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Bu calismada, Tiirkiye florasinda genetik materyal olarak ve yetistiricilik
acisindan Oonem tasiyan makarnalik Cakmak-79 (Triticum durum Dest.) ve ekmeklik
Gerek-79 (Triticum aestivum L.) bugday cesitleri kullanilmistir. Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii biyoteknoloji laboratuvari, seralari ve
deneme parsellerinde gerceklestirilen bu arastirmada, kullanilan cesitlerde kallus
ve rejenere bitkicik asamasinda in vitro vernalizasyonun saglanma potansiyelleri
belirlenmeye calisilmistir.

8 farkli vernalizasyon araliginin (K, 2, 4, 6, 10, 12 ve 15 hafta), 2 farkli gelisim
asamasinda (kallus ve rejenere bitkicik) uygulamasindan elde edilen sonuglardan,
her iki cesidin de incelenen kiiltiir 6zelliklerine farkli tepkiler verdigini; ancak, her
iki uygulama ve cesit icin de 6 ve 8 haftalik vernalizasyonun, en uygun
venalizasyon siiresi oldugu belirlenmistir. Basakli bitkiler ve tohumlar elde
edilmesi, c¢alismanin en ©Onemli sonuglarindan biridir. Bu sonug, ayni konuda
yapilan benzer c¢alismalara kiyasla, kullanilan genotiplerin biyoteknolojik
caligsmalara uygunlugunu ve uygulanan yontemin basarisini ortaya koymaktadir.
Boylelikle, ozellikle serin iklim tahillarinda in vitro c¢alismalarda transgenik
bitkilerin elde edilmesinde karsilasilan vernalizasyon sorununun bu caligsmada
uygulanan yontem ile giderilebilecegi belirlenmistir.
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IN VITRO VERNALIZATION OF WINTER WHEAT (Triticum sp.)
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In this study, durum wheat genotype Cakmak-79 (Triticum durum Desf.) and
common wheat genotype Gerek-79 (Triticum aestivum L.), which are highly
important as genetic material and for the production in the flora of Turkey, are
used. In the study carried out at the University of Ankara, Graduate School of
Natural and Applied Sciences, Department of Field Crops, biotechnology
laboratories, greenhouses and experimental fields, in vitro vernalization potentials
of the fore-mentioned genotypes in the callus and regenerated plant phases are
tried to be determined.

The results obtained from the application of 8 different vernalization intervals in 2
different development stages, it is concluded that both genotypes have reacted
differently to the examined culture features; but it is also determined that the most
proper vernalization duration for both of the applications and genotypes are 6 and
8 weeks. One of the most important results of the study is the production of the
plants with spikes and grains. Compared with similar studies, this results shows
the genotypes used are suitable for biotechnological studies and the success of the
method used. Therefore, with the method applied in this study, it’s determined that
getting rid of the vernalization problem faced during the production process of
transgenic plants in in vitro studies of the winter cereals is possible.

2006, 76 pages

Keywords: Wheat, vernalization, in vitro, mature embryo, callus induction, plant
regeneration.
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1. GIRIS

Giiniimiizde yaklasik 250.000 bitki tiirtinden, 3.000 kadar1 kullanilmakta olup, sadece
150 tiiriin diizenli olarak kiiltiirii yapilmaktadir. Bugdaygiller (Gramineae/Poaceae)
familyasindan olan tahillar da ilk kiiltiire alinan bitkilerdendir ve yeryiiziinde ekilisi ve
tiretimi en yiiksek {iriin grubunu olustururlar. Tahillar grubunda yer alan bugday
(Triticum), arpa (Hordeum), cavdar (Secale), yulaf (Avena), tritikale (Triticosecale
Wittmack), musir (Zea), celtik (Oryza), darilar (Sorghum, Panicum, Seteria) ve
kusyeminden (Phalaris) ilk dordi “Serin Iklim Tahillart”; digerleri ise “Sicak Iklim
Tahillar1” ad1 altinda toplanmaktadir (Kiin 1988).

Tahillar, diinyada insanlarin harcadiklar giinliik kalorinin %50’den fazlasin karsilayan
temel iiriinlerdir. Yeryiiziiniin 1.4 milyar hektar olan islenen alanlarimin yarisinda tahil
tiretimi yapilmaktadir. Kurak ve yart kurak bolgelerdeki nadas alanlarinin da biiyiik
capta tahillar i¢in bos birakildig1 goz oniine alindiginda, diinya tarim alanlarinin biiyiik

cogunlukla tahil iiretimine ayrilmis oldugu agik¢a goriilmektedir.

Serin iklim Tahillar1 igerisinde bulunan bugday, insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir
bitkileri arasinda diinyada ekilis ve iiretim bakimindan ilk siralarda yer alir. 2005 yili
verilerine gore Diinyadaki iiretimi 626 milyon ton, ekilisi 216 milyon ha olup, verimi
289 kg/da’dir. Tiirkiye’de ise iiretim miktar1 21 milyon ton ve ekilis alan1 9,3 milyon ha
olup, 225 kg/da verime sahiptir (Anonymous 2000).

Tahillar, 6zellikle bir hasat doneminden digerine kadar depolanmalarinin kolayligi ve
basit bir uygulama ile pek cok kiiltiirde temel yiyecek olarak kullanilan ekmegin
hazirlanma kolaylig1 nedenleriyle tarih boyunca hep tercih nedeni olmus ve genis

alanlarda yetistirilmistir (Sehirali ve Ozgen 2002).

Ulkelerin beslenmelerinde bugdaya bagliliklar1, cografi konumlarina gore degismekle
birlikte, bugday tanesinin uygun besleme degeri; tasima, saklama ve islenmesindeki
kolaylik ile bitkisinin genis adaptasyon sinirlari, bugday yetistiriciliginin ¢ok yaygin

olarak yapilmasini saglamaktadir.



Bugday bitkisinin tagidigi onem nedeniyle gerek duyulan iiretim artis1 ekim alanlarinin
artirllmasiyla saglansa da, zaman igerisinde en {iist diizeylere ulasan ekim alanlarindan
elde edilen iiriin miktari, artan niifus karsisinda yetersiz kalmis ve arastiricilari, verimin
artirtlmast  yoluyla iiretimin artirnlmasina yoneltmistir. Verim artisi, yetistiriciler
tarafindan uygulanan tarim tekniklerinin gelistirilmesiyle bir miktar saglanabilse de,

esas olan bitkinin verimini dogrudan etkileyen 6zelliklerinin gelistirilmesidir.

Ekonomik yonden 6nemli olan bitkilerde, genetik ve sitogenetik esaslardan yararlanarak
bitki cins, tiir ve cesitlerinin genetik yapisini, yetistiricinin ve tiiketicinin istekleri
dogrultusunda planl bir sekilde degistirme ve gelistirmeye bitki 1slah1 denilmektedir.
Bitkilerde 1slah calismalar1 temel olarak verim ve Kkalite artis1 {izerinde
yogunlagsmaktadir. Bugday yetistiriciligi s6z konusu oldugunda ise tane veriminin
artirtlmast ile {iriiniin hitap ettigi kesime gore kalite artirict 6zellikler 6n plana
cikmaktadir. Bugday bitkisinde yapilan 1slah calismalarinin gecmisi ¢ok eski yillara
dayanmaktadir.

Islah calismalarinda arastirici genellikle, dogal olarak olusan ve genetik yapi olarak
karigiklik gosteren bitki popiilasyonlarindan, istege uygun bitki tiplerini secer.
Islah¢inin popiilasyon i¢inde istedigi degisim yoksa, melezleme, mutasyon ve poliploidi
gibi klasik 1slah yontemlerini kullanarak yapay degisim olusturarak yeni popiilasyondan
istedigi bitki tipini segmeye calisir. Giiniimiizde biyoteknolojik yontemlerin, klasik 1slah
yontemleri olarak kabul edilen tekniklere kiyasla daha kisa siirelerde sonug¢ verdigi

bilinmektedir (Sehirali ve Ozgen 2002).

Bugiine kadar klasik 1slah yontemleri uygulanarak bir¢cok basarili ¢calisma yapilmis ve
olumlu sonuglar alinmistir. Bugday tiirleri arasinda kromozom sayilarindaki
farkliliklara karsin basariyla melezleme yapilarak bir ¢ok ozellik aktarilmistir. Ornegin,
bugdayin ©Onemli hastaliklarindan olan karapas (Puccinia graminis tritici) ve
kahverengipasa (P. recontida) kars tetraploid bugdaylarin, hekzaploidlere oranla, daha

dayanikli olduklarinin belirlenmesiyle, ilk gen aktarma c¢alismalart 20. yiizyilin



baslarinda, bu iki ploidi diizeyindeki bugday (7. dicoccum X T. durum ve T.dicoccum X

T.vulgare ) arasinda yapilan melezlemelerle baglamistir.

Melezleme, klasik 1slah ¢aligmalar1 arasinda en ¢ok kullanilan yontem olmakla birlikte,
bunun da bazi sorunlar1 ortaya cikmistir. Bu sorunlarin basinda kisirlik gelmektedir.
Melezlemede karsilagilan kisirlik, kromozomlar arasi sayr ve yapr farkliligi ya da
sitoplazma-kromozom uyusmazligi gibi bircok degisik nedenden
kaynaklanabilmektedir. Klasik 1slahta karsilasilan bu tiir sorunlar koprii melezlemeler,
“cholchicine” uygulamalari, mutasyon, geri melezlemeler gibi yoOntemlerle

giderilebilmektedir.

Istenilen genlerle birlikte istenmeyen genlerin de gecmesi, melezlemede karsilasilan
onemli bir sorundur. Alic1 tiire biiyiik ya da kiiciik bir kromatinin girmesi ve bunlarin
homolog olmamasi, kromozomlar arasindaki parca degisimini (crossing-over) olumsuz
etkileyerek, genler arasindaki bagliligm kirilmasini zorlastirabilmektedir (Ozgen ve

Akar 1993).

Melezleme yontemi kullanilarak yapilan 1slah calismalariyla iilkemizde bircok cesit
gelistirilmistir. Ulkemiz tariminda 6nemli bir yere sahip olan Cakmak 79, Gokgol 79,
Gerek 79, Haymana 79, Kirag 66 gibi cesitler, melezleme yontemi kullanilarak 1slah

edilen ¢esitlere ornek olarak verilebilir.

Klasik 1slah yontemlerinin kullanilmasinda karsilagilan giicliikler, arastiricilart yeni
gelistirilen yontemleri uygulamaya yoneltmistir. Yeni gelistirilen yontemler giintimiizde

iyice yayginlasan biyoteknolojik teknikler olarak adlandirilmaktadir.

Biyoteknolojik yontemleri, doku Kkiiltiirii ve genetik miihendisligi olarak iki kisma
ayirmak miimkiindiir. Doku kiiltiirii teknikleriyle bitkilerin genetik potansiyellerinin
amaca uygun yonlendirilmesi bitki 1slah1 caligmalarinda biiylik 6nem tasimaktadir.
Doku kiiltiiriinde, bitkilerin kendilenme ya da kars1 dollenme ile eseysel olarak

cogalabilmelerinin yani sira, govde, dal, yaprak gibi herhangi bir parcalarindan eseysiz



olarak da cogalabilme (totipotensi) Ozelligi, onlarin in vitro kosullarda uygun besi

ortaminda tiim bitki seklinde gelistirilmelerini olas1 hale getirmektedir.

Doku kiiltiirii, genetik miihendisligi calismalarina bir taban olusturmasinin yani sira
cogu zaman, genetik miihendisligi uygulamalarin1i tamamlayici rolii ile yapilan
uygulama sonucunda elde edilen materyali, yeni doller verebilecek hale getiren

uygulamalar zincirinin ortaya konulmasi ve optimizasyonuyla 6n plana ¢ikmaktadir.

Farkl1 bir birey ya da tiirden alinan DNA parc¢alarinin bagka bir birey ya da tiiriin DNA
molekiiliine tasinmasiyla yapilan gen aktarimi, genetik miihendisliginin temelini
olusturmaktadir. Daha genel bir anlatim ile, genetik miihendisligi; organizmalarin
genetik materyalini isleyen genis bir dizi tekniktir. Gene aktariminda calisilan materyal
genellikle bugday, misir ve arpa gibi bugdaygiller familyasina ait bir bitki oldugunda,

dogrudan gen aktarimi yontemleri daha ¢ok tercih edilmektedir.

Eksplant olarak embriyo, siirgiin ucu, siispansiyon Kkiiltiiri, kallus, polen ve
mikrosporlarin kullanilabildigi bugdayda, DNA’nin hiicre i¢erisine dogrudan sokuldugu
dogrudan gen aktariminda biyolistik yontem kullanilmaktadir. Gen aktarilmig
eksplantlar doku kiiltiirii teknikleri uygulanarak 7-8 ay gibi bir siirede transgenik bitki
haline getirilebilmektedir. En 6nemlisi de cevresel baskilarin s6z konusu olmadig: in

vitro kosullarda se¢melerin kolaylikla ve hatasiz bicimde yapilabilmesidir.

Bitki kisimlarina in vitro kosullarda uygulanan doku Kkiiltiirii yontemleri, bitkinin en
kolay {iretilebilme yoOntemine ya da daha Onceden uygulanmis olan genetik
mithendisligi teknigine gore belirlenmektedir. Dolayisiyla, bitki doku Kkiiltiirleri,
vejetatif bitki iiretiminin yanm sira genetik miihendisligi teknikleri uygulanmis hiicre,
doku ya da organlarimin tiim bitki haline getirilmesi amaciyla bitki biyoteknolojisine
hizmet etmektedir. Doku kiiltiirleri, bu sekilde bitki elde etmenin tek yolu olarak
goriilmektedir. Bu nedenle, gen aktarimina iliskin ¢alismalara baslamadan once bitki
tiirlerinin doku Kkiiltiirii teknikleriyle rejenerasyon ve c¢ogalma potansiyellerinin

belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.



Bugiine kadar yapilan calismalar bugday eksplantlarina doku Kkiiltiirii teknikleri
uygulanarak kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve alistirma (aklimatizasyon)
asamalarinin basarihi bir sekilde gerceklestirildigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
olgunlasmamis embriyolardan elde edilen kalluslarda basarinin daha yiiksek oldugu

bircok arastirici tarafindan belirtilmistir (Whelan and Shaalje 1992).

Ancak, kallus olusumu ve rejenerasyon asamalar1 basarili bir sekilde tamamlansa bile,
her zaman istenilen sonuclara ulasmak miimkiin olamamaktadir. Ozellikle serin iklim
tahillarinda eksplant olarak secilen bitki dokular1 tiim bitki olarak biiyiitiilebilmekle
birlikte, tohum baglamada sorunlar yasanmaktadir. Sorunlarin en Oonemli nedeni ise
vernalizasyona gereksinim duymalaridir. Dogada, vejetatif donem basinda, ¢imlenme-
kardeslenme ve sapa kalkma arasinda fotosentez minimumu yakinlarindaki
sicakliklarda belli bir siire kalarak vernalize olan bitkiler sapa kalkar ve basak verirler.
Diisiik sicaklikli bu siireyi bulamayan bitkiler ise sapa kalkmaz ve basak veremezler.
“Soguklanma” adi da verilen bu istek, serin iklim tahillarinda ¢ok belirgin olmakla
birlikte, sicak iklim tahillarinda belirgin degildir. Sicak iklim tahillan kisa siirede ve
serin iklim tahillarina oranla daha yiiksek sicaklikta vernalize olurlar. Serin iklim
tahillarinda vernalizasyonun istenilen diizeyde gerceklestirilememesi durumunda tohum

olusmamaktadir.

Bugday bitkisiyle yapilan calismalarda uygulamasi kolay ve hizli sonug¢ alinabilen bir
doku kiiltiirii yontemi kullanilsa dahi kiiltiiriin basaris1 vernalizasyonun saglanip

saglanmamasiyla dogrudan ilgilidir.

Serin iklim tahillarinda tarlada ve kontrollii sera kosullarinda yapilan ¢alismalarda
vernalizasyonun ayni zamanda bu grup bitkilerdeki soguga adaptasyonla ilgili oldugu
ortaya cikmaktadir. Vernalizasyon ve soguga adaptasyon arastirmalart doku kiiltiiriiyle
stnirlt kalmamis, molekiiler bazda da calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar sirasinda
soguklanma gereksinimi duyan bitkilerde diisiik sicaklik kosullarinda bir ¢ok fizyolojik
parametrenin degistigi ve soguk uygulamasinin, vernalizasyonla ilgili genlerin
calismasini da degistirdigi belirlenmistir. Ayrica bir ¢ok bitkide diisiik fakat dondurucu

olmayan sicakliklarin belirli proteinlerin ve mRNA’larin varligini artirdigini gosteren



kanitlar da bulunmustur (Lu et al. 1992, Tan 1992, Chong et al. 1994). Metzger et al.
(1990)’da benzer sekilde; vernalizasyon sirasinda, bitkinin ileri donemlerinde
ciceklenmesine ve bagsaklanmasina imkan verecek 1sinin uygulanmasiyla, ilgili genlerin

parametrelerinde degisikliklerin meydana geldigini belirtmektedir.

Molekiiler calismalar sirasinda vernalizasyon parametreleri ve genlerinin fonksiyonlari
tizerinde durulmus ve soguga adaptasyonla olan iliskisinin de Onemli oldugu
goriilmiistiir. Vernalizasyon ve soguga adaptasyon ayni ortamdan etkilenmekle birlikte
molekiiler mekanizmalar1 birbirinden farklhidir. Bu fark, gen faaliyetlerinin meydana
gelis siralarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Vernalizasyon, normal olarak yasam
dongiilerinde soguk isteyen bitkiler i¢in 6nemli bir asamadir. Ancak, soguga adaptasyon
soguk uyarisinin zararla sonuglanmasini engelleyen fizyolojik bir tepkidir. Bu durum
her iki tepkinin de farkli genlerce olustugu anlamina gelebilmektedir (Chong and Tan
1994). Adaptasyon icin belirli proteinlerin olusmasi soguk uygulamasindan sonra 7.
giinde, vernalizasyonla 1ilgili belirli proteinlerin olusmasi ise 14-21. giinlerde
gozlenebilmektedir. Bu durumda, vernalizasyonda olgunlasmamis embriyonun iginde
bulundugu donemin o©nemli bir faktor oldugu anlagilmaktadir. Yapay soguk
uygulamasina bugdayda ciceklenmeden (anthesisten) sonra 9-12. giinde (Weibel 1958)
ve cavdarda 14. giinde (Gregory and Purvis 1938) baslanmasi onerilmekle birlikte bir
cok arastirict tarafindan, 30 giin boyunca 0-4°C uygulamasi, bugdayda molekiiler

diizeyde c¢alismalar yapmak icin uygun goriilmektedir.

Vernalizasyon sirasinda, kislik bugdayda olusan proteinleri engelleyici maddelerin
(inhibitorler) bulunmasi ve niikleik asit sentezi i¢in duyarli bir donem olmasi da
vernalizasyonun bazi 6zel genlerinin oldugunu gostermektedir (Chong and Tan 1994).
Vernalizasyon gereksiniminin genetik analizi; Vrnl, Vrn2, Vrn3, Vrn4 velveya VrnS
olmak iizere 4 ya da 5 temel Vrn geninin varligin1 ortaya koymaktadir (Flood and
Hallaron 1986). Bu genlerin kromozom iizerindeki yerleri ve birbirleriyle ayn1 ya da
farkli olup olmadiklart hakkinda c¢alismalar yapilmaktadir (Law et al. 1975,
Hoogendorn 1984, Nelson et al. 1995, Dubcovsky et al. 1998,).



