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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IN VITRO REKABETIN OLGUN BUGDAY (Triticum sp.) EMBRIYOLARINDAN
KALLUS OLUSUMU VE SURGUN REJENERASYONU UZERINE ETKISI

Seda PELIT

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu calisma, in vitro rekabet ve stress arasindaki iligkileri ve bunlarin olgun bugday
embriyolarindan kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu iizerine etkilerini belirlemek
icin yapilmistir. Eksplantlar arasindaki rekabet, eksplantlarin kiiltiire alindig1 mesafeler
degistirilerek saglanmistir. 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm olarak dort farkli kiiltiir mesafesi
kullanilmistir. Sonuglar, eksplantlar arasindaki kiiltiir mesafesinin 2.0 cm’den 1.0 cm’ye
diistiriilerek onlarin rekabete tesvik edilmesinin siirgiin rejenerasyon kapasitesini bir
noktaya kadar artirdigini, bundan sonra baslayan stresin biitiin parametrelerde onemli
diisiislere neden oldugunu gdstermistir. 1.0 cm’lik aralik mesafelerde kiiltiire alinan
eksplantlar, doku kiiltiirii tepkisi bakimindan en yiiksek sonuglar1 vermistir. Bu ¢alisma,
ilgili genotip i¢in doku kiiltiiri caligmalarinin basarisinin yalnizca biiyiime ortamindaki
oksin ve sitokininlerin dogru konsantrasyon ve kombinasyonlarinin belirlenmesiyle
degil, ayn1 zamanda kiiltiire alinan eksplantlar arasindaki rekabetten yararlanilarak da
artirllabilecegini gostermistir.

2011, 40 sayfa

Anahtar Kelimeler: In vitro rekabet, Triticum, slirglin rejenerasyonu



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

THE EFFECT OF IN VITRO COMPETITION ON CALLUS FORMATION AND
SHOOT REGENERATION FROM MATURE EMBRYOS OF WHEAT (Triticum

sp.)

Seda PELIT

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

This study was carried out to determine the relationship between in vitro competition
and stress and their effects on callus formation and shoot regeneration from mature
embryos of wheat. Competition among explants was achieved by changing the distances
they cultured. Four different culture distances were used as 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 cm. The
results showed that encouraging explants for competition by decreasing the culture
distances among them from 2.0 cm to 1.0 cm increased shoot regeneration capacity till a
certain point from where stress initiated and significant decreases in all parameters were
observed. Explants cultured at 1.0 cm interval gave rise to the highest scores with
respect to tissue culture response. This study showed that the success of tissue culture
studies for related genotype could be increased not only by determination of correct
concentrations and combinations of auxins and cytokinins in growth medium but also
by evaluating competition among explants cultured.

2011, 40 pages

Key Words: In vitro competition, Triticum, shoot regeneration
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1. GIRIS

Bitkiler, yeryiiziindeki yasamin kaynagimi olustururlar. Insanlar tarafindan tiiketilen
enerjinin %90’1, proteinin ise %80’1 bitkisel kaynaklidir. Geriye kalan enerji ve

protein gereksinimi ise hayvansal iiriinlerden karsilanmaktadir.

Diinya niifusunun yillik %1.5'lik artigla 2020 yilinda 8 milyar, 2050 yilinda da 11
milyar olacagi tahmin edilmektedir (Vasil 1998). Giinlimiizde tarim yapilan alanlar
diinya yilizeyinin %3"inii olusturmaktadir. Ancak, islenen alanlar erozyon,
tuzlulasma, asitlesme, yogun tarim ve asir1 otlatma gibi nedenlerle hizla
daralmaktadir. Tiim bu faktorler artan niifusun da etkisiyle 2050 yilina kadar 0.26
hektar olan kisi basina islenen alanin 0.15 hektara diismesine neden olacagi
diistiniilmektedir. Buna ek olarak, modern tarim icin gerekli su kaynaklarinin
bulunmasi; artan su tiikketimi ve sularin giderek kirlenmesi nedeniyle zorlasacaktir

(Vasil 1998).

Bir yandan diinya niifusunun her gecen giin arttig1, 6te yandan tarimda kullanilan
alanlarin son sinirina dayandig diisiiniildiigiinde, verim artisinin gelecekte de devam
etmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Aslinda yapilan aragtirmalar, bugiinkii verim
diizeyinin potansiyel verimin cok altinda oldugunu gostermektedir. O halde,
potansiyel verim diizeyine ulasabilmek icin bitkilerin genetik yapilarinin
tyilestirilmesi gerekir. Ancak, klasik bitki 1slahinda, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik gibi kantitatif karakterlerin, bir bagka deyisle birden fazla gen tarafindan
belirlenen  tarimsal  Ozelliklerin  iyilestirilmesinde  bir¢ok  smirlamalarla
karsilagilmaktadir. Aralarinda melezleme yapilabilen tiir sayisinin azligi, yapilan
melezlemelerde istenen karakterlerle birlikte istenmeyen Ozelliklerin de birlikte
gecisinin engellenememesi, istenmeyen karakterlerin geri melezleme yoluyla elimine
edilmesinin ¢ok uzun zaman almasi klasik bitki 1slahinin 6nemli dezavantajlari
arasindadir (Ozcan ve Ozgen 1996). Bu yiizden, verim artis1 saglamak icin klasik
bitki 1slah1 programlarini tamamlayan ve destekleyen cevreyle dost biyoteknolojik

yontemlerin kullanilmasi zorunludur. Bitki genetik miihendisliginin son yillardaki



basarili uygulamalariyla, bir bitkinin orijinal karakteri degistirilmeden bir veya

birden fazla gen yiiksek verimli ¢esitlere kolayca aktarilabilmektedir.

