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Ozet

Calismada somaklonal varyasyondan yararlanarak in vitro seleksiyonla Bugday Basak Yanikligi Hastaligina
dayanikli hatlar elde etme olanaklari arastirtlmistir. Bu amacla F.graminearum ve F. culmorum izolatlarinin kiiltiir
filtrat1 ve Fusarik asit i¢in belirlenen lethal dozlar1 (%30;0.30mM) igeren MS ortami iizerinde kiiltiire alinan Adana
99, Geng 99, Seri 82 bugday cesitlerine ait embriyogenik kalluslardan seleksiyon sonucu 19 bitki regenere edilmistir.
Bu bitkilerden izole edilen DNA o6rnekleri 6 farkli primer ile RAPD-PCR analizine tabi tutulmus, kullanilan OPA-
05, OPA-04 ve OPD-05 primerleri, amplifikasyon sonucunda olugan PCR f{irlinlerinin elektroforezinde bantlar
olustururken, polimorfizimin gerceklesmedigi, diger 3 primerin ise amplifikasyona hi¢ reaksiyon gostermedigi
belirlenmistir. Bu bitkilerde olasi genetik farkliligin ortaya ¢ikartilmast igin farkli primerlerin denenmesinin
gerekliligi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Bugday, RAPD-PCR, Dayaniklilik, Fusarium Basak Yamklig1, [ Vitro Seleksiyon

In vitro Selection for Resistans to Head Blight (Fusarium Spp.) in Wheat (Triticum aestivum L.) and
Plant Regeneration

Abstract

In this study, it was aimed to get resistance wheat lines against to Fusarium Head Blight via somaclonal
variation by using in vitro selection. For this purpose, MS media were prepared including lethal doses of culture
filtrate of F. graminearum, F. culmorum and fusaric acid (30%, 0.3 mM). Embriogenic calli of Adana 99, Genc 99,
and Seri 82 wheat cultivars were cultured on this medium. Thus 19 plants were regenerated from three wheat
genotypes after the selection of embriogenic calli. DNA isolation of 19 plants were done and then RAPD-PCR
analysis were applied using six various primers. As regard to amplification results by electrophoresis, bands were
detected when the primer OPA-05, OPA-04, OPD-05 were used while polymorphism were not detected. To reveal
genetic variation among the wheat genotypes further studies, such as various and more primers should applied.

Key words: Wheat, RAPD-PCR, resistance, Fusarium Head Blight, in vitro selection

1. Giris

Cogunlukla Fusarium graminearum doneminden sonra asiri yagisin olmasi

(Schwabe)’un neden oldugu Bugday Basak
Yaniklig1 Hastalig1 diinyanin birgok yerinde
oldugu gibi, iilkemizde de bugday tarim
yapilan alanlarda iiriin kalitesini bozarak
verimi olumsuz yonde etkileyen ekonomik
Ooneme sahip hastaliklardan birisidir (Parry
ve Nicholson, 1996; Aktas ve ark., 1996;
McMullen ve ark., 1997; Anonim, 2001;
Hekimhan ve ark., 2004). Hastaliga neden
olan Fusarium tiirleri 6zellikle ekim ndbeti
uygulanmayan alanlarda cigeklenme

* fletisim: S. E. Arici, e-posta: evrima@ziraat.sdu.edu.tr

durumunda 6nemli verim kayiplarina neden
olmaktadir (Anonim, 2002). Enfekteli
taneler kiiciik ve burusuk olmakta,
enfeksiyon nedeniyle bu taneler ¢imlenme
gliclerini kaybetmektedirler (Bai ve Shaner
1994). Bugday taneleri iizerinde gelisen
Fusarium tirleri, mikotoksinler iiretmekte,
bu da insan ve hayvan sagligini olumsuz
yonde etkilemektedir (Bruins ve ark., 1993;
Bai ve Shaner, 1994; Harris, 1999; Bai ve
ark., 2001; Walker, 2001). Diinyada
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Fusarium  Bugday  Basak  Yanikligi
Hastaligi’n1 kontrol altina almak, igin g¢esitli
caligmalar yiriitiilmektedir (Badea ve ark.,
1997; Yang ve ark., 1998; Miedaner ve ark.,
2001; Buerstmayr ve ark., 2002; Mesterhazy
ve ark., 2005). Hastaligin verdigi zarar
azaltmak icin uygulanan kiiltiirel ve
kimyasal miicadele yontemleri ile hastaligin

