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vl u;,mde hizla geligen bitki biyoteknolojisi, biyoteknolojinin en onemli

ndan méxdxr Basta hastaltk ve zararhilara dayamklthik olmak iizere, kiiltiir bitkilerinin
. m “arttirimast ve gevresel streslere karst direng kazanma gibi birgok tarimsal
yil stmlmesmde Klasik 1slah yontemleri gogu kez yetersiz kalmaktadu Oysa, bitki
lopsmde kullanilan doku kiittrd ve bitkilere gen aktarim yontemleri sayesinde ¢ogu
sIahmda tanimsal agidan onemli sonuglar elde edilmistir Caligmamizda amacimiz,
j'dunya niifusupun beslenmesinde en Gnemli besin kaynaklarindan birisi olan
.itklsmm iilkemizde yetigtirilen farklt gesitlerinin doku kaltinindeki rejenerasyon

: m ve Agrobacterium tumefaciens aracihift ile genetik transformasyonunun

Ayrica verilerimizin, bugday

. 'ybnehk olarak yapiimakta olan galigmalara bir katkida bulunacagin disiinmekteyiz.
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Ayse Gil NASIRCILAR
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Danigman: Prof Dr. Kayahan FISKIN

Aralik 2003, 77+x sayfa

Bu ¢aliymada, bugdaym in vitro rejenerasyon yetenegi ve Agrobacterium tumefaciens
_' 11g1 ile genetik transformasyonu aragtiurlmagtir. Olgunlagms embriyo kiltiirinden kallus
'sumu ve siifgiin rejenerasyonuna yonelik etkili bir yontem gelistirmek igin, iki kighk
bu':_ lay tirinden (Iriticum aestivum, Triticum durum) 10 farkli genotipin olgunlagmig
ermb 1onan iclerine degisik bitki biiytime diizenleyiciler eklenmis Murashige & Skoog (MS)
beé:ﬁ ortaminda kiiltive alinmuglardir. Farkh inditksiyon ortamlarinda, kiiltar cevabima
genotxpm etkisi yitksek bulunmustur T aestivum cesitleri arasinda Yakar en iyt rejenerasyon

capasitesine sahipken, 7. durum cegitleri arasinda Kiziltan ve Yilmaz en iyi 1ejenerasyon
_.-_._kapasﬁesme sahip cesitlerdir Kailus olujum oram ve kallusun rejenerasyon kapasitesi
: 'blrbxrmden bagimsiz olmugtur  Olgunlagmig embriyolar, yi boyunca kullamma hazir

olmalanndan dolay1, bugday doku kiiltiriinde etkili bir kaynak olarak kullamlabilir

3 Transformasyon ¢aligmalarinda iki farkh 4 grobacterium tumefaciens sugu kullanimagtir
Olgun embriyo ve olgun embriyodan olusan kalluslar gms ve nptll genlerini tagiyan
- Agrobacterium suglan ile enfekte edildi. Transformasyon ¢alismalan sonucunda, herhangi bir

- aday transgenik bitki elde edilememistir

' ANAHTAR KELIMELER: Somatik embriyogenez, organogenez, Ttiticum aestivum, Triticum
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TRANSFORMATION PROPERTIES OF DIFFERENT WHEAT GENOTYPES
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December 2003, 77+x pages

Iﬁ".'this work, in vitro tegeneration ability and genetic transformation of wheat via

Agmbacteﬂum tumefaciens werte investigated Mature embryos of ten winter wheat genotypes

‘two species of wheat (7. aestivum, T.durum) were cultured in MS medium supplemented

wi jdifferent plant growth regulators to develop an efficient method of callus formation and
".regeneratlon from mature embryo culture A strong genotypic effect on the culture
onses was found in different media While Yakar had the highest regeneration capacity

among the 7' aestivum cultivass, Yilmaz and Kiziltan had an excellent regeneration capacity

among the T durum cultivars. Callus induction rate and regeneration capacity of callus were

fouﬁd independent of each other. Mature embryos being available throughout the year, can be

used an effective explant source in wheat tissue culture

" In transformation works, two different Agrobacterium tumefaciens strains was used.

Mature embryo and mature embryo derived calli were transformed using disarmed

'.-:A'grobacterium strains carrying both gus and mptl] genes. In results of transformation

| experiments, no putative transgenic plants were obtained by histochemical GUS assay

- KEYWORDS: Somatic embryogenesis, organogenesis, 7 aestivum, 1 durum, Agrobacterium
tumefaciens, wheat transformation
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ﬁtra Rejenerasyon Cahsmalan
ugdaym dnemi ve kullamm alanlan

Butun diinyada en onemli besin kaynagmi olusturan tahillardan yaklagik olarak

i 110000 yitlaninda yararfanmaya baglanmugtir (Cinar 2003). 785 cins ve 10000 den
_f 5:_ tiiril kapsayan Gramineae (Poaceae) familyast Angiospermae (kapah tohumlu
' Ier) nin en kalabalik familyalarindan birisi ve en énemlisidir Insan beslenmesinde
mli yeri olan ve hayvancihkta yem kaynad olarak kuitanilan birgok bitki tiiri bu
a;ﬁilyamn ttyesidir (Biiriin 1996).

Bugday da misir ve geltik gibi, diinyadaki belli bash tahil Griinlerini igeren Poaceae
lyasimuin bir ayesidir (Patnaik ve Khurana 2001) Bugday, M.O. 10000-15000
yiliérmda Orta Dogu’ da vetistirilmis ve tarih ¢ncesi dénemde besin kaynaf olarak
Hamlmaya baglanmstir (Quisenberry ve Reitz 1967) Yenilebilir tahillar arasinda
_'.--Bﬁgday, diinya populasyonunun beslenmesi igin en fazia protein ve enerji saglayan
'kaynakla.rdan birisidir (Patnaik ve Khurana 2001, Quisenberry ve Reitz 1967, Ahmad
. 'vd 2002b). Bugday, diger tahul triinleri gibi, besin maddesi olarak bazi dogal
4 avantajlara sahiptir Bunlar arasinda besleyici olmasi, depolanma ve taginmasimn kolay
: ~ olmast ve kolayca islenebilme 6zelligi sayilabilir (Quisenberry ve Reitz 1967). Bugday
| diger tahitlardan farkli olarak, mayalt ekmek vapiminda kullanlabilen tek tahild:r
(Barro vd 1997) Aynca g¢ok farkh iklim kogullarina uyum yetenegine sahip olup,
hastalik ve zararlilara kars: dayamkhidi Ekmek, makarna, bulgur ve diger bazi besin
maddelerinin yapiminda ve hayvan beslenmesinde ¢ok biiyitk éneme sahiptir. Sap, tane

ve kok kalintilar: topragin organik maddesine katkida bulunur (Cinar 2003)

FAQO 2001 yili istatistiklerine bakildiginda, diinya tahil tiretimindeki siralama;
nusw, piring, bugday, aipa, sorghum, dari, yulaf ve ¢avdar geklinde gergeklesmis olup
bu siralama ilkemiz igin bugday, arpa, musir, piring, yulaf, ¢avdar ve dar1 seklindedir
{Cinar 2003).
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Giiniimiizde, uretilen bugdayin % 95 i ekmek ve difer hamurlu trinlerin
hazrlanmasinda  kullanilan hexaploid tiptir (Patnaik ve Khurana 2001). Trificum
agst]vum L. olarak adlandilan bu tip, ekmek yapmmnda kullanidmas: nedeniyle
._:ék-meklik bugday olarak da bilinir (Quisenberry ve Reitz 1967) Geri kalan % 5 lik
':.':k.l.sxm ise genel olarak makarna ve biskiivi yapImlndé kullanilan tetraploid durum
_'f:bugdayldxr (Patnatk ve Khutana 2001) Triticum duwrum, makarmna yaprminda
kullanifmast nedeniyle makarnalik bugday olarak da isimlendirilir (Quisenbetry ve
"f_-Reitz 1967) Baz iilke ve bolgelerde gok kiigiik alanlarda diger baz tiirler de yetistirilir.
--.'Bunlar kaplica (Zriticum monococcum), gemik (Triticum dicoccum) ve topbas (Titicum

+ compactum) olarak isimlendirilen bugdaylardir (Cinar 2003)

