Mustafa Kemal Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi 25 (2):127-137, 2020
(Mustafa Kemal University Journal of Agricultural Sciences 25 (2):127-137, 2020)
e-ISSN: 2667-7733
http://dergipark.org.tr/mkutbd

e\ B
"d
=
e

/e

ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Farkli temel besin ortami, sitokinin ve oksin kombinasyonlari, katilastirici tipi ve 6n soguk
uygulamalarinin ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) gesitlerinin anter kiiltiiriinde
embriyonik kallus ve siirgiin olusumu lizerine etkileri
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Aims: The aim of this study was to reveal different basal nutrient media,
solidification types and pre-cold effects on high frequency compact
embryogenic callus formation and shoot regeneration of Turkish bread
wheat genotypes.

Methods and Results: Tosunbey, Demir-2000 and Bayraktar-2000 bread
wheat varieties were used in this study. The anthers of the varities were
pre-chilled at 4 ° C for 0, 4 and 7 days, then, were cultivated different callus
induction medium containing different basal media (MS, Ns and Bs) with
liquid, agar-solidified or gelrite solidified.

Conclusions: According to the results; the best calli induction (14%) was
obtained from the anthers kept on at 4 °C for 7 days on Ne basal liquid
medium from Tosunbey variety. While the pre-cold treatment time had
positive effects on embryonic callus formation and liquid nutrient media
positively affected calli development in Tosunbey and Demir 2000
varieties. Also, Ns basal medium was more effective on embriyogenic
callus formation in Tosunbey than other basal media. Developed anthers
with calli were transferred to Murashige and Skoog (MS) medium
supplemented with combinations BAP, KIN, NAA and IBA.

Significance and Impact of the Study: According to the results; the highest
shoot regeneration capacity (7.5%) was also determined on MS medium
containing 2 mg L't KIN and 0.50 mg L' NAA; 2 mg L'* KIN and 0.50 mg L*
IBA from the Tosunbey variety.

Atif / Citation: Uranbey S, Akdogan G, Ahmed HAA, Caliskan M (2020) Farkli temel besin ortami, sitokinin ve oksin
kombinasyonlari, katilastirici tipi ve 6n soguk uygulamalarinin ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)
cesitlerinin anter kiiltiirinde embriyonik kallus ve siirglin olusumu Uzerine etkileri. MKU. Tar. Bil. Derg.

25(2) : 127-137. DOI: 10.37908/mkutbd.686209

GiRiS

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) da pek ¢ok klltiir
bitkisinde oldugu gibi uygun yetisme kosullarinda, gesit
ozelligine bagli genetik yapinin verim ve kaliteye etkisinin
yliksek oldugu tirlerden biridir. Bugday veriminin

artirlmasinda en 6nemli faktorlerden birisi de verim
potansiyeli yiliksek cesitlerin kullanilmasidir. Bolge
ekolojilerine iyi uyum saglamis, hastalik ve zararllara
dayanikli, kuraklik, soguk ve tuzluluk gibi stres
faktorlerine toleransli ¢esitlere her zaman ihtiyag vardir.
Klasik bitki islahinda tir i¢i ve disi melezlemelerde uzun
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zaman ve isglcl gereksinimi, melezlemede yasanan
sorunlar, genetik baghhk ve gen kaynaklarinin
kullaniminda engellerin asilmasinda modern molekdiler
islah tekniklerine basvurulmaktadir. Cesitlere ait farkli
ozelliklerin  haritalanmasi  ve bu 0zelliklerine ait
molekiler markoér gelistirme galismalarinda durulmus
katlanmis haploid populasyonlarin  gelistiriimesine
ihtiyag vardir. Molekiler islah yontemlerin klasik bitki
Islahi programlarina entegrasyonu son derece dnemlidir.
Genetik saflagtirma isleminin, kisa bir silirede
yapilabildigi, hibrit ¢esit i1slahi programlarinda zaman
yonlinden oOnemli kazang saglanabilmesi igin etkin
haplodizasyon tekniginin gelistirilmesi son derece
onemlidir (Demarly ve Sibi, 1989). Yapilan pek ¢ok
calismada ekmeklik bugdaylarda yiliksek oranda kallus,
embriyogenik kallus ve bitki rejenerasyonu Uzerine
genotip, besin ortami, 6n soguk uygulamasi, donor
bitkilerin yetistirildigi cevre kosullan ve karbonhidrat
kaynaginin etkili oldugu cok sayida yerli ve yabanci
arastirmaci tarafindan belirlenmistir (Gurel ve ark., 1993;
Gu ve Liang, 1997; Hansen ve Andersen, 1998; Boliik ve
Dagustii, 2003; Patel ve ark., 2004; Kim ve Baenziger,
2005; Ahmet ve Adak, 2007; Abdallah ve ark., 2012;
Lantos ve ark., 2013; Asif ve ark., 2014). Bugdayda anter
kaltirinde baslangic embriyonik kallus gelistirme
ortaminda ¢ok farklh temel besin ortamlari kullaniimistir
(Wang ve Chen, 1986; Patel ve ark., 2004; Tuvesson ve
ark., 2000; Niu ve ark., 2014). Ayrica farkh katilastirici tipi
ve 6n soguk uygulamalari kullanilarak genotipe 06zgu
protokoller rapor edilmistir (Najia ve ark., 1997; Gu ve
Liang, 1997; Saidi ve ark., 1997; Redha ve ark., 2000;
Jauhar ve ark., 2009). Bugday bitkisinde haploid ve
double haploid tekniginde ¢ok sayida protokol
gelistirilmis olup, (Liu ve ark., 2002; Patel ve ark., 2004;
Kim ve Baenziger, 2005) bitki blylime dizenleticileri
anter ya da mikrospor kiiltliriinde son derece 6nemlidir.
Uygun bir oksin-sitokinin dengesi saglandigi takdirde
bugday mikrosporlarinin farkl tepkiler verebildigi
bilinmektedir. Farkli arastiricilar tarafindan bugdayda
mikrospor kiltliriinde sirglin olusumunu tesvik etme
amaci ile biririnden farkl oksin/sitokinin
kombinasyonlari kullanilmistir (Gu ve Liang., 1997,
Hansen ve Andersen, 1998; Tuvesson ve ark., 2000;
Abdallah ve ark., 2012; Lantos ve ark., 2013; Asif ve ark.,
2014). Bu calismada da Ulkemizde yetistirilen 6nemli
ekmeklik bugday genotiplerinde, vyiksek frekansta
kompakt embriyogenik kallus ve slrglin olusumu igin
temel besin ortamlari, katilastirici tipi ve 6n soguk
uygulamalarini ile oksin ve sitokin konsantasyonu ve
kombnasyonlarinin etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir.

