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Bu calismada, karabugdayin (Fagopyrum esculentum Moench.) farkli eksplantlarinda
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi
arastirllmistir. Materyal olarak tescilli Aktas ve Giines karabugday cesitlerinden elde
edilen hipokotil, kotiledon, yaprak sap1 ve yaprak eksplantlar1 kullanilmistir.
Eksplantlar, kallus olusumu i¢in 2,4-D (2, 4, 6, 8 mg/L) ve BAP (0.5, 1, 1.5, 2 mg/L)
farkli doz ve kombinasyonlarini igeren MS besi ortamina alinmistir. Kiiltiiriin ikinci
haftasinda olusan kalluslar, TDZ (0.5, 1, 1.5, 2 mg/L), BAP (0.5, 1, 1.5, 2 mg/L) ve
NAA (0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/L) kombinasyonlarini igeren ortamda rejenerasyona
aktarilmis, gelisen siirgiinler ise IBA (0.5, 1 mg/L) igeren ortamda koklendirilmistir.
Kiiltiir tepkilerinin belirlenmesinde kallus olusumu, rejenerasyon orani, petri basina
stirgiin say1si, eksplant basina siirgiin sayisi, siirgiin bagina kok sayis1 ve kok uzunlugu
verileri degerlendirilmistir. Sonuglara gore en yliksek kallus orani, Aktas c¢esidinde
yaprak sapi eksplantlarinda 2 ve 8 mg/L 2,4-D ile 1.5 mg/L BAP (%100), Giines
cesidinde ise hipokotil, kotiledon ve yaprak eksplantlarinda 2 ve 8 mg/L 2,4-D ile 1.5-2
mg/L BAP kombinasyonlarinda (%100) elde edilmistir. En yiiksek rejenerasyon orani
ise Aktag’ta TDZ (0.5, 1 mg/L) + NAA (0.5, 0.75 mg/L) ve Giines’te TDZ (1, 2 mg/L)
+ NAA (0.5, 1 mg/L) ile BAP (1.5, 2 mg/L) + NAA (0.25, 1 mg/L) kombinasyonlarinda
(%100) saptanmustir. Sonug olarak, kallus olusumu ve rejenerasyon oraninin genotip,
eksplant tiirii ve hormon kombinasyonlarina bagli olarak degistigi belirlenmistir.
Ayrica, abiyotik streslere karst hassas olan karabugdayda dayanikliligi artirmak
amaciyla etkili bir rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesi, genetik miihendisligi
caligmalarinda zaman, emek ve maliyet agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Eyliil 2025, 156 sayfa
Anahtar Kelimeler: Karabugday, Doku kiiltiirti, Bitki Rejenerasyonu, Bitki biiylime
Diizenleyiciler
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In this study, the effect of plant growth regulators on callus formation and plant
regeneration in different explants of buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench.) was
investigated. Hypocotyl, cotyledon, petiole, and leaf explants obtained from the
registered Aktas and Giines buckwheat varieties were used as material. The explants
were placed in MS medium containing different doses and combinations of 2,4-D (2, 4,
6, 8 mg/L) and BAP (0.5, 1, 1.5, 2 mg/L) for callus formation. Callus formed in the
second week of culture was transferred to a medium containing TDZ (0.5, 1, 1.5, 2
mg/L), BAP (0.5, 1, 1.5, 2 mg/L), and NAA (0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/L) combinations. The
developing shoots were rooted in a medium containing IBA (0.5, 1 mg/L). Callus
formation, regeneration rate, number of shoots per Petri dish, number of shoots per
explant, number of roots per shoot, and root length data were evaluated to determine
culture responses. According to the results, the highest callus rate was observed in leaf
stalk explants of the Aktas variety with 2 and 8 mg/L 2,4-D and 1.5 mg/L BAP (100%),
while the highest callus rate in the Giines variety was obtained in hypocotyl, cotyledon,
and leaf explants with 2 and 8 mg/L 2,4-D combined with 1.5-2 mg/L BAP (100%).
The highest regeneration rate was detected in Aktas with TDZ (0.5, 1 mg/L) + NAA
(0.5, 0.75 mg/L) and in Giines with TDZ (1, 2 mg/L) + NAA (0.5, 1 mg/L) and BAP
(1.5, 2 mg/L) + NAA (0.25, 1 mg/L) combinations (100%). In conclusion, it was
determined that callus formation and regeneration rates vary depending on the genotype,
explant type, and hormone combinations. Furthermore, the development of an effective
regeneration protocol to increase the resistance of buckwheat, which is sensitive to
abiotic stresses, is of great importance in terms of time, labor, and cost in genetic
engineering studies.
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1. GIRIS

Ekonomik ag¢idan gelismis toplumlarda insanlarin fiziksel etkinliklerinin yaninda ekmek
ve diger tahil iiriinlerinin tilketim miktarlar1 da énemli diizeyde azalmistir. insanlarin
ihtiya¢c duyduklar1 giinliik enerjinin biiylik kismini et, yag ve seker igerigi yiiksek
gidalardan tedarik etmeye baslamalari ile birlikte obezite, kalp rahatsizliklari, diyabet ve
bagirsak hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarda artis gézlemlenmektedir. Buna karsilik da
glinliik besinlerde lif igerigi yiiksek gidalarin bulundurulmasi Onerilmektedir. Bu
amacla, saglikli gidalara olan ilginin ve bilincin artmasiyla birlikte karabugdayin
(Fagopyrum esculentum Moench.) beslenmedeki 6nemi daha da artmistir (Dizlek vd.

2009).

Karabugday’in en oOnemli 0Ozelligi tanesinin gluten icermemesi nedeniyle c¢olyak
hastalar1 i¢in giivenilir bir besin kaynagi olmasidir. Karabugday proteinleri albumin ve
globulin bakimindan zengindir. Ancak glutelin ve prolamin igerigi bakimindan fakirdir.
Bu nedenle, karabugday unundan hazirlanan besinlerin gluten igerigi diisiiktiir. Bunun
icin gluten hassasiyeti olan bireyler icin karabugday tanesi ve igeriginde karabugday yer
alan triinler 6nerilmektedir. Karabugday iiretiminin artmasiyla birlikte ¢dlyak hastalar
icin ucuz ve giivenilir besin saglanabilecektir. Ayrica karabugday, yesil giibre olarak,
erozyon kontrolii, hayvan beslenmesi ve bal 06zl bitkisi vb. alanlarda da

kullanilmaktadir (Okudan ve Kara 2015).

1.1 Karabugdayin Diinyada ve Tiirkiye’de Uretimi

Yaygin karabugday tiirii (Fagopyrum esculentum Moench.) ve tatar karabugdayi
(Fagopyrum tartaricum Gaerth.) gida kaynagi olarak en cok yetistirilen karabugday
tiirleri olup, tatar karabugday1 daha ¢ok Cin’in giliney batisinda; yaygin karabugday tiirti
ise Cin’in kuzeyinde yetistirilmektedir. Ulkemizde ekim alan1 ¢ok az olan karabugday,
diinyanin birgok iilkesinde tiretilmektedir. Karabugday, ekonomik degeri yiiksek, ayni
zamanda tiiketimi her gegen giin artan ve ¢ok yonlii kullanim alanina sahip bir bitkidir.
Karabugdayin giiclii adaptasyon yetenegi olmasi nedeniyle farkli iklim kosullarinda

yetisebilir fakat anavatan1 Cin oldugu i¢in kuzey yarimkiire ve Rusya, Ukrayna,
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Kazakistan, Polonya, Fransa gibi Avrupa iilkeleri ile Brezilya, ABD, Kanada’da
yetistirilmektedir.

Yillara gore Diinya karabugday ekilis, tiretim ve verim degerleri Cizelge 1.1°de
verilmistir.  Cizelge 1.1’de goriildiigii gibi; 2013 — 2023 yillar1 arasinda Diinya
karabugday ekim alani 1,9 milyon hektar ile 2,9 milyon hektar arasinda degismis, en
yiiksek ekim alan1 2017 yilinda yaklasik 3 milyon hektar; ayn1 donemde iiretimi ise
yaklasik 3 milyon ton olarak ger¢eklesmistir. Diinya birim alan verimi de ortalama 98

kg/da’dir. (Anonymous 2025a).

Cizelge 1.1 Yillara gore Diinya karabugday ekim, iiretim ve verim

Yillar Ekim (Ha) Uretim (Ton) Verim (Kg/Da)
2013 2263 608 2263 764 100
2014 1997 523 1 920 366 96
2015 2025169 1923 740 95
2016 2 474 608 2 589 785 105
2017 2940 573 3036 091 103
2018 2114 691 1 945 554 92
2019 1 838204 1723 879 94
2020 1 855 059 1 805 936 97
2021 1984 755 1 868 692 94
2022 2232 857 2231443 100
2023 2 187 546 2204015 101

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

Diinya ve baslica tlkelerin 2023 yili karabugday ekilis, liretim ve verim degerleri
Cizelge 1.2°de verilmistir. Cizelge 1.2 incelendiginde; 1 milyon hektarlik ekim alani ile
Rusya’nin ilk sarada yer aldig1 goriilmektedir. Rusya’y1, 624 bin hektar ile Cin ve 148
bin hektar ekim alanmi ile de Ukrayna izlemistir. 2023 yilinda en fazla tretimi de
yaklasik 1.15 milyon ton ile Rusya ger¢eklestirmistir. Rusya 2023 yili toplam {iretimi
ile diinya {tiretiminin (1.03 milyon ton) yaklasik 1/2’sini tek basina saglamistir. Bunu
strastyla yaklasik 624 bin ton ve 148 bin ton liretim yapan Cin ve Ukrayna takip etmistir
(Anonymous 2025a). Ulkemizde yeni olan karabugday bitkisinin 2023 yili itibartyla

tiretim miktar1 253 ton civarindadir (Anonymous 2025b). Giinlimiizde karabugdaya olan


http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

ilgi saghkli bir gida olmasi ve organik tarim i¢in alternatif bir {rlin olarak

kullanilabilmesi nedeniyle artmstir.

Cizelge 1.2 Diinya ve baslica iilkelerin 2023 yil1 karabugday ekilis, iiretim ve verimleri

Ulkeler Ekim (Ha) | Uretim (Ton) | Verim (Kg/da) Uretim, %
Rusya 1037110 1 149 067 111 47.41
Cin 624 246 504 266 81 28.54
Ukrayna 147 900 210720 142 6.76
Kazakistan 114 484 83 491 73 523
Kanada 13 493 11715 87 0.62
Diinya 2 187 546 2204015 101 100

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

1.2 Karabugdayn, Taksonomisi ve Morfolojik Ozellikleri

Karabugday, kuzukulagigiller (Polygonaceae) familyasindan Fagopyrum cinsine dabhil,
vejetasyon donemi kisa, genis yaprakli, tek yillik otsu bir bitki tiiridiir (Kara ve Telli
2016). Fagopyrum cinsinin, diinyanin farkl bolgelerine dagilmis yaklasik 15 tiire sahip
oldugu bilinmektedir. Yaygin karabugday (Fagopyrum esculentum Moench.) ve Tatar
tataricum  Gaertn.) bu bilinen tiirler arasinda

karabugday1r (Fagopyrum

siniflandirilmaktadir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3 Karabugdayin siiflandirilmasi (Campbell 1997)

Simiflandirma Adi
Alem Plantae — Bitkiler
Altalem Tracheobionta — Vaskiiler Bitkiler
Ust Boliim Spermatophyta —Tohum Bitkileri
Boliim Magnoliophyta — Cicekli Bitkiler
Simif Magnoliopsida — Dikotiledonlar
Altsimif Caryophyllidae
Takim (Sira) Caryopllales
Familya Polygonaceae
Cins Fagopyrum Mill.
Tiir Fagopyrum esculentum Moench.



http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

Bu iki 6nemli tiir disinda daha az bilinen ve daha az yetistirilen Fagopyrum cymosum
tirii ise Ozellikle Asya’da geleneksel olarak kullanilir ve uzun karabugday olarak
adlandirilir. Yaygin karabugdayin yetismesi i¢in kuzey yarim kiirenin iliman bdlgeleri

uygunken Tatar karabugday1 icin ise genelde daha yiiksek bolgeler elverislidir (Inanir
vd. 2019).

Bugday, ¢eltik ve arpa gibi tarimi fazla yapilan tahillardan farkli bir bitki olan
karabugday, tahillarla hem benzerlik hem de farklilik gdsteren pseudo-cereal (tahil
benzeri) grubunda yer almaktadir (Hayit ve Giil 2008 ). Karabugdayi1 serin iklim
(bugday, arpa, cavdar, yulaf) ve sicak iklim (muisir, ¢eltik ve darilar) tahillarindan ayiran

temel farklilik ¢ift cenekli (dikotiledon) olmasidir.

Karabugday; tohum boyutu ve sekli, perikarp rengi, cicek rengi, bitki boyu, yaprak
boyutu ve sekli gibi birgok ozellikte biiyiik degisiklik gostermektedir. Sekil 1.1°de
goriildiigi gibi tatar karabugdayi ile yaygin karabugday tiiriiniin yaprak boyut ve sekil
farkliliklar1 bulunmaktadir. Ancak her iki tiirde de yaprak sap1 her zaman tabanda bir
kilif ile gevrilidir. Yaygin karabugday bitkisi genis yaprakli, kisa kalin gévde yapisina
sahiptir ve kisa sagak kokleri mevcuttur. Ancak tatar karabugdaymin yapraklari daha

dar, gdovdesi daha ince, uzun ve uzun sagak kokleri vardir.



Tatar

Karabugday1 Yaygin
Karabugday
Yapraklar Yapraklar
kiicitk biiyiik
Saplar ince Saplar kalin
ve uzun ve kisa
Kisa sacak
Uzun sagak kokler
kokler

Sekil 1.1 Tatar karabugday: ile yaygin karabugday bitkileri arasindaki morfolojik
farhiliklar

Sekil 1.2.a ve b’de goriildiigii gibi karabugdayin taneleri (tohumlar1) biiyiik tiggen
prizma seklinde ve koseli olup, kabukla (perikarp) kaplidir. Cesitlere gore degismekle
birlikte 4 mm genislik ve 6 mm uzunluk ile 2 mm geniglik ve 4 mm uzunluk
arasindadir. Tane iriligi genuslara gore farklidir. Bin tane agirligi 25-35 gr arasinda
degismektedir. 25 gramin altinda olanlar kiiciik taneli, 25-30 gr orta, 30-35 gr biiyiik, 35
gr Ustii ise ¢ok biiylik taneli olarak ayrilmaktadir. Kabugu cikartilmig karab sday
tanelerine “groat” denilmekte ve kimyasal kompozisyonu ve gorliniisii ile tahil

tanelerine benzemektedir (Kan 2014).

Sekil 1.2 Karabugday taneleri a) Yaygin karabugday, b) Tatar karabugday1



Sekil 1.3°de goriildiigli gibi karabugday tohum kabugunun sekli, biiytikliigii ve rengi
bitkinin tiirlerine gore degisiklik gosterebilmekte ve tohum kabuklar1 parlak, mat
kahverengi, siyah veya gri olabilmektedir. Yaygin karabugday tiirii; daha biiyiik tohum
yapisi, kolay soyulabilen kabuk ve lezzetlidir. Bu nedenle, tatar karabugdayindan daha
cok tiiketilmektedir. Aksine, tatar karabugday1 ise daha kiiciik bir tohuma, zor soyulan
kabuga ve aci bir tada sahip olmasi ile karakterize edilmektedir (Dizlek vd. 2009).
Tanedeki toplam kuru maddenin; gesitlere gore degismekle birlikte %59-70’1 nisasta,
%11-15’1 protein ve %1.5-3.7 yaglardan olusmaktadir (Campbell 1997). Karabugdayin
en onemli kalite kriterleri; rengi ve lezzetidir. Yeni hasat edilmis karabugday tohumlari

acik yesil renklidir (Dizlek vd. 2009).

Sekil 1.3 Karabugdayi taneleri, tohum kabugu ve yabani karabugday tanesi

Karabugday bitkisinin ¢icek rengi genellikle Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya'da
beyaz ancak Giineydogu Asya ve Giliney Cin'de genellikle pembedir. Karabugday
bitkileri, ekimden 3 ila 6 hafta sonra cicek agmaya baglar ve birka¢ hafta boyunca
siirekli ¢icek agar. Karabugday yabanci dollenir, ¢igekler kendine kisirdir ve déllenme
icin bocekler veya riizgara ihtiyaci vardir. Sekil 1.4’de goriildiigii gibi beyaz veya
pembe olan cicekleri kokulu olup, bal arilar1 i¢in de oldukga ¢ekici bir bitkidir (Anonim
2008).

Sekil 1.4 Karabugdayin tag yapraklar1 beyaz ve pembe olan ¢esitleri



Karabugday bitkisinin boyu yetistirme kosullarina gore 60-120 cm arasinda degisen,
dallanan ve yapraklar diiz olmayan ii¢gen seklinde bir goriiniime sahiptir. Karabugday
8-12 hafta arasinda vejetasyon siiresini tamamlar ve bitki iizerindeki ana, orta ve alt
dallarda olgunlasma heterojenlik gosterir. Sekil 1.5°de goriildiigii gibi karabugdayda
olgunlagma alt dallardan baslar, yukariya dogru devam eder ve aynmi zamanda
ciceklenme de devam eder ve {iiniform olgunlasma olmaz, hasat zamaninda bitki

tizerinde ¢igekler, yesil ve olgun taneler ayn1 anda bulunur (Kara ve Giirbiizer 2017).

Sekil 1.5 Karabugdayin ¢igeklenme donemi

1.3 Karabugdaym Onemi

1.3.1 Ekonomik o6nemi

Son yillarda tahil ve sebze kadar degerli bir gida iiriinii haline gelen Karabugdayin
tiretimi birgok iilkede artmistir. Yiiksek besin degerlerine sahip olmasinin yani sira zor
kosullar altinda yetistirilebilme olanaklart da tarmmim  yayginlastirmaktadir.
Karabugday, marjinal topraklarda diisiik girdi maliyeti ile yiliksek birim alan verimine
sahiptir. Karabugdayin c¢evresel faydalarinin belirlenebilmesi zor olsa da, ikinci {iriin

olarak maliyet acisindan etkin oldugunu gostermek i¢in bazi ¢aligmalar yapilmstir.
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Gil ve Birer (2017) 47 ciftei ile yaptiklar1 ¢aligmada, Karabugday cift¢ilerinin sosyo-
ekonomik durumlar1 ve teknik alt yapilarini tespit etmek i¢in yapilan ankette, iiretim
maliyeti ile karlilik baz alinmis ve ciftcilerin kosullarinda karabugday iiretiminin karl
oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Siirdiiriilebilir karabugday tarimi i¢in ¢iftcilerin gereksinim
duydugu teknik bilgilerin ve devlet ve sivil toplum kuruluglar tarafindan saglanmasinin

uygun olacagi bildirilmistir.

1.3.2 Tarmmdaki 6nemi

Karabugday bitkisinin pek cok toprak yapisinda kolaylikla yetisebilme 06zelligi
nedeniyle genis bir adaptasyon kabiliyetine sahip oldugu bilinmektedir.

Karabugday; tariminda yogun tarimsal girdi kullanilmamasi, tahillara gore daha kisa
vejetasyon siiresine sahip olmasi ile birlikte miinavebeye uygun bir bitki olmas1 gibi
Oonemli tarimsal avantajlara sahip bir bitkidir. Karabugday bitkisin tarimi tahil ve
baklagil bitkilerine benzerlik gosterdigi i¢in tarimi {ilkemizde daha kolay

yayginlagabilecektir.

Hizli1 gelisme 6zelligine sahip olan karabugday bitkisi, vejetasyon siiresi kisa olan
bolgeler i¢in 6nemli bir alternatif kiiltiir bitkisi olmasinin yani sira vejetasyon siiresi
uzun olan bolgeler i¢in de ikinci {iriin bitkisi olarak faydalanma imkén1 saglamaktadir.
Kullanim alanlar1 ¢ok ¢esitli olan karabugday bitkisinin tohumlar1 insan ve hayvan
beslenmesinde kullanildigr gibi tarimsal liretimde iyi bir Ortii ve yesil giibre bitkisi

olarak ayni zamanda tibbi amagclarla da faydalanilabilmektedir (Katar ve Katar 2017).

Ozellikle bu bitkinin su tiiketiminin diisiik olmasi, su kaynaklarinin yetersiz oldugu
bolgelerde yetistirilmesi agisindan 6nemli goriilmektedir. Ulkemiz icin yiiksek katma
deger potansiyeline sahip karabugday bitkisinin hem ova hem de yayla ekolojik
kosullarinda {iiretilmesi iilke tarimina katma deger saglamasi agisindan Onem arz
etmektedir. Konya ovasi ekolojik kosullarinda bitki ile yapilan c¢aligmalarda yeterli

miktarda tohum verimi (ortalama 100 kg/da) alinabilecegini gdstermistir (Acar vd.



2011). ilerleyen dénemlerde iilkemizde iiretilip islenmesi planlanan karabugdaym yurt
ici talebin karsilanmasinin o6tesinde ithalat potansiyelinin olabilecegi de tahmin

edilmektedir.

Karabugdayin karbon sekestrasyon mekanizmalar1 i¢in 6nemli olan fitolit ve fitolit-
tikali organik karbon icerdigi ve bu nedenle, karabugday yetistiriciliginin bir fitolit
karbon havuzu potansiyeli oldugu ve karbon dongiisii diizenlemesinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi belirtilerek, yaygin ve tartary karabugdaymin fitolit karbon
sekestrasyonunun karasal cali bitki Ortlisiine esit oldugu tahmin edilmektedir. Bu
sebeble, karabugday tariminin fitolit karbon yutagi olarak iklim degisikligiyle
miicadelede rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Wang ve Sheng, 2022)

Karabugdayin toprak seciciliginin ¢cok az olmasi ve fakir topraklarda kolay yetigsmesi,
hizli biliylimesi ve topragi kaplamasi nedeniyle yesil gilibre olarak diger bitkilerin
yetistirilemedigi yerlerde alternatif olabilir. Yesil giibre olarak kullanilmasi tercih
edildiginde 2. {iriin olarak ekilmesi daha yararli olacaktir. Karabugday topraktaki
fosfordan iyi yararlanip biriktirmesiyle de bir sonraki bitkiye besin maddesi bakimindan
zengin bir toprak birakmaktadir. Ekimden 4-5 hafta ve ciceklenmeden bir hafta on giin
sonra yesil giibre olarak topraga karistirilmalidir. Topraga karistirilmasi gecikirse
tohumlar fizyolojik olumunu tamamlamis olabilir, bu da tarlaya gelecek sonraki iiriin
agisindan sorun olusturabilecektir. Karabugday yararl bir yesil giibre bitkisidir. Onemli
miktarda kuru madde iretir. Uygun sartlarda hektar bagina kuru madde miktari ii¢ ton
olarak saptanmistir. Yesil giibreleme topragin organik madde miktarint artirarak

topragin besin ve nem igerigini artiracaktir.

Yabanct ot ilaglarinin  kullanilmamasi  gereken alanlarda (organik tarim
uygulamalarinda), rekabet giicliniin yiiksek olmasi ve hizli gelismesi, sik dal ve
yapraklarinin goélge olusturmasi gibi nedenlerle karabugdayin ekim nodbetine alinmasi
yararli olacaktir ve bdylece organik karabugday iiretimi de tesvik edilecektir. Yabanci ot
gelisimini engellemek i¢in sik ekim yapilmasi da onemlidir. Hizli gelisip toprag:
kaplama 6zelligi, araziyi su ve riizgar erozyonuna karsi koruyacaktir. Karabugdayin

topraktaki kursun gibi agir metalleri toplayict 6zelliginin, topraklarin iyilesmesini
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sagladigl ve agir metallerin bitkiye zarar vermedigi, yaprak, dal ve koklerde biriktigi

bildirilmektedir.

1.3.3 Insan beslenmesindeki yeri ve 6nemi

Karabugday insan beslenmesinde ya direkt taneleri ya da taneden elde edilen un ve unlu
mamuller olarak kullanilmaktadir. Diger karabugday {irlinleri karabugday filizi,
karabugday ¢igek bali, yesil karabugday cayi, karabugday birasi, karabugday sirkesi ve
sebze olarak da tiiketilebilmektedir (Dizlek vd. 2009).

Karabugdayin yaygin olarak bilinen {i¢ farkli formu vardir:

- Kabugu alinmis karabugday taneleri (groats): Bunlar, 1s1l isleme tabi tutulmamis ¢ig
karabugday taneleridir. Bu taneler kirilmis veya biitlin, yenilmeyen dis siyah kabuklar
alinmis haldedir. Islenmemis beyaz taneler biraz acidir, bu nedenle pisirilmeden 6nce

birkac dakika az yagla kavrulursa bu aci tat gider ve hos bir tat alir.

- Karabugday kahvalt1 gevregi: Karabugdayin iri taneler haline getirilmis bir formudur.
Genel olarak kahvaltilarda kullanilir. Bu amagcla 1s1l isleme tabi tutulmus karabugday
tanelerinin dogal acilifinin yagda kavrulmak suretiyle giderilmesi ve tatli hos bir lezzet
almasi ile “Kasha” olarak nitelenen karabugday {irlinii hazirlanir. “Kasha’nin tiretimi

Avrupa ve Amerika’da ¢ok yaygindir.

- Kabugu alinmamis karabugday taneleri: Bu taneler filizlendirme i¢in kullanilir.

Karabugdayin en ¢ok unu kullanilmaktadir. Karabugday unu; kek, ekmek, makarna,
eriste, sehriye, muffin, kraker, kurabiye, krep ve tortilla gibi unlu mamullerin yapiminda
kullanilir. Kahvalti gevregi olarak yenildigi gibi degirmenlerde pargalanip Amerika’da
“porridge” denilen yulaf lapasi, Kore’de “naengmyeon” ismi verilen karabugday unu ile
yapilan soguk sehriye ¢orbasi ve Italya’nin kuzey bodlgelerinde “pizzoccheri” yaprminda

kullanilir. Corbalarda, pudinglerde, tatlilarda, dondurma kiilah1 yapiminda kullanilir.

10



Japonya’da karabugday cogunlukla “soba” ya da “sobakiri” (karabugday eristesi)
tiretiminde kullanilir. “Soba” karabugday unu ile bugday ununun karistirilmasiyla ticari
ya da ev kosullarinda hazirlanan bir {iriindiir. Ayrica, yine Japonya’da bitkinin geng
yapraklar1 sebze olarak tiiketilir. Rus ordusunda karabugday tereyagla pisirilerek
(Kasha) askerlerin beslenmesinde kullanilir. Hem “Kasha” hem de “groat” firinda,
buharda ya da kaynatilarak pisirilmek suretiyle patates ve pirince alternatif olarak
kullanilir. Almanya’da sebzeli yemeklerin kivaminin arttirilmasi amaciyla kullanilir,
ayrica tatlilara ve diger gidalara ilave edilir. “Crumpet” denilen ve Hollandali ¢ocuklar
tarafindan c¢ok sevilen ¢ok besleyici ve hazmedilebilir oldugu sdylenen bir tiir pasta
yapiminda kullanilir. Karabugday tanelerinden bira yapilir. Amerika Japonya’ya

karabugday birasi ihra¢ etmektedir. Cicekleri kahverengi boya yapiminda kullanilir.

Karabugday tohumlar1 (sekil 1.6), Japonya'da ¢ogunlukla eriste olarak kullanilirken
Avrupa ve Kuzeyde Amerika’da karabugday unu genellikle krep hazirlamak igin
bugday unu ile karistirilarak ve ayrica biskiivi, eriste, tahil ve et sulandirict olarak da
kullanilmaktadir. Rusya ve Polonya'da yulaf lapast ve corba yapmak i¢in kabugu
cikarilmis tane ve unu kullanilmakta, Isvec'te ise balik doldurmak icin kullanilmaktadur.
Karabugday, Giineydogu Asya'da pek ¢ok engebeli alanda temel bir besin kaynagi olup,
mayasiz ekmek denilen chapattis yapmak i¢in kullanilmakta ve ayrica su ile
kanistirilarak gevrek bir pakora kizartmak i¢in de kullanilmaktadir. Parathas yapmak
icin unu patateslerle karistirilabilmektedir. Alkollii icki ve 0Ozellikle Cin’de sirke
tiretiminde kullanilan Karabugdayimn likoriiniin tibbi nitelikte oldugu da belirtilmistir

(Campbell 1997).

Sekil 1.6 Karabugday’in beslenmede kullanilan tohumlar1
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Karabugday tanesinin kimyasal icerigi Cizelge 1.4’de verilmistir. Cizelgede goriildiigii
gibi; genel kimyasal kompozisyonu insan viicudunun yapi tasi olan bilesenleri

icermektedir.

Karabugday unu viicuda gerekli mineral igerigi bakimindan da c¢ok iyi bir kaynaktir.
Isleme ile bu bilesenlerini kaybetmemesi eklendigi iiriinii besinsel ve fonksiyonel olarak
zenginlestirmektedir. Makro elementlerden fosfor (P) potasyum (K), magnezyum (Mg)
ve kalsiyum (Ca) miktar1 kuru agirlikta 100 mg/kg’dan fazladir. Mikro elementler

makro elementlerle karsilastirildiginda daha az bulunmaktadir.

Cizelge 1.4 Karabugday tanelerinin kimyasal icerigi

BIiLESEN MIKTAR (%)

NEM 9.6-13.8
NISASTA 55-75
PROTEIN 10- 12.5

LiF 7-10.7

LiPiD 1.4-4.7

KUL 1.3-2.3

DIGER BILESENLER 15-20

Kaynak: Dizlek vd. 2009

Mikro elementlerden; Demir (Fe), manganez (Mn) ve ¢inko (Zn) miktar1 digerlerine
oranla fazladir. Vitamin c¢esitliligi bakimindan da zengin olan karabugday, A
(karotenoidler), B1 (tiamin), B2 (riboflavin), B3 (niasin), B5 (pantotenik asit), B5
(piridoksin), C (askorbik asit) ve E (tokoferoller) vitaminlerini igermektedir. B1, B2,
B3, B5 ve B6 vitaminlerinin konsantrasyonlar1 sirasiyla 0.22, 0.1, 1.8, 1.1 ve 0.17
mg/100g, (E Vitamini, dogal olarak olusan tiim tokoferol formlarini temsil eder) toplam
tokoferol konsantrasyonu ise 1.43 — 5.5 mg/100g olarak bildirilmistir (Bobkov 2016).
Yaygin karabugday tanelerinde toplam flavonoid igerigi yaklasik 10 mg/g iken
Fagopyrum tataricum'da toplam flavonoid igerigi dort kat daha fazladir (Bobkov 2016).

Tohumlar1 diger karabugday ¢esitlerine gore en yiiksek biyoflavonoid rutin igerigine

sahip oldugundan ila¢ sektoriinde ilgi ¢gekmistir. Rutin olarak bilinen Quercetin 3-O-f3
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rutinoside biiyiikk oranda antioksidan, antihipertansif ve antiinflamatuar potensiyele

sahiptir (Dar vd. 2018).

Tahillarla karsilastirildiginda, biitlin temel aminoasitler (6zellikle lisin, treonin,
triptofan) bakimindan yiiksek konsantrasyona sahip olmasindan dolay1 ve biinyesinde
bulundurdugu siilfiir igeren aminoasitler ile birlikte dengeli aminoasit kompozisyonu
bakimindan karabugday proteini yiiksek besin kalitesine sahiptir. Karabugday
proteinleri albumin ve globulin bakimindan zengin iken glutelin ve prolamin igerigi
bakimindan fakirdir. Bu nedenle karabugday unu ya da kirmasi ile hazirlanan
hamurlarda 6z (gluten) olusmaz. Lisin ve arginin bakimindan zengin olan aminoasit
kompozisyonu sebebiyle karabugday proteini yiiksek biyolojik degere sahiptir (Dizlek
vd. 2009).

Colyak hastalarina alternatif bir {iriin olarak 6n plana ¢ikan karabugdayin besin 6geleri,
biyoaktif bilesenleri, saglik {izerine olumlu etkileri ve fonksiyonel 6zelllikleri {izerine
yapilmis pek c¢ok bilimsel arastirma vardir. Colyak hastalari i¢cin uygun gidalarin
besleyici degerinin arttirilmasinda karabugdayin, amarant ve kinoa kullanimi, umut
verici olarak goriilmektedir. Bugday yerine kullanilan bu tahillarin teknolojik ve
besleyici 6zellikleri incelendiginde ¢olyak hastalarinin protein, demir, kalsiyum ve diyet

lifi gereksinimlerine 6nemli katkis1 oldugu saptanmistir (Tiirksoy ve Ozkaya 2006).