'1.1.2. Bitki doku Kkiiltiirleri

Bitki doku kuftiitti; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortamunda, biitin bir bitki,
hicre (meristemnatik hiicreler, siispansiyon veya kallus hicreleri), doku (cesithi bitki
Kastmlars = eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb ) gibi bitki kistmlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel iriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir Yeni cesit
geligtirmek ve meveut gesitlerde genetik gesitlilik olusturmak doku kiiltiiriiniin temel
| amagclar: arasinda sayilabilir Bu nedenle bitki doku kultiirleri genetiksel iyilestirme
- ¢aliymalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda ve cogaltlmast zor olan tirlerin dretiminde, ¢esitli doku kiiltiri

yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir

Bitki doku kiiltiirii iglemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullamlan temel sistem
bitki rejenerasyonudur (Purnhauser vd 1987) In vifro bitki rejenerasyon yontemlerinin
amacr, kallusta meristematik bolgelerin ve meristematik stirglinlerin  olugumunu
arttirmaktir (Vnuchkova vd 1993) Bitki rejenerasyonu, kiiltiiri yapilan hiicrelerin
ozellikleri itibariyla ti¢ kisimda incelenebilir: 1) Organize olmus meristematik hiicreleri
iceren somatik dokulardan rejenerasyon, 2) meristematik olmayan somatik hiicrelerden
Iejenerasyon ve 3) mayoz boliinme gegirmis gametik hicrelerden rejenerasyon Birinci
tip rejenerasyonda ug ve yan meristemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Buna meristem kiltiiri

yoluyla kional gogaltim denir. Elde edilen hiicreler tamamen verici bitkiye benzerler




:]enerasyon, dogrudan bir bitki eksplantimn kesilmis yiizeylerindeki belirli

erin bir kismnin, genellikle bitki bityiime diizenleyicilerinin {ozellikle

bltklyl (dogrudan organogenesis) veya bir somatik hiicrenin siirekti bokinerek

' :_ e daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmast (dogrudan somatik
seklinde olabilir Ayrica her iki durum belitli bir kallus, proto-kaltus

y enes1s)

hiicre suspanmyonu olusumu devresinden sonra da ortaya cikabilir (dolayh

neae familyas: igerisinde yer alan tahil ve bugdaygil yem bitkilerinde
doku kilttiri teknikleri; kallus kitltir, embriyo kiiltiiri, anter kiltiiris, hiicre
n kitltiiris ve protoplast kiiltiira olarak sayilabilir (Birin 1996).

G’ramz
lanan

pansiyo

' Kallus kiiltirg, bitkilerin degisik organ dokularinin kallus (farkblasmammg hilcre
ylglm) olugturmaya tesvik edilmesidir. Kailus elde etmek igin kok, kotiledon, hipokotil,
aprak ayasi, damar, ¢icek durumu, embrivo (olgun ve olgunlagmamig), govde

ri vb bitki kisimlar: eksplant olarak kullanilmaktadir: Kallus embriyogenik

gmentle
bilir veya oimayabilir. Ancak, kallus dokusundan bitki rejenerasyonu igin

__.ernbnyogemk kallus onem tasimaktadw (Birin 1996). Kallus tirleri, in vitro
cogaltimda, kiltirde ortaya gtkan somaklonal varyasyondan yararlanmada, hiicre

 siispanstyon kiltiitlerinin olusturulmast ve gen i ansferlerinin uygulanabilmesi amaciyla

 kullamimaktadur (Biriin 1996).

Kiiltiire alinmis hiicre ve dokulardan yeni bir bitkinin etkili bir sekilde rejenere
olmasy, firiin 1slahmda biyoteknolojik yontemlerin basariyla uygulanmasi igin gereklidir
(ngeh vd 1998, Redway vd 1990). Kallus kitltiirlerinden bitki rejenerasyonu, bitki
iiretim programlan igin olduk¢a kullanigh bir yontemdir. Bu nedenle kallustan bitki
ir sistem kurulmasy hiicre ve doku kultiir arastirmalarinin

vd 1998, Ozgen vd 1996). Etkili bir doku kiiltir

rejenerasyonu igin etkili b
basanis1 igin gereklidir (Ozgen
teknifiinin kurulmasi, monokotiledonlarda ozellikle de Gramineae familyasinda,
dikotiledonlara gore daha zotdur. In vitro doku kiittiirlerinde kallus olugumu ve olusan

kalluslardan bitki rejenerasyonunun diizeyi, temel olarak genotip (Purnhauser vd 1987,

B s om e XTR




hkova vd 1993) cografik orijin, donér bitkinin fizyolojik sartlari, eksplant olarak
an bitki organlar,

smektedir (Ozgen vd 1996)

liiltir ortamt ve bunlar arasindaki etkilesimden

ugday, en onemli besin maddelerinden biri olmas1 nedeniyle, in vifro kiilttirlerde

ejenerasyonu ook gahsilan bir bitkidir (Delporte vd 2001). Bugdaym doku kultirtnde

an bitki rejenerasyonu genellikle eksplant

kallus olusturmast ve olugan kallustard
aynagl, genotip ve kiiltiir ortamina baghidir (Ozgen vd 1998). Genotipin etkisi nuklear
den kaynaklanmaktadir. Bu3dayda doku kiiltiirii yamt: tek

.'.veya sitoplazmik bilegenler
veya birkag kromozomla kontrol edilir (Ozgen vd 2001)

i Bugdayda farkl: eksplant kaynaklar: somatik kallus kiltird icin kullanilmaktadir.
- 'Bu eksplantlar arasmda olgunlagmamig embriyo, olgunlasmamis yaprak ve cigek
durumu, olgun embriyo, mezokotil, tohum, apikal meristem (Ozgen vd 1996), anter ve
gf_' izole edilmis mikrosportar (Delporte vd 2001) bulunmaktadir. Bu dokularm bitun bir
bitkiye rejenere olabilme kabiliyeti birbirinden farkhdir (Delporte vd 2001) Kiiltare
alman eksplantlarda hilcre bolinmeleri ve DNA sentezi kiiltiiriin @i¢ giinii igerisinde

| baglamakta ve hicre proliferasyonu bir hafta icerisinde fark edilmektedir Hicre

bolanmeleri prokambiyal / vaskiler dokulardan meydana gelmektedir (Birin 1996).
vitro kosullarda rejenere olabilen en etkili doku olarak

Olgunlagmamg embriyo, in
bulunmugtur (Delporte vd 2001, Ozgen vd 1998) Olgunlagmamig embriyolar bugday

doku kiiltariinde en sik kullanitan eksplant kaynagi olmasmna ragmen, sadece yilin belli
bir donemi kullanima uygun durumdadit (Ozgen 1996) Genellikie olgunlagmamig

embriyolarin fejenerasyon ve transformasyon yetenegi, ahndift bitkinin btiylime

sartlarmdan etkilenmektedir. Bu bitkinin kiiltiirasyonu da bazen gok zor olabilmektedir

(Delporte vd 2001). Bu nedenle in vifro kiiltiir olusumu igin kullanim: oldukea sturlidir
n vd

Olgun embriyolarin kullamimas igin boyle bir zaman kisitlamast yoktur (Ozge

1998). Olgun embriyolarnn fizyolojik durumu olgunlagmarms embriyonun aksine pek
olabi gibi baz1 ek

farklhilik gostermez. Ustelik embriyonun alindig1 bitkinin sera, iklim d
ihtiyaglart bulunan ortamlarda yetigtirilmesine de gerek yoktur Tohumlar tarladan

toplanip gelecekte kullanilmak tzere depo edilmektedir Boylece yeterli miktarda

materyal elde edilmekte ve caliyma da kolaylagmaktadir (Delporte vd 2001) Yilm her




ullanima hazir olmasina ragmen olgun embriyolar kallus olusum sikligtnin
'61ma31 nedeniyle eksplant kaynag: olarak pek tercih edilmemektedir (Ozgen vd
8) Ancak geligtiriten baz1 yeni teknikletle, olgun embriyolar da kallus olusumu igin
anglg materyali olarak basarih bir gekilde kullanilmaya baglanmgtic (Ozgen vd
2 ¢ahgmalarda embriyonun tercih edilmesinin nedeni, embriyogenik
us iretim orammn embriyogenik olmayan dokulara goére daha fazla olmasidir
Ipone vd 2001). Kiltire alinan embriyo, kallus olusturmaya tegvik edilir ve
re;enerasyonla bitkiter elde edilir Bugdaygillerde hem  somatik

enesis beraber veya strasiyla meydana gelebilirken

b cn ' de organogenesis esas Iegjenerasyon yontemi olmaktadir (Biriin 1996)

'.(")zgen vd (1996), bugdayda yiksek oranda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
lde etmek amaciyla yedi farkli makarnalik kighk bugday cesidinin olgun ve
lgunlasmamls embriyolanim kiiltire almaglardir Calismada olgunlagmamig embriyolar
i :_ 2 mg/L 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) igeren Murashige Skoog (MS) besin

_ortami kullamiirken, olgun embriyolar sigirilmig tohum izerinde hafifce oynatildiktan

onra 8 mg/L 2,4-D igeren ortama yerlegtirilmistir.