128

MATERYAL ve YONTEM

Bitki materyali

Calismada materyal olarak, Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitlsii (TARM) tarafindan islah edilmis olan
ve 2004 yilinda tescil ettirilen ayni zamanda kalite
ozellikleri bakimindan degerli bir ¢esit olan Tosunbey ile
2000 yilinda tescil ettirilen Demir 2000 ve Bayraktar 2000
cesitleri kullanilmistir.

Anterlerin izolasyonu ve 6n soguk uygulamasi

Demir 2000, Tosunbey ve Bayraktar 2000 cesitlerinde
(Anterlerin yaprak kinindan ¢ikmadigi ya da az miktarda
ciktigi mikrospor c¢ekirdek donemi) en Ustten ikinci
bogum arasinin ortasindan kesilerek alinmistir. Bir
demet haline getirilen basaklar, su dolu bir beher
icerisine konmus ve aliiminyum folyo ile sarilmistir.
Hazirlanan bu ornekler 4 ve 7 giin siireyle 4 °C'de 6n
soguk uygulamasina tabi tutulmustur.

Anterlerin sterilizasyonu

Seradan toplanan basaklar steril kabin icerisinde % 70’lik
etil alkol icerisinde 5 dk steril edilmis, daha sonra 3 kez
steril saf su ile durulanmistir. Tarladan toplanan
basakgiklar ise % 50’lik gamasir suyu icerisinde (% 5’lik
sodyum hipoklorit iceren) 5 dakika bekletilerek 3 kez
steril saf su ile tekrar durulanmistir. Daha sonra kabin
icerisinde % 70’lik etil alkol igerisinde 1-2 dk steril edilmis
ve 3 defa daha steril saf su ile durulanmistir. Basakgik
icerisinde bulunan anterler pens yardimiyla gikarilarak
besin ortamina yerlestirilmistir. Anterler G¢ farkh gelisme
doénemine ayrilmis, basaklarin yaprak kinindan gikmadigl
veya en fazla % 20’ye kadar ¢iktigi donem alinmistir (Sekil
1.).

Embriyogenik kallus tesviki

Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan anterler, kallus
olusturma ortamina aktarilmistir. Kallus olusturma temel
besin ortami olarak, MS, Bs ve Ng mineralleri ve
vitaminleri kullaniimistir. Anterlerin tamami 10 gin
boyunca sivi kallus tesvik baslangic ortaminda (KTBO)
(MS mineral ve vitaminleri veya Bs mineral ve vitaminleri
veya Ng mineral ve vitaminleri ve 0.5 mg L Pikloram, 2.0
mg L 2,4-D, 100 mg L Kazein, 20 g L't sukroz, 1.2 g Lt
Proline ) kiiltire alinmistir. 10 glin sonra anterler alinarak
hangi temel besin ortami iceren kallus baslangi¢ tesvik
ortaminda muamele edilmis ise, ayni temel besin
ortamini iceren ancak modifiye edilmis, sivi, agar ile yari
katilastiriimis ve gelrite ile yari katilastirilmis kallus tesvik
ortamlarina aktarilmis olup kallus Uzerinde adventif
surglinler olustuktan sonra koklendirilirmistir. (Cizelge


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2020, 25(2): 127-137 Arastirma Makalesi / Research Article

1). Anterler, 26-28 °C de karanlikta, 8-14 hafta sire ile
inkibasyona alinmistir.

Sekil 1. Anterlerin izolasyonu ve dénemsel olarak gruplandiriimasi a) Anterlerin yaprak kinindan % 60-80 arasinda ¢iktigi
b) Anterlerin yaprak kinindan % 30-50 arasinda ¢iktigi donem c) Anterlerin yaprak kinindan ¢ikmadigi veya % 20’ye
kadar ciktigi dénem

Figure 1. Isolation and devolepment stage of anthers a) The first stage when the anthers emerge from the leaf sheath
between 60-80% b) The second stage when the anthers emerge from the leaf sheath between 30-50% c) The third stage
when the anthers emerge from leaf sheath up to 20%

Cizelge 1. Anter kiltiirt calismalarindan elde edilen kallus olusumu icin hazirlanan besin ortamlari
Table 1. Callus induction media used in anthers culture studies