Onlenmesi miimkiin olamamaktadir
(Wilcoxson ve ark., 1992). Hastalikla
miicadelede kullanilan kimyasallarin

uygulanmasinda yapilan yanligliklar, ¢evre
kirligi, dayamiklilik, dogal dengenin
bozulmasi, insan ve hayvan sagligina olan
olumsuz etkiler gibi, son giinlerde insanligin
en giincel sorunlart arasinda yer alan
olumsuzluklarin ortaya ¢ikmasimna neden
olmaktadir. Anilan nedenlerden dolay1
bugdayda sozkonusu hastaligin bilinen
miicadele yontemleri ile tamamen kontrol
altina alimmasi oldukga zor olup, en etkin
¢Oziimiin  hastalifa  dayanikli  bugday
cesitlerinin gelistirilmesi olarak
goriilmektedir (Wilcoxson ve ark., 1992,
Anonim, 2002). Bugday Basak Yanikligi
Hastaligi’na dayaniklilik genlerinin varligi
bilinmesine ragmen, bunlarin klasik 1slah
caligmalarinda kullanilmasi oldukga zor,
pahali ve uzun zamam gerektirmektedir
(Anderson ve ark., 2001; Gervais ve ark.,
2003; Zhou ve ark., 2004; Lin ve ark.,
2006). Baz1 kiiltiir bitkilerinde klasik 1slah
yontemlerinin sonu¢ vermedigi durumlarda

uygulamaya konulan biyoteknolojik
yontemlerden olan somaklonal
varyasyondan  yararlanarak, in  vitro

seleksiyonla stres faktorlerine (soguk, sicak,
kuraklik, toksin, tuzluluk, herbisit) karsi
dayanikli hiicre hatlarinin se¢imi ve bu
hiicrelerden de Dbitki eldesi tamamen
laboratuvar kosullarinda daha giivenilir ve
kisa zamanda miimkiin olabilmektedir
(Bruins ve ark., 1993; Kasem ve ark., 1996;
Yang ve ark., 1998; Bai ve ark., 2001).

Yapilan bu g¢alisma ile bugday
yetistiriciliginin 6nemli sorunlar1 arasinda
yer alan Bugday Basak Yaniklig1
Hastaligi’'na kars1 dayanikli veya tolerant
yeni cesitler gelistirmek amaciyla bazi
bugday cesitlerinin embriyogenik kalluslar
kullanilarak in vitro seleksiyonla yeni hatlar
elde etme olanaklar1 arastirilmistir..

Bu baglamda tarla kosullarindan izole
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edilen  Fusarium  izolatlarinin  kiiltiir
filtratlar1 stres faktorii olarak kullanilmak
suretiyle in vitro seleksiyon sonucu elde
edilen bitkilerin RAPD-PCR yontemiyle
molekiiler analizleri yapilmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1.Kiiltiir Filtratinin Elde Edilmesi

Arastirmada bitki materyali olarak
Adana 99, Geng 99, ve Seri 82 bugday
cesitlerinden elde edilen embriyogenik
bugday kalluslari, fungal materyal olarak da
Adana ili ve cevresinde hastalikla bulasik
bugday tarlalarindan alman bitki
orneklerinden genel mikolojik yontemlere
gore PDA ortami iizerinde izole edilmis
Fusarium izolatlarindan patojenite
testlerinde en iyi sonucu veren F.
graminearum’un A-13 ve F. culmorum’un
B-4 nolu izolatlan kiiltiir filtrat1 eldesi igin
sec¢ilmistir. Sozkonusu Fusarium
izolatlarindan kiiltiir filtratinin elde edilmesi
Badea ve ark. (1997)’na gore
gergeklestirilmistir. Fusarik asit (Sigma) ise
methanol igerisinde ¢oziildiikten sonra
lizerine saf su ilave edilmis olarak filtreden
(0.22 uM) gegirilerek soguk sterilize edilmis
ve kullanilincaya kadar +4 'C’de muhafaza
edilmistir.