Ozgen vd (1998), olgunlagmiy embriyo kiiltiitlerinden kallus olugumu ve stirgiin

‘rejenerasyonuna yonelik etkili bir yontem gelistirmek igin 12 farkh kighk bugday
(Iriticum aestivum) genotipinin olgunlagmamiy ve olgun embriyolarmin in vifro

- kultiiriini yapmiglardir

Karaca ve Buriin (1999), Dogu 88 bugday cesidinin olgun ve olgun olmayan
' embriyolarim 2,4-D, kinetin, naftalen asetikasit {NAA) veya asparajin kanimig MS

ortaminda kiiltiire almiglardar.
1.1.3. Organogenezis

Organogenesis, hiicre ve dokulara bask: uygulamp bazt degigikliklere sebep

olunarak strgim ve kok primordiumu (taslag) diye isimlendirilen tek kutuplu ve




:.Ier sisterni, kokenini aldigi dokuya bagh olan bir yapinin meydana gelmesine yol

Organogenesisde bagan1 elde etmenin en Snemli kosullanndan birisi, uygun bir
kg'plant kaynagmun  segilmesidir Norma! sartlarda herhangi bir bitki parcast
I_..gahogenesis caligmalarmda eksplant olarak kullamlabilir, fakat yaygmn olarak
allantantar; govde, kok, yaprak, cigek durumu, yumurtalik veya yumuria hitcrest,

_libﬁledon ve hipokotil gibi fide organlari ve tohum embriyosudur. Bu tir eksplantlar

.' 6grudan veya kallus tizerinden dolayh olarak organ ve embriyoyu olugstururlar.

Oksin ve sitokinin iz vitro kiiltiirlerde en sik ihtiyag duyulan iki bitki bitylime
 gizenleyicisidit (Gurel vd 2001) Bitki biyiime duzenleyicileri hiicre bolinmesini
yyarmaktadir (Francis ve Sorrell 2001). Ortamda bulunan sitokinin ve oksinin yoguniuk
Ve oram in vitro bitytimenin miktar ve gesidini diizenler En fazla kullanilan oksinler
':_'5'2,4--D, NAA, indol asetik asit (IAA) ve indol butirik asit (IBA)’ dir Oksinter 0,06-27
uM (0,01-5,0 mg/L) arasinda degisen yoguniuklarda kullamlmigtir. Digartdan verilen
* oksin veya sitokininden bir tanesi baz durumlarda organogenesis igin yeterli olabilir

. (Babaoglu vd 2001)

Bugdaygil tiirleri ile yapilan denemelerde, en yaygin olarak yapay bir oksin olan
24D 1,0-50 mg/l ocraninda tcullaniimaktadr Daha yiksek yogunhuklan bitki
rejenerasyonunu engellemektedir Kallus kisttiirlerinde kinetin eklenimine gereksinim
olmadis, hatta 2,4-D ve 1AA igeren kinetinsiz ortamlarda embriyolarn tamaminn
kallus Grettigi belirtitmektedir. Ortama prolin, glimus nitrat, absisik asit, hindistan cevizi

siitii eklenmesine gerek bulunmamaktadir (Biiriin 1996)

Armstrong vd (1987), yapmus olduklan caligmada haploid bugday bitkisinin Gretimi
icin anter kiltiird yapmglardir. ilk asamada 1,5 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L kinetin ve % 10
Ficol 400 igeren stvi ortamda kultire alinan anterler 28 °C” de 3-7 hafta bekletilmisgtir
Daha sonra dokular 1,5 mg/L kinetin, 1 mg/L IAA ve % 0,7 agar iceren MS ortamina
aktarilmus ve sonugta kallus tizerinde yesil biiyime noktaciklart olusarak organogenesis

yoluyla siirgiin olusumu gergeklegmistir.




atik embriyogenezis

iicrelerinden embriyo elde edilmesi déllenmis yumurta hiicresiyle simrls

hﬁci'eler'ine embriyo Gretimi igin yeniden zigotik bir kapasite kazandirdifi

; lm '_ktedir (Ozcan vd 2001a). Somatik embriyolar tek bir hiicreden dogrudan veya

hiler dﬁ\}én incelir, hitcreler genisler, vakuol olusumu artar ve embriyogenik hiicreler
riyogenik olmayan bir hale doniigir Bu nedenle kiltiirasyon boyunca

h_r;yo'genik yapimn korunmasi igin 2,4-D diizeyi ¢ok iyi korunmalidir (Vasil 1988).

Somatik embriyolar organogenesis yoluyla gelisen sirginlerden farkhihk
irler. Govde-kok eksenine aym zamanda sahip olup, asi doku ile vaskular
é’g__ antilart olmadig; icin dokudan kolaylikla aynlabilirler. Giiniimiizde bugday, rmsur,
_g:k_alf_ik, soya, bezelye ve yonca gibi birgok onemli kiiltir bitkisinde yiksek oranda
-s_p"rr_iétik embriyo iireten yontemler geligtirilmektedir (Ozcan vd 2001a). Gramineae
_ amilyasmda daha az goriildingit disiiniilen somatik embriyogenesis giiniimtizde in vitro
:.biﬂ;i rejenerasyonu igin en yaygin yontem clarak kullamlmaktadr (Vasil 1988).
;fﬁkmeklik ve makarnalik bugdaylar, eltik, arpa ve musur somatik embriyogenesisin
_olustugq tahillar arasinda yer almaktadir (Benkirane vd 2000).

Somatik embrivogenesis hizli ¢ogaltimda, sentetik tohum Uretiminde ve gen

aktariminda énemli bir potansiyele sahiptir (Ozcan vd 2001a)

Bitki rejenerasyon denemelerinde genellikle, protoplast kiiltirlerinde oldugu gibi,
tek bir hiicrese! orijinden koken alan yontemler kullamimaktadir Protoplast kiiltird

yoluyla verimli bitki olusturulmas: bitkilerde, ozellikle de tahillarda genetik




e,,d,;ﬁgi okniklerinin bagaril bir sekilde uygulanmas: igin gereklidir. Tahillarda,

nyogemk hiicre siispansiyonlarindan elde edilen protoplastlarin kiiltiire alinmast
cu..bltkl rejenerasyonu, uygulanan bir yontemdir Fakat bugdayda protoplast

inden rejenerasyon oldukea azdir. Ayniea rejenere olan bitkiler de canliliklanim
. siire koruyamazlar ve tohum olugturamazlar {Ahmed ve Sagi 1993). Protoplast
. nden daha bagarili olan bir differ yOntem ise somatik embriyogenezistir

nger ve Schauz 1987)

ﬁugdayda kiiltiire almmus eksplantlann rejenerasyonu farklhi cesitlerde yapilmistic
'(Papenfus ve Carman 1987). Fakat bugdaydan bitki rejenerasyonu kararsiz, seyrek ve
fazla  iiretken olmayan bir olaydir (Ahmad vd 2002b). Baz1 bugday cesitlerinden az
_sa"da sirgiin elde edilirken, bazilanmn olgunlagmamiy embriyolanndan kallus
indiksiyonu bagansizlikla  sonuclanmustir Cesitler arasindaki bu farkliliklar
:rejenerasyon sekline de baglidr Bugdayda bu rejenerasyon yontemleri somatik

‘embriyogenezis veya adventif sirgiin olusumu yoluyla olabilmektedir (Papenfus ve