Insan saghgma olan dénemli etkileri ve besleyici icerigi sayesinde alternatif bir gida
maddesi  olarak  degerlendirilen karabugdaym hayvanlar {izerinde yapilan
aragtirmalarinda da yiiksek kolesterol, hipertansiyon ve diyabeti engelledigini

goriilmiistiir (Hayit ve Giil 2008).

Karabugday, diger tahil iiriinlerine kiyasla daha fazla antioksidan, antienflamatuar ve
antikanserojen Ozelliklere sahip bir rutin olan kuersetin-3-rutinosid i¢ermekte olup,
insanlarda hemorajik hastaliklarla iliskili kan damarlarmin  kirilganhigint  da

azaltabilecegi belirtilmistir (Baumgertel vd. 2003)
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Karabugdayin geng siirgiinleri ile ¢icek ve yesil yapraklari, rutin olarak bilinen glikozit
icerigi nedeniyle, retinal kanamaya yol agabilen beyindeki damarlarin yirtilmasi ile
sonuglanan hipertansiyon ve kardiyovaskiiler bozukluklarin tedavisi i¢in ya da bu
durumu onlemek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica bu glikozitin bobrek kanamasi, kalitsal
hemorojik lezyonlar, hemofili ve bazi hemerojik hastaliklarin tedavisinde kullaniminin

da basarili sonuglar verdigi bildirilmistir (Rajbhandari 2004).

Karabugday bitkilerinin sadece tohumlar1 degil ayn1 zamanda diger kisimlar1 da
biyolojik degeri yliksek bilesikler bakimindan zengindir. Karabugdaydaki genotipik
varyasyonun toplam biyoaktif bilesikleri ¢evre agisindan 6nemli rol oynamaktadir.
Karabugday cesitlerinde, gida ve tibbi kullanim igin genis 6lglide yararlanilabilecek
yiiksek biyoaktif bilesik gesitliligi mevcuttur (Sytara vd. 2016). Ozellikle Fagopyrum

cymosum tiirii Cin tibbinda énemli bir yere sahip olmustur (Inanir vd. 2019).

Insanlarda gériilen bazi hastaliklarin énlenmesinde karabugdayin yararh etkilerine dair
cesitli raporlara ragmen, farkli karabugday genetik kaynaklarinda biyokimyasal ve
fizyolojik ozelliklerin degiskenligine ¢ok az ilgi gosterilmistir. Karabugday bitkilerinin
bitkisel kiitlesinde biyolojik olarak bulunan aktif bilesiklerin (fitosteroller, flavonoidler,
fagopirinler, fenolik asitler, lignanlar ve vitaminler) yiiksek icerigi genetik kaynaklarin
seciminde gelecekteki ana hedef haline gelme ve beslenme etkilerine yonelik iireme

acisindan 6nemlidir (Sytara vd. 2016).

1.3.4 Hayvan beslenmesindeki 6nemi

Karabugday kiiciik ve biiyiikbas hayvan ile yumurta tavuk¢ulugunda yem olarak
kullanilmaktadir. Cesitli arastirmalarda da rasyonlara katilabilecegi, toplam karisimin
1/3"i kadar ilave edilebilecegi belirtilmistir (Acar 2009). Yem bitkilerinde, yiiksek yesil
ve kuru ot verimi bitkilerin tercih edilmesi icin dnemli bir dzelliktir. Ozellikle yem
aciginin giderilmesinde verim, kaliteden daha onceliklidir. Bunun yaninda kalitesinin
(protein, karbonhidrat ve mineraller) yiiksek olmasi, yetistiriciliginin kolay olmasi,

ekstrem kosullarda yetisebilmesi ve hizl1 gelismesi yem degerini yiikseltmektedir. Diger
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bitkilerde oldugu gibi karabugdayda da verim; c¢evre kosullarina, yetistirme

tekniklerine, ¢eside, hasat zamanina ve iiretim amacina gore degismektedir.

Karabugdayin yesil ve kuru ot veriminin korunga, fi§ ve ¢avdardan yiiksek, yonca,
misir, sorgum X sudanotu melezi, bugday, arpa, tritikale ve yulaftan diisiik oldugu;
ancak ciceklenme baslangicinda diisiik olan yesil ve kuru ot veriminin, hasat donemi

geciktikce ylikseldigi saptanmistir (Kara ve Yiiksel 2014).

Karabugdayda hasat donemine kadar c¢igeklenme devam etmektedir, bu nedenle yesil ot
amactyla dane hasadindan 10-15 giin 6nce bi¢im yapilmaktadir. Kara ve Yiiksel (2014),
karabugdayin %50 tane olusum doneminde yesil ot veriminin 2 847.3 kg/da ve kuru ot
veriminin 890 kg/da oldugunu ve bu donemde bitki iizerinde ciceklenmenin devam
ettigini ve bitkinin yesilligini korudugunu bildirmistir. Ayrica hayvancilik yapan
isletmelerde ekim ndbetine alinarak birim alanin daha etkili kullaninmini ve daha ucuz

yem elde edilmesini saglayabilir.

1.4 Karabugdayda Doku Kiiltiirii Calismalar:

Bitki doku kiiltiirti, aseptik kosullarda, yapay bir besin ortaminda, biitlin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, slispansiyon veya kallus hiicreleri) doku (¢esitli bitki kisimlar1 =
eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni dokus; bitki
ya da bitkisel {irtinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir. 20. ylizyilin ortalarindan bu
yana, doku kiiltiirii tekniginin bir¢ok bitki tiirli i¢in hizla gelisimiyle birlikte hiicre
biyolojisi ¢aligmasinda ve pratik kullanimda biiyiik firsatlar yaratmistir (Suvorova

2016).

Bitki genetik kaynaklarmmin korunmasinda da biyoteknolojik yontemler (molekiiler
biyoloji, doku kiiltiirii vb.) on plana ¢ikmaktadir (Ozgen vd. 2005). Biyoteknolojik
yontemler arasinda en onemli yontemlerden biri olan bitki doku kiiltiiriinde; eksplant

secimi, besin maddelerinin miktar;, kullanilacak hormonlarin dozlar1 ve
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kombinasyonlar1 ile uygun mikro ¢ogaltim tekniginin kullanilmasi basarinin en 6nemli

parametreleridir (Ozgen vd. 2000).

Bitkilerde biiylimeyi diizenleyen maddeler bitkiler tarafindan olusturulabildigi gibi ¢ok
diisiik miktarlarda bitkiye disaridan da verilebilmektedir. Bahse konu bu hormonlar,
bitkideki biliylime, gelisme ve diger fizyolojik olaylar1 tek basina ya da farkh
hormonlarla birlikte olumlu veya olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Sadece
olusturduklar1 dokularda degil ayn1 zamanda bitkinin diger kisimlarina da taginabilen ve
etkilerini diger organlarda da gdosterebilen organik maddelerdir (Kumlay ve Eryigit

2011).

Bu maddelerden stimiilator adi verilen ve bitki biiylime ve gelismesini uyarip
hizlandiran gruba oksin ve sitokinin denilmektedir. Doku kiiltiirii calismalarinda en ¢ok
kullanilan oksinler, NAA (Naftalen asetik asit), 2,4-D, IBA ve sitokininler ise TDZ
(Tidiazuron), BAP (6-Benzil Amino Purin) olarak bilinmektedir. Oksinler; tarimda en
once kullanilan hormonlardir (Halloran ve Kasim, 2002). Bunlar; hiicre uzamasi, doku
gelisimi ve kok olusumunun tesvik edilmesi i¢in hiicre genislemesi ve bilyiimeye neden
olan maddelerdir. Oksin, bitkiler tarafindan sentezlenir ve en ¢ok bulunan oksin formu
ise Indol-3-asetik asit (IAA)’tir (Grunewald vd. 2009). Sitokininler; bitki dokularinda
hiicre boliinmeleri esnasinda ortaya ¢ikan, diger hormonlarin aksine, hem bitkilerde,
hem de hayvanlarda bulunan kinin yapisindaki organik maddelerdir. Sentetik
phenylurea tiirevleri, thidiazuron (TDZ) ve N-(2-chloro-4-pyridyl)-N’- phenylurea
(CPPU) olarak bilinenl-phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl) iire ve dogal olarak meydana
gelen adenin tilirevleri kinetin (KIN) ve 6-benzyladenine (BA) olarak ikiye ayrilirlar.
Sentetik tlirev olan TDZ adenin tiirevlerinden daha yiiksek etki diizeyine sahiptir (Te-
chato vd. 2008). Sitokinin grubundan olan BAP siirgiin olusumunda ve oksin grubunda

olan IBA koklenme asamasinda etkilidir (Pierik 1997).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, gelismis bitki ¢esitlerinin elde edilisinde énemli bir rol
oynamaktadir. Mikro g¢ogaltmanin bir pargasi olan bitki rejenerasyon sistemleri ve
Karabugdayda bitki gelisimine yol agan molekiiler yaklasimlar ¢ok énemlidir (Park ve

Park 2018).
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Son yillarda, karabugday, insan sagligina sayisiz faydasi ve gliiten igermemesi
nedeniyle umut vaat eden bir fonksiyonel gida kaynag: olarak giderek daha fazla ilgi
gormektedir. Ayrica, karabugday tiirleri, habitatlar1 ve biyolojik ¢esitliligi artiran gesitli
Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle bu da onu ¢evre dostu bir iiriin haline getirmektedir
(Small, 2017). Buna ek olarak, karabugday, asir1 kuraklik kosullarinda bugdaya
alternatif olarak kabul edilmektedir (Martinez-Goni vd. 2023). Bu gercekler gbz oniine
alindiginda, karabugdayimn potansiyelini tam olarak gerceklestirmek icin kapsamli

molekiiler doku kiiltiirii caligmalar1 yiiriitiilmesi gerekmektedir.

Karabugdayin; kendine uyusmazligi (Neskovig vd. 1995), ¢icek dokiimii (Morris 1951),
diisiik tohum olusumu ve tohum kirilmast (Oba 1998), tuz stresi altinda ¢imlenme
performansinin azalmasi ve fide biiyiimesinin yavaslamasi (Chen vd. 2020, Ergeldi ve
Avci Birsin 2025) ve toprak tuzunun tane verimini etkilemesi (Chen vd. 2008), ilk
gelisme donemindeki sicaklik hassasiyeti, ilkbahar ve sonbahar donlarina karsi
duyarliligi gibi nedenlerle iiretiminde istenen artiglar yapilamamaktadir. Bitkilerde
klasik 1slah  yOntemleri kullanilarak verim ve kalitesi yiiksek cesitler
gelistirilebilmektedir. Klasik 1slah ¢alismalarinda ortaya ¢ikan sorunlarin ¢éziilmesinde
doku kiiltiirii ve genetik miihendisligi teknikleri bir se¢enek olusturmaktadir. Doku
kiltlirii, genetik miihendisligi ¢alismalarina taban olusturma ve bu uygulamalari
tamamlayicisi roliinii istlenmektedir. Gen aktarim caligmalarinda amaca ulagmak i¢in
etkili bir bitki rejenerasyonu protokoliiniin onceden belirlenmesi gerekmektedir. Gen
aktarim Oncesinde kallus kiiltiirii ile uygun dokuyu olusturmak ve sonrasinda rejenere
bitki elde etmek, ¢alismalarin en ¢ok zaman harcanan kismini olusturmaktadir. Doku
kiltiiriinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu; eksplantin tiiriine, genotipe ve
ortamda bulunan bitki hormonlar1 ve besin maddelerine gore degismektedir (Ozgen vd.
1996;1998). Karabugdayda doku Kkiiltiirii caligsmalarinda; fide bdliimleri, apikal ve
aksiller meristemler, olgunlasmamis embriyolar, anterler ve mikrosporlar gibi c¢esitli
eksplantlar kullanilmistir. Kallus ve hiicre kiiltiirleri sadece model nesneler olarak degil,
ayn1 zamanda biyoaktif bilesikler sentezi igin bir sistem olarak da kurulmustur. Bu
nedenle doku kiiltiirii yaklagimlar1 karabugday icin hem pratik 1slahta hem de temel

arastirmada kullanilmak iizere gelistirilmistir (Suvorova 2016).
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Doku kiiltiirtinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu; eksplantin tiiriine, genotipe ve
ortamda bulunan bitki hormonlar1 ve besin maddelerine goére degismektedir. Bu
arastirmada; karabugdayda kiiltiir tepkilerinin  belirlenerek; kallus olusumu,
rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin sayisi, slirgin basina kok sayisi ve kok
uzunluguna iligkin veriler elde edilerek, uygun rejenerasyon protokoliiniin ortaya

¢ikarilmasi amaglanmaistir.

18



2. KAYNAK OZETLERI

Yamane (1974), karabugdayda kotiledon ve hipokotil eksplantlarini; 2,4-D, IAA ve
kinetinin farkli dozlarini i¢eren 18 farkli besi yerinde kiiltiire almis ve Smg/L den fazla
2,4-D eklenen ortamlarda kallus olusumunun kolay ve oraninin yiiksek oldugunu
bildirmistir. Bu arastirma karabugdayda doku kiiltiirii ile ilgili yapilan ilk ¢alismalardan
biridir.

Srejovic ve Neskovic (1981), tarafindan yapilan bu calismada, karabugdayin Pennquad
¢esidinin tetraploid hattina ait tohumlarinin kotiledon eksplantlarindan in vitro
kosullarda bitki rejenerasyonunun miimkiin olup olmadig1 arastirllmigtir. Hiicre
boliinmesi i¢in 5 mg/L 2,4-D ve 0.1 mg/L KIN igeren ortamlarda kiiltiirlenen kotiledon
eksplantlarinin boyutlarinin yaklasik iki katina ¢iktigi, daha sonra 1 mg/L 2,4-D ve 1
mg/L KIN ilave edilmis besin ortamlarinda kalluslarin en iyi sekilde gelistigi ve gelisen
kalluslardan IAA (107¢ M) + BAP (10~° M) kombinasyonu ile siirgiin olusumunda en iyi
sonuclar alindigi ve en basarili kok gelisiminin ise 1 mg/L IBA igceren ortamlarda

gbzlemlendigini belirtilmistir.

Takahata ve Jumonji (1985), yaptiklar1 ¢alismada, Fagopyrum esculentum’un yerel bir
cesidi olan ‘Iwate-zairai Akisoba’ tohumlarindan elde edilen hipokotil eksplantlarini
kullanmislar ve 1 ve 2 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l 6-BA iceren ortamlarda kallus oraninin
arttigl, 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l 6-BA igceren MS ortamina aktarilan kalluslarin ¢ok
sayida siirgilin olusturdugu, bu siirgiinlerin, 1 mg/l IBA igeren hormonsuz MS ortamina
aktarildig1 ve sonrasinda kdklenen bitkilerin saksilara dikildigi belirtilerek karabugdayin
hipokotil eksplantindan yiiksek bagsart orani ile rejenerasyon elde edilebilecegini

bildirmiglerdir.

Bohanec (1987) yaptig1 calismada, mikro c¢ogaltmanin tohumdan baslatildigindaki
gelismelere odaklanmistir. Deneylerinde, Karabugday c¢esitleri olan Darja ve Siva
tohumlarinda indiiksiyon fazi olarak kullanilan (BAP 2 mg/L ve IAA 5.5 mg/L)

sitokinin  konsantrasyonunun (degismeyen ortamda) daha diisiik sitokinin
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konsantrasyonuna gore (BAP 1 mg/L ve IAA 5.5 mg/L) daha fazla bazal kallus

olusumunu gergeklestigini belirtmistir.

Adachi vd. (1989), yaygin karabugdayn, hipokotil eksplanlarinda yaptiklar1 protoplast
kiltlirii caligmalarinda, kallus olusumunun en iyi sonug verdigi hormon kombinasyonun
1 mg/L 2,4-D + 0.1 mg/L BAP igeren MS besin ortam1 oldugunu ve kok gelisiminin en
iyi sonug verdigi kombinasyonun ise 0.1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP igceren MS besin

ortamlar1 oldugunu bildirilmislerdir.

Neskovic vd. (1990), tarafindan yapilan calismalarda, karabugdayin 'Pennquad' ve
‘Siva’ g¢esitlerinin mikro c¢ogaltma yoluyla veya aseptik olarak c¢imlendirilmis
tohumlarindan elde edilen bitkilerin saplarinda agilan yara iizerine A. tumefaciens veya
A. rhizogenes hiicrelerinin yogun bir bulamac siiriilerek bakteri agilamasi yapilmaistir.
Fideler, agar ile katilastirilmis yari-giicli BS5 tuz ortami iceren test tiiplerine
aktarilmistir. Bakterilerin neden oldugu timorler gelistiginde, ¢cogalan doku kesilerek
kiiltiirlenmis ve ayn1 hormonsuz ortamda A. rhizogenes inokiilasyonundan kok uglari
hormonsuz ortam igeren petri kaplarina aktarilmistir. Calisma sonunda, A. tumefaciens
ve A. rhizogenes toprak bakterilerinin plazmid DNA’simin bitki genomuna
yerlestirilmesinin timor ve sagak koklenmeye neden oldugunu belirten arastirmacilar,
genetik  miihendisliginde, plazmidleri tasiyan bu DNA’nin vektor olarak
kullanilabilecegini ve bu sonuclara dayanarak karabugdayin Agrobacterium’a duyarl ve
transgenik bitkilerin elde edilmesine yonelik projelerde uygulanabilir bitkiler listesine

eklenmesi gerektigini belirtilmislerdir.

Rajbhandari vd. (1995) yaptiklar ¢alismada karabugdayin iki farkli genotipinden (9002
ve 90151) almman yaprak ve goévde eksplantlar1 kullanilmistir. Farkli hormon
konsantrasyonlarini iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinarak kallus olusumu ve
rejenerasyon potansiyelleri arastirilmigtir. Kallus olusumu i¢in 1 mg/L 2,4-D en yiiksek
basarty1 saglamig, govde eksplantlarinda oranlar %20-98, yapraklarda ise %28-92
arasinda degistigi, kalluslarin farklilasmasinda 4 mg/LL BAP ve hiicre boliinmesinde 0.2
mg/L TAA + 2 mg/L BAP dozlarmin en iyi sonuglar verdigi, rejenerasyonda ise yine

0.2 mg/L TAA + 2 mg/L BAP kombinasyonunda genotipe de bagli olarak %52-60
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oraninda gerceklestigi belirtilmisitr. Elde edilen bulgular sonucunda, hormon ¢esidi ve
konsantrasyonlariin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu tizerinde belirleyici oldugu,
ayrica genotiplerin doku kiiltiiri ¢alismalarinda anlamli farkliliklar gosterdigi

bildirilmistir

Tanaka vd. (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, saksilarda yetistirilen F. esculentum'un
yapraklari, A. rhizonogenes liretilmis sivi ortamin igerisinde bekletilmistir. Daha sonra
yapraklar, antibiyotik ve 0.5 mg/L IBA igeren 2 MS ortamina transfer edilerek
kiltiirlenmis ve 3-4 hafta icinde segmentlerden sagak kok olusumu gézlenmistir. Olusan
sacak kokler kesilerek fitohormonsuz bakteri oOldiiren antibiyotik iceren 2 MS
ortaminda kiltiirlenmistir. Bakteri uzaklastirildiktan sonra sagak koklerde elektroforez
ile opinler tespit edilmistir. Calisma sonucu elde edilen alt1 sagak kok klonundan biri,
tarlada yetistirilen bitkilerin koklerinden 10 kat fazla olan kuru agirligin %0.24't
oraninda flavonoid rutini sentezlemistir. Flavanoliin biyosentetik calismalari ve bu
bitkideki flavon metabolizmasi i¢in de bu kok Kkiiltlirlerinin yararli olabilecegi

belirtilmistir.

Murthy vd. (1998) tarafindan yapilan bu derleme calismasinda, TDZ (Thidiazuron; N-
fenil-N'-1,2,3-tiadiazol-5-illire) adli feniliire tiirevi bir bilesigin farkli bitki tiirleri
tizerindeki in vitro morfogenez etkileri ele alinarak farkli bitki eksplantlarinda
(hipokotil, kotiledon, yaprak, protoplast, anter vb.) yapilan deneysel calismalar
degerlendirilmistir. TDZ'min tek basina ya da farkli bitki biiylime diizenleyicileri
(0zellikle NAA ve 2,4-D gibi oksinler) ile birlikte uygulandigi in vitro kiiltiir
sistemlerinde; morfogeneze etkileri, farkli tiirlerdeki uygulama dozlari, uygulama
siireleri, kiiltiir ortam1 bilesimleri ve gozlemler (siirgiin olusumu, kallus olusumu,
somatik embriyogenez vs.) analiz edilmistir. TDZ’nin, diger sitokininlerden farkli
olarak hem sitokinin hem de oksin benzeri etkiler gosterdigi, bircok bitki tiiriinde ¢ok
diisiik dozlarda bile kallus, siirgiin ve somatik embriyogenez olusturdugu, somatik
embriyogenezde oksin sentezini de uyarabilecegi belirtilmistir. Bu makalede, TDZ’ nin
bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda oldukg¢a giiglii bir bitki biiylime diizenleyici olarak
kullanilabilecegi, fakat bu etkinin tiir, ¢esit, eksplant tipi ve doz gibi degiskenlere

duyarl oldugu ortaya koyulmaktadir. Ayrica, TDZ'nin etki mekanizmasina dair halen
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tam olarak agiklanamamis pek ¢ok yonii bulundugu, ancak eldeki verilerin bu bilesigin

hiicresel diizeyde ¢ok yonlii bir diizenleyici rolii oynadigi vurgulanmaigtir.

Berbec ve Doroszewska (1999), yaptiklar1 bu ¢alismada, Polonya orijinli diploid Kora
ve Hruszowska ile tetraploid Emka olmak {izere ii¢ karabugday ¢esidini kullanmiglardir.
Tohumlar yar1 kuvvetli hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirildikten sonra elde edilen
fidelerden alinan kotiledon ve hipokotil parcgalari eksplant olarak kullanilmistir.
Rejenerasyon ¢alismalarinda; BAP ve IAA igeren ortamlarda rejenerasyon orani diisiik
kalmis, ancak TDZ ve IAA kombinasyonlarinin kullanildigi ortamlarda %30-50
arasinda siirgiin olusumunun gozlemlendigi bildirilmistir. Ozellikle Kora ¢esidinin, en
yiiksek siirgiin rejenerasyon potansiyeline sahip oldogu ve TDZ'nin tek basina etkisinin
stnirli  kaldigi, ancak IAA ile birlikte kullanildiginda etkili sonuglar verdigi
belirtilmistir. Elde edilen sonuglarin, karabugdayda etkili bir in vitro rejenerasyon

protokoliiniin gelistirilmesine katki saglayacagi bildirilmistir.

Colak vd. (1999), yaptiklar1 ¢alismada, Beta vulgaris L. cv. KWSTR-239 (seker
pancar1) tohumlarini in vitro kosullarda ¢imlendirilmis ve hipokotil eksplantlar1 izole
edilmistir. Eksplantlar, MS besin ortamina 8 farkli oksin (NAA, 2,4-D) ve sitokinin
(BAP, kinetin) kombinasyonu eklenerek kiiltlire alinmistir. 2,4-D iceren ortamlar kallus
olusturmus ancak siirgiin olusumu saglamamistir. En yiiksek siirglin rejenerasyonu
%80.7 oraniyla 0.5 mg/L NAA + 3 mg/L BAP kombinasyonunda elde edilmis, bunu
%63,6 ile 0,5 mg/L NAA + 6 mg/L BAP ve %53.3 ile 1 mg/L NAA + 3 mg/L BAP
takip etmistir.  Sonuglar, seker pancari hipokotil eksplantlarinda  siirgiin
rejenerasyonunun hormon tipine ve konsantrasyonuna bagli olarak degistigini
gostermistir. BAP iceren ortamlar kinetine goére daha yiliksek organogenez saglamis,
ozellikle NAA + BAP kombinasyonu en etkili bulunmustur. Yiiksek NAA
konsantrasyonlar1 (1 mg/L) siirglin rejenerasyonunu azaltmistir. Bulgular 15181inda,
hipokotil eksplantlarinin mikrogogaltim ve genetik ¢alismalar i¢in uygun bir materyal

oldugu bildirilmistir.

Park vd. (1999), yaptiklar1 ¢calismada, Kore karabugday cesidi olan Suwon 1'in yaprak

ve govde eksplantlarinin gen¢ dokularinda somatik embriyogenez ve morfogenez
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incelenmistir. Yaprak eksplantlarinda kallus olusum orani, 2,4-D (1 veya 3 mg/L) iceren
MS ortaminda sirastyla %90 ve %79 iken, gévde eksplantlarinda kallus olusum oraninin
ayni konsantrasyonlarda 2,4-D igeren MS ortaminda %73 ila %76 arasinda degistigi
belirtilmistir. Bitki rejenerasyon oranlarmin, hormonsuz MS ortamlarinda yapraktan
elde edilen kalluslarda %1.6 ile %5.6 arasinda bulundugu, yapraktan elde edilen
kalluslardan ise degisen sayida kok ile tek veya coklu siirgiinlerin gelisiminin

gozlendigi bildirilmistir.

Woo vd. (2000), yaptiklar1 bu calisma ile Fagopyrum esculentum (karabugday)in
kotiledon eksplantlarindan bitki rejenerasyonunu saglamak amaciyla F. esculentum cv.
Miyazaki zairai ¢esidinin kabuklart soyulmus tohumlarini kullanmiglardir. Tohumlar
nemli steril filtre kagitlarinda inkiibe edilmis ve sonrasinda ¢imlenen tohumlarin
kotiledonlarinin, 2,4-D (2 mg/L) ve KIN (0.2 mg/L) igeren besi yerinde %100 oraninda
kallus olusumu saglandig belirtilmistir. En yiiksek rejenerasyon olusumu 2 mg/L BAP
ve 0.2 mg/L KIN igeren ortamda elde edilmis ve rejenere bitkilerde yaprak, cicek ¢api
ve tohum Ozelliklerinde varyasyon go6zlemlendigi belirlenmistir. Bu protokoliin,
karabugdayda genetik transformasyon ve hiicre seleksiyonu gibi ileri biyoteknolojik
uygulamalara olanak saglayabilecek etkili bir sistem olarak degerlendirildigi

belirtilmistir.

Arya vd. (2001), tarafindan Celastrus paniculatus'un (6nemli bir tehdit altindaki tibbi
bitki) kitlesel ¢ogaltilmasi i¢in nodal siirgiin segmentleri eksplant olarak kullanilarak bir
protokol gelistirilmistir. In vitro iiretilen siirgiinler, 0.8 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA
iceren MS besiyerinde alt kiiltiirleme yoluyla ¢ogaltilmis ancak ¢ogaltilan kiiltiirlerde
asir1 hidrasyon ve kallus olusumu goriilmiistiir. Bunlar, BAP konsantrasyonlarint 0.25
mg/L ve NAA konsantrasyonlarim1 0.01 mg/L’ye diisiirerek kontrol edildikten sonra
siirglinlerin her biri %83 oraninda ex vitroda koklendirilmis ve koklenen fideler
saksilara aktarilmistir. Gelistirilen protokoliin, C. paniculatus'un germplazmasinin

klonlanmas1 ve korunmasi i¢in yararli olabilecegi bildirilmistir.

Yui ve Yoshida (2001), {i¢ Japon karabugday cesidi olan Mogami-wase, Hashikami-

wase ve Kitawase-soba’nin kallus olusturma yeteneklerini arastiran bir calisma
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yapmislardir. Calismada, iic Japon ¢esidinin tohumlarinin kiiltiir saksilarina ekilmis,
eksplant olarak kullanmak {izere anterler toplanmis ve bu c¢esitler arasinda Kitawase-
soba’nin %43.3 oran ile digerlerinden daha yiiksek kallus tiretme kabiliyeti gdsterdigi
belirtilerek her ¢esidin genetik arka planinin kallus olusumu yetenegini etkiledigi

bildirilmistir.

Jin vd. (2002), yaptiklar1 ¢alisma ile Fagopyrum esculentum bitkisinin hipokotil
eksplantlarindan yiiksek verimli bir bitki rejenerasyon sistemi  gelistirmeyi
amaclamislardir. Hipokotil eksplantlarinin, 2,4-D (1,2 mg/L) ve BAP (1.5 mg/L) iceren
MS besiyerine yerlestirilerek kallus olusumunun saglandigi, bu kalluslarin, BAP (2
mg/L) ve KT (1 mg/L) igeren besiyerine aktarilarak siirgiin olusumunun tesvik edildigi
ve elde edilen siirgiinlerin ise, NAA (0.2 mg/L) ve IBA (0.2 mg/L) igeren MS
besiyerinde koklendirildigi belirtilmistir. Calismanin sonucunda; 2,4-D ve BAP
kombinasyonunun kallus indiiksiyonunda etkili oldugu, BAP ve KT igeren besiyerinde
stirglin olusum oraninin %80'in lizerinde gerceklestigi, NAA ve IBA igeren besiyerinde
koklenmenin basarili oldugu ve rejenere bitkilerin topraga adapte edilebildigi

bildirilmistir.

Woo vd. (2004) yaptiklar1 calismada, yaygin karabugdayin yaprak eksplantlarindan
kallus kiltiirii yoluyla siirgiin olusumu ile bitki rejenerasyonu arastirilmistir. Geng
bitkilerin yapraklart MS besin ortaminda farkli biiyiime diizenleyicileri
kombinasyonlar ile kiiltiire alinmistir. En yiiksek kallus olusumu, 2 mg/L 2,4-D + 0.2
mg/L kinetin kombinasyonunda, embriyojenik kallus olusumu ise 2 mg/L BAP + 0.2
mg/L. KIN kombinasyonunda %50 oraninda elde edilmistir. Kallus olusumu ve
rejenerasyon orani genotip ve hormon kombinasyonlarina bagl olarak degismis olup,
bu bulgular ile, Yaprak eksplanti kullanilarak elde edilen kallus kiiltiiriinden yiiksek
verimle bitki elde edilebilecegini belirterek bu sistemin genetik transformasyon

calismalarinda kullanilabilecek etkili bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Kl¢ova vd. (2008), yaptiklar1 ¢calismada, Slovak Cumhuriyeti, PieStany'deki gen bankasi
tarafindan temin edilen ii¢ karabugday gesidinin (Spacinska, Bogatyr ve Idel) hipokotil
ve kotiledon eksplantlar1 kullanilmigtir. 1 mg/L 2,4-D, 2 mg/L IBA ve 0.2 mg/L TIAA
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iceren MS ortamina aktarilan Bogatyr cesidine ait hipokotil eksplantinin kallus
olusumu i¢in en iyi eksplant oldugu, 1mg/L BAP iceren MS besiyerinde en verimli
rejeneresyonun elde edildigi ve ayrica 1 mg/L IBA eklenmis MS ortamlarinda

koklenme oraninin arttigini saptamislardir.

Lee vd. (2009), yaptiklari calismada bitki rejenerasyon protokolii olusturmak igin
karabugdayda, farkli sitokinin konsantrasyonlarinin (BAP, kinetin ve TDZ) siirgiin
verimliligi lizerine etkisini arastirilmiglardir. Elde edilen fidelerin kotiledonlar1 BAP,
kinetin ve TDZ igeren MS bazal ortaminda kiiltire almislardir. Siirgiin
rejenerasyonunun iyilesmesi igin farkli glimiis nitrat konsantrasyonlar1 (0,1,3,7,10.2
mg/L AgNO3), 4 mg/LL BAP ile desteklenmis MS ortaminda test edilmistir. BAP ile
muamele edilen karabugday kotiledon eksplantlarinda O6nemli Olgiide siirgiin
rejenerasyonu uyarilmistir. Ayrica Kinetin siirgiin rejenerasyonunu desteklemis ancak
etkisi BAP'tan ¢ok daha diisik olmustur. BAP konsantrasyonunun 4 mg/L'ye
yiikselmesi ile rejenerasyon hizi, siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugunun da arttigi ve
eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisi ile en iyi siirgiin uzunlugunun 4 mg/l BAP
iceren MS ortaminda elde edildigi belirtilmistir. Bu protokol, farkli eksplantlar
kullanilarak yapilan diger raporlarla karsilastirildiginda, kotiledon eksplantinin bitki

rejenerasyonunu daha basit, etkili ve hizli hale getirdigini bildirilmislerdir.