Bugday insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda diinyada ekilis ve
tiretim bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Bunun sebebi bugday bitkisinin genis
bir adaptasyon yetenegine sahip olmasidir. Ayrica bugday tanesi uygun besleme
degeri, saklama ve islenmesindeki kolayliklar nedeniyle yaklasik olarak 50 iilkenin
temel besini durumundadir. Bugday basta unlu mamuller olmak {izere bir¢ok gida ve

sanayi sektoriinde kullanilmaktadir.

Insan beslenmesinde bu denli énemli yer tutan bir iiriinde, biyotik ve abiyotik stres
sartlarina dayanikli ve yiiksek verimli yeni gesitlerin gelistirilmesi ¢alismalar1 son
yillarda hiz kazanmistir. Bitki doku kiiltiirleri, gen aktarimi gibi ileri biyoteknolojik
calismalarin temelini olusturur. Zira, sonucunda rejeneratif bitki elde edilemeyen bir
doku kiiltiirii ¢alismasinin pratikte hi¢ bir dSnemi yoktur. Ozellikle gen aktariminda,
yiiksek basar1 saglanabilmesi i¢in adventif silirglin rejenerasyonunun ve eksplant
basina rejenere olan siirglin sayisinin yliksek olmasi gerekir. Yiksek siirgiin
rejenerasyon frekansinin elde edilmesinde, ¢alisilan bitkiye 6zgii en uygun eksplantin
ve bliylime diizenleyicilerinin en etkili konsantrasyon ve kombinasyonlarinin

belirlenmesi ¢ok onemlidir.

Tarla sartlarinda stress ve rekabetin bitkiler {izerine etkileri konusunda yapilmis pek
cok arastirma bulunmaktadir. Bitkiler aralarinda toprak {izerinde yaprak ve saplariyla
151k i¢in, toprak altinda da kokleriyle su ve besin maddesi i¢in rekabet ederler.
(Wilson 1988, McPhee ve Aarssen 2001). In vitro sartlarda eksplantlar arasinda
ortaya ¢ikan rekabetin doku kiiltiirii tepkisi lizerine etkileri ilk kez ketende Yildiz

(2011) tarafindan ortaya konulmustur.

Bilindigi gibi, bugday tiim diinyada insan beslenmesinde en yogun kullanilan
bitkilerden biridir. Aynm1 sekilde doku kiiltiirii ¢aligmalarinin da 6nemli bir kismini

olusturmaktadir. Doku kiiltlirii ¢aligmalarinda en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun



elde edilebilmesi i¢in ¢aligsmaya konu olan bitkide farkli eksplantlar, degisik biiylime

diizenleyicileri iceren besin ortamlarinda kiiltlire alinmaktadir.

Bu tez calismasi bugdayda in vitro sartlarda kiiltiire aliman olgun embriyo
eksplantlar arasinda bir rekabet ve stresin bulunup bulunmadigini aragtirmak, eger
bdyle bir durum varsa, bunun siirglin rejenerasyonu iizerine etkilerini belirlemek

amaciyla yuritilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI

Karadimova ve Djambova (1993), 1 ekmeklik ve 3 makarnalik bugday cesidinin
olgunlagsmamis embriyolarini eksplant olarak kullandiklar1 in vitro tuzluluk
calismasinda, kalluslari farkli dozlarda tuz igeren ortamlara aktarmislardir. ki alt
kiiltiir  yaptiklar1  ¢aligmada, kalluslarin  gelisme oranimi  kallus  agirhigini
karsilagtirarak belirlemislerdir. Tiim dozlarda elde ettikleri rejenere bitkileri
yetistirerek bunlarin tohum baglamasini saglamiglardir. R generasyonunda in vivo da
tekrar kullandiklar en yiiksek dozlar olan %0.5 ve %0.7 NaCl igeren sularla sulama
yapmislar ve bu dozlara dayanikl ¢esitlerin yeni kusaklariin da dayanikli oldugunu
gozlemislerdir. Calismada ekmeklik bugday, makarnaliklara oranla daha dayanikhi

bulunmustur.

Kintzios vd. (1997), ‘Vergina’ ekmeklik bugday ¢esidinin olgun embriyolarini 0, 3, 6
ve 9 g/l dozlarinda NaCl ve degisik yogunluklarda biiyiime diizenleyiciler iceren
ortamlarda kiiltiire almislar, tuz dozlarin1 ortamlara kallus gelisimi saglandiktan
sonra eklemislerdir. Olusturulan kalluslarda kallus ¢ogaltimi, kok olusumu ve siirgiin
gelisiminin incelenmesi amaciyla {li¢ ayri yontem uygulanmistir. Tuzun kalluslarin
morfolojik goriiniimlerinde 6nemli bir etkiye neden olmadigi ancak yiliksek tuz
dozlarinda kallus biiyimesinin yavasladigi, kok olusumu ve siirglin gelisiminin
azaldig1 gozlenmistir. Arastirmacilar tuza toleranshi bitki se¢imi icin 3-5 g/l
dozlarmmin uygun oldugunu ve bu uygulamanin bitki rejenerasyonu asamasinda

yapilmasini onerdiklerini belirtmislerdir.

Wilson (1988) ile McPhee ve Aarssen (2001), bitkilerin kendi aralarinda toprak
tizerinde yaprak ve saplariyla 151k i¢in, toprak altinda da kokleriyle su ve besin

maddesi i¢in rekebet ettiklerini bildirmislerdir.