Bugday doku kuitiiriniin bagars:, aynt zamanda ¢egitli morfolojik olaylar igin
'gerekii olan en uygun besin ortaminn ve hormonlarin segilmesine de baghidu. Oksin
kaynag olarak 2,4-D kullamldigiinda gofu gesitte siirgiin olusumu gozlenir (Papenfus ve
- Carman 1987) Misinn olgunlagmamg embriyolant g¢ikanhp killtir ortamina
yerlestirildiginde skutellum hiicreleri aktif hale gelir, organel sayisinda artig olur ve
vakuol olusumu ile birlikte nuklear morfoloji degisir Bu reaksiyon sok cevabi olarak
- adlanduthr Bu olay 24 saat iginde gergeklesir ve 2,4- D varligina bagh degildir. Sok
cevabmn ardindan olusan ikinci olay ise kallus olusumunun baslamasidir. Bu olay
biiylime yantt: olarak adlandiilip 2,4-D varligina baghdir Hiserelerdeki mitotik aktivite
ile karakterize edilen bu olay, hiicrelerin 2,4-D °ye hassas olmas: sonucunda olugur

(Bronsema vd 1997)

Hunsinger ve Schauz (1987), kislik bugday cesitlerinin somatik embriyogenezine

dicamba’nin etkisini aragtrmuslardir Caligmalarinda geligimin farkh asamalarindaki




mbnyolann skutellasim kullanmiglardir. Caligma sonucunda 4 - 6 hafta iginde, oldukga

sek oranda rejenere olan kallus ve embriyoidler iiretmisierdir

papenfus ve Carman (1987), iki farkhh bufday gesitinin  olgunlagmamig
riyolariny kiltiire alarak, kallus ve sirgin olusumuna dicamba ve 2,4-D’ nin
lerini karsilastrmiglardir Dicamba’ nin siirgiin olugturma oranam 2, 4-D ye gbre

fazla oldugunu galigma sonucunda bulmusglardr.

i Redway vd (1990), Triticum aestivam’ un sekiz ticari ¢esitinin antet, gigek durumu
.'ve olgunlagmamig embriyolanni kulianarak embriyogenik kallus olusturmuglardir.

‘Kallus olusumu ve rejenerasyon sikhig acisindan farkh ortamiarda kiiltiire alinan

“olgunlagmami$ embriyo ve gigek durumu arasinda bir fark gozlememiglerdir

Pauk vd (1994), somatik embriyogenik kalluslardan, embriyogenik siispansiyon
killtirferi olusturmuglarda. Bu siispansiyonlardan  etde ettikleri protoplastlardan,

somatik embriyogenezis yoluyla % 9 oranmnda verimli bitki elde etmeyi basarmiglardir.

Maes vd {1996), izole edilmis skuteflum kullanarak yaptiklart caligmada; genotip,
kidtir ortami, eksplant boyutu ve sofuk On uygulamas: gibi faktorlerin somatik
embriyogenezis ve rejenerasyon izerine etkilerini aragtrnmslardir, Caligma sonucunda,
diger faktorlerle kiyaslandifinda genotipin etkisi tiim diger faktorlerden istim

bulunmugtur

Benkirane vd (2000), 10 farkli durum bugday gesitinin olgunlagmams infloresens
ve koleoptil fragmentlerini kiitiire alarak somatik embriyogenezis yoluyla bitki eide
etmiglerdir. Hem koleoptil hem de infloresens eksplantlarinda kallus indiksiyonu ve

bitki rejenerasyonu igin genotip &nemli bir faktor olarak bulunmustur.

Delporte vd (2001), olgun embriyo kullanarak bir bufday rejenerasyon sistemi
geligtirmiglerdir Embriyolar, steril naylon bir siizgeg kullanarak pargalara aynlmis ve
10 pM 2,4-D ile desteklenmis kat: ortamda embriyogenik kallus olugumu i¢in baslangi¢
eksplant olarak kullamlmigtir




. Genetik Transformasyon

; “Gen aktanm yontemleri

Bltkllere gen aktariminm bastamastyla, giiniimizde bitki biyoteknolojisi, gok gesitli

anizmalardan elde edilen genlerin bitkilere aktanimasint saglarmgtir. Biyoteknolojik
yakiasmlarla geligmis oOzelliklere sahip olan gesitlerin iiretilmesi igin geleneksel 1slah
- _yontemlenne gore ¢ok daha az zaman harcanmaktadw (Patnaik ve Khurana 2001) Bazi
emli tarm drinlerini de igeren pek ¢ok bitki tird igin, giintimiizde, transformasyon
rutm bir teknik haline gelmigtir Sonugta, hastaliklara, bocek ve herbisitlere direng
saglayan genlerle, bitkisel Griinlerin yapisini degistirecek genterin aktariimastyla, daha
dayamkh ve kaliteli uiriinler elde edilmigtir.

- Herhangi bir gen aktanm sisteminin esasin, tam bir bitki olusturabilme yetenegine
sahip olan hiicrelerin kromozomlarina, istenilen genleri tagtyan bir DNA pargasinm
kalic1 olarak yerlegtirilmesi ve o hitcrelerden yeni bitki elde edilmesi olusturmaktadir
(Ozcan vd 2001b) Bugin uygulanan ve gelismekte olan pek ¢ok bitki gen aktarim
sistemi bulunmaktadir Bunlar, protoplastlar aracthif ile gen transferi, saglam dokularnn
éi'ektr‘oporasycnu, mikroinjeksiyon (Cocking ve Davey 1987, mikroprojeksiyon
bombardiman teknigi, silikon-karbid fibriller aracihgy ve Agrobacterium aracilift ile
'gen aktanm teknikleri (Taskin 1997) olarak stralanabilir  Giiniimitzde, bitkilere gen
aktanminda en yaygmn olarak kullamlan canh vektor, Agrobacterium tumefaciens
bakterisidir. Bu bakteri sayesinde hemen hemen tiim kiilt(ir bitkilerinde transgenik bitki
: elde edilebilmigtir. Baglangigta bugdaygilleri de igeren tek cenekli bitkilere
;.1;'_.'Agrobacterium aracithigiyla yapilan gen aktarim caligmalarinda istenilen bagarrya
“ulagtlamamustir. Ancak son yilarda musir, celtik, arpa ve bugday gibi tek genekli
bitkilere de gen aktariom yapilabilmektedir Dogrudan gen aktanm yontemlerine gore,
. A tumefaciens ile gen aktariminin daha kolay ve ckonomik olmast bu yontemi popiler

- kilmagtir (Ozean vd 2001b)




22 Agrobacterium aracthftyla gen aktarimnm mekanizmasi

: Agrobacterium, Rbhizobiaceae familyasindan toprakia yagayan gram negatif bir
akteridir (Ozcan vd 2001b). Dikotiledon bitkilerde kok bogaz uruna neden olmaktadir

\farks vd 1989)

Oksin ve sitokinin grubu bitki hormoniary, bitki hiicrelerinin in virro kosullarda
alarak kallus olugturabilmeleri igin mutlaka gereklidir Oysa Agmbacterium
tafaﬁndan bir kez tiimér olusumu baglatildiktan sonra, timdor
4 osullarinda,  bakteri olmadan ve vardimeci hormonlara ihtiyag duymadan
biyiitilebilmektedit (Ozcan vd 2001b, Hooykaas ve Schilperoort 1992). Yapilan
Harastlrmalaida, enfeksivon sonucu olusan dokularm, normal bitki hiicreleri tarafindan
.-uretﬂmeyen bazi amino asit ve geker tiirevlerini sentezledigi goriilmiigtiir. Bu bilegikler
gehel olarak opin olarak adlandinimaktadsyr (Hiei vd 1997). Timorla dokumun
entezledigi opinlerin tirleri {octopin, nopalin, leucinopin gibi) enfekte eden bakteri
usu tarafindan belirlenir (Hooykaas ve Schilperoot 1992) Bu bilesikler bakteri
tarafindan karbon ve azot kayna@: olarak kullamlir (Ozcan vd 2001b)

_ Timor olusturan (virillent) Agrobacterium hatlar: ile yapilan ayuntih gahgmalar,
" tiimér olusumu ile opin sentezinin, bakteride bulunan 200 kb’ den daha biyik bir
: megaplazmid tizerinde bulunan hareketli bir DNA pargast (T-DNA) ile iligkili oldugunu