Slawinska vd. (2009), yaygin karabugdayda serada yetistirilen bitkilerden biiylimekte
olan yaprak ve yaprak saplarini1 eksplant olarak kullandiklari in vitro ¢caligmalarinda, en
yiiksek siirgiin olusumunun, 1 mg/L BAP, 2IP ve TIBA igeren ortamlardan (%84) elde
edildigi, kullanilan hormon kombinasyonlarinin eksplant basina siirgiin sayisinda etkili
oldugu hatta tek basina BAP’1n diisiik ve yliksek kombinasyonlarinin siirgiin olusumu
tizerinde Onemli etkileri oldugu belirtilerek rejenere bitkilerin, tohumdan gelisen
bitkilere gore daha diisiik tohum dokme orani gosterdigi ve bunun da biyoteknolojinin
karabugdayda diisiik tohum tutma problemini ¢6zmek icin bir yontem saglayabilecegini

belirtmislerdir.

Bueno vd. (2010), bu calismada, Salvia hispanica L. (chia) bitkisinin gen¢ yapraklari,

kotiledonlar1 ve iki aksiller tomurcuk igeren uninodal segmentleri eksplant olarak
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kullanilmistir. Yaprak ve kotiledonlar kiiltiirde basar1 gostermemis, en yiiksek siirgiin
oran1 %78 ile nodal segmentlerde elde edilmistir. 0.75 ve 1 mg/L BAP uygulamalar
daha iyi siirgiin sag kalimi ve yaprak sayisi artis1 saglamis; 1 mg/L BAP ile tomurcuk
basina ortalama 6.63 siirgiin elde edilmistir. Sonuglar; eksplant tipi ve biiylime
diizenleyici konsantrasyonlarinin in vitro yanit {izerinde belirleyici oldugunu
gostermistir. BA konsantrasyonu arttik¢a siirgiin olusumu artmis, 6zellikle 0.75—1 mg/L
BAP, hem siirgiin hem de yaprak sayis1 bakimindan en verimli seviyeleri olusturmustur.
Calisma, chia’nin hizli ve uniform bitki iiretimi i¢in doku kiiltiiriiyle ¢ogaltilabilecegini

ortaya koymustur.

Han vd. (2011), diinyada ilk defa tatar karabugday hipokotillerinden somatik
embriyogenez calismalarin1 yapmislardir. Cimlemdirilen tohumlar, 20 kombinasyonda
oksin ve sitokinin konsantrasyonlarinda test edilmistir. Hipokotil eksplantlar1 farkl
kombinasyonlarda BA, 2,4-D, KIN, 2 IP, ZR, TDZ igeren ortamlarda kallus olusumuna
birakilmigtir. Rejenerasyon i¢in kallus pargalart BA, KIN, IAA ve TDZ iceren MS
ortamina alimmistir. Bu deneylerde, adventif tomurcugun farklilasmasinin nispeten
yiiksek seviye 2,4-D gerektirdigi ve kallus olusumu i¢cin BAP uygulamasi ile
birlestirilmesi halinde de tatar karabugdayinin hipokotillerinden bitki rejenerasyonunun
basariyla elde edilebilecegi ortaya konulmustur. Karabugdayda rejenere bitkilerin
tretimi olas1 bir donilistim protokolii olarak kullanilabilecegi ve tatar karabugdaydaki
yararli bilesiklerin molekiiler ve metabolik diizenlemesini incelemek icin yeni firsatlar

yaratabilecegi belirtilmistir.

Mohajer vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Iran kaynakli sainfoin (Onobrychis sativa)
tohumlarindan elde edilen fidelerden yaprak, kok ve govde eksplantlar1 kullanilmistir.
Eksplantlar, farkli oranlarda BAP ile NAA veya IBA kombinasyonlar1 igeren MS
ortamlarinda kiiltlire alinmistir. Toplam 98 hormon kombinasyonu denenmis; en yiiksek
kallus olusumu ve embriyogenez basaris1 yaprak ve kok eksplantlarinda 2.5 mg/L BAP
+ 0.5 mg/L NAA; kok ve govde de ise 2.5 mg/L BAP + 1.5 mg/L IBA ile elde
edilmistir. Bazi hormon kombinasyonlar1 dogrudan siirgiin rejenerasyonu saglamis;
ozellikle 3 mg/L BAP + 2 mg/L IBA (yaprak) ve 0.5 mg/L BAP + 2.5 mg/L IBA

(govde) kombinasyonlar1 sirasiyla ortalama 21 ve 27 siirgiin ile en yiliksek degeri
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vermistir. Bu farkliliklar, eksplant tipine 0zgii fizyolojik ve hormonal yanitlarla

aciklanmistir.

Kwon vd. (2013), tarafindan yapilan c¢alismada, yazlik olarak yetistirilen yaygin
karabugday c¢esidinin tohumlar1 kullanilmistir. Tohumlar bazal sivi MS ortamina
yerlestirilmistir. Hipokotil eksplantlar1 toplanarak in vitro ortamda kallus olusumu
saglanmigtir. Bitki rejenerasyonu ve somatik embriyogenez c¢aligmasinda maksimum
kallus olusumu, 2,4-D (2 mg/L), BA (1 mg/L) ve %3 sukroz kombinasyonu olan MS
ortaminda elde edildigi bildirilmistir. Bu embriyogenez sisteminin genetik degisim igin
olduk¢a yenileyici bir sistem sunabilecegi ve bu teknigin seckin karabugday

genotiplerinin yayilmasinda uygulanabilir olabilecegi belirtilmistir.

Hou vd. (2014), arastirmlarinda kullandiklar1 karabugdayimn ‘Jiujiangkuqiao’ (JJ) ve
‘Wenshatianqiao® (WS) cesitleri, Shanxi Tarim Bilimleri Akademisi, Taiyuan’dan
toplanmistir. Tohumlar, MS besiyerinde kiiltiirlenmis ve biiytitiilen bitkilerden hipokotil
eksplantlar kesilerek farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve naftil asetik asit (NAA) i¢eren
MS besiyerinde kallus olusumuna birakilmistir. Kalluslar, farkli BAP ve NAA hormon
konsantrasyonlar1 igceren MS besiyerinde yetistirilmistir. Olusan kalluslarda, adventif
tomurcuk ve kok bliylimesi Olcililmiistiir. En basarili sonuglar; kallus olusumunda 3
mg/LL. 2,4-D + 0.5,1 mg/L BA kombinasyonlariyla JJ (F. tataricum) cesidinde,
rejenerasyonda ise JJ’de 0.5 mg/L BA + 1 mg/L NAA kombinasyonuyla %73'liik bir
stirgiin olusumu ile saglanmistir. Bu ¢aligma ile farkli karabugday tiirlerinin hormonlara
verdigi morfolojik ve genetik yanitlarin farkli oldugu belirtilerek gelistirilen
rejenerasyon sisteminin karabugdayda genetik transformasyon uygulamalari i¢in temel

teskil edecegi bildirilmistir.

Wang vd. (2016) tarafindan yapilan aragtirmada, tatar karabugdaymin Yuanzi ve
Xichang olmak {izere iki farkli ¢esidi incelenmistir. Yapilan ¢alismada; Yuanzi'nin
cesidinin rejenerasyon kabiliyetinin Xichang’a goére daha iyi oldugu, hipokotil
eksplantlarindan kotiledonlara gore daha iyi rejenerasyon sonuglari alindigi ve kallus
indiiksiyonu i¢in en uygun ortamin 2 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L KIN ilave edilmis MS
besin ortami oldugu belirtilmistir. Kalluslarin, 2 mg/L BAP ve 1 mg/L KIN ilave
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edilmis MS bazal ortaminda en yiiksek seviyede rejenere oldugu, ayrica, en yiiksek
coklu siirglin indiiksiyonun Yuanzi ¢esidinin aktarildigr 3 mg/LL BAP ve 1 mg/L TDZ
ilave edilmis MS bazal besiyerinde gézlemlendigi, en iyi kok indiiksiyonunun, 1 mg/L
IBA ilave edilmis 1/2 MS bazal besiyerinden elde edildigi ve bu bitkilerin tarla
kosullarinda topraga aktarildiktan sonra %75 oraninda hayatta kaldiginin gozlemlendigi

bildirilmistir.

Betekhtin vd. (2019), tarafindan gergeklestirilen bu calismada, F. tataricum' un
olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen kallus hatlar1 Polonyamin Katowice
kentindeki Silesia Universitesi Bitki Anatomisi ve Sitoloji Béliimii'nde elde edilmistir.
Calisma, F. tataricum’a ait farkli morfogenik potansiyele sahip kalluslarin (morfojenik
kallus ve morfojenik olmayan kallus) kararlilik ve kararsizlik siireclerini hiicresel ve
molekiiler diizeyde karsilastirmakta olup, morfojenik kalluslarin uzun siireli kiiltiirlerde
genom dayanikliligint koruyabildigi, buna karsin morfojenik olmayan kalluslariin
morfolojik o6zelliklerini kaybettigi, hizli yaslandig1r ve yiiksek oksidatif stres altinda
oldugu tespit edilmistir. Arastirmada Ozellikle hiicre duvar1 yapisinda yer alan
hidroksiprolin-zengin glikoproteinler, etilen biyosentezi ile ilgili genler ve telomer
kompleksine bagli genlerin ekspresyon diizeyleri gergek zamanli PCR ile analiz
edilmistir. Morfojenik kalluslarin dokularinda Arabinogalaktan proteinleri antikoru
embriyojenik hiicreleri isaretlerken, Arabinogalaktan proteinleri (glikoproteinler)
antikoru yalnizca morfojenik kalluslarda saptanmis ve morfojenik kalluslar i¢in pozitif
bir biyolojik durum veya kosullarin 6l¢iilebilir bir gostergesi olarak onerilmistir. Buna
karsilik, morfojenik olmayan kalluslarda aminosiklopropan-1-karboksilik asit sentez
enzimleri ve etilen tepki faktorii genlerinin asir1 etkisi, etilen sentezinin ve buna baglh
olarak hizli yaslanma siireglerinin gostergesi olarak yorumlanmistir. Bu ¢alismanin,
Tatar karabugday1 doku kiiltiirli sistemlerinde somatik hiicrelerdeki varyasyon, hiicre
yaslanmasi ve morfogenik kapasite lizerine etkili mekanizmalarin anlagilmasina katk1
sundugunu ve ayni zamanda kalluslarin yapisinin belirlenmesinde kullanilabilecek

spesifik biyolojik belirtegler onerdigi belirtilmistir.

Fei vd. (2019), bu caligma karabugdayin hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda bitki

rejenerasyonu icin bir protokol gelistirmeyi amaclamistir. Kallus olusumu i¢in 1.2 ve 3
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mg/L BA ile farkli dozlarda (0.5,1 ve 1.5 mg/L) KT veya TDZ eklenmis MS ortami
kullanilmistir. Kalluslar, 1 mg/L BAP ve 0.5 mg/L TDZ ile farkli dozlarda (0.5,1 ve 1.5
mg/L) NAA veya IAA kombinasyonlarinda rejenere edilmistir. ilk kallus olusumunun,
2 mg/L 2,4-D ve 1.5 mg/L BAP iceren MS bazal besi ortaminda saglandigi,
kalluslardan 1 mg/L BAP ve 0.5 mg/L TDZ iceren MS ortaminda basarili bir
rejenerasyon elde edildigi belirtilerek karabugdayda gen aktarma caligsmalari i¢in 6nemli

bir protokol olacagi bildirilmistir.

Saraswat ve Kumar (2019), yaygin karabugdayda (F. esculentum) rejenerasyon
protokolu olusturmak i¢in steril kosullarda c¢imlendirdikleri tohumlarin fidelerinden
aldiklar1 kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda 2,4-D (0.5,1,2mg/L) ve BAP (0.2,0.5,1
mg/L ) kullanarak yaptiklar1 calismada; karbon kaynagi olarak sukrozun kullanildigi 0.5
mg/L 2,4-D ve 0.2 mg/L BAP kombinasyonunda her iki eksplantin da en yiiksek
somatik embrogenez olusturdugunu; bu kombinasyonda hipokotil eksplantlarinin %100
kallus olusumu ve % 83,33 somatik embriyo olusumu gosterdigini; hormon
uygulamalarinin  somatik embriyo olusumunda etkilerinin farkli  oldugunu;
hipokotillerin in vitro rejenerasyon i¢in dnemli Sl¢iide daha iyi eksplantlar ve sukrozun
en iyi karbon kaynagi oldugunu; % 2’lik sukroz i¢ceren MS ortaminda en iyi bitkicik
gelisimi oldugunu; 0.25 mg/L IBA kullanmildiginda en iy1 kok gelisiminin ortaya

ciktigini saptamislardir.

Gabr vd. (2022), yaptiklar1 bu ¢aligmalarinda, Dr. Oksana Sytar'dan, Bitki Biyolojisi
Boliimii, Egitim ve Bilim Merkezi “Biyoloji ve Tip Enstitiisii”, Taras Shevchenko Kiev
Ulusal Universitesi, Kiev, Ukrayna'dan alinan Yaygin karabugdayin (F. esculentum
Moench) tohumlar1 kullanilmistir. Karabugdayin in vitro kiiltiirlerinde rutin ve kuersetin
gibi biyoaktif fenolik bilesiklerin iiretimini artirmak icin farkli renkte 151k kaliteleri
(beyaz, mavi, yesil, kirmizi) ve besin ortami bilesenlerinin (kinetin, aktif komiir)
etkilerini degerlendirilmistir. MS besiyerinde ¢imlenen tohumlar hormon igcermeyen MS
besiyerinde kiiltiirlenmistir. Karabugday fidelerinden {i¢ hafta sonra MS (4.4 g/1), KIN
(0.25 mg/l ve 0.5 mg/l), sukroz (25 mg/l), agar (9 mg/l) ve 0.5 g/l aktif kdmiir iceren ve
icermeyen besiyerlerinde doku kiiltiirii sorunlar1 olmayan yiiksek cogalma oranina sahip

stok bitki materyali elde edilmistir. Elde edilen sonuglarda; mavi 151k, rutin ve kuersetin
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iiretimini en c¢ok artiran 151k kaynagi oldugunu, aktif komiir iceren ortamlarin
hiperhidrisiteyi Onleyerek daha saglikli siirgiin gelisimini sagladigi belirtilerek bu
stratejinin, farmasotik ve nutrasotik endiistrilerde kullanilabilecek yiiksek verimli bir in

vitro iiretim segenegi sunabilecegi bildirilmistir.

Tomasiak vd. (2022), bu derleme makalesinde karabugday (Fagopyrum esculentum ve
Fagopyrum tataricum) c¢esitlerinin doku kiiltlirii ¢aligmalarin1 kapsamli bir sekilde
incelemislerdir. Karabugdayin; kallus olusumu i¢in yapilan deneylerde farkli eksplantlar
(hipokotil, kotiledon, yaprak, kok, olgunlasmamis c¢igek salkimi ve olgunlagsmamis
embriyo) farkli doz ve kombinasyonlarinda kallus i¢in 2,4-D, BAP, KT iceren MS ve
B5 besin ortamlarinda kiiltlire alindigin1 belirterek hipokotil eksplantindan 1 mg/L 2,4-
D + 0.1 mg/L BAP hormon kombinasyonunda en iyi sonuglarin alindigini, hipokotil ve
kotiledon eksplantlarinin  kallus olusumunda en wuygun eksplantlar oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica bazi arastirmacilarin da ayni eksplantlarla farkli hormon
kansantrasyonlart kullanarak da iyi sonuglar aldiklarini, kallus olugumunda
karabugdayin genotipine bagl olarak farkli sonuglar elde edilebilecegini bildirmislerdir.
Aymi sekilde rejenerasyon i¢in yapilan caligsmalarda da hipokotil, kotiledon, yaprak,
kok, olgunlasmamis ¢icek salkimi ve olgunlagmamis embriyo eksplant olarak
kullanilmistir. Bu eksplantlar farkli doz ve kombinasyonlarda 2,4-D, NAA, BAP, TAA,
TDZ, KT, AgNOs, TIBA gibi hormon i¢ceren MS ve B5 besin ortamlarina alinmis ve 1
mg/L TAA, 1 mg/L KT, 2 mg/L BAP ve 0.5 mg/L TDZ eklenmis olan ortamlarda orta
siklikta rejenerasyon gerceklestigini, 2 mg/L BAP ve 1 mg/L KT igeren MS besin
ortamlarinda %56 oraninda rejenerasyon oldugunu ve 3 mg/L BAP ve 1 mg/L TDZ
ilave edilmis MS ortamlarinda da %69 oraninda siirgiin olusumu gozlemlediklerini
belirtmislerdir. Koklendirme caligmalarinda ise 1 mg/L IBA igeren (2) MS besin
ortamlarinda koklendirilen bitkilerin tarla ekildikten sonra %75°nin hayatta kaldigi
bildirilmistir. Derleme sonucunda, bitki biliyiime diizenleyicileri (oksin ve sitokininler)
kullanilarak yapilan ¢alismalardan iyi sonuglar alindig1 ve 6zellikle tatar karabugdayinin

organik bilesiklerin {iretimi agisindan daha avantajli oldugu belirtilmistir.

Dennis vd. (2023), calismalarinda, Himalayalar'da yetisen ve yiiksek rutin igerigiyle

bilinen tatar karabugdayinin yaprak eksplantlarindan dolayli organogenez yoluyla
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yiiksek frekansli bitki rejenerasyonu igin etkili bir protokol sunmayr amaglamiglardir.
Arastirmada kullanilan tohumlar, Nepal Tarim Arastirma Konseyi’nden (NARC) temin
edilmistir. Tohumlar, besin ortaminda yetistirilmis ve kallus indiiksiyonu i¢in, fidelerin
yapraklar1 eksplant olarak kullanilmistir. Bu eksplantlardan en iyi kallus olusumu, 2
mg/L 2,4-D ve 0.1 mg/L BAP iceren MS besin ortaminda %90,67 verimle saglanmig ve
3 mg/L BAP ve 0.5 mg/LL NAA igeren ortam en yiiksek siirgiin sayisini (35.2+1.83) ve
uzunlugunu tretmistir. Koklendirme, 3 mg/L IBA igeren MS ortaminda en iyi sonucu
vermis ve saha transferinde %100 basar1 saglanmistir. Bu protokolun, genetik

manipiilasyon ve hiicre seleksiyonu ¢aligmalari i¢in temel olusturdugu belirtilmistir.

Zaranek vd. (2023), yaptiklari ¢alismada, morfojenik kallus indiiksiyonu ve etiyollii
hipokotillerin gelistirilmesi i¢in ticari olarak temin edilebilen karabugdayin Panda
cesidinin tohumlar1 (Malopolska Bitki Yetistirme, Polonya) kullanilmistir. Protoplast
izolasyonu i¢in iki farklt morfojenik kallus hatt1 (L1 ve NL2) ve etiyole hipokotillerden
izole edilmistir. Protoplastalar, Kao ve Michayluk besi ortaminda kiiltiire alinmistir.
Kallus hatlari; 2 g/ N-Zamin A, 2 mg/L 2,4-D, 0.2 mg/L KIN, 0.5 mg/L [AA, 0.5
mg/L NAA, igeren BS5 besin ortaminda elde edilmistir. Bu kalluslar, 3 mg/L BAP ve 1
mg/L TDZ ile 2 mg/L BAP ve 1 mg/l KIN iceren rejenerasyon ortamlarina ve hormon
icermeyen koklendirme ortamlarmma aktarilmistir. Somatik embriyogenez ve
organogenez yoluyla bitki rejenerasyonu gozlemlenmis ve sonra koklendirme i¢in sera
kosullarina adapte edilmistir. Rejenerasyonun, TDZ iceren ortamlarda daha verimli
oldugu goézlemlenmistir. Bu calismanin, karabugday ig¢in etkili bir protoplast-bitki
rejenerasyon sistemi gelistirdigi, morfojenik kallus kaynakli protoplastlarin, yiiksek
rejenererasyon potansiyelleri sebebiyle tercih edilebilir kaynaklar olarak one ¢iktigi,
fitosiilfokin ve TDZ gibi biiylime diizenleyicilerinin, protoplast kiiltiirlerinin basarisin
artirdigr belirtilerek, bu yontemin, genetik miihendisligi ve somatik melezleme

caligmalar1 i¢in 6nemli bir temel olusturacagi bildirilmistir.

Zhao vd. (2023), tarafindan yapilan ¢alismada, diinyanin farkli bolgelerinden toplanan
tatar karabugdaymin cesitleri kullanilmistir. Tatar karabugdayinin tohumlari, 1/2 MS
besiyerine yerlestirilmistir. Kiiltiirlenen fidelerin hipokotilleri eksplant olarak

kullanilmistir. Bitki hormonlarinin kallus olusumu iizerindeki etkisinin arastirildigi
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calismada; Tatar karabugdayinin C14 genotipinde ile 2 mg/L 2,4-D ve 1.5 mg/L 6-BA
kombinasyon ve dozlarim1 igeren A5 ortaminda kallus biiylimesi olduk¢a basarili
olmustur. Bu c¢alismanin, sadece yiiksek kallus olusumu potansiyeline sahip tatar
karabugdayinin genotiplerini tanimlamakla kalmadigi, ayn1 zamanda molekiiler diizeyde
kallus olusumunun altinda yatan mekanizmalarin da ortaya c¢iktigi belirtilerek, bu
verilerin, tatar karabugday1 i¢in daha etkili bir rejenerasyon ve genetik transformasyon

sisteminin gelistirilmesine olanak saglayacagi bildirilmistir.

Sala-Cholewa vd. (2024), tarafindan yapilan calismada, F. esculentum'un embriyojenik
kalluslar1 ve F. tataricum' un morfogenik kalluslar1 protoplast kaynaklari olarak
kullanilmis olup, elektroflizyon yontemiyle olusturulan hibritlerinde hiicre duvarinin
yeniden yapilanmasi karsilastirilmistir. Kallus hatlart her iki tiirlin olgunlasmamis
embriyolarindan ve Gamborg'un ortaminin tipik mineral tuzlari igeren bir RX ortamina;
2 mg/L tiamin HCI, 1 mg/L piridoksin HCI, 1 mg/L nikotinik asit, 2000 mg/L kazein
hidrolizat, 2 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L IAA, 0.5 mg/L NAA, 0.2 mg/L KIN, %2.5 sakaroz
ve % 0.8 agar eklenmis ortamlardan elde edilmistir. Protoplastar, F. tataricum ve F.
esculentum ‘un tohumlarindan saglanan embriyo kaynakli kalluslardan izole edilmis ve
bu tiirler arasinda somatik melez protoplastlar elektrofiizyon yontemiyle elde edilmistir.
Protoplastlar belirli antikorlarla isaretlenmis ve hiicre duvarmin yeniden olusumu
izlenmistir. Mikroskobik goriintiilleme sonucunda hiicreler kiiltiire alinmis ve gelisimleri
hem ebeveyn hem de melez gruplar i¢in analiz edilmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda, hibrit protoplastlarda hiicre duvarinin yeniden yapilanmasinin ana hatlariyla
ebeveyn tiirlere benzer oldugu, ancak bazi epitoplarin niceliksel ve niteliksel farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir.  Bu caligmanin, karabugday tiirlerinde somatik hibritlerin

gelistirilmesi i¢in 6nemli bir temel olusturacagi bildirilmistir.

Tomasiak vd. (2024), tarafindan yapilan caliymada, Rusya'nin Saint Petersburg
kentindeki N.I. Vavilov Bitki Genetik Kaynaklar1 Enstitiisii'niin koleksiyonundan temin
edilen F. Tataricum’ un, sample k-17 tohumlarmin kullanildigi bu ¢alismada, F.
tataricum’un morfojenik ve morfojenik olmayan kallus dokularinda H3K4me3 histon
modifikasyonunun hiicre duvar1 genlerindeki rolii incelenmistir. Kalluslar; Gamborg

BS5, 2 g/l N-Z amin A, 2 mg/l 2,4-D, 0.2 mg/l KIN, 0.5 mg/l IAA, 0.5 mg/l NAA iceren
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besiyerine aktarilarak inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda, H3K4me3'in kallus
gelisimi sirasinda hiicre duvari genlerinin diizenlenmesindeki kritik roliiniin oldugu,
elde edilen bulgularin bitki hiicrelerinin yeniden programlanmasi ve morfogenez
siireclerinde epigenetik mekanizmalarin 6nemli oldugunun agiga ¢ikarilmasi, bitkilerde
bazi durumlarda hiicre duvari biyosentezi ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenlemede
histon isaretlerinin rolii i¢in kullanilan N-ChIP protokoliiniin, F. tataricum gibi yliksek
fenolik igerige sahip bitkilerde epigenetik ¢alismalar i¢in yeni bir metodolojik yaklasim
sundugu belirtilerek, bu arastirmanin bitki kallus dokularinda epigenetik ve hiicre duvari

dinamikleri arasindaki iliskiyi anlamak i¢in 6nemli bir adim teskil ettigi bildirilmistir.

Zaranek vd. (2025), yaptiklart ¢alismada; F. tataricum ve F. esculentum’un morfojenik
ve embriyonik kallusuna yonelik protoplast kaynakli kiiltiirlerin gelisiminde belirgin
farkliliklar oldugunu ve protoplast kiiltiirlerinde, hiicrelerin gelisimi sirasinda somatik
embriyogenezle ilgili proteinlerin birikimi ve hiicre duvari bilesenlerinin dagilimini
incelemeyi amaglamislardir. Protoplastlar, F. tataricum ve F. esculentum’ dan izole
edilmistir. Kallus hatlar1 da zigotik embriyodan elde edilmistir. F. esculentum’ un
sadece somatik embriyogenez yoluyla rejenerasyon gosterdigi ve F. tataricum’ un ise
hem organogenez hem de somatik embriyogenez yoluyla rejenerasyon gosterdigi
gozlemlenmistir. Calismanin, Fagopyrum protoplastindan tiretilen kiiltiirlerin gelisimini
kapsamli bir sekilde analiz ederek, hiicre boliinmesinden koloni olusumu ve kallus
gelisimine kadar olan siirecin izlenmesini sagladig1 ve Fagopyrum tiirlerinde protoplast
kiiltiirlerinin ~ rejenerasyon potansiyelini artirmak i¢in molekiiler ve hiicresel

mekanizmalara 151k tuttugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiiniin

Biyoteknoloji Laboratuvari’nda 2023-2025 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Arastirmada, Milli ¢esit listesinde yer alan tescilli iki karabugday (Fagopyrum

esculentum Moench.) ¢esidinin (Aktas ve Glines) tohumlar1 kullanilmistir.

3.1.1 Karabugday cesitlerinin morfolojik ve tarimsal 6zellikleri

Aktas Cesidi: Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan
2014°te tescil ettirilmistir. Cigekleri beyaz renklidir. Bitki boyu 80-95 c¢cm olup, tane
verim potansiyeli ¢evre ve iklim kosullarma gore degismekle birlikte 80-160 kg/da
arasindadir. Bin tane agirligr 20-29g, hektolitre agirhigi 58-65 kg arasindadir. Protein
oran1 %]11-14 araligindadir. Un ve bulgur yapiminda kullanilmaktadir. Ulkemizin her
bolgesinde yetistirilebilir. Dekara 5 kg tohum atilmasi tavsiye edilmektedir. Ana iiriin
olarak yetistirilecekse 15 Nisan-15 Mayis, ikinci iirlin olarak yetistirilecekse 15-30

Temmuz tarihlerinde ekimi yapilmalidir.

Giines Cesidi: Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Aragtirma Enstitiisii tarafindan 2014
yilinda tescil ettirilen bir c¢esittir. Cicek rengi beyazdir. Bitki boyu 85-100 cm
uzunlugunda, tane verimi 100-180 kg/da arasinda degismektedir. Hektolitre agirlig1 60-
68 kg, bin tane agirlig1 22-30 g, protein orani ise %11-14 arasinda degismektedir. Un ve
bulgur yapilmaktadir. Ulkemizin hemen her bdlgesinde yetistirilmeye uygundur. Dekara
5 kg tohum atilmasi tavsiye edilmektedir. Ana {iriin olarak yetistirilecekse 15 Nisan-15
Mayis, ikinci iiriin olarak yetistirilecekse 15-30 Temmuz tarihlerinde ekim yapilmasi

uygundur.
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3.2 Yontem

3.2.1 Stok cozeltilerin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilacak olan her bir ¢6zelti i¢in dncesinde stok ¢ozeltiler hazirlanmis
olup bunlarin hazirlanis sekilleri asagida verilmistir. Stok ¢ozelti her seferinde ayni

yontemle bittik¢e yenilenmistir.

e 2.4-D’nin 2 mg/ml (1:1) oraninda stok ¢ozeltisinin hazirlanmak i¢in 0.05 g 2,4-D
hassas terazide tartilmis ve falcon tilipiine aktarilmistir. Tartilan 2,4-D {izerine NaOH
eklenerek vorteks i¢inde ¢ozlilmiistiir. Tiipte bulunan ¢ozelti 50 ml’ye tamamlanarak
2,4-D icin stok ¢ozelti hazirlanmustir.

e BAP’in 2 mg/ml (1:1) oraninda stok ¢ozeltisinin hazirlanmak i¢in 0.05 g BAP hassas
terazide tartilmis ve falcon tiipiine aktarilmistir. Tartilan BAP iizerine NaOH
eklenerek vorteks i¢inde ¢ozlilmiistiir. Tiipte bulunan ¢ozelti 50 ml’ye tamamlanarak
BAP icin stok ¢ozelti hazirlanmustir.

e TDZ’nin 2 mg/ml (1:1) oraninda stok c¢ozeltisinin hazirlanmak i¢in 0.05 g TDZ
hassas terazide tartilmis ve falcon tilipiine aktarilmistir. Tartilan TDZ {izerine NaOH
eklenerek vorteks i¢inde ¢oziilmiistiir. Tiipte bulunan ¢o6zelti 50 ml’ye tamamlanarak
TDZ igin stok ¢ozelti hazirlanmastir.

e NAA’in 2 mg/ml (1:1) oraninda stok ¢ozeltisinin hazirlanmak i¢in 0.05 g NAA
hassas terazide tartilmis ve falcon tlipiine aktarilmistir. Tartilan NAA iizerine saf
aseton eklenerek vorteks icinde ¢ozilmiistiir. Tiipte bulunan ¢ozelti 50 ml’ye
tamamlanarak NAA i¢in stok ¢ozelti hazirlanmustir.

e [BA’nin 2 mg/ml (1:1) oraninda stok ¢dzeltisinin hazirlanmak i¢in 0.05 g IBA hassas
terazide tartilmis ve falcon tiipline aktarilmistir. Tartilan IBA iizerine alkol eklenerek
vorteks i¢inde ¢Oziilmiistiir. Tiipte bulunan ¢ozelti 50 ml’ye tamamlanarak IBA i¢in

stok ¢ozelti hazirlanmistir.

2,4-D, BAP, TDZ ve NAA hormonlann otoklav Oncesinde hazirlanan MS besin

ortamlarina eklenmistir. Ancak, IBA (indol biitirik asit) hormonu igerigi, 1sidan
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etkilendigi i¢gin MS besin ortam1 otoklavda steril edildikten sonra besin ortami icine

milipore filtre ile eklenmistir.

3.2.2 Steril saf suyun hazirlanmasi

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda, musluk suyunun kaynatilmasi sonucu olusan su buharinin
sogutulmas1 esasina dayanarak ¢alisan distilasyon cihazindan elde edilen saf su
kullanilmaktadir. Bunun sebebi, hazirlanan besiyeri ortamlarinin formiilasyonundaki
hassas dengelerin bozmasi ve ayni zamanda musluk suyundaki klorun kiiltiir gelisimini
engellemesidir. Bu engelleyici faktorleri ortadan kaldirmak icin  besiyeri
hazirlanmasinda ve eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan durulanmasinda,
121°C’de 15 psi basing altinda 25 dakika siireyle steril edildikten sonra distile su

kullanilmaktadir.

3.2.3 MS besin ortamlariin hazirlanmasi

Denemelerde, saf su, MS, sukroz, agara ek olarak; kallus olusumu icin stok ¢ozeltileri
hazirlanmis olan 2,4-D ve BAP ¢dzeltileri, rejenerasyon olusumu igin stok ¢ozeltileri
hazirlanmis olan TDZ, BAP ve NAA c¢ozeltileri ve koklendirme asamasi stok ¢ozeltileri

hazirlanmis olan IBA i¢in kullanilmistir.