Oldukca karmasik ve etkilesimli bir yapiya sahip olan vernalizasyon mekanizmasini
tam olarak belirleyebilmek amaciyla molekiiler bazda ve tarla denemeleri seklinde
bircok arastirma yapilmakla birlikte, halen bilinmeyen yonleri bulunan bu
mekanizmanin Onemi genetik miihendisligi calismalarinda daha da belirgin olarak

karsimiza ¢cikmaktadir.

Bildiginiz gibi, genetik miihendisligi ¢calismalarinda doku kiiltiirii asamasinin basarisini
transgenik bitkiyi elde etmek ve gen aktarimi yOnteminin optimizasyonu kadar,
transgenik bitkiyi verecek olan eksplanta uygulanacak doku Kkiiltiirii yonteminin

optimizasyonu belirlemektedir.

Serin iklim tahillarinda laboratuvar ortaminda in vitro kosullarda yapilan doku
kiiltiirtinde, vernalizasyon genellikle kiiltiir asamasinda vernalizasyon etkisi yapan
kimyasallar kullanilarak ya da alistirma asamasinda iklim odasinda soguk uygulayarak
yapilmaktadir. Cimlenme minimumu 1-4°C, ¢imlenme optimumu 20-25°C, fotosentez
minimumu 5-7°C ve toplam sicaklik istegi 1750-2250°C olan bu grup bitkilerde,
alisirma asamasinda soguk uygulamasi hem maliyeti artirmakta hem de uygulama i¢in

uzun bir siireye gereksinim duyulmaktadir.

Bugiin gelinen noktada laboratuvar kosullarinda in vitro teknikler kullanilarak kishk
bugdayla yapilan bu tiir ¢alismalarda, embriyonun vernalizasyona verdigi tepkinin,
embriyonun yasina ve kullanilan besi ortamina bagli olarak degistigi bilinmektedir
(Sharma and Gill 1982). Ayrica mutlak kislik bugday cesitlerinin, tohum baglamalari
icin gereksinim duyduklar1 vernalizasyon derecesinin ve siiresinin ¢eside bagli olarak
degismekle birlikte, 0-10°C arasinda oldugu bilinmektedir (Crofts 1989). Daha onceki
calismalarda tohumlara vernalizasyon uygulanirken, in vitro tekniklerinin gelismesiyle
embriyolar kullanilmaya baslanmistir. Laboratuvarda 6zellikle kallus olusumu oraninin
daha yiiksek diizeylerde oldugu olgunlasmamis embriyo kiiltiirleri, olgunlagmis
embriyolara tercih edilmistir. Olgunlasmamis embriyolarda vernalizasyon, kallus
olusumu asamasinda petri kaplar1 icinde ve buzdolabinda 6°C sicaklikta
yapilabilmektedir (Whelan and Schaalje 1992). Ancak olgunlasmamis embriyo

kullanilan bu tiir calismalarda embriyonun yilda sadece 1 kez alinabilmesi, arastiricilari



zaman ve materyal bakimindan sikintiya sokmaktadir. Bu nedenle, in vitro kosullarda,
kallus agsamasinda yapilan vernalizasyon ¢alismalarinda olgunlasmis tohumlardan elde
edilen embriyonik kalluslarin kullanilmasi, olgunlasmamis embriyolardan elde edilen
kalluslara iyi bir alternatiftir. Boylece uygun kallus olusumu yontemi (Ozgen vd. 1998)
ile yiiksek diizeyde kallus olusumu saglanirken, istenildiginde bulunabilen olgun
tohumlardan alinan olgun embriyolarla, zaman ve materyal bakimindan herhangi bir

sikint1 yasanmamaktadir.

Dolayisiyla, bugiine kadar bitkinin yaprakli doneminde yapilan vernalizasyonun zaman
kaybina neden oldugu ve yapilan masrafi da artirdigi goéz oniinde bulunduruldugunda,
serin iklim tahillarinda vernalizasyonun in vitro kosullarda, olgun embriyolarla ve

kallus agsamasinda yapilmasinin 6nemi daha da belirginlesmektedir.

Giiniimiizde giderek gelistirilen doku kiiltiirii yontemleri, kaynaklarin optimum
kullanim1 ve gelecek arastirmalara yon verecek niteliklere sahip olmasi acisindan, her
zaman giincelligini  korumaktadir.  Basarisi  kamitlanmig  kallus  Kkiiltiirleri,
vernalizasyonun in vitro Kkosullarda saglanmasi i¢in kullanilabilecek en uygun
eksplantlardir. Vernalizasyonun bu Kkiiltiirleri elde etme yontemleriyle uyumunun
saglanarak uygulamaya koyulmasi, biyolistik gibi dogrudan gen aktarimi yontemlerinin

islerligini artirarak, bu tarzda yapilan caligmalara kolaylik ve hiz kazandiracaktir.

Bu calismanin amaci, Tiirkiye’de genetik materyal olarak onem tasiyan Cakmak-79 ve
Gerek-79 bugday cesitlerinde; olgunlasmis embriyolardan endosperm destekli kallus
olusumu yontemi uygulanarak elde edilen kalluslarda ve rejenere bitkiciklerde

vernalizasyonun in vitro kosullarda saglanma potansiyellerinin belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Serin iklim tahillarinda vernalizasyonla ilgili olarak giiniimiize kadar yapilan 6nemli

bazi calismalar tarih sirasina gore asagida verilmistir.

Wellensiek (1964), tek yillik kishik Lunaria biennis L. bitkisiyle yaptigi calismasinda,
eksplant olarak kesilmis yaprak parcalarini kullanmigtir. Arastirici, yaprak ayasini
(laminae)17.5 cm*‘lik ikizkenar iicgen seklinde kesmis, kumda koklendirmis ve siirgiin
olusumunu saglayarak, 20°C’lik serada biiyiitmenin ardindan yapraklar1 topraga
aktarmistir. Vernalizasyonu 6, 8, 10, 12 ve 14 haftalik bitkilerin yaprak parcalarina 5°C
sicaklik ve 12 saatlik fotoperiyodda 250 Wsec/cm?® yogunluktaki 1sik altinda ve 0, 8, 12,
16 ve 20 hafta siiresince uygulayan arastirici; ¢iceklenme oranlarinin uzun siireli soguk
uygulamalarinda daha yiiksek oldugunu ve en iyi tepkinin 12 haftalik bitkilerde
olustugunu belirlemistir. Kesilmis yapraklarda vernalizasyon uygulamasinin ardindan
petiollerin 0.5 cm’lik kismimi ¢ikaran arastirici, kesilen kisimlarin tekrardan rejenere
hale geldigini ancak bunlardan higbirinin ¢i¢ceklenmedigini ve rejenerasyon sirasinda
mitoz boliinmenin yer aldig petiollerle vernalizasyonun sinirli oldugunu vurgulamistir.
Arastirici, vernalizasyonun ancak soguk uygulamasi sirasinda boliinen hiicrelerde
olustugunu, vernalizasyonun dogrudan etkisinin hiicreden hiicreye mitoz boliinmeyle
gecmesinin miimkiin oldugunu ve dolayisiyla vernalize olma halinin dokularla

iletilebilen bitkisel bir diirtii oldugunu agiklamistir.

Hoogendoorn (1984), vernalizasyonun etkisini 6l¢gmek amaciyla basagin ¢ikis zamanini
belirlemeye yonelik olarak yaptigi calismasinda, Finlandiya, Fransa, Avustralya,
Ingiltere, Japonya vb. farkli iilke kokenli 8 bugday cesidiyle calismistir. Arastirici,
bircok bugday cesidinde vernalizasyon tepkilerini belirledikten sonra vernalizasyona
daha duyarli olan Sage cesidinin tohumlarini basakta gelisirken vernalize etmistir.
Calismasinda, Sage cesidinin basakta vernalize edilmis tohumlarin1 ve basakta vernalize
edilmeyen normal tohumlarini, sicaklik, zaman araligi ve su kullanimi bakimindan
farklilik goOsteren vernalizasyon uygulamalarina maruz birakan arastirici, biiyiiyen
tohumlar1 basakta vernalize etmenin normal tohumlara uygulanan alisilagelmis

vernalizasyondan daha az yaprakli ve basaklanmada daha erkenci bitkiler elde etme



olanagi sagladigini belirlemistir. Hoogendorn, bu arastirmasiyla olgun tohumlarin
vernalizasyonunda basak-vernalizasyonunun biiyiimeyle ortaya c¢ikan karmasikliklara

engel olan etkili bir yontem olabildigini kanitlamigtir.

Major and Whelan (1985), calismalarinda Rescue ve Cadet sert kirmizi yazlhik
bugdaylarinin resiprok katlamali hatlarinda, vernalizasyon tepkisi, temel vejetatif
donem ve fotoperiyodik duyarlilik bakimindan kromozomal farkliliklar1 belirlemeyi
amaglamislardir. Arastiricilar bu degiskenlere iliskin tahminler yapabilmek i¢in bitkileri
serada 23/15°C giindiiz/gece sicakligl diizeninde yetistirmisler ve Kasim ayindan Mart
ayina kadar ilave 151k uygulamislardir. Vernalizasyonu etkileyen genlerin 2A, 5A ve 5B
kromozomu {iizerinde bulundugunu belirleyen arastiricilar, 2A ve 5B kromozomlarinin

ayn1 zamanda temel vejetatif asgamanin uzunlugunu etkiledigini vurgulamislardir.

Sharma and Mascia (1987), dort adet sert kishk bugday genotipi (Newton, Wichita,
Arkan ve B393) ve iki adet yumusak kishk bugday genotipini (Auburun, LB-30)
kullanarak olgunlasmamis embriyolarin dogrudan vernalizasyonunun basaklanmaya
etkisi iizerinde calismiglardir. Calismalarinda toplam 7587 adet 14, 17 ve 20 giinliik
embriyoyu tohumlarindan ayirmis ve 0-6 hafta boyunca in vitro ortamda vernalize
etmiglerdir. Arastiricilar ¢imlenen embriyo yiizdesinin yiiksek oldugunu (%96.1),
cesitten etkilenmedigini belirlemis ve embriyo vernalizasyonunun, en az geleneksel
vernalizasyon kadar etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilarin elde ettikleri
sonuglara gore; 17-giinliik embriyolar vernalizasyona en iyi tepkiyi verirken, 17 giinliik
embriyolarin 5-haftalik vernalizasyonunda anterleri olgunlasan bitki yiizdesinin 14 ve
20-giinliik embriyolardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica, 5 hafta boyunca
vernalize edilmis 17-giinliik embriyolarin kiiltiire alinmasindan anter olgunlagmasina
kadar gecen giin sayisinin, 6-haftalik vernalizasyondan, 14 ve 20-giinliik embriyolardan

ve kontrollerden daha kisa oldugu belirlenmistir.

Brule-Babel and Fowler (1989), soguga en cok dayanabilen kiglik tahil cinsi cavdarin 1
adet yazlik ve 2 adet kigshik c¢esidinde soguk zorlanmasi ve vernalizasyon ihtiyacinin
kalittmin1 arastirmiglardir. Resiproklar dahil 6 melezleme yapan ve F,, F, ve Fi

popiilasyonlariyla calisan arastiricilar, genetik kaynaklardan bulasmay1 engellemek i¢in
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tiretim sirasinda diger cavdar popiilasyonlarindan fiziksel izolasyon uygulamigslardir.
Arastiricilar, caligmalariyla biyolojik farkliliklara ve dolayisiyla gen etkilesimlerinin
farkliligina dikkat cekmisler ve yazlik bitkide biiylime tipi i¢in bir dominant genin
determinasyonunun saglandigini, soguk zorlanmasinin da eklemeli etkisi olan genlerle

yonetilmekle birlikte diger faktorlerden de etkilenebilecegini belirtmislerdir.

Roberts (1989), soguga dayaniklilik, kislik-yazlik biiyiime tipi, rozet devresi biiyiime
tipi, soguga maruz kalmis bitkilerin boyu ve soguk uygulanmis bitkilerin yaprak
uzunlugunun kalitimi iizerine yapti§i arastirmada, Candet ve Candet-Rescue 5A ile
Winalta ve Winalta-Rescue 5A bugday cesitlerinin dolleriyle calismistir. Aragtirmasiyla
kromozom S5A iizerinde 2 lokusun ¢ok az bir boliimiiniin soguk zorlanmasiyla
olustugunu ortaya cikaran arastirici, bu lokusun bir boliimiiyle soguk zorlanmasini
kontrol ettigini, bir boliimiiyle de soguktan zorlanmis bitkilerin yaprak uzunlugunu
kontrol eden lokusa sikica baglanmis durumda oldugunu ve diger lokusun da kiglik-
yazlik biiyiime tipini gosteren Vrnl’e sikica baglanmis oldugunu belirtmistir. Bu
lokusun ayni zamanda rozet devresindeki biiyiime tipinin bir boliimiinii de kontrol
edebildigi iizerinde duran arastirici, Vrnl’in fark edilebilir sicakliklarda olustugunu ve
bir sekilde vernalizasyonun, soguk zorlanmasinin ve rozet devresindeki biiyiime tipinin

gelismesini hizlandirdigini vurgulamistir.

Gardner and Barnett (1990), bugday cesitlerinin (7riticum aestivum L.) giineydogu
Amerika’ya uyumlarinin arttirilmasit amaciyla vernalizasyon tepkileri {izerinde
calismislardir. Calismalarinda, bugday cesitleri ile bir tritikale cesidinin vernalizasyon
tepkilerinin belirlenebilmesi i¢in saksiya aldiklar bitkileri degisik periyotlarda dogal ki
sogugunun etkisine birakan ve c¢imlenen tohumlara buzdolabi sogugu uygulayan
arastiricilar, saksilara dikilmis bitkileri ya da vernalize edilerek saksilara ekilmis
tohumlar1 18 saat/giin uzunlugunun uygulandig sicak seraya almiglardir. Arastiricilar
bu uygulama sonucunda 3 tipte vernalizasyon tepkisi gozlemlemislerdir; (i) zorunlu
soguk (niteliksel): basaklanma icin 6-8 hafta soguklanma gereksinimi (Caldwell ve
Coker 983 ¢esitlerinde); (ii) uyarict soguk (nicel): 2-4 haftalik soguk uygulamalaryla,
kontrolden daha erken basaklanma (Florida 302, Hunter, Phoenix c¢esitlerinde); (iii)

dogal soguk: soguk uygulamalariyla uyarilma (Owens, Beagle 82 ve Florida 301
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cesitlerinde). Dogal soguga birakilmis ¢esitlerde basaklanmay1 sirasiyla Owens, Beagle
82 ve Florida 301°de gozlemleyen ve uygulanan sogugun artirilmasiyla basaklanmanin
geciktigini belirleyen arastiricilar, hem dogal olarak hem de buzdolabinda soguk

uygulamasinin etkili vernalizasyon yontemleri oldugunu vurgulamislardir.

Kato et al. (1990), kiiltiir ortamina kiikiirtlii asit ekleyerek ve soguk uygulayarak,
ayrilmis basaklarda basit bir kiiltiirleme yontemi olusturmuslardir. Ayrilmis basaklari,
100 g/L sukroz ve %0.075 kiikiirtlii asit iceren sivi ortamda oda sicakliginda
sterilizasyon yapilmadan, kiiltiire alan arastiricilar, olgunlasmamis tohumlara diisiik
sicaklik (5°C’de su banyosu) ya da vernalizasyon etkisi yarattig1 bilinen kimyasallar
uygulamiglardir. Arastiricilar, fotoperiyodik tepkiyi ve (cevresel etkilerden erken
etkilenme dolayisiyla) erken olgunlagsmayi, kinetin ve tripsin kullanarak azaltmislardir.
Kimyasal uygulamasinin olgunlagmamis embriyolarin  soguklanma ihtiyacini
etkilemedigini ancak, diisiik sicaklik uygulamasinin soguklanma ihtiyacini giiclii bir
sekilde etkiledigini belirleyen arastiricilar, kiiltiire alinmis ayrilmis basaklara
ciceklenmeden sonra 10. giinde diisiik sicaklik uygulandiginda, normal c¢imlenme
yetenegine sahip tamamen vernalize edilmis olgunlasmamis tohumlar elde edilecegi

sonucuna ulagmislardir.

Arumunganathan et al. (1991), delicenin (Lolium temulentum L.) 2 yabani popiilasyonu
Ba 9735 ve Ba 92392 ile calismislardir. Arastiricilar eksplant olarak biitiin tohumlar,
cikarilmis olgun embriyolar, basakta gelisen olgunlasmamis embriyolar, ¢ikarilmis
apikal meristem uglar1 ve olgunlasmamis embriyo kalluslar1 kullanarak, soguk
uygulamasinin  (2°C)  etkilerini  belirlemeyi amaglamislardir.  Ciceklenmeden
(anthesisten) 5 giin sonra, c¢ikarilmis embriyolar ve apikal meristem uglarini, sisirilmis
tohumlar gibi vernalize etmeyi basaran arastiricilar, basak icerisinde gelisen
embriyolara soguk uygulamasinin vernalizasyon etkisi yapmadigini belirlemislerdir.
Calismalarinin beklenmeyen bir sonucu olarak ayrilmis basaklara anthesisten sonra
degisik zamanlarda soguk uygulandiginda ve ardindan kiiltiire alindiginda, embriyolarin
bu uygulamaya tepki gostermedigini belirleyen arastiricilar, ayrica, anthesisten 5 giin
sonra, 8 hafta boyunca 2°C soguk uygulanan basaklarin vernalizasyona az da olsa tepki

verdigini vurgulamislardir.
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Whelan and Schaalje (1992), “Norstar” kishk bugday (Triticum aestivum L.)
tohumlarin1 ve olgunlagsmamis “Norstar” embriyolarindan elde ettikleri embriyonik
kalluslar1 vernalize etmislerdir. Tohumlarin, 6°C’de 8 hafta (12 saat fotoperiyod)
vernalizasyonun ardindan 20°C’de 18 saatlik fotoperiyodda biiyiitiildiikten 42 giin (6
hafta) sonra basaklandigini belirten arastiricilar, embriyonik kalluslarin vernalizasyonu
icin 6°C’de 8-12 haftanin gerektigini ac¢iklamiglardir. Arastiricilar, embriyonik
kalluslardan elde edilmis bitkilerin, topraga aktarildiktan sonra tekrar vernalizasyon
uygulanmadan 8-9 haftada basaklandigin1  belirlemislerdir.  Arastiricilar  bu
calismalariyla, biiyiitme kabinlerinde 1s1kli ortamda diisiik sicaklik uygulamasi
thtiyacin1 ortadan kaldirarak, vernalize olmus bitkiler elde etme yOntemini

olusturmuslardir.