© gostermistiv  Agrobacterium enfeksiyonu sonucunda T-DNA bolgesi bitki hiicresine

... aktanimakta ve kromozomlatla stabil olarak bittnlesmektedir. T-DNA bolgesinde

" bulunan genlerin transkripsiyonu sonucunda timér ve sagak kok olusumu ile opin

. sentezi gergeklesmektedir (Ozcan vd 2001b) T-DNA bolgesini tagiyan bu plazmit, bitki
' timor indiksiyonundaki rolii nedeniyle T (timor indiikleyici ) plazmit olarak

~ adlandinlir (Hooykaas ve Schilperoort 1992)

Agrobacterium bakterisi, bitki hiicrelerine T-DNA aktarmu igin gerekli olan ¢
bolgeyi tagimaktadr Bunlar, T-DNA bolgesi, viriilens (vir) bolgesi ve bakteri
kromozomlarinda bulunan chvA, chvB, pscA ve attR genleridir (Sekil 1.1) (Ozcan vd
2001b)




Agrobacterium

| 1.1..Agrobacterium’dan bitki hiicrelerine T-DNA aktanimu igin gerekli olan dgeler
(Ozcan vd 2001b)

. Agrobacterium® un bitki hticrelerine tutunmasi ve koloni olugturmasi tiimor

lusumu igin gerekli olan ilk asamadir. Agrobacterium enfeksiyonu diisiik molekiil
girlikh fenolik bilesikieri salgilayan, yaralanmis veya hizl1 boliinen siispansiyon
h érelerim'n varhigimda gergeklesmektedit (Ozcan vd 2001b).  Yaralanmus  bitki
crelerinin varhgi, timdr indikleyici virillens (vir) bdlgesi aracthifiyla bir seri
~molekiiler mekanizmanin olusumunu baglatit (Walden ve Schell 1990, Zachwieja ve
Minocha 1991). Kromozomal chvA, chvB ve pscA viriilens genlerinin B-1,2 glukan ve
diger sekerlerin sentezlenmesinde ve dolayh olarak bakterinin tutunmasinda rol aldig
-:'bilinmektedir. Bakteri, bitki hiicte duvarma tutunduktan sonra, yaralanmis bitki
hiicrelerinden salgilanan fenolik bilesikleri, Agrobacterium’un algilamasiyla T-DNA
.' aktarim iglemi baglamstic (Sekil 1 2).

Normalde bitkilerde fitoaleksin ve lignin biyosentezinde rol aldig: tahmin edilen
asetosiringon gibi fenolik bilesikler, bakteri hiictesine girerek vir genlerini uyarmaktadir
(Ozcan vd 2001b). T; plazmidinin 40 kb* lik vir bélgesi viriilensten sorumbu 24 geni
igerir, Bu genler vir A’dan vir H’ ye kadar 8 operondan olusur ve bitlikte regiile edilir

(Hooykaas ve Schilperoot 1992). Bu genlerin bazilan stirekli ifade edilirken bir kism




sadéée, bakteri yaralanms bitki dokulanindan salgilanan sinyal molekiillerine maruz
' 'gxﬁda aretilir (Zachwieja ve Minocha 1991) Viriilens bolgesi tarafindan kodianan
e VirG proteinleri, fenolik inditkleyicilerin varhfinda dier vir genlerinin
"i‘vasj(onuna aracihik eder (Hooykaas ve Schilpercort 1992). Vir A proteini, bir
p.enplazmik ve iki transmembran (TM; ve TMy) olmak tizere {i¢ bolgeden olugmaktadir.

plézmik kismi monosakkaritlerin yakalanmasinda rol oynarken, TM; ve TM,

algilama ve sinyal verme gorevini ustlenmektedir Kinaz TM; bolgesi, yaralanmg bitki
screlerinden salgilanan sinyal proteinlerini algilayarak fosforilasyonla Vir A’ nin
uya_.n.l.masmda onemli rol oynamaktadir Uyartlan Vir A, kendi fosfatim sitoplazmik bir
DNA baglanma proteini olan Vir G proteinine aktarma kapasitesine sahiptir. Vir A
taféﬁndan fosforilasyona ugrayan Vir G, daha sonra diger vir genlerinin ifadelerinin
.é'nlenmesinde transkripsiyonel faktér olarak gorev yapar Vir G proteini tarafindan
uy_aﬁlan vir genlerine ait proteinlerin dnemli bir kismi T; plazmidinden bitki hiicresine

T-DNA aktanminda dogrudan gorev aimaktadir (Cizelge 1 1} (Ozcan vd 2001b)

Qizelge 1.1 Vir genleri tarafindan kodlanan proteinlerin Agrobacterium ve bitki
" hiicrelerindeki fonksiyonlar: (Ozcan vd 2001b)

i | Agrobacteriurm’ daki fonksiyonu Bitkidski fonksiyonu

Fenolik alglaynic
Fenotik tepld regiilatGri

T-pilosunun sentezi ve olugumu

Mubtemel baglanma proleini, T-DNA transferinin artfirslmasi

Trt vivo T-DNA prosesi ve gift sarmal T-DNA’ nin syurfarinda in
vitro centik aqlmass

T-DNA smr spesifik endonilileaz; muhtemelen T iplikeigini | T iplikciginin 5° ekzonikleotitik depradasyondan
bitkiys tagtyan pilot proteini korunmas: ve bitki genomuna entegrasyonu

Vir Ey" min Agrobacterium’ dan tagnmasi ve korunmast B
Agrobacterium’ da muktemef T kompleksinin olugunm Bitikide muttemel T kompleksinin olugums;, T
iplikgiginin ntikleolitik degradasyondan

korimmasi, niklear hedeflenmest ve olugam

naklear agkhk kompleksinden gegist

Konukqu duyarhlik faktord, bitki hitcresinin
boltnme gemberinin diizenlenmesi igin Skp 1
proteinteriyle muhtemet etkilegim

—

Mubtemel sitokrom p430 enzimi P
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ZSlel 12, Yaralanmis bitki hiicreleri tarafindan salgilanan fenolik bilesiklerin vir
. genlerini uyarmasi ve bitki hiicresine T-DNA transfeti (Ozcan vd 2001b)




Yir genlerinin uyarilmasiun sonucunda T-DNA’ nim alt sarmalina homolog, tek
-Sam{gﬁ bir DNA molekilii (T-iplikcigi) tiretilit, T-DNA simurlan igerisine yetlestirilen

erhangi bir DNA pargast tek sarmal olarak bitki hiicrelerine aktaniir ve bitki genomuna

Bitki hiere zar

Cekirdek LB RB
[

240p 24 bp
T-Da" nyn al sarmah 2% ap sag i sal
srrwr 3.

Vb2 prmeml T kesyir

Vir proteinleri i i
hakter ve bitkd VIrDZ proteind, mlsmﬁ}asagsmxrhb:g%inﬂsn
2 hices zannda kestlten sonr2 ek sanalm 5 dcunda Bagit
v,,,_‘_\ agiklfk ofugturur katarak T-cpﬂt.c-gmm serbest kafnmasm saglzr
.

