejenerasyon sistemine baglidir.
Bugdayda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunda
basarinin biiyiik 0Olgiide genotipe bagli oldugu
bilinmektedir (Sehirali ve Ozgen, 1998). Bunun
yaninda, donor bitkinin yetisme kosullar1 (Hess ve
Carman, 1998), kiiltiir ortami1 (Fennel vd., 1996;
Mathias ve Simpson, 1986, Elena ve Ginzo, 1988) ve
eksplant kaynagi (Ozias-Akins ve Vasil, 1982;
Redway vd., 1990) basartyr etkilemektedir.
Bugdayda, gen aktarimmda onemli bir agama olan
somatik kallus kiiltlirli i¢in eksplant kaynagi olarak
olgunlasmamis embriyolar (Bahieldin vd., 2000 ;
Bohorova, 2001; Li wvd., 2003; Haliloglu ve
Baenziger, 2003a; Haliloglu ve Baenziger, 2005),
yaprak segmentleri (Haliloglu, 2006),
olgunlasmamis ¢icek 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; Bt vd., 2007), mezokotil
(Yurkova vd., 1982), tohumlar ( Shah vd., 2003),
apikal meristemler (McHughen, 1983), siirgiin ucu
(Viertel ve Hess, 1996) ve anterler (Ingram vd.,
2000, Haliloglu ve Baenziger, 2003b) kullanilmustir.

Yukarida belirtilen eksplant kaynaklari igerisinde
en yiksek kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
olgunlagsmamis embriyo kiiltiirlerinde goriilmiistiir
(Filippov vd., 2006). Bu nedenle, bugdayda
olgunlagsmamis embriyolar kallus kiiltliriinde etkili
bir rejenerasyon icin en iyi eksplant kaynagini

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

Olgunlagsmamig embriyolarmn eksplant kaynagi
olarak kullanilabilmeleri i¢in donor bitkiden sadece
belli donemde (antesisden 13-15 giin sonra) eksplant
temin edilmesi ve kiglik ¢esitlerde vernalizasyon
ihtiyacinin kargilanmasi igin seralara ve kontrolli
kosullara gereksinim duyulmaktadir. Bu durumda
daha uzun bir sire ve daha fazla finansman
gerekmektedir. Buna karsin, olgun embriyolarin
kaynagt  olan  tohumlar  kolaylikla  temin
edilebildikleri ve depolanabildikleri icin yilin her
doneminde ¢aligma olanag1 saglamaktadirlar. Ancak,
Olgun embriyolar  eksplant kaynagi  olarak
kullanildiklarinda  kallus  olusumu  ve  bitki
rejenerasyonu diisiik olmaktadir. 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 (Ozgen
vd., 1998; Filippov vd., 2006) ince olgun embriyo
parcalar1 (Delporte vd., 2001) kallus olusturma ve
bitki  rejenerasyonu  igin  eksplant  olarak
kullanilmaktadir.

Bugdayda yapilan bircok arastirmada somatik
embriyogenesis olusumunu tesvik etmek i¢in en fazla
kullanilan oksin tipi 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik
asit)’dir. Bunun yaninda pikloram (4-amino-3,5,6-
trikloro  pikolinik  asit) ve dikamba (3,6-
Diklorobenzoik asit) gibi oksinler de tek baglarina
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veya 2,4-D ile birlikte kullanilmaktadirlar. Bugday
olgun embriyo kiiltiiriine ait yapilan birkag ¢aligsmada
kallus  olusumu ve Dbitki rejenerasyonunda
dikambanm 2,4-D’den {istiin oldugu kaydedilmistir
(Mendoza ve Kaepler, 2002; Filippov vd., 2006).
Bugdayda  olgunlasmamis  embriyo  kiiltiiri
konusunda yapilan bir ¢alismada embriyogenik
kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu bakimindan
dikambanin 2,4-D ve piklorama gore daha iyi oldugu
tespit edilmistir (Satyavathi vd., 2004).  Yine,
cavdarda yapilan bir denemede embriyogenesiste
dikambanim 2,4-D ve NAA (Naftalen asetik asit) gore
daha etkili oldugu saptanmistir (Ma ve Pulli, 2004).