Dubert et al. (1993), bitkinin yasina ve hormonlarina bagli olarak vernalizasyonun,
kislik bugday c¢esidi Grana’nin olgunlasmamis embriyolarina etkisi {izerinde c¢alisan
arastiricilar, tozlanmadan itibaren 10. giinden baglayarak, embriyolari izole etmis ve 4-8
hafta arasinda BAP (0.5 veya 20 mg/dm’), NAA (0.5 veya 20 mg/dm’), veya GA3 (0.5
veya 20 mg/dm’®) iceren MS ortaminda vernalize etmislerdir. Vernalize tohumlari
serada yetistiren arastiricilar GA3 uygulamasinin 18 giinden daha geng olan embriyolar
icin Oldiiriicii  olurken, daha yashh embriyolarda devamliligi artirdigimi, BAP
uygulamasinin ise genc¢ embriyolardan olusturulan bitkilerde basaklanma yiizdesini
artirdigin1 belirlemislerdir. Hormon uygulanmis bitkilerde vernalizasyonun etkisinin
artigim1 ve bitkilerin basaklanmasinin hizlandigin1 ancak, kisa ve daha az sayida
basakcik olustugunu gozlemleyen arastiricilar, cok geng embriyolarin yeterli diizeyde
depo oksine ve giberelline sahip oldugunu ve disaridan uygulanan GAj’nin, bunlarin
yarayighligini azalttigin1 ya da silici etki yaptigini agiklamiglardir. Ancak, embriyolar
yaslandik¢a giberelline gereksinim artmistir. Yeniden sentezlenme ya da giberellinin
aktivasyonu, vernalizasyonun ikinci asamasinda olmustur. Arastiricilar elde ettikleri bu
sonuglarla olgunlasmamis embriyonun vernalizasyon ihtiyacini giberellinle yerine
koymanin miimkiin olmasa da, disartdan hormon uygulamasinin kismi venalizasyon

etkisini artirdigini agiklamislardir.
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Chong et al. (1994), vernalizasyon ve tarladaki kislik bugdayin basak gelisiminde,
fizyolojik ve biyokimyasal degisimler arasindaki iliski iizerine yaptiklar1 calismada,
kontrol / vernalize olmus / vernalizasyon etkisinden kurtarilmis kishik bugdayin,
vernalizasyonun saptanmas1 agisindan giivenilir bir sistem oldugunu belirlemeye
calismiglardir. Arastiricilar kishik bugday (Triticum aestivum L. cv. Jingdang No 1)
tohumlarin1 ¢imlendirip, 0-4°C’de 30 giin boyunca biiyiitmiis ve vernalizasyon
asamasindan ¢ikarilmalarini, bitkileri 35°C’de karanlikta 5 giin boyunca tutarak
saglamiglardir. Kontrol materyalini ise vernalizasyonun ardindan 2 giin siireyle 25°C’de
tutan arastiricilar, molekiiler bazda yaptiklar1 bu calismalarinda, verc 17 geninin bir
bolimiiniin  kighk bugdayin vernalizasyonuyla yakindan ilgili bir gen dizisi
olabilecegini ve belki de ver/7’nin bugday icin yeni bir gen olabilecegini

aciklamiglardir.

Ortiz-Ferrara et al. (1995), kontrollii ¢evre kosullarinda ve yiiksek hava sicakliklarina
sahip tarla kosullar1 altinda, 20 bugday hattinin vernalizasyona ve fotoperiyoda
tepkilerini arastirmiglardir. Vernalizasyona duyarli-fotoperiyoda duyarsiz Pitic 62,
vernalizasyon ve fotoperiyoda duyarli Kabir 1 cesitlerini kontrol materyali olarak
kullanan arastiricilar, vernalize edilmis veya edilmemis tohumlar1 saksilara aktarmus, 8,
12 ve 16 saatlik fotoperiyodlu kabinlerde seraya veya biiylitme ¢emberlerine
yerlestirmiglerdir. Artan fotoperiyodla birlikte anthesis’e olan giin sayisinin azaldigini
ve vernalize edilmis bitkilerin, daha erken c¢iceklendigini belirleyen arastiricilar,
anthesis’e kalan giin sayis1 bakimindan serada ve biiyiitme ¢emberinde yetistirilen
bitkiler arasinda (r=0.88) belirgin bir korelasyon oldugunu ve biiylime tipi,
vernalizasyon ihtiyact ve tarlada basaklanma giinii, kontrollii ¢evrede vernalizasyon
tepkisi icin cok sayida genotipte tarlada yiiksek hava sicakliklarinda se¢melerin
yapilabilecegini ve ardindan bu materyalin sera kosullarinda fotoperiyodik tepkileri icin

gozlemlenebilecegini belirtmiglerdir.

Marcinska et al. (1996), Grana bugday c¢esidinin izole edilmis embriyolarin1 25°C’de 0,
3 ve 6 haftalik periyodlarda siirekli 151kl ortamda kiiltiire almis, ardindan 17 haftalik
kiiltiirleme ve 5°C’de 9 haftalik vernalizasyon ile kiiltiiriin devamini saglamiglardir. 9

haftalik vernalizasyonun, olgunlasmamis embriyolarin tam gelisimi i¢in yeterli
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oldugunu, embriyo dokusundan farkli olarak, kallus dokusunun uzun dénem
kiiltirlenmesinin vernalizasyon uygulamasini etkilemedigini ve ozellikle yeni izole
edilmis embriyolara soguk uygulandiginda kullanilabilir kallus miktarinin azaldigim
belirten arastiricilar, kallus dokusunun olusumunun bitkinin generatif gelisiminde etkili
genlerin ekspresyonlariyla ilgili olmasi nedeniyle vernalizasyon kosullarinin kalluslarin
bliylime hizin1 ve farklilasmasimi etkiledigini ancak, rejenere bitkilerin generatif

gelisimlerini etkilemedigini vurgulamislardir.

Sarhan et al. (1997), tahillarda donmaya tolerans1 anlamak i¢in kullanigli bir model olan
bugdayin wcesl120 gen ailesine iliskin olarak yapilan c¢alismalar1 derlemislerdir.
Arastiricilar  kighk  tahilllarin, kist  gecirmeleri ve  dondurucu  soguklara
dayanabilmelerinin iyi bir adaptasyon mekanizmasina sahip olmalarindan
kaynaklandigini, bu farkliligin genetik olarak diizenlendigini ve karmasik bir genetik
sistemi icerdigini vurgulayarak, bu sistemin dogasim ve diisiik sicaklikla
diizenlenmesini anlamak icin bugdayda (7riticum aestivum L.) donmaya toleransla ilgili
genlerin bircok arastirici tarafindan yapilan calismalar sonucunda belirlendigini ve
bunlarin smiflandirildigimi aciklamislardir. wes/20 gen ailesinin 12°den 200 kDa’ya
kadar degisen biiyiikliikteki bir protein grubunu kodladigin1 ve biyokimyasal, molekiiler
ve genetik analizlerin bu genin, Poaceae familyasina 6zgii oldugunu ve diisiik sicaklikla
calistigim belirten arastiricilar, WCS proteininin olusturulmasinin donma toleransiyla
dogrudan ilgili oldugunu ve yapilan analizlerde kislik tahillarda diisiik sicaklik geninin
calismast iizerinde vernalizasyonun diizenleyici kontroliiniin oldugunu ortaya

koymuslardir.

Holland et al. (1997), yulaf (Avena sativa L.) ¢esitlerinin biiyiime desenleri ve
vernalizasyon uygulamasinin (¢imlenen tohumlara soguk uygulamasi) gelismelerinde
gosterdigi farkliligi belirlemek amaciyla, basaklanma (sapa kalkma) giinii, bitki boyu ve
kardes sayisina iliskin verilerle vernalizasyonu kontrol eden genomik bdlgelerin,
Kanota (vernalizasyona duyarli) ve Ogle (vernalizasyona duyarsiz) yulaf cesitlerinin
melezlenmesinden elde edilmis kendilenmis rekombinant (RI) popiilasyonunda
haritalanmasi iizerinde ¢alismislardir. Arastiricilar Fg generasyonundan alinmis 71 adet

1slah hattinin bir tekrarina vernalizasyon uygulamis, diger tekrarina vernalizasyon
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uygulamadan biiylitme ¢emberinde yetistirerek, bitkilerdeki egilimi belirlemek amaciyla
561. lokusun genetik bagl haritasim1 kullanmis ve her uygulamaya iliskin 9’dan 16’ya

kadar baglant1 grubu ve baglantisiz lokus belirlemislerdir.

Chong et al. (1998), vernalizasyona duyarsiz transgenik bugday bitkisinde (Triticum
aestivum L. cv. Jingdong No.1) Zeng et al. (1994)’'nin belirlemis oldugu yontemi
kullanarak, ver geninin fonksiyonel analizi tizerinde calismislardir. Arastiricilar kislik
bugdayda vernalizasyonla ilgili ver203 geninin fonksiyonunu cDNA’nin transgenik
bitkide duyarsiz RNA olarak calistirllmasiyla belirlemeyi planlayarak, PBI221 i¢inde
CaMV promotoru, GUS geni ve NOS-terminatorii iceren bir verc203-GUS fiizyonu
yaratan plasmid olusturmuslardir. Bu yapiyr daha sonra polen tiipii yoluyla bitkiye
aktarmiglardir. Trangenik ve normal tohumlar1 ¢imlendirip, 28 giin siireyle 2°C
sicaklikta tutan arastiricilar, basaklarinin gozlenmesi igin biitiin bitkileri serada
yetistirmis ve vernalizasyonla basaklanmanin baski altina alinmis oldugu duyarsiz
transgenik bugday bitkilerini molekiiler analize almiglardir. Arastiricilar vernalize
edilmis kontrol bitkilerinde ve duyarli transgenik bitkilerde olgunlasma tamamlanana
kadar 326 adet vernalize edilmis transgenik kiglik bugday bitkisinden 6 tanesinde
basaklanmanin engellendigini ve kislik bugdayda VER203 proteininin basaklanma ve

basak gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini belirlemislerdir.

Ekmek¢i ve Terzioglu (1998), farkli biyolojik karakterdeki bes bugday (Triticum
aestivum L.) ¢esidinde (Cukurova-86, Atay-85, Lancer, Haymana-79 ve Bezostaya-1)
ana sap yaprak sayisi ve bayrak yaprak alam iizerine vernalizasyon, giin uzunlugu ve
151k siddetinin birlikte etkilerini incelenmislerdir. Vernalizasyonu 2+1°C’deki karanlik
odada, %80 nemde 0, 15, 30, 45 ve 60 giinde, ayrica yalmiz 14 saat giin uzunlugu ve
13.500 liiks 151k siddetinde 90 giinde gerceklestiren arastiricilar, Cukurova-86 ve Atay-
85’de kontrol ve tiim vernalizasyon uygulamalarinda, Lancer, Haymana-79 ve
Bezostaya-1’de ise 30, 45 ve 60 giin vernalizasyon uygulamalarinda yaprak cikiginin
tamamlandigim1 vurgulamislar ve yazlik cesit ile vernalize olmus kishik cesitlerde
vernalizasyon siiresinin artmasina bagl olarak yaprak sayist ve bayrak yaprak alaninin

azaldigini belirlemislerdir.
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Iwaki et al. (2000), Dogu Asya’daki eko-cografik farkliliklar1 belirlemek amaciyla Cin,
Kore ve Japonya’da yetistirilen yerel bugday cesitlerinin biiyiime tipleri, basaklanma
giinleri ve Vrn tiplerini arastirmiglardir. Yazlik tiplerin Ocak ayr ortalama
sicakliklarinin sirasiyla —7°C’nin altinda ve 4°C’nin iizerinde oldugu kuzey ve giiney
Cin’e adapte olurken, kislik tiplerin —7°C’den 4°C’ye kadar olan bolgelere adapte
oldugunu belirleyen arastiricilar, kuzey Cin’de yetistirilen ¢esitlerin ge¢ basaklandigini
aciklamislardir. Arastiricilar yazlik yerel cesitlerin genetik analizinde, her birinde 4 Vrn
geninin bulunma sikliginin da farkli oldugunu, Vrn3 geninin digerleri igerisinde en
genis ve en sik gozlenen gen oldugunu, onu Vrnl ve Vrn2’nin takip ettigini
belirlemislerdir. Vrn4 genini sadece 7 yerel cesitte belirleyen arastiricilar her
lokasyonda kis soguguna adaptasyonun sonucu olarak biiylime tipi ve Vrn genotipi
bakimindan farklilik gosteren 3 ekotipin dogu Asya’ya allopatrik olarak (degisik
bolgelerden koken alarak) dagildigini agiklamislardir.

Ekmek¢i ve Terzioglu (2000), farkli biyolojik karakterlerdeki bugday (Triticum
aestivum L.) ¢esitlerinde (Cukurova-86, Atay-85, Lancer, Haymana-79 ya Bezostaya-1)
ana sap ug¢ (apeks) veya basak ve ana sap uzunluklari ve ana sap capi {izerine
vernalizasyon, giin uzunlugu ve 151k yogunlugunun birlikte etkilerini incelemislerdir.
Vernalizasyon islemini 2£1°C’deki karanlik soguk odada, %80 nemde 0, 15, 30, 45 ve
60 giinde, ayrica yalniz kisa giin-diisiik 151k yogunlugunda 90 giinde gerceklestiren
arastiricilar, basaklanmanin Cukurova-86 ve Atay-85’de kontrol ve tiim vernalizasyon
uygulamalarinda; Lancer, Haymana-79 ve Bezostaya-1’de ise 30, 45 ve 60 giin
vernalizasyon uygulamalarinda tamamlandigini belirlemislerdir. Arastiricilar, yazlik
cesitlerde ana sap ug¢ veya basak uzunlugu ve ana sap ¢apinin, vernalizasyon siiresinin
artisina bagli olarak artarken; kishk cesitlerde gereksinim duyduklari vernalizasyon
siresinin arttigini, bu siireden sonra vernalizasyon siiresinin artisina bagli olarak

azaldigin1 vurgulamiglardir.

Xin and Browse (2000), bitkilerin dondurucu soguklara uyumu (aklimatizasyonu)
tizerine bir derleme yapmuslardir. Kislik bugdayda vernalizasyonu ve donmaya toleransi
kontrol eden 5 biiyiik lokustan 4’iiniin kromozom 5A(Vrnl), SD(Vrn3), 5SB(Vrn4) ve

7B(Vrn5) tizerinde haritalandigini belirten arastiricilar, Vrnl’in kromozom iizerindeki
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yerinin, arpadaki Sh2 geninin kromozom 7(5H) ve cavdardaki Sp/ geninin 5R
kromozomu iizerindeki yeriyle homolog oldugunu agiklamiglardir. Arastiricilar
vernalizasyon tepkisini kontrol eden genlerle donmaya toleransi kontrol edenlerin
birbirine siki sikiya bagli oldugunu ancak, bu iki ozelligin farkli genlerle kontrol
edildigini ve onemli lokuslarin detayli sekilde haritalanmasinin donmaya toleransa

yardimci olan genlerin belirlenmesine on ayak olacagini vurgulamiglardir.

Zamani et al. (2000), bugdayda (Triticum aestivum L.) in vitro anter kiiltliriiniin
ardindan dol verimli doubled haploid bitkilerin iiretimi i¢in biiyiitme ortamina ilave
edilen “cholchicine”in etkisi iizerine ¢alismiglardir. Arastiricilar, 1 kishik ve 2 yazlik
bugday c¢esidinin tohumlarin1 2 giin siireyle petri kaplarinda oda sicakliginda
cimlendirip, 7 haftalik biiyiitmenin ardindan bitkileri, bugday ic¢in gelistirilmis olan
biiylitme cemberinde (Tischner et al. 1997) yetistirmislerdir. Anter Kkiiltiirlerine
cholchicine uygulayan arastiricilar, vernalizasyonun ardindan rejenere bitkileri T3 iklim
programina almiglardir (Tischner et al. 1997). Arastiricilar, kislik bugday cesidi
kullanilarak “cholchicine” uygulamasiyla yiiksek tohum olusturma yetenegine sahip
bitki olusturulmasinin miimkiin oldugunu, “cholchicine” uygulamasindan sonra yiiksek
oranda tohum alindigin1 ve bu yontemin geleneksel anter kiiltiirii yontemlerine gore

daha 1yi sonug¢lar verdigini belirtmislerdir.

Iwaki et al. (2001), calismalarinda Dwarf A kislik bugdayinin monozomik hatlarini,
olusturucu Vrn2 geninin kromozomal yerinin belirlenmesi amaciyla kullanmiglardir.
Aragtiricilar Vrn2’yi tastyan isogenik hat Triple Dirk (B)’yi Dwarf A ile melezlemis,
elde ettikleri monozomik F;’leri kendilemis ve F, popiilasyonunu serada 24 saat siirekli
151kl1 ortamda 1sitmadan yetistirmislerdir. Bayrak yapragini basarili bir sekilde ¢ikaran
bitkileri yazlik, rozet devresinde kalanlar1 ise kishik olarak ayiran arastiricilar,
bekledikleri 3:1 oranimi gozlemlemis ve Vrn2’nin 5B*~7B" kromozomu iizerinde

olmasi gerektigini agiklamislardir.
Karsai et al. (2001), 21’1 yazlik, 17°si kishk ve 1°i alternatif olmak iizere, degisik

kokenli 39 arpa (Hordeum vulgare L.) cesidinin vernalizasyon tepkilerini, fotoperiyodik

duyarhiliklarimi, erkenciliklerini ve eko-klimatik uyum tiplerini incelemislerdir.
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Arastiricilar, yazlik arpa cesidinde ii¢ uygulamaya iliskin herhangi bir korelasyon
olmadigini, kislik arpalarda ise fotoperiyoda duyarlilik ve vernalizasyon tepkisi ile
fotoperiyoda duyarlihlk ve erkencilik arasinda negatif korelasyon oldugunu,
vernalizasyona tepki ve erkencilik arasinda ise pozitif korelasyon bulundugunu, ayrica
kishk arpa cesitleri arasinda fotoperiyoda duyarlilik, vernalizasyona tepki ve
erkencilikte, basaklanma zamani ve donmaya toleransta Onemli farkliliklar

belirlemislerdir.

Kato et al. (2001), yazhik ozellikli Vrn-DI geninin bugdayda tarlada basaklanma
zamanina etkisi iizerinde calismislardir. Arastiricilar, bu geni tasimayan
“Nanbukomugi” ve tasiyan “Nishikazekomugi” melezlerinin F, bitkilerinden Vrnl
genini iceren veya icermeyen rekombinant 1slah hatlarim elde etmis ve basaklanmanin 3
bileseni olan vernalizasyon gereksinimi, fotoperiyoda duyarlilik ve vernalize olmus
bitkilerin erkenciligini biitiin rekombinant 1slah hatlarinda belirlemislerdir. Arastiricilar
Vrn-D1 geni olan E hatlarinda erkenciligin bir¢cok kosulda kendini gosteren sabit
(duragan) bir ozellik oldugunu gosterir sekilde biitiin lokasyonlarda E hatlarin L
hatlardan 6nemli diizeylerde daha erken basaklandigini1 ve sonug olarak da erkencilik
gibi Vrn-DI geni ile saglanan yazlik o6zelligin tarladaki bagsaklanma zamanindan

sorumlu oldugunu ag¢iklamislardir.

Kole et al. (2001), ciceklenme zamanindaki cesitliligin bitki tiirlerinin farkli dogal ve
tarimsal cevreye adaptasyonundaki Onemini g6z Oniinde bulundurarak, Brassica
rapa’daki VFR2 ve Arabidopsis thaliana’daki FLC ciceklenme zamani genlerinin
homologlugunu arastirmiglardir. Arastiricilar VFR2’yi tasiyan bolgenin Brassica napus
ve aym Ozelligi kontrol eden bolgeye homolog oldugunu ve aym1 zamanda Arabidopsis
thaliana’nin bir cok c¢iceklenme zamani lokusunu tasiyan 5 no’lu kromozomu ile
homolog oldugunu belirlemislerdir. Geg allelin etkisinin neredeyse tamamen eklemeli
oldugunu agiklayan arastiricilar, A. thaliana’nin ¢iceklenme lokusunu, cDNA klonu
tarafindan belirlenen RFLP’nin, inceledikleri 414 gamette (<0,24 cM) VFR?2 ile tam
olarak ortiistiigiinii gozlemlemislerdir. Arastiricilar, FLC’nin, ciceklenmenin alicisi

oldugunu ve A. thaliana’nin ge¢-¢iceklenen kishik-tek yillik tipleri igin gerekli
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oldugunu, VFR2 nin FLC’ye homolog oldugunu ve A. thaliana’daki mekanizma gibi

ciceklenme zamanini kontrol edebilecegini vurgulamislardir.