Palymomzs g

\;i'f‘:@‘sg;

T-iplikeHfii VirE proteini taraltedan
santarak nuﬂluaz enzimigindsn koranur
T

Vie22 ;mneim pilot gérevi yapar

Sekﬂ 1.3. Agrobacterium’dan bitki hiicresine T-DNA aktanmnmnin  molekiiler
- mekanizmasi (Ozcan vd 2001b)

: 1.2.3. Tahillara gen aktarim

Agrobacterium tumefaciens ¢ogu vitksek yapili bitki i¢in etkili bir transformasyon
- vektdrii olarak kullamlmakta (Zachwicja ve Minocha 1991) ve cogu dikotiledon tiir
Agrobacterium’ la transforme edilebilmektedir (Dale vd 1989, Hiei vd 1997),

1976 yilinda, Agrobacterium aracih ile monokotiledonlarin transformasyonu igin
genel bir durum degerlendirmesi yapilmig ve monokotiledon bitkilerin Agrobacterium
infeksiyonuna hassas olmadigina dair genel bir gorils benimsenmigtir Tahillar

Agrobacterium ile transforme edildiklerinde, varalanmamn oldugu hiicreler ve komsu




dugu bu nedente transformasyonun gergeklesmedigi fikri kabul edilmigtir

1091). Diger bir goris ise monokotiledon bitkilere bakteri atafinm az

nedeninin bitki hiicre duvarnindaki baglanma bolgelerinde kismi
_olabnecegi dusiincesidir (Mooney ve Goodwin 1961} Bu nedenlerden
onokotlledon bitkilerin transformasyonu i¢in embriyogenik kallus veya

crelerme dogrudan DNA transfer yontemleri geligtirilmigtir (Rashid vd

=:ahxllarm transformasyonu i¢in kullamlan cesitli yontemler arasinda osmotik sok
"-kmk soku uygulanarak protoplastiara DNA’ nin dogrudan aktanimasi veya

in bir 'hucreye mikroprojeksiyon  bombardimant ile DNA’ nin aktanlmas
_ aktadir (Vasil vd 1992) Celtik, transformasyonu yapilmig ilk 6nemli tahl
wxdu* Toriyama vd (1988), Zhang ve Wu (1988) ile Shimamoto vd (1989),
P astlara dogrudan gen aktatmu ile transgenik celtik bitkisi elde etmeyi
_slardu Christou vd (1991) ise yine geltikde olgunlagmamyg embriyolara
Op.drasyanla gen aktarim yontemini uygulamstir  Protoplastlara, elektroporasyon
polsetllen glikol aracilifs ile dogrudan gen transferi yapilarak transgenik geltik ve

1S uretxlm:stn Fakat, bu yontemle transformasyonla rejenere olan bitkiler genellikle

ormal fenotipik ozellikler gostermis ve verimii bireyler olusturamamistardir (Kioti vd

Stanford ve arkadaslarmn genetik transformasyon  igin biolistik yontemi
1$tume1er1nden sonra bu yontem gogu laboratuvar ve ¢ok sayida bitki toriinde
_genetlk transformasyon igin kullanilmaya baglanmugtir (Perl vd 1992). Partikil
bombardiman: ile cesitli eksplantlardan rejenere ofabilen transforme hiicre elde etmek
_uinkiindx‘ir Celtik digindaki diger tahHann protoplastlarindan bitki rejenerasyonunun
zor olmas: nedeniyle musir ve yulafta kallus kiltiirh veya embriyogenik siispansiyon

5kﬁltﬁrlerine partikiil bombardiman: ile gen aktarimi yapilmstir (Weeks vd 1993).

5 Bugday, diinyada en fazla iiretilen talil grubu olmasina ragmen transformasyonu en
gee yapilan tahildir (Weeks vd 1993). Olguniagmantg bugday skutellumundan olugan

- kalluslara bombardiman yontemi ile gen aktarimi yapilms ve aktarilan genlerin gegici




esi. ::bldukca yitksek oranda bulunmugtur (Perl vd 1992). Bugdayin hiicre
. wiltirleri (Vasil vd 1991), olgunlagmamis embriyolan (Vasil vd 1993,
u lld 1995, Altpeter vd 1996), rejenere olabiten embriyonik kalluslan (Vasil vd
reeks vd 1993, Iser vd 1999), olguniagmanns skutellast (Barro vd 1997, Demeke

) ve arpanin meristematik sirginlerine (Zhang vd 1999) bombardiman yontemi

aktarim vapilarak verimli transgenik bitkiler elde edilmigtir

'lugturmustur (Patnaik ve Khurana 2001) Agrobacterium araciligiyla transformasyonun

d;ger avantajlant arasmda aktarm etkinliginin daha fazla olmast, daha bityiik bir DNA
'arqamgmm aktarilabilmesi (Brisibe vd 2000), transfer edilen DNA’nin daha az sayida
kop: 'asmm bitki genomuna girigi (Uze vd 199 7} sayilabilir

“'Monokotiledon bitkilere Agrobacterium aracilig ile gen aktarmina datr itk
gahg.malar bu toprak bakterisinin monokotiledon bitki hiicreleriyle sl miktarda
!zsklye girebilecegi ve DNA transferinin olabilecegini gostermektedir (Patnatk ve
Khurana 2001) Ik olarak 1984 yilinda Chlorophytum capense ve Narcissus’ta
Agrobactenum aracthg ile transformasyon denemeleri yapilmugtr (Hooykaas-van
Slogteren vd 1984) Daha sonra ise 1987 yilmda T- DNA’nin bitki genomona entegre
" oldugu Asparagus officinalis (Bytebier vd 1987) ve Dioscorea bulbifera (Schafer vd
1987)’da molekiiler kamtlarla gosterilmigtir.

| Agrobacterim aractif ile transformasyon caligmalarmn ¢ofu, uygun eksplantla
Agrobacterium® un inokilasyonu ile ilgilidir ik olarak Moaoney ve arkadaglar: 1991
yilinda bugday eksplantlarina bakterinin tutunmast igin yaralanmamn gerekli olmadigimni
gostermislerdir (Patnaik ve Khurana 2001) Diger tahillaria kargilastiritdi@inda bugdaymn
transformasyon denemeleri oldukga yenidir. Bu nedenle aktanlan genlerin kalitiou ve
- stabilitesi ile ilgili yaymlar da oldukca azdwr (Cannell vd 1999) Gectigimiz altr yil
: icinde Gramineae familyasina ait bitkilerde Agrobacterium aracitligy ile gen aktarmm
gahgmalarinda bir artis olmug ve bu yontemie DNA aktarimenin gergeklestigi geltik
(Hiei vd 1994, Ahmad vd 2002a, Rashid vd 1996), msir (Ishida vd 1996), arpa (Tingay




097y ve pugdayda (Cheng vd 1997, Hess vd 1990, Khanna ve Daggard 2003)

. anmamxzda, iilkemiz ve diinyada en onemli besin kaynaklarindan birisi olan
. glkemizde yetistiriten farkli cesitlerinin rejenerasyon ve genetik
:fof__masyon yetenekleri aragtritmagtir. Cahgmamizin, bugdayin tarimsal dzelliklert

esinin iyilestirilmesine yonelik olarak yaptlan gen mithendisliZi ¢aligmalarina bir

th_-.omsturacaglm beklemekteyiz.




MATERYAL ve METOD

y.1. Materyal
2;1-1,"1'-__ In vitro rejenerasyon denemelerinde kullamilan cegitler

- Bu calismada kislik ekmeklik bugday tirii olan Triticum aestivem 1.” nin Giin 91,
cizce, Yakar, Miziak ve Uzunyayla cesitlerinin olgun embriyolan ile, kighk makarnalik
_;lg_day tirli olan Triticum durum’ un Kiziltan, Altin, Yilmaz, C-1252 ve Ankara 98
_elsit_ierinin olgun embriyolan eksplant kaynaf olarak kullamilmigtir. Denemede
lamlan biitiin gesitler Ankara Yenimahalle Tarmm Kampiisii biinyesinde bulunan

arl  Bitkileri Merkez Arastirma Enstititsis Mirdiirligii’ nden saglanmistir

1.2, Transformasyon denemelerinde kullamilan Agrobacterium tumefaciens

suslan

~Cahisma boyunca iki farklt Agrobacterium tumefaciens susu kullamimistir Bunlar
GV2260 358 GUS INT ve pWP 127 suglandir. Igerisinde kanamisine diren¢ saglayan
ec; nptIT {neomisin fosfotransferaz) ve raportér gus (§- glukuronidaz ) isaret genleri
tzisis}an disarmed Agrobacterium tumefaciens suslann Prof Dr Kenan Turgut’ dan
(Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimi) elde edilmistir. Nptlf
gem NOS (napolin sentezi) promotor ve terminator dizileri tarafindan kontrol edilirken,
gus geni ise CaMV (karnabahar mozaik viriisit) 35 § promotor ve terminator dizileri
afindan kontrol editmektedir. Agrobacterium igerisindeki gen ifadesinin engellenmesi
er__i- de gus geninin kodlama bélgesine bitkisel bir intron yerlestirilmistir (Ozcan vd
90:1)‘ Aynica p2260 358 GUS INT susunun kromozomu tizerinde rifampisin, pWP127