3.2.4 Ekipmanlarin sterilizasyonu

Doku kiiltlirii  yapilan laboratuvar calismalarinda kullanilan biitiin ekipmanlarin
ozelliklerine gore sterilizasyonu yapilmasi, kullanilan tekniklerin basarili sonuglar

vermesinde 6onemli bir unsur teskil etmektedir.

Yapilan ¢alismada kullanilan cam malzemeler (shot siseleri, jarlar, petriler vb.) 200 °C
sicakliga ayarlanmis olan etiivde 1 saat 45 dakika boyunca steril edilmistir. Eksplant
sterilizasyonu ve eksplantlarin ortamlara aktarilmasi esnasinda kullanilan celik bistiiri,

pens vb. aletler %70’lik etil alkol bulunan kavanozlarda bekletilmis ve kullanilmadan
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once alevde yakilarak steril edilmistir. Calismalar i¢ yiizeyi %70’lik etil alkol ile

temizlenmis steril kabin icerisinde gerceklestirilmistir.

3.2.5 Eksplantlarin sterilizasyonu

Calismada kullanilacak olan karabugdayin (Fagopyrum esculentum Moench.), Aktas ve
Giines cesitlerinin tohumlar1 saksilara ekilmis ve saksilarda kisa siirede ¢imlenen bu
tohumlardan (Sekil 3.1 a,b). arastirma konusu eksplantlar (hipokotil, kotiledon, yaprak
ve yaprak sap1) uygun gelisme donemlerinde ayr1 ayri izole edildikten sonra (Sekil 3.1
c) %70’lik etil alkol bulunan jarlarda (Sekil 3.1 d) 3 dakika manyetik karistiricida
calkalanip ardindan ii¢ kere steril saf su ile durulanmis ve %50 saf su ile seyreltilmis
%35’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika siiresince manyetik karistiricida

calkalanip, ardindan steril saf su ile 5 kez durulanarak yiizey sterilizasyonu yapilmistir.
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Sekil 3.1 Eksplantlarin toplanmasi ve sterilizasyonu

a) Hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin toplanmasi asamasi. b) Yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinin
toplanmasi agamasi. ¢) Eksplantlarinin toplanmasi asamasi. d) Eksplantlarinin sterilizasyon asamasi

38



3.2.6 Eksplantlarin besi yerlerine aktarilmasi

Yiizey sterilizasyonu yapilan eksplantlar (hipokotil ve kotiledon ile yaprak ve yaprak
sap1 toplandiklar1 kendi donemlerinde olmak iizere) steril kabin icerisinde pens ve
bistiiri kullanilarak uygun biyiikliiklerde kesilmis ve kallus olusumu ig¢in farkli
kombinasyonlarda 2,4-D [2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic Asit) ve BAP (Benzil
Amino Purin) (Yamane,1974; Takata ve Jumonji,1985; Rajbhandari vd. 1995; Park vd.
1999; Kwon vd.2013; Saraswat ve Kumar, 2019) iceren pH'st 5.6-5.8 arasinda
ayarlanarak, 121°C'de 15psi basingta 20 dakika otoklavlanmis olan MS ortamlarinin
bulundugu cam petri kaplarina, her bir petri kabina 5 eksplant gelecek sekilde ve her bir
doz i¢in 3 tekrar olacak sekilde Cizelge 6.1°de verilen 16 farkli besiyerine alinmistir.

Daha sonra cam petri kaplari stre¢ film ile sarilarak izole edilmistir.

Izole edilen kiiltiir ortamlari, kallus indiiksiiyonu igin 25+1°C de inkiibatorde yaklasik
15-20 giin birakilmigtir. Kallus olusumu tamamlanan eksplantlar, rejenerasyon igin
farkli kombinasyonlarda ve Cizelge 6.1°de goriilen dozlarda TDZ, BAP ve NAA igeren
MS ortamlarinin bulundugu cam petri kaplaria aktarilmistir. Arastirmada kullanilan
besin ortamlarinin pH's1 5.6-5.8 arasinda ayarlanarak, 121°C'de 15psi basingta 20 dakika
otoklavlanmigtir. Bu kiiltiir ortamlar1 iklim odasina alinarak 24°C ve 16 saat aydinlik / 8

saat karanlik fotoperiyotta 35u Em™s™! floresan 1s1¢inda 3-4 hafta bekletilmistir.

Rejenere olan bitkiler koklendirme i¢in IBA’nin (Indol-3-Butirik Asit) farkli dozlarim
(0.5 ve 1 mg/L) iceren MS ortaminda baby-jarlarda koklendirmeye alinmistir. Bu kiiltiir
ortamlar1 iklim odasina alinarak 24°C ve 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta

351 Em%s™! floresan 15131nda 3-4 hafta bekletilmistir.

Tim doku kiltlirii ¢alismalar1 steril kabin igerisinde yapilarak, kullanilan alet ve
ekipman Onceden steril edilmistir. Arastirmada kullanilan tiim biiylimeyi diizenleyiciler,
uygun c¢oziiclilerde c¢oziilerek, saf su ile istenilen miktarda ve oranda hacimleri
ayarlanarak stok g¢ozeltileri hazirlanmistir. Isidan etkilenen biiylime diizenleyicilerden
IBA (indol biitirik asit) hormonu, ortam otoklavda steril edildikten sonra ilave

edilmistir.
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Cizelge 3.1 Kallustan bitki rejenereasyonu olusumu i¢in farkli oksin ve sitokinin

kombinasyonlar1
Kallus Rejenerasyon Rejenerasyon
Kombinasyon

2,4-D BAP BAP NAA TDZ NAA

Kontrol mg/1 mg/l mg/l mg/l mg/1 mg/1
1 2.00 0.50 0.50 0.25 0.50 0.25
2 2.00 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50
3 2.00 1.50 0.50 0.75 0.50 0.75
4 2.00 2.00 0.50 1.00 0.50 1.00
5 4.00 0.50 1.00 0.25 1.00 0.25
6 4.00 1.00 1.00 0.50 1.00 0.50
7 4.00 1.50 1.00 0.75 1.00 0.75
8 4.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
9 6.00 0.50 1.50 0.25 1.50 0.25
10 6.00 1.00 1.50 0.50 1.50 0.50
11 6.00 1.50 1.50 0.75 1.50 0.75
12 6.00 2.00 1.50 1.00 1.50 1.00
13 8.00 0.50 2.00 0.25 2.00 0.25
14 8.00 1.00 2.00 0.50 2.00 0.50
15 8.00 1.50 2.00 0.75 2.00 0.75
16 8.00 2.00 2.00 1.00 2.00 1.00

3.2.7 Verilerin degerlendirilmesi

Calismalarda deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore, her bir petride 5
eksplant olacak sekilde ii¢ tekrarlamali olarak yiiriitiilmiistiir. Kiiltiir tepkileri; Ozcan
vd. (1996), Lee vd. (2009), Saraswat ve Kumar, (2019)’dan yararlanilarak elde

edilmistir. Incelenen 6zellikler asagidaki gibidir.

“Kallus olusum oran1”, kallus ortamina birakilan eksplantlarda kallus olusturan eksplant

sayisinin petrideki toplam eksplant sayisina oranlanmastyla bulunmustur.

“Rejenerasyon orani”, rejenerasyon ortamina alman kalluslu eksplantlardan siirgiin
olusturanlarin sayis1 belirlenip, petrideki toplam eksplant sayisina oranlanarak

bulunmustur.
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“Stirgiin sayis1”, petrideki her eksplantin olusturdugu siirglinler ayri1 ayr1 sayilarak

“eksplant

basina siirgiin sayis1” ve bu sayilar toplanarak “petri basina siirgiin sayis1” bulunmustur.

“Siirgiin bagina kok sayis1”, baby-jarlarda koklendirme ortamina alinan siirglinlerin

olusturdugu kokler sayilarak bulunmustur.

“Kok uzunlugu”, siirglinlerden gelisen kokler cetvelle dl¢iilerek elde edilmistir.

Elde edilen verilerin tesadiif parselleri deneme desenine gére, MSTAT-C bilgisayar
programi kullanilarak varyans analizleri yapilacaktir. Ortalama degerler arasindaki fark

LSD testi ile karsilastirilacaktir.

41



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kallus Olusumu

Farklilasmis doku ve organlarin yaralarinda ortaya cikan tiimor dokusu olarak
tanimlanan kallus (Pierik 1997) olusumunu saglamak i¢in ¢alismada dort farkli eksplant
(Hipokotil, kodiledon, yaprak ve yaprak sap1) kullanilmigtir. Bu eksplantlar, Aktas ve
Glines c¢esitlerinin iklim odasinda saksilarda ¢imlendirilip gelistirilen bitkiciklerinden

elde edilmistir.

Cimlenmeden 12-15 giin sonra alinan bitki kisimlarina ylizey sterilizasyonu yapilmis ve
eksplantlar hazirlanmigtir (Sekil 4. 1). Ardindan 2,4-D ve BAP“in farkli kombinasyon
ve dozlarmi iceren MS besi ortamlarina, her petriye bes eksplant olacak sekilde
yerlestirilmistir. Eksplantlarin yerlestirildigi petriler kallus olusumu icin 25+1°C de
inkiibatorde yaklasik 15-20 giin birakilmistir (Sekil 4. 2).
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Sekil 4.1 Eksplantlarin saglandig bitkiler (a,b), ylizey strelizasyonu (c) ve hazirlik(d)
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Sekil 4.2 Kallus ortamlarina alinma asamasi

a) Hipokotil eksplant1 b) Kotiledon eksplanti ¢) Yaprak eksplant1 d) Yaprak sap1 eksplanti
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4.1.1 Hipokotil eksplantlarindan kallus olusumu

Farkli hormon kombinasyonlar1 i¢eren ortama alinan Aktas ve Giines ¢esitlerinin
hipokotil eksplantlarinda kallus olusumu, kiiltiirtin 3.-4. giinlinden itibaren baslamistir.
Kiiltiiriin 14-15. giin de petriler ayr1 ayr1 incelenip, kallus olusturan eksplant sayilari
alinmis ve petrideki toplam eksplant sayisina oranlanarak kallus orani verileri elde
edilmistir (Sekil 4.4). Elde edilen kallus orani verileri ile yapilan varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde; iki ¢esitte de hipokotil
eksplantlarinda olusan kallus oranlar1 arasinda énemli farkliliklar oldugu; 2,4-D dozlari

ve 2,4-D ve BAP dozlarini etkilesiminin %1 diizeyinde énemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Aktas ve Glines c¢esidinin hipokotil eksplantlarinda olusan kallus oranina
iliskin varyans analizi sonuglari

Giines
Aktas Kareler Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
2,4-D Dozlar1 3 510.243** 517.187**
BAP Dozlari 3 189.410ns 238.021ns
2,4-D Dozlari*BAP Dozlar 9 659.780** 397.743**
Hata 32 96.354 84.896
CV: Aktas icin %12.32; Giines i¢in %11.44; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli, ns: not significant.

Kallus orani bakimindan, 2,4-D ve BAP etkilesiminin hangi dozlar arasinda 6nemli
oldugunu belirlemek icin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge 4.2°de verilmistir.
Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi, hipokotil eksplantlarinda kallus oran1 Aktas ¢esidinde %
93.33 ila %50 arasinda; Giines ¢esidinde ise %100 ila % 60 arasinda degismistir. Aktas
cesidinde en yiiksek kallus orant; 2,4-D’nin 6 -8 mg/L dozlar1 ve BAP’1n 0,5- Img/L
dozlar ile 2,4-D’nin 2-4 mg/l dozlart ve BAP’m 1.5- 2 mg/L doz kombinasyonlari
arasinda % 93,33 olarak ortaya ¢ikarken; en diisiik kallus orani ise 2,4-D’nin 4 mg/L ve

BAP’mn 1 mg/L doz kombinasyonunda % 50 bulunmustur.

45



Giines ¢esidi hipokotil eksplantlarinda en yiiksek kallus orani, 2 mg/L 2,4-D + 1,5 mg/L
BAP %100 ve 2 mg/L 2,4-D + 2 mg/L BAP ( %93.33) kombinasyonlarinda
gerceklesirken, en diisiik kallus oran1 6 mg/L 2,4-D + 2 mg/L BAP ve 8 mg/L 2,4-D +
0.5 mg/L BAP kombinasyonlarinda % 60 olarak ortaya ¢ikmistir ( Cizlege 4.2 ve Sekil

4.3)

Cizelge 4.2 Aktas ve Giines ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda ortaya ¢ikan kallus orani
ortalamalarma iliskin A.O.F* gruplar

A KTAS
2,4-D Dozlan BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 05 1 15 2
2 71.67 be 80.00 abc 9333 a 78.33 abc
4 65.00 cd 50.00d 9333 a 78.33 abc
6 9333 a 91.67 a 65.00 cd 65.00 cd
8 91.67 a 9333 a 86.67 ab 78.33 abc
AOF: 16.36
G UNES
2,4-D Dozlan BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 78.33 bed 86.67 abc 100.00 a 93.33 ab
4 86.67 abc 85.00 abc 85.00 abc 65.00 de
6 71.67 cde 86.67 abc 60.00 e 78.33 bed
8 60.00 e 78.33 bed 86.67 abc 86.67 abc
AOF: 15.26

*) Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir.
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Kallus olusum orani (%)

Kallus olusum orani (%)

Aktas 2,4-D*BAP dozlari
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m2 mg/l 2,4-D =4 mg/l 2,4-D =6 mg/l 2,4-D =8 mg/l 2,4-D
Giines 2,4-D*BAP dozlar1
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0,5 mg/l BAP 1 mg/l BAP 1,5 mg/l BAP 2 mg/l BAP
m2 mg/l 2,4-D m4 mg/l 2,4-D 6 mg/l 2,4-D =8 mg/l 2,4-D

Sekil 4.3 Hipokotil eksplantlarinda kallus olusum orani ortalamasi
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Sekil 4.4 Hipokotil eksplantlarinda kallus olusumu

a) Aktas 6 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP; b) Aktas 8 mg/L 2,4-D+1 mg/L BAP; c) Giines 2 mg/L 2,4-
D+1.5 mg/L BAP; d) Giines 2 mg/L 2,4-D + 2 mg/L BAP
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Aktas ve Gilines cesidi hipokotil eksplantlarnin farkli oksin (2,4-D) ve sitokinin (BAP)
dozlarinda olusturdugu kallus orani verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas
¢esidinin 2,4-D’nin diisiik dozlarinin (2 ve 4mg/L) - BAP’1n yiiksek dozu (1.5mg/L) ile
kombinasyonu ve 2,4-D’nin yiiksek dozlarinin (6 ve 8 mg/L) - BAP 1n kii¢lik dozlar
(0.5 ve 1 mg/L) etkilesiminin daha yiiksek kallus orani olusturdugu goriilmektedir.
Glines ¢esidinde ise en yiiksek kallus orani 2,4-D’nin kii¢iik dozu (2 mg/L) ile BAP’1n
yuksek dozlarinin (1.5 ve 2 mg/L) kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.2)

Doku kiiltiiriinde yapilan 6nceki galismalar incelendiginde; 2,4-D’nin kallus olusumu
icin pek ¢ok bitkide; bugdayda (Ozgen vd.1996;1998), adacayinda (Marconi Patrica
vd., 2013), biberde (Venkataiah, vd.2016), kadife ¢iceginde (Espinoza vd. 2017) ve
arpada (Benlioglu vd.2025) kullanildig1 goriilmektedir. Karabugdayda da doku kiiltiirii
calismalarinda 2,4-D tek basina (Gumerova vd. 2003) ya da BAP gibi oksin grubu bitki
biiyiime diizenleyicilerin farkli doz kombinasyonlarini ile birlikte (Yamane, 1974; Woo

vd. 2000; Klcova ve Gubisova, 2008; Fei vd. 2019; Dennis vd. 2023) kullanilmistir.

Caligmamizda oldugu gibi, karabugday hipokotil eksplantlarindan kallus olusumunu
saglamak i¢in Yamane (1974), Jin vd. (2002), Klcova ve Gubisova (2008), Han vd
(2011, Kwon vd. (2013), Saraswat ve Kumar (2019), Fei vd. (2019), Zaranek vd.
(2023), Zhao vd. (2023)’da 2, 4-D ve BAP’in farkli doz ve kombinasyonlarini
kullanmislardir. 2,4-D’nin kii¢iik dozlar1 (2 ve 4 mg/L) ve BAP’1n yiiksek dozlarinin
kombinasyonlarinda yiiksek kallus oranmnin ortaya ¢iktigini gdsteren bulgularimiz;
Klcova ve Gubisova (2008), Han vd (2011), Kwon vd. (2013), Hou vd. (2014),
Saraswat ve Kumar (2019), Fei vd. (2019)’nin sonuglartyla benzerlik gostermektedir.
Kuskusuz bu arastiricilarin kullandiklar1 materyal ve besiyeri igeriklerinde farkliliklar

vardir.

Known vd. (2013), yaygin karabugday (Fagopyrum esculentum)’in hipokotil
eksplantlarinin 2 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP iceren MS ortaminda, kallus olusumunun
yiiksek oldugunu, beyazimsi renk ve yuvarlak sekildeki kalluslarin, rejenerasyon

ortamina aktarildiginda, siirgiin ve kok gelisimini sagladigini belirtmislerdir.
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Fei vd.(2019), Tatar karabugdayimin C14 genotipinin hipokotil eksplantlarin1 kullandig1
aragtirmada en yiiksek kallus oranmi, 2 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP iceren
kombinasyondan elde ettigini, olusan kalluslarin acgik sar1 renkte ve kallus gelisiminin

cok saglikli oldugunu bildirmislerdir.

George vd. (2008), bitki doku kiiltiirii calismalarinda hormon etkilesimlerinin dikkate
alinmas1 gerektigini, diger yiiksek organizmalar gibi bitkilerinde organizma igi iletisim
sistemine sahip olduklari ve sinir sistemi olmayan bitkilerin iletisim sistemlerinin
hormonlara bagli oldugunu belirtmislerdir. Oksinler ve sitokininlerin, bitki gelisiminin
hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesi ile hiicre uzamasi olmak tizere 2 ana siirecgte etkili
oldugunu ve oksin/sitokinin oraninin hiicre fenotipinin olusumunda ve hiicre boliinmesi
siirecinin baslamasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir sinyal sistemi olusturduklarini

bildirmislerdir.

Ikeuchi vd. (2013), genel olarak oksin ve sitokininlerin orta diizeydeki oranlarinin
kallus  olusumunu tesvik ettigini ancak yiiksek 2,4-D dozlarinin bazi
kombinasyonlarindan kallus kalitesini olumsuz etkileyebildigini belirterek hormon
dengesinin 6nemini vurgulamistir. Ayrica, hiicre boliinmesini tesvik eden sitokininlerin

tek basina yeterli olmadigin1 ancak oksinler ile birlikte etkili oldugunu belirtmislerdir

Calismamizda kullandigimiz Aktas ¢esidinin hipokotil eksplantlar1 2,4-D’nin yiiksek
dozlar1 (6,8 mg/L) ve BAP’in kiiclik dozlar1 (0.5,1 mg/L) kombinasyonlarinda da
yiiksek kallus orant olusturmustur. Karabugdayda ilk hipokotil ve kotiledon
eksplantlarindan  kallus  olusumu saglayan Yamane (1974)’de Fagopyrum
esculentum’un “Shinano-1" ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda 2,4-D ve Kintin’in farkl
doz kombinasyonlarim1 kullanmis ve 10 mg/L dozunun en iyi sonucu verdigini

bildirmistir.

Han vd. (2011)’nin tatar karabugdayimin hipokotil eksplantlari ile yaptiklar1 ¢aligmada
2,4-D’nin 4-8 mg/L dozlar1 +1 mg/L BAP dozu ile birlikte kullanilmislar, 4mg/L 2,4-
D+ 1mg/L BAP kombinasyonundan en iyi sonucun alindigi agiklanmistir. Hou vd.

(2014), Tatar karabugday1 (Fagopyrum tataricum) ve yaygin karabugdayin (Fagopyrum
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esculentum) cesitlerinin hipokotil eksplantlarin1 kullanarak yaptiklar1 ¢calismada; kallus
olusumu bakimindan Tatar karabugday: ¢esidi 3 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP
kombinasyonunda en iyi sonucu verirken; yaygin karabugday ¢esidinin 3 mg/L 2,4-D +

1 mg/L BAP kombinasyonunda en iyi sonucu verdigini saptamiglardir.

Doku kiiltiirtinde; kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunda kullanilan genotiplerinin
etkisinin 6nemli oldugu, bugday (Ozgen vd. 1998), karabugday (Gumerova vd. 2003),
arpa (Benlioglu vd. 2025) gibi pek cok bitkide ortaya konulmustur. Gumerova vd.
(2003) ayn1 eksplantlarin farkli biiyiime diizenleyici kombinasyonlarinda optimum
kallus olusturdugunu ve bu durumun karabugdayin tiir ve genotip Ozelliklerine bagh

oldugunu bildirmislerdir.

4.1.2 Kotiledon eksplantlarindan kallus olusumu

Farkli hormon kombinasyonlar1 i¢eren ortama alinan Aktas ve Giines ¢esitlerinin
kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu incelenip, kallus orani verileri elde edilmistir
(Sekil 4.6). Elde edilen kallus orani verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.3°de verilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde; iki cesitte de kotiledon eksplantlarinda
olusan kallus oranlar1 arasinda 6nemli farkliliklar oldugu; 2,4-D dozlar1 ve 2,4-D ve

BAP dozlarini etilesiminin %1 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3 Aktas ve Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda olusan kallus oranina
iligkin varyans analizi sonuglar1

Giines
Aktas Kareler Kareler

Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
2,4-D Dozlar1 3 818.056** 672.916**
BAP Dozlar 3 208.611* 840.972%*
2,4-D Dozlar*BAP Dozlar 9 377.778%* 259.953**
Hata 32 92.708 83.333
CV: Aktas i¢in %11.55; Giines i¢in %11.20; **:p<0.01 diizeyinde énemli, *:p<0.05 diizeyinde
onemli.
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Kallus orani bakimindan, 2,4-D ve BAP etkilesiminin hangi dozlar arasinda 6nemli
oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge 4.4’de verilmistir.
Cizelge 4.4’ de goriildiigi gibi, kotiledon eksplantlarinda kallus oran1 Aktas ¢esidinde %
100 ila %50 arasinda; Giines ¢esidinde ise %100 - % 56.67 arasinda degismistir. Aktas
cesidinde en yiliksek kallus orani; 2,4-D’nin 6 mg/L ve BAP’'m 1.5 mg/L doz
kombinasyonunda % 100 olarak ortaya ¢ikarken; en diisiik kallus orani ise 2,4-D’nin 2
mg/L ve BAP’mm 1 mg/L doz kombinasyonunda % 50 bulunmustur. Glines cesidi
kotiledon eksplantlarinda en yiiksek kallus orani, 4-8 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP
(%100) doz kombinasyonlarinda gergeklesirken, en diisiik kallus oran1 2 mg/L 2,4-D +
0.5-1 mg/LL BAP doz kombinasyonlarinda % 56.67 olarak ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.4
ve Sekil 4.5)

Cizelge 4.4 Aktas ve Giines cesidinin kotiledon eksplantlarinda ortaya cikan kallus
oran1 ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplari

AKTAS
2,4-D Dozlan BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 65.00 cd 50.00d 86.67 ab 86.67 ab
4 78.33 be 93.33 ab 93.33 ab 86.67 ab
6 85.00 ab 93.33 ab 100.00 a 85.00 ab
8 93.33 ab 78.33 be 80.00 be 78.33 be
AOF: 16.04
G UNES
2,4-D Dozlar BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 56.67d 56.67d 83.33 be 85.00 abc
4 76.67 ¢ 78.33 be 100.00 a 93.33 ab
6 85.00 abc 85.00 abc 80.00 bc 86.67 abc
8 71.67 c¢d 86.67 abc 100.00 a 78.33 be
AOF: 15.19

*) Ayni harfi tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir.
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Sekil 4.5 Kotiledon eksplantlarinda kallus olusum orani ortalamasi
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Sekil 4.6 Kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu

a) Aktas 6 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP; b) Aktas 8 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP; c¢) Giines 8 mg/L 2,4-
D + 1.5 mg/L BAP; d) Giines 4 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP
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Aktas ve Glines ¢esidi kotiledon eksplantlarinin farkli oksin (2,4-D) ve sitokinin (BAP)
dozlarinda olusturdugu kallus orani verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas
¢esidinin 2,4-D’nin yiiksek dozlarmin (6 mg/L) ve BAP’in yiiksek dozlarinin (1.5
mg/L) kombinasyonunda daha yiiksek kallus orani olusturdugu goriilmektedir. Giines
cesidinde ise en yiiksek kallus orani 2,4-D’nin orta ve yiiksek dozu (4-8 mg/L) ile
BAP’1n yiiksek dozlarinin (1.5 mg/L) kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.4)

Yamane (1974), Hao vd. (1998), Woo vd. (2000), Klcova ve Gubisova (2008) ve Fei
vd. (2019) gibi arastirmacilar da calismamiz konusu olan karabugdayin kotiledon
eksplantlarindan kallus olusumunu saglamak i¢in 2,4-D ve BAP’in farkli doz ve
kombinasyonlarini igeren besin ortamlar1 kullanmiglardir. 2,4-D’nin ve BAP’1n yiiksek
dozlarinin kombinasyonlarinda yiiksek kallus oranmnin ortaya ¢iktigin1 gosteren
bulgularimiz; Yamane (1974) ve Woo vd. (2000)’nun sonuclariyla benzerlik
gostermektedir. Ancak yapilan birgok aragtirmada, kallus olusturma yeteneginin her

bitkinin genetik alt yapisina bagli oldugu ortaya konmustur (Yui ve Yoshida 2001).

Yamane (1974), karabugday kotiledon eksplantlarinda 5 mg/L’den fazla 2,4-D iceren
ortamlarda kallus olusumunun kolay ve yiiksek oranda gerceklestigini bildirmistir; bu
sonuglar ¢alismamizla uyumludur. Ancak Woo ve ark. (2000), en yiiksek kallus oranini
2 mg/L BAP igeren ortamda, Hao ve ark. (1998) ise 2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L 6-BA
kombinasyonunda elde ettiklerini rapor etmistir. Bu bulgular, bizim yiiksek doz

uygulamalarinda elde ettigimiz yiiksek kallus olusum oranlariyla 6rtiismemektedir.

Fei vd.(2019), Tatar karabugdayinin kotiledon eksplantlarin1 kullandig1 arastirmada en
yiiksek kallus oranmi, 1 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP iceren kombinasyondan elde
ettigini, olusan kalluslarin acgik sar1 renkte ve kallus gelisiminin ¢ok saglikli oldugunu
bildirmislerdir. Klcova ve Gubisova (2008) yaptiklart deneyler sonucunda kotiledon
eksplantlarindan 1 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortamlarindan kallus olusumu

sagladigin belirtmislerdir.
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4.1.3 Yaprak eksplantlarindan kallus olusumu

Farkli hormon kombinasyonlari i¢eren ortama alinan Aktas ve Giines ¢esitlerinin yaprak
eksplantlarinda kallus olusumu incelenip, kallus olusturan eksplant sayilari alinmis ve
pertideki toplam eksplant sayisina oranlanarak kallus orani verileri elde edilmistir (Sekil
4.8). Yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus orani verileri ile yapilan varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Cizelge 4.5 incelendiginde; iki g¢esitte de yaprak
eksplantlarinda olusan kallus oranlar1 arasinda onemli farkliliklar oldugu; BAP
dozlarinin ve Aktas ¢esidinde 2,4-D ve BAP dozlan etkilesiminin %1 diizeyinde ve 2,4-
D dozlarmin her iki gesitte ve Giines ¢esidinde 2,4-D ve BAP dozlarini etkilesiminin

%S5 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Aktas ve Glines cesidinin yaprak eksplantlarinda olusan kallus oranina
iliskin varyans analizi sonuglari

Giines

Aktas Kareler Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
2,4-D Dozlan 3 361.632% 346.226*
BAP Dozlar 3 1 488.021** 1 616.781**
2,4-D Dozlart*BAP Dozlari 9 421.354%* 183.088*
Hata 32 100.521 81.836
CV: Aktas i¢in %13.10; Giines i¢in %10.80; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli, *:p<0.05 diizeyinde 6nemli.

Kallus orani bakimindan, 2,4-D ve BAP etkilesiminin hangi dozlar arasinda 6nemli
oldugunu belirlemek icin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge 4.6’da verilmistir.
Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, yaprak eksplantlarinda kallus oran1 Aktas ¢esidinde %
93.33 ile %50 arasinda; Giines ¢esidinde ise %100 - % 53.33 arasinda degismistir.
Aktas c¢esidinde en yiiksek kallus orani; 2,4-D’nin 2-4-8 mg/L dozlar1 ve BAP’1n 1-1.5
mg/L. dozlar1 kombinasyonlar1 arasinda % 93.33 olarak ortaya c¢ikarken; en diisiik
kallus orani ise 2,4-D’nin 4 mg/L ve BAP’in 1 mg/L doz kombinasyonunda % 50
bulunmustur. Giines ¢esidi yaprak eksplantlarinda en yiiksek kallus orani, 4-8 mg/L 2,4-
D + 1.5 mg/L BAP (%100) kombinasyonlarinda gergeklesirken, en diisiik kallus oran1 6
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mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP (%53.33) kombinasyonunda ger¢eklesmistir (Cizelge 4.6
ve Sekil 4.7).

Aktas ve Giines ¢esidi yaprak eksplantlarinin farkli oksin (2,4-D) ve sitokinin (BAP)
dozlarinda olusturdugu kallus orami verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas
¢esidinin 2,4-D’nin disiik, orta ve yiiksek dozlarinin (2-4 ve 8 mg/L) ve BAP’1n orta ve
yuksek dozlarinin (1-1.5 mg/L) kombinasyonunda daha yiiksek kallus oran1 olusturdugu
goriilmektedir. Glines ¢esidinde ise en yiiksek kallus oranm1 2,4-D’nin orta ve yiiksek
dozu (4-8 mg/L) ile BAP 1n yiiksek dozlarinin (1.5 mg/L) kombinasyonunda ortaya
cikmigtir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6 Aktas ve Giines ¢esidinin yaprak eksplantlarinda ortaya ¢ikan kallus orani
ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplar

AKTAS
2,4-D Dozlar1 BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 56.67 be 60.00 de 9333 a 73.33 bed
4 65.00 cde 50.00 e 9333 a 85.00 ab
6 65.00 cde 78.33 abc 78.33 abc 86.67 ab
8 65.00 cde 9333 a 86.67 ab 86.67 ab
AOF:16.71
G UNES
2,4-D Dozlan BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 71.67 c¢d 80.00 bed 93.33 ab 86.67 abc
4 65.00 de 78.33 bed 100.00 a 80.00 bed
6 5333 e 93.33 ab 93.33 ab 80.00 bed
8 86.67 abc 91.67 ab 100.00 a 86.67 abc
AOF: 15.07

*) Ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir.
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Kallus olusum orani (%)
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Sekil 4.7 Yaprak eksplantlarinda kallus olusum orani ortalamasi
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Sekil 4.8 Yaprak eksplantlarinda kallus olusumu

a) 2 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP, b) 4 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP, ¢) 6 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP,
d) 8 mg/L 2,4-D 1.5 mg/L BAP
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Her iki cesitte de yaprak eksplantlarinda en yiiksek kallus oranini 2,4-D’nin 2,4,6 ve 8
mg/L dozlar1 ile BAP’1n 1.5 mg/L dozu olan kombinasyonlarinda ortaya ¢ikmistir. Bu
sonug, F. tataricum’da yaprak eksplantlari ile ¢alisan Dennis vd. (2023)’nin sonuglari ile
uyumlu degildir. Dennis vd. (2023) tatar karabugdayinda yaptiklar1 ¢calismada yaprak
eksplantlarin1 kullanmiglar ve 2 mg/L 2,4-D ve 0.1 mg/L BAP kombinasyonunda
%90.67 oraninda kallus elde etmislerdir. Bu veriler doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonunda genotipin etkisinin énemini bir kez daha ortaya

koymaktadir.