Besin ortamini yar1 kati1 hale getirmek igin jel
yapict maddeler kullanilmaktadir. Jel yapict madde
olarak en ¢ok kullanilanlar agar (degisik tipleri) ve
phytageldir (gelrite) (Babaoglu vd., 2001). Bugday
olgun embriyo kiiltiirtinde jel yapict maddenin
etkisine ait literatiir bilgisi yoktur. Ancak, bugdayda
olgunlagsmamis embriyo ve anter kiiltiirlinde farkli
firmalara ait agarlar1 karsilagtiran Simonson ve
Baenzinger (1992) jel yapict maddelerin kallus
olusumuna etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada ekmeklik bugday genotiplerinin,
oksin tipi ve dozlari ile jel yapict maddelerin
ekmeklik bugdayda olgun embriyo kiiltiiriine olan
etkileri belirlenmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu arastirmada 4 ekmeklik bugday genotipinin
(Gerek 79, Haymana 79, Sivas 111/33 ve Kirik)
olgunlagmis embriyolar1 eksplant olarak
kullanilmstir. Tohumlar musluk suyunda
yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde 5 dakika
karigtirilarak 3 defa steril saf su ile yikanmstir. Daha
sonra birka¢ damla Tween 20 (Sigma) igeren %1°lik
sodyum hipokloritte 20 dakika karigtirilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlar steril saf su ile
yikandiktan sonra 3 saat steril saf su igersinde
25°C’de karanlikta bekletilmis ve olgun embriyolar
¢ikartilmagtir.

Kallus olusumu igin olgun embriyolar 3 farkli
oksin tipinin (2,4-D, dikamba ve pikloram), 3 farkli
dozunu (2.5, 3.0 ve 4.0 mg/l) ve 2 farkli jel yapict
[phytagel (2 g/1) ve agar (8 g/l)] maddeyi igeren MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortamida 25+1°C’de ve
karanlikta 4 hafta siireyle kiiltiire alimmigtir. MS
tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak 20 g sakkaroz,
0.75 g MgCl, (magnezyum kloriir), 0.5 g/1 L-
glutamin, 0.1 g/l kazein hidrolizat, 100 mg askorbik
asit ve 1.95 g/l MES kullanilmigtir. Ortamin pH’s1
NaOH (Sodyum hidroksit) ile 5.8 ayarlanmistir. Besi
ortamlari, sterilizasyon icin otoklavda 15 dakika
boyunca 105 kPa basingta 121°C’de tutulmustur.
Sicakta bozulan vitaminler ve bitki biiylime
diizenleyicileri i¢in 0.22 pm poroziteli seliiloz nitrat
filtreler (milipor) kullanilmistir. Dort hafta sonunda

kallus olusumu (%) (KO) [KO% = (Olusan kallus
sayisi/Eksplant sayis1)x100], embriyogenik kallus
olusumu (EKO) (%) [EKO% = (Olusan
Embriyogenik kallus sayisi/ Eksplant sayis1)x100] ve
somatik embriyo sayist (SES) (adet) [SES = Olusan
somatik embriyo sayisi/Embriyogenik kallus sayisi]
belirlenmisgtir.

Meydana gelen kalluslar, bitki rejenerasyonu
icin 0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP (6- Benzil amino
ptrin) (R1) veya 0.2 mg/l 2.4-D (R2) iceren MS
ortamma aktarilmis ve 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik:
karanlik fotoperyotta 4 hafta siireyle bekletilmisgtir.
Aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi (62
pumol/m’s)  kullanilmistir.  Bitki  rejenerasyon
ortamida MS ortamina ilave olarak 20 g sakkaroz, 2
g/l phytagel, 100 mg askorbik asit ve 1.95g/l MES
kullanilmistir. Doért hafta sonunda rejenerasyon
kapasitesi (RK) (%) [RK% = (Rejenere olan
embriyogenik kallus sayis/Embriyogenik kallus
say1s1)x100] belirlenmistir.

Caligma tam sansa bagli deneme planina gore 4
tekrarlt olarak yiiriitiilmiistiir. Her petri bir tekerriir
olarak kabul edilmis ve her petri kutusuna 20 adet
olgun embriyo birakilmigtir. Kallus, embriyogenik
kallus olusumu ve somatik embriyo sayisina iligkin
hesaplanan veriler 4x3x3x2 (4 genotip x 3 oksin tipi
x 3 oksin dozu x 2 jel yapict madde) faktoriyel
diizende varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmustur. Ayrica yukaridaki faktorlere ilave olarak
rejenerasyon ortammin (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 incelenmis ve elde edilen
sonuglara 4x3x3x2x2 (4 genotip x 3 oksin tipi x 3
oksin dozu x 2 jel yapict madde x 2 rejenerasyon
ortam1)  faktériyel diizende varyans analizi
uygulanmustir. Istatistiksel olarak 6nemli bulunan
parametrelere ait ortalamalar arasindaki farklar LSD
coklu karsilagtirma testi ile P<0.05 seviyesinde
belirlenmistir.