Ozgen vd. (1998), 12 ekmeklik bugday ¢esidinde kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna eksplant tiiriiniin etkisini (olgunlasmamis embriyo ve endosperm-
destekli olgun embriyo) aragtirmislar; her iki embriyo kiiltliriinde de rejenere bitki

elde edildigini ve Kkiiltiir tepkilerinin genotiplere bagli oldugunu, kallus olusumu,



rejenerasyon kapasitesi ve rejenere bitki sayisinin birbirinden bagimsiz oldugunu,
olgun embriyolarda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun yiiksek oldugunu ve
yilin her déneminde kolay bulunabilecegi i¢in bugday doku kiiltiiri caligmalarinda

basariyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Stoffella ve Bryan (1988), bitki sikliginin bir¢ok sebzede bitki gelisimini ve verimi
etkiledigini bildirmislerdir.

Sayar vd. (1999), diploid, tetraploid ve hekzaploid bugday ¢esitlerinde endosperm
destekli olgun embriyo teknigini kullanarak, tane iriliginin kallus olusumuna etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda; bugday cesitlerine ait tohumlari kii¢iik ve biiyiik olarak
ikiye ayirmislar, yiizey sterilizasyonu uygulanan bu tohumlarin embriyolar1 steril
kabin icerisinde endospermden hafifce ayirilip 8 mg/l 2,4-D igeren sivi ortamda
kallus olusturmalar1 saglanmis, i¢inde oksin bulunmayan MS ortamina rejenerasyon
i¢cin aktarilmistir. Arastiricilar, tiim genotiplerde biiyiik tanelerin, kiigiik tanelere gore
kallus olusturma frekansi, kallus net agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve Kkiiltiir
olusturabilme yeteneginin 6nemli derecede yiiksek degerler gosterdigini; tohum
agirhigr ile kallus agirhig (r = 0,86) ve kallus agirlig: ile rejenerasyon kapasitesi (r =
0,85) arasinda onemli iligski oldugunu, biiyiik taneli bugdaylarda endosperm destekli
embriyo teknigi kullanilarak yiiksek diizeyde rejeneratif kallus olusumu elde
edildigini, bu nedenle bu teknigin olgunlasmamis embriyolara alternatif olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Daggan ve Abak (2003), biberde artan bitki sikliginin bitkiler arasinda ortaya ¢ikan

rekabet nedeniyle verimi diisiirdiigiinti bildirmislerdir.

Morgade ve Willey (2003), bitki siklig1 arttikca meyve veriminin de arttigini tespit

etmislerdir.

Yildiz vd. (2003), yurt disindan getirilen {i¢ keten ¢esidini kullanarak yaptiklari
calismada, steril edilen tohumlardan gelisen farkli yaslardaki (7, 12, 17 giin)
fidelerden elde edilen hipokotil parcalar1 agar ve phytagel ile katilastirilan MS ve B-



5 ortamlarinda siirglin rejenerasyonuna almislardir. Sonugta, en yiiksek siirgiin
rejenerasyon yiizdesi her {i¢ ¢esitte ve tiim ortamlarda 12 giinliik fidelerden alinan
hipokotil eksplantlarindan elde edilirken; eksplant basina siirglin sayis1 ve petride
gelisen toplam silirglin sayist bakimindan en yliksek degerler denemeye alinan {i¢
cesitte de ortam olarak MS ve katilastirici olarak agarin kullanildigi 7 giinliik

fidelerden alinan hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.

Yildiz vd. (2005), son yillarda siirgiin rejenerasyonunu artirmada yaygin olarak
kullanilan TDZ’nin (thidiazuron) keten hipokotil eksplantlarindan siirglin gelisimi
lizerine olan etkisini BAP ve NAA ile karsilastirmislardir. Ozellikle gen aktarimi
yapildiktan sonra, gen aktarilmis dokulardan transgenik siirgiinlerin rejenerasyonu
son derece dnemlidir. Basarili bir gen aktarimi i¢in adventif siirgiin rejenerasyonunun
ve Ozellikle de eksplant basina rejenere olan siirgiin sayisinin yiiksek olmasi
gerekmektedir. Keten hipokotil eksplantlarindan ytiksek adventif siirgiin elde etmek
i¢in rejenerasyon ortaminda yaygin olarak BAP ve NAA kullanilmaktadir. Farkhi
TDZ dozlan (1, 2, 4 ve 8 mg/l) arasinda; slirglin rejenerasyon orani, eksplant basina
slirgiin sayis1 ve petri basina toplam siirglin sayis1 bakimimdan en uygun dozun 2

mg/l oldugu belirlenmis ve TDZ dozlart BAP ve NAA ile karsilastirilmistir.

Ozgen vd. (2007), tuza toleranslh bugday 1slahinda in vitro mutagenesis araciligi ile
kallus ve rejeneratif bitkilerden yararlanilarak, tuza toleranshi cesit gelistirmede
baslangic materyali ya da gen kaynagi olarak kullanilabilecek rejenerantlarin elde
edilmesi amaciyla yiiriittiikleri caligmada, bitki materyali olarak tescilli 1 adet
ekmeklik (Triticum aestivum L., Bezostaja 1) ve 1 adet makarnalik (7riticum durum
Desf., Cakmak 79) bugday cesidi kullanmiglardir. Arastirmada, tuz kaynagi olarak
toprakta en ¢ok bulunan NaCl kullanilmis, 0 dozu kontrol olarak degerlendirilmis ve
4, 8, 12, 16, 20 g/l olmak tlizere toplam 6 tuz dozunda tepkiler belirlenmistir. Gama
radyasyonu kullanilarak yapilan muamelelerde ise dozlar, embriyolar i¢in 100, 200,
300, 400 ve 500 Gy; kalluslar i¢in 30, 60, 90, 120 ve 150 Gy olarak belirlenmistir.
Calisma sonunda 12, 16 ve 20 g/I’lik tuz dozlar arasinda her iki ¢esitte de rejenere
olan bitki sayis1 bakimindan en yiiksek degerler 12 g/l tuz dozundan elde edilmistir.