Embriyonk kallus Temel besin ortami  Oksin  ve oksin analoglar, karbonhidrat Katilastirici tipi
ortami kaynaklari
-1 _ -1 : -1
Kallus tesvik ortami MS mineral ve 2.0 mg'L 24D, 500_1mg L. Kazein, 5010 me L
. . ) Glutamine, 200 mg L™ manitol, 40 g L™ sukroz, Sivi
(KTO) M, vitaminleri 1.2 g L Proline
2. Lt 2,4-D Lt i Lt
Kallus tesvik ortami MS mineral ve 0 mg. 4D, 500_1mg . Kazein, 5010 me 4
L Glutamine, 200 mg L™ manitol, 40 g L™ sukroz, 4glL™* agar
(KTO) M, vitaminleri 1.2 g " Proline
2. L 2,4-D L Kazei L
Kallus tesvik ortami MS mineral ve 0 mg. 4D, 500_1mg . Kazein, 5010 me 4 .
. . ) Glutamine, 200 mg L™* manitol, 40 g L™ sukroz, 1.25gL™ gelrite
(KTO) M3 vitaminleri 1.2 g " Proline
2. Lt 2,4-D Lt i Lt
Kallus tesvik ortami Bs mineral ve 0 mg. 4D, 500_1mg . Kazein, 5010 me
L Glutamine, 200 mg L™ manitol, 40 g L™ sukroz, Sivi
(KTO) B, vitaminleri 1.2 gL Proline
1 _ -1 ; -1
Kallus tesvik ortami Bs mineral ve 2.0 mg'L 2/4D, 500_1mg L. Kazein, 5010 me L 1
e Glutamine, 200 mg L™ manitol, 40 g L™ sukroz, 4glL™* agar
(KTO) B, vitaminleri 1.2 gL Proline
-1 _ 1 ; -1
Kallus tesvik ortami Bs mineral ve 2.0 mg'L 2/4D, 500_1mg L. Kazein, 5010 mg L 4 .
e Glutamine, 200 mg L™ manitol, 40 g L™ sukroz, 1.25gL™* gelrite
(KTO) Bs vitaminleri 1.2 gL Proline
-1 _ 1 ; -1
Kallus tesvik ortami N¢ mineral ve 2.0 mg'L 24D, 500_1mg L. Kazein, 5010 me L
. . . Glutamine, 200 mg L™ manitol, 40 g L* sukroz, Sivi
(KTO) N4 vitaminleri 1.2 gL Proline
-1 _ -1 ; -1
Kallus tesvik ortami N¢ mineral ve 2.0 mg.L 24D, 500_1mg L, Kazetn, 5010 me L 4
. . . Glutamine, 200 mg L™* manitol, 40 g L™ sukroz, 4 gl "'agar
(KTO) N, vitaminleri 1.2g " Proline
-1 _ -1 ; -1
Kallus tesvik ortami N¢ mineral ve 2.0 mg L" 2,4-D, 500 mg L Kazein, 500 mg L

(KTO) N3

vitaminleri

Glutamine, 200 mg L manitol, 40 g L sukroz,
1.2 gL Proline

1.25g L? gelrite
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Adventif siirgiin olusumu tesviki: Kallus tesvik ortaminda
7 gin sireyle sogukta muhafaza edilen anterlerden
kallus Gzerinde olusan 1-2 mm c¢apindaki embriyoidler
iceren anterler ile kallus olusturmayan anterler asagidaki
Sirgiin gelisim ortamina (SGO) aktarilmistir.

Siirgiin gelisim ortami (SGO): MS mineralleri ve
vitaminleri (1.0-2.0 mg L™ BAP ve 1.0-2.0 mg L Kinetin
+(0.25-0.50 mg L™ IBA ve NAA), % 2 sukroz ve 7 g L' agar
iceren besin ortamindan meydana gelmistir.

istatistiki analiz

Denemeler, tesadif parselleri ve tesadif bloklarinda
bollinmis parseller deneme desenine gore kurulmus
olup, her muamele icerisinde 100 adet anterin
bulundugu 4 tekerrirli 50x50 mm’lik petri kutularindan
olusmustur. Elde edilen verilere Diizglines ve ark. (1983)
tarafindan bildirildigi sekilde varyans analizi ve Duncan
testi uygulanmistir. Yizde degerler istatistiki analizden
once agl degerlerine donustlrilmis (Snedecor ve
Cochran, 1967) ve tum istatistiki analizler, MSTAT-C
bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Tosunbey cesidi anterlerinin in vitro’da kiiltiire alinmasi
ve embriyonik kallus olusumu

Genel olarak denenen tiim ortamlarda anterlerin
etrafinda kiltire alindiktan 8-14 hafta sonra kallus

olusumu baslamis, 14 ila 18. haftadan sonra kallus
biyukliklerinin bariz bir sekilde arttigi gértlmustir. Tim
ortamlarda kallus biiytkliikleri bakimindan da bir farklilik
gozlenmemistir. Farkli temel besin ortamlarinin ve 6n
soguk uygulamasinin kallus olusumu Uzerine etkilerine
iliskin varyans analiz sonuglarina gore, farkh besin
ortamlari ve 6n soguk uygulamasi, kallus olusturan anter
orani %1 (P <0.01) dizeyinde o6nemli bulunmustur.
Ayrica farkl temel besin ortamlari x 6n soguk uygulamasi
intreaksiyonu, kallus olusumu (izerine etkileri de %1 (P
<0.01) dizeyinde 6nemlidir. Calismada kullanilan tim
besin ortamlari ve 6n soguk muamelelerinde ortalama
kallus orani % 0-14 arasinda degismistir (Cizelge 2).
Anterlerinin oran olarak bilyik bir kisminin kallus
olusturmadigi gozlemlenmistir. Anter eksplantlari
yakindan incelendiginde (binokiler altinda bakilarak), alt
dis kavuz ya da disicik tepesinin anter izolasyonu
sirasinda besin ortamina karistigi ve bu parcaciklarin
kallus olusturdugu gozlenmis olup, bu eksplantlar
ortamdan uzaklastirilmistir. En yiiksek kallus olusturan
anter orani % 14 ile KTO (Nj) besin ortamindan 7 giin
sireyle sogukta muhafaza edilen anterlerden elde
edilmigtir. En dislk kallus oraniise % 0 ile KTO (M), KTO
(M2), KTO (Ms), KTO (Bs), KTO (N2), KTO (Ns) besin
ortamlarinda higbir 6n soguk muamelesi uygulamayan
anterler ile KTO (B;) ortaminda 7 giin siireyle 6n soguk
uygulanan anterlerden elde edilmistir.