BULGULAR

Kallus olusumu

Eksplantlar kiiltiire alindiktan yaklasik 5 giin
sonra kallus olusumunun bagladigi goriilmiistiir
(Sekil 1a). Kallus olusumu iizerine, genotipin, jel
yapict maddenin, oksin tipinin ana etkisi ¢ok dnemli
(p = 0.001) olurken, oksin dozunun ana etkisi énemli
(p = 0.039) olmustur. Kirik %92.0°lik kallus olusumu
ile en yiiksek, Haymana 79 ise %81.5 ile en diisiik
kallus olusum oranma sahip olmuslardir. Bu oran,
Gerek 79’da %89.5, Sivas 111/33°de %88.1 olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Ortalama kallus olusum orani phytagelde %89.0
iken, agarda 9%86.5 olmustur. Genotiplerin kallus
olusum oranlarinin jel yapict maddeye gore farklilik
gostermesi, genotip x jel yapict  madde
interaksiyonunun énemli (p=0.014) ¢ikmasma neden



olmustur. Tiim c¢esitlerde en yiiksek kallus olusumu
phytagelde meydan gelmis ve jel yapict maddeye en
fazla tepki Haymana 79 genotipinde gozlenmistir
(Cizelge 3.1).

Oksin tiplerine gore kallus olusum oranlar
karsilastirildiginda, %94.8 ile dikamba ilk sirada yer
almig bunu azalan sira ile 2,4-D (%90.7) ve pikloram
(%77.8) izlemistir (Cizelge 3.1). Oksin tiplerinin
dozlara gore farklilik gostermesi, oksin tipi x doz
interaksiyonunun ¢ok onemli (p=0.001) ¢ikmasma

M.Aydn, S.Sags6z, K.Haliloglu, M.Tosun

neden olmustur. Her oksin tipi i¢in dozlar
karsilastirildiginda dikamba ve pikloramm 4 mg/l
dozunda en yiiksek (sirasiyla %96.9 ve %80.9), 2.5
mg/l dozunda ise en diisiik (sirasiyla %93.1 ve
%75.8) kallus olusum oram1 gozlenmistir. Buna
karsin, 2,4-D’nin kullanildigr ortamlarda kallus
olusumu 3 mg/l dozda en yiiksek (%93.6), 4 mg/l
dozda ise en diistik (%86.7) oranda gerceklesmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Farkli jel yapict madde, oksin tipleri ve dozlarinda genotiplerin kallus olusumu iizerine etkisi (%).

J;lq:(?g;c‘ Oksin Tipi (22/21) Gerek79 | Haymana79 | Kirik 1S111v S, | ORTALAMA
Agar 2,4-D 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
Ortalama 92.1 81.3 93.0 90.0 89.1
Dikamba 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
Ortalama 96.3 86.3 97.5 95.0 93.7
Pikloram 2.5 75.0 63.8 81.3 75.0 75.0
3.0 77.5 66.3 80.0 717.5 75.3
4.0 80.0 72.5 86.3 81.3 80.0
Ortalama 77.5 69.2 82.5 77.9 76.8
ORTALAMA 88.6 78.9 91.0 87.6 86.5
Phytagel 2,4-D 2.5 95.0 87.5 97.5 93.8 93.5
3.0 97.5 38.8 98.8 93.8 94.7
4.0 91.3 85.0 91.3 87.5 88.8
Ortalama 94.6 87.1 95.8 91.7 92.3
Dikamba 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
Ortalama 97.5 92.5 98.3 95.4 95.9
Pikloram 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
Ortalama 79.2 72.5 85.0 78.3 78.8
ORTALAMA 90.4 84.0 93.1 88.5 89.0
Jel yapict 2,4-D 2.5 93.8 84.4 96.3 92.5 91.7
maddelerin 3.0 96.3 86.8 97.5 93.8 93.6
ortalamast 4.0 90.0 81.3 89.4 86.3 86.7
Ortalama 93.3 84.2 94.4 90.8 90.7
Dikamba 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
Ortalama 96.9 89.4 97.9 95.2 94.8
Pikloram 2.5 75.0 70.0 82.5 75.6 75.8
3.0 78.1 63.8 81.9 717.5 76.6
4.0 81.9 73.8 86.9 81.3 80.9
Ortalama 78.3 70.8 83.8 78.1 77.8
Jel yapict maddelerin ve 2.5 88.1 80.6 91.5 87.3 86.8
oksin tiplerinin ortalamasi 3.0 90.4 81.3 92.5 88.8 88.2
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 g ¢s5) = 1.4; Oksin tipi LSD(g¢s)= 1.2; Oksin dozu LSD(g sy = 1.2; Jel yapic1 madde x genotip

LSD(0_05) = 19, Oksin tlpl x oksin dozu LSD(0_05) =20
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Kallus olusum orant bakimmdan jel yapici
madde, oksin tipi ve dozunun genotipler {izerine olan
etkileri incelendiginde en yiiksek kallus olusum
orani, Haymana 79 (%95.0), Gerek 79 (%98.8) ve
Sivas 111/33  (%97.5) genotiplerinde phytagel
ortamindaki dikambanin 4 mg/l dozunda elde
edilmis, Kirik genotipinde (%100) ise agar ve
phytagel ortamindaki dikambanin 4 mg/l dozunda
kaydedilmistir (Cizelge 3.1).