Radyasyon dozlarinda ise, en yiiksek rejenere olan bitki sayis1 Bezostaja 1 ¢esidinde,



tohuma 100 Gy ve kallusa 30 Gy radyasyon dozu uygulamasindan alinirken; Cakmak
79 ¢esidinde tohuma 400 Gy ve kallusa 30 Gy radyasyon dozu uygulamasindan elde

edilmistir.

De Klerk (2007), dogal sartlarda biyotik stres faktorii olan sikligi, bitkiler arasindaki

rekabetin temel nedeni oldugunu rapor etmistir.

Abubaker (2008), yiiksek bitki sikliginin fasulyede, su ve besin maddeleri ig¢in
bitkiler arasinda ortaya c¢ikan yiiksek rekabet nedeniyle verimi diisiirdiigiinii rapor

etmislerdir.

Asghari vd. (2009), hindiba bitkilerinde yliksek siklik nedeniyle bitkiler arasinda
ortaya cikan rekabet sonucu daha fazla su alabilmek i¢in kok capinin arttigini

gbzlemlemislerdir.

Yildiz (2009), gama radyasyonundan yararlanilarak hiicre ve dokularda fiziksel ve
biyolojik degisikliklerin olusturulmasi ve bu sekilde partikiil bombardimani yontemi
kullanilarak yapilan gen gecislerinin ve bitki rejenerasyonunun artirilmasini
hedeflendigi calismasinda, oOncelikle farkli gama kaynaklarinin (Kobalt 60 ve
Sezyum 137) ve bunlara iliskin dozlarin bitki rejenerasyonuna olan etkisi
belirlenmis; uygun radyasyon kaynagi ve dozlar belirlendikten sonra partikiil
bombardimant ve bitki rejenerasyonu c¢aligmalarina  baglamistir.  Olgun
embriyolardan kallus kiiltiirii araciligiyla bitki rejenerasyonu {izerine yapilan
caligmalarda kullanilan her iki bugday cesidinde (Bezostaja-1 ve Cakmak 79) de
incelenen tiim karakterlerde en yiiksek sonuclar kontrol (0 Gy) uygulamasindan
alinmig, bunu 15 Gy’lik gama radyasyon dozu uygulamasi izlemistir. Gama
radyasyon dozlarindaki artigsa paralel olarak elde edilen sonuclarda énemli diisiisler
gozlenmistir. 15 Gy’in lizerindeki gama radyasyon dozlarinda siirgiin rejenerasyonu
gorililse de herhangi bir bitkicik gelisimi olmamustir. Arastirmada kullanilan her iki
cesitte de en yiiksek sonuglarin Kobalt 60 gama kaynagimin kullanildigi
uygulamalardan elde edilmistir. Sezyum 137 gama kaynagi kullanildiginda,

incelenen tiim karakterlerden elde edilen sonuglarda 6nemli diisiisler gozlenmistir. 15



Gy’lik gama radyasyonu uygulamasinda kallus ve embriyo eksplantlar
karsilagtirildiginda, tiim karakterlerde en yiiksek sonuglarin kallustan alindigi

belirlenmistir.

Yildiz vd. (2011), in vitro rekabet ve stresin Linum usitatissimum hipokotil
eksplantlarinin doku kiiltlirii tepkisine olan etkilerini belirlemek icin yaptiklar
caligmada, eksplantlar arasindaki rekabeti, eksplantlarin kiiltiire alindig1 mesafeleri
degistirerek saglamiglardir. 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm olarak dort farklr kiiltiir
mesafesinin kullanildig1 arastirmada, kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra hipokotil
yas ve kuru agirliklari, siirgiin rejenerasyon yiizdesi, hipokotil basina siirglin sayisi,
rejenere siirglin uzunlugu, petride gelisen toplam siirgiin sayis1 ve toplam klorofil
kapsam1 belirlenmistir. Sonuglar, eksplantlar arasindaki kiiltiir mesafesinin 2.0
cm’den 1.0 cm’ye diisiiriilerek onlarin rekabete tesvik edilmesinin hipokotil basina
slirgiin sayisini, rejenere olan siirgiin uzunlugunu ve petrideki toplam siirgiin sayisini
onemli derecede artirdigini gostermistir. Eksplantlar, 0.5 cm mesafede Kkiiltiire
alindiginda, stres baslamis ve biitiin parametrelerde belirgin diistisler gozlenmistir.
Bu arastirma, doku kiiltiiri ¢aligmalarinin basarisinin yalnizca biliylime ortamindaki
oksin ve sitokininlerin dogru konsantrasyon ve kombinasyonlarmin belirlenmesiyle
degil, ayn1 zamanda kiiltiire alinan eksplantlar arasindaki rekabetten yararlanilarak da

artirllabilecegi gostermistir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1 Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler Sigma Chemical Co., Merck ya da

Duchefa’dan temin edilmistir.

3.2 Bitki Materyali

Caligmada bitki materyali olarak Tiirkiye’de halen yetistirilmekte olan ve daha 6nce
in vitro ¢alismalarda basarili sonuglar veren, tescilli 1 adet ekmeklik (7riticum
aestivum L. — Bezostaja-1) ve 1 adet makarnalik (7riticum durum Desf. - Cakmak

79) bugday c¢esidi kullanilmistir.

3.3 Metot

3.3.1 Biiyiime ortamu ve kiiltiir kosullar1

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1)
ile %3 sukroz iceren ve %0.7’lik agar (Type A) ile katilastirilan temel besin ortami
(MSO0) kullanilmistir. Ortam hazirliginda distile saf su kullanilmis, gerektiginde besin
ortamina farkli konsantrasyonlarda bitki biliylime diizenleyicileri ilave edilmistir.
Besin ortaminin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan
sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon
saglanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (27 umol m 2 s ') altinda 16 saat 151k
ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta 24°C’de tutulmustur. Her muamele, icerisinde 11
adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirli 100x10 mm’lik petri kutularindan

olusmustur.