Cizelge 2. Farkh kallus tesvik ortamlari (KTO) ve 6n soguk uygulamalarinin Tosunbey ¢esidinde kallus olusumu Uzerine

etkileri (%)

Table 2. Effects of different callus induction media and pre-cold treatments on callus formation in Tosunbey variety (%)

On soguk uygulamasi (giin)

Besin Ortamlari 0 4 2 Ortalama
KTO (M) 4.0 b-g 2.0 b-i 5.5 b-e 3.8a
KTO (M,) 0.01 0.5 hi 4.0 b-h 15b
KTO (M;3) 0.01 1.0 ghi 0.5 hi 05b
KTO (B1) 2.0 d-1 6.5 a-d 5.5 b-f 4.7 a
KTO (B,) 0.01 1.0 f-1 0.01 0.3b
KTO (Bs) 0.01 1.0 1.5 e-l 0.8b
KTO (N1) 0.5hi 4.0 b-h 14 a 6.2a
KTO (N2) 0.01 1.5 f- 3.5c 1.7b
KTO (N3) 0.01 8.0ab 8.0ab 5.3a
Ortalama 0.7b 2.8a 4.7a

LSD % 5 Besin ortamlari = 4.864; LSD % 5 6n soguk uygulamasi = 2.808; LSD % 5 interaksiyon = 8.425

Besin ortamlari icinde en yliksek kallus olusturan anter
orani % 6.2 ile KTO (N1) sivi besin ortami 6ne gikarken, 4
ve 7 gilnlik 6n soguk uygulamasinin istatistiki olarak
onemli derecede kallus oranini artirdigi saptanmistir
(Sekil 2.a.). En iyi embriyogenik kallus ortami ve
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sartlarinda gelisen embriyonik kalluslarda SGO alindiktan
yaklasik 4-6 hafta sonra sirglin uglari gorilmeye
baslanmis olup, sirginler gelisinceye kadar SGO’da
birakilmistir (Sekil 2.d.). SGO ortamina alindiktan yaklasik
14 hafta sonra sirglnlerin uzadigr goralmastir (Sekil
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2.f). Farkli hormon konsantrasyonlarinin, siirglin
rejenerasyonu orani, Uzerine etkileri 0.01 dizeyinde
istatistiki olarak 6énemli bulunmustur. Farkh BAP, KIN,
NAA ve IBA konsantrasyonlarinin slirglin rejenerasyonu
Uzerinde ©Onem dizeyini belirleyebilmek amaciyla
kullanilan tim ortamlarin arasinda Duncan testi yapilmis
ve sonuglar Cizelge 3’te verilmistir. (Cizelge 3)’'te de
gorualdigla gibi, surgln rejenerasyon orani (slirgiin
olusturan anter orani), % 00.00-.7.5 arasinda degismistir.

En yiksek siirgiin rejenerasyon orani (% 7.5) 2 mg L1 KIN
ve 0.50 mg L NAA, 2 mg L KIN ve 0.50 mg L IBA, en
disuk stirglin rejenerasyon orani ise (% 0.00) 1.0 mg L?
BAP + 0.25 mg L* NAA; 1.0 mg L'* BAP + 0.25 mg L IBA;
1.0 mg LT KIN + 0.25 mg L! NAA iceren MS besin
ortamindan alinmistir.  Besin  ortamlari,  siirglin
rejenerasyonu bakimindan, 0.01 dizeyinde 3 grup
icerisinde yer almislardir.

Cizelge 3. Farkh biylme dizenleyici konsantrasyon ve kombinasyonlarinin Tosunbey cesidi anterlerinde sirgin

olusumu Uzerine etkileri

Table 3. Effects of different growth regulators concentrations and combinations on shoot formation in Tosunbey variety

Biyume diizenleyicileri (mg L?)

Sirgln olusturan anter orani (%)

BAP Kinetin NAA IBA

1.0 - 0.25 - 0.0
2.0 - 0.50 - 0.0
1.0 - - 0.25 0.0
2.0 - - 0.50 7.5a
- 1.0 0.25 - 00c
- 2.0 0.50 - 7.5a
- 1.0 - 0.25 25b
- 2.0 - 0.50 25b

LSD%5=9.444

Demir-2000 c¢esidi anterlerinin in vitro’da kiiltiire
alinmasi ve embriyonik kallus olusumu

Denenen tiim ortamlarda anterlerin etrafinda kiltiire
alindiktan 6-12 hafta sonra kallus olusumu baslamis, 12
ila 16. haftadan sonra kallus buytkliklerinin bariz bir
sekilde arttigi goéralmustlr. Calismada kullanilan tim
besin ortamlari ve 6n soguk muamelelerinde ortalama
kallus orani % 0-8 arasinda degismistir (Cizelge 4). Tim
ortamlarda kallus biyuklikleri bakimindan da bir farklilik
gozlenmemistir. Tosunbey ve Bayraktar-2000 ¢esidi ile
karsilastirildiginda Demir-2000 cesidinde daha hizli ve
daha kompakt kallus olusumu gézlenmistir (Sekil 2.b.).
Farklh temel besin ortamlarinin ve 0n soguk
uygulamasinin kallus olusumu Uzerine etkilerine iliskin
varyans analiz sonuglarina gore, farkli besin ortamlari ve
on soguk uygulamasi, kallus olusturan anter orani %1 (P
<0.01) diizeyinde o6nemli bulunmustur. Ayrica farkh
temel besin ortamlart X 06n soguk uygulamasi
intreaksiyonu, kallus olusumu Uzerine etkileri de %1 (P
<0.01) duzeyinde 6nemlidir.