Calisma materyalimiz olan karabugdayin yaprak eksplantlarindan kallus olusumunu
saglamak amaciyla 2,4-D ve BAP’n farkli doz ve kombinasyonlarin1 Rajbhandari vd.
(1995), Park vd. (1999), Woo vd. (2004) ve benzeri arastirmacilar da kullanmislardir.
BAP'in tek basmna veya 2,4-D ile kombinasyon halinde kallus olusumunu artirdigi
bilinmekle birlikte (Dennis vd. 2023), bu calismada yiiksek BAP dozlarinin (1-1.5
mg/L) daha etkili oldugu gozlenmistir.

Rajbhandari vd. (1995), karabugday yaprak eksplantlarinda 1 mg/L 2,4-D ile %28-92
kallus olusumu elde ettiklerini, Park vd. (1999) ise 1 ve 3 mg/L 2,4-D ile sirasiyla %73
ve %76 oranlarina ulastiklarini bildirmistir. Woo vd. (2004) ise en yliksek kallus oranini
2 mg/L 24-D + 2 mg/L BAP kombinasyonunda elde etmistir. Bu sonuglar,
calismamizda orta ve yiiksek dozlarda 2,4-D (4-8 mg/L) kullanarak elde ettigimiz

yiiksek kallus olusum oranlariyla farklilik gostermektedir.

4.1.4 Yaprak sap1 eksplantlarindan kallus olusumu

Farklt hormon kombinasyonlari iceren ortama alman Aktas ve Giines cesitlerinin
yaprak sap1 eksplantlarinda kallus olusumu incelenerek, kallus olusturan eksplant
sayilar1 alinmis ve petrideki toplam eksplant sayisina oranlanarak kallus orani verileri
elde edilmistir (Sekil 4.10). Yaprak sap1 eksplantlarindan elde edilen kallus oram
verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge 4.7

incelendiginde; iki ¢esitte de yaprak sap1 eksplantlarinda olusan kallus oranlar1 arasinda
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onemli farkliliklar oldugu; 2,4-D, BAP dozlarn1 ve 2,4-D ve BAP dozlarinin

etkilesiminin %1 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.7 Aktas ve Giines c¢esidinin yaprak sap1 eksplantlarinda olusan kallus oranina
iliskin varyans analizi sonuglari

Giines
Aktas Kareler Kareler

Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
2,4-D Dozlarn 3 606.076** 064.583**
BAP Dozlan 3 1 518.576** 1 059.028%*%*
2,4-D Dozlari*BAP Dozlar 9 264.873** 393.75%*
Hata 32 81.771 98.958
CV: Aktas i¢in %11.25; Gilines i¢in %13.84; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.

Kallus orani bakimindan, 2,4-D ve BAP etkilesiminin hangi dozlar arasinda 6nemli
oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuclar1 da Cizelge 4.7°de verilmistir.
Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi, yaprak sap1 eksplantlarinda kallus orani, Aktas ¢esidinde
% 100 ile %50 arasinda; Giines ¢esidinde ise %93.33 - % 50 arasinda degismistir. Aktas
cesidinde en yliksek kallus orani; 2,4-D’nin 2-8 mg/L dozlar1 ve BAP’in 1.5 mg/L
dozlar1 kombinasyonlar1 arasinda % 100 olarak ortaya ¢ikarken; en diisiik kallus oram

ise 2,4-D’nin 2 mg/L ve BAP’1in 0.5 mg/L doz kombinasyonunda % 50 bulunmustur.

Giines ¢esidi yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek kallus orani, 2 mg/L 2,4-D + 1.5-2
mg/L. BAP (%93.33) kombinasyonlarinda ger¢eklesirken, en diisiik kallus oran1 4 mg/L
2,4-D + 0.5-2 mg/L BAP (%50) kombinasyonunda gerceklesmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil
4.10).
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Cizelge 4.8 Aktas ve Giines cesidinin yaprak sapi eksplantlarinda ortaya ¢ikan kallus

orani ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplar

AKTAS
2.4-D Dozlari BAP Dozlarn (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 50.00 e 78.33 bed 100.00 a 65.00 de
4 65.00 de 78.33 bed 93.33 ab 78.33 bed
6 71.67 cd 85.00 abe 93.33 ab 93.33 ab
8 91.67 ab 86.67 abc 100.00 a 78.33 bed
AOF: 15.06
G UNES
2,4-D Dozlan BAP Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.5 1 1.5 2
2 65.00 be 86.67 a 9333 a 9333 a
4 50.00 ¢ 86.67 a 86.67 a 50.00 ¢
6 65.00 be 65.00 be 65.00 be 60.00 bc
8 66.67 b 65.00 be 86.67 a 65.00 be
AOF: 16.55

*) Aynt harfi tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli degildir.
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Sekil 4.9 Yaprak sap1 eksplantlarinda kallus olusum orani ortalamasi
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Sekil 4.10 Yaprak sap1 eksplantinin kallus olusumu

a) Aktas 2 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP, b) Aktas 8 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP, c¢) Giines 2 mg/L 2,4-D
+ 1.5 mg/L BAP, d) Giines 2 mg/L 2,4-D + 2 mg/L BAP
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Aktas ve Gilines ¢esidi yaprak sapi eksplantlarinin farkli oksin (2,4-D) ve sitokinin
(BAP) dozlarinda olusturdugu kallus orani verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas
c¢esidinin 2,4-D’nin diisiik ve yiiksek dozlarinin (2-8 mg/L) ve BAP’1n orta ve yiiksek
dozlarinin (1.5 mg/L) kombinasyonu etkilesiminin daha yiiksek kallus orani
olusturdugu goézlemlenmistir. Giines ¢esidinde ise en yiiksek kallus orani 2,4-D’nin
diisiik dozu (2 mg/L) ile BAP’1n yiiksek dozlarimin (1.5-2 mg/L) kombinasyonunda
ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.8)

Rajbhandari vd. (1995), karabugday govde eksplantlarinda 1 mg/L 2,4-D igeren
ortamlarda %20-98 oraninda kallus olusumu elde ettiklerini rapor etmistir. Bu
calismada ise, yaprak sap1 eksplantlar1 kullanilarak 2 ve 8 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L BAP
iceren ortamlarda %100 kallus olusumu saglanmistir. Elde edilen bulgular, kallus
olusum oranlarinin genotipe bagli olarak degisebilecegini ve farkli hormon

kombinasyonlarinin bu sonug iizerinde belirleyici rol oynayabilecegini gdstermektedir.

Mohajer vd. (2012), korunga’nin yaprak, yaprak sap1 ve kok eksplantlarini kullandiklart
kallus olusumu ¢alismalarinda; 0.5 BAP dozunun ve yaprak sap1 eksplantlariin en iyi
sonuclar1 verdigini tespit etmislerdir. Arastirmamizda elde ettigimiz farkli sonuclar da,
eksplant kaynagi, genotip farklilifi ve besin ortami1 hormon ilavelerine bagli olarak

degismistir.

4.2 Rejenerasyon Olusumu

Gelisen kalluslar, rejenerasyon ic¢in Cizelge 4.1°de farkli kombinasyonlar1 verilen
sitokinin [TDZ (Tidiazuron), BAP (Benzil Amino Purin)] ve oksin [NAA (Naftalen
asetik asit)] kombinasyonlarim1 (Takata ve Jumonji,1985; Klcova ve Gubisova, 2008;
Lee vd. 2009; Slawinska vd. 2009; Wang vd.2016; Fei vd.2019; Saraswat ve Kumar,
2019) igeren besiyerlerine aktarilarak (Sekil 4.11) kiiltiir ortamlarina (Sekil 4.12)

alinmustir.
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Sekil 4.12 Rejenerasyon kiiltilir ortamlari

4.2.1 Hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon oram

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Gilines cesidinin hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon oranlart (Sekil 4.14)
incelenmistir. Hipokotil eksplantlarindan elde edilen rejenerasyon orani verileri ile
yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir. Cizelge 4.9 incelendiginde;

iki ¢esitte de hipokotil eksplantinin rejenerasyon orani arasinda onemli farkliliklar
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oldugu; TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu dozlarin etkilesiminin %1 diizeyinde énemli

oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.9 Aktas ve Giines cesidinin hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon oranina

iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 1 032.056** 825.500%*
NAA Dozlar 3 688.389** 1 073.889%**
TDZ Dozlart*NAA Dozlar1 9 498.000%** 429.574%*
Hata 32 143.417 69.292

CV: Aktas i¢in %14.57; Giines i¢in %11.11; **:p>0.01 diizeyinde énemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlar 3 225.188ns 63.688ns
NAA Dozlar1 209.354ns 980.910**
BAP Dozlari*NAA Dozlar 9 762.113%** 310.576**
Hata 32 135.646 74.250

CV: Aktas icin %13.90; Giines icin %12.48; **:p<0.01 diizeyinde dnemli, ns: not significant.

Rejenerasyon orani bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge
4.10’da  verilmistir. Cizelge 4.10°da goriildiigli gibi, hipokotil eksplantlarinda
rejenerasyon oranit Aktas ¢esidinde % 100 ila %355.67 arasinda; Giines ¢esidinde ise

%100 ila % 50 arasinda degismistir.

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi Aktas ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda en yliksek
rejenerasyon oranlary; 1 mg/L TDZ + 0.25-0.5 mg/L NAA ile 0.5 mg/L BAP + 0.75
mg/L NAA ve 1.5 mg/LL BAP + 0.5 mg/L NAA (%100.00) doz kombinasyonlarinda
gerceklesirken, 1.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA (%55.67) ve 1.5 mg/L BAP + 1 mg/L
NAA (%53.33) kombinasyonlarinda diisiik rejenerasyon orani gerceklesmistir. Glines
cesidinin hipokotil eksplantlarinda ise en yiiksek rejenerasyon oranlari; 1 mg/L TDZ +
0.5 mg/L NAA (%100.00) ve 2 mg/L BAP + 1 NAA (%91.67)
kombinasyonlarinda gerceklesirken, 2 mg/L. TDZ + 0,25 mg/L NAA (%53.33) ve 2

mg/L

67



mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA (%50.00) kombinasyonlarinda daha diisiik rejenerasyon

orani gerceklesmisgtir.

Aktas ve Gilines c¢esidi hipokotil eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
rejenerasyon orani verileri incelendiginde; Aktas ¢esidinin TDZ nin diisiik dozlarinin (1
mg/L) - NAA’n diisiik dozu (0.25-0.5mg/L) ile kombinasyonu ve BAP’in diisiik ve
orta dozlarmin (0.5-1.5 mg/L) - NAA’nin orta dozlar1 (0.5-0.75 mg/L) etkilesiminin
daha yiiksek rejenerasyon orani olusturdugu goriilmektedir. Giines cesidinde ise en
yiiksek rejenerasyon orant TDZ’nin orta dozu (1 mg/L) ile NAA nin diisiik dozu (0.5
mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’1n orta dozunun (1 mg/L) - NAA’nin orta dozu (1
mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14)

Cizelge 4.10 Aktas ve Giines cesidinin hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon orani
ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplar

A KTAS
TDZ Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 83.33 abc 64.00 cd 91.67 ab 69.67 cd
1 100.00 a 100.00 a 91.67 ab 91.67 ab
1.5 91.67 ab 64.00 cd 91.67 ab 55.67d
2 91.67 ab 72.33 bed 64.00 cd 91.67 ab
G UNES
TDZ Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 7233 b 69.67 bc 69.67 bc 74.00 b
1 64.67 bed 100.00 a 91.67 a 91.67 a
1.5 72.33b 56.67 cd 69.67 bc 9333 a
2 53.33d 55.67d 72.33 b 91.67 a
A KTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 91.67 abc 65.00 de 100.00 a 91.67 abc
1 80.67 a-d 80.67 a-d 78.33 bed 91.67 abc
1.5 91.67 abc 100.00 a 67.33 de 5333 e
2 93.33 ab 91.67 abc 72.33 cde 91.67 abc
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Cizelge 4.10 Aktas ve Giines ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon orant
ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplar1 (devam)

G UNES
BAP Dozlan NAA Dozlar (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 62.33 b-e 72.33 be 61.33 b-e 70.00 be
1 55.57 de 71.67 bc 67.33 bed 9333 a
1.5 69.67 bed 61.33 b-e 74.00 b 72.33 be
2 59.00 cde 50.00 e 72.33 be 91.67a
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Sekil 4.13 Hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon orani ortalamasi
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Sekil 4.14 Hipokotil eksplantlarinda rejenerasyon olusumu

a) Aktas 1 mg/L TDZ + 0.25 mg/L NAA, b) Aktas 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA c) Giines 1 mg/L
TDZ + 0.5 mg/L NAA, d) Giines 1 mg/L. BAP + 1 mg/L NAA
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Karabugdayda da doku kiiltiirii calismalarinda rejenerasyon saglamak igin birgok
aragtirmacit tarafindan TDZ, BAP ve NAA’nin farkli doz ve kombinasyonlar: ile
birlikte (Takahata ve Jumonji 1985; Woo vd. 2000; Klcova ve Gubisova, 2008; Lee vd.
2009; Hou vd. 2014; Wang vd. (2016); Fei vd. 2019; Saraswat ve Kumar (2019);
Zaranek vd. (2023); Dennis vd. 2023) kullanilmistir.

Aktas ¢esidinde diisiik doz TDZ (1 mg/L) ve BAP (0,5-1,5 mg/L) ile diisiik-orta doz
NAA (0.25-0.75 mg/L) kombinasyonlarinin yiiksek rejenerasyon oranlari sagladigini
gostermistir. Buna karsilik, Giines ¢esidinde orta doz TDZ (1 mg/L) ve BAP (1 mg/L)
ile orta doz NAA (0.5-1 mg/L) kombinasyonlar1 daha etkili olmustur. Bu sonuclar, Fei
ve ark. (2019) ile Hou ve ark. (2014) tarafindan bildirilen bulgularla uyumlu olup, TDZ
ve BAP'!n rejenerasyonu giiclii sekilde uyardigini ve NAA ile etkilesim gdsterdigini
dogrulamaktadir. Bununla birlikte, Takahata ve Jumonji (1985) tarafindan bildirilen
yalnizca BAP kullanimma dayali rejenerasyon protokoliinden farkli olarak, bu

calismada NAA'nin kombinasyonlarda kritik bir rol oynadig1 gézlemlenmistir.

Her iki cesitte de rejenerasyon orani, uygulanan hormon kombinasyonlarina bagl olarak
farkliliklar ~ gostermistir.  Aktas  cesidinde = TDZ*NAA ve  BAP*NAA
kombinasyonlarinda daha fazla rejenerasyon oranlari elde edilmistir. Bu bulgu, TDZ'
ve BAP’1n rejenerasyonu giiglii sekilde tesvik ettigini ve bunun yanisira NAA birlikte
iki tarafli bir etkilesim olusturdugunu da gostermistir (Lee vd. 2009). Giines ¢esidinin
hipokotil eksplantinda ise genotipler arast hormon tepkilerinin farklarin1 ortaya

cikarmistir.

Murthy vd. (1998) tarafindan yapilan derleme ¢alismasinda, TDZ nin bitki doku kiiltiirii
uygulamalarinda oldukga giiclii bir biiylime diizenleyici olarak kullanilabilecegini, fakat
bu etkinin tiir, eksplant tipi ve doz gibi degiskenlere duyarli oldugunu ortaya koydugunu

agiklamistir.

Fei vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada gelistirdikleri karabugday kalluslarinin, 1 mg/L 6-
BA ve 0.5 mg/L TDZ igeren MS ortaminda basarili bir rejenerasyon olusturdugunu
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belirtilerek karabugdayin genetik olarak iyilestirilmesi i¢in onemli bir protokol oldugu

bildirilmistir.

Takahata ve Jumonji (1985), 2 mg/l BAP igeren MS ortamindaki hipokotil
eksplantlarinin, dogrudan rejenere oldugunu ve rejenere bitkiciklerin hormonsuz MS
ortamina aktarildiginda, daha ¢ok sayida siirgiinler olusturdugunu bildirmislerdir. Diger
taraftan, BAP’1in TDZ’ye gore daha az etkili olmasina ragmen, uygun doz araliklarinda

farkli genetik altyapilarda basar1 saglayabildigi gézlemlemislerdir.

Hou vd. (2014) calismalarinda, kullandiklar1 ¢esitte 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
kombinasyonuyla yiiksek rejenerasyon elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu calisma ile
farkli karabugday tiirlerinin hormonlara verdigi morfolojik ve genetik yanitlarin farkli
oldugu belirtilerek gelistirilen rejenerasyon sistemi ile karabugdayda genetik
transformasyon uygulamalar1 i¢in temel teskil edecegi bildirilmistir. Bu sonug
calismada kullanilan Aktas ¢esidinden elde edilen sonuglari desteklemektedir. Ayrica
elde edilen bulgular; bitki rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesinde ¢esit-hormon

etkilesiminin dikkate alinmas1 gerektigini gostermektedir.

Saraswat ve Kumar (2019), yaygin karabugdayda rejenerasyon protokolu olusturmak
icin yaptiklar1 ¢alismada hipokotillerin in vitro rejenerasyon i¢in énemli dl¢iide daha 1yi

eksplantlar oldugunu saptamislardir.

Zaranek vd. (2023) yaptiklar1 calismada, karabugdayin hipokotil eksplantlarinin, 3
mg/L BAP ve 1 mg/L TDZ ile 2 mg/L BAP ve 1 mg/l KIN iceren ortamlarda bitki
rejenerasyonu gozlemlenmis ve rejenerasyonun, TDZ igeren ortamlarda daha verimli

oldugu bildirilmistir.

4.2.2 Kotiledon eksplantlarinda rejenerasyon orani

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas

ve Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinin rejenerasyon oranlart (Sekil 4.16)
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incelenmistir. Kotiledon eksplantlarindan elde edilen rejenerasyon orani verileri ile
yapilan varyans analizi sonuglart Cizelge 4.11°de verilmistir. Cizelge 4.11
incelendiginde; iki ¢esitte de kotiledon eksplantinin rejenerasyon orani arasinda énemli
farkliliklar oldugu; TDZ, BAP ve NAA dozlann ile bu dozlarin etkilesimlerinin

istatistiksel olarak onem diizeylerinde degisikliler gosterdigi goriillmektedir.

Cizelge 4.11 Aktas ve Giines cesidinin kotiledon eksplantlarinin rejenerasyon oranina
iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 1 082.500%*%* 1 082.500%*
NAA Dozlar 676.833** 676.833%*
TDZ Dozlari*NAA Dozlar 9 283.926* 283.926*
Hata 32 120.396 120.396

CV: Aktas icin %13.89; Giines icin %13.38; **:p<0.01 diizeyinde dnemli,*:p<0

.05 diizeyinde

onemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlar 3 520.750** 351.722%
NAA Dozlari 144.139ns 801.056%**
BAP Dozlari*NAA Dozlar 9 365.991** 420.000%*
Hata 32 61.729 112.708

CV: Aktas i¢in %8.43; Giines igin %14.90; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli,* p<0.05 diizeyinde 6nemli,
ns: not significant.

Rejenerasyon oranit bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge
4.12°de verilmistir. Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi, kotiledon eksplantlarinda
rejenerasyon oranit Aktas ¢esidinde % 100 ila 9%53.33 arasinda; Giines ¢esidinde ise

%93.33 ila % 46.67 arasinda degismistir.

Cizelge 4.12° de gortldiigi gibi, Aktas ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda en yiiksek
rejenerasyon oranlari; 0.5 mg/L BAP + 0.75-1 mg/L NAA, 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L
NAA, 1.5 mg/L BAP + 0.25-0.5 mg/L NAA, 2 mg/L BAP + 0.25-0.5-0.75 mg/L NAA
(%100.00) kombinasyonlarinda gergeklesirken, 2 mg/LL. TDZ + 0.5 mg/L NAA
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(%53.33) kombinasyonunda diisiik rejenerasyon orani gergeklesmistir. Giines ¢esidinin
kotiledon eksplantlarinda ise en yiiksek rejenerasyon oranlari; 0.5 mg/L TDZ + 0.25-1
mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA ve 1.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
(%93.33) kombinasyonlarinda gergeklesirken, 2 mg/L. TDZ + 1 mg/L NAA (%46.67)

kombinasyonunda diisiik rejenerasyon orani gerceklesmistir (Sekil 4.15) .

Cizelge 4.12 Aktas ve Giines cesidinin kotiledon eksplantinin rejenerasyon orani
ortalamalara ilsikin A.O.F* gruplari

A KTAS
TDZ Dozlari NAA Dozlar (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 69.67 bed 61.33 cd 72.33 bc 67.33 bed
1 91.67 a 85.00 ab 91.67 a 91.67 a
1.5 91.67 a 74.00 abc 91.67 a 72.33 be
2 91.67 a 53.33d 66.00 bed 91.67 a
G UNES
TDZ Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 9333 a 91.67 ab 71.67 cde 9333 a
1 71.67 cde 71.67 cde 85.00 abc 85.00 abc
1.5 69.00 cde 76.67 bed 62.33 def 85.00 abc
2 69.67 cde 59.00 ef 62.33 def 46.67 £
A T A S
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 62.33b 72.33 b 100.00 a 100.00 a
1 91.67a 100.00 a 93.33 a 91.67 a
1.5 100.00 a 100.00 a 9333 a 9333 a
2 100.00 a 100.00 a 100.00 a 93.33 a
G UNES
BAP Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 61.67 cd 61.67 cd 9333 a 73.33 bc
1 70.00 bc 65.00 bed 59.00 cd 62.33 cd
1.5 50.00d 71.67 be 70.00 be 9333 a
2 67.33 bed 69.00 bc 80.67 ab 91.67 a

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 18.25; Giines 16.61; BAP+NAA i¢in AOF: Aktas13.07; Giines 17.66
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Aktas TDZ*NAA Dozlar
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Sekil 4.15 Kotiledon eksplantlarinda rejenerasyon orani ortalamasi
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Sekil 4.16 Kotiledon eksplantlarinda rejenerasyon olusumu

a) Aktag 1 mg/L TDZ + 0.75 mg/L NAA, b) Aktas 2 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA c¢) Giines 0.5 mg/L
TDZ + 0.25 mg/L NAA, d) Giines 1.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA

Aktas ve Giines ¢esidi kotiledon eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
rejenersyon orani verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin TDZ’nin orta-

yiiksek dozlarinin (1-1.5-2 mg/L) - NAA’mn diistik-yliksek dozlar1 (0.25-0.75-1 mg/L)
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ile kombinasyonu ve BAP’1n tiim dozlarinin (0.5-1-2-1.5 mg/L) - NAA’nin tiim dozlar
(0.25-0.5-0.75-1 mg/L) etkilesiminin yiiksek rejenerasyon orani olusturdugu
goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise en yiiksek rejenerasyon oran1 TDZ nin diisiik dozu
(0.5 mg/L) ile NAA’nin diisiik-yiiksek dozlarinin (0.25-1 mg/L) ile kombinasyonlarinda
ve BAP’1n diisiik-orta dozlarin (0.5-1.5 mg/L) - NAA’ ’nin orta-yliksek dozlar1 (0.75-1
mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.15)

Calismamizda oldugu gibi, karabugdayda da doku kiiltiirii c¢alismalarinda bir¢ok
arastirmaci tarafindan TDZ, BAP ve NAA’nin farkli doz ve kombinasyonlar1 ile
birlikte farkli karabugday c¢esitlerinin  kotiledon eksplantlari, rejenerasyon
calismalarinda (Yamane, 1974; Takahata ve Jumonji 1985; Berbec ve Doroszewska
1999; Woo vd. 2000; Klcova ve Gubisova, 2008; Lee vd. 2009; Hou vd. 2014; Wang
vd. (2016); Fei vd. 2019; Dennis vd. 2023) kullanilmistir.

Bu calismada, Aktas c¢esidinde en yiiksek rejenerasyon oranlari, BAP*NAA
kombinasyonlarinda elde edilmistir. Giines cesidinde ise TDZ*NAA ve BAP*NAA
kombinasyonlarinda Aktas cesidine gore daha diisiikk rejenerasyon oranlar1 elde
edilmistir. Bu bulgular, Fei vd. (2019)'nin 1 mg/L. BAP ve 0.5 mg/L TDZ ile yiiksek
rejenerasyon bildiren ¢alismasiyla kismen ortiismekle birlikte, genotipin etkisini daha
belirgin sekilde ortaya koymaktadir. Hou vd. (2014)'nin 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
kombinasyonundaki basarisi, Giines c¢esidindeki sonuglarla NAA dozu bakimindan
uyumludur. Ancak, Takahata ve Jumonji (1985)'nin sadece 2 mg/L BAP kullanarak elde
ettigi sonuclar, bu ¢aligmadaki sonuglarla uyum saglamamaktadir. Bu karsilastirmalar,
hormon dozlarinin ¢esitlere gore belirlenmesi gerektigini ve NAA'nin karabugday

rejenerasyonunda kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Murthy vd. (1998) tarafindan yapilan derleme ¢alismasinda, TDZ’ nin bitki doku kiiltiirii
uygulamalarinda oldukga giiclii bir biiylime diizenleyici olarak kullanilabilecegini, fakat
bu etkinin tiir, eksplant tipi ve doz gibi degiskenlere duyarli oldugunu ortaya koydugunu

aciklanmustir.
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Her iki ¢esitte de rejenerasyon orani, uygulanan hormon kombinasyonlarina bagl olarak
farkliliklar ~ gostermistir.  Aktas  ¢esidinde = TDZ*NAA ve  BAP*NAA
kombinasyonlarinda daha fazla rejenerasyon oranlari elde edilmistir. Bu bulgu, TDZ ve
BAP’1n rejenerasyonu giiglii sekilde tesvik ettigini ve bunun yanisira NAA birlikte iki
tarafli bir etkilesim olusturdugunu da gostermistir (Lee vd. 2009).

Ayrica, bu calismada elde edilen sonuglar, kotiledon eksplantlarinin hipokotil
eksplantlarina kiyasla daha yiiksek rejenerasyon kapasitesi gosterdigini ortaya
koymustur. Bu bulgu, Wang ve ark. (2016)'nin hipokotil eksplantlarinin daha iyi
rejenerasyon olusumu performansi gosterdigini belirten caligmasiyla ¢eligmektedir. Bu
farklilik, kullanilan  karabugday genotiplerinden ve hormon dozlart ile
kombinasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Elde ettigimiz veriler, karabugdayda
rejenerasyon verimliliginin genotip ve eksplant tipine bagli olarak 6nemli 6lciide

degisebilecegini gdstermektedir.

4.2.3 Yaprak eksplantlarinda rejenerasyon orani

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Gilines ¢esidinin yaprak eksplantlarinin rejenerasyon oranlart (Sekil 4.18)
incelenmistir. Yaprak eksplantlarindan elde edilen rejenerasyon orani verileri ile yapilan
varyans analizi sonuclar1 Cizelge 4.13°de verilmistir. Cizelge 4.13 incelendiginde; iki
cesitte de yaprak eksplantinin rejenerasyon orani arasinda onemli farkliliklar oldugu;
TDZ, BAP ve NAA dozlar ile bu dozlarin etkilesimlerinin istatistiksel olarak onem

diizeylerinde degisikliler gosterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.13 Aktas ve Gilines ¢esidinin yaprak eksplantinin rejenerasyon oranina iligkin

varyans analizi

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 505.056%** 722.000%*
NAA Dozlar 3 147.661ns 2 580.722%*
TDZ Dozlari*NAA Dozlar 9 377.222%* 254.981*
Hata 32 101.188 101.333

CV: Aktas i¢in %12.98; Giines icin %14.16; **:p<0.01 diizeyinde dnemli, ,* p<0.05 diizeyinde

6nemli, ns: not significant

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlari 3 60.500ns 833.799**
NAA Dozlar1 3 292.167* 88.743ns
BAP Dozlari*NAA Dozlari 9 187.259* 685.891**
Hata 32 81.021 85.042

CV: Aktas icin %9.58; Giines i¢in %12.06; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli,* p<0.05 diizeyinde
6nemli, ns: not significant.

Rejenerasyon oranit bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuclar1 da Cizelge
4.14’de verilmistir. Cizelge 4.14’de goriildiigl gibi, yaprak eksplantlarinda rejenerasyon
oran1 Aktas ¢esidinde %100 ile % 67.33 arasinda; Giines ¢esidinde ise %100 ile %41.11

arasinda degismistir.

Cizelge 4.14° de goriildigii gibi, Aktas ¢esidinin yaprak eksplantlarinda en yiiksek
rejenerasyon orani; 1 mg/L TDZ + 0.75 mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA,
1 mg/L BAP + 0.5-1 mg/L NAA, 1.5 mg/L BAP + 0.5-0.75-1 mg/L NAA, 2 mg/L BAP
+ 0.5-1 mg/L NAA (%100.00) kombinasyonunda gerceklesirken, 0.5 mg/L TDZ + 0.5
mg/L. NAA (%59.00) kombinasyonunda en diisiik rejenerasyon orani gerceklesmistir.
Glines cesidinin yaprak eksplantlarinda en yiiksek rejenerasyon orant; 1.5 mg/L TDZ +
0.25 mg/L NAA (%100) kombinasyonlarinda gerceklesirken, 2 mg/L TDZ + 0.25 mg/L
NAA (%41.11) kombinasyonunda en diisiik rejenerasyon orani gergeklesmistir (Sekil
4.17).
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Cizelge 4.14 Aktas ve Giines ¢esidinin yaprak eksplantinin rejenerasyon orani
ortalamalarina iliskim A.O.F* gruplar

AKTAS
TDZ Dozlari NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 69.67 cd 59.00d 91.67 ab 72.33 cd
1 74.00 cd 91.67 ab 100.00 a 83.33 abc
1.5 83.33 abc 76.67 be 67.33 cd 69.00 cd
2 83.33 abc 83.33 abc 69.67 cd 69.67 cd
G UNES
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 64.00 ¢ 69.67 be 85.00 ab 69.67 be
1 69.67 bc 9333 a 9333 a 53.33 cde
1.5 61.33 cd 91.67 a 85.00 ab 61.67 cd
2 41.11e 85.00 ab 67.00 ¢ 46.67 de
AKTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 100.00 a 91.67 ab 91.67 ab 91.67 ab
1 93.33 ab 100.00 a 86.67 abc 100.00 a
1.5 85.00 be 100.00 a 100.00 a 100.00 a
2 72.33 ¢ 100.00 a 91.67 ab 100.00 a
G UNES
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 85.00 a-d 67.33 ef 70.00 def 76.67 cde
1 4333 ¢ 59.00 f 76.67 cde 85.00 a-d
1.5 100.00 a 93.33 ab 85.00 a-d 65.00 ef
2 67.33 ef 78.33 b-e 86.67 abc 85.00 a-d

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 16.73; Giines 16.74; BAP+NAA icin AOF: Aktas12.82; Giines 15.34
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Sekil 4.17 Yaprak eksplantlarinda rejenerasyon orani ortalamast
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Sekil 4.18 Yaprak eksplantinda rejenerasyon olusumu

a) Aktag 1 mg/L TDZ + 0.75 mg/L NAA, b) Aktas 1.5 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA, c) Giines 1 mg/L
TDZ + 0.75 mg/L NAA, d) Giines 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA
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Aktas ve Giines cesidi yaprak eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
rejenerasyon orani verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin TDZ’ nin orta
dozlarinin (1 mg/L) - NAA’ 1 orta dozlar1 (0.75 mg/L) ile kombinasyonu ve BAP’in
tim dozlarmin (0.5-1-2-1.5 mg/L) — NAA’nin tim dozlar1 (0.25-0.5-0.75-1 mg/L)
etkilesiminin yiiksek rejenerasyon orani olusturdugu goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise
en yliksek rejenerasyon oran1t TDZ’nin orta dozu (1 mg/L) ile NAA’nin orta dozlarin
(0.5-0.75 mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’1n orta dozlarinin (1.5 mg/L) — NAA’ nin
diisiik dozu (0.25 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.14 ve Sekil
4.17).