Cizelge 3.1 MS (Murashige ve Skoog) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlar1
Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/1)
Makro Elementler NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
Mikro Elementler Kl 0.83
H;BO; 6.2
MnS0,.4H,0 22.3
ZHSO4.7H20 8.6
NazMOO4.2H20 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FCSO4.7H20 27.8
Na,EDTA.2H,0 373
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine o)

3.3.2 Tohum yiizey sterilizasyonu ve embriyo izolasyonu

Yiizey sterilizasyonu yapilacak tohumlar manyetik karistiricida etil alkolde (%70) 5
dakika bekletilerek 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra, 25 dakika ticari camasir
suyunda (%5 sodyum hipoklorit iceren) calkalanip 6-7 kez steril saf su ile
durulanmigtir. Steril tohumlar, +4°C’de yaklasik 24 saat bekletilerek, embriyolarin
kolayca ayrilmasi saglanmistir. Steril edilen tohumlarin embriyolar steril kabin
igerisinde bistiiri yardimiyla dikkatlice tohumdan ayrilarak skutellum kismi asagi

gelecek sekilde besin ortamina yerlestirilmistir.

3.3.3 Kallus olusumu, siirgiin rejenerasyonu, koklenmis bitkicik elde edilmesi ve

toprakta bitki gelisimi

Kallus olusumu ig¢in steril tohumlardan izole edilen embriyolar, siirgiin rejenerasyonu

icin embriyolardan gelisen kalluslar, koklendirme i¢in kalluslardan olusan rejenere

10



stirglinler ve bitki gelisimi i¢in de koklenmis bitkicikler 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm aralik
mesafelerde kiiltiire alinarak eksplantlarin aralarinda rekabete girmeleri tesvik

edilmistir.

Kiiltiirler kallus olusumu icin 2 mg/l 2,4-D igeren MS besin ortaminda ve 25+1°C’de
karanlik inkiibatérde 14 giin birakilmis, bu siire sonunda kallus olusum yiizdesi ve

kallus agirliklar1 belirlenmistir.

Olusan kalluslar siirgiin rejenerasyonu i¢in 2,4-D’siz MS ortamina aktarilarak kiiltiir
odasina yerlestirilmis, 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 25+1°C sicaklikta
4 hafta siireyle tutulmustur. Rejenerasyon sonunda yiizde cinsinden kallusun
rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkinligi ile eksplant bagina rejenere siirgiin sayisi

belirlenmistir.

Rejenerasyon sonrasi 10-15 mm uzunluga ulasan rejenere siirgiinler kiiltiir odasinda
hormonsuz MS besin ortami igeren Magenta kaplarinda koklendirmeye alinmustir.
Stirgilinler koklendirme asamasinda 4 hafta tutulmus ve daha sonra bitkicik ve kok
uzunluklari, bu bitkiciklerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil

icerikleri belirlenmistir.

Koklendirme sonrasi gelisen bitkicikler saksilarda 8 hafta siireyle biiyiimeye
alinmistir. Gelisen bitkilerde boy, bayrak yapragi genisligi ile bayrak yapraklarinda
klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerikleri tespit edilmistir.

3.3.4 Klorofil kapsaminin belirlenmesi

Kallustan gelisen bitkiciklerin ve toprakta gelisen bitkilerin yapraklarinda klorofil a,
kolorofil b ve toplam klorofil icerikleri Curtis ve Shetty (1996) tarafindan bildirilen
protokol kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in, 50 mg yesil materyal, 3 ml metanol
icine konularak 23°C’lik sicakliktaki karanlik ortamda 2 saat siireyle tutulmus ve
yesil materyalde bulunan klorofilin metanol igerisinde ¢dziinmesi saglanmistir. Bu

siire sonunda sivi kisimdan (klorofil iceren metanol) 1.5 ml alinarak 650 ve 665
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nm’de spektrofotometre araciligiyla optik yogunlugu (OD) 6l¢iilmiis ve klorofil a,
klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 "ug klorofil/g taze doku" cinsinden

belirlenmistir.

3.4 istatistiksel Degerlendirmeler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekrarlamadan olusmustur.
Elde edilen veriler "SPSS for Windows" programi yardimiyla varyans analizine tabi
tutulmusg, muamele ortalamalart MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak Duncan
testi ile karsilastirilmustir. Yiizde degerlere istatistik analizinden 6nce arcsin (NX )

transformasyonu uygulanmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Aragtirmada Cakmak 79 ve Bezostaja-1 bugday ¢esitlerinde farkli aralik mesafelerde
(0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm) kiiltiire alman eksplantlarda kallus asamasinda kallus
olusum yiizdesi ve kallus agirlifi; rejenerasyon asamasinda kallusun rejenerasyon
kapasitesi, kiiltiir etkinligi ve rejenere olan siirgiin sayisi; koklenme ve bitkicik
gelisim asamasinda gelisen bitkicik sayisi, bitkicik uzunlugu, kok uzunlugu,
bitkiciklerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlari;
toprakta gelisim asamasinda ise bayrak yapragi genisligi, bitki boyu, gelisen
bitkilerin bayrak yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlarina

ait 6lgtimler yapilmustir.

4.1 Cakmak 79 Makarnalik Bugday Cesidinin Olgun Embriyolarindan Kallus

Olusumu, Siirgiin Rejenerasyonu ve Bitki Elde Edilmesi

14 giin sonunda Cakmak 79 makarnalik bugday cesidine ait olgun embriyolardan
elde edilen kalluslarin olusumu %98.89 ve kallus agirliginin 0.114 g ile en ¢ok 0.5

cm mesafede kiiltlire alinan eksplantlardan elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.1).