En yiksek kallus olusturan anter orani % 8 ile KTO (B1)
besin ortamindan 7 giin siireyle sogukta muhafaza edilen
anterlerden elde edilmistir. Buna karsin, on soguk
muamelesi uygulanmadan M;, M,, M3, B3, N, ve Nskallus
tesvik edici ortamlarda kiiltlire alinan anterlerde, 4 giin
slireyle 6n soguk muamelesi uygulanan ve M5, M3, By, B,
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Bs, N2 ve Nskallus tesvik edici ortamlarda kdltiire alinan
anterler ile 7 giin stireyle 6n soguk muamelesi uygulanan
ve N; Kkallus tesvik edici ortamda kiltiire alinan
anterlerde kallus gelisimi gozlemlenememistir. Besin
ortamlariicinde en yiiksek kallus olusturan anter oranlari
sivi (M1, B; ve Ni) besin ortamlarindan elde edilirken, 7
glnlik 6n soguk ortalamasinin istatistiki olarak kallus

oranini artirdigl  saptanmistir  (Sekil 2.c.). En iyi
embriyogenik kallus ortami ve sartlarinda gelisen
embriyonik kalluslarda strgiin  olusumu baslayip

surglinler gelisinceye kadar SGO da birakilarak 3 haftada
bir besin ortami yenilenmistir. Kallus olusturan ve
olusturmayan anterler her muamele igerisinde 100 adet
anterin bulundugu 4 tekerrlrli 90x90 ml’lik petri
kutularina alinmistir. Elde edilen verilere Diizglines ve
ark. (1983) tarafindan bildirildigi sekilde varyans analizi
ve Duncan testi uygulanmistir. Embriyogenik kalluslarda
SGO'’ya alindiktan yaklasik 4-5 hafta sonra stirgin uglari
goziikmeye baslamis olup, strglinler gelisinceye kadar
SGO’da birakilmistir  (Sekil 2.e.). Farkli hormon
konsantrasyonlarinin, sirglin  rejenerasyonu orani
lizerine etkileri 0.01 diizeyinde istatistiki olarak dnemli
bulunmustur.  Farkli  BAP, KIN, NAA ve IBA
konsantrasyonlarinin slirglin rejenerasyonu Uzerinde
onem dlzeyini belirleyebilmek amaciyla kullanilan tim
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ortamlarda, Duncan testi yapilmis ve sonuclar (Cizelge
5)’te verilmistir.

Sekil 2. Bugday cesitlerinde embriyonik kallus ve siirglin olusumu a) Kiltir baslangicindan 8-10 hafta sonra Tosunbey
cesidinde kallus olusumu b) Kdiltiir baslangicindan 8-10 hafta sonra Demir-2000 ¢esidinde kallus oluisumu c) Bayraktar-
2000 cesidi anterleri Gizerinde embriyonik/kompakt kallus olusumu d) Tosunbey cesidinde Embriyogenik kalluslarin
SGO'’ya alindiktan yaklasik 6 hafta sonra sirgiin uglarinin gériilmeye baslamasi e) Demir-2000 c¢esidinde embriyogenik
kalluslar SGO’ya alindiktan yaklasik 4-5 hafta sonra sirglin uglarinin gérilmeye baslamasi f) Tosunbey cesidinde
embriyonik kalluslar SGO’ya alindiktan yaklasik 12 hafta sonra sirglinlerin uzamasi

Figure 2. Embryogenic callus clusters and shoot formation in the wheat varieties a) callus formation in Tosunbey variety
after 8-10 weeks culture initiation b) Callus formation in Demir-2000 variety after 8-10 weeks culture initiation c)
Embryonic/compact callus formation in Bayraktar-2000 variety d) Apperance of shoot tips in Tosunbey variety about 6
weeks later after embryogenic calli are transferred the shoot induction medium e) Apperance of shoot tips in Demir-
2000 variety after 4-5 weeks embryogenic calli are transferred the shoot induction medium f) Extension of the
adventitious shoots in Tosunbey variety approximately after 12 weeks embryonic calli were transferred to the shoot
induction medium
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Cizelge 4. Farkh kallus tesvik ortamlari (KTO) ve 6n soguk uygulamalarinin Demir-2000 gesidinde kallus olusumu

Gzerine etkileri (%)

Table 4. Effects of different callus induction media and pre-cold treatments on callus formation in Demir-2000 variety

(%)

On soguk uygulamasi (giin)

Besin Ortamlari 0 4 7 Ortalama
KTO (M) 0.0e 3.0 bed 4.5 ab 2.5a
KTO (M,) 0.0e 00e 05e 0.2b
KTO (M) 0.0e 00e 1.0de 03b
KTO (B1) 1.5 cde 0.0e 8.0a 3.2a
KTO (By) 05e 0.0e 0.0e 0.2b
KTO (Bs) 0.0e 0.0e 05e 0.2b
KTO (N1) 1.5 cde 4.5 abc 3.0 bed 3.0a
KTO (N3) 0.0e 0.0e 0.0e 00b
KTO (Ns) 0.0e 00e 3.0 cde 1.0b
Ortalama 04b 0.8b 2.3a

LSD % 5 besin ortamlari = 3.504; LSD % 5 6n soguk uygulamasi = 2.023; LSD % 5 interaksiyon = 6.07

Cizelge 5’te de goruldigi gibi, siirglin rejenerasyon orani
(strgln olusturan eksplant orani), % 00.00-.5.0 arasinda
degismistir. En yiiksek slirglin rejenerasyon orani (% 5.0)
2 mg L? KIN ve 0.50 mg L' IBA iceren ortamda

gézlenmistir. Bunu % 2.5 ile 2 mg L™* KIN ve 0.50 mg L
NAA iceren ortami izlemistir. Besin ortamlari, sirgilin
rejenerasyonu bakimindan, 0.01 dizeyinde 2 grup
icerisinde yer almislardir.