Limin and Fowler (2001), cevresel baskilara tepki olarak bitkide hiicre c¢apinin
kii¢iiltiilmesinin 6nemli bir uyum 6zelligi olmasindan yola cikarak, bugdayda hiicre
capinin kalitimi ve vernalizasyon lokusu ile baglantis1 iizerinde ¢alismislardir. Kislik ve
yazlik tabiatli bircok bugday cesidini kullanan arastiricilar, bekgi hiicrelerinin ¢apinin
Fi;, F, ve F,’den elde edilen F; popiilasyonlarinda anaglardan ve Chinese
Spring/Cheyenne (CS/CNN) kromozom katlamali dizilerinden oldukca farklilik
gosterdigini, F; melezlerinin hiicre caplarinin anaglarin ortalamasina benzerlik
gosterdigini  aciklamiglardir. Arastiricilar  CS/CNN  kromozom katlamali = serileri
analizinde, CNN’nin 5A ve 5B kromozomunun her ikisinin de biiylime tipinin hiicre
capindan bagimsiz oldugunu, 5. grup kromozomlarin bugdayda hiicre capi iizerine
onemli etkileri olan homolog allelleri tasidiklarini ve bu bolgelerin hiicre ¢apini kontrol
etme ve diisiik sicakliga (LT) toleransla ilgili 6zelliklerinin 5. grup kromozomun Vrn

bolgesine ¢ok yakin oldugunu belirtmislerdir.

Mahzoofi et al. (2001) Diisiik sicakliga (LT) tolerans genlerinin, gelismeyle diizenlenip
diizenlenemeyecegi ile gelisme asamalar1 ve diisiik sicakliga (LT) tolerans genlerinin
calismast arasindaki iliskinin belirlenmesini amaclamislardir. 4°C’de 112 giine kadar 8
saatlik kisa giin (SD) kosullarinda ve 20 saatlik uzun giin (LD) kosullarinda
aklimatizasyonu saglanan, fotoperiyoda duyarli ve diisiik sicakliga toleransli 3 kiglik
bugday (Triticum aestivum L. em Thell) cesidini kullanan arastiricilar, 4°C’de 49
giinlik vernalizasyonun biitiin ¢esitlerde vernalizasyon i¢in yeterli oldugunu
belirlemiglerdir.  Arastiricilar ~ vernalizasyonun ardindan aklimatizasyonun LD
bitkilerinde bozulmasinin, iiretken doneme gecisi hizlandirdigimi ve tekrardan

aklimatize olma kabiliyetini sinirlandirdigini agiklamislardir.

Qian et al. (2001), Takhtajan siniflandirma sisteminin biitiin alt siniflarim1 temsil eden
Oryza sativa L., Nicotiana tabacum L., Brassica chinensis L., Hordeum vulgare Linn.,
Brassica oleracea L. ve Raphanus sativus L.’nin tohumlarin1 kullanarak, molekiiler

melezleme teknigiyle verc203’e (vernalizasyonla ilgili cDNA klonu) denk gelen DNA
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homologlarinin varligini arastirmiglardir. Southern blot analizinde celtik, bugday, arpa
ve Arabidopsis’te diisilk kopya sayist oldugunu; PCR iiriinlerinin melezlenmesine
iliskin sonuglarda ise bir cok bitkide verc203’e denk gelen genin korundugunu
belirleyen arastiricilar Verc203 geninin kislik bugdayda kok yerine plumulada faaliyet
gosterirken, Arabidopsis thaliana’da, verc203’e denk gelen genin 14 giinlik diisiik
sicaklikta calistigini ve Giberellinin Arabidopsis’te diisiik sicaklikta uygulanmasiyla

verc203 geninin ¢alismasini hizlandirabilecegini aciklamiglardir.

Barrett et al. (2002) calismalarinda yazlik (Vrn-B1; TDB) ve kishik (Vrn-Bl; TDC)
allelleri tasiyan yakin-izogenik hatlarin  melezlenmesinden elde edilen F,
popiilasyonlarini kullanarak basaklanmaya kadar olan giin sayisina resiproklarin etkisini
belirlemeyi ve Vrn-BI’e baghh markorleri genetik-baglanti analizi yoluyla tanimlamay:
amaclamiglardir. Calismalarinda TDB/TDC ve TDC/TDB resiprok haritalama
popiilasyonlarindan sirasiyla elde edilen 91 ve 89 progenin basaklanmaya ait verilerini
kaydeden ve 6nemli diizeyde (P<0,0001) resiprokluk ve dominanslik etkisi belirleyen
arastiricilar, gozledikleri 207 AFLP primer ciftinden ve 7 bugday mikrosatelliti
markoriinden sirasiyla iki ve bir adetinin SBL bugday kromozomu iizerindeki Vrn-BI’e
uzaktan baglantili oldugunu belirleyen arastiricilar, disi ana¢ se¢iminin resiproklarin
haritalanmasindaki 6nemini vurgulamis ve 3 VRN lokusunda da molekiiler markorleri

belirlediklerini aciklamiglardir.

Chauvel et al. (2002), tek yillik kighk ¢im bitkisi olan tilki kuyrugunun (Alopecurus
myosuroides) gelisimi ve biiylimesi iizerine vernalizasyonun etkisini ¢alismislardir.
A.myosuroides’in 3 popiilasyonunun dogal kis soguguna birakildig 2 tarla denemesi ve
buzdolabinda soguk uygulanan sisirilmis tohumlarinin kullanildig1 2 sera denemesi
yapan arastiricilar, ¢imlenme Oncesi asamada soguk bir donemin, sonraki fizyoloji
tizerinde Onemli bir etkisi oldugunu, gerilemenin serada erken siirgiin olusumu
nedeniyle vejetatif donemdeki vernalizasyonun en 6nemli etkisi oldugunu, ayrica kardes
sayisinda bir azalmayla sonuclanan biyolojik kiitle azalmasi nedeniyle bitki
morfolojisinin vernalizasyondan etkilendigini aciklamiglardir. Salkimin ¢ikis zamani ve
ana basaktaki yaprak sayisinin soguk uygulamasiyla azaldigimi belirten arastiricilar,

A.myosuroides’de kishk tahillarda gozlenen vernalizasyon ihtiyacinin kismi bir
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gereksinim olarak ortaya ciktiginmi ve popiilasyonlar icinde ve arasinda vernalizasyon

gereksiniminin polimorfizm gosterdigini vurgulamiglardir.

Holland er al. (2002), yulaf cesitlerinde vernalizasyonu ve fotoperiyodik tepkileri
kontrol eden genomik bolgelerin belirlenmesi {izerinde calismiglardir. Arastiricilar
yulafta fotoperiyod ve vernalizasyon tepkilerinin genetik temellerini belirlemek icin
biiyiitme cemberine alinan Ogle X TAM O-301’in haritalama popiilasyonlarinda 4
fotoperiyod ve vernalizasyon uygulamasi kombinasyonunda c¢iceklenme zamani icin
QTLs (Quantitative Trait Loci) haritalamas1 yapmisglardir. Birlikte uygulandiginda uzun
fotoperiyod ve vernalizasyonun genellikle ayn1 genomik bolge {izerinde sinerjik olarak
birbirini etkiledigini belirten arastiricilar, erken yazlik ekimin tohumlar iizerinde zayif
bir vernalizasyon etkisi yarattigini agiklamiglardir. Bu etkilerin hekzaploid yulafta
kromozomal diizenlemelerle ilgili olabilecegini belirten arastiricilar, yulaf ile diger ¢cim
bitkileri arasindaki karsilastirmali haritalamayla yulafta vernalizasyonun molekiiler

analizinin daha da kolaylasacagini vurgulamiglardir.

Appendino et al. (2003), Arjantin bugday cesitlerinde vernalizasyon gereksinimi ve
erkencilikteki varyasyonunun genisligini belirlemek amaciyla 68 cesit se¢mis ve
Arjantin cesitlerine ilave olarak vernalizasyon tepkileri agisindan netlik kazanmis olan
Bezostaja-1 (kislik), Sonora-64 (yazlik) ve Chinese Spring’i (alternatif) kontrol
materyali olarak kullanmislardir. Arastiricilar, inceledikleri cesitlerde vernalizasyon
gereksinimi ve erkencilikteki egilimin son 20 yillik donemde tersine dondiigiinii ve

belirgin bir vernalizasyon tepkisi ile zayif bir erkenciligin olustugunu agiklamislardir.

Sogutmaz (2003), Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoloji Boliimiinde yapmis oldugu
“Makarnalik Bugdaya (Triticum durum Desf.) Partikiil Bombardimani Yontemi ile
Belirleyici Gen Aktarimi” ¢alismasinda, makarnalik bugdaya (Triticum durum Desf)
partikiil bombardimani ile belirleyici gen aktarilmasina ve gen aktarilmis olgun
embriyolarin rejenerasyonuna olanak saglayan yontemleri arastirmistir. Arastirici,
degisik bombardiman atis mesafelerini ve basinglarmi, 1.0um ve 1.6 pm altn
parcaciklar1 kullanarak denemistir. Bombardiman yapilmis embriyolar {izerindeki GUS

aktivitelerinin Olctimiinii, gen gecislerindeki etkinligin belirlenmesi icin kullanan
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arastirict, 650 psi ve 1100 psi bombardiman basinglarinin, 6 cm atis mesafesinden
verimli sonuglar almistir. Arastirici, secme ajani, hygromisin-B antibiyotiginin derece
derece 30 mg/L yogunluga kadar yiikseltilmesiyle yapilan se¢melere dayaniklilik
gosteren bombardiman yapilmis dokulardan, toplam 5 adet rejenere bitki elde etmis
ancak, topraga aktarilan bu bitkiler vernalizasyon eksikligi nedeniyle generatif devreye

gecmemistir.

Wang et al. (2003), vernalizasyona gereksinim duyan bir ¢im bitkisi olan kamigssi
yumagin (Festuca arundinecea) tohumdan {iiretilmis, doku kiiltiiriiyle elde edilmis ve
transgenik bitkilerini kullanmuslardir. ilk optimizasyon ¢alismasindan sonra rejenere
bitkileri, transgenik bitkileri ve tohumdan-iiretilmis bitkileri, basaklanma tepkileri ile
tohum olusumlarinin belirlenmesi i¢in vernalize eden arastiricilar, transgenik ve
tohumdan-iiretilmis bitkilerin melezlenmesinden elde edilmis déllerin molekiiler analizi
sonucunda, transgenlerin, transgenik uzun yumaklarda Mendel kalittmin1 izleyen sabit

mayotik gecis gosterdigini belirlemislerdir.

Whitechurch and Snape (2003), bugdayla melezlendiginde kromozom kirilmalarina
neden olan Aegilops cylindirca’nin gametokidal kromozomunu kullanarak Chinese
Spring varyetesinde gelistirilen delesyon hatlar1 ile bu varyetede SAL ve SDL
kromozom kollarinda, vernalizasyonun saglanmasi ve saglanmamasi durumlarinda,
delesyon hatlarinin gelisimsel desenini ortaya koymayr hedeflemislerdir. Arastiricilar
Vrn-Al ve Vrn-DI’in yoklugunda ana sapta basaklanmanin baglamasi siiresinin Chinese
Spring cesidinden uzun veya esit olmakla birlikte, basak¢ik sayisinin azaldigint ve VRN
genlerinin bulunmadig1 delesyon hatlarinda vernalizasyona duyarliligin daha fazla

oldugunu belirlemislerdir.

Yong et al. (2003), farklilastirarak izleme yaklasimiyla, kishik bugday (Triticum
aestivum L.)’da vernalizasyonla baglantili VER2 genini izole etmisler ve 300 amino
asitten biri olan lektin benzeri bir protein oldugunu ve jakalin gibi GWG sahasim
icerdigini belirlemislerdir. Vernalizasyonun kaldirilmasinin VER2 geninin caligmasini
durdurdugunu belirleyen arastiricilar, transgenik bugdayda VER2’nin duyarsizliginin

engellenmesiyle, basaklanma ve olgunlagsma zamaninin, gen aktarimi yapilmamis ve
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bos pBIl121 vektoriiyle gen aktarilmis bugdaylara kiyasla 6 hafta geciktigini
gozlemlemislerdir. Duyarsizligi engellenmis transgenik bugdaylarda ayrica basagin tepe
noktasindaki doku bozulmasini fark eden arastiricilar kislik bugdaym vernalizasyonunu
gosteren isaretlerin olusumunda ve basak gelisiminde VER2’nin 6nemli bir rol

oynadigini agiklamiglardir.

Van Der Valk et al. (2004), olgunlagma siirecinin yemin besinsel igerigini azalttigi ¢cok
yillik yem bitkilerinden Ingiliz ¢cimi (Lollium perenne L.) ile calismislardir. Arastiricilar
basakli doneme gecisi geciktirmek icin sirasiyla misir ubiquitin promotoru, ¢eltik aktin
promotoru ve misir OSHI promotoruyla tasinan Arabidopsis ATHI genini Lollium
perenne L.’ ye aktarmis ve ATH| aktarilan bitkilerde basaklanmanin geciktigini ve bazi
bitkilerde basaklanmanin hi¢ meydana gelmedigini belirlemislerdir. Bu durumdaki
bitkilerde normal biiyiiyen meristemlerden normal dis1 ve yaprakli bir biiyiime 6zelligi
ile sonuglanan bir yap1 gelistigini aciklayan arastiricilar, ¢ok az sayida basakcik
olustugunu ve ATHI’in yem bitkilerine aktarilmasiyla basaklanmanin gecikmesinin,
cok yillik yem bitkilerinin yemlik kalitesini artirmak ic¢in kullanish olabilecegini

vurgulamiglardir.

Bernier and Perilleux (2005), basaklanma zamaninin kontroliine iligkin olarak yapilan
calismalar1 konu alan derlemelerinde bitkilerin bir ¢ok cevresel faktorden etkilendigini
belirtmislerdir. Arastiricilar giin uzunlugu ve vernalizasyon gibi tahmin edilebilen temel
faktorler olmakla birlikte, tahmin edilmesi giic olan faktorlerin de mevcut oldugunu
belirtmislerdir. Arabidopsis thaliana’da basaklanma zamanini kontrol eden bircok
genetik yol belirlendigini agiklayan arastiricilar artik calismalarin temel kontrol
faktorlerine ve hormonlarla (genel olarak giberellin) yapilan arastirmalara kadar

genisletildigini vurgulamiglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinde 2002-2004 yillari
arasinda 3 yil siireyle yiiriitiilen bu calismada boliimiin biyoteknoloji laboratuvari
(TUBITAK ve Ankara Universitesi Rektorliigii tarafindan desteklenen TOGTAG/1285
sayil1 proje ile kurulan) kullanilmistir. Deneme makarnalik Cakmak-79 (Triticum durum
Desf.) ve ekmeklik Gerek-79 (Triticum aestivum L.) bugday cesitleri ile kurulmustur.
Kullanilan c¢esitlerden Cakmak-79 alternatif, Gerek-79 ise kislik yapidadir. Daha once
bir ¢ok arastirmamizda bu ¢esitler kullanildigindan ve bu ¢esitlere ait in vitro teknikleri
ile kallus olusumu ve rejenerasyon Kkapasitesi parametreleri tarafimizca cok iyi
bilindiginden, bu arastirmada Cakmak-79 ve Gerek-79 cesitleriyle calisilmistir.

Cesitlerin ozellikleri asagida verilmistir.

Cakmak-79: Orta Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 1975 yilinda
melezleme yontemiyle elde edilmis ve 1979 yilinda tescil edilmistir. Alternatif gelisme
tabiathdir. 65-75 cm uzunlugundaki kisa ve saglam sap1 sayesinde yatmaya
dayaniklidir. Ozellikle sulanabilen alanlarda yiiksek verim vermektedir. Giibreye
reaksiyonu iyi olup, tane dokmez ve harman olma kabiliyeti iyidir. Rastik ve sar1 pasa
karst orta hassas, diger hastaliklara ise toleranshidir. Taneleri camsi ve amber

rengindedir. Bin tane agirlig1 43-48 gramdir.

Gerek-79: Eskisehir Zirai Arastirma Enstitiisii tarafindan melezleme yontemiyle elde
edilip, 1979 yilinda tescil edilmistir. Kiglik gelisme tabiatli cesit, soguga ve kuraga karsi
dayaniklidir. Kardeslenmesi yiiksektir. Giibreye reaksiyonu iyidir. Tane dokmez.
Harman olma kabiliyeti iyidir. Yetisme sartlarinin kisitli oldugu durumlarda da diger
cesitlere gore verim orani yiiksektir. Stirmeye dayanikli, paslara orta dayanikli, rastifa

kars1 hassastir. Yumusak beyaz taneli olup, bin tane agirligi 36 gramdir.
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Calismada kullanmilan Cakmak-79 ve Gerek-79 cesitleri 2001-2002 ekim sezonunda
yetistirilen ve hasattan sonra temizlenerek Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii ambarlarinda depolanan tohumlardan saglandi ve eksplant hazirligina

alindi.

3.2 Yontem

Kislik bugdayin in vitro kosullarda vernalizasyonunun saglanmasi amaciyla yapilan bu
calismada, vernalizasyon, olgunlagsmis embriyolardan elde edilen kalluslar ve rejenere
bitkiciklere uygulanmigtir. Bitki materyalinin saglanmasi, eksplant hazirhig,
sterilizasyon, embriyo gevsetme, ortam hazirligi, kallus olusumu ve kallus gelisimi
asamalarinin  ardindan, denemeye kallus vernalizasyonu ile devam edilmis,
rejenerasyon, bitkilerin yetistirilmesi ve fotograf cekimi asamalariyla deneme
sonu¢landirilmistir. Rejenere bitkicik vernalizasyonu ise, kallus olusumu ve kallus
gelisiminin ardindan, rejenerasyon ve rejenere bitkilerin vernalizasyonu ile kallus
vernalizasyonuna benzer sekilde, bitkilerin yetistirilmesi ve fotograf cekimi

asamalarindan olusmustur.

3.2.1 Eksplant hazirhg

Eksplant hazirligi, laboratuvar ¢aligmalarinin baslangict ve en 6nemli agamalarindan
biri olarak in vitro kiiltiiriiniin temelini olusturmaktadir. Bunun i¢in, arastirmada
kullanilan Cakmak-79 ve Gerek-79 bugday cesitlerinin iri tohumlar se¢ildi (Sayar vd.

1999) ve yiizey sterilizasyonu agsamasina alindi.