2.2. In vitro Seleksiyonda Kullanilan
Optimum Fusarium Kiiltiir Filtrati ve
Fusarik Asit Konsantrasyonlarinin
Saptanmast

Farkl1 konsantrasyonlarda (%10, %20,
%30, %40 ve % 50) hazirlanmis Fusarium
kiiltiir filtrat1 %3 sakkaroz; %0.8 agar ve 2
mg/L 2.4-D iceren pH 5.8 olarak ayarlanmis
otoklav edilmis ve 45 C’ ye kadar
sogutulmus MS (Murashige ve Skoog,1962)
kallus ortamu igerisine, fusarik asit (FA) ise,
0.01,0.1,0.2,0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9,
1 mM oranlarinda aym sekilde kallus ortami
icerisine ilave edilmistir. Kontrol olarak
herhangi bir stres faktorii ilave edilmemis
katt MS ortami kullanilmistir. Bu ortamlar
lizerine Geng 99 bugday c¢esidinin kalluslari
15-20 mg biiyiikliigiinde konularak karanlik
kosullarda 26+1 "C’de kiiltiire almmis ve
yaklagik 4 hafta sonra gelisme durumlarina
0-5 skalas1 kullanilarak degerlendirilmistir



(Badea ve ark., 1997).
: kahverengilesme yok,
kallus hafif kahverengilesmis,
kallus kismen kahverengilesmis,
kallus kahverengilesmis ve kallus
gelisimi sinirly,
5: kallus tamamen kahverengilesmis ve
gelisme yok.

Denemeler tesadiif ~ parselleri
deneme deseninde 5 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Sonuglara varyans analizi
uygulanmig ve Duncan coklu karsilastirma
testi ile degerlendirilmistir.

AW N =

2.3. In vitro Seleksiyon Siireci

Lethal dozlar1 bir &nceki bdoliimde
belirtildigi sekilde belirlenen A-13, B-4
Fusarium izolatlarina ait %30 kiiltiir filtrati
dozu ile 0.3 mM fusarik asit iceren ortamlar
ayri ayri petri kutularina (9 cm ¢apinda) 20
ml olacak  sekilde dokiilip ortam
katilagincaya kadar bekletilmistir. Her petri
kutusuna her biri 15-20 mg olacak sekilde
20-30 adet Geng 99, Seri 82, Adana 99
bugday cesitlerine ait kallus pargasi
konulmus ve bir onceki boliimde belirtilen
kosullarda inkiibe edilmistir Kiiltiir filtrat1 ve
fusarik asite ragmen gelisme gosteren kallus
parcaciklart segilerek siirekli olarak ayni
kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit
konsantrasyonuna sahip ortamlar iizerinde
dort haftada bir olmak iizere dort kez alt
kiltire almmustir. Kontrol olarak kiiltiir
filtrati ve fusarik asit icermeyen kallus
ortami kullanilmustir. Inkiibasyondan sonra
baslangic agirliklart ile son agirliklari
arasindaki  farktan biiyiime miktarlan
hesaplanmig, kalluslarin gelisimine gore
degerlendirme  yapilmistir.  Denemeler
tesadiif parselleri deneme desenine gore 5
tekerrlirlii olarak kurulmustur. Sonuglara
varyans analizi uygulanmig ve Duncan ¢oklu
kargilagtirma testi ile degerlendirilmistir.
Canli kalan kalluslar bitki regenerasyonu
icin MS+0.5mg/L. TAA+1mg/L. BAP+ %2
sakkaroz iceren kati MS ortami lizerinde
kiiltiire alimmistir. Regenere olan bitkiler
daha sonra kok olusumunun tesviki i¢in %2
MS+1mg/L. NAA+ %2 sakkaroz iceren
ortamlar iizerinde aktarilmiglardir. Kok
olusumunu tamamlamis bitkiler topraga
aktarilarak dogal kosullara adaptasyonlar

S. E. ARICI, N. K. KOC

saglanmistir.