Caligmamizdaki gibi, biyitiilmiis fidelerden elde edilen yaprak eksplantlarimi
Rajbhandari vd. (1995), Woo vd. (2004) Dennis (2023) karabugdayda bitki
rejenerasyonu i¢in ¢alismislardir. Rajbhandari vd. (1995), yaygin karabugdayin yaprak
eksplantlarinda rejenerasyon olusumu calismasini 0.2 mg/L IAA ve 2 mg/L 6-BA ilave
edilmis MS besin ortamlarinda denemis ve bu dozlarda rejenerasyon oranin arttigini
bildirmistir. Ayrica arastirma sonucunda rejenerasyonun genotipe bagli oldugunu tespit
etmislerdir. Bu sonu¢ ile arastirmamizda iki farkli cesitle yiirlitmiis oldugumuz

calismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Elde edilen bulgular ile farkli karabugday cesitlerinin farkli eksplantlarinin eklenen
hormon dozlarimin ve konsantrasyonlarinin rejenerasyon orani iizerinde istatistiksel

anlamda 6nemli etkilerinin oldugu belirlenmistir (Hou vd. 2014).

Woo vd. (2004) karabugdayin yaprak eksplantlarmni 0.2 mg/L KIN + 2-3 mg/L 6-BA
kombinasyonlarin1 igeren MS ortamlarinda rejenere bitkicikler elde etmislerdir. Bu
caligmalar, yaptigimiz ¢alismanin, karabugdaymn Aktas cesidinin yaprak eksplantinda
BAP dozlarmin etkisini destekleyici niteliktedir.

Yapmis oldugumuz bu caligma ile, TDZ’nin bitki doku kiiltiiri uygulamalarinda
olduke¢a giiclii bir biiylime diizenleyici olarak kullanilabilecegini, ama bu etkinin cesit,
eksplant tipi, doz ve kombinasyonlar1 gibi 6nemli ayirt edici degiskenlere duyarh

oldugu ortaya ¢ikmistir (Murthy vd. 1998).
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4.2.4 Yaprak sap1 eksplantlarinda rejenerasyon orani

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Gilines ¢esidinin yaprak sapi eksplantlarinin rejenerasyon oranlart (Sekil 4.20)
incelenmistir. Yaprak sap1 eksplantlarindan elde edilen rejenerasyon orani verileri ile
yapilan varyans analizi sonuglart Cizelge 4.15°de verilmistir. Cizelge 4.15
incelendiginde; iki c¢esitte de yaprak sapi eksplantinin rejenerasyon orani arasinda
farklarin ortaya ¢iktigi; TDZ, BAP ve NAA dozlarinda ve bu dozlarin etkilesimlerinin
istatistiksel olarak Aktag’ta %5 ve Giines’te %1 diizeylerinde O6nemli oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.15 Aktas ve Glines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantinin rejenerasyon oranina
iliskin varyans analizi sonuglar1

Aktas Kareler Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 1 330.410%* 722.000%*
NAA Dozlar 602.632%* 2580.722%*
TDZ Dozlari*NAA Dozlar1 9 836.243** 254.981%*
Hata 32 84.458 101.333

CV: Aktas icin %13.29; Giines i¢in %11.84; **:p<0.01 diizeyinde énemli, *p<0.0

5 diizeyinde dnemli.

Aktas Kareler Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlari 3 327.632% 1 199.139%*x*
NAA Dozlar 816.743** 908.361**
BAP Dozlart*NAA Dozlar1 9 662.021%* 845.639**
Hata 32 105.438 96.021

CV: Aktas icin %11.69; Giines i¢in %13.32; **:p<0.01 diizeyinde énemli, *p<0.05 diizeyinde 6nemli.

Rejenerasyon orani bakimindan, TDZ, BAP ve NAA

etkilesiminin  hangi dozlar

arasinda dnemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuclar1 da Cizelge
4.16’da verilmistir. Cizelge 4.16’da gorildiigii gibi, yaprak sap1 eksplantlarinda
rejenerasyon orani Aktas ¢esidinde %100 ile %50 arasinda; Giines ¢esidinde ise %100
ile % 32.67 arasinda degismistir.
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Cizelge 4.16° da goriildiigi gibi, Aktas ¢esidinin yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek
rejenerasyon orant 0.5 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA 0.5 mg/L, 1 mg/L TDZ + 0.75 mg/L
NAA, 0.5 mg/L BAP + 0.5-0.75 mg/L NAA, 1.5 mg/L BAP + 0.5-0.75-1 mg/L NAA,
(%100.00) kombinasyonlarinda gergeklesirken, 0.5 mg/L. TDZ + 0.75 mg/L NAA
(%50) kombinasyonunda en diisiik rejenerasyon orani gergeklesmistir. Giines ¢esidinin
yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek rejenerasyon orant 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L
NAA, 1.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA ve 2 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA (%100.00)
kombinasyonlarinda gergeklesirken, mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (%32.67)

kombinasyonunda en diisiik rejenerasyon orani gergeklesmistir (Sekil 4.19).

Cizelge 4.16 Aktas ve  cesidinin yaprak sapt eksplantinin rejenerasyon orani
ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplari

A KTAS
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 70.00 cd 100.00 a 50.00 e 55.67 de
1 64.00 de 85.00 abc 100.00 a 83.33 be
1.5 5333 ¢ 64.67 de 59.00 de 5333 e
2 91.67 ab 64.00 de 59.00 de 5333 e
G UNES
TDZ Dozlar: NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 69.67 cde 55.67 ¢ 66.00 de 61.33 de
1 71.67 cd 100.00 a 67.33 de 91.67 ab
1.5 91.67 ab 64.67 de 83.33 be 100.00 a
2 76.67 bed 91.67 ab 91.67 ab 100.00 a
AKTAS
BAP Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 85.00 ab 100.00 a 100.00 a 91.67 ab
1 93.33 ab 80.67 bc 93.33 ab 59.00d
1.5 55.67d 100.00 a 100.00 a 100.00 a
2 91.67 ab 93.33 ab 91.67 ab 69.67 cd
G UNES
BAP Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 83.33 ab 69.67 bed 93.33 a 74.00 be
1 32.67f 70.00 bed 74.00 be 62.33 cde
1.5 67.33 bed 83.33 ab 46.67 ef 93.33 a
2 56.67 de 93.33 a 93.33a 83.33 ab

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 15.81; Giines 16.74; BAP+NAA icin AOF: Aktas17.08; Giines 16.30
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Aktag TDZ*NAA Dozlar1 Gilines TDZ*NAA Dozlar1
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Sekil 4.19 Yaprak sap1 eksplantlarinda rejenerasyon orani ortalamasi

86



Sekil 4.20 Yaprak sap1 eksplantlarinda rejenerasyon olusumu

a) Aktas 1 mg/L TDZ + 0.75 mg/L NAA, b) Aktas 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, c) Giines 1 mg/L
TDZ+ 0.5 mg/L NAA, d) Giines 1.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
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Aktas ve Giines ¢esidi yaprak sap1 eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
rejenerasyon orani verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin TDZ’ nin orta
dozlarinin (0.5-1 mg/L) - NAA’m orta dozlar1 (0.5-0.75 mg/L) ile kombinasyonu ve
BAP’mn orta dozlarinin (0.5-1.5 mg/L) - NAA’nin orta dozlar1 (0.5-0.75-1 mg/L)
etkilesiminin yiiksek rejenerasyon orani olusturdugu goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise
en yiksek rejenerasyon orant TDZ nin orta-yiiksek dozu (1-1.5-2 mg/L) ile NAA nin
orta-yliksek dozlarinin (0.5-1 mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’in orta-yliksek
dozlarinin (0.5-1.5-2 mg/L) — NAA’nin orta-yiiksek dozlar1 (0.5-0.75-1 mg/L) ile
kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.19).

Woo vd. (2004) tarafindan kallus olusumundan sonra yaprak sapi eksplantlarindan
rejenerasyon gerceklestirmislerdir. Yaprak sapi eksplantlarindan en iyi rejenerasyon
oranin1 KIN (0.5 mg/L) ve BAP (2 mg/L) dozlarindan elde ettiklerini belirtmislerdir.
Ancak Slawinska vd. (2009) yaprak sap1 eksplantlariyla yaptiklar1 ¢aligmalarda 1 mg/L

BAP dozunda rejenerasyonun olustugunu bildirmislerdir.

Chen vd. (2012), calismalarinda kullandiklar1 karabugday cesidinin yaprak sap1
eksplantlarinda en yiiksek rejenerasyonu oranin (%90), 2 mg/l 6-BA, 0.5 mg/l TDZ ve
0.2 mg/l NAA igeren MS besiyerinde elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu caligsmalar,
calismamizda kullanmis oldugumuz Giines cesidinin yaprak sapi eksplantlarinin da
BAP’Im bu orta-yiikksek dozlarda en 1iyi rejenerasyon oranlarin1i olusturdugu

bulgularimiz1 desteklemektedir.

Caligmamizda kullandigimiz bitki biiylime diizenleyicilerin doz ve kombinasyonlari ile
birbirleriyle olan etkilesimleri arastirma sonuglarimizi biiyiik 6l¢iide degistirmistir. Bitki
bliylime diizenleyicileri, bitki doku kiiltiirlinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Bitki
biiylime diizenleyicileri bitkilerin; gévde uzamasi, yonelme hareketleri, hiicre boliinmesi
tesvik edilerek tepe tomurcugu baskisindan kurtulunmasini ve bdylece biiylimesinin

hizlanmasini saglamaktadirlar (Saad ve Elshahed 2012).
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4.3 Toplam Siirgiin Sayisi

4.3.1 Hipokotil eksplantlarinda toplam siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA igeren ortamlara aktarilan Aktas
ve Gilines ¢esidinin hipokotil eksplantlarinin petri basina toplam siirgiin sayis1 (Sekil
4.22) incelenmistir. Hipokotil eksplantlarindan elde edilen petri bagina toplam siirgiin
sayist verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir. Cizelge
4.17 incelendiginde; iki ¢esitte de hipokotil eksplantlarinin petri basina siirgiin sayisi
arasinda Onemli farkliliklar oldugu; TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu dozlarin

etkilesiminin istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.17 Aktas ve Giines cesidinin hipokotil eksplantinin petri bagina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglar1

Aktas Kareler Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 350.167** 291.417*%*
NAA Dozlar 3 112.389%** 288.028**
TDZ Dozlart*NAA Dozlar1 9 276.37** 105.731%**
Hata 32 1.521 2.604

CV: Aktas i¢in %13.29; Giines i¢in %5.49; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.

Aktas Kareler Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlar 3 114.139%** 606.472%*
NAA Dozlar 3 284.583%* 110.361**
BAP Dozlari*NAA Dozlar 9 76.343** 181.565%*
Hata 32 2.688 2.417

CV: Aktas i¢in %7.85; Gilines i¢in %6.85; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.
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Petri bagina siirgiin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek icin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge
4.18’de verilmistir. Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi, hipokotil eksplantlarinda petri
basina siirgiin sayis1 Aktas ¢esidinde 44 adet ile 10.67 adet arasinda; Gilines ¢esidinde

ise 47 adet ile 8 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.18° de gorildugi gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas g¢esidinin
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirglin sayis1 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L
NAA (44.00 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 1.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA
(10.67 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayis1 gergeklesmistir.
Giines ¢esidinin hipokotil eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayist 1.5 mg/L
TDZ + 0.25 mg/LL NAA (47.00 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 2 mg/L TDZ +
1 mg/LL NAA (18.67 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir (Sekil 4.21).

Cizelge 4.18’de goriildigi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas ¢esidinin
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayist 1 mg/L BAP + 0.75 mg/L
NAA (36.00 adet) kombinasyonunda ger¢eklesirken, 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA
ve 2 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA (13.00 adet) kombinasyonlarinda ise en diisiik petri
basina siirgiin sayis1 gerceklesmistir. Giines cesidinin hipokotil eksplantlarinda en
yuksek petri basma siirgiin sayist 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA (38.33 adet)
kombinasyonunda gerceklesirken, 2 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA (8.00 adet)

kombinasyonunda ise en diisiik petri bagina siirgiin sayis1 gerceklesmistir (Sekil 4.21).
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Cizelge 4.18 Aktas ve Giines ¢esidinin hipokotil eksplantinin petri basina siirgiin say1si
ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplari

AKTAS
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 23.00 f 14.33 k 18.00 h1 2233 f
1 3333 cd 44.00 a 15.00 jk 30.00 e
1.5 17.00 1 19.33 gh 35.67b 10.67 1
2 31.33 de 34.67 be 21.33 fg 2333 f
G UNES
TDZ Dozlar: NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 39.00 b 2733 e 23.00 f 40.33 b
1 31.00d 3333 cd 23.00 f 25.67 ef
1.5 47.00 a 36.00 ¢ 25.67 ef 27.00 e
2 2533 ef 24.00 f 23.67f 18.67 g
AKTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 2433 b 2133 ¢ 25.33b 14.00 f
1 19.00 cd 18.67 c¢d 36.00 a 26.33b
1.5 13.00 f 25.33b 26.00b 1333 f
2 15.67 ef 13.00 f 25.00b 17.67 de
G UNES
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 30.33 ¢ 31.00 ¢ 28.67 ¢ 3833 a
1 16.00 g 33.67b 19.00 f 14.00 g
1.5 24.67d 12.00 h 21.00 ef 34.67b
2 14.67 g 8.001 1533 ¢ 22.00 e

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 2.05; Giines 2.68; BAP+NAA icin AOF: Aktas 2.73; Giines 2.59
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Petri Basina Siirgiin Sayis1 (Adet)

1
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Sekil 4.21 Hipokotil eksplantinin petri basina siirgiin sayisi ortalamasi
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Sekil 4.22 Hipokotil eksplantlarinda petri basina siirgiin olusumu

a) Aktas 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA, b) Aktas 1 mg/L BAP + 0.75 mg/L, c¢) Giines 1.5 mg/L TDZ +
0.25 mg/L NAA, d) Giines 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
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Aktas ve Glines cesidinin hipokotil eksplantlarinin  farkli hormon dozlarinda
olusturdugu petri bagina siirglin sayist verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas
¢esidinin TDZ’nin orta dozunun (1 mg/L) - NAA’in orta dozu (0.5 mg/L) ile
kombinasyonu ve BAP’in orta dozunun (I mg/L) - NAA’nin orta dozu (0.75 mg/L)
etkilesiminin daha yiiksek petri basina siirgiin sayisi olusturdugu goriilmektedir. Giines
cesidinde ise en yiiksek petri basina siirglin sayist TDZ’nin orta dozu (1.5 mg/L) ile
NAA’nin diistik dozu (0.25 mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’1n diisiik dozunun (0.5
mg/L) - NAA’ nin yiiksek dozu (1 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢cikmistir (Cizelge
4.18 ve Sekil 4.21)

Karabugdayda da doku kiiltiirii ¢aligmalarinda birgok arastirmaci tarafindan TDZ, BAP
ve NAA’nin farkli doz ve kombinasyonlari ile farkli eksplantlar1 birlikte (Takahata ve
Jumonji 1985; Lee vd. 2009; Han vd. 2011; Hou vd. 2014; Fei vd. 2019; Dennis vd.
2023) kullanilmustir.

Takahata ve Jumonji (1985), 2 mg/LL 6-BA igeren MS ortamindaki hipokotil
eksplantlarinin, dogrudan rejenere oldugunu ve rejenere bitkiciklerin hormonsuz MS
ortamina aktarildiginda, daha ¢ok sayida siirgiinler olusturdugunu bildirmislerdir. Diger
taraftan, BAP’1n TDZ’ye gore daha az etkili olmasina ragmen, uygun doz araliklarinda

farkli genetik altyapilarda basar1 saglayabildigi gbzlemlemislerdir.

Hou vd. (2014), karabugdayin rejenerasyonunda deneylerinde kullandiklar1 iki farkli
cesitten biri olan JJ’de 0.5 mg/L BA + 1 mg/L NAA kombinasyonuyla %73'lik bir
stirgiin olusumu saglandigin1 gézlemleyerek farkli karabugday ¢esitlerinin farkli doz ve
kombinasyonlardaki hormonlara verdigi morfolojik ve genetik yanitlarin degisebildigini
belirtilerek gelistirilen rejenerasyon sistemi ile karabugdayda genetik transformasyon
uygulamalarn icin temel teskil edecegi bildirilmistir. Bu calisma ile iki farkli gesitte

yaptigimiz rejenerasyon c¢alismalarinin sonuglarint desteklemektedir.

Fei vd. (2019), karabugdayin hipokotil eksplantlarindan 1 mg/L 6-BA ve 0.5 mg/L TDZ
iceren MS ortaminda basarili bir rejenerasyon elde edildigi belirtilen bulgulari,

calismamizin orta dozlardaki sonuglarimi desteklemektedir. Ayrica, karabugdaymn
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hipokotil eksplantlariyla yapilan rejenerasyon ve siirglin deneylerinde, TDZ iceren

ortamlarin daha verimli oldugu gézlemlenmistir (Zaranek vd. 2023).

4.3.2 Kotiledon eksplantlarinda toplam siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA igeren ortamlara aktarilan Aktas
ve Gilines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinin, petri basina toplam siirgilin sayisi lizerine
etkileri (Sekil 4.24) incelenmis ve elde edilen petri basina toplam siirgiin sayis1 verileri
ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.19°da verilmistir. Cizelge 4.19
incelendiginde; iki cesitte de kotiledon eksplantlarinin petri basina siirgiin sayisi
arasinda Onemli farkliliklar oldugu; TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu dozlarin

etkilesiminin istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.19 Aktas ve Glines cesidinin kotiledon eksplantinin petri basina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 1363.222%** 402.576**
NAA Dozlar 3 13.722%* 360.632%*
TDZ Dozlar1*NAA Dozlar 9 103.759%*%* 253.539%x*
Hata 32 1.750 4.250

CV: Aktas i¢in %5.55; Giines igin %6.20; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlari 3 125.389%*%* 495.111%*
NAA Dozlar 3 63.278** 208.389**
BAP Dozlari*NAA Dozlar 9 290.333%%* 224.019%*
Hata 32 4.146 2.00

CV: Aktas i¢in %6.15; Glines i¢in %5.47; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.
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Petri bagina siirgiin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek icin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge
4.20°de verilmistir. Cizelge 4.20°de goriildiigii gibi, kotiledon eksplantlarinda petri
basina siirgilin sayis1 Aktas ¢esidinde 46.33 adet ile 8.33 adet arasinda; Giines ¢esidinde
ise 53.33 adet ile 13 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.20° de goriildiigii gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in Aktas ¢esidinin
kotiledon eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayisi 1 mg/L TDZ + 1 mg/L
NAA (44.00 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 2 mg/L. TDZ + 0.75 mg/L NAA
(8.33 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayisi gerceklesmistir.
Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda en yiiksek petri bagina siirgiin sayis1 0.5 mg/L
TDZ + 1 mg/L NAA (51.00 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 2 mg/L TDZ + 1
mg/L NAA (18.00 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir (Sekil 4.23).

Cizelge 4.20° de goriildigii gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 i¢in Aktas ¢esidinin
kotiledon eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayis1 2 mg/L BAP + 1 mg/L
NAA (46.33 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA
(19.33 adet) kombinasyonunda ise en diisiik petri basina silirglin sayisi1 gerceklesmistir.
Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayis1 1.5 mg/L
BAP + 1 mg/L NAA (53.33 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 1 mg/L BAP + 1
mg/L NAA (13.00 adet) kombinasyonunda ise en diisiik petri basina siirglin sayisi
gerceklesmistir (Sekil 4.23).
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Cizelge 4.20 Aktas ve Giines ¢esidinin kotiledon eksplantinin petri basina siirgiin sayisi

ortalamast
A KTAS
TDZ Dozlari NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 14.67 ¢ 18.00 ef 2433d 24.67d
1 3433 ¢ 37.33b 42.67 a 44.00 a
1.5 25.33d 16.67 fg 20.00 e 15.00 g
2 1533 ¢ 24.33d 8.33h 16.33 fg
G UNES
TDZ Dozlar: NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 25.33 4 42.67c 32.67 fg 51.00 a
1 39.00d 46.33 b 35.00 ef 28.00 h1
1.5 22.00 jk 46.67 b 30.00 gh 32.67 fg
2 20.33 kl 2433 38.33 de 18.00 1
AKTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 32.00d 1933 f 3533 cd 3333 cd
1 3633 ¢ 40.33 b 43.33 ab 2333 ¢
1.5 36.00 c 40.67 b 23.67¢ 22.00 ef
2 40.33 b 33.67 cd 23.33e¢ 46.33 a
G UNES
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 32.00b 33.67b 25.33d 33.67b
1 26.00 cd 28.00 c 19.00 £ 13.00 g
1.5 20.67 f 2833 ¢ 23.67 de 5333 a
2 19.00 f 2133 ef 15.00 g 21.33 ef

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 2.20; Giines 3.43; BAP+NAA icin AOF: Aktas 3.39; Giines 2.35
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Sekil 4.23 Kotiledon eksplantlarinda petri basina siirgiin sayis1 ortalamasi
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Sekil 4.24 Kotiledon eksplantlarinda petri basina siirglin olusumu

a) Aktas 1 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA, b) Aktas 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA, c) Giines 0.5 mg/L TDZ +
1 mg/L NAA, d) Giines 1.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA
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Aktas ve Giines cesidi kotiledon eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
petri basina siirgilin sayisi verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin TDZ’ nin
orta dozunun (1 mg/L) - NAA’1n yiiksek dozu (1 mg/L) ile kombinasyonu ve BAP’in
ylksek dozunun (2 mg/L) - NAA nin yliksek dozu (1 mg/L) etkilesiminin daha yiiksek
rejenerasyon orant olusturdugu goriilmektedir. Giines c¢esidinde ise en yliksek
rejenerasyon orant TDZ’nin diigiik dozu (0.5 mg/L) ile NAA’nin yiiksek dozu (1 mg/L)
ile kombinasyonunda ve BAP’1n yiiksek dozunun (1.5 mg/L) - NAA’ nin yiiksek dozu (1
mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.23).

Srejovic ve Neskovic (1981), karabugdaymn kotiledon eksplantlarindan elde edilen
kalluslardan bitkilerin rejenerasyonunun saglanabilecegini bildirmistir. Deneylerinde,
2,4-D (1-5 mg/L), KIN (0.1-1 mg/L), IAA (1.75 mg/L), BAP (22.5 mg/L) ve IBA (1
mg/L) igeren B5 besin ortamina aktarmis oldugu kotiledon eksplantlarindan elde edilen
kalluslarin %40 ‘lik bir oranda siirglin olusturduklarint gézlemlemistir. Bu sonuglar;
calismamizda kullandigimiz Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarindan sirasiyla, 0.5
mg/L TDZ ve yliksek dozlarda (1.5 mg/L) BAP iceren ortamlardan 51 ve 53 adet gibi

yiiksek siirgiin sayilariin elde edilmesi sonucu ile uyum saglamaktadir.

Lee vd. (2009), BAP konsantrasyonunun 4 mg/L'ye ylikselmesi ile rejenerasyon hizinin,
sirgiin sayisinin ve siirgiin uzunlugunun arttigini bildirmislerdir. Bu da ¢alismamizda
kullandigimiz her iki ¢esidin de yliksek BAP konsantrasyonlarinda yiiksek siirgiin elde

edilmesi sonuglariyla uyum gostermektedir.

Tomasiak vd. (2022)’nin derleme makalesinde yer verdigi arastirmacilarin karabugday
eksplantlarinin  farkli doz ve kombinasyonlarinda yapmis olduklar1 rejenerasyon
calismalarinda; eksplantlarin, 2 mg/L. BAP ve 0,5 mg/L TDZ eklenmis olan ortamlarda
orta siklikta rejenerasyon gerceklestigini, 2 mg/L BAP ve 1 mg/L KT igeren MS besin
ortamlarinda %56 oraninda rejenerasyon oldugunu ve 3 mg/L BAP ve 1 mg/L TDZ
ilave edilmis MS ortamlarinda ise %69 oraninda siirglin olusumu gozlemlediklerini
belirtmislerdir. Bu sonuglar; calismamizda kullandigimiz Giines c¢esidinin kotiledon
eksplantlarindan diisiik dozlarda TDZ ve yiiksek dozlarda BAP igeren ortamlardan 50

adet ve iizerinde yliksek siirgiin sayilarinin elde edilmesi sonucu ile ortiismektedir.
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4.3.3 Yaprak eksplantlarinda toplam siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Giines ¢esidinin yaprak eksplantlarinin petri basina toplam siirgiin sayis1 (Sekil 4.26)
incelenmis ve elde edilen petri bagina toplam siirglin sayis1 verileri ile yapilan varyans
analizi sonuglar Cizelge 4.21°de verilmistir. Cizelge 4.21 incelendiginde; iki ¢esitte de
yaprak eksplantlarinin petri bagina siirgiin sayis1 arasinda 6énemli farkliliklar oldugu;
TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu dozlarin etkilesiminin istatiksel olarak %1 diizeyinde

onemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.21 Aktas ve Glines ¢esidinin yaprak eksplantinin petri bagina siirgiin sayisina
iliskin varyans analizi

Giines
Aktas Kareler Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlari 3 35.188%** 108.854**
NAA Dozlari 3 11.910%* 36.521**
TDZ Dozlari*NAA Dozlar1 9 65.984** 86.928**
Hata 32 1.396 2.375
CV: Aktas icin %5.24; Giines igin %5.48; **:p<0.01 diizeyinde énemli.
Giines
Aktas Kareler Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlari 3 955.056** 268.076**
NAA Dozlar 3 630.389** 92.410%%*
BAP Dozlari*NAA Dozlar1 9 418.889** 195.910%**
Hata 32 3.604 1.958
CV: Aktas icin %6.31; Giines igin %4.14; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.
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Petri bagina siirgiin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek icin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge
4.22°de verilmistir. Cizelge 4.22°de goriildiigii gibi, yaprak eksplantlarinda petri basina
stirgiin say1s1 Aktas ¢esidinde 65.33 adet ile 15 adet arasinda; Giines ¢esidinde ise 46

adet ile 19 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.22° de goriildigii gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas ¢esidinin
yaprak eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayis1 1 mg/L TDZ + 1 mg/L
NAA (32.33 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA
(18.00 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayis1 gerceklesmistir.
Giines ¢esidinin yaprak eksplantlarinda en yliksek petri basmna siirglin sayist 1 mg/L
TDZ + 1 mg/L NAA (38.67 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 1.5 mg/L. TDZ +
0.25 mg/L NAA (20.67 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir (Sekil 4. 25).

Cizelge 4.22°de goriildiigi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 icin; Aktas c¢esidinin
yaprak eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirglin sayist 1 mg/L BAP + 1 mg/L
NAA (65.33 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 2 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA
(15.00 adet) kombinasyonunda ise en diisiik petri basina siirgiin sayis1 ger¢eklesmistir.
Giines cesidinin yaprak eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayis1 2 mg/L
BAP + 0.75 mg/L NAA (46.00 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 0.5 mg/L BAP
+ 0.5 mg/L NAA (19.00 adet) kombinasyonunda ise en diisiik petri basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir (Sekil 4. 25).
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Cizelge 4.22 Aktas ve Giines ¢esidinin yaprak eksplantinin petri basina

ortalamalarma iliskin A.O.F* gruplar

sirglin sayisi

A KTAS
TDZ Dozlari NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 20.33 efg 21.00 ef 20.00 efg 19.33 fgh
1 21.33 de 18.00 h 23.00 cd 3233 a
1.5 21.67 de 23.00 cd 25.00b 20.33 efg
2 31.00 a 24.67 be 19.00 gh 21.00 ef
GUNES
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 25.33 fgh 25.00 ght 226714 28.00 de
1 23.67 26.67 efg 37.67 a 38.67a
1.5 20.67] 28.67 cde 24.67 ght 30.00 cd
2 34.67b 31.00 ¢ 27.67 def 24.67 ght
A KTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 28.00 de 26.67 ef 28.33 de 23.67f
1 30.33d 28.00 de 29.67 de 6533 a
1.5 43.33 be 46.33 b 13.00 gh 4233 ¢
2 10.67 h 26.67 ef 15.00 g 24.00 £
G UNES
BAP Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 35.33d 19.00 g 3733 cd 26.00 £
1 2533 f 26.00 f 38.67c 39.00 c
1.5 35.33d 44.00 ab 29.00 e 24.00 £
2 3733 cd 42.67b 46.00 a 36.00d

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 1.97; Giines 2.56; BAP+NAA icin AOF: Aktas 3.16; Giines 2.33
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Sekil 4.25 Yaprak eksplantlarinda petri bagina siirgiin say1s1 ortalamasi
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Sekil 4.26 Yaprak eksplantlarinda petri bagina siirgiin olusumu

a) Aktas 1 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA, b) Aktas 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA, c) Giines 1 mg/L TDZ + 1
mg/L NAA, d) Giines 2 mg/L TDZ + 0.75 mg/L NAA
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Aktas ve Giines cesidi yaprak eksplantlarinin farklt hormon dozlarinda olusturdugu
petri basina siirgilin sayisi verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin TDZ’ nin
orta dozunun (1 mg/L) - NAA’1n yiiksek dozu (1 mg/L) ile kombinasyonu ve BAP’in
orta dozunun (1 mg/L) - NAA’nin yiikksek dozu (1 mg/L) etkilesiminin daha yiiksek
sayida siirgiin olusturdugu goriilmektedir. Giines c¢esidinde ise en yiiksek petri basina
stirglin sayist TDZ’nin orta dozunun (1 mg/L) ile NAA’nin yiiksek dozu (1 mg/L) ile
kombinasyonunda ve BAP’in yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA’nin orta dozu (0.75
mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.25)

Calisma sonucu elde edilen bulgularda yiiksek siirglin olusumu saglanan BAP*NAA
kombinasyonlar1 degerlendirildiginde, genellikle orta diizey BAP ve yiiksek diizey
NAA kombinasyonlarinin etkili oldugu goriilmiistiir. Aktas ¢esidinin yaprak
eksplantlarinda, en yiiksek siirgiin olusumu 1 mg/L. BAP + 1 mg/L NAA (65.33 adet) ile
gerceklesmis, bu da BAP’in 6zellikle Aktas ¢esidinde etkisinin daha yiliksek oldugunu
daha gostermektedir. Glines ¢esidinde ise en fazla siirgiin olusumu 2 mg/L BAP + 0.75
mg/L NAA (46.00 adet) ile elde edilmistir. Bu durum, BAP dozlarina verilen tepkinin
karabugdayn ¢esidine gore farklilik gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Bueno vd. (2010), Salvia hispanica’da yaptiklar1 calismada, BAP’1n hiicre boliinmesini
ve siirgiin gelisimini tesvik edici etkisini, bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin
olusumu tizerine etkileri, yaprak eksplantlarinda BAP dozlarinin artmasiyla birlikte artis

gosterdigini tespit etmislerdir.

Skala vd. (2007), BAP ve TDZ’ nin adagay1 ¢esidinin (Salvia przewalskii) siirgiin
sayisina olan etkisini belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada; BAP ve TDZ’ den elde

edilen siirgilin sayisinin KIN’e gore daha yiiksek bulundugunu bildirilmislerdir.

Dennis vd. (2023), Fagopyrum tartaricum yaprak eksplantlarinda 3 mg/L BAP + 0,5
mg/L NAA kombinasyonunun en yiiksek siirgin (35.2+1.83) rejenerasyonunu
sagladigini bildirmistir. Calismamizda ise Giines ¢esidinde 2 mg/L BAP + 0.75 mg/L
NAA kombinasyonu ile 46 adet siirgliin olusumu gdzlenmistir. Bu kismi benzerlige

ragmen, farkliliklarin temel nedenleri arasinda genotip, Giines ¢esidinin sitokininlere
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kars1 daha hassas olmast ve NAA dozunun tiirlere gore degiskenlik gostermesi
sayilabilir. Bu sonuglar, karabugday rejenerasyon protokollerinin genotip bagimli

oldugunu ve hormon doz kombinasyonunun énemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Rajbhandari vd. (1995), yaygin karabugdayin yaprak eksplantlarinda rejenerasyon
olusumu calismasimi 0.2 mg/L. TAA ve 2 mg/L 6-BA ilave edilmis MS besin
ortamlarinda denemis ve bu dozlarda rejenerasyon oranin ve siirglin sayisinin arttigini
bildirmistir. Ayrica deney sonucunda rejenerasyonun genotipe bagli oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu sonuclar arastirmamizda iki farkli ¢esitle yiiritmiis oldugumuz

calismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Woo vd. (2004) karabugdayin yaprak eksplantlarin1t 0.2 mg/LL KT + 2, 3 mg/L 6-BA
kombinasyonlarin1 iceren MS ortamlarinda rejenere bitkicikler elde etmislerdir. Bu
calismalar, yaptigimiz calismanin, karabugdayin Giines c¢esidinin yaprak eksplantinda

BAP dozlarininda elde edilen yiiksek siirgiin sayisi verilerini destekleyici niteliktedir.