3.2.2 Yiizey sterilizasyonu

In vitro calismalarda, kurulan denemenin basarili bir sekilde sonuca ulagmasin
saglayan en Onemli asama sterilizasyondur. Calismanin her doneminde saglanan
basarinin icinde sterilizasyonun payi biiyiiktiir. Bu ¢alismada, sterilizasyon, kullanilan
malzemelerin, siv1 ya da kati ortamlarin ve eksplantin sterilizasyonu olmak {iizere ii¢

sekilde gerceklestirilmistir.
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3.2.2.1 Malzemelerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan malzemeler, kuru ya da buharl sterilizasyona uygun malzemeler
arasindan secildi. Cam malzemeler 1s1ya dayanikli kagitlara sarilarak kuru sterilizatérde
180°C sicaklikta 2 saat siireyle sterilize edildi. Bu malzemeler daha sonra, her steril
kabin calismas1 Oncesi %70’lik etil alkolle silinerek temizlenmis ve 10 dakika bos
olarak calistirilmis steril kabine alinarak, kagitlardan cikarildi ve kullamldi (Ozgen vd.

1998).

Steril kosullarda yapilan calismalarda, kuru sterilizatérde belirli bir siire bekletilerek
sterilizasyonu saglanan 1siya dayanikli cam malzemeler disinda, steril kabin igerisinde
kullanilan diger malzemelerin de sterilizasyonu gereklidir. Bu amacla, caligma sirasinda
steril kabinde siirekli bulunan ve hemen her asamada kullanilan pens ve bistiiri gibi
metal malzemelerin de yeteri kadar steril olmasi icin bu aletler kabin igerisinde %70’lik
etil alkol iceren kavanozda bekletilerek her kullanim 6ncesinde siirekli yanan dogalgaz
alevinden gecirildi. Boylelikle metal malzemelerden eksplanta bakteri ve mantar

cesitlerinin gecisi engellenmis oldu.

3.2.2.2 Ortamlarin sterilizasyonu

Steril kosullarda ve steril malzemelerle yapilan caligmada gerek kullanilan saf su
gerekse sivi ya da kati ortamlarin da sterilizasyonu gereklidir. Laboratuvarda en ¢cok
kullanilan malzemelerden biri saf sudur. Calismanin yiiriitiildiigii laboratuvarda, suyun
kaynatilip buharinin sogutulmas: ve bu yolla damitilmasi esasina dayanan destilasyon
yontemiyle elde edilen saf su, agzi kapatilabilen cam kavanozlara doldurularak
otoklavda sterilizasyon i¢in hazir hale getirildi. Otoklav, su buhar1 basinciyla
sterilizasyon yapmakta olup, saf su i¢in 121°C ve 15 psi basing altinda 25 dakikalik bir
stire yeterli olmaktadir. Bu calismada saf su gibi ¢okga kullanilan diger sivi ya da kat1
ortamlarin sterilizasyonu otoklav kullanilarak anlatildig1 sekilde yapildi. Otoklavlanma
isleminin ardindan steril hale gelen sivilar kapaklar1 sikica kapatilarak sogumaya

birakildi. Yeteri kadar soguduktan sonra steril kabine alinan steril saf sular yiizey

27



sterilizasyonu, ortamlar ise kallus olusumu, kallus gelisimi, vernalizayon ve

rejenerasyon asamalarinda kullanildilar (Ozgen vd. 1998).

3.2.2.3 Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Olgunlagmis tohumlarda yiizey sterilizasyonu, steril kabin igerisinde ve daha onceden
kuru sterilizatorde kullanima hazir hale getirilen malzemeler kullanilarak yapildi. Bu
amacla, steril kabin igerisine manyetik karistirici, cam kavanoz i¢cine %70’lik etil alkol
ve pens-bistiiri-kasik, yeteri kadar steril saf su ve siirekli yanan dogalgaz alevi
yerlestirildi. Yiizey sterilizasyonunun ilk agsamasinda daha dnceden hazirlanmis olan iri
tohumlar manyetik karistirici tizerinde %70’lik etil alkolde 5 dakika bekletildikten sonra
birkac kez durulandi. Ikinci asamada ise tohumlar ticari ¢amasir suyu (Sodyum
hipoklorit) icerisinde 20 dakika bekletildi ve yine birka¢ kez durulandi. Tamamlanan
yiizey sterilizasyonunun ardindan tohumlar embriyo gevsetme isleminin kolaylikla
yapilabilmesi amaciyla yine steril saf su icerisinde 33°C’de 2 saat siireyle bekletildiler

(Ozgen vd. 1998).

3.2.3 Ortam hazirhgi

Hiicre, doku ve organlar ancak uygun besin maddelerini iceren ortamda
gelisebilmektedir. Biitiin besin ortamlarinin temeli gerekli makro ve mikro elementlerin
mineral tuzlan ile, karbon kaynag olarak sekerin belirli miktarlarda karistirilmasidir.
Ancak, her bitki ve uygulanacak kiiltiir tiirli i¢in bu temel elementlere ¢esitli inorganik
ve organik bilesiklerden ilave edilmektedir. Cesitli arastiricilar tarafindan hazirlanmis
olan ve onlarin adlar1 ile anilan besin ortamlari bulunmakta olup, 5CS, MS, BS5, B, N,

SH,ve CC bunlara 6rnek olarak verilebilir.

Bu ortamlari laboratuvarda hazirlayip kullanmak miimkiin olsa da, ortamlarda kimyasal
maddeler cok kii¢iik miktarlarda kullanildigindan, her seferinde bunlar1 hazirlamak
sorun yaratmaktadir. Bu aragtirmada kallus gelisimi ve rejenerasyon asamalarinda hazir
paketler halinde MS (Murashige and Skoog 1962) ortami kullanildi. MS ortaminda

bulunan maddeler ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1 MS ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Yogunluk (mg/L)
Makro Elementler NH;NO; 1650
KNOs3 1900
CaCl. 2H,0O 440
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
Mikro Elementler Kl 0,83
H;BO; 6,2
MnS0O,.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H,0 8,6
Na;Mo004.2H,0 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025
CoCl,.6H,O 0,025
FeS0O,4.7H,O 27,8
Na,EDTA.2H,0 37,3
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Thiamine-HCI1 0,1
Glisin 2

3.2.3.1 Kallus olusumu ortaminin hazirlanmasi

Endosperm destekli olgun embriyolarda kallus olusumu yonteminin uygulandig
arastirmada, kallus olusumunun saglanmasi amaciyla sivi 2,4-D kullanildi. Ortam,
manyetik karistirict tizerine yerlestirilen beher igerisinde hazirlandi. Kallus olusumu

icin 8 mg/L 2,4-D kullanild1 ve ortamin pH’s1 5.8’e ayarlandi. Hazirlanan sivi ortam
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otoklavda 121°C’de, 15 psi basing altinda 25 dakikada steril edildi. Otoklavdan

cikarilan ortamdan kallus olusumu icin her bir petriye 7 ml kullanildi.

3.2.3.2 Kallus gelisimi ortaminin hazirlanmasi

Endosperm destekli olgun embriyo yontemi uygulanarak olusturulan kalluslarin
rejenerasyon asamasindan Once gelisimlerinin saglanmasi1 amaciyla belli bir siireyi
kallus gelisimi ortaminda gecirmeleri gerekmektedir. Denemede kallus gelisimi icin, 2
mg/L glisin, 20 mg/L sukroz, 7 mg/L. agar ve MS kullanild1 ve ortamin pH’s1 5.8’e
ayarlandi. Ortam 121°C’de, 15 psi basing altinda 25 dakikada otoklavda steril edildi.
Sterilizasyonu tamamlanan ortamlar, daha onceden steril edilmis 10 cm’lik petri

kaplarina dokiildii ve katilasmalarinin ardindan bu ortamlar kullanildi (Ozgen vd. 1998).

3.2.3.3 Rejenerasyon ortaminin hazirlanmasi

Gelisimlerini tamamlayan kalluslarda, siirgiin ve kok olusumu ve gelisimini saglamak
amactyla rejenerasyon ortami hazirlandi. Rejenerasyon icin yine 2 mg/L glisin, 20 mg/L
sukroz, 7 mg/L agar ve MS kullanildi ve daha Onceki ortamlar gibi steril edildi.
Hazirlanan rejenerasyon ortami yine steril kosullarda olmak iizere ilk rejenerasyon icin
10 cm’lik petri kaplarina, ikinci rejenerasyon icin ise magenta kaplarina dokiildii ve

katilaginca steril kosullarda kullanildi.

3.2.4 Kallus olusumu

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan ve steril kosullarda, steril saf su igerisinde 2 saat
stireyle 33°C’de tutulan tohumlar, kallus olusumunun saglanmasi i¢in steril kabinde
embriyo gevsetme islemine alindilar. Endosperm destekli olgun embriyolardan kallus
olusumu icin Ozgen vd. (1998) tarafindan gelistirilen yontemden yararlanildi. Bunun
icin, pens ve bistiiri yardimiyla embriyo, kalkancik tabakasimin hizasinda endosperme
yapisik oldugu yerden hafifce kaldirildi ancak embriyo tohumdan tamamen ayrilmadan
tohum iizerinde birakildi. Bu sekilde hazirlanan tohumlar karin kismi asagi gelecek
sekilde petri kaplarina yerlestirildi ve kallus olusumu i¢in hazirlanan 2,4-D ilave edildi.

Boylece ilave edilen 2,4-D ile kallus olusumu gerceklestirilirken, gereksinim duyulan
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besin maddeleri, embriyo ile baglantis1 kesilmeyen tohumdaki endosperm tarafindan
saglanmig oldu. Petri kaplar1 karanlik inkiibatére alindi ve 11 giin siireyle 26°C’de
tutuldu. Bu siire sonunda olusan kalluslar, gelisimlerinin saglanmasi i¢in kallus gelisimi

ortamina alindi.

3.2.5 Kallus gelisimi

Kallus asamasi olusumu takip eden kallus gelisimi ile siirdiiriildii. Bunun i¢in kalluslar,
(pens ve bistiiri yardimiyla) olustuklar1 tohumlardan ayrilarak kallus gelisimi icin daha
onceden hazirlanan ortama yerlestirildiler. Petri kaplar1 icindeki kalluslar, 26°C’deki

karanlik inkiibatérde 21 giin siireyle tutuldular.

3.2.6 Kallus vernalizasyonu

Tahillarin sapa kalkmalar1 i¢in gereksinim duyduklar1 ve dogada vejetatif donem
basinda, c¢imlenme-kardeslenme ve sapa kalkma arasinda fotosentez minimumu
yakinlarindaki sicakliklarda kalmalar1 olarak acgiklanan vernalizasyonun, in vitro
kosullarda ve kallus asamasinda denenmesi amaciyla kalluslar vernalize edildi. Kallus
vernalizasyonu i¢in petri kaplar1 igerisine kallus gelisimi amaciyla kullanilan ortama
yerlestirilen kalluslar, ortamlar1 tazelenerek 5°C sicakliktaki karanlik ortama
(buzdolab1) alindilar. Burada farkli haftalar boyunca (K, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 15 hafta)
tutuldular. 4 haftadan daha uzun siire vernalize edilen kalluslarda kullanilan ortamlar,
her 4 haftada bir yenisiyle degistirildi. Belirlenen siirelerde vernalizasyonlari

tamamlanan kalluslar rejenerasyon asamasina alindilar.

3.2.7 Rejenerasyon

Olusturulan kalluslarda siirgiin ve kok olusumu ve gelisiminin saglanmasi amaciyla

rejenerasyon uygulandi.

Eksplantlar kiiltiir kaplar1 icinde rejenerasyon ortamina yerlestirildikten sonra 1s1, 151k

ve nem bakimindan kontrollii iklim odasinda gelismeye birakildi.
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3.2.7.1 Vernalize edilen kalluslarda rejenerasyon

21 giin boyunca 26°C’deki karanlik inkiibatorde tutularak gelisimlerini tamamlayan ve
kallus vernalizasyonu icin belirlenen siirelerde (K, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 15 hafta)
vernalizasyonlarini tamamlayan kalluslar, rejenerasyonlarinin saglanacagi kosullara

aktarildilar.

Vernalize edilen kalluslar once petri kaplarindaki taze ortamlara aktarilarak rejenere
hale gelebilmeleri i¢in 4 hafta siireyle 16 saatlik fotoperiyodda (1500 Lux) ve 25£1°C
sicakliktaki kiiltiir odasinda biiyiitiildiiler.

Dort haftanin sonunda 10-12 mm yiikseklige ulasan rejenere bitkiler, ikinci bir 4
haftalik siireyi yine ayni kosullardaki kiiltiir odasinda ancak taze ortam igeren magenta
kaplar icinde gecirdiler. Bu siire sonunda bitkicikler 10-15 cm yiikseklige ulasti ve

rejenerasyon tamamlanmis oldu.

3.2.7.2 Vernalize edilmeyen kalluslarda rejenerasyon

Rejenere bitkicik vernalizasyonunda, 21 giinliik kallus gelisiminin ardindan kalluslar
rejenerasyonun saglanmasi amaciyla ortamlar1 tazelenerek kiiltiir odasina alindilar. 16
saatlik fotoperiyod ve 25*1°C’deki Kkiiltiir odasinda petri kaplar1 icerisinde 4 hafta

stireyle tutulan kalluslar, 10-12 mm uzunluga ulast1 ve rejenere hale geldiler.

Dort haftalik bir siirenin ardindan rejenere hale gelen kalluslar, bu defa icerisinde taze
ortam bulunan magenta kaplarina aktarildilar ve yine 16 saatlik fotoperiyod ve
25*1°C’deki kiiltiir odasinda tutularak 10-15 cm yiiksekliginde bitkicikler haline
geldiler.

3.2.8 Rejenere bitki vernalizasyonu

Kallus gelisimi ile petri kaplarinda ve magenta kaplarinda 4’er haftalik rejenerasyonun
ardindan 10-15 cm yiikseklige ulasan bitkicikler, rejenere bitkilerde vernalizasyon i¢in

ortamlar1 tazelenerek soguk ortama alindilar. Magenta kaplar1 i¢cinde 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve
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15 hafta boyunca Ankara’nin dogal iklim kosullarina (sicaklik ve 1s1k) 22.01.2004 —
04.04.2004 tarihleri arasinda maruz birakilan rejenere bitkiler, sadece rejenere bitkilerin
zarar gorebilecegi kadar diisiik gece sicakliklarinda, 4°C’ye ayarlanmis buzdolabina

yerlestirildiler.

Bu vernalizasyon siireleri boyunca 4 haftanin {izerinde soguga maruz birakilan
(soguklatilan) bitkiciklerin ortamlar1 her 4 haftada bir tazelenerek bulunduklar
ortamdaki bitki besin maddelerinin siirekli olarak gerekli diizeyde tutulmasi saglandi.
Ayrica deneme programi hem bitkilerin dogal gelisim siirecinde soguklatilma donemleri
hem de Ankara’da vernalizasyon etkisi yaratacak sicakliklarin olustugu donemler
dikkate alinarak yapildi ve bitkiciklerde vernalizasyonun denendigi bu siire boyunca her

giin Ankara’daki en yiiksek ve en diisiik sicakliklar kaydedildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Rejenere bitkilerde vernalizasyon uygulanan donemde Ankara’da en diisiik
ve en yiiksek sicakliklar

TARIH EN DUSUK SICAKLIK (°C) | EN YUKSEK SICAKLIK (°C)
22.01.2004 4,6 8,8
23.01.2004 -6,0 6,0
24.01.2004 -9,0 -3,1
25.01.2004 -8,2 -0,8
26.01.2004 -1,6 3,2
27.01.2004 -0,3 2,4
28.01.2004 2,1 2,0
29.01.2004 0,8 11,7
30.01.2004 4,4 7.4
31.01.2004 1,2 6,2
01.02.2004 -2,0 5,2
02.02.2004 -1,9 3,6
03.02.2004 1,0 5,2
04.02.2004 -0,1 5,6
05.02.2004 -4,2 4.4
06.02.2004 2,0 8,5
07.02.2004 34 14,8
08.02.2004 2,6 17,5
09.02.2004 2,2 13,9
10.02.2004 0,1 9,5
11.02.2004 -5,0 1,6
12.02.2004 -42 7.4
13.02.2004 -5,9 5,5
14.02.2004 -9,3 -5.4
15.02.2004 -13,4 -4,6
16.02.2004 -5,6 0,0
17.02.2004 -9,8 0,2
18.02.2004 -6,0 2,0
19.02.2004 -3,4 3,0
20.02.2004 -1,4 1,9
21.02.2004 -6,6 1,7
22.02.2004 -8,3 0,2
23.02.2004 -6,0 -0,2
24.02.2004 -2,8 9,8
25.02.2004 2,8 12,6
26.02.2004 59 16,4
27.02.2004 5,2 14,0
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Cizelge 3.2 Rejenere bitkilerde vernalizasyon uygulanan donemde Ankara’da en diisiik
ve en yiiksek sicakliklar (devam)

TARIH EN DUSUK SICAKLIK (°C) | EN YUKSEK SICAKLIK (°C)
28.02.2004 12,2 19,1
29.02.2004 12,1 16,4
01.03.2004 85 16,0
02.03.2004 4,8 15,5
03.03.2004 2,0 14,0
04.03.2004 5,6 14,6
05.03.2004 -1,0 13,8
06.03.2004 -3,9 0,3
07.03.2004 -7,0 1,6
08.03.2004 -5,9 6,1
09.03.2004 -4,3 10,4
10.03.2004 1,6 10,0
11.03.2004 0,0 52
12.03.2004 -3,0 7,6
13.03.2004 1,0 6.8
14.03.2004 -2,2 6,6
15.03.2004 -3,2 9,2
16.03.2004 -0,4 13,0
17.03.2004 -1,6 10,7
18.03.2004 2,6 10,4
19.03.2004 -1,2 11,4
20.03.2004 -1,2 17,0
21.03.2004 0,6 19,4
22.03.2004 4,2 21,8
23.03.2004 2,8 23,0
24.03.2004 8,0 22,9
25.03.2004 7.8 17,8
26.03.2004 6.4 17,0
27.03.2004 11,2 18,2
28.03.2004 12,8 23,0
29.03.2004 54 17,9
30.03.2004 -0,2 12,4
31.03.2004 0,6 13,8
01.04.2004 1,8 16,0
02.04.2004 54 14,2
03.04.2004 -3,0 10,6
04.04.2004 -4.4 7,8
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3.2.9 Bitkilerin yetistirilmesi

Gerek kallus vernalizasyonu sonunda 16 saatlik fotoperiyod ve 25+1°C’de magenta
kaplar1 igerisinde, kiiltiir odasinda yetistirilerek 10-15 cm yiikseklige wulasan
bitkiciklerde, gerekse aym kosullardaki kiiltir odasinda yetistirilerek 10-15 cm
yiikseklige ulasan ve ardindan vernalize edilen bitkiciklerde en 6nemli asamalardan biri,
bu bitkiciklerin yiizey sterilizasyonundan itibaren bulunduklar1 yapay ve steril

ortamlardan alinarak toprakli saksilara aktarilmasi ve yasamalarinin saglanmasidir.

Kiiltiirdeki bitkilerin topraga aktarilmasi ve yasamin siirdiirmesi oldukca gii¢
oldugundan, kiiltiirlerin sera ya da tarlaya aktarilmadan ©Once bir ara donem ile
alistirilmasi (aklimatizasyonu) gerekmektedir. In vitro kosullarda yetistirilen bitkilerde
stomalarin acik olmasi, birim alandaki stoma sayisinin cok fazla olmasi ve kiitikiilar
tabakada mumsu yapinin olmamasi gibi nedenlerle, normal kosullara alindiginda asiri
derecede su kayb1 olmaktadir. Bunu 6nlemek amaciyla bitki normal ortama alindiginda

asirt nemli bir gecis doneminde alistirilmasi yapilmaktadir.