Cizelge 5. Farkh biyime diizenleyici konsantrasyon ve kombinasyonlarinin Demir-2000 cesidi anterlerinde siirglin

olusumu Uzerine etkileri

Table 5. Effects of different growth regulators concentrations and combinations on shoot formation in Demir-2000

variety

Buyiume dizenleyicileri (mg L?)

Siirgiin olusturan anter orani (%)

BAP Kinetin NAA IBA

1.0 - 0.25 - 0.0b
2.0 - 0.50 - 0.0b
1.0 - - 0.25 0.0b
2.0 - - 0.50 25ab
- 1.0 0.25 - 0.0b
- 2.0 0.50 - 0.0b
- 1.0 - 0.25 0.0b
- 2.0 - 0.50 5.0a

LSD % 5=7.704

Bayraktar-2000 cesidi anterlerinin in vitro’da kiiltiire
alinmasi ve embriyonik kallus olusumu

2000 yilinda TARM tarafindan tescil ettirilen Bayraktar
2000 cesidinde kullanilan tim besin ortamlari ve 6n
soguk muamelelerinde ortalama kallus orani % 0-5.0
arasinda degismistir (Cizelge 6). Farkli temel besin
ortamlarinin ve 6n soguk uygulamasinin kallus olusumu
Uzerine etkileri incelendiginde sadece 7 glin siireyle 6n
soguk muamelesi yapilan ve KTO (M;) ve KTO (BI1) sivi
ortaminda kultlre alinan anterlerde ¢ok disiik diizeyde
kallus olusumu (sirasiyla % 5.0 ve %3.5) tespit edilmistir.
Sadece 2 ortam ve 7 gin silireyle 6n soguk uygulamasi
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yapilan anterlerde ¢ok diisik diizeyde kallus olusumu
belirlendigi icin istatistiki analiz yapilmamistir. Kiltir
baslangicindan 10 hafta sonra anterler Uzerinde
embriyonik kallus olusumu goérilmustir. Embriyogenik
kalluslar stirgiin olusumu baslayip sirglinler gelisinceye
kadar SGO da birakilarak 3 haftada bir besin ortami
yenilenmistir. M; besin ortamindan 7 giin sireyle
sogukta muhafaza edilen anterlerden kallus {izerinde
olusan 1-2 mm c¢apindaki embriyoidler iceren anterler ile
kallus olusturmayan anterler karisik olarak, MS
mineralleri ve vitaminleri ¢esitli konsantrasyonlarda
sitokinin (BAP ve Kinetin) ve oksinler (IBA ve NAA), % 2
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sukroz ve 7 g L't agardan olusan suirgiin gelisim ortamina
(SGO) aktarilmistir. Embriyogenik kalluslarda sirgiin

olusumu baslayip siirglinler gelisinceye kadar SGO da
birakilarak 3 haftada bir besin ortami yenilenmistir.

Cizelge 6. Farkh kallus tesvik ortamlari (KTO) ve 6n soguk uygulamalarinin Bayraktar-2000 cesidinde kallus olusumu

Uzerine etkileri (%)

Table 6. Effects of different callus induction media and pre-cold treatments on callus formation in Bayraktar-2000

variety (%)

On soguk uygulamasi (giin)

Besin Ortamlari 0 4 - Ortalama
KTO (M,) 0.0 0.0 5.0 1.66
KTO (M,) 0.0 0.0 0.0 0.0
KTO (M;3) 0.0 0.0 0.0 0.0
KTO (B1) 0.0 0.0 3.5 1.16
KTO (B,) 0.0 0.0 0.0 0.0
KTO (Bs) 0.0 0.0 0.0 0.0
KTO (N3) 0.0 0.0 0.0 0.0
KTO (N3) 0.0 0.0 0.0 0.0
KTO (N3) 0.0 0.0 0.0 0.0
Ortalama 0.0 0.0 2.83

Ancak hicbir siirglin gelistirme ortaminda sirgin ucu
primordiasi gozlenmemistir. Cesitlerin androgenetik
kapasiteleri bakimindan karsilastirildiginda kullanilan
genotipler kallus ve sirglin olusum orani bakimindan
farkl tepkiler vermislerdir. Arastirma sonuglarina gore
Tosunbey c¢esidinin Demir-2000 ve Bayraktar-2000
cesidine gore kallus olusturma kapasitesinin daha iyi
oldugu saptanmistir. Bunun yaninda 6zellikle Bayraktar-
2000 cgesidinin dusuk kallus olusturma kapasitesi dikkate
degerdir. Ayrica Demir-2000 cesidinde Bayraktar ve
Tosunbey cesitlerine goére daha erken kallus olusumu
gozlenmis, Demir-2000 c¢esidinde daha hizli ve daha
kompakt kallus olusumu goéze carpmistir. (Bolik ve
Dagustli, 2003) vyaptiklari c¢alismada, ekmeklik
bugdaylarda yiiksek oranda kallus, embriyogenik kallus
ve bitki rejenerasyonu lizerine genotip, besin ortami, 6n
soguk uygulamasi, donor bitkilerin yetistirildigi cevre
kosullan ve karbonhidrat kaynag etkili oldugunu
bildirmislerdir. (Gurel ve ark., 1993) yaptiklari ¢calismada,
resiproksuz olarak diallel melezlenmis 28 adet
makarnalik bugday F1 melezi ve 8 adet ekmeklik bugday
cesidine ait anterlerin belirli bir besin ortamina olan
reaksiyonlariniincelemislerdir. Calisma sonucunda kallus
olusturan anter vyizdeleri bakimindan en yilksek
degerleri, makarnalik bugday Fi’lerinde 7x5 (Islah hatti
1xAltar 84) melezi (% 14.29), ekmeklik bugdaylarda ise
Glenson ¢esidi (% 5.13) vermistir. Patel ve ark. (2004)
yaptiklari calismada bugday mikrospor kiltirinde kilttr
kosullarinin optimizasyonu lzerinde calismislar ve besin
ortaminda katilastirici olarak agar yerine gelrite
kullanildiginda yuksek frekansta mikrospor kokenli