Embriyogenik kallus olusumu

krem renkli kalluslar embriyogenik kallus (Sekil 1b),
beyaz ve sulu yapili kalluslar ise embriyogenik
olmayan kallus (Sekil 1c) olarak degerlendirilmistir.

Embriyogenik kallus olusumuna genotipin, jel
yapict maddenin, oksin tipinin ve dozunun ana etkisi
¢ok onemli (p = 0.001) olmustur. Embriyogenik
kallus olusum oranlart yoniinden genotipler
karsilastirildiklarinda, Kirik %88.6’1ik EKO ile ilk
sirada yer almis, bunu sirasiyla Gerek 79 (%86.6),
Sivas 111/33 (%83.6) ve Haymana 79 (%75.1)
genotipleri izlemistir (Cizelge 3.2).

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, sik1 yapili ve

Cizelge 3.2. Farkli jel yapict madde, oksin tipleri ve dozlarinda genotiplerin embriyogenik kallus olusumu iizerine etkisi (%).
J‘l’\',lzggéc' Oksin Tipt | 1,0, (mg/l) | Gerek79 | Haymana79 Kirik Sivas 111/33 ORTALAMA

Agar 2,4-D 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

Ortalama 90.0 74.6 88.8 85.0 84.6

Dikamba 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

Ortalama 95.4 82.1 95.4 92.1 91.3

Pikloram 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

Ortalama 71.7 61.3 78.3 70.0 70.3

ORTALAMA 85.7 72.6 87.5 82.4 82.0

Phytagel 2,4-D 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

Ortalama 92.1 80.8 92.5 87.5 88.2

Dikamba 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

Ortalama 96.7 85.8 96.7 93.3 93.1

Pikloram 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

Ortalama 73.8 65.8 80.0 73.8 73.3

ORTALAMA 87.5 77.5 89.7 84.9 84.9

Jel yapici 24-D 2.5 91.9 78.1 91.3 87.5 87.2

maddelerin 3.0 95.0 80.0 95.6 90.0 90.2

ortalamasi 4.0 86.3 75.0 85.0 81.3 81.9

Ortalama 91.0 77.7 90.6 86.3 86.4

Dikamba 2.5 94.4 81.9 92.5 89.4 89.5

3.0 95.6 83.1 96.3 93.8 922

4.0 98.1 86.9 99.4 95.0 94.8

Ortalama 96.0 84.0 96.0 92.7 92.2

Pikloram 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

Ortalama 72.7 63.5 79.2 71.9 71.8

Jel yapict maddelerin ve oksin 2.5 84.8 74.2 873 80.8 81.8

tiplerinin ortalamasi 3.0 87.9 74.8 89.6 85.8 84.5

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(0s5) = 1.4; Oksin tipi LSDo¢s) = 1.2; Oksin dozu LSD(s) = 1.2; Oksin tipi x genotip LSD(s) = 2.4

Oksin tipi x oksin dozu LSD(g¢s5)= 2.1




Embriyogenik kallus olusumu bakimindan oksin
tipleri karsilastirildiginda dikamba %92.2 ile ilk
sirada yer almig, bunu %86.4 ile 2,4-D ve %71.8 ile
pikloram izlemistir (Cizelge 3.2). Genotiplerin EKO
degerinin oksin tiplerine gore farklilik gostermesi,
genotip X oksin tipi interaksiyonunun ¢ok Onemli
(p=0.02) ¢ikmasma sebep olmustur. Tiim gesitlerde
en yiilksek EKO dikambada, en diisiik ise pikloramda
meydana gelmistir. Yine, oksin tiplerinin EKO
iizerine etkileri dozlara gore degistigi i¢in oksin tipi x
doz interaksiyonu istatistiksel anlamda ¢ok onemli
(p=0.001) olmustur. EKO bakimindan her oksin tipi
icin dozlar degerlendirildiginde en yiiksek EKO
dikamba ve pikloramda 4 mg/l dozda (sirasiyla
%94.8 ve %75.6), 2,4-D’de ise 3 mg/l dozda (%90.2)
meydana gelmistir. Buna karsin en diisik EKO ise
dikamba ve pikloramda 2.5 mg/l dozda (sirasiyla
%89.5 ve %68.6), 2,4-D’de ise 4 mg/l dozda (%81.9)
olmustur. Diger taraftan EKO bakimindan jel yapici
maddeler karsilastirildiginda EKO phytagelde %84.9,
agarda ise %82.0 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Arastirmada kullanilan tlim genotiplerde en
yiiksek EKO phytagel ortamimda dikambanm 4 mg/1
dozunda meydana gelmistir. Bu oran, Kirik’de %100,
Gerek 79’da %98.8, Sivas 111/33’de %96.3 ve
Haymana 79°da %87.5 olarak belirlenmistir (Cizelge
3.2).