Dolayisiyla gerek kallus vernalizasyonu gerekse rejenere bitkicik vernalizasyonu
sonunda iklim odasina aktarilacak hale gelen bitkicikler, 1:1:3 oraninda kum, perlit ve
turba topragi karisimindan olusan saksilara aktarilarak 25+1°C’de 16 saatlik
fotoperiyodda 30 giin siireyle biiyiitiildiiler. %90’1a baslayan ortam nemi periyodik
olarak azaltilarak bitkiler alistirlldi ve 30 giiniin sonunda yasayan bitkiler seraya

alindilar.

3.2.10 Sera asamasi

Iklim odasinda kum, perlit ve turba topragi karisimi iceren saksilarda, 16 saatlik
fotoperiyod ve 25+1°C’de yetistirilerek belli bir biiyiikliige ulagan bitkiler normal iklim
kosullarina uyum saglayabilecek hale geldiler. Bu asamadan sonra bitkiler seraya
alinarak burada 30 giin siireyle biiyiitiildiiler. Seraya alinan bitkiler govde ve kok
gelisimlerini, dolayisiyla da uyumlarimi sagladilar. Bu asama sonunda bitkilerde basak

olusumlar1 gozlendi.
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3.2.11 Fotograf cekimleri

Denemenin de her asamasinda elde edilen sonuglarin fotograflar ¢ekildi. Cekimlerin bir
kismi Sony digital video camera recorder (Model no: DCR-IP220E) ile CarlZeiss
Vario-Sonner 1,8/4,5-45 120xdigital zoom mercek kullanilarak 2,11 megapixels (Gross)
ve 1,92 megapixels (effective/still) ¢oziiniirliikte yapildi, bir kismui ise standart fotograf

makinesinde 100 asalik renkli film kullanilarak yapildi.

3.2.12 Verilerin elde edilmesi

Calisma sirasinda her iki yOnteme iliskin olarak istatistiki degerlendirmelerin

yapilabilmesi icin ¢esitli asamalarda dl¢timler yapildi.

Kallus olusum yiizdesi, kallus olusumu asamasi sonunda her petride olusan kalluslar

sayilarak ve yiizde degerlere cevrilerek belirlendi.

Kallus agirligi, kallus vernalizasyonu uygulanan kalluslar icin kallus gelisiminin sonu
kallus vernalizasyonunun baglangic asamasi olan 21. giin sonunda, rejenere bitkicik
vernalizasyonu i¢in ise yine kallus gelisiminin sonu olup, bu defa olusan kalluslarin
siirglin olusumunu baslatmak amaciyla rejenerasyon ortamina aktarilmadan onceki 21.

giin sonundaki taze agirlik olarak belirlendi.

Rejenerasyon kapasitesi, rejenerasyon asamasi sonunda rejenere hale gelen kalluslarin,
siirenin basinda rejenerasyon ortamina yerlestirilen kalluslara olan orami olarak
hesaplandi. Kiiltiir etkinligi ise rejenerasyon asamasit sonunda rejenere hale gelen

kalluslarin, deneyde kullanilan embriyo sayisina orani olarak belirlendi.
Uygulanan kiiltiir asamalart sonunda kok ve yaprak olusturarak toprakli saksilara

aktarilan bitki sayilari, saksiya aktarilan bitki sayisi; bagak olusturan bitkilerin sayisi ise

basakl1 bitki sayis1 olarak belirlendi.
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3.2.13 Verilerin degerlendirilmesi

Cakmak-79 ve Gerek-79 cesitlerinde iki farkli vernalizasyon yontemi ve 8 farkli
vernalizasyon siiresi icin 3 tekrarlamali olarak yiiriitilen bu c¢alismada, incelenen
karakterler icin ayr1 ayri elde dilen veriler MSTAT-C programi kullanilarak istatistiki
analizleri yapildi. Vernalizasyon haftalar1 arasindaki farkin belirlenmesinde varyans
analizi ve Asgari Onemli Fark (AOF) testinden, vernalizasyon yontemleri arasindaki

farkliligin belirlenmesinde ki-kare bagimsizlik testinden yararlanildi (Diizgiines 1983).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ulkemiz tarrminda hem yetistiricilik hem de genetik materyal olarak onem tasiyan
Cakmak-79 ve Gerek-79 bugday cesitlerinde; olgunlasmis embriyolardan endosperm
destekli kallus olusumu yontemi uygulanarak elde edilen kalluslar ile bunlardan olusan
rejeneratif bitkilerin vernalizasyonlarinin in vitro kosullarda saglanma potansiyellerinin
belirlenmesine yonelik olarak yapilan gozlemlerden elde edilen sonugclar ile tartisma ve

degerlendirmeler bu boliimde sunulmustur.

Arastirmada, Cakmak-79 ve Gerek-79 bugday cesitlerinin olgun taneleri endosperm
destekli kallus olusumu yontemi uygulanmak iizere, 2,4-D iceren sivi ortama
konulduktan 3-4 giin sonra kallus olusumu baslamis ve 11 giin sonunda olusumunu
tamamlayan kalluslar (Sekil 4.1), kallus gelistirme ortamina alinmistir. Kalluslar, kallus
olusum oranlari ile kallus agirliklar1 belirlenerek, 5°C’de belirli siirelerde (K, 2, 4, 6, 8,
10, 12 ve 15 hafta) uygulanan vernalizasyon sonrasinda rejenerasyon ortamlarina
alimmis ve 1 hafta sonunda rejenere hale gelmeye baslayan bitkicikler 1 ay siireyle petri
kaplarinda, 1 ay siireyle de magenta kaplarinda uygun besi ortami icerisinde kalarak
rejenerasyon asamasini tamamlamislardir. Iklim odasindaki alistirma doneminden sonra

seraya alinan bitkilerde, bitki gelisimi ile basak olusumlar1 gézlenmistir.

Rejenere bitkiciklerde vernalizasyon uygulamasinda ise, endosperm destekli kallus
olusumu yontemi uygulanarak, 2,4-D iceren s1vi ortamda 3-4 giin icerisinde baglayan ve
11 giin sonunda olusumlar1 tamamlanan kalluslarda, yine uygun ortamda kallus gelisimi
saglanmis ve 21 giin sonunda, kallus olusum oranlari ile kallus agirliklart belirlenerek
rejenerasyon ortamina yerlestirilmislerdir. Bir ay siireyle petri kaplarinda, 1 ay siireyle
de magenta kaplan igerisinde olmak {izere toplam 2 aylik siirede rejenerasyonlarini
tamamlayan bitkiciklerde, uygulamaya vernalizasyonla devam edilmigtir. Belirli
siirelerde (K, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 15 hafta) vernalize edilen ve iklim odasi ile serada
yetistirilen bitkilerin vernalizasyonun etkisine bagli olarak bitki gelisimi ile basak

olusumlar incelenmistir.
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Sekil 4.1 Cakmak-79 ve Gerek-79 cesitlerinde endosperm destekli olgun embriyolarda
kallus olusumu yontemiyle elde edilen kalluslar.

4.1 Cakmak-79 Cesidinin Kallus Asamasindaki Vernalizasyona Tepkileri

Olgun embriyolarda endosperm destekli kallus olusumu yontemiyle Cakmak-79
cesidinden elde edilen kalluslar, bu asamada vernalize edildiginde, kiiltiirlerden elde

edilen verilere uygulanan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Cakmak-79 cesidinde kallus vernalizasyonuna iliskin varyans analizi
sonuglar1 (Kareler Ortalamasi)

V.K. S.D. K.O. KA. E.B.K.A. R.K. K.E. S.A.B.S. | B.B.S.
Tekerriir 2 21,8 0,06 0,00 18,34 7,29 0,97 0,5
Vern.Siire.
7 102,2% | 0,49%* 0,001 %** 1.526,89%* | 1.578,57** 10,09%*:* 1,71%*
(Haftalar)
Hata 14 29,1 0,06 0,00 55,47 33,48 0,327 0,643

(S.D.: Serbestlik Derecesi, K.O.:Kallus Olusumu, K.A.: Kallus Agirligi, E.B.K.A.: Embriyo Bagina Kallus Agirligs,

R.K.: Rejenerasyon Kapasitesi, K.E.: Kiiltiir Etkisi, S.A.B.S.: Sakstya Aktarilan Bitki Sayis1, B.B.S.: Basakl Bitki sayis1)
*) Ortalamalara iliskin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.

*#*) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.

Cizelge 4.1°de goriildiigi gibi incelenen o6zellikler bakimindan kallus olusumu ve
basakli bitki sayist %5 diizeyinde; kallus agirligi, embriyo basina kallus agirligi,
rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir etkisi ve saksiya alinan bitki sayis1 ise %1 diizeyinde
onemli bulunmustur. Benzer sekilde delice (Lolium temulentum) ile calisan ve bir¢ok
eksplant kullanan Arumunganathan er al. (1991), olgunlasmamis embriyolara 2°C’de
uyguladig1 vernalizasyonda basakc¢ik sayisinin etkilenmedigini ancak incelenen diger

ozelliklerin vernalizasyon haftasina gore farkliliklar gosterdigini belirlemislerdir.

Kallus olusumunda farkli grup sayis1 %1’e gore 3 ve %5’e gore 6 olarak belirlenirken,
kallus agirlig1 ve embriyo basina kallus agirliginda vernalizasyon siireleri 5 farkli gruba
diismiistiir. Bu siireler rejenerasyon kapasitesi icin 6 olarak belirlenirken, kiiltiir
etkisinde %1’°e gore 6 ve %5’e gore 5, saksiya alinan bitki sayisinda ise %1’e gore 5 ve
%5’e gore 6 farkli grupta toplanmustir. Basakli bitki sayisinda ise farkli grup sayilari

9%1°e ve %5’e gore 3 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2°de kallus olusumunun %80,00-96,67, kallus agirhginmin 1,06-2,48 g,
embriyo basina kallus agirliginin 0,07-0,13 g, rejenerasyon kapasitesinin %22,47-93,13,
kiiltiir etkisinin %?20,00-90,00, saksiya alinan bitki sayisinin 4-19 adet, basakli bitki

sayisinin 3-9 adet arasinda degistigi goriilmektedir.
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(44

Cizelge 4.2 Cakmak-79 cesidinde kallus vernalizasyonuna iliskin kiiltiir tepkileri

;]i":::crall.eri Kallus Olusumu Kallus Agirh@ Embriyo vBastna Rejene.rasxon Kiiltiir Etkisi’ Saksiya Alman Bitki Basakh Bitki
(Haftalar) (%) (€] Kallus Agirhg (g) Kapasitesi' (%) (%) Sayisi Sayisi
K 9500 ab 1 202 b 12 011 bc 12 7390 b 2 7000 b 2 9,00 d 3 6,00 ab 12
2 9500 ab 1 192 be 12 0,10 bc 12 5787 ¢ 23 5500 ¢ 3 1600 b 12 30 b 2
4 8667 bed 12 g5 pe 2 0,11 ab 12 6393 bc 2 5500 ¢ 3 1900 a 1 900 a 1
6 8000 d 2 157 ¢ 23 0,10 be 2 4373 d 34 3500 d 4 1,00 cd 3 6,00 ab 12
8 96,67 @ 1 248 a 1 0,13 a 1 9313 a 1 90,00 a 1 13,00 ¢ 23 900 a 1
10 86,67 bed 12 170 be 2 0,09 bc 2 36,50 d 45 3167 d 45 9,00 d 3 6,00 ab 12
12 90,00 abc 12 163 bc 23 0,09 c 23 2247 e 5 2000 e 5 4,00 e 4 300 b 2
15 8500 cd 12 106 d 3 0,07 d 3 4320 d 34 3667 d 4 13,00 ¢ 23 600 ab 12
Toplam 14,23 0.8 84 48
Ortalama 89,3742,06 1,7840,14 0,100,006 54,34%7,97 49,17+8,11 11,75+1,63 6+0,80
AOF(%5) 9,434 0,4430 0,01751 13,04 10,13 4,17 421
AOF(%1) 13,09 0,6149 0,02431 18,10 14,06 3,01 5.85

') Rejenere olabilen kalluslarin sayisi (yesil noktali nodiiler kalluslarin sayist)/olusan tiim kalluslarin sayist *100

%) Rejenere olabilen kalluslarin sayisi/kiiltiire alinan embriyo sayisi*100

*)Ortalamalara iliskin farkli harfler %35, farkli rakamlar ise %1 diizeyinde farkli gruplar gostermektedir.



Sekil 4.2 Cakmak-79 cesidinde kallus vernalizasyonu uygulamasinda 8 hafta boyunca
soguk uygulanan kalluslar

Kallus asamasinda vernalize edilen Cakmak-79 cesidinde, incelenen oOzellikler
bakimindan en yiiksek degerler, 8 hafta kallus vernalizasyonu uygulanan kiiltiirlerden

elde edilmistir (Sekil 4.2).

Benzer sonuclar Sharma and Mascia (1987) tarafindan da ortaya konulmustur. Kislhik
bugday  genotiplerinde  olgunlasmamis  embriyolarla  calisan  arastiricilar,
vernalizasyonun saglanma ylizdelerinin en yiiksek 6 haftalik vernalizasyonda
gerceklestigini ve bu oranin %48,7-100 arasinda oldugunu, vernalizasyon tepkisinin
genotiplere gore biiylik farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir (Sharma and Mascia
1987). Benzer calismalar yapan Gardner and Barnett (1990) de genotipe gore
degismekle birlikte, 6-8 haftalik soguk uygulamasinin genellikle vernalizasyon
gereksiniminin karsilanmasi icin yeterli oldugunu belirtmislerdir. Bulgularimiz, bu

sonuclarla benzerlik gostermektedir.
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4.2 Gerek-79 Cesidinin Kallus Asamasindaki Vernalizasyona Tepkileri

Gerek-79 cesidinde endosperm destekli kallus olusumu yontemiyle olgun embriyolarda
kallus asamasinda vernalize edilen kalluslardan alinan verilere uygulanan varyans

analizi sonuglart Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3’de de goriildiigii gibi kallus olusumu, kallus agirligi ve embriyo basina
kallus agirligr agisindan vernalizasyon haftalart arasindaki farkliligin onemli olmadig:
(P>0,05) goriilmektedir. Gerek-79 cesidinde rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir etkisi,
saksiya alian bitki sayis1 ve basakli bitki sayis1 bakimindan uygulamalar arasindaki

farkliliklar ise onemli (P<0,01) olarak belirlenmistir.

Bu farkliliklarin nedenini belirlemek icin yapilan AOF testi sonuclar1 Cizelge 4.4’de
verilmistir. Gerek-79 cesidinde kallus asamasinda vernalizasyon uygulamasinda,
rejenerasyon kapasitesine iliskin vernalizasyon siirelerinin %1’e gore 7, %5’e gore 5
farkli gruba diistiigii goriilmektedir. Vernalizasyon siireleri kiiltiir etkisi agisindan %1’e
gore 6 ve %5’e gore 5 farkl grupta toplanirken, saksiya alinan bitki sayisit ve basakli

bitki sayis1 agisindan bu siireler %1 ve %5’e gore 4 farkli gruba diismiistiir.

Cizelge 4.3 Gerek-79 cesidinde kallus vernalizasyonuna iligkin varyans analizi
sonuglar (Kareler Ortalamast)

V.K. S.D. K.O. K.A. | EB.K.A. R.K. K.E. S.A.B.S. B.B.S.
Tekerriir 2 38,54 0,06 0,00 12,13 7,87 0,125 1,625
Vern. Siire.
7 99,40 0,31 0,001 1.117,26%* | 674,57** | 60,708%*%* 34,66%*
(Haftalar)
Hata 14 123,06 0,26 0,001 74,12 56,45 0,89 2,339

*) Ortalamalara iliskin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.
*#*) Ortalamalara iliskin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
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Cizelge 4.4 Gerek-79 cesidinde kallus vernalizasyonuna iligkin kiiltiir tepkileri

Vern.

Embriyo

Siireleri gﬂ;‘:ﬂnu %) fgalli‘l‘lfgl (@ BamnaKallus ﬁ?;:;‘t'::l’{"“ () Kiltiir Etkisi® (%) SB’;‘:‘;‘& ;’:;“a“ g:;‘f‘sll‘h Bitki
(Haftalar) Agirhg (g)
K 82,00 1,815 0,11 6127 ab 123 5000 ab 12 1700 ¢ 3 300 ¢ 3
2 88,00 1,780 0,10 6333 a 12 5167 ab 12 2400 b 2 1200 b 23
4 85,00 1,465 0,08 4737 bc 23 4000 be 2 3600 a 1 21,00 a 12
6 90,00 1,205 0,07 7053 a1 6000 a 1 3600 a 1 2400 a 1
8 93,00 1,990 0,11 41,67 ¢ 34 4167 be 2 3900 a 1 2700 a 1
10 93,00 1,883 0,10 227 d 45 2167 d 34 1000 d 4 600 bc 3
12 88,00 1,482 0,08 1627 d 5 1600 d 4 7,00 d 4 300 ¢ 3
15 77,00 1,122 0,07 4813 bc 23 3500 ¢ 23 800 d 4 300 ¢ 3
Toplam 12,742 0,72 - - 177 99
Ortalama  87,00+1,95  1,5930,11 0,090,017 46,36+6,82 39,50+5,30 22,13+4,77 12,3843,61
AOF(%5) 15,08 13,16 4,95 8,04
AOF(%1) 20,93 18,26 6,87 11,15

') Rejenere olabilen kalluslari sayisi (yesil noktali nodiiler kalluslari sayis1)/olusan tiim kalluslarin sayis1 *100
%) Rejenere olabilen kalluslarin sayisy/kiiltiire alinan embriyo say1si*100

*)Ortalamalara iliskin farkli harfler %5, farkli rakamlar ise %1 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.



Sekil 4.3 Gerek-79 ¢esidinde 6 hafta vernalizasyon uygulanmis kalluslarda rejenerasyon
baslangict

%1 ve %5’e gore farkliliklarinin 6nemli olarak belirlendigi rejenerasyon kapasitesi
%16,27-70,53, kiiltiir etkisi %16-60, saksiya alinan bitki sayis1 7-39 adet, basakli bitki

sayis1 3-27 adet arasinda degismistir.

En yiiksek rejenerasyon kapasitesinin (%70,53) ve en yiiksek kiiltiir etkisinin (%60) 6
haftalik vernalizasyon uygulamasindan (Sekil 4.3), en yiiksek bitki sayisimin ise
ortalama 39 bitki ile, en fazla basakli bitki sayisinin 27 bitki ile 8. haftada oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.4). Sharma and Mascia (1987), olgunlasmamis embriyolarda 3
ve 4 haftalik vernalizasyonun bazi kiglik genotiplerde beklenen etkiyi yaratmadigini ve
vernalizasyonun saglanamadigini belirtmislerdir. Vernalizasyon tepkisine etki eden
faktorleri cesit, uygulama siiresi, uygulama yontemi, bitkinin gelismislik devresi ve
biiyiitme hormonlar1 oldugunu belirten Whelan and Schaalje (1992)’de olgunlagsmamis
embriyo Kkiiltiirlerinden elde edilen bitkilerin basak olusturabilmesi i¢in 4 haftalik
vernalizasyona gereksinim duydugunu, ancak olgunlasmis embriyolarda 6 haftanin

gerektigini belirtmislerdir.
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4.3 Cakmak-79 Cesidinin Rejenere Bitkicik Vernalizasyonuna Tepkileri

Endosperm destekli kallus olusumu yontemiyle elde edilen kalluslardan gelistirilen
rejenere Cakmak-79 bitkiciklerinde, bu asamada vernalizasyon uygulamasinda, elde

edilen verilere yapilan varyans analizinin sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge’den incelenen oOzelliklerden kallus olusumu, kallus agirli§i, embriyo basina
kallus agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve basakli bitki sayisi bakimindan uygulama
stireleri arasindaki farkliliklarin istatistiki acidan 6nemli olmadig1 (P>0,05), kiiltiir etkisi

ve sakstya alinan bitki sayisinin 6nemli oldugu (P<0,01) goriilmektedir.