2.4. In vitro Seleksiyon ile Regenere
Edilen Bitkilerin Molekiiler Analizi

2.4.1. DNA Izolasyonu

Belli  biiyiiklige  gelen  bitki
yapraklarindan DNA izolasyonu Sharp ve
ark. (1988)’ nin kullanmis oldugu yonteme
gore gerceklestirilmistir. Hazirlanan DNA
orneklerinin  kalitesi ve konsantrasyonu
belirlendikten sonra analizler yapilincaya
kadar —20 "C’de muhafaza edilmistir.

2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD Analizi)

DNA amplifikasyonu i¢in 10 puM
oligoniikleotid primer OPA-04, OPA-05,
OPD-05, OPE-05, OPH-04, OPN-15
(Iontek) dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Promega)’nin her birinden 2 mM, 1 iinite
Taq DNA polimeraz (Promega) 1X
reaksiyon buffer (10 mM Tris HCI (pH 9.0),
50 mM KCI, %0,1 Triton X-100), 15 mM
MgCl,, ve 20-30 ng DNA icerecek sekilde
0,5 mI’lik mikrosantrifiij tliplerinde toplam
25 ul hacimde hazirlanmis mineral yagsiz
calisgan thermocyler (Techne, Genius)’a
yerlestirilmistir. Ornekler ilk énce 94 ‘C’de
1 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonraki 40
dongii ise 94 ‘C’de 1 dakika, 36 ‘C’de 1
dakika, 72 ‘C’de 2 dakika olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Ornekler son olarak 72
‘C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Tim
dongiiler tamamlandiktan sonra &rnekler
elektroforez yapilincaya kadar 4 ‘C’de
muhafaza edilmistir. PCR friinleri TAE
buffer ile hazirlanmig %1.5 agaroz jelde
elektroforezi yapilmis ve ethidium bromid
ile boyandiktan sonra UV transimilator
altinda fotograflari ¢ekilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. In vitro Seleksiyonda Kullanilan
Optimum Fusarium Kiiltiir Filtrati ve
Fusarik Asit  Konsantrasyonlarmmin
Saptanmast

F. graminearum A-13 ve F.
culmorum B-4 izolatlarindan hazirlanan
kiiltiir filtrat1 konsantrasyonlarinin ilave
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edildigi ortamlar {izerinde gelisen kalluslarin
biiylime oranlarinda farkliliklar
gozlenmistir. Kalluslarin gelisiminde kontrol
ile 1/10 ve 1/20 oranlarinda kiiltiir filtrati
iceren ortamlar lizerinde Onemli bir fark
tespit edilmemistir. 1/30 ve 1/40 oraninda
kiiltiir filtrat1 iceren ortamlar tizerinde
gelisen kalluslarin  biiylik  bir  kisminin
kahverengileserek oldiigii gozlenirken, bazi
kalluslarda  gelismelerin ~ oldugu, %50
oraninda kiiltiir filtrat1 i¢eren ortamlar
tizerindeki kalluslarin tamaminin
kahverengileserek oldiigli gdzlenmistir. F.
culmorum B-4 izolatlarindan hazirlanan
kiiltir filtrat1 konsantrasyonlarin ilave
edildigi ortamlar {izerinde geligsen kalluslarin
biliylime oranlar ile ilgili sonuglar Cizelge
1’de verilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
in vitro seleksiyon i¢in en uygun kiiltiir
filtrat1  konsantrasyonun %30  olmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 1. Geng 99 Bugday Cesidinden Elde
Edilen Embriyogenik Kalluslarin Farkli
Oranlarda F. Culmorum Kiltir Filtratt
Iceren MS Ortami Uzerindeki Gelisme

Bugday Basak Yanikligi Hastalik etmeni F.
graminearum‘dan elde edilen kiiltiir filtratini
degisik konsantrasyonlarda stres faktorii
olarak kullanmiglar %10 ve %20 Kkiiltiir
filtrat1 iceren ortamlar {izerinde kiiltiire
alman kalluslarda gelisme olurken, diisiikk
konsantrasyonlarda  kalluslarda  kitinaz
enziminin  artmasiyla embriyogenezisin
tesvik edildigini belirlemislerdir. Daha
yiiksek konsantrasyonlar (%40) iceren
ortamlar iizerinde kalluslarda biiyiik oranda
olimler gozlemlenmistir.