Somatik embriyo sayist

Embriyogenik kallus olusumunda oldugu gibi
somatik embriyo sayisina genotipin, jel yapici
maddenin, oksin tipinin ve dozunun ana etkisi ¢ok
onemli (p = 0.001) olmustur. En yiiksek somatik
embriyo olusumu 8.5 adet ile Gerek 79 bugday
genotipinde meydana gelmigtir. Bunu sirasiyla 8.2
adet ile Kirik, 8.1 adet ile Sivas 111/33 ve 7.1 adet ile
Haymana 79 genotipleri izlemistir (Cizelge 3.3).

Somatik embriyo sayist oksin tipleri bakimmdan
karsilagtirildiginda en yiiksek dikambada (9.6 adet )
saptanmig, bunu 9.5 adet ile 2,4-D ve 5.0 adet ile
pikloram izlemistir. Diger taraftan Somatik embriyo
sayist, phytagelde 8.2 adet, agarda ise 7.8 adet olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.3). Jel yapict madde x oksin
tipi ve jel yapict madde x oksin tipi x doz
interaksiyonlar1  istatistiksel = anlamda  6nemli
(sirastyla p = 0.032, p = 0.040), oksin x doz
interaksiyonu ise ¢ok 6nemli (p = 0.001) olmustur.

Her iki jel yapici maddeye gore oksin tipleri
karsilagtirildiginda en yiiksek SEO agar ortaminda
dikambada (9.3 adet), phytagelde ise dikamba ve 2,4-
D’de (9.8 adet) tespit edilmistir. Yine, her oksin tipi
icin dozlar degerlendirildiginde en yliksek somatik
embriyo olusumu dikamba ve pikloramda 4 mg/l
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dozda (sirasiyla 10.1 ve 5.7 adet), 2,4-D’de ise 3 mg/1
dozda (9.7 adet) meydana gelmistir. En diigiik
somatik embriyo olusumu ise dikamba ve pikloramda
2.5 mg/ll dozda (swrasiyla 8.8 ve 4.3 adet)
gozlenirken, 2,4-D’de4 mg/l dozda (9.3 adet) tespit
edilmistir (Cizelge 3.3).

Somatik embriyo olusumu bakimindan agar ve
phytagel iceren ortamlarda her oksin tipi i¢in dozlar
karsilagtirildiginda, agar iceren ortamda en yiiksek
somatik embriyo sayist dikamba ve pikloramda 4
mg/l dozda (sirastyla 9.7 ve 5.6 adet), 2,4-D’de ise
2.5 mg/l dozda (9.4 adet) belirlenmistir. Phytagel
iceren ortamda ise dikamba ve pikloramda 4 mg/l
dozda (swrasiyla 10.5 ve5.8 adet), 2,4-D’de ise 3
mg/l dozda (10.2 adet) belirlenmistir.

Cizelge 3.3 incelendiginde en yiiksek SEO, Kirik
(10.7 adet) ve Sivas (10.6 adet) genotiplerinde
phytagel ortaminda dikambanin 4 mg/l dozunda,
Haymana 79’da (9.2 adet) phytagel ortaminda 2,4-
D’nin 3 mg/l dozunda, Gerek 79’da (10.8 adet) ise
dikambanin 3 mg/l dozunda en yiiksek somatik
embriyo olusumu saptanmistir.

Rejenerasyon kapasitesi

Yesil noktaciklara sahip embriyogenik kalluslar
rejenerasyon  kapasitesine sahip  embriyogenik
kalluslar olarak degerlendirilmistir. Rejenerasyon
kapasitesi ~ lizerine  varyasyon  kaynaklarmnin
tamaminin etkisi ¢ok O6nemli olmustur (p<0.01).
Diger taraftan varyasyon kaynaklar1 arasindaki
interaksiyonlar énemsiz bulunmustur (p>0.05).

Rejenerasyon kapasitesi bakimmdan genotipler
karsilagtirildiginda Sivas 111/33 genotipi %78.7’lik
rejenerasyon kapasitesi ile en yiiksek degere sahip
olurken, Haymana 79 genotipi %71.5’lik deger ile en
diisiik rejenerasyon kapasitesine sahip olmustur. Bu
oran Kirik’te %77.7, Gerek 79°da ise %74.1 olarak
kaydedilmistir (Cizelge 3.4).