susunun  kromozumu  fizetinde ise rifampisin, karbenisillin ve gentamisin

tibiyotiklerine dayaniklilik kodlayan bakteriyel genler bulunmaktadar,
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3.1, Genel doku kiiltiirii kogullart

utuﬂ doku kiltiirii galigmalan steril kabin igerisinde (Prosit, Horizontal Laminair
W Cabmet) yiiriititmils olup, diseksiyonda kullanilan aletler (pens, bistiri vd) % 99°
alkole batirtldiktan sonra alevden gegirilerek kullamimustir. Tohumlardan
mbriyo gikariimas, o, 99° luk etil alkolle silindikten sonra steril kabin igine
.ericstmlen diseksiyon mikroskobu yardimyla yapilmistir  Eksplantlardan kallus
lusumu icin 9 cm” lik steril cam petri kaplars, siirgtin olusum agamast igin 6 ¢m ¢ap ve
: boyundah metal kapakli, otoklavlanabilen cam kavanozlar kullamimstir. Petri
k'ap]aﬁ ve kavanoz kapakiannin etrafi streg filmle sarflmigtir. Murashige ve Skoog besin
yrtamt (Murashige ve Skoog 1962) (Cizelge 2 1) biitiin ¢calismalarda basal ortam olarak
kullamimmstir. Kiltirler, sicakhigy 25 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlk / 8 saat karanhk
000 liks 151k siddeti olan kiiltiir odalarinda gelismeye birakilmgtir

2.2 Eksplantlarm sterilizasyonu

ﬁksplantlann yiizey sterilizasyonu igin, olgun tohumlar once % 20° lik sodyum
_1poklont icinde manyetik kargtncr yardimuyla sirekli kanistinlarak 20 dakika
; kletlldl iki kez steril distile sudan gecirildikten sonra % 70 etanolde 3 dakika
kletilmistir  Ardindan 3 kez steril distile su ile yikanarak sterilizasyon islemi

ainamianmu;tu.
.2.3. Dokau kiiltiiriinde kullamilan ortamlar

“Doku kiiltiirii galigmalarinda temel ortam olarak Murashige ve Skoog (MS) besin
ortamy kullanilmigtir. MS ostamina 20 g/L sukroz ilave edildikten sonra 1 N NaOH veya
lf'N_r_'HCl kullanilarak pH= 5,7’ ye ayarlanmistir Ortamin katilagtirilmas: igin pH ayan

diktan sonra ortama 7 g/L agar ilave edilmigtir. Ortamlar 121°C’ de 20 dakika

siireyle otoklavda steril edilmistir Biyiime dizenleyici hormonlar ortamlara otoklav

Oncesinde eklenmistir




mg/L

1650 000
1900.000
440.000
370.000
170 000

083
620.00
2230 00
860.00
25.00

2 50
250
2870.00
3730.00

Nikotinik asit
Pridoksin-HCl

10.00
50 60
50.00
50.00
200.00




ﬁitki biiyiime diizenleyiciler

Deneylerde Lullamilacak bitki bilyiime diizenleyicilerinin belirlenmesi agamasimnda,
' kulturunun kurulmast igin 2,4-D, NAA ve TAA kullaniimgtir. 2,4-D % 9671k etil

y slerek hazirtanmig olup 2 mg/L” lik konsantrasyonu kullamimistir NAA, 1
1 .N NzOH ile ¢ozildikten sonra toplam hacim 49 m! su ile 50 ml’ ye
_ahl'lianmxstu: Denemede NAA’” nm 1 mg/L” lik konsantrasyonu kuflamimistir TAA 1
1 N NaOH ile ¢oziinditkten sonra 49 ml su ile 50 ml’ye tamamlanmis ve 2 mg/L ve 4

/L Lk konsanirasyonlar denenmigtir.

: Olgun tohumiardan kallus kiiltiiriiniin kurulmas:

Yiizey sterilizasyonu yapilan tobumlann, oda sicaklimda steril distile su icinde bir

bekletilerek su alarak sigmeleri saflanmugtir Sisen tohumlarin embriyolart, steril
larda, diseksiyon mikroskobu altinda gikanlmustir. Olgun tohumlar, skutellum uste
ecek sekilde, farkl konsantrasyonlarda hormon, 20 g/L. sukroz igeren ve 7 g/l agar
kﬁiliastmlmls MS ortamina alinmigtr (Ozgen vd 1996).

2.2.6. Kallus yas afirhgnm hesaplanmasi

i Kallus inditksiyon ortaminda clugan kalluslarin yag agiligs, her bir gesit igin ayn
ayn hesaplanmugtir. Her gesit igin 20 adet kallus hassas terazide tartilarak ortalama
kallus yas afulin hesaplanmugtu. Taze apuhk verileri, kalluslar surgin olugum

Q'rfaﬁuna transfer edilmeden ahnmgtir.
7. Kalluslardan bitki rejenerasyonu

: Kalius indiiksiyon ortaminda olugturulan kalluslarin rejenerasyonu igin, hormonsuz
'ya_nya indirgenmis MS ortamu kullamimigtr Embriyolar kallus indiksiyon ortaminda 3
aﬁa boyunca bekletildikten sonra olugan Katluslar ¥ MS ortamina aktaridmustr, Surgtin

-9§_U$umunun ardindan rejenere olan bitkicikler, aym ortami igeren cam kavanozlara




mugtir Belirli bir bilytklage erigen bitkiler toprak ve torf kangimt igeren saksilara

8. Bakteri kiiltiirlerinin iiretilmesi

Bakteri kiiltiirleri Luria-Bertani (LB) stvi besin ortam: igerisinde —80 °C’ de
anmug gliserol stoklarndan veya +4 °C’ de saklanmg bakteri kolonilerinden
alfiihl1stn‘. Sivi LB besin ortarindaki kiiltiirler, 48 saat sire ile 28 °C’ de orbital

l}i)ﬁmda uretilmistir.  Seleksiyonda  kullamlan  antibiyotikler, ortamlar

. gutulduktan sonra eklenmistir p GV2260 358 GUS INT sugu, icerisinde 50 pg/ml

nfampiéin ve 50 pg/ml kanamisin bulunan LB ortamt, pWP 127 susu iginde 100 pg/ml
___a__n_ﬁsin, 100 pg/ml rifampisin, 100 pg/m! karbenisillin ve 25 pg/ml gentamisin

lunan sivi LB ortaminda diretilmigtir
9'."5Bakteri kitltiirlerinin saklanmas

ultiirler 2 ml’ lik ependorf titpleri igerisinde, % 40 gliserol iceren LB ile bakteri
_ ttrr}ﬁ‘iiﬁir'bi‘ré‘ orormba-ddrsgtrimatnyia bedrramng ghistrotbloktadmd82-80™¢* de

1 Transformasyon calismalan

?i'ansformasyon cahsmalaninda iki farklt Agrobacterium tumefaciens susu ve iki

arklt yontem denenmistir




3.11.1. pGV2260 35 S GUS INT susu ile transformasyon

‘p GV 2260 35 8 GUS INT susu ile transformasyon denemelerinde, baglangig
materyali olarak tohumlardan ¢ikanlan olgun embriyolar kullamlmigtir Olgun
embriyolar bir gece MS+2,4-D (2 mg/L) ortaminda bekletilmistir Bakteri 48 saat

e, igerisinde 50 pg/ml rifampisin ve 50 pg/ml kanamisin bulunan sivi LB
aminda 28 °C sicakhikia orbital galkalayict yardimiyla retilmigtir. 48 saat sonunda
bakteriler coktiirtlerek bir araya topland: Son hacim 500 pL olacak gekilde stvi MS’de
gozuldu Bir gecelik on kiiltiire tabi tutulan embriyolar steril bir petri igerisinde bakteri
siispansiyonu ile muamele edildi. 3 dakika sonra bakteriler steril bir pipet yardimyla
bﬁéﬂidan uzaklagtirildi. Embriyolar, skutellum dokusu besiyeri ile temas edecek gekilde
M_S_.—I_—ﬁ,él—D (2 mg/l.) crtamina aktanidi Bakteri ile 2 ginliik bir kokiltivasyonun
din .'an embriyolar 400 mg/L augmentin ve 25 mg/L kanamisin iceren MS+2,4-D (2
g/L) ortamina alind1 (Tingay vd 1997). Augmentin, kokiiltivasyon sonrasinda ortamda
lﬁnan bakterilerin gelisimini engellemek, kanamisin ise transgenik bitkilerin se¢imi
rtama eklendi 20 gin soma ortamda olusan kalluslarin transgenik olup

diklart histokimyasal GUS analizi ile test edilmigtir.
1.2. pWP 127 susu ile transformasyon