In vitro seleksiyonda 2. selektif ajan olarak
kullanilan fusarik asit igeren ortamlar
iizerinde gelisen kalluslarin biiyiime oranlari
ilgili sonuglar Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Geng 99 bugday c¢esidi embriyogenik
kalluslarinin farkli oranlarda fusarik asit iceren
MS ortamlari {izerindeki gelisme oranlari

Oranlari.
F. culmorum kiiltir filtrat1 Skala degerleri
konsantrasyonlari (ortalama)
%50 50a
%40 43b
%30 25¢
%20 1.5d
%10 1.0e
Kontrol 1.0e

Fusarik asit Skala degerleri
konsantrasyonu (ortalama)

1 mM 50a
0.9 mM 50a
0.8 mM 50a
0.7 mM 50a
0.6 mM 5.0a
0.5 mM 50a
0.4 mM 4.60b
0.3 mM 3.06¢
0.2 mM 24d
0.1 mM 22e
0.01 mM 1.0f
Kontrol 1.0f

Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine
gore p <0.05 hata smrlart igerisinde birbirinden
istatistiksel olarak farksizdir

Kasem ve ark. (1991) toksin i¢eren ortamlar
tizerinde kiiltiire alinan kallus gelisimlerinin
engellendigini, Kasem ve ark. (1996) %30
F. graminearum kiiltiir filtrat1 igeren kallus
ortaminin bugday genotipine bagli olarak
dayanikli kalluslarin se¢imi i¢in uygun
oldugunu, %10 ve %20 konsantrasyonlarda

ise kalluslarin canl kaldiklarini
belirtmislerdir. Jin ve ark (1996), soya
fasiilyesi kalluslarini degisik

konsatrasyonlarda F. solani kiiltiir filtrati
iceren ortamlar iizerinde kiiltiire almislar,
1:25 oraninda kiiltiir filtrati igeren ortam
iizerinde kallus gelisiminin engellendigini
gozlemlemislerdir. Badea ve ark. (1997)
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* Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine
gore p <0.05 hata smirlari icerisinde birbirinden
istatistiksel olarak farksizdir.

Bu sonuglara gore fusarik asitin 0.01 mM
konsantrasyonuna tabi tutulan kalluslar ile
kontrol olarak alinan kalluslar arasinda
gelisme acisindan  herhangi  bir  fark
saptanamazken, fusarik asitin 0.1, 0.2, 0.3
mM konsantrasyonlar1 kallus gelisimine
olumsuz etki yapmustir. Fusarik asitin 0.4
mM  konsantrasyonunu  igeren  ortam
iizerinde gelisen kalluslarin biiylik bir kismi
kahverengilesirken, bir kisminda ise azda
olsa gelisme tespit edilmistir. Uygulanan
diger FA konsantrasyonlar iizerinde kiiltiire
alman kalluslarin gelisiminde herhangi bir
artis saptanmamugtir. Sonugta; in vitro
seleksiyon icin en uygun FA
konsantrasyonunun 0.3 mM olmas1 gerektigi
sonucuna varilmistir. Remotti ve ark.,,



(1997) iki Gladiyol ¢esidinden elde ettikleri
kalluslar1 degisik oranlarda fusarik asit
iceren ortamlar {lizerinde kiiltlire almiglar ve
optimum fusarik asit konsantrasyonunun
0.35 mM oldugunu belirlemislerdir. Curir ve
ark. (2000), in vitro seleksiyonda yiiksek
oranda fusarik asit kullaniminin patojen
etkisi yaptigi, bunun da bitkilerde polyfenol
oxidase aktivitesini engelledigini
bildirmislerdir. Chawla ve Wenzel (1987),
arpadan elde ettikleri kalluslart degisik
oranlarda fusarik asit iceren ortamlar
tizerinde kiltiire almiglar 1.0 ve 2.0 mM
oraninda fusarik asit igeren ortamlar
iizerindeki kalluslarin tamamen 6ldiigiinii,
0.8 mM orani lizerindeki kalluslarin ise
%85 nin 6ldiiglinii belirlemislerdir.