Rejenerasyon ortami olarak R1 (0.1 mg/1 2,4-D +
0.5 mg/l BAP) ve R2 (0.2 mg/l 2,4-D) ortamlar1
kullanilmistir. Rejenerasyon kapasitesi bakimindan
rejenerasyon ortamlart karsilagtirildiginda
rejenerasyon kapasitesi R1 ortaminda %76.5 olurken,
R2’de %74.5 olmustur (Cizelge 3.4) (Sekil 1d).
Diger taraftan, oksin tiplerinin rejenerasyon
kapasitesine olan etkileri incelendiginde dikamba
%88.5’1ik rejenerasyon kapasitesi ile ilk sirada yer
almis, bu oran 2,4-D’de %86.5 ve pikloramda %51.9
olarak belirlenmistir. Yine, jel yapict maddeler
karsilagtirildiginda rejenerasyon kapasitesi
phytagelde %76.2 iken, agarda %74.8 olmustur
(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.3. Farkli jel yapict madde, oksin tipleri ve dozlarinda genotiplerin somatik embriyo sayisi tizerine

etkisi (adet).

J ‘;ggg;c‘ OTl;;‘i“ (3;1) Gerek79 | Haymana79 | Kirik lslllvgg ORTALAMA
Agar 2,4-D 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
Ortalama 9.7 8.1 9.4 9.5 9.2
Dikamba 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
Ortalama 9.5 8.2 9.6 9.6 9.3
Pikloram 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
Ortalama 5.3 4.3 5.0 4.9 5.0
ORTALAMA 8.2 6.9 8.0 8.0 7.8
Phytagel 2,4-D 2.5 10.2 9.1 10.1 10.0 9.8
3.0 104 9.2 10.6 10.5 10.2
4.0 10.2 8.0 9.7 9.0 9.4
Ortalama 10.3 8.9 10.1 9.9 9.8
Dikamba 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
Ortalama 10.5 8.4 10.2 9.9 9.8
Pikloram 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
Ortalama 5.3 4.3 5.3 5.0 5.0
ORTALAMA 8.7 7.2 8.5 8.2 8.2
Jel yapici 2,4-D 2.5 10.0 8.9 9.8 9.8 9.6
maddelerin 3.0 10.1 8.6 10.0 10.1 9.7
ortalamasi 4.0 9.8 8.0 9.5 9.2 9.3
Ortalama 10.0 8.5 9.7 9.7 9.5
Dikamba 2.5 9.0 7.6 9.2 9.4 8.8
3.0 104 8.5 10.2 9.6 9.8
4.0 10.8 8.8 104 10.3 10.1
Ortalama 10.1 8.3 9.9 9.8 9.6
Pikloram 2.5 4.3 39 4.6 4.5 4.3
3.0 54 4.2 5.0 4.8 4.9
4.0 6.2 4.8 5.6 5.6 5.7
Ortalama 5.3 4.3 5.2 5.0 5.0
Jel yapic1t maddelerin ve 2.5 7.8 6.8 7.9 7.9 7.6
oksin tiplerinin 3.0 8.7 7.1 8.4 8.2 8.1
ortalamasi 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(g0s) = 0.2; Oksin tipi LSD(g sy = 0.2; Oksin dozu LSD sy = 0.2; Jel yapici
madde x oksin tipi LSD(g 5= 0.3 Oksin tipi x oksin dozu LSDg 5y = 0.3; Jel yapic1 madde x oksin

tipi x oksin dozu LSDg o5y = 0.4

Cizelge 3.4’deki veriler incelendiginde, en
yiiksek rejenerasyon kapasitesinin jel yapict madde
olarak phytagelin, oksin tipi olarak dikambanin 4
mg/l dozunun kullanildigr R1 ortaminda (0.1 mg/l

2,4-D + 0.5 mg/l BAP) Sivas 111/33 genotipine
(%97.4) ait oldugu gorilmektedir. Bu oran Kirik
genotipinde %92.5, Gerek 79 genotipinde %89.7 ve
Haymana 79 genotipinde %88.7 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Farkli varyasyon kaynaklarinin ve farkli rejenerasyon ortamu, jel yapict madde, oksin tipleri ve dozlarinda
cesitlerin rejenerasyon kapasiteleri (RK)%.