4.3.4 Yaprak sap1 eksplantlarinda toplam siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Giines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantlariin, petri bagina toplam siirgiin sayis1 (Sekil
4.28) incelenmistir. Yaprak sap1 eksplantlarindan elde edilen petri basina toplam siirgiin
sayis1 verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.23’de verilmistir. Cizelge
4.23 incelendiginde; iki ¢esitte de yaprak eksplantlarinin petri basina siirgiin sayisi
arasinda Onemli farkliliklar oldugu; TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu dozlarin

etkilesiminin istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.23 Aktas ve Giines cesidinin yaprak sapi eksplantinin petri basina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 45.056** 94.472%*
NAA Dozlar 3 102.944** 371.917**
TDZ Dozlart*NAA Dozlar1 9 71.037** 185.269**
Hata 32 1.979 2.979

CV: Aktas icin %5.24; Giines i¢in %5.48; **:p<0

.01 diizeyinde 6nemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlar 3 183.188** 609.410**
NAA Dozlari 3 115.965%* 17.076**
BAP Dozlari*NAA Dozlari 9 138.280** 112.225%%*
Hata 32 3.979 3.188

CV: Aktas i¢in %9.41; Giines igin %7.56; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.

Petri basina siirgiin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi dozlar
arasinda 6nemli oldugunu belirlemek icin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da Cizelge
4.24’de verilmistir. Cizelge 4.24’de goriildiigli gibi, yaprak sap1 eksplantlarinda petri
basina siirgiin sayis1 Aktas cesidinde 34 adet ile 10.67 adet arasinda; Giines cesidinde
ise 45 adet ile 12 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.24° de goriildiigii gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas cesidinin
yaprak sap1 eksplantlarinda en yliksek petri basina siirglin sayis1 1 mg/L TDZ + 0.5
mg/L NAA (33.00 adet) kombinasyonlarinda gerceklesirken, 0.5 mg/L TDZ + 0.5
mg/L. NAA (14.00 adet) kombinasyonunda en diisiik petri basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir. Giines cesidinin yaprak sapi eksplantlarinda en yiiksek petri basina
sirglin sayist 1.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA (45.00 adet)
gerceklesirken, 1.5 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA (15.33 adet) kombinasyonunda en

kombinasyonunda

diisiik petri basina siirgiin sayis1 gerceklesmistir (Sekil 4.27).

Cizelge 4.24° de goriildiigi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas cesidinin
yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek petri basina siirgiin sayist 0.5 mg/L BAP + 0.75
mg/L NAA ve 1 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA (34.00 adet) kombinasyonlarinda
gerceklesirken, 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (10.67 adet) kombinasyonunda ise en
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diisiik petri basina siirgiin sayist gergeklesmistir. Giines ¢esidinin yaprak eksplantlarinda
en yiiksek petri bagina siirglin sayis1 2 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (39.00 adet)
kombinasyonunda gerceklesirken, 1 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (12.00 adet)

kombinasyonunda ise en diisiik petri basina siirgiin sayis1 gerceklesmistir (Sekil 4.27).

Cizelge 4.24 Aktag ve Giines cesidinin yaprak sapt eksplantinin petri basina siirgiin
sayis1 ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplari

A KTAS
TDZ Dozlar NAA Dozlar (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 20.33 fg 14.00 h 24.00 cd 26.00 cd
1 16.00 h 33.00 a 28.67b 23.00 de
1.5 20.67 efg 23.33d 31.00 ab 22.67 def
2 22.00 d-g 19.67 g 23.67 cd 22.67 def
GUNES
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 20.33 1 16.67 jk 26.67 ef 27.00 ef
1 18.00 jk 39.00 b 28.00 e 24.67 fg
1.5 18.33 4 15.33 k 28.33 de 45.00 a
2 22.33 gh 29.00 de 31.00d 35.00 c
A KTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 17.00 gh 25.67 be 34.00 a 24.00 cd
1 24.33 cd 15.00 h 34.00 a 21.67 de
1.5 10.67 17.67 fgh 20.33 ef 19.00 efg
2 17.33 fgh 28.00 b 11.331 19.00 efg
G UNES
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 36.00b 19.33 ef 2333 e 26.00 e
1 12.00 g 26.33d 20.00 f 2033 f
1.5 13.67 4 16.67 gh 15.00 h1 19.67 ef
2 39.00 a 32.67c 31.00c 26.67d

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 2.34; Giines 2.87; BAP+NAA icin AOF: Aktas 3.32; Giines 2.97
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Sekil 4.27 Yaprak sap1 eksplantlarinda petri bagina siirgiin sayis1 ortalamasi
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Sekil 4.28 Yaprak sap1 eksplantlarinda petri basina siirgiin olusumu

a) Aktas 1 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA, b) Aktas 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA, c¢) Giines 1 mg/L TDZ + 1
mg/L NAA, b) Giines 2 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA
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Aktas ve Giines ¢esidi yaprak sap1 eksplantlarinin farklt hormon dozlarinda olusturdugu
petri basina siirgilin sayisi verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin TDZ’ nin
orta dozunun (1 mg/L) - NAA’1n orta dozu (0.5 mg/L) ile kombinasyonu ve BAP’in
diisiik dozunun (0.5 mg/L) - NAA’nin orta dozu (0.75 mg/L) etkilesiminin daha yiiksek
sayida siirgiin olusturdugu goriilmektedir. Giines c¢esidinde ise en yiiksek petri basina
stirglin say1s1 TDZ nin yiiksek dozunun (1.5 mg/L) ile NAA’nin yiiksek dozu (1 mg/L)
ile kombinasyonunda ve BAP’in yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA’nin diisiik dozu
(0.25 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.27).

Calismamiz sonucunda, Giines ¢esidinin yaprak sapi eksplantlarindan elde edilen en
yiiksek petri basina siirgiin sayist TDZ*NAA dozlarindan elde edilmistir. Bu sonuglar;
TDZ’nin bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda oldukg¢a gii¢lii bir biiyiime diizenleyici
olarak kullanilabilecegini, fakat bu etkinin ¢esit, eksplant tipi ve doz gibi degiskenlere
duyarli oldugunu ortaya koymaktadir. TDZ'nin sitokinin etkilerinin, hiicre boliinmesini
uyarmadaki etkinligi daha 6nce bildirilen bir¢ok ¢alismayla da paralellik gostermektedir
(Murthy vd. 1998). Giines ¢esidinin TDZ’ye daha giiglii yanit vermesi, genotipin
hormonlara duyarlili§i konusunda onceki ¢alismalarda vurgulanan genetik varyasyonu

desteklemektedir (Hou vd. 2014).

Slawinska vd. (2009), Fagopyrum esculentum’un yaprak sap1 eksplantlarini kullanarak
gelistirdikleri in vitro rejenerasyon protokoliinde, 1 mg/L TIBA, 1 mg/L 2iP ve 1 mg/L
BAP kombinasyonunun siirgiin olusumunu artirdigint (%98'e varan verimle) ortaya
koymuslardir. BAP’1n diisiik dozlarindan elde edilen bu sonuglar ¢aligmamizla uyum

saglamaktadir.

Hou vd. (2014), arastirmalarinda kullandiklari, karabugdayin ‘Jiujiangkuqiao’ (‘JJ’) ve
‘Wenshatiangiao® (‘WS’) , JJ (F. tataricum) cesitlerinden rejenerasyonda en basarili
sonuglar1 JJ (F. tataricum) ¢esidinde ve 0.5 mg/L BA + 1 mg/L NAA kombinasyonuyla
%73k bir slrgin olusumu saglandigini belirtmiglerdir. Bu calisma ile farklh
karabugday cesitlerinin hormonlara verdigi morfolojik ve genetik yanitlarin farkl

oldugu belirtilerek ¢aligmamizla uyum gosterdigi goriilmektedir.
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4.4 Eksplant Basina Siirgiin Sayisi

4.4.1 Hipokotil eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA igeren ortamlara Aktas ve Giines
cesidinin  hipokotil eksplantlarinin eksplant basina stirgiin  sayis1  (Sekil 4.30)
incelenmistir. Elde edilen eksplant bagina siirglin sayisi verileri ile yapilan varyans
analizi sonuglar Cizelge 4.25’de verilmistir. Cizelge 4.25 incelendiginde; iki ¢esitte de
hipokotil eksplantlarinin eksplant basina siirgiin sayisi arasinda O6nemli farkliliklar
oldugu; ¢esitlere gore TDZ, BAP dozlar1 ve TDZ*NAA ile BAP*NAA etkilesiminin

istatistiksel olarak %1 ile %S5 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.25 Aktas ve Glines ¢esidinin hipokotil eksplantlarinin eksplant basina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler

Varyasyon Kaynaklar SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 20.621%** 19.575%*
NAA Dozlar 3 3.440%** 4.685%*
TDZ Dozlar1i*NAA Dozlar 9 4.863** 4.432%*
Hata 32 0.459 1.486

CV: Aktas i¢in %7.46; Giines i¢in %9.88; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli. *:p<0.05 diizeyinde 6nemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler

Varyasyon Kaynaklar SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlar 3 12.737** 50.325%*
NAA Dozlar1 3 29.043%** 3.750ns
BAP Dozlari*NAA Dozlari 9 13.100%** 5.960%**
Hata 32 0.904 1.293

CV: Aktas icin %9.14; Giines i¢in %10.54; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli, ns:not significant.

Eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi
dozlar arasinda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da

Cizelge 4.26’da verilmistir. Cizelge 4.26’da goriildiigii gibi, hipokotil eksplantlarinda
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eksplant basina siirgiin sayis1 Aktas cesidinde 15.10 adet ile 6.60 adet arasinda; Giines
cesidinde ise 14.77 adet ile 7.30 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.26° da goriildigii gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas ¢esidinin
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 2 mg/L TDZ + 0.25
mg/L NAA (12.10 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 0.5 mg/L TDZ + 0.75 mg/L
NAA (6.60 adet) kombinasyonunda en diisilk eksplant basma siirgiin sayist
gerceklesmistir. Giines cesidinin hipokotil eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina
siirgiin sayist 1.5 mg/L TDZ + 0.25 mg/L NAA (14.77 adet) kombinasyonunda
gergeklesirken, 1 mg/LL TDZ + 1 mg/L NAA (8.07 adet) kombinasyonunda en diisiik
eksplant bagina siirgilin sayis1 ger¢eklesmistir (Sekil 4.29).

Cizelge 4.26° da goriildiigi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas ¢esidinin
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina siirgiin sayist1 2 mg/L. BAP + 1
mg/L NAA (15.10 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 1.5 mg/L. BAP + 0.5 mg/L
NAA (6.93 adet) kombinasyonunda ise en diisiik eksplant basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir. Giines cesidinin hipokotil eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina
siirglin sayist 1.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA (13.33 adet) kombinasyonunda
gerceklesirken, 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA (7.30 adet) kombinasyonunda ise en diistik
eksplant bagina siirgiin sayis1 gergceklesmistir (Sekil 4.29).
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Cizelge 4.26 Aktas ve Giines ¢esidinin hipokotil eksplantinin eksplant basina siirgiin
sayis1 ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplar

A KTAS
TDZ Dozlari NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 7.93 ht 7.33 15 6.60 j 9.17 efg
1 10.90 be 8.33 fghi 7.67 1j 7.70 1
1.5 8.07 gh1 9.33 ef 9.10 efg 9.67 de
2 12.10a 11.83 ab 10.57 cd 9.00 e-h
GUNES
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 13.33 abc 13.00 abc 13.10 abc 12.83 abc
1 12.07 c 11.77 cd 10.00 de 8.07e
1.5 14.77 a 12.43 be 12.43 be 13.40 abc
2 12.67 be 12.00 cd 11.43 cd 14.10 ab
A KTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 9.40 cd 8.37 de 8.57d 13.10b
1 9.83cd 933 cd 943 cd 8.90d
1.5 12.67 b 6.93 ¢ 933 cd 13.67 ab
2 8.33 de 12.67b 10.83 ¢ 15.10a
G UNES
BAP Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 10.27 def 12.13 a-d 13.67 a 12.90 ab
1 8.53 fgh 11.13 b-e 9.63 efg 7.30 h
1.5 12.83 abc 1333 a 11.90 a-d 1333 a
2 8.23 gh 8.00 gh 8.40 fgh 11.00 cde

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 1.13; Giines 2.03; BAP+NAA icin AOF: Aktas 1.59; Giines 1.89
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Sekil 4.29 Hipokotil eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi ortalamasi
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Sekil 4.30 Hipokotil eksplantlarinda eksplant bagina siirgiin olusumu

a) Aktas 2 mg/L TDZ + 0.25 mg/L NAA, b) Aktas 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA, c) Giines 1.5 mg/L TDZ
+0.25 mg/L NAA, b) Giines 1.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
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Aktas ve Gilines ¢esidi hipokotil eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
eksplant basina siirglin sayis1 verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas c¢esidinin
TDZ’nin yiliksek dozunun (2 mg/L) - NAA’m disik dozu (0.25 mg/L) ile
kombinasyonu ve BAP’1n yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA nin yiiksek dozu (1 mg/L)
etkilesiminin daha yiiksek sayida siirglin olusturdugu goriilmektedir. Glines cesidinde
ise en yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi TDZ’nin yiiksek dozu (1.5 mg/L) ile
NAA’nin diisiik dozu (0.25 mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’in yiiksek dozunun
(1.5 mg/L) - NAA’nin yiiksek dozu (1 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir
(Cizelge 4.26 ve Sekil 4.29).

Colak ve Tokur (1999), seker pancar1 (Beta wvulgaris L.) bitkisinin hipokotil
eksplantlarinda yaptiklar1 ¢alismada en 1iyi silirglin sayisinin  BAP*NAA doz
kombinasyonlarinin etkilesiminden elde edildigini gozlemlemislerdir. Ancak yiiksek
NAA konsantrasyonlarinin (1 mg/L) slirglin olusumunu azalttigin1 tespit etmislerdir. Bu
sonuglar ¢calismamizi kismen desteklese de Giines ¢esidinin hipokotil eksplantlarindan,
BAP*NAA kombinasyonundaki yiiksek NAA dozlarindan (1 mg/L) en yiiksek siirgiin

olusumunu elde ettigimiz sonuc¢larimizla ortiismemektedir.

Mederos-Molina vd. (1997), Salvia cariensis’de eksplant basina siirgiin olusumunu
inceledikleri calismalarinda; en yiiksek eksplant bagina siirgiin sayisini 10”7 BAP
dozunda gozlemlediklerini belirtmislerdir. Calismamizda kullandigimiz Giines ¢esidinin
hipokotil eksplantlarinda BAP iceren besin ortamlarindan en yiiksek eksplant basina
siirglin sayisit olusumunun goézlenmesi durumu da bu calismanin sonuglariyla uyum

saglamaktadir.

Jin vd. (2002) tarafindan olusturulan protokolde BAP (2 mg/L) ve KIN (1 mg/L) ilave
edilmis besin ortamlarinda %80 iizerinde siirglin olusumu saglanmistir. Calismanin bu
sonugclari; ¢alismamizda kullandigimiz her iki gesitte de BAP’1n yiiksek dozlarinin (1.5-
2 mg/L) daha fazla siirgiin olusmasini tesvik ettigi bulgularimizla ortiismektedir. Yaygin
ve tatar Karabugdayinin hipokotil eksplantlarinda yapilan deneylerde, BAP (1 mg/L) +
NAA (1 mg/L) kombinasyonunda oldukga iyi siirgiin sayist elde edilmistir (Hou vd.
2014). Bu sonuglar, genotipin ortaya koydugu farkliliklar: gdstermektedir.
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4.4.2 Kotiledon eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinin eksplant basina siirgiin sayis1 (Sekil 4.32)
incelenmistir. Kotiledon eksplantlarindan elde edilen eksplant basina siirgiin sayisi
verileri ile yapilan varyans analizi sonucglar1 Cizelge 4.27°de verilmistir. Cizelge 4.27
incelendiginde; iki g¢esitte de kotiledon eksplantlarinin eksplant basina siirgiin sayist
arasinda onemli farkliliklar oldugu; ¢esitlere gore TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu
dozlarin etkilesiminin istatistiksel olarak %1 ile %5 diizeyinde ©6nemli oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.27 Aktas ve Giines cesidinin kotiledon eksplantinin eksplant basina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 2.296* 13.403**
NAA Dozlari 3 13.584%*%* 17.427%*
TDZ Dozlari*NAA Dozlar 9 18.385%%* 8.873%#*
Hata 32 0.524 1.454

CV: Aktas icin %8.48; Giines igin %10.95; **:p<0.01 diize

yinde 6nemli, *:p<0.05 diizeyinde dnemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlan 3 18.833%*%* 16.025%*
NAA Dozlar1 3 17.687%* 12.406**
BAP Dozlarni*NAA Dozlar 9 0.417** 8.118**
Hata 32 0.588 1.107

CV: Aktas icin %8.18; Giines i¢in %9.79; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.

Eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi
dozlar arasinda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuclar1 da
Cizelge 4.28’de verilmistir. Cizelge 4.28de goriildiigii gibi, kotiledon eksplantlarinda
eksplant basina siirgiin sayis1 Aktas ¢esidinde 13.67 adet ile 4.17 adet arasinda; Giines
cesidinde ise 16 adet ile 6.70 adet arasinda degismistir.
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Cizelge 4.28° de gorildugi gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas g¢esidinin
kotiledon eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina siirgiin sayist 2 mg/L TDZ + 0.5
mg/L NAA (13.67 adet) kombinasyonunda ger¢eklesirken, 2 mg/L TDZ + 0.75 mg/L
NAA (4.17 adet) kombinasyonunda en diisiik eksplant basma silirglin sayisi
gerceklesmistir. Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda en yliksek eksplant basina
stirgiin sayist 2 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA (15.00 adet)
gergeklesirken, 0.5 mg/L TDZ + 0.25 mg/L NAA (6.70 adet) kombinasyonunda en

kombinasyonunda

diisiik eksplant basina siirgiin sayis1 gerceklesmistir (Sekil 4.31).

Cizelge 4.28° de gorildugi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas g¢esidinin
kotiledon eksplantlarinda en yiiksek eksplant bagina siirgiin sayis1 1.5 mg/L BAP + 0.5
mg/L NAA (12.37 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L
NAA (6.30 adet) kombinasyonunda ise en diisiik eksplant basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir. Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina
sirglin sayist 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (16.00 adet) kombinasyonunda
gerceklesirken, 2 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA (8.00 adet) kombinasyonunda ise en
diisiik eksplant basina siirgiin say1s1 gerceklesmistir (Sekil 4.31).

Cizelge 4.28 Aktas ve Giines ¢esidinin kotiledon eksplantinin eksplant bagina siirgiin
sayis1 ortalamalarina iligkin A.O.F* gruplar

AKTAS
TDZ Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 6.50 f 9.00 cd 9.47 bed 10.40 b
1 7.20 f 9.27 bed 10.00 be 9.37 bed
1.5 9.10 c¢d 8.77 de 10.20 be 527¢g
2 7.67 ef 13.67 a 417¢g 7.10 f
G UNES
TDZ Dozlar NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 6.70 g 9.67 ef 9.27f 12.27 bed
1 11.57 b-e 10.63 def 9.97 ef 12.50 bed
1.5 10.83 c-f 13.00 ab 12.67 be 10.77 c-f
2 9.93 ef 9.17f 12.20 bed 15.00 a
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Cizelge 4.28 Aktag ve Giines ¢esidinin kotiledon eksplantinin eksplant basina siirgiin
sayist ortalamalarina iligkin A.O.F* gruplar1 (devam)

AKTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 10.67 bed 6.80¢g 6.57¢g 630g
1 11.70 ab 8.57 ef 9.90 cd 11.60 ab
1.5 9.53 de 1237 a 6.50¢g 9.67 de
2 9.83 de 11.17 abe 7.53 fg 11.30 ab
G UNES
BAP Dozlar: NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 9.67 d-g 8.53 fg 10.33 de 11.17 bed
1 11.00 cd 10.67 cde 9.93 def 9.00 efg
1.5 16.00 a 9.80 def 12.77b 11.23 bed
2 12.23 be 10.77 cd 8.00¢g 10.90 cd

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 1.20; Giines 2.01; BAP+NAA icin AOF: Aktas 1.28; Giines 1.75

Eksplant Bagina Siirgiin Sayis1 (Adet)
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Eksplant Bagima Siirgiin Sayis1 (Adet)
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Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi
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GlinesTDZ*NAA Dozlari

0,25 mg/l 0,5 mg/l 0,75 mg/l

NAA NAA

0,5 mg/l TDZ
1,5 mg/l TDZ

1 mg/l

NAA NAA

® | mg/l TDZ
2 mg/l TDZ

Giines BAP*NAA Dozlar1

0,5 mg/l

NAA NAA

10,5 mg/l BAP

1,5 mg/l BAP

0 I||I|||II|I|

0,25 mg/l

0,75 mg/l
NAA

1 mg/l
NAA

® | mg/l BAP
® 2 mg/l BAP

Sekil 4.31 Kotiledon eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 ortalamasi
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Sekil 4.32 Kotiledon eksplantlarinda eksplant basina siirgiin olusumu

a) Aktas 2 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA, b) Aktas 1.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, c) Giines 2 mg/L
TDZ + 1 mg/L NAA, d) Giines 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA
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Aktas ve Giines cesidi kotiledon eksplantlarinin farkli hormon dozlarinda olusturdugu
eksplant basina siirglin sayis1 verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas c¢esidinin
TDZ’nin yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA’m orta dozu (0.5 mg/L) ile kombinasyonu
ve BAP’in yiksek dozunun (1.5 mg/L) - NAA’nin orta dozu (0.5 mg/L) ile
etkilesiminin daha yiiksek sayida siirglin olusturdugu goriilmektedir. Glines cesidinde
ise en yliksek eksplant basina siirglin sayisi TDZ’nin yiliksek dozu (2 mg/L) ile
NAA’nin yiiksek dozlarmin (1 mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’1n yliksek dozunun
(1.5 mg/L) - NAA nin diisiik dozu (0.25 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir
(Cizelge 4.28 ve Sekil 4.31)

Calismamizda, elde ettigimiz bulgular (Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarinda en
yiiksek eksplant basina siirgiin sayist 1.5 mg/L BAP (16.00 adet) kombinasyonunda
gbzlemlenmistir) Lee vd. (2009), Srejovic ve Neskovic (1981) gibi arastirmacilarin

calismalarindan elde ettikleri sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Lee vd. (2009), karabugdayda, farkli konsantrasyonlarda BAP ve TDZ’nin siirgiin
verimligi lizerine yaptiklarni ¢alismalarda, TDZ’nin karabugdayin kotiledon
eksplantlarindan  siirglin ~ rejenerasyonunu  uygun  sekilde uyardigi, BAP
konsantrasyonunun yiiksek dozlarmin rejenerasyon hizini ve siirgiin sayisini arttigi,
eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisinin 4 mg/L BAP iceren MS ortaminda elde

edildigini gozlemlemislerdir.

Srejovic ve Neskovic (1981), karabugdayin Pennquad ¢esidinin kotiledon eksplantlarini
kullandiklar1 ¢calismalarinda, TAA (10¢ M) + BAP (10° M) kombinasyonu ile siirgiin
olusumunda en iyi sonuglarin alindigr belirtmislerdir. Her iki hormon grubunda da
Aktas ve Giines ¢esitlerinin eksplant basina siirgiin olusturma potansiyeli arasinda
farklilik gozlenmesi; farkli genotiplerin in vitro rejenerasyon kapasitesi iizerinde
belirleyici oldugunu gostermektedir. Giines c¢esidinden daha yiiksek siirgiin elde
edilmesi, bu ¢esidin in vitro kosullara ve uygulanan hormon doz ve kombinasyonlarina

daha duyarli oldugunu ortaya koymaktadir.
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4.4.3 Yaprak eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Glines ¢esidinin yaprak eksplantlarinin eksplant basina siirgiin sayis1 (Sekil 4.34)
incelenmistir. Yaprak eksplantlarindan elde edilen eksplant bagina siirgiin sayis1 verileri
ile yapilan varyans analizi sonuglar1t Cizelge 4.29’da verilmistir. Cizelge 4.29
incelendiginde; iki cesitte de yaprak eksplantlarinin eksplant basina siirgiin sayisi
arasinda onemli farkliliklar oldugu; ¢esitlere gore TDZ, BAP ve NAA dozlar1 ve bu
dozlarin etkilesiminin istatistiksel olarak %1 ile %5 diizeyinde 6nemli oldugu veya

istatiksel olarak onemli olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.29 Aktas ve Glines cesidinin yaprak eksplantinin eksplant basina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler Giines Kareler

Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 13.291** 3.076**
NAA Dozlar 3 1.065ns 10.199%**
TDZ Dozlari*NAA Dozlar1 9 3.043** 7.484%*
Hata 32 0.699 0.64769

CV: Aktas icin %8.53; Giines igin %6.56; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli, *:p<0.05 diizeyinde 6nemli,
ns:not significant.

Aktas Kareler Giines Kareler

Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlar 3 14.810%* 0.122%*
NAA Dozlar1 3 27.129%* 10.346%*
BAP Dozlari*NAA Dozlar 9 16.795%%* 2.466*
Hata 32 0.682 1.210

CV: Aktas i¢in %9.85; Giines i¢in %9.80; **:p>0.01 diizeyinde 6nemli, *:p>0.05 diizeyinde 6nemli.

Eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi
dozlar arasinda énemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da
Cizelge 4.30°da verilmistir. Cizelge 4.30’da goriildiigii gibi, yaprak eksplantlarinda
eksplant basina siirgiin sayis1 Aktas ¢esidinde 13.07 adet ile 3.80 adet arasinda; Giines
cesidinde ise 14.87 adet ile 8.77 adet arasinda degismistir.
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Cizelge 4.30° da gorildugi gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas g¢esidinin
yaprak eksplantlarinda en yliksek eksplant basina siirgiin sayis1 2 mg/L. TDZ + 0.5 mg/L
NAA (12.17 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 1.5 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA
(6.83 adet) kombinasyonunda en diisiik eksplant bagina siirgiin sayis1 ger¢eklesmistir.
Giines cesidinin yaprak eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 2 mg/L
TDZ + 1 mg/L NAA (14.87 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 1 mg/L TDZ +
0.75 mg/L NAA (10.17 adet) kombinasyonunda en diisiik eksplant basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir (Sekil 4.33).

Cizelge 4.30° da gorildugi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 icin; Aktas g¢esidinin
yaprak eksplantlarinda en yliksek eksplant bagina siirgilin sayis1 1 mg/L. BAP + 1 mg/L
NAA (13.07 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 2 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA
(3.80 adet) kombinasyonunda ise en diisiik eksplant basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir. Giines ¢esidinin yaprak eksplantlarinda en yiliksek eksplant basina
sirglin sayist 2 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA (13.07 adet) kombinasyonunda
gerceklesirken, 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (8.77 adet) kombinasyonunda ise en
diisiik eksplant basina siirgiin say1s1 gerceklesmistir (Sekil 4.33).

Cizelge 4.30 Aktas ve Gines ¢esidinin yaprak eksplantinin eksplant bagimna siirgiin
say1s1 ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplari

AKTAS
TDZ Dozlart NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 10.00 b 10.17 b 10.27 b 9.73 b
1 10.43 b 9.57b 10.17 b 10.77 b
1.5 8.10 ¢ 6.83 ¢ 7.90 ¢ 10.27b
2 10.00 b 12.17 a 10.27 b 10.23 b
G UNES
TDZ Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 10.33 ef 10.48 ef 12.17 cd 13.40 be
1 11.67 de 14.00 ab 10.17 f 12.80 bed
1.5 13.90 ab 10.46 ef 12.27 ¢d 13.00 bed
2 12.17 cd 10.33 ef 13.83 ab 14.87 a
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Cizelge 4.30 Aktag ve Giines ¢esidinin yaprak eksplantinin eksplant basma siirgiin
sayist ortalamalarina iligkin A.O.F* gruplar1 (devam)

AKTAS
BAP Dozlan NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 7.27d 540¢ 7.00d 12.17 a
1 10.17b 8.00cd 7.60 cd 13.07 a
1.5 1043 b 10.60 b 527¢ 8.73 ¢
2 3.80f 8.10 cd 8.33 cd 8.20 cd
G UNES
BAP Dozlari NAA Dozlar1 (mg/L)
(mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 11.47 a-d 11.87 abc 1243 a 11.50 a-d
1 12.33 a 12.10 ab 12.10 ab 11.97 abc
1.5 8.77e 10.00 de 12.67 a 10.23 cde
2 9.27¢ 10.30 b-e 13.07 a 9.53 e

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 1.34; Giines 2.01; BAP+NAA icin AOF: Aktas 1.37; Giines 1.83

Aktas TDZ*NAA Dozlar Giines TDZ*NAA Dozlar1

0,25mg/l 0,5mg/l 0,75 mg/l 1 mg/l 0,25mg/l 0,5mg/!l 0,75mg/l 1 mg/l
NAA NAA NAA NAA NAA NAA NAA NAA
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1,5 mg/l BAP m2 mg/l BAP 1,5 mg/l BAP m2 mg/l BAP

Eksplant Bagina Siirgiin Sayis1 (Adet)
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Eksplant Bagma Siirgiin Sayis1 (Adet)
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Sekil 4.33 Yaprak eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 ortalamasi
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Sekil 4.34 Yaprak eksplantlarinda eksplant basina siirgiin olusumu

a) Aktas 2 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA, b) Aktas 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA, c) Giines 2 mg/L TDZ +
1 mg/L NAA, b) Giines 2 mg/L TDZ + 0.75 mg/L NAA
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Aktas ve Giines cesidi yaprak eksplantlarinin farklt hormon dozlarinda olusturdugu
eksplant basina siirglin sayis1 verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas c¢esidinin
TDZ’nin yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA’m orta dozu (0.5 mg/L) ile kombinasyonu
ve BAP’m orta dozunun (1 mg/L) - NAA nin yiiksek dozu (1 mg/L) etkilesiminin daha
yiiksek sayida siirgiin olusturdugu goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise en yiiksek
eksplant bagina siirgiin sayis1 TDZ’ nin yiiksek dozunun (2 mg/L) ile NAA nin yiiksek
dozu (1 mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’1n yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA’nin
yuksek dozu (0.75 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.30 ve Sekil
4.33).

Elde ettigmiz sonuglar, her iki hormon kombinasyonunun da siirgiin rejenerasyonu
tizerinde anlamli diizeyde etkili oldugunu ve cesitler arasinda belirgin farklar
bulundugunu ortaya koymustur. Calismamizda, yaprak eksplantlarinda BAP dozlarn
arasindaki farkliliklarin eksplant basina siirglin sayist bakimindan, Ertem (2022)
tarafindan yapilan g¢alismanin sonuglarinda oldugu gibi istatistiksel olarak Onemli

oldugu bulunmustur.

Yaprak eksplantinin rejenerasyonunda, BAP’1n orta dozlarinin eksplant basina siirgiin

sayist acisindan 6nemli etkileri oldugu gozlemlenmistir (Jan ve Khatoon 2014).

Sonug olarak, yaprak eksplantlarinda TDZ ve BAP’in uygun NAA dozlariyla birlikte
kullanilmast etkili bir siirgiin rejenerasyonu saglamis; ancak cesitler arasinda farkli
optimum kombinasyonlar gézlenmistir. Bu durum, ¢eside, eksplant tiiriine ve hormon
kombinasyonlarina gore rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesinin dnemini ortaya

koymaktadir (Batra vd. 2006).

4.4.4 Yaprak sap1 eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi

Farkli doz ve kombinasyonlarda TDZ, BAP ve NAA iceren ortamlara aktarilan Aktas
ve Giines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantlarinda eksplant basina siirglin sayis1 (Sekil

4.36) incelenmistir. Yaprak sapi eksplantlarindan elde edilen eksplant basina siirgiin
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sayist verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.31°de verilmistir. Cizelge
4.31 incelendiginde; iki ¢esitte de yaprak sap1 eksplantlarinin eksplant bagina siirgiin
sayis1 arasinda 6nemli farkliliklar oldugu; ¢esitlere gore TDZ, BAP ve NAA dozlar ve
bu dozlarin etkilesiminin istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli oldugu, Giines
cesidinde BAP*NAA doz uygulamasinda NAA dozlarinin istatiksel olarak onemli

olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.31 Aktas ve Giines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantinin eksplant basina siirgiin
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler

Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
TDZ Dozlar 3 15.891%* 30.806**
NAA Dozlari 3 8.634%* 43.586**
TDZ Dozlari*NAA Dozlar 9 8.738** 12.356%*
Hata 32 0.702 0.997

CV: Aktas i¢in %8.40; Giines i¢in %7.91; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli.