3.2.  Seleksiyon Siireci
Kalluslarin Kullanimi

Seleksiyonda

In vitro seleksiyonda kullanilmak {izere
lethal dozlar belirlendikten sonra F.
graminearum A-13. F. culmorum B-4
izolatlarindan elde edilen %30 oraninda
kiltiir filtrat1 ve 0.3 mM fusarik asit i¢eren
ortamlar lizerinde kiiltlire alinan kalluslarin
aylik bliyime oranlar1 Cizelge 3’de
verilmistir. Kallus gelisimleri kontrol olarak
alman kalluslar ile karsilastirildiginda kiiltiir
filtrat1 ve fusarik asit igeren ortamlarda
diizenli olarak azalmis ve ancak bazi
kalluslarda gelismeler tespit edilmistir. ilk
alt kiiltiirde fusarik asit ve Kkiiltiir filtrati
iceren ortamlar {izerindeki kalluslarin
gelisimlerinde azalma belirlenmistir.

S. E. ARICI, N. K. KOC

Kontrol ile karsilastirildiginda azalmanin
%20-31 civarinda oldugu gozlenmistir.
Birinci alt kiiltiirde gelisme gosteren
kalluslarin, ikinci alt kiiltiirde gelismeleri
kontrol hiicreleri de dahil olmak iizere tiim
kalluslarda biiyiime azalmig, fakat en fazla
biliylime F. culmorum kiiltiiri filtrat1 iceren
ortam tizerinde gelisen Adana 99 cesidinde
olmustur. Fusarik asit igeren ortamlar
iizerindeki kalluslardan bazilarinin
kahverengilesmelerine ragmen bunlardan
yeniden kallus gelisimi gozlenmis ve bu
kalluslarda embriyo olusumu saptanmistir.
(Sekil 1).

Fusarik asit iceren ortamlar tizerindeki
kalluslarin 3. alt kiiltiir gelisiminde onceki
aya oranla %36-62 artis tespit edilmistir.
Kontrol olarak alinan kalluslarin 3. alt
kiiltiirinde bir Onceki aya gore c¢esitler
arasinda farklilik %64-76 oraninda olmustur.
Kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit iceren ortamlar
iizerinde gelisen kalluslarin gelismelerinde

3. ve 4. alt kiltirlerde bir sapma
gorilmemistir.
Selekte edilen kalluslarin

regenerasyon kabiliyetleri %2-8 oraninda
degismekte ve toksin i¢ermeyen ortamlar
iizerinde gelisen kalluslarla
kargilastirildiginda bu regenerasyon oraninin
10 kat daha diislik oldugu ileri siirilmektedir
(Kasem ve ark., 1996; Badea ve ark., 1997,
Maier ve Oettler, 1992; Maier ve Oettler,
1996, Yang ve ark., 1998). Biitiin
genotiplerde dayanikli kalluslarin

Cizelge 3. Kalluslarin kiiltiir filtrat1 igeren ve igermeyen ortamlardaki aylik biiylime indeksleri
(Biiylime indeksleri; kalluslarin ilk ve son agirlik (gr) farkindan elde edilmistir.