Farkli aralik mesafelerde kiiltiire alinan eksplantlarin rejenerasyon asamasinda ise
kallusun rejenerasyon kapasitesi ve kiltlir etkinligi yilizdeleri incelendiginde, en
yiikksek degerler 0.5 cm aralikta goriiliirken, en diisiik degerler 2.0 cm aralikta
Olciilmiistiir. Rejenerasyon agsamasinda, artan mesafelerle birlikte rejenerasyon
kapasitesi ve kiiltiir etkinligi yiizde degerlerinde diisiisler gézlenmistir (Cizelge 4.1).

Rejenere olan siirgiin sayisina bakildiginda, en yiiksek degerin 23.33 adet ile 1.0
cm’lik aralik mesafeden alindigi goriilmektedir. Bu aralik mesafesinin altinda (0.5
cm) ve lizerinde (1.5 ve 2.0 cm) alinan sonuglarin diistiigli gézlenmistir (Cizelge 4.1,

Sekil 4.1, 4.2).
Koklendirme ortamina aktarilan rejenere siirgiinlerden gelisen en yiiksek bitkicik

say1st, bitkicik uzunlugu ve bitkicik kok uzunlugu 17.33 adet, 21.53 cm ve 7.69 cm

ile 1.0 cm aralik mesafeden alinmistir. Daha diisiik ve daha yiiksek aralik
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mesafelerinde alinan sonuglarin diisiis gosterdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.1, Sekil 4.3,

4.4).

Koklenme ve bitkicik gelisim asamasinin sonunda (kiiltlir baslangicindan 10 hafta
sonra) Magenta kaplarinda gelisen bitkiciklerde yapilan klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil analiz sonuglarina bakildiginda, en yiiksek degerlerin 1.5 cm aralikta

sirastyla 783.97, 282.61 ve 567.82 ng klorofil/g taze doku olarak elde edilmistir.

Toprakta gelisen bitkilerin bayrak yaprak genisligi ve bitki boyu bakimindan en
yiiksek degerler 0.78 cm ve 39.2 cm olarak 1.0 cm aralik mesafeden elde edilmistir.
Bitkilerde yapilan klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil analiz sonuglarina
bakildiginda, 1.0 cm aralikta sirasiyla 1287.83, 781.89 ve 1016.11 degerleri
hesaplanmis ve diger tiim aralik mesafeleri icerinde en yiiksek degerler elde

edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.5).
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1. Hafta 4. Hafta

Sekil 4.1 Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde farkli aralik mesafelerde kiiltiire
alinan olgun embriyolardan kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu

16



Sekil 4.2 Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde farkli aralik mesafelerde kiiltiire
alian olgun embriyolardan siirgiin gelisimi (Bar =1 cm)
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Sekil 4.3 Cakmak 79 makarnalik bugday ¢esidinde farkli aralik mesafelerde koklendirme ortaminda gelisen siirgiinler



Sekil 4.4 Cakmak 79 makarnalik bugday ¢esidinde farkli aralik mesafelerde koklendirme ortaminda gelisen bitkicikler (Bar = 1 cm)



Sekil 4.5. Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde kdklenmis bitkiciklerin farkli aralik mesaferlerde toprakta gelisimi (Bar = 5 cm)



Cizelge 4.1 Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde farkli aralik mesafelerde kiiltiire alinan olgun embriyolardan kallus olusumu ve slirgiin

rejenerasyonu
Aralik Kallus Asamasi Rejenerasyon Asamasi Koklenme ve Bitkicik Gelisim Asamasi
Mesafe
(cm) Kallus Kallus Kallusun Kiiltiir Rejenere Gelisen Bitkicik Kok Klorofila Klorofilb  Toplam
Olusumu  Agirligt Rejenerasyon  Etkinligi®  Olan Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu (ug (ng Klorofil
(%) (2) Kapasitesi' (%) Stirgilin Sayis1 (cm) (cm) klorofil/g  klorofil/g (ng
(%) Sayisi taze doku) taze doku) klorofil/g
taze doku)
0.5 98.89 0.114 78.66 77.78 a 19.66 a 14.67 a 17.60 6.82 490.00b 196.63ab  372.19b
1.0 94.45 0.087 72.31 67.78 ab 2333 a 17.33 a 21.53 7.69 633.95ab  232.84a 462.89 ab
1.5 98.15 0.104 68.08 66.67 ab 12.66 b 933D 18.62 6.19 783.97a  282.6la 567.82a
2.0 97.92 0.107 61.81 60.42 ¢ 10.66 b 8.33b 18.03 6.15 565.58b  133.87b  361.58b

' Rejenere olan kallus sayis1 / Kallus olusturanlarim sayis1 x 100
* Rejenere olan kallus sayisi / Kiiltiire alnan embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.



Cizelge 4.2 Cakmak 79 ekmeklik bugday cesidinde farkli aralik mesafelerde kiiltiire
aliman olgun embriyolarin kalluslarindan olusan bitkiciklerin farkl
aralik mesafelerde toprakta gelisimi

Aralik Bayrak Bitki Boyu Klorofil a Klorofil b Toplam
Mesafe Yapragi (cm) (ng klorofil/g  (pg klorofil/g Klorofil (ng
(cm) Genisligi taze doku) taze doku) klorofil/g
(cm) taze doku)
0.5 0.55b 37.1 ab 823.11b 322.29b 618.28 ¢
1.0 0.78 a 392 a 1287.83 a 781.89 a 1016.11 a
1.5 042c 34.9 ab 1139.90 a 461.71 ab 859.29 b
2.0 0.48 be 309D 52381 c 148.85 b 353.13d

Aymni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

4.2 Bezostaja-1 Ekmeklik Bugday Cesidinin Olgun Embriyolarindan Kallus

Olusumu, Siirgiin Rejenerasyonu ve Bitki Elde Edilmesi

Kiiltiir baslangicindan 14 giin sonra Bezostaja-1 ekmeklik bugday ¢esidine ait olgun
embriyolarda kallus olusumu %100 ve kallus agirlig1 0.074 g ile en yiiksek 1.5 cm

mesafede kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Rejenerasyon asamasinda ise kallusun rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkinligi
yiizdeleri bakimindan en yiiksek degerler 0.5 cm, 1.0 cm ve 2.0 cm mesafelerde
%100 olarak goriiliirken, en diisiik 1.5 cm aralikta sirasiyla %94.95 ve %388.89
olarak dl¢lilmiistiir (Cizelge 4.3).