Bu farklarin belirlenmesi icin yapilan AOF testi sonuglari ise Cizelge 4.6’da verilmistir.
Cizelge’den kiiltiir etkisi agisindan vernalizasyon siirelerinin %1’e gore 3, %5’e gore 2
grupta toplandigi, saksiya alinan bitki sayis1 bakimindan ise bu siirelerin %1’e gore 3,

%5’ e gore 6 gruba diistiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkiciklerde vernalizasyona iliskin varyans
analizi sonuglar1 (Kareler Ortalamasi)

V.K. S.D. K.O. K.A. E.B.K.A. R.K. K.E. S.A.B.S. B.B.S.
Tekerriir 2 47,57 0,12 0,000 27,52 15,88 1,125 0,375
Vern. Siire.
7 111,14 0,15 0,001 14,32 164,76* 2,89% 0,857
(Haftalar)
Hata 14 52,45 0,11 0,001 14,32 52,92 0,79 0,518

*) Ortalamalara iliskin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.
*%) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar gostermektedir.
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Cizelge 4.6 Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkiciklerde vernalizasyona iligkin kiiltiir tepkileri

Vern. Kallus Olusumu  Kallus Embriyo Basma Rejenerasyon Kiiltiir Etkisi’ Saksiya Alinan Basakh Bitki
Siireleri (%) Agirhg (g)  Kallus Agirhig (g) Kapasitesi1 (%) (%) Bitki Sayisi Sayisi
(Haftalar)
K 84,00 1,108 0,09 100 84,67 a 1 9,00 «cd 12 6,00
2 78,00 1,127 0,10 100 78,00 a 12 12,00 abc 12 3,00
4 84,00 1,417 0,11 100 8433 a 1 6,00 d 2 6,00
6 84,00 1,388 0,11 100 8433 a 1 10,00 bed 12 3,00
8 89,00 1,681 0,13 100 88,67 a 1 15,00 a 1 3,00
10 78,00 1,376 0,12 100 77,67 a 12 9,00 cd 12 6,00
12 69,00 0,978 0,09 94 64,67 b 2 14,00 ab 1 3,00
15 80,00 1,330 0,11 97 77,67 a 12 12,00 abc 12 6,00
Toplam 10,405 0,86 791 87 36
Ortalama 80,7512,12 1,301+0,08 0,108+0,005 98,88+0,79 80,00+2,62 10,86+1,04 4,5%0,57
AOF(%5) 12,74 4,67
AOF(%1) 17,68 6,49

') Rejenere olabilen kalluslari sayisi (yesil noktali nodiiler kalluslarin sayis1)/olusan tiim kalluslarin sayis1 *100

%) Rejenere olabilen kalluslarin sayisy/kiiltiire alinan embriyo say1si*100

*)Ortalamalara iliskin farkli harfler %5, farkli rakamlar ise %1 diizeyinde farkli gruplar1 gostermektedir.



Sekil 4.4 Cakmak-79 cesidinde 8 hafta boyunca vernalize edilmis rejenere bitkicikler
topraga aktarilmadan once

Cizelge 4.6’da da goriildigi gibi, soguklama siireleri bakimindan kiiltiir etkisi ve
saksiya alinan bitki sayilar1 sirasiyla %64,67-88,67 ve 6,00-15,00 adet arasinda
degismis ve en yliksek degerler 8 haftalik soguklama uygulamasindan elde edilmistir
(Sekil 4.4).

Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonu uygulamasinda 4, 6, 8, 10 ve 15

hafta boyunca vernalize edilmis ve iklim odasi asamasindaki rejenere bitkicikler

Sekil 4.5’te goriilmektedir.

49



Sekil 4.5 Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonu uygulamasinda 4 (a), 6
(b), 8 (¢), 10 (d) ve 15 hafta (e) vernalize edilmis iklim odasi asamasindaki
bitkicikler

Kamigst yumakla (Festuca arundinacea) ¢alisan Wang et al. (2003), rejenere bitkilerde
en 1yl vernalizasyon sicakligin1 6°C olarak belirleyerek, 11 haftada en iyi basaklanma
sonuclarint  almis (%78), bu sonuca dogal vernalizasyon sisteminin benzerini

uygulayarak ulagsmiglardir.

Hordeum murinum L.’nin protoplast kiiltiiriinden elde ettikleri rejenere bitkileri serada
yetistirmeden 6nce 8 hafta boyunca 4°C’de vernalize eden Wang and Horst (1994),
aragtirmalarinda rejenere olan bitkiciklerden %33,3-85 oraninda bitkiyi topraga
aktarmis ve rejenere hale gelen toplam 112 bitkiden 28’inin basaklandigini
gormiislerdir. Arastiricilar 8 haftalik vernalizasyonda %25 oraninda basaklanma orani

gozlerken, mevcut calismada benzer sekilde 8 haftalik vernalizasyon uygulamasindan
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%20 oraninda basaklanma belirlenmistir. Vernalizasyon uygulamasinin tiim haftalar

dikkate alindiginda ise mevcut ¢alismada bu oran %41 oranina ¢ikmaktadir.

4.4 Gerek-79 Cesidinin Rejenere Bitkicik Vernalizasyonuna Tepkileri

Gerek-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonundan elde edilen verilere uygulanan
varyans analizinin sonuclar1 Cizelge 4.7°de goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore;
kallus olusumu, kallus agirligi, embriyo basina kallus agirligi, rejenerasyon kapasitesi
ve Kkiiltiir etkisi arasindaki farkliliklar istatistiki ac¢idan Onemli degildir (P>0,05).
Arastirilan diger 6zellikler; saksiya alinan bitki sayis1 ve basakl bitki sayis1 ise 6nemli

(P<0,01) bulunmustur.

Bu farklarin belirlenmesinde kullanilan AOF testi sonuclar1 Cizelge 4.8°de verilmistir.
Vernalizasyon siireleri bakimindan saksiya alinan bitki sayisinda %1’e gore 2, %5’e
gore 5 farkli grup belirlenirken, basakli bitki sayisinda bu siireler %1°e ve %5’e gore de

3 farkli gruba diismiistiir.

Cizelge 4.7 Gerek-79 cesidinde rejenere bitkiciklerde vernalizasyona iligkin varyans
analizi sonuglar1 (Kareler Ortalamast)

V.K. S.D. K.O. K.A. E.B.K.A. R.K. K.E. S.A.B.S. B.B.S.
Tekerriir 2 14,29 0,085 0,001 2,042 51,125 0,125 0,500
Vern. Siire.

7 193,52 0,048 0,000 2,042 179,661 9,405%* 5,143%:*
(Haftalar)
Hata 14 128,44 0,071 0,000 2,042 104,554 0,458 0,214

*#*) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
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Cizelge 4.8 Gerek-79 cesidinde rejenere bitkiciklerde vernalizasyona iliskin kiiltiir tepkileri

Vern. Kallus Embriyo

Siireleri Olusumu Egﬂt; (® Bzismzi Kallus E:i;:;:::i);?%}) z;ij;tiir Etkisi” Szl;lssllya Alman Bitki Basakh Bitki Sayisi
(Haftalar) (%) Agirhg (g)
K 87 1,097 0,08 100 87 8,00 cd 2 3,00 c 3
2 69 1,091 0,10 100 69 7,00 cd 2 6,00 b 2
4 82 1,074 0,09 100 82 16,00 b 1 6,00 b 2
6 78 944 0,08 100 78 20,00 a 1 12,00 a 1
8 71 1,164 0,11 100 71 16,00 b 1 12,00 a 1
10 87 1,009 0,08 98 84 10,00 c 2 3,00 c 3
12 87 1,333 0,10 100 87 7,00 cd 2 3,00 c 3
15 91 1,223 0,09 100 91 6,00 d 2 3,00 c 3
Toplam 8,935 0,73 - - 90 48
Ortalama 81,5+2,86 1,116£0,04 0,09+0,004 99,75%0,25 81,13+2,8 11,25+1,88 611,39
AOF(%5) 3,56 2,03
AOF(%1) 4,94 2,81

") Rejenere olabilen kalluslarin sayis: (yesil noktal nodiiler kalluslarm sayisi)/olusan tiim kalluslarm sayis1 *100
%) Rejenere olabilen kalluslarin sayisy/kiiltiire alman embriyo say1si*100
*)Ortalamalara iliskin farkli harfler %35, farkli rakamlar ise %1 diizeyinde farkli gruplarn gostermektedir.



Cizelgeden, Gerek-79 cesidinde soguklama siireleri bakimindan saksiya alinan bitki
sayisinin 7-20 arasinda degistigi ve en yiiksek bitki sayisinin 6 haftalik soguk
uygulamasindan elde edildigi, basakli bitki sayis1 bakimindan ise en yiiksek degerlerin
yine benzer sekilde 12 bitki ile 6 ve 8. haftalardan elde edildigi goriilmektedir
(Sekil 4.6).

Vernalizasyon calismasinda, kishk bugday cesidi Sage’yi 8 hafta boyunca vernalize
eden Hoogendoorn (1984), vernalizasyon gereksiniminin tamamen karsilanmadigini
ifade etmistir. Olgunlasmamis embriyolarda vernalizasyon uygulayan Sharma and
Mascia (1987) da, sert kislik bugday cesidi Newton’un 4 haftalik vernalizasyona tepki
verdigini ancak, 5 ve 6 haftalik vernalizasyonda Newton dahil kullanilan sert bugday
cesitlerinde, bu ¢alismada buldugumuz sonuglara benzer sekilde, daha yiiksek oranda

dollenme meydana geldigini belirtmislerdir.

Sekil 4.6 Gerek-79 ¢esidinde rejenere bitkicik vernalizasyonu uygulamasinda 12 (a) ve 6 (c)
hafta vernalize edilmis Kkiiltiirler ile kontrol (b) bitkisi iklim odasi asamasinda
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4.5 Farkh Vernalizasyon Uygulamalarinda Kiiltiir Tepkileri Arasi iliskiler

Kallus vernalizasyonu ve rejenere bitkicik vernalizasyonu uygulanmas: halinde kiiltiir
tepkilerine farkli cesitlerin etkisine iliskin ki-kare analizi sonuglar1 Cizelge 4.9‘da
verilmistir. Buna gore, kallus vernalizasyonu uygulandiginda kallus olusumu acisindan

kullanilan ¢esitler arasinda 6nemli bir fark olmadigi (x2 =0,305, P>0,05) goriilmektedir.

Benzer sekilde, kallus vernalizasyonunda, kiiltiir tepkilerinin elde edildigi cesitler
arasinda bitki rejenerasyonu (x> =1,28, P>0,05) ve kiiltiir etkisi (3> =1,26, P>0,05)

bakimindan da fark bulunmadig: belirlenmistir.

Rejenere bitkicik vernalizasyonunda elde edilen degerler; kallus olusumu (x* =0,049,
P>0,05), bitki rejenerasyonu (x2 =1,293, P>0,05) ve kiiltiir verimi (x2 =0,070, P>0,05)
icin Cakmak-79 ve Gerek-79 ¢esitleri karsilastirildiginda cesitler arasinda dnemli bir
fark olmadig goriilmektedir (Cizelge 4.9).

Farkli cesitler kullanilarak kallus vernalizasyonu ve rejenere bitkicik vernalizasyonu
tepkileri arasindaki iliskiler incelendiginde, kullanilan cesitlerin vernalizasyon
uygulama yontemine etkisine iliskin ki-kare analizi sonuclar1 Cizelge 4.10°da

verilmistir.

Cizelge 4.9 Kallus vernalizasyonu ve rejenere bitkicik vernalizasyonuna farkli cesitlerin
(Cakmak-79 ve Gerek-79) etkisine iliskin x* degerleri

Kallus vernalizasyonu Rejenere Bitkicik
Vernalizasyonu
Kallus olusumu 0,305 0,049
Bitki rejenerasyonu 1,28 1,293
Kiiltiir Etkisi 1,26 0,070

*) Ortalamalara iliskin olarak %35 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
*#*) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
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Cakmak-79 ve Gerek-79 cesidi kullamilarak, Kkiiltiir tepkilerinin elde edilmesinde
uygulanan kallus ve rejenere bitkicik vernalizasyonlar1 karsilastirildiginda kallus
olusumu bakimindan Cakmak-79 (XZ =2,96, P>0,05) ve Gerek-79 cesitlerinde
(x* =1,175, P>0,05) 6nemli bir fark olmadig Cizelge 4.10°da goriilmektedir.

Cizelge 4.10’dan Cakmak-79 c¢esidinden elde edilen kiiltiir tepkileri her iki
vernalizasyon  yontemi  agisindan  incelendiginde  rejenerasyon  kapasitesi
(x2 =55,34*%*  P<0,01) ve Kkiiltiir etkisinin (x2 =20,77**, P<0,01) farkli oldugu

belirlenmektedir.

Gerek-79 c¢esidinde kallus vernalizasyonu ve rejenere bitkicik vernalizasyonu
uygulanarak elde edilen kiiltiir tepkileri incelendiginde rejenerasyon kapasitesi
(x* =72,43%*% P<0,01) ve kiiltiir etkisinin (x* =32,1**%, P<0,01) 6nemli derecede
farklilik gosterdigi Cizelgeden goriilmektedir.

Cizelge 4.10 Farkli cesitlerde (Cakmak-79 ve Gerek-79) kiiltiir tepkilerine
vernalizasyon uygulamalarinin (kallus ve rejenere bitkicik) etkisine

iliskin x2 degerleri
Cakmak-79 Gerek-79
Kallus olusumu 2,96 1,17
Bitki rejenerasyonu 55,34** 72,43%%
Kiiltiir Etkisi 20,77*%* 32,10%*

*) Ortalamalara iliskin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.
*#*) Ortalamalara iliskin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.
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4.6 Cakmak-79 ve Gerek-79 Cesitlerinde Kallus ve Rejenere Bitkicik
Vernalizasyonu Uygulamalarindan Elde Edilen Kallus Kiiltiirlerinde Farkh
Karakterler Arasi iliskiler

Cakmak-79 cesidinde kallus vernalizasyonundan elde edilen kiiltiir tepkileri bakimindan
Ogeler arasindaki iligkiler incelendiginde kallus olusumu ve kallus agirlig (r = 0,738%),
kallus agirligt ve embriyo basina kallus agirhig (r = 0,953*%*), kallus agirhigi ve
rejenerasyon kapasitesi (r = 0,768*), embriyo basina kallus agirligi ve rejenerasyon
kapasitesi (r = 0,703%*), kallus olusumu ve kiiltiir etkisi (r = 0,692%), kallus agirlig1 ve
kiiltiir etkisi ( r= 0,803*), embriyo basina kallus agirligi ve kiiltiir etkisi (r = 0,711%),
rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi (r = 0,994%%) ile saksiya alinan bitki sayis1 ve

basakl1 bitki sayis1 (r = 0,962%*) arasinda onemli iliskiler bulunmustur (Cizelge 4.11).

Yiiksek oranda kallus olusumu yetenegine sahip olan, ancak diisiik rejenerasyon
kapasitesine sahip cesitler doku kiiltiirii programlarinda tercih edilmemektedir. Diger
taraftan, bir¢ok arastirici tarafindan kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesinin farkl
genlerle kontrol edilebildigi de bildirilmektedir (Sears and Deckard 1982; Chowdhury
et al. 1991; Ozgen vd. 1998). Benzer bir iliski kalluslarin sahip oldugu agirlik ile
rejenerasyon kapasitesi arasinda da goriilmektedir. Ancak Ozgen vd. 1996 yiiksek
kallus olusumunun yiiksek bitki rejenerasyonu ile sonuglandigini ve bu iki 6ge arasinda

pozitif bir korelasyon g6zlendigini (r = 0.890%*) belirtmislerdir.
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Cizelge 4.11 Cakmak-79 ¢esidinde kallus vernalizasyonundan elde edilen kiiltiirlerde farkli karakterler arasi iligkiler

Karakterler 2 3 4 5 6 7

1 Kallus olusumu (%) 0,738%* 0,510 0,611 0,692* | -0,086 | -0,054
2 Kallus Agirligi (g) - 0,983** | 0,768* | 0,803* 0,262 0,362
3 Embriyo Basina Kallus Agirlig (g) - - 0,703* | 0,711% 0,338 0,472
4 Rejenerasyon Kapasitesi (%) - - - 0,944** | 0,607 0,643
5 Kiiltiir Etkisi (%) - - - - 0,545 0,577
6 Saksiya Alinan Bitki Sayisi - - - - - 0,962%%*

7 Basakli Bitki Sayisi

*) Ortalamalara iligkin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.
*#%) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.




Sekil 4.7 Cakmak-79 c¢esidinde kallus ve rejenere bitkicik vernalizasyonu
uygulamasindan elde edilen basaklar

Kiiltiiriin incelenen o6zellikleri goz Oniinde bulundurularak, doku kiiltiirli programlari
hazirlanirken, genotipler yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olanlar arasindan
secilirler. Boylelikle 6zellikle serin iklim tahillarinda yapilan caligmalarda temel amag
olan saglikli ve tohumlu bitkiye ulasma olanagi elde edilmis olur (Sekil 4.7).
Arastirmadan elde edilen sonuclara (r = 0,994%%) benzer sekilde, Ozgen ve Birsin
(2002)’de kighik yulaf bitkisinde endosperm-destekli kallus olusumu yontemi
uygulamasindan, yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip genotiplerde kiiltiir etkisinin

de yiiksek oldugunu (r = 0,810**) belirlemislerdir.
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Kallus olusumu ve embriyo basina kallus agirhig (r = 0,510), kallus olusumu ve
rejenerasyon kapasitesi (r = 0,611), kallus olusumu ve saksiya alinan bitki sayisi
(r = -0,086), kallus agirligr ve saksiya alinan bitki sayist (r = 0,262), rejenerasyon
kapasitesi ve embriyo basina kallus agirligr (r = 0,338), rejenerasyon kapasitesi ve
saksiya alman bitki sayist ( r= 0,607), kiiltiir etkisi ve saksiya alinan bitki sayisi
(r=0,545), kallus olusumu ve basakli bitki sayis1 (r = -0,054), kallus agirlig1 ve basakli
bitki sayis1 (r = 0,362), basakli bitki sayis1 ve embriyo basina kallus agirhigr (r = 0,472),
rejenerasyon kapasitesi ve basakli bitki sayist (r = 0,643), kiiltiir etkisi ve basakli bitki

sayist (r = 0,577) arasinda ise onemli bir iligki olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.11).

Gerek 79 cesidinde kallus vernalizasyonundan elde edilen kiiltiir tepkileri arasi iliskiler
incelendiginde; rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi (r = 0,789%), saksida bitki sayis1
ve basakli bitki sayisit ( r= 0,951%%) arasinda onemli iliskiler oldugu goriilmektedir

(Cizelge 4.12).

Kiiltiir tepkileri sonucunda elde edilen kalluslarin yapis1 bize kiiltiiriin basaris1 hakkinda
ip uglart verebilir. Nodular ve kompakt kallus tipi rejenerasyon kapasitesine sahip olur
ve embriyonik kallus olarak nitelendirilir (Lu and Vasil 1981, Heyser and Nabors 1982,
Wang and Vasil 1982). Dolayisiyla kompakt yap1 kalluslarin rejenerasyon yeteneginin
en biiylik gostergesidir (Mohanty and Ghosh 1988).