embriyoid elde etmislerdir. (Liu ve ark., 2002) farkli
katilastiricilarin -~ ve  sivi besi  ortaminin  anter
mikrosporlarinda kallus olusumu (zerine farkh etkileri
oldugunu bildirmislerdir. Buna karsilik, bu calismada ise
her ¢ temel besin ortaminda (MS, Ng ve Bs) da sivi besin
ortamlarinin, agar ve gelrite ile katilastirilmis ortamlarina
gore kallus olusturan anter orani bakimindan Tosunbey
ve Demir 2000 cesitlerinde daha etkili oldugu
gorilmastiir. Benzer olarak Bayraktar-2000 cesidinde ise
sadece sivi MS ve Bs ortaminda kallus olusmustur. (Patel
ve ark.,, 2004), CHB ortaminin 2,4-D ile
kombinasyonunun MC17 ortamindan daha iyi sonuglar
verdigi bildirmistir. (Wang ve Chen, 1986) C17 besin
ortaminin anter kiltirindeki 6nemini vurgulamislardir.
Bu ¢alismadaki bulgulara gore ise, temel besin ortami
tiplerinden o6zellikle Tosunbey cesidinde Ng'nin kallus
olusumu Uzerine diger besin ortamlarindan daha etkili
oldugu soylenebilir. (Najia ve ark., 1997) Triticum
turgidum ssp durum da anter kiltlird ile embryo
olusumu ve rejenerasyon protokoliinde, basaklari 8 giin
sire ile +4°C'de 6n (stutmeye uygun oldugunu rapor
etmislerdir. (Redha ve ark., 2000), haploid bitki
frekansini artirmak amaci ile izole edilen anterleri 4 °C'de
3-14 giin siireyle inkibe etmislerdir. (Gu ve Liang, 1997)
yaptiklari calismada, haploid embriyogenik kallustan
Uretilen protoplastlardan bitki rejenerasyonunu 4-
7°C'de 3-6 gin inkiibe edilen basaklardan elde
etmislerdir. Bu calismada da her (¢ cesitte de 7 giin siire
ile +4°C'de on UsUtmeye birakilan anterlerde kallus
olusturma oraninin bariz bir sekilde arttigi gorilmustdr.
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Calsmada kullanilan yerli cesitlerin embryonik kallus
olusturma ve sirglin rejenerasyonu bakimindan farkli
tepkiler verdigi goriilmekte, bu androgenetik kapasite
farkhliklarindan ileri gelmektedir. Ornegin Ulkemizde
yapilan bir calismada resiproksuz olarak diallel
melezlenmis 28 adet makarnalik bugday F1 melezi ve 8
adet ekmeklik bugday cesidine ait anterlerin belirli bir
besin ortamina olan reaksiyonlarini incelemis, Anterlerin
embryoid olusturma oranlari agsindan ise en yiksek
degerler makarnalik bugdaylarda 7x5 (Islah hatti 1x
Mexicali) melezinden (% 55.22) ve ekmeklik bugdaylarda
Glenson c¢esidinden (% 5.98) elde edilmistir (Girel ve
ark., 1993). Pek cok arastirici genotipe 6zgli protokoller
gelistirerek farkli frekanslarda haploid bitki elde
etmislerdir. Tuvesson ve ark. (2000) anter kaltiri
yontemi ile bugdayda ortalama 100 anter basina 3.3
bugday haploid bitkisi elde edilmesini basarmislardir.
(Khan ve ark., 2001), kuraga dayanikli ebevenyler
arasinda vyaptiklari F; melezlerinde % 12.1'e varan
haploid bitki rejenerasyonu elde etmislerdir. Konieczny
ve ark. (2003) 10 adet Polak ekmeklik bugday cesidinde
yaptiklari ¢alismada Apollo gesidinde en yiiksek (% 9.1)
kallus ve haploid bitki (% 0.8) elde etmislerdir. Kullanilan
bliyime regilatorleri anter ya da mikrospor kiltiirinde
son derece Onemlidir. Bugday mikrosporlarinin
embryonik kallus ve siirgiline evrilebilmesi icin genotipe
uygun bir oksin-sitokinin dengesinin saglanmasi pek ¢ok
arastirici tarafindan ortaya konmustur. Farkh arastiricilar
tarafindan bugdayda mikrospor kultiirinde sirgin
olusumunu tesvik etme amaci ile birbirinden farkl
oksin/sitokinin kombinasyonlari kullanilmistir (Gu ve
Liang, 1997; Hansen ve Andersen, 1998; Tuvesson ve
ark., 2000; Khan ve ark., 2001; Abdallah ve ark., 2012;
Lantos ve ark., 2013; Asif ve ark., 2014). Bugdayda
mikrospor kultirinde oOzelikle bazi oksinlerin 6nemi
vurgulanmistir (Zheng ve Konzak, 1999; Patel, 2004)
bugdayda anter kiiltiirii icin 1 mg L BAP ve 1 mg L IAA
iceren besin ortaminin uygun oldugunu bildirmistir. Gu
ve Liang (1997) vyaptiklari ¢alismada, haploid
embriyogenik kallustan Uretilen protoplastlardan bitki
rejenerasyonu icin 0.1 mg L' 2,4-D, 0.5 mg L'? NAA ve 1-
2 mg Lt iceren MS rejenerasyon ortamini dnerilmistir.
Bu calismada da ulkemizde gelistirilen 6nemli ekmeklik
bugday genotiplerinde yiksek frekansta haploid bitki
eldesine yonelik oksin ve sitokinin konsantrasyonlarina
ve kombinasyonlarina uygun bir Grin rejenerasyonu
gelistirilmeye galisilmistir. Buna gére Tosunbey ¢esidinde
en yiksek stirgiin rejenerasyon orani 2 mg L KIN ve 0.50
mg LI NAA, 2 mg LT KIN ve 0.50 mg L IBA elde edilirken,
Demir-2000 ¢esidinde ise 2 mg L™ KIN ve 0.50 mg L IBA
iceren ortamda gozlenmistir. Her ki cesitte de, besin
ortamina ilave edilen KIN ile IBA ve NAA
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kombinasyonlarinin BAP ile IBA ve NAA
kombinasyonlarindan siirglin rejenerasyonu bakimindan
daha olumlu etkilerde bulundugu gorilmistir.
Ekmeklik bugdayda haploid bitki elde etmek amaciyla
ylritilen bu calismada, her lic cesitte de artan on
soguklanma suresinin kallus olusum oranina olumlu
etkilerde bulundugu gorilmistir. Her (¢ temel besin
ortaminda da sivi besin ortamlarinin, agar ve gelrite ile
katilastirilmis ortamlarina gore Tosunbey ve Demir 2000
cesitlerinde pozitif etkisi oldugu belirlenmigstir. Ayrica
Tosunbey cesidinde Ng mineral ve vitaminlerini iceren
kallus tesvik ortaminin kallus olusumu (zerine diger
besin ortamlarindan daha etkili oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bu sonuglara gore, genotipe 6zgli embriyonik
kallus  protokollerinin  gelistirebilecegi  olgusunu
glclendirmistir. Farkh sitokinin tip ve
konsantrasyonlarda embriyonik kalluslardan sirgiin
olusumu Uzerine oksin ve sitokinin kombinasyonlarinin
cesitlerde de farkh etkilere sahip oldugu, bu baglamda bu
sonuglara gore genotipe 6zgl embriyonik kallus
protokollerinin  gelistiriimesinin  yani  sira  kaltlr
kosullarina ilaveten uygun oksin/sitokinin dengesinin
kurularak etkili bir rejenerasyon protokoliiniin
gelistirilebilecegi ortaya konmustur.