Rejenere olan siirgiin sayisina bakildiginda, en yiiksek degerin 20.67 adet ile 1.0
cm’lik aralik mesafeden alindig1 goriilmektedir. Bu aralik mesafesinin altinda (0.5
cm) ve lizerinde (1.5 ve 2.0 cm) alinan sonuglarin diistiigii gozlenmistir (Cizelge

43).
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Cizelge 4.3 Bezostaja-1 ekmeklik bugday cesidinde farkli aralik mesafelerde kiiltiire alinan olgun embriyolardan kallus olusumu ve siirgiin

rejenerasyonu
Aralik Kallus Asamasi Rejenerasyon Asamasi Koklenme ve Bitkicik Gelisim Asamasi
Mesafe
(cm) Kallus Kallus Kallusun Kiilttir Rejenere Gelisen Bitkicik Kok Klorofila Klorofilb  Toplam
Olusumu  Agirhig Rejenerasyon  Etkinligi>  Olan Bitkicik Uzunlugu  Uzunlugu (ng (ug Klorofil
(%) (2) Kapasitesi' (%) Stirgiin Sayisi (cm) (cm) klorofil/g  klorofil/g (ng
(%) Sayisi taze doku) taze doku) klorofil/g
taze doku)
0.5 93.39 0.070 ab 100.00 a 100.00 a 10.67 b 3.66b 6.07b 7.01b 481.13¢  293.43b  340.62c
1.0 96.67 0.066 b 100.00 a 100.00 a 20.67 a 9.66 a 10.00 a 12.25a 633.34b  298.82a  488.72Db
1.5 94.45 0.074 a 94450 88.89b 9.67Db 5.00b 593b 5.93 be 890.54a 300.22a 62731a
2.0 100.00 0.057 ¢ 100.00 a 100.00 a 7.00 b 333b 5.65b 3.85¢ 511.47¢  172.65b  360.32c

' Rejenere olan kallus sayist / Kallus olusturanlarim sayisi x 100
* Rejenere olan kallus sayis1 / Kiiltiire alan embriyo sayisi x 100

Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.



Koklendirme ortamina aktarilan rejenere siirgiinlerden gelisen en yiiksek bitkicik
say1s1, bitkicik uzunlugu ve bitkicik kok uzunlugu 9.66 adet, 10.00 cm ve 12.25 cm
ile 1.0 cm aralik mesafeden alinmistir. Daha diisiik ve daha yiiksek aralik

mesafelerinde alinan sonuglarin diisiis gosterdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.3).

Koklenme ve bitkicik gelisim asamasinin sonunda (kiiltiir baglangicindan 10 hafta
sonra) Magenta kaplarinda gelisen bitkiciklerde yapilan klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil analiz sonuglarina bakildiginda, en yiiksek degerlerin 1.5 cm aralikta
sirastyla 890.54, 300.22 ve 627.31 ug klorofil/g taze doku olarak elde edilmistir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4 Bezostaja-1 ekmeklik bugday ¢esidinde farkli aralik mesafelerde kiiltiire
alman olgun embriyolarin kalluslarindan olusan bitkiciklerin farkli
aralik mesafelerde toprakta gelisimi

Aralik Bayrak Bitki Boyu Klorofil a Klorofil b Toplam
Mesafe Yapragi (cm) (ng klorofil/g (g klorofil/g ~ Klorofil (ng
(cm) Genisligi taze doku) taze doku) klorofil/g
(cm) taze doku)
0.5 0.45c 37.1bc 741.57 ¢ 219.04 b 49580 b
1.0 0.86 a 434 a 1342.41 a 447091 a 941.03 a
1.5 0.68b 41.2 ab 1125.47 ab 413.47 a 821.87 a
2.0 0.60 be 324c 906.96 bc 427.20 a 743.54 a

Aymni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Toprakta gelisen bitkilerin bayrak yaprak genisligi ve bitki boyu bakimindan en
yiiksek degerler 0.86 cm ve 43.4 cm olarak 1.0 cm aralik mesafeden elde edilmistir.
Bitkilerde yapilan klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil analiz sonuglarina
bakildiginda, 1.0 cm aralikta sirasiyla 1342.41, 447.47 ve 941.03 ug klorofil/g taze
doku degerleri hesaplanmis ve diger tiim aralik mesafeleri icerinde en yiiksek

degerler elde edilmistir (Cizelge 4.4).
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin bitki 1slahinda kullanilabilmesi i¢in etkili bir
rejenerasyon  sisteminin  gelistirilmesi  gerekir. Olgunlagsmamis embriyolar
bugdaygillerde rejenerasyon i¢in en c¢ok kullanilan eksplantlardir (Dale ve
Deambrogio 1979, Goldstein ve Kronstad 1986, Tuchisawa vd. 1986). Ancak,
olgunlagsmamis embriyolarin yi1l boyunca bulunmasinin ve Kkiiltliir i¢in uygun
safhasinin yakalanmasinin zorlugu, bu eksplantlarin kullanim sansini sinirlamaktadir.
Diger taraftan, olgun embriyolar zaman sinirlamasi olmadan yil boyunca her an
kullanilabilmektedir. Son zamanlarda bugdayda olgun embriyolarin kiiltiirii ve
siirglin rejenerasyonu basariyla saglanmistir. Kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu

genotip ve kiiltlir ortamindan 6nemli derecede etkilenmektedir (Hanzel vd. 1985).