Kalluslarin rejenerasyon diizeyleri, dogrudan rejenerasyon kapasitesini ve kiiltiiriin
basarisin1 da belirleyen birincil etkendir. Rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi
arasindaki onemli diizeylerdeki iliski Cizelge 4.12°den de goriilmektedir. Her ne kadar
benzer bir iliski 6zellikle serin iklim tahillariyla yapilan calismalarda kallus agirligi ve
rejenerasyon kapasitesi arasinda beklense de, bu yondeki arastirmalar rejenerasyon
kapasitesindeki artisin  kalluslarin nodular kompakt yapisina bagli oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 4.12 Gerek-79 ¢esidinde kallus vernalizasyonundan elde edilen kiiltiirlerde farkli karakterler arasi iliskiler

Karakterler 2 3 4 5 6 7

1 Kallus olusumu (%) 0,555 0,295 -0,305 | -0,123 0,332 0,504
2 Kallus Agirlhigi (g) - 0,097 -0,383 | -0,147 0,101 0,072
3 Embriyo Basina Kallus Agirligi (g) - - 0,454 0,337 0,159 -0,001
4 Rejenerasyon Kapasitesi (%) - - - 0,789% 0,345 0,175
5 Kiiltiir Etkisi (%) - - - - 0,632 0,459
6 Saksiya Alinan Bitki Sayis1 - - - - - 0,951%#%*

7 Basakli Bitki Sayisi

*) Ortalamalara iligkin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
*#*) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.




Kallus olusumu ve kallus agirligi (r = 0,555), kallus olusumu ve embriyo basina kallus
agirlig (r = 0,295), kallus agirligi ve embriyo basina kallus agirligi ( r= 0,097), kallus
olusumu ve rejenerasyon kapasitesi (r = -0,305), kallus agirligi ve rejenerasyon
kapasitesi (r = -0,383), embriyo basina kallus agirligi ve rejenerasyon kapasitesi
( r= 0,454), kallus olusu ve Kkiiltiir etkisi (r = -0,123), kallus agirhig1 ve kiiltiir etkisi
(r = -0,147), embriyo basina kallus agirligi ve kiiltiir etkisi (r = 0,337), kallus olusumu
ve saksiya aktarilan bitki sayis1 (r = 0,332), kallus agirlig1 ve saksiya alinan bitki sayisi
(r = 0,101), embriyo basina kallus agirlig1 ve saksiya alinan bitki sayist (r = 0,159),
rejenerasyon kapasitesi ve saksiya alinan bitki sayis1 (r=0,345), kiiltiir etkisi ve saksiya
alan bitki sayis1 (r = 0,632), kallus olusumu ve basakl bitki sayist (r=0,504), kallus
agirligr ve basakl bitki sayisi (r = 0,072), embriyo basina kallus agirligi ve basakli bitki
sayist (r = -0,001), rejenerasyon kapasitesi ve basakli bitki sayist (r = 0,175) ile kiiltiir
etkisi ve basakli bitki sayist (r = 0,459) arasinda 6nemli bir iliski bulunmadigi

goriilmektedir (Cizelge 4.12).

Ote yandan, kallus vernalizasyonu uygulanmis Gerek-79 kalluslarindan elde edilerek
saksiya alinan bitki sayis1 ile basakli bitki sayis1 arasindaki iliskinin 6nemli oldugu
(P<0,01) goriilmektedir. Rejenerasyon sonrasi alistirma asamalarini basarili bir sekilde
tamamlayarak saksiya aktarilan bitkilerde, bu asamaya ulasabilen bitki sayist arttikca
olusan basak sayisinin da artmasi dogaldir. Burada bitkilerin uyum yeteneklerinin de

onemi biiytiktiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Gerek-79 cesidinde kallus ve rejenere bitkicik vernalizasyonu uygulamasindan
elde edilen basaklar

Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonundan elde edilen kiiltiirlerde farkli
karakterler arasi iligkiler incelendiginde ise kallus olusumu ve kallus agirhig
(r = 0,768%*), kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi (r = 0,774*), kallus olusumu ve
kiiltiir etkisi (r = 0,989*%), kallus agirlig1 ve kiiltiir etkisi (r = 0,742%*), rejenerasyon
kapasitesi ve kiiltiir etkisi (r = 0,857**) arasinda 6nemli iliskiler belirlenmistir (Cizelge

4.13).
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Cizelge 4.13 Cakmak-79 ¢esidinde rejenere bitkicik vernalizasyonundan elde edilen kiiltiirlerde farkli karakterler arasi iligkiler

Karakterler 1 2 3 4 5 6 7

1 Kallus olusumu (%) - 0,768%* 0,467 | 0,774* | 0,989** | -0,308 | 0,133
2 Kallus Agirligi (g) - - 0,217 0,516 0,742%* -0,070 0,031
3 Embriyo Basina Kallus Agirligi (g) - - - -0,529 -0,042 0,448 0,613
4 Rejenerasyon Kapasitesi (%) - - - - 0,857** | -0,566 | 0,108
5 Kiiltiir Etkisi (%) - - - - - -0,382 | 0,160
6 Saksiya Alinan Bitki Sayisi - - - - - - -0,630

7 Basakli Bitki Sayisi - - -

*) Ortalamalara iligkin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.
*#%) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.




Kiiltiir tepkilerinde dikkate alinan Ogeler genellikle birbiriyle iligkili olsa da, bazen
ogelerin bagimsiz sekilde davrandigi bilinmektedir. Kallus asamasinda vernalizasyon
uygulamast ile rejenere bitki vernalizasyonundan elde edilen kiiltiir tepkileri
incelendiginde kallus olusumu ile rejenerasyon kapasitesi arasindaki iliskinin kallus
vernalizasyonunda onemli olmadigi goriilmekte olup, benzer sonucglar Sears and
Deckard (1982), Chowdhury et al. (1991) ve Ozgen vd. (1998) tarafindan da alinmistir.
Diger taraftan Cakmak-79 ve Gerek-79 cesitlerinde bitkicik vernalizasyonunda, kallus
olusumu ve rejenerasyon kapasitesi ile kiiltiir etkisi arasinda onemli diizeylerdeki iliski

(r=0,774%*, r = 0,989*%*) bu arastirmacilarin elde ettikleri sonug¢lardan farklidir.

Arastirmada vernalizasyonun etkilerinin kallus asamasinda ve rejenere bitkicik
asamasinda uygulanmasinin bitkinin gelisimi iizerine etkilerinin incelendigi goz oniinde
bulunduruldugunda, elde edilen kiiltiir tepkilerinde vernalizasyonun etkilerini ve

genotipik farkliliklar1 gormek miimkiindiir.

Ayrica kallus olusumu ve embriyo basina kallus agirligi (r = 0,467), kallus agirligt ve
embriyo basami kallus agirhigr (r = 0,217), kallus agirligi ve rejenerasyon kapasitesi
(r = 0,516), embriyo basina kallus agirligi ve rejenerasyon kapasitesi (r = -0,529),
embriyo basina kallus agirlig1 ve kiiltiir etkisi (r = -0,042), kallus olusumu ve saksiya
alinan bitki sayis1 (r = -0,308), kallus agirligi ve saksiya alinan bitki sayis1 (r = -0,070),
embriyo basina kallus agirligi ve saksiya alinan bitki sayisi (r = 0,448), rejenerasyon
kapasitesi ve saksiya alinan bitki sayis1 (r = -0,566), kiiltiir etkisi ve saksiya alinan bitki
sayist (r = -0,382), kallus olusumu ve basakli bitki sayist (r = 0,133), kallus agirhigi ve
basakli bitki sayist (r = 0,031), embriyo basina kallus agirhg ve basakli bitki sayisi
(r = 0,613), rejenerasyon kapasitesi ve basakli bitki sayis1 (r = 0,108), kiiltiir etkisi ve
basakli bitki sayist (r = 0,160), saksiya alinan bitki sayis1 ve bagsakli bitki sayisi
(r =-0,630) arasinda iliski bulunmadig: goriilmektedir (Cizelge 4.13).

Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonunda, Kkiiltiirden elde edilen
tepkiler incelendiginde, rejenere olabilen kallus sayisi, elde edilen kallus sayist ve
kiiltire alinan embriyo sayisi arasindaki iligki bizi rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir

etkisi arasindaki iliskiye (r = 0,857*%*) gotiirmektedir. Ancak benzer iliski Gerek-79
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cesidinde (Cizelge 4.14) goriilmemektedir (r = 0,147). Bu da bize genotipik

farkliliklarin kiiltiir tepkileri arasindaki iliskiye etkisinin onemini gostermektedir.

Gerek-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonundan elde edilen kiiltiirlerde farkli
karakterler arasi iligkiler Cizelge 4.14’ten incelendiginde kallus olusumu ve kiiltiir etkisi
(r = 0,992%%), kallus olusumu ve basakl bitki sayis1 (r=-0,727%*), kiiltiir etkisi ve basakli
bitki sayis1t (r = -0,706*) ile saksiya alinan bitki sayis1 ve basakli bitki sayisi

(r = 0,827*%) arasindaki iliskilerin 6nemli oldugu belirlenmistir.

Ancak, kallus olusumu ve kallus agirlig1 (r = 0,401), kallus olusumu ve embriyo basina
kallus agirhig (r = -0,556), kallus agirligi ve embriyo basina kallus agirligy (r = 0,514),
kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi (r = -0,274), kallus agirlig1 ve rejenerasyon
kapasitesi (r = 0,297), embriyo basina kallus agirligi ve rejenerasyon kapasitesi
(r =0,404), kallus agirhig1 ve kiiltiir etkisi (r = 0,452), embriyo basina kallus agirligi ve
kiiltiir etkisi (r = -0,517), rejenerasyon kapasitesi ve Kkiiltiir etkisi (r = 0,147), kallus
olusumu ve saksiya alinan bitki sayis1 (r = -0,348), kallus agirlig1 ve saksiya alinan bitki
sayist (r = -0,521), embriyo basina kallus agirligi ve saksiya alinan bitki sayisi
(r = -0,180), rejenerasyon kapasitesi ve saksiya alinan bitki sayis1 (r = 0,137), kiiltiir
etkisi ve saksiya alinan bitki sayis1 (r = -0,340), kallus agirligi ve basakli bitki sayisi
(r = -0,385), embriyo basina kallus agirligt ve basakli bitki sayis1 (r = 0,291),
rejenerasyon kapasitesi ve basakli bitki sayis1 (r = 0,309) arasinda onemli bir iligki

bulunmadigr goriilmektedir.

65



99

Cizelge 4.14 Gerek-79 ¢esidinde rejenere bitkicik vernalizasyonundan elde edilen kiiltiirlerde farkli karakterler arasi iliskiler

Karakterler 2 3 4 5 6 7

1 Kallus olusumu (%) 0,401 -0,556 | -0,274 | 0,992%* | -0,348 | -0,727*
2 Kallus Agirlhigi (g) - 0,514 0,297 0,452 -0,521 | 0,385
3 Embriyo Basina Kallus Agirligi (g) - - 0,404 -0,517 -0,180 0,291
4 Rejenerasyon Kapasitesi (%) - - - 0,147 0,137 0,309
5 Kiiltiir Etkisi (%) - - - - -0,340 | -0,706%*
6 Saksiya Alinan Bitki Sayis1 - - - - - 0,827%*

7 Basakli Bitki Sayisi

*) Ortalamalara iligkin olarak %5 diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
*%) Ortalamalara iligkin olarak %1 diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.




5. SONUC

Giiniimiizde bugday bitkisi, biyoteknolojik ¢alismalarin ¢cok fazla yapildig: bir tiirdiir.
Hem partikiil bombardimani hem de Agrobakterium ile gen aktarimi yontemleri
kullanilarak basarili bir sekilde gen aktarilmakta ve gen aktarilmis transgenik bitkiler
yetistirilmektedir. Bu calismalar kisitlayan en onemli faktor gen aktarildiktan sonra
yetistirilen transgenik bitkilerin basaklanmamalar1 ya da basaklansa dahi tane
baglayamamalaridir. Bunun da en onemli nedeni, tiim in vifro ¢alismalarin 26°C sabit
sicaklikta yapilmasi ve bitkilerin vernalize olamamasidir. Bu da 6zellikle kislik bugday
cesitlerinin vernalize olamamalar1 anlamina gelmektedir. Bu calismada amaclanan in
vitro kosullarda vernalizasyonun saglanarak bu sorunun asilmasidir. Bu amagcla eksplant
olarak alternatif gelisme yapili makarnalik Cakmak-79 (Triticum durum Desf.) ve kishk
gelisme yapili ekmeklik Gerek-79 (Triticum aestivum L.) bugday c¢esitlerinin
olgunlagmis embriyolarindan endosperm destekli kallus olusumu yontemi uygulanarak

elde edilen kalluslar ve rejenere bitkicikler farkli siirelerde vernalize edilmistir.

Bilindigi iizere; bugday tanesinin uygun besleme degeri; tasima, saklama ve
islenmesindeki kolaylik ile genis adaptasyon yetenegi, yetistiriciliginin ¢ok yaygin
olarak yapilmasim1 saglamakta ve insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri
arasinda diinyada ekilis ve {iiretim bakimindan ilk siralarda yer almasmna neden

olmaktadir.

Denemede kallus ve rejenere bitkicik vernalizasyonundan elde edilen kiiltiir tepkileri
kallus olusumu, kallus agirlig1, embriyo basima kallus agirligi, rejenerasyon kapasitest,
kiiltiir etkisi, saksiya aliman bitki sayist ve basakli bitki sayis1 bakimindan
degerlendirilmistir. Bu o0Ogeler bakimindan elde edilen degerler incelendiginde,
uygulanan vernalizasyon siireleri bakimindan, her iki bugday c¢esidinde ve
vernalizasyonun uygulanma donemlerinde (kallus ve rejenere bitkicik) ©6nemli

farkliliklar oldugu saptanmustir.

Kallus asamasinda vernalize edilen Cakmak-79 c¢esidinde, incelenen ozellikler

bakimindan en yiiksek degerler, 8 hafta kallus vernalizasyonu uygulanan kiiltiirlerden
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elde edilmis olmakla birlikte, 4 ve 6 haftalik kallus vernalizasyonunun da yiiksek sayida

basakli bitki olusumuyla sonuglandigi belirlenmistir.

Gerek-79 cesidinde ise kallus vernalizasyonu uygulamasindan rejenerasyon kapasitesi,
kiiltiir etkisi, bitki sayis1 ve basakli bitki sayis1 bakimindan haftalar arasinda farkliliklar
oldugu belirlenmistir. En yiiksek degerler rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisinde 6
haftalik, saksiya alinan bitki sayis1 ve basakli bitki sayisinda ise 8 haftalik soguklama

uygulamasindan elde edilmistir.

Endosperm destekli kallus olusumu yontemiyle elde edilen kalluslardan gelistirilen
rejenere Cakmak-79 bitkiciklerinde, bu asamada vernalizasyon uygulamasinda, kiiltiir
etkisi ve saksiya alinan bitki sayilart 6nemli diizeyde kiiltiir tepkileri vermis ve en

yiiksek degerler 8 haftalik soguklama uygulamasindan elde edilmistir.

Gerek-79 c¢esidinde vernalizasyon siireleri bakimindan 6nemli diizeyde Kkiiltiir tepkileri
sakstya alinan bitki sayist ve basakli bitki sayisindan alinmis ve saksiya alinan bitki
sayist bakimindan en yiiksek bitki sayisi1 6 haftalik soguk uygulamasindan elde
edilirken, basakli bitki sayis1 bakimindan ise en yiiksek degerler yine benzer sekilde 6

ve 8. haftalardan elde edilmistir.

Bulgularimiz aym1 konuda calisan arastiricilarin bazilar1 ile benzerlik gosterirken
bazilarindan farklidir. Farliliklar, vernalizasyon uygulanan genotiplerin farklilig1 ile
uygulama siiresi, uygulama yontemi ve bitkinin gelismislik devresindeki farkliliklardan
kaynaklanmakta ise de, 6 ve 8 haftalik in vitro vernalizasyon uygulamasinin genellikle

en iyi sonucu verdigi diger arastiricilarca da belirtilmistir.

Kallus vernalizasyonu ve rejenere bitkicik vernalizasyonu uygulanarak gerceklestirilen
bu calismada Kkiiltiir tepkilerine farkli ¢esitlerin (Cakmak-79 ve Gerek-79) etkisine
iliskin ki-kare analizi sonuglar1 kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve kiiltiir verimi

acisindan karsilastirildiginda cesitler arasinda 6nemli bir fark olmadigi belirlenmistir.
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Kullanilan cesitlerin vernalizasyon uygulama yontemine (Kallus vernalizasyonu ve
rejenere bitkicik vernalizasyonu) etkisine iliskin ki-kare analizi sonuclarindan kallus
olusumu bakimindan bir farklilik olmadig1 ancak bitki rejenersayonu ve kiiltiir etkisinin

farkli oldugu belirlenmistir.

Cakmak-79 ve Gerek-79 cesitlerinde kallus ve rejenere bitkicik vernalizasyonu
uygulamalarindan elde edilen kallus Kkiiltiirlerinde farkli karakterler arasi iliskiler
incelendiginde; Cakmak-79 cesidinde her iki asamada yapilan vernalizasyon
uygulamasinda kallus olusumu ve kallus agirligi arasindaki iliskinin onemli oldugu,
ancak Gerek-79 c¢esidinde bu oOzellikler arasinda herhangi bir iligki bulunmadigi
belirlenmistir. Cakmak-79 cesidinde rejenere bitkicik vernalizasyonunda rejenerasyon
kapasitesi ile kallus olusumu arasindaki iligki, rejenerasyon kapasitesi ile kallus agirligi
arasinda da gozlenmisgtir. Kiiltiir etkisi ve rejenerasyon kapasitesi arasinda bulunan
onemli diizeydeki iliski Cakmak-79 ¢esidinde kallus ve rejenere bitkicik vernalizasyonu

ile Gerek-79 cesidinde kallus vernalizasyonu uygulamasindan belirlenmistir.

Kalluslarin rejenerasyon diizeyleri dogrudan rejenerasyon kapasitesini ve de kiiltiiriin
basarisim da belirleyen birincil etkendir. Elde ettigimiz sonuclardan rejenerasyon
kapasitesindeki artisin kalluslarin nodular kompakt yapisina bagli oldugu belirlenmistir.
Rejenerasyon sonrasi alistirma agamalarint basarili bir sekilde tamamlayarak saksiya
aktarilan bitkilerde, bu asamaya ulagabilen bitki sayis1 arttik¢a olusan basak sayisinin da

artmasi tabidir. Burada bitkilerin adaptasyon yeteneklerinin de dnemi biiyiiktiir.

Vernalizasyon uygulamalarina genotiplerin tepkileri arasinda dikkate deger farkliliklar
oldugu kadar, uygulama siiresi bakimindan ayn1 genotipte de degiskenlik

goriilebilmektedir.

Sonug¢ olarak, biyoteknoloji ve genetik miihendisligi tekniklerinden yararlanilarak
yapilan bitki 1slah1 caligmalar1 ile elde edilen gen aktarilmis (transgenik) bitkilerin,
vernalizasyon eksikligi nedeniyle tohum baglayamama sorununun in vitro kosullarda

vernalizasyonun uygulanmasi ile giderilebilecegi belirlenmistir.
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