Bugday Cesitleri Uygulamalar I 2Alt Kiiltirler 3 )
Fusarik asit 0.68b 0.23 ¢ 0.70 b 0.69b
Adana 99 F.culmorum 048 ¢ 0.50b 0.66b 0.83b
F.graminearum 0.55 be 0.36 be 0.78b 1.13a
Kontrol 235a 1.65a 2.10a 193 a
Fusarik asit 0.56b 0.30c¢ 0.74 ¢ 0.80b
Geng 99 F.culmorum 0.56b 046D 0.82¢ 1.1b
F.graminearum 0.55b 0430 1.30b 1.20b
Kontrol 2.7 a 1.65a 2.38a 2.16a
Fusarik asit 0.66 b 0.17b 0.56b 0.63b
Seri 82 F.culmorum 0.46Db 035D 0.62b 0.69b
F.graminearum 0.47b 0.36b 0.68 b 0.86b
Kontrol 2.66 a 2.13a 226a 2.50a

* Her bir uygulama i¢in ayn siitlin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p <0.05 hata
sinirlari igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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regenerasyon kabiliyeti seleksiyona
ugratilmamig kalluslara goére daha zor
olmaktadir. Bu  nedenlerden  dolay1
arastirmada kullanilan genotiplerden
yeterince bitki regenerasyonu
gerceklestirilememistir ~ (Sekil 2,  3).
Tahillarda regenerasyon kabiliyeti bitki
gesidine ve  genotipe bagli  oldugu
bilinmektedir. Wolf ve Earle (1990), her
toksin uygulamasindan sonra sayili oranda
kalluslarin  canli  kalmasin1  genotiplere
baglamislardir. Kallus gelisiminin ve bitki
regenerasyonunun fusarium toksinine karsi
aymi oranda duyarlilifi mevcut degildir
(Kasem ve ark., 1991; Kasem ve Sagi 1993).

Kok olusumu igin kiiltlire alinan
bitkilerden bazilarinin zayif koklenmeleri
sonucunda  topraga  adaptasyonlarinda

giicliiklerle karsilagilmistir. Kokleri daha iyi
geligmis bitkilerin topraga adaptasyonlariin
daha kolay oldugu, bitki eldesinde kritik
donemlerden birisinin de topraga adaptasyon
asamasi oldugu belirlenmistir.

Kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit igeren
ortamlar iizerinde selekte edilen kalluslardan
19 adet bitki regenere edilmis ancak, bu
bitkilerden tane elde edilememistir. Bunun
baslica nedeninin bitkiler i¢in gerekli 151k ve
sicaklik kosullarinin klima odalarinda tam
olarak saglanamamasindan ve uzun siire
kiltir filtrat1 ve fusarik asit igeren ortam
iizerinde alt kiiltire alman kalluslarin
varyasyona ugramastyla ortaya ¢ikan
farkliliklardan kaynaklandig1
diigiiniilmektedir. Uzun siire toksin igeren

Sy

Sekil 1. Fusarik Asit (a Ve F. Culmorum Kiiltiir Filttl (% 30) (b) Igereﬁ Ortamlar Uzerinde
Gelisen Kallus Kolonilerinin 2. Alt Kiiltiirden Sonra Gelismesine Devam Eden ve

Etmeyenlerin Genel Goriiniimleri.

15
j
-

AN,

Sekil 2. Fusarik As‘it (a) Ve F. Culmorum Kiiltiir F iltra'tl (b) Igeren Ortamlar Uzerinde Selekte
Edilen Kalluslardan Regenere Olan Bugday Bitkicikleri.
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Sekil 3. Selekte Edilmis Bugday Kalluslarindan Regener

(b).

ortam iizerinde kiiltiire alinan kalluslarin
bitki regenerasyon kabiliyetinin kayboldugu
ve  bazi degisikliklerin olabilecegi
aragtiricilar  tarafindan da  bildirilmigtir
(Latunde-Dada ve Lucas, 1988).

3.3. In vitro Seleksiyon ile Regenere
Edilen Bitkilerin Molekiiler Analizi

Hastaliklara dayanikli yiiksek verimli
yeni  bitkiler  gelistirilmesinde  bitki
morfolojisinin yani sira, genetik yap1 ve
farkliliginin bilinmesi olduk¢a biiyilk 6nem
tasir.  Molekiiler markirlar  kullanilarak
bitkiler arasindaki genetik farkliliklarin
ortaya konulmasinda RAPD analiz yontemi
basarilibir sekilde uygulama alan1 bulmustur

FeS
A

<
=

900 bp—

600 bp—

FcA
FgS
FcS
FegG

/]  —
Edilmis Bitki (a) ve Basak Olusumu

(Dhar ve ark., 1997; Turner ve ark., 1999;
Cao ve ark., 2000; Sun ve ark., 2003; Khan
ve ark., 2005).