OzZET

Amag¢: Bu ¢alismanin  amaci, ekmeklik bugday
genotiplerinde haploid bitki eldesine yodnelik yliksek
frekansta kompakt embriyogenik kallus ve siirgin
olusumu ve farkli temel besin ortami, katilastirici tipi ve
on soguk uygulamalarinin etkilerini ortaya konulmasidir.
Yéntem ve Bulgular: Calismada, Tosunbey, Demir-2000
ve  Bayraktar-2000 ekmeklik  bugday cesitleri
kullaniimistir. Anterler 0, 4 ve 7 giin siireyle 4°C’de 6n
soguk uygulamasina tabi tutulmus, daha sonra farkli
temel besin ortamlarini (MS, Ns, Bs mineralleri ve
vitaminleri) iceren ve sivi, agar ve gelrite ile katilastiriimis
kallus tesvik ortaminda kiltiire alinmistir.

Genel Yorum: Arastirma sonuglarina gore; en ylksek
kallus olusturan anter orani (% 14) sivi Ng besin
ortaminda 7 gilin silireyle sogukta muhafaza edilen
Tosunbey cesidinde elde edilmistir. On soguklanma
slresi artisi embriyonik kallus olusumuna olumlu
etkilerde bulunurken, sivi besin ortamlarinin, agar ve
gelrite ile katilastirilmis besin ortamlarina gére Tosunbey
ve Demir 2000 cesitlerinde pozitif etkisi oldugu,
Tosunbey cesidinde Ng'nin kallus olusumu lzerine diger
besin ortamlarindan daha etkili oldugu goérilmaistr.
Gelisen kalluslar daha sonra gesitli konsantrasyonlarda
BAP, KIN, NAA ve IBA iceren MS besi ortamina (sirgiin
gelisim ortami) transfer edilmistir.
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Calismanin Onemi ve Etkisi: En yiksek sirgiin
rejenerasyon orani (% 7.5) ile Tosunbey cesidinde 2 mg
L1 KIN ve 0.50 mg L' NAA, 2 mg L2 KIN ve 0.50 mg L' IBA
iceren MS besin ortaminda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekmeklik bugday, Triticum aestivum
L, haploid, anter, MS, Ng, Bs mineralleri ve vitaminleri.

TESEKKUR
Bu calismanin bir kismi 1070875 kod numarali TUBITAK

projesinden desteklemistir. Desteklerinden dolayi
TUBITAK'a tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMA BEYANI

Yazar(lar) c¢alisma konusunda ¢lkar catismasinin

olmadigini beyan eder.

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar calismaya esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan eder.
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