Varyasyon Kaynaklar: Aciklama RK (%)
Genotip Gerek 79 74.1
Haymana 79 71.5
Kirik 77.7
Sivas 111/33 78.7
Rejenerasyon ortami R1 76.5
R2 74.5
Jel yapict madde Agar 74.8
phytagel 76.2
Oksin Tipi 2,4-D 86.0
Dikamba 88.5
Pikloram 51.9
Oksin Dozu (mg/l) 2.5 73.7
3.0 76.8
4.0 75.9
Rels;‘f;;sly"“ J%ﬁgf‘ Oksin Tipi (3;’/11) Gerek79 | Haymana79 | Kirik | Sivas 111/33
R1 Agar 2,4-D 2.5 85.4 83.3 86.1 91.2
3.0 86.8 77.5 89.2 91.7
4.0 85.3 79.3 84.7 87.5
Dikamba 2.5 86.8 84.4 86.4 91.7
3.0 84.2 83.8 89.5 92.1
4.0 89.7 82.8 89.9 94.7
Pikloram 2.5 51.6 45.8 50.0 50.0
3.0 51.7 54.2 73.9 53.6
4.0 53.3 50.0 51.5 53.3
Phytagel 2,4-D 2.5 86.4 81.8 89.2 94.4
3.0 89.5 84.9 92.5 94.6
4.0 88.6 84.4 86.1 91.0
Dikamba 2.5 84.2 85.3 89.5 94.4
3.0 89.5 88.7 94.7 94.6
4.0 89.7 88.7 92.5 97.4
Pikloram 2.5 46.4 45.0 51.5 51.9
3.0 50.0 53.8 54.8 56.7
4.0 53.1 50.0 61.8 58.1
R2 Agar 2,4-D 2.5 81.6 80.0 86.1 85.8
3.0 83.8 80.6 86.8 88.6
4.0 79.4 82.1 84.4 84.4
Dikamba 2.5 82.1 84.4 88.9 88.6
3.0 81.6 83.9 87.1 89.2
4.0 87.1 85.3 90.0 92.0
Pikloram 2.5 44.5 45.8 45.4 51.6
3.0 48.1 43.6 72.7 55.8
4.0 56.7 46.2 53.1 56.7
Phytagel 2,4-D 2.5 83.8 84.4 83.8 88.6
3.0 87.4 84.9 92.1 91.7
4.0 85.8 80.8 88.6 81.8
Dikamba 2.5 86.8 81.8 86.5 91.7
3.0 89.9 82.4 92.4 92.1
4.0 87.5 85.8 92.5 94.9
Pikloram 2.5 514 47.2 48.1 47.8
3.0 48.1 43.9 53.1 54.8
4.0 48.3 47.8 51.5 58.3

Not: VK = %84, GCHOtip LSD(0_05) =2. 1, Oksin tlpl LSD(0_05) = 18, Oksin dozu LSD(0_05) =1.8
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Sekil 1.

Olgun embriyo kiiltiiriinde kallus, embriyogenik kallus, embriyogenik olmayan kallus ve yesil

noktalardan siirgiin olusumu. (a) Kirik genotipinde 4 mg/l dikamba + phytagel igeren kallus
ortaminda kiiltiirin 10. giindeki kalluslarin goriiniimii. (b) Gerek 79 genotipinde 2.5 mg/l dikamba +
phytagel ortaminda meydana gelen embriyogenik kallus ve iizerinde somatik embriyolarin gortiniimi
(c) Haymana 79 genotipinde 2.5 mg/1 2,4-D + agar ortaminda meydana gelen embriyogenik olmayan
kalluslarm goriiniimii (d) Kirik genotipinde 4 mg/l dikamba + phytagel ortaminda meydana gelen
kalluslarmdan R1 ortamida meydana gelen siirgiinlerin goériintimii.

TARTISMA

Tahillardaki genetik miihendisligi ¢alismalar1
etkili bir bitki doku kiiltiirii sistemine baglhdir.
Bugdayda, genetik miihendisligi tekniklerinden
yararlanilarak gen aktarmada onemli bir adim olan
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu ¢aligmalarinda
basarinin  biiyiik oOlgiide genotipe bagli oldugu
bilinmektedir (Sehirali ve Ozgen 1998). Bu
arastrmada kallus olusumu, embriyogenik kallus,
somatik embriyo olusumu ve rejenerasyon kapasitesi
iizerine kullanilan genotipler arasinda Onemli
farklarin oldugu saptanmistir. Bu konuda yapilan
bir¢ok calismada da benzer bulgular elde edilmistir
(Ozgen vd. 1996; Ozgen 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 B1 vd. 2007). Haliloglu and Baenzinger
(2005) tarafindan bugdayda yapilan bir caligmada
somatik embriyo olusumu tizerine genotipik etkinin
¢ok oOnemli oldugu saptanmustir. Arastirmacilar
eksplant kaynagi olarak olgunlasmamis embriyolari
kullanmiglar, somatik embriyo sayisinin 11.5-19.3

adet arasmda degistigini bildirmislerdir. Bu deger
arastirmada elde ettigimiz bulgulardan daha
yiiksektir. Bunun muhtemel en Onemli nedeni
kullanilan eksplant kaynagi ve genotiplerin farkl
olusudur. Nitekim birgok arastirici, eksplant kaynag
olarak olgunlasmamis embriyolarin olgun
embriyolara gore doku kiiltiirine daha iyi tepki
verdiklerini bildirmislerdir (Redway vd. 1990; Ozgen
vd. 1996; Ozgen vd. 1998; Mendoza ve Kaepler
2002; Patnaik ve Khurana 2003; Zale vd. 2004).