Bu ¢aligmada in vitro kosullarinda
elde editen 19 bitkiden secilen 12 bitki
arasinda olas1 genetik farkliligi ortaya
koyabilmek i¢in Sharp ve ark. (1988)’ na
gore in vitro seleksiyon ile elde edilen
bitkilerden izole edilen DNA lar (50-200 ng)
ile testlenen primerlerden OPE-05, OPH-04
ve OPN-15 primerleri RAPD analizi
sonucunda reaksiyon gostermezken,
kullanilan diger primerlerin amplifikasyon
sonucunda bantlar olusturdugu, fakat
polimorfizim gostermedigi gdzlenmis olup,
sonuclar asagida verilmistir (Sekil 4, 5, 6).

G
FaS
S
FaA
FeG
FaG

Sekil 4. In Vitro Seleksiyon Sonucu Elde Edilen Bitkilerden Izole Edilen DNA’larin OPA-04 Primeri Ile
Amplifikasyonu Sonucu Olusan PCR Uriinlerinin Elektroforez Sonuclari (MA: 100 bp DNA
ladder, A: Adana 99, S: Seri 82, G: Geng¢ 99, Fa: Fusarik asit, Fg: F. graminearum, Fc:F.

culmorum).
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1200 bp—

900 bp—>

Sekil 5. In Vitro Seleksiyon Sonucu Elde Edilen Bitkilerden Izole Edilen DNA’larin OPA-05
Primeri Ile Amplifikasyonu Sonucu Olusan PCR Uriinlerinin Elektroforez Sonuglari (MA:
100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri 82, G: Gen¢ 99, Fa: Fusarik asit, Fg: F.
graminearum, Fc:F. culmorum).

MA
FeS
FcA
FgS
FeS
FgG
G
FaS
FaA
FeG
FaG

1500 bp—

Sekil 6. In Vitro Seleksiyon Sonucu Elde Edilen Bitkilerden Izole Edilen DNA’larin OPD-05
Primeri Ile Amplifikasyonu Sonucu Olusan PCR Uriinlerinin Elektroforez Sonuglar1 (MA:
100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri 82, G: Geng¢ 99, Fa: Fusarik asit, Fg: F.
graminearum, Fc:F. culmorum).

OPA-04  primeri ile  yapilan sonucunda 900-1200 bp biyikligiinde
amplifikasyonda PCR iiriinlerinin (Sekil 5), OPD-05 primeri ile yapilan
elektroforezi  sonucunda  600-900  bp amplifikasyonda ise 1500 bp biiyiikliigiinde
biyiikliigiinde (Sekil 4), OPA-05 primerinin bantlar (Sekil 6) olugsmasina ragmen
bitki DNA’lann  ile  amplifikasyonu polimorfizmin ger¢eklesmedigi, dolayisiyla
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da bitkiler arasinda bu primerlerle herhangi
bir farkliligmm bulunamadigi sonucuna
varilmistir. Calismada OPA-4, OPA-S,
OPD-5 primerleri kullanilarak  yapilan
RAPD-PCR  analizinde elde edilen
sonuglarla Kudryavtsev ve ark., (2003)
yapmis olduklar1 c¢alismanin  sonuglari
paralellik gosterirken, Goryunova ve ark.,
(2004 ) bugday da OPE-05, OPH-04, OPN-
15 primerleri ile yapmis olduklan
amplifikasyonda polimorfik bantlar elde
etmislerdir. Buna gore elde edilen bitkilerde
genetik farkliligin ortaya konulmasi igin
farkli yontemler ve farkli primerlerin
denenmesi gerekmektedir.
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