Aktas Kareler | Giines Kareler

Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
BAP Dozlari 3 30.896** 19.004**
NAA Dozlari 3 6.210** 2.504ns
BAP Dozlari*NAA Dozlar 9 3.051** 9.937**
Hata 32 0.724 1.301

CV: Aktas i¢in %8.82; Giines icin %11.27; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli, *:p<0.05
diizeyinde dnemli, ns:notsignificant.

Eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan, TDZ, BAP ve NAA etkilesiminin hangi
dozlar arasimnda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da
Cizelge 4.32°de verilmistir. Cizelge 4.32°de goriildiigii gibi, yaprak sap1 eksplantlarinda
eksplant basina siirgiin sayis1 Aktas cesidinde 13.17 adet ile 5.70 adet arasinda; Giines
cesidinde ise 18.17 adet ile 7 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.32’de goriildigii gibi, TDZ*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas ¢esidinin
yaprak sap1 eksplantlarinda en yliksek eksplant basina siirgiin sayis1 0.5 mg/L TDZ + 1
mg/L NAA (13.17 adet) kombinasyonunda gerceklesirken, 2 mg/L. TDZ + 0.25 mg/L
NAA (7.43 adet) kombinasyonunda en diisiik eksplant basma silirglin sayisi
gerceklesmistir. Giines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina
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sirglin sayist 1 mg/LL. TDZ + 0.5 mg/L NAA (18.17 adet) kombinasyonunda
gerceklesirken, 1.5 mg/LL TDZ + 0.25 mg/L NAA (8.00 adet) kombinasyonunda ise en
diisiik eksplant basina siirgiin sayis1 gerceklesmistir (Sekil 4.35).

Cizelge 4.32’de goriildigi gibi, BAP*NAA kombinasyonlar1 i¢in; Aktas ¢esidinin
yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1t 2 mg/L BAP + 1
mg/L NAA (13.00 adet) kombinasyonunda gergeklesirken, 0.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L
NAA (5.70 adet) kombinasyonunda ise en diisiik eksplant basina siirgiin sayisi
gerceklesmistir. Giines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek eksplant basina
sirglin sayist 1 mg/LL BAP + 0.5 mg/L NAA (13.10 adet) kombinasyonunda
gerceklesirken, 1 mg/L BAP + 0.25 mg/LL NAA (7 adet) kombinasyonunda ise en diisiik
eksplant basina siirgiin sayis1 ger¢eklesmistir (Sekil 4.35).

Cizelge 4.32 Aktas ve Giines ¢esidinin yaprak sap1 eksplantinin eksplant basina siirgiin
sayis1 ortalamalarina iliskin A.O.F* gruplar

AKTAS
NAA Dozlar:1 (mg/L)
TDZ Dozlar1 (mg/L) 0.25 0.5 0.75 1
0.5 8.33 f11 8.11 ghi 12.00 ab 13.17 a
1 7.90 h1 9.37 efg 9.17 e-h 7.87 i
1.5 11.33 be 13.00 a 11.23 be 9.57 ef
2 7431 9.83 de 10.17 cde 11.10 bed
GUNES
TDZ Dozlar1 (mg/L) 025 (TSAA Dozlart (mgO/I’;?S 1
0.5 11.17 ef 15.67b 13.33 cd 14.33 be
1 9.10 gh 18.17 a 13.27 cd 12.10 de
1.5 8.00 h 9.17 gh 10.13 fg 13.67 cd
2 11.17 ef 13.73 cd 15430 13.60 cd
AKTAS
BAP Dozlar1 (mg/L) 0.25 (I;I?A Dozlant (mg0/L7)5 1
0.5 5.701 8.73 fgh 7.0h 8.20 gh
1 9.03 e-h 9.27d-g 8.40 fgh 11.57b
1.5 10.43 b-e 9.23d-g 10.33 b-e 9.77 c-f
2 10.50 bed 11.10 be 11.33b 13.00 a
G UNES
BAP Dozlar1 (mg/L) 0.25 (TSAA Dozlart (mg0/L7)5 1
0.5 12.67 a 1233 a 11.33 abc 9.93 b-e
1 7.00 g 13.10 a 10.17 bed 11.53 ab
1.5 8.27 efg 8.27 efg 7.67 fg 9.93 b-e
2 11.57 ab 9.50 c-f 10.13 b-e 8.57d-g

TDZ+NAA icin AOF: Aktas 1.39; Giines 1.66; BAP+NAA icin AOF: Aktas 1.47; Giines 1.90
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Eksplant Bagina Siirgiin Sayis1 (Adet)

Eksplant Bagina Siirgilin Sayis1 (Adet)

Aktag TDZ*NAA Dozlar Giines TDZ*NAA Dozlari
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NAA  NAA  NAA  NAA g NAA  NAA  NAA  NAA
=
0,5 mg/l TDZ = | mg/l TDZ & 0,5 mg/l TDZ = | mg/l TDZ
= 1,5 mg/l TDZ =2 mg/l TDZ = 1,5mg/l TDZ "2 mg/l TDZ
Aktag BAP*NAA Dozlart Gilines BAP*NAA Dozlari
14 1
12 3
$ 12
10 7 10
8 >
& 8
6 :go 6
4 5 4
wn
2 g 2
0 g 0
0,25mg/l 0,5mg/l 0,75mg/l 1 mg/l e 0,25mg/l 0,5mg/l 0,75mg/l 1 mg/l
NAA NAA NAA NAA 8 NAA  NAA NAA  NAA
o
®0,5 mg/l BAP ® | mg/l BAP %’ ®0,5 mg/l BAP ® | mg/l BAP
= 1,5 mg/l BAP m2 mg/l BAP = 1,5 mg/l BAP m2 mg/l BAP

Sekil 4.35 Yaprak sap1 eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 ortalamasi
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Sekil 4.36 Yaprak sap1 eksplantlarinda eksplant basina siirgiin olusumu

a) Aktas 0.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA, b) Aktas 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA c) Giines 1 mg/L TDZ +
0.5 mg/L NAA, d) Giines 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA
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Aktas ve Giines ¢esidi yaprak sap1 eksplantlarinin farklt hormon dozlarinda olusturdugu
eksplant basina siirglin sayis1 verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas c¢esidinin
TDZ’nin diisiik dozunun (0.5 mg/L) - NAA’1n orta dozu (0.5 mg/L) ile kombinasyonu
ve BAP’1n yiiksek dozunun (2 mg/L) - NAA’ ’nin yiiksek dozu (1 mg/L) etkilesiminin
daha yiiksek sayida siirgiin olusturdugu goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise en yiiksek
eksplant basina siirglin sayis1 TDZ’nin orta dozu (1 mg/L) ile NAA’ ’nin orta dozu (0.5
mg/L) ile kombinasyonunda ve BAP’mn orta dozunun (1 mg/L) - NAA’nin orta dozu
(0.5 mg/L) ile kombinasyonunda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.32 ve Sekil 4.35).

Diker ve San (2016), tarafindan papatyanin farkli eksplantlarinda BAP ve TDZ’nin
stirglin rejenerasyonu iizerine etkileri incelenerek, en yiiksek eksplant basina siirgiin
sayisinin yaprak sapi eksplantinda ve 3 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA doz

kombinasyonunda tespit edildigi belirtilmistir.

Arya vd. (2001), tarafindan Celastrus paniculatus (siyah yag bitkisi) lizerine yapilan bir
calismada, genetik ¢esitliligin rejenerasyon ve siirglin olusumuna etkilerinin biiyiik
Olciide oldugu ve hormonlara verilen tepkilerin tiir ve gesit Ozelinde ayarlanmasi

gerektigi ifade edilmistir.

Ertem (2022) yaptig1 ¢calismada V. heterobarbatum’un yaprak sap1 eksplantinda farkl
BAP doz uygulamalarinin eksplant basina siirgiin olusum oraninin en yiiksek seviyelere

ciktigini bildirmistir.

Ayrica, Makunga vd. (2003) tarafindan yapilan calismalarda da, yaprak sap:
eksplantlarinin siirglin kapasitesinin, diger dokular kadar yiiksek olabilecegi ve hormon
kombinasyonlarina verdikleri tepkilerin genotipe bagli olarak degistigi vurgulanmistir.
Bu calismada, gozlemlenen g¢eside 6zgii bulgularin farklar1 da bu calisma ile uyum

saglamaktadir.
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4.5 Kok Olusumu

Saghkli gelisen siirgiinler kok gelisimi igin IBA (indol-3-Butirik Asit)’in (farkli
dozlarin1 (0.5 ve 1.0 mg/L) igeren MS ortaminda baby-jarlarda koklendirmeye

alinmustir.

4.5.1 Aktas ve Giines cesidinin eksplantlarinda siirgiin basina kok sayisi

Aktas ve Giines ¢esidinin farkli eksplant kaynaklarinin (hipokotil, kotiledon, yaprak ve
yaprak sap1), iki farkli IBA dozunu (0.5 mg/L ve 1 mg/L) iceren hormonsuz ortamlarda
stirglin basina kok sayisi lizerine etkileri (Sekil 4.38) incelenmistir. Elde edilen siirgiin
basina kok sayist verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar Cizelge 4.33°de
verilmigtir. Cizelge 4.33 incelendiginde; iki g¢esitte de eksplant kaynaklarinin siirgiin
basina kok sayist arasinda 6nemli farkliliklar oldugu; ¢esitlere gére IBA dozlar1 ve bu
dozlarin eksplant kaynagi ile olan etkilesiminin %] ile %5 diizeyinde 6nemli oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.33 Aktas ve Giines ¢esidinin farkli eksplant kaynaklarinin siirgiin basina kok
sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
IBA Dozlar1 1 266.667** 9.375%
Eksplant kaynag1 3 108.278%*%* 37.597**
Eksplant kaynag1* IBA Dozlar1 3 12.556** 19.486**
Hata 16 1.417 1.458

CV: Aktas icin %4.68; Giines igin %6.54; **:p<0.01 diizeyinde énemli, *:p<0.05 diizeyinde 6nemli.

Siirgiin basina kok sayis1 bakimindan, IBA ve eksplant kaynagi etkilesiminin hangi
dozlar arasinda 6nemli oldugunu belirlemek igin yapilan A.O.F. testi sonuglar1 da

Cizelge 4.38°de verilmistir. Cizelge 4.34’de goriildiigli gibi, Aktas ¢esidinde kok sayisi
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35.33 adet ile 17 adet arasinda; Giines ¢esidinde ise 23 adet ile 15 adet arasinda

degismistir.

Cizelge 4.34’de yer alan ortalama degerler incelendiginde; Aktas c¢esidinin en yiiksek
stirgiin basina kok sayisinin, 1 mg/l IBA dozunda yaprak eksplantindan (35.33 adet) ve
en diisiik siirglin basina kok sayisinin ise 0.5 mg/L IBA dozunda hipokotil
eksplantindan (17.00 adet) elde edildigi goriilmektedir.

Giines ¢esidinin en yiiksek siirgiin basina kok sayisinin, 0.5 mg/L IBA dozunda
kotiledon eksplantindan (23.00 adet) ve en diisiik siirgiin basina kok sayisinin ise 0.5
mg/L IBA dozunda yaprak eksplantindan (15.00 adet) elde edildigi goriilmektedir (Sekil
4.38).

Cizelge 4.34 Aktas ve Giines ¢esidinin farkli eksplant kaynaklarinin siirgiin basina kok
sayis1 ortalamalaria iliskin A.O.F* gruplar

A KTAS
IBA Dozlar1 (mg/L)
Eksplant Kaynag
0.5 1
Hipokotil 17.00 f 25.00 cd
Kotiledon 2133 ¢ 29.33b
Yaprak 27.00 ¢ 3533 a
Yaprak Sapi 23.00 de 2533 c
AOF: 2.06
GUNES
IBA Dozlar: (mg/L)
Eksplant Kaynag
0.5 1
Hipokotil 16.33 de 16.00 ¢
Kotiledon 23.00 a 20.00 be
Yaprak 15.00 ¢ 18.33 cd
Yaprak Sapi 17.00 de 22.00 ab
AOF: 2.09
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Siirgiin basina kok sayist (adet)

Siirgiin basina kok sayisi (adet)
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Aktas cesidinin siirgiin basina kok sayist ortalamasi

Hipokotil Kotiledon Yaprak Yaprak sap1

m(0,5mg/l IBA m1mg/lIBA

Giines ¢esidinin siirglin basina kok sayis1 ortalamasi

Hipokotil Kotiledon Yaprak Yaprak sapi

m0,5mg/l IBA m1mg/lIBA

Sekil 4.37 Eksplantlarin siirglin basina kok sayis1 ortalamasi
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Sekil 4.38 Eksplantlarda kok olusumu

a) Aktas yaprak+1 mg/L IBA, b) Aktas kotiledon + 1 mg/L IBA, ¢) Giines kotiledon + 0.5 mg/L
IBA, d) Giines yaprak sap1 + 1 mg/L IBA
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Aktas ve Giines ¢esidinin eksplantlarinin farkli IBA dozlarinda olusturdugu ortalama
kok sayist verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas cesidinin IBA’nin yiiksek
dozunun (1 mg/L) - yaprak eksplant1 ile kombinasyonu etkilesiminin daha yiiksek kok
sayis1 olusturdugu goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise en yliksek kok sayis1 IBA nin
diisiik dozu (0.5 mg/L) - kotiledon eksplant1 ile kombinasyonunda ortaya c¢ikmistir
(Cizelge 4.34)

Bu bulgular, IBA dozunun artmasinin koék sayisinin pozitif yonde etkiledigini
gostermektedir. Ancak bu etkinin bitki ¢esidi ve eksplant tipine gore degisiklik
gosterdigini de ortaya koymaktadir. George et al. (2008) bitki eksplantlarinin
koklenmeye verdigi tepkilerin bitki dokusuna 6zgii oldugunu, bitkilerin biiylime
bolgelerinde bulunan ve siirekli boliinebilme yetenegine sahip hiicrelerde bu tiir
farkliliklarin belirleyici rol oynadigini belirtmistir. Ayrica, yaprak gibi daha genis yiizey
alanlarina sahip eksplantlarin oksin emilimini daha etkin gergeklestirebildigi ifade

edilmektedir (Thorpe, 2007).

Srejovic ve Neskovic (1981), karabugdaym kotiledon eksplantlarini kullandiklar
deneylerde en basarili kok gelisimini 1 mg/L IBA dozundan sagladigini ortaya koyan
sonuglart; calismamizda kullandigimiz Giines ¢esidinin kotiledon eksplantlarindan elde

ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

Takahata ve Jumonji (1985), karabugdaydan daha fazla kok elde etmek i¢in 1 mg/l IBA
iceren ortamlar kullanmiglardir. Ayrica 1 mg/L IBA eklenmis MS ortamlarinda

koklenme oraninin arttigi bildirilmistir (Klcova vd. 2008).

Tomasiak vd. (2022), Koklendirme calismalarinda 1 mg/L IBA iceren (}2) MS besin
ortamlarinda koklendirilen bitkilerin tarla ekildikten sonra %75’nin hayatta kaldigi

bildirilmistir.
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4.5.2 Aktas ve Giines cesidinin eksplantlarinda ortalama kok uzunlugu

Aktas ve Giines ¢esidinin farkli eksplant kaynaklarinin (hipokotil, kotiledon, yaprak ve
yaprak sapi), iki farkli IBA dozunu (0.5 mg/L ve 1 mg/L) igeren hormonsuz ortamlarda
ortalama kok uzunlugu tizerine etkileri (Sekil 4.40) incelenmistir. Elde edilen ortalama
kok uzunlugu verileri ile yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.35’de verilmistir.
Cizelge 4.35 incelendiginde; iki cesitte de eksplant kaynaklarinin ortalama kok
uzunlugu arasinda énemli farkliliklar oldugu; cesitlere gére IBA dozlar1 ve bu dozlarin
eksplant kaynag ile olan etkilesiminin istatistiksel olarak %1 ile %5 diizeyinde dnemli
oldugu ancak Aktas ¢esidinde eksplant kaynaginin ise istatiksel olarak 6nemli olmadigi

goriilmektedir.

Cizelge 4.35 Aktas ve Glines cesidinin farkli eksplant kaynaklarinin ortalama kok
uzunluguna iligkin varyans analizi sonuglari

Aktas Kareler | Giines Kareler
Varyasyon Kaynaklari SD Ortalamasi Ortalamasi
IBA Dozlari 1 16.834** 5.510*
Eksplant kaynagi 3 0.088ns 10.444**
Eksplant kaynag1* IBA Dozlari 3 3.258%* 3.242*
Hata 16 0.580 0.813
CV: Aktas i¢cin %5.11; Giines igin %5.58; **:p<0.01 diizeyinde 6nemli, *:p<0.05 diizeyinde 6nemli.
ns:not significant

Cizelge 4.36’da yer alan ortalama degerler incelendiginde; Aktas cesidinin en yliksek
ortalama kok uzunlugunun, 1 mg/L IBA dozunda yaprak sap: eksplantindan (16.70
adet) ve en diisiik ortalama kok uzunlugunun ise 0.5 mg/L IBA dozunda yaprak sapi

eksplantindan (12.90 adet) elde edildigi goriilmektedir.

Glines ¢esidinin en yiiksek ortalama kok uzunlugunun, 1 mg/L IBA dozunda kotiledon
eksplantindan (18.40 adet) ve en diisiik ortalama kok uzunlugunun ise 1 mg/L IBA
dozunda yaprak sapi eksplantindan (13.73 adet) elde edildigi goriilmektedir (Sekil
4.40).
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Cizelge 4.36 Aktas ve Glines c¢esidinin farkli eksplant kaynaklarinin kok uzunlugu
ortalamalarna iliskin A.O.F* gruplari

AKTAS
IBA Dozlar1 (mg/L)
Eksplant Kaynag
0.5 1
Hipokotil 14.85 be 15.27 be
Kotiledon 14.27 be 15.43 abc
Yaprak 14.17 cd 15.50 ab
Yaprak Sap1 12.90d 16.70 a
AOF: 1.32
GUNES
IBA Dozlar1 (mg/L)
Eksplant Kaynag
0.5 1
Hipokotil 15.37 be 15.30 be
Kotiledon 15.87 b 18.40 a
Yaprak 14.00 cd 15.87b
Yaprak Sap1 14.23 cd 13.73d
AOF: 1.56
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Siirgiin basina kok uzunlugu (cm)

Siirgiin basina kok uzunlugu (cm)
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Aktas ¢esidinin kok uzunlugu ortalamasi

Hipokotil Kotiledon Yaprak Yaprak sapi

m0,5mg/LIBA m1mg/LIBA

Glines ¢esidinin kok uzunlugu ortalamasi

Hipokotil Kotiledon Yaprak Yaprak sapi

m0,5mg/LIBA m1mg/LIBA

Sekil 4.39 Eksplantlarin stirgiin basina kok uzunlugu ortalamasi
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Sekil 4.40 Eksplantlarin kok uzunlugu

a) Aktas yaprak sap1 + 1 mg/L IBA, b) Aktas yaprak + 1 mg/L IBA, c) Giines kotiledon + 1 mg/L IBA,
d) Giines yaprak + 1 mg/L IBA
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Aktas ve Giines ¢esidinin eksplantlarinin farkli IBA dozlarinda olusturdugu ortalama
kok uzunlugu verileri birlikte degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinin IBA’nin yiiksek
dozunun (1 mg/L) - yaprak sap1 eksplanti ile kombinasyonu etkilesiminin daha yiiksek
kok uzunlugu olusturdugu goriilmektedir. Giines ¢esidinde ise en yiiksek kok uzunlugu
IBA’nin yiiksek dozu (1 mg/L) - kotiledon eksplanti ile kombinasyonunda ortaya
cikmistir (Cizelge 4.36)

Wang vd. (2016) tarafindan yapilan arastirmada, en iyi kok verilerinin, 1 mg/L IBA
ilave edilmis 1/2 MS bazal besiyerinden elde edildigi bildirilmistir. Bu sonuglar,
calismamizda kullandigimiz IBA’nin yiiksek dozlarimin kok sayisi ve uzunlugundaki

performansini destekleyici niteliktedir.

Dennis vd. (2023), arastirmalarinda kullandiklar tatar karabugdayinin yapraklarinin, 3
mg/L IBA igeren MS ortaminda kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan en iyi sonucu
verdigi ve saha transferinde %100 basar1 sagladigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglari, kok uzunlugu bakimindan Aktas c¢esidinin yaprak eksplantlarindan elde

ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

Park vd. (2011), karabugdayda fenolik bilesik elde etmede sagak kok kiiltiiriiniin
alternatif olusturabilecegini ve in vitro da sekonder metabolit elde edilmesinde olusan

sacak koklerin 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, gelismis bitki cesitlerinin elde edilisinde dnemli bir rol
oynamaktadir. Mikro g¢ogaltmanin bir pargasi olan bitki rejenerasyon sistemleri ve
karabugdayda bitki gelisimine yol ag¢an molekiiler yaklasimlar ¢ok 6nemlidir.
Karabugdayin; kendine uyusmazligi, c¢icek dokiimii, diigiik tohum olusumu ve tohum
kirilmasi, tuza duyarliligi ve toprak tuzunun tane verimini etkilemesi, ilk gelisme
donemindeki sicaklik hassasiyeti, ilkbahar ve sonbahar donlaria kars1 duyarlilig1 gibi
nedenlerle iiretiminde istenen artiglar yapilamamaktadir. Tiirkiye’de karabugdayda doku
kiiltiirii ile ilgili aragtirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada; karabugdayda
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna iligkin bir protokolii ortaya ¢ikarmak ve

gelecekte yapilacak benzer ¢aligmalara katkida bulunmak amaclanmistir.

Arastirmada, tescilli karabugdaya ait (Fagopyrum esculentum Moench.) Aktas ve Giines
¢esidinin tohumlart kullanilmigtir. Aktas ve Giines ¢esitlerinin hipokotil, kotiledon,
yaprak ve yaprak sapi eksplantlari, in vitro kiiltiir protokollerinin gelistirilmesine
yonelik olarak farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlarini igeren MS ortamlarina
alimmistir. Calismada, kallus olusumu, rejenerasyon orani, petri basina siirgiin sayisi,
eksplant basina siirglin sayisi, kok sayist ve kok uzunlugu gibi kiltiirel tepkiler

degerlendirilmis; elde edilen veriler istatistiksel yontemlerle analiz edilmistir.

Karabugdayin (Fagopyrum esculentum Moench.) Aktas ve Giines ¢esitlerinde yapilan
bu caligsmada, saksilarda tohumlarin yetistirilmesiyle elde edilen bitkilerden izole edilen
hipokotil, kotiledon, yaprak ve yaprak sap1 eksplantlari, MS besin ortamina eklenen
farkli 2,4-D (2, 4, 6 ve 8 mg/L) ve BAP (0.5; 1; 1.5 ve 2 mg/L) doz ve kombinasyonlar1
kullanilarak kallus olusumu saglanmistir. Gelisen kalluslar, MS ortamina eklenen TDZ
(0.5; 1; 1.5 ve 2 mg/L) ve NAA (0.25; 0.5; 0.75 ve 1 mg/L) ile BAP (0.5; 1; 1.5 ve 2
mg/L) ve NAA (0.25; 0.5; 0.75 ve 1 mg/L) kombinasyonlarint igeren rejenerasyon
ortamlarina aktarilmistir. Elde edilen siirgiinler ise, koklenmenin tesvik edilmesi
amactyla hormonsuz MS ortamina eklenen IBA’nin (0.5 ve 1 mg/L) farkli dozlarmi

iceren koklendirme ortamlarinda gézlemlenmistir.
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Calismamizda kullanilan farkli eksplant tipleri ve hormon kombinasyonlar1 arasinda
kallus olusumu bakimindan belirgin farkliliklar gozlenmistir. Hipokotil, kotiledon,
yaprak ve yaprak sapi eksplantlar1 genel olarak yiliksek kallus olusum oranlar
gostermis, ancak en yiiksek kallus olusum oram1 Aktas cesidinde yaprak sapi
eksplantlarinda 2—8 mg/L 2,4-D ile 1.5 mg/L BAP kombinasyonlarinda %100, Giines
cesidinde ise hipokotil, kotiledon ve yaprak eksplantlarinda 2-8 mg/L 2,4-D ile 1.5-2
mg/L BAP kombinasyonlarinda %100 olarak elde edilmistir. Genel olarak, Aktas
cesidinde yaprak sapi eksplanti, Giines c¢esidinde ise hipokotil, kotiledon ve yaprak
eksplantlar1 kallus olusumu i¢in en uygun eksplant kaynaklar1 olarak 6ne ¢ikmis; her iki
cesitte de BAP’in orta—yiiksek dozlarmin (1.5-2 mg/L), 2,4-D’nin disiik—yiiksek
dozlar1 (2-8 mg/L) ile kombinasyonlar1 kallus olusumunu artiran en etkili hormon
etkilesimleri olmustur. Bu bulgular, karabugdayda cesit ve eksplant kaynagina bagh
olarak farkli hormon kombinasyonlarinin kullanilmasi gerektigini ve kallus olusumunda

oksin—sitokinin dengesinin belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir.

Rejenerasyon orani agisindan degerlendirildiginde; Aktas c¢esidinin  hipokotil
eksplantlarinda 1 mg/L TDZ ile 0.25-0.5 mg/L NAA ve 0.5-1.5 mg/L BAP ile 0.5-0.75
mg/L NAA kombinasyonlarinda %100 oraninda rejenerasyon saglanmistir. Giines
c¢esidinin hipokotil eksplantlarinda ise 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA ile %100, 2 mg/L
BAP + 1 mg/L NAA ile %91.67 oraninda rejenerasyon ger¢eklesmistir. Aktas ¢esidinin
kotiledon eksplantlarinda, 0.5-2 mg/L BAP ile 0.25-1 mg/L NAA kombinasyonlarinda
%100 rejenerasyon orani gozlemlenmistir. Giines ¢esidinde ise 0.5 mg/L TDZ + 0.25-1
mg/L NAA ile 0.5-1.5 mg/L BAP + 0.75-1 mg/L NAA kombinasyonlarinda %93.33
gibi yiiksek oranlar elde edilmistir. Aktas c¢esidinin yaprak eksplantlarinda, TDZ ve
BAP’1n farkli doz ve kombinasyonlarinda %100 rejenerasyon orani gézlenirken, Giines
cesidinde 1 mg/L TDZ + 0.5-0.75 mg/L NAA (%93.33) ve 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L
NAA (%100) doz ve kombinasyonlar: ile yiiksek rejenerasyon oranlart bulunmustur.
Aktas cesidinin yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek rejenerasyon oranlari, 0.5-1 mg/L
TDZ ve 0.5-0.75 mg/L NAA (%100) doz ve kombinasyonlarindan; Giines ¢esidinin
yaprak sap1 eksplantlarinda ise, 1-1.5-2 mg/L TDZ ve 0.5-1 mg/L NAA (%100) doz ve

kombinasyonlarinda en yiiksek rejenerasyon oranlari elde edilmistir.
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Petri basma siirgiin sayis1 degerlendirildiginde; Hipokotil eksplantlarinda, en yiiksek
stirglin sayis1 Aktas ¢esidinde 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L. NAA (44.00 adet), Glines’te ise
1.5 mg/L TDZ + 0.25 mg/L NAA (47.00 adet) ile elde edilmistir. BAP ortaminda, Aktas
1 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA (36.00 adet), Giines ise 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA
(38.33 adet) ile en iyi sonu¢ bulunmustur. Kotiledon eksplantlarinda, TDZ
uygulamasinda Aktas 1 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA (44.00 adet), Giines 0.5 mg/L TDZ
+ 1 mg/L NAA (51.00 adet) ile en yiiksek sonucu vermistir. BAP ortaminda ise en
yuksek siirglin olusumu Aktas’ta 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA (46.33 adet), Giines’te
1.5 mg/L BAP + 1 mg/L NAA (53.33 adet) ile gergeklesmistir. Yaprak eksplantlarinda,
her iki cesitte de 1 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA kombinasyonu en yiiksek siirgiin
olusumunu saglamistir (Aktas: 32.33, Giines: 38.67). BAP ortaminda ise Aktas 1 mg/L
BAP + 1 mg/L NAA (65.33 adet) ile en yliksek degeri gosterirken, Giines 2 mg/L BAP
+ 0.75 mg/L NAA (46.00 adet) ile elde edilmistir. Yaprak sap1 eksplantlarinda, TDZ
uygulamasinda Aktas 1 mg/L. TDZ + 0.5 mg/L. NAA (33.00 adet), Giines 1.5 mg/L. TDZ
+ 1 mg/L NAA (45.00 adet) ile en yiiksek siirglin sayisin1 vermistir. BAP
uygulamalarinda Aktas 0.5 ve 1 mg/L BAP + 0.75 mg/L NAA (34.00 adet), Giines ise 2
mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (39.00 adet) ile en yiiksek degerlere ulagmistir.

Genel olarak, en yiiksek siirglin olusumu cogunlukla TDZ dozlarinda gézlemlenmis,
ancak eksplant ve ¢eside gore BAP kombinasyonlar1 da iyi sonuglar vermistir. Giines
cesidi kotiledon ve yaprak sap1 eksplantlar1 ile daha yiiksek rejenerasyon ve siirgiin

say1s1 iretmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan; Aktas ¢esidinin hipokotil eksplantlarindan, 2
mg/L BAP + 1 mg/L NAA (15.10 adet), kotiledon eksplantlarindan 2 mg/L TDZ + 0.5
mg/L NAA (13.67 adet), yaprak eksplantlarindan 2 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA (12.17
adet) ve yaprak sap1 eksplantlarindan 0.5 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA (13.17 adet) doz ve
kombinasyonlar1 ile en yiiksek degerler elde edilmistir. Giines ¢esidinde ise hipokotil
eksplantlarindan 1.5 mg/LL TDZ + 0.25 mg/L NAA (14.77 adet), kotiledon
eksplantlarindan 1.5 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA (16.00 adet), yaprak
eksplantlarindan 2 mg/LL TDZ + 1 mg/L NAA (14.87 adet) ve yaprak sapi
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eksplantlarindan 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/LL NAA (18.17 adet) ile en yiiksek siirgiin

sayilart bulunmustur.

Stirgilin basina kok sayis1 degerlendirildiginde; Aktas ¢esidinde en yiiksek deger 1 mg/L
IBA dozu ile yaprak eksplantindan, Giines ¢esidinde ise 0.5 mg/L IBA dozu ile

kotiledon eksplantindan elde edilmistir.

Kok uzunluguda ise; Aktas cesidinin 1 mg/L IBA igeren ortamda yaprak sap1 eksplanti
ile 16.70 cm ortalama kok uzunlugu elde edilirken, Giines ¢esidinin en yiiksek ortalama
kok uzunlugu 1 mg/L IBA iceren MS besin ortaminda kotiledon eksplantinda 18.40 cm

olarak Ol¢lilmiistiir.

Elde edilen bu sonuglar; karabugdayda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun,
genotipe, eksplantin tiirline, ve kullanilan oksin-sitokinin hormonlarmmin doz ve

kombinasyonlarina gore degistigini gostermektedir.

Karabugdayin; sicaklik, don ve tuzluluk gibi abiyotik streslere karsi oOzellikle ilk
gelisme doneminde oldukca duyarli bir bitkidir. Karabugdayda, bu abiyotik streslere
kars1 dayanikli cgesitlerin gelistirilmesinde doku kiiltiirii teknikleri ve genetik
miihendisligi ¢alismalar1 bir secenek olusturabilir. Gen aktarma g¢aligmalarinda amaca
ulagsmak icin etkili bir protokoliin dnceden belirlenmesi emek, zaman ve maliyet

yoniinden arastiricilara kazang saglayacaktir

Arastirmamizda ortaya ¢ikarmaya c¢alistifimiz bu rejenerasyon protokolii, apikal
meristem, olgunlasmamais embriyolar, anter ve mikrospor gibi farkli eksplant ve farkl

hormon doz ve kombinasyonlari kullanilarak gelistirilebilir.
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