Bu aragtirmada jel yapict maddenin Kkallus,
embriyogenik kallus, somatik embriyo olusumlarina
ve rejenerasyon kapasitelerine olan etkisi ¢ok dnemli
olmus, kallus, embriyogenik kallus ve somatik
embriyo olugumlarinda ve de rejenerasyon kapasitesi
bakimindan en iyi jel yapict maddenin phytagel
oldugu belirlenmistir. Nitekim, armut bitkisinin
yapraklarindan tomurcuk rejenerasyonu {izerine
caligan Chevreau vd. (1997), jel yapict madde olarak
agar yerine phytagel kullanildiginda, biitin armut
genotiplerinde tomurcuk rejenerasyonunun 6nemli
derecede arttigmni ve phytagelin hiicre boliinmesini



hizlandirdigini, buna bagli olarak daha fazla kallus
olustugunu bildirmislerdir. Yine, Ma ve Pulli (2004)
cavdarda embriyo kiiltiirtinde phytagelin agardan
daha iyi oldugunu kaydetmislerdir. Diger taraftan.
Cavdarda anter kiiltiiriinde (Flehinghaus vd. 1991) ve
embriyo kiiltiirinde (Popelka ve  Altpeter 2001)
embriyogenik kallus olusumunda gelrite ve agarozun
etkileri arastirilmis bunlardan gelrite’in agarozdan
daha etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, Croton
sublyratus  (Morimoto ve Murai 1989), misir
(Tremellat ve 1990). phalaenopsis (Ishii vd. 1998)
bitkilerinde kallus olusum oranlarmin jel yapici
maddeye gore degistigini saptamislardir.

Bu arastirmada kullanilan oksin tiplerinden
dikamba arastirmada incelenen tiim parametrelerde
diger oksin tiplerinden (2,4-D ve pikloram) daha
etkili oldugu belirlenmistir. Nitekim Papenfuss and
Carmen (1987), dikambanin, metabolizma tarafindan
daha hizli kullanildigmm1 ve bu nedenle siirglin
olusumunu artirdigint bildirmislerdir. Buna karsin
2,4-D, enzimatik parcalanmaya ve birlesmeye direng
gostermekte ve bu nedenle bitki hiicrelerinde yiiksek
oranda kararli bir sekilde kalabilmektedir (Moore
1989).

Rejenerasyon kapasitesi, bitki rejenerasyonu
agisindan énemli bir gostergedir. Nitekim, Ozgen vd.
(1998), kalluslarin rejenerasyon kapasitesi ile kiiltiir
etkinligi arasinda olumlu ve ¢ok 6nemli (r = 0.835;
p<0.01) bir iliskinin oldugunu bildirmislerdir.
Rejenerasyon ortami konusunda yapilan ¢aligmalarda
degisik  hormonlarm  farkli  dozlar1  ve/veya
kombinasyonlar1 kullanilmis, denemelere gore farklh
sonuglar elde edilmigtir. Ornegin, Jones (2005),
kalluslarin rejenerasyonu icin BAP gibi sitokinlerin
ve/veya oksinlerin diigiik konsantrasyonlarinin
kullanildigint  bildirmislerdir. Yine, Rashid vd.
(2002), bitki renereasyonu i¢in 0.1 mg/l IAA (Indol-
3-asetik asit) ve BAP’1n degisik konsantrasyonlarini
denemisler ve en yiiksek rejenerasyonun 0.1 mg/l
IAA + 0.5 mg/l BAP’da meydana geldigini rapor
etmislerdir. Bir baska calismada (Zale vd. 2004)
bugday genotiplerinin olgun embriyo kiiltiiriinde
oksinsiz 0.1 mg/l BAP iceren ortam1 kullanmiglardir.
Ayrica  Przetakiewicz vd. (2003), bugdayda
olgunlagsmamis embriyo kiiltiirii i¢in hormonsuz
ortam ile 0.2 mg/l IAA + 1 mg/l BAP iceren ortami
kullanmiglar ve en yiliksek rejenerasyonun ikinci
ortamda meydana geldigini belirlemislerdir.

Bu arastirma sonucunda bugday olgun embriyo
kiiltiiriinde kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi
belirleyen en onemli faktoriin genotip oldugu, olgun
embriyo kiiltiirtinde jel yapict madde olarak
phytagelin agardan ve oksin tipi olarak ise
dikambanm 2,4-D ve pikloramdan daha etkili oldugu
belirlenmisgtir.
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