Bitkiler kendi aralarinda toprak {izerinde yaprak ve saplariyla 151k i¢in, toprak altinda
da kokleriyle su ve besin maddesi i¢in rekabet etmektedirler (Wilson 1988, McPhee
ve Aarssen, 2001). Biyotik stres faktorii olarak siklik, dogal sartlarda bitkiler
arasindaki rekabetin temel sebebidir (De Klerk 2007). Stoffella ve Bryan (1988),
bitki sikliginin birgok sebzede bitki gelisimini ve verimi etkiledigini, Morgade ve
Willey (2003), bitki siklig1 arttikca meyve veriminin de arttigini tespit etmislerdir.
Artan bitki siklig1 nedeniyle su ve besin maddeleri bakimindan bitkiler arasinda
ortaya c¢ikan rekabet nedeniyle biberde (Dasgan ve Abak 2003) ve fasulyede
(Abubaker 2008) verimin diistiigii tespit edilmistir.

Arastirmada Cakmak 79 ve Bezostaja-1 bugday ¢esitlerinde farkli aralik mesafelerde
(0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm) kiiltiire alinan eksplantlar arasinda ortaya ¢ikan rekabet ve
stresin olgun embriyolardan kallus olusumu, siirgiin rejenerasyonu ve bitki gelisimi

tizerine etkileri incelenmistir.

Aragtirma sonuglar1 incelendiginde, her iki cesitte de benzer sonuclarin alindigi
goriilmektedir. Rejenere olan siirgiin sayisi, gelisen bitkicik sayisi, bitkicik uzunlugu,
bitkiciklerde kok uzunlugu ile toprakta gelisen bitkilerde bayrak yapragi genisligi,
bitki boyu, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinda en yliksek degerlerin
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1.0 cm aralik mesafeden alindig1 goriilmektedir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, 1.0
cm’lik aralik mesafede eksplantlar arasinda ortaya c¢ikan rekabetin incelenen
parametrelerde Onemli artiglara neden oldugu sdylenebilir. 0.5 cm’lik aralik
mesafede kiiltiire alinan eksplantlar, ortamdaki yetersiz su ve besin maddesi
nedeniyle strese girmekte, sonucta incelenen karakterler bakimindan diisiik sonuglar
alinmaktadir. Nitekim, Abubaker (2008), yiiksek bitki sikliginin fasulyede, su ve
besin maddeleri i¢in bitkiler arasinda ortaya ¢ikan yiiksek rekabet nedeniyle verimi
diistirdiiglinii rapor etmistir. Yildiz vd. (2011), keten hipokotil eksplantlarinin farkl
aralik mesafelerde doku kiiltiirii tepkisini 6nemli dl¢iide etkiledigini bildirmislerdir.
Aragstiricilar, besin ortami igerisindeki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyon ve
kombinasyonlar1 degistirilmeden, yalnizca eksplantlar1 rekabete sokmakla adventif

stirglin rejenerasyonunun onemli derecede artirilabilecegini ortaya koymuslardir.

Yaprak klorofil kapsami, bitki bliyiime ve gelismesinde énemli rol oynayan (Yang
vd. 2010) fotosentetik kapasitesinin bir gostergesi (Emerson 1929, Pal ve Laloraya
1972, Wright vd. 1994, Nageswara vd. 2001) olup, dokudaki miktar1 stress sartlari
altinda degismektedir (Rensburg ve Kruger 1994, Kyparissis vd. 1995, Jagtap vd.
1998). Koklenme ve bitkicik gelisim asamasinda her iki g¢esitte de klorofil
kapsamlar1 bakimindan en yiiksek degerler 1.5 cm’lik aralik mesafeden alinmus,
bunu 1.0 cm’lik aralik mesafe izlemistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.3). Bunun
muhtemel sebebi, 1.0 cm’lik aralik mesafede fazla sayida bulunan siirgilinlerin
birbirlerini gdlgelemesidir. Nitekim, Fleischer (1935), fotosentezin gerceklestigi
kloroplastlarin klorofil kapsamlarinin 151k siddetiyle degistigini bildirmistir. Toprakta
bitkicik gelisimi asamasinda ise klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar
bakimindan en yiiksek degerler, 1.0 cm’lik aralik mesafede kiiltiire alinan
uygulamalardan elde edilmistir. Bu mesafede, kiiltiire alinan eksplantlar arasinda
ortaya ¢ikan rekabet nedeniyle klorofil kapsamlari bakimindan en yiiksek degerler

alinmustir.
Bu tez, in vitro doku kiiltiirii caligmalarinda eksplantlar arasinda ortaya ¢ikan rekabet

ve stresin, iki bugday c¢esidinin (Cakmak 79 ve Bezostaja-1) olgun embriyo

eksplantlarindan kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu {izerine etkilerinin
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incelendigi bir ¢calismadir. Arastirma sonuglari, bitki doku kiiltiirii calismalarinda en
uygun eksplantin ve biliylime diizenleyicilerinin en etkili konsantrasyon ve
kombinasyonlariin belirlenmesinin, siirglin rejenerasyon frekansiin artirilmasinda
yalniz basma yeterli olmadigini, eksplantlar1 rekabete tesvik etmekle siirgiin

rejenerasyon frekansinin 6nemli derecede artirilabilecegini gostermistir.
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