Transfcrmasyon igin baslangig materyali ofarak 3 hafia sire ile MS+2,4-D (2
mg/L) ortaminda olusturulan kalluslar kullanidmugtir. Bakteri 48 saat siire ile, iginde 100
l rifampisin, 100 ug/ml kanamisin, 100 pg/ml karbenisillin, 25 jig/ml gentamisin
lunan sivi LB ortaminda 28 °C sicaklikta orbital galkalayic1 yardimiyla iiretilmigtir.
 saat sonunda bakteriler ¢oktiiriterek bir araya toplandi Son hacim 5 ml olacak

: stvi MS’de cozilldi. Kallustar steril bir kavanoz i¢inde 15 dakika bakteri
spansiyonu ile muamele edildi MS+2,4-D (2 mg/L) ortamina alman kallusiar 2 giin
_'ﬂé bakteri ile kokiltive edildi Ardindan 400 mg/L augmentin ve 25 mg/L
anamisin igeren MS+2,4-D (2 mg/L) ortamina alndr (Khanna ve Daggard 2003) 2

o sonunda transgenik olup olmadiklars histokimyasal GUS analizi ile




.le. Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi igin 5 mg X-Gluc 100 L dimetilformamid jgerisinde
szinmiiy ve toplam hacim 50 mM NaPO, pH=7 tamponuyla 10 ml® ye
gn"aa"mlanmwtlrn Ardindan, transformasyon islemine tabi tutulmug eksplantlardan olugan
ﬁﬁﬁslar, bu soliisyonda 37 °C” ye ayarh inkiibatérde 72 saat boyunca bekletilmistir Bu
remn sonunda kalluslar, % 70° lik etil alkolle ytkanmig ve binokiiler altinda

r’ic;é_iéhmistir.

50 mM Sodyumfosfat tamponunun (pH: 7) hazirlams:
k A:; 0,2 M NaH,PO, (31,2 g/L)
tok B: 0,2 M NagHPO; (28,39 g/L)
tok A+B: 39 ml Stok A+ 61 ml Stok B alindiginda 50 mM pH:7 Na fosfat tamponu

azirlanir

213 Denemelerde kullamlan istatistiksel anslizler

"Denemeler, " tesadiif bloklar deneme desenine " gore 3 tekrarl ve her tekrarda 100
splant olacak sekilde planlanmustir, (Genotipin ve ortamin kiiltéir olusumuna etkisi
ISTATC istatistik progranm kullamlarak varyans analizi ve Duncan testi ile

-b_e;"li.rlenmistir (Freed vd 1989) Iki farkh ortamda, kallus indiksiyonu, tejenerasyon ve
kallus agulgs arasindaki korelasyon katsayisi da yine MSTATC istatistik programu
yérdlmxyla hesaplanmistir (Freed vd 1989).




"é&i.'len bittiin gesitler, 2 veya 4 mg/L IAA iceren MS besin ortamunda kallus
luguzhu gostermemis, embriyodan dogrudan kok ve siirgiin olusumu gézlenmistir. Bu
le JAA® min bu iki konsantrasyonunun, olgun bugday embriyolarindan kallus

31yonu i¢in uygun olmadig: sonucuna vartlmigtir

- NAA’ in olgun bufday embriyolarmdan kallus inditksiyonu ve
.. organogenezis iizerine etkileri

2.1, Triticum aestivam L. cesitlerinden kallus olusumu ve bitki
: rejenerasyonuna ait sonuclar

T.aestivurn 1. Gun 91, lkizce, Yakar, Mizrak ve Uzunyayla gegitlerinin olgun

:bé_Sin ortammda kiiltiire alinmistir. Deneyler her bir ¢esit i¢in 3 tekrarh olarak yapitmg
ve her tekrar igin 100 embriyo kullamlmistir Deney sonucunda sayimlar tg farkh kriter
g0z oninde bulundurularak yapilmugtin Bu kriteler 1) iki hafta sonunda kallus

ditksiyon ortamunda olusan kallus sayist, 2) rejenere olan kallus saysi, 3) ortalama
kallus yas agirligtdir Her tekrar i¢in bu kriterlere gore sayim yapilmig ve tig tekrann

alamas: alinarak varyans analizi ve Duncan Testi uygulanmugtir.




ekil 3.1, Baglangi¢ eksplanti olarak kullanilan olgun bir embriyonun genel géritniimii
16 biiyiitme

Kallus olugsumu kullamilan ¢esitlere bagh olarak, kiiltiir baslangicindan itibaren en

‘etken 3. giinde baslamustir Yakar (Sekil 3.2) ve Mizrak cesitleri 3. giinde kallus

-olusumu gasterirken, Giin 91 (Sekil 3 3) ve Uzunyayla gesitlerinde kallus olusumu 4.

giinde gozle goritliir bir hale gelmistir Ikizee ise (Sekil 3.4) 5. giinde kallus olugumu

© ghstermistir,

Kiglik ekmeklik bugdaylarda, denemelerde kullamlan gesitler igin, kallus yas
aguhid, kalius inditksiyonu ve rejencrasyon kapasitesinin biiyiik 8lciide genotipe bagh

- oldugu goriildii (Cizelge 3.1).







' _'.3‘4. Ikizce cesitinin  MS+NAA ortaminda olusturdugu kallusun genel

gorliniimil. 2 biiylitme

olusturdugu embriyo kiiltiix yanit1

Kallus indiiksiyonu
(“0)

Kalluslarin rejenerasyon

kapasitesi (%)

Kallus yag agirhg
(&)

43 67"

55 00>

0.0512°

48 33°

100.00°

0.0577

48.00°

76.00%

0.0167°

46 66°

37.67°

0.0272%

36.00"

58.00

0.0444%°

15. 62

24.08

0.0188

Kallus indiiksiyon oram gesite bagh olarak % 36.00°dan % 48.33’ ¢ kadar farklilik




i_(allus inditksiyon ortaminda olugan kalluslar rejenerasyon igin hormonsuz yarum
:(;tli MS ortamuna aktariimadan o6nce kallus yas aguhid: tartiimugtir. Baz kalluslar
S_.. IIAA ortaminda siirgiin olugturmaya basladifn igin taze agrlik alinmadan once
U§ un bu sirgiinler kesilmistir Kallus yas agirhi ortalamast en fazla olan gesit Yakar
up, ortalama kallus agirlafs 0,0577 g olarak bulunmugtur En dugiik kallus yag agurligs
167 g’ la Ikizce gesiti olup, bu sonuglardan da anlagilacagy gibi, kallus yas afuhgs
e genotip 6nemli bir faktdr olarak bulunmustur (LSD = 0, 0188 P<0,05)

Kallus inditksiyon ortaminda olusan kalluslar, rejenerasyon igin %2 MS ortamina
aki_énlmlstm MS+NAA ortaminda organogenezis olayr gergeklegmistir Embriyo, bu
ortamda kallus olusturmus, ¥2 MS ortamun aktarildiktan sonra, kallus Gizerinden dolayls
. afak organ olugumu gozlenmistir Rejenerasyon kapasitesi de biyiik dlgiide genotipe

baghi olarak bulunmugtur (LSD = 24,08 P< 0,05).

- En yitksek kallus indiksiyon oranmna sahip olan Yakar, aym zamanda en fazla

rejenere olabilen gesit olarak bulunmusgtur (Sekil 3.5, Sekil 3 6).

:Ikizce, Yakar’ dan sonra en fazla (% 7600) 1ejenere olabilen gesit olarak
__uﬁinmustur (Sekil 3.7) Uzunyayla, en digiik kallus inditksiyon sikliina sahip olan
: . ;:sit olmasina ragmen, rejenerasyon siklifi agisindan % 58.00 oram ile 3 sirada yer
almigtr Omu % 55 00 oram ile Giin 91 takip etmistir (Seki! 3 8, Sekil 3 9). En dustik
'éjenerasyon stkhigina sahip olan g¢esit % 3767 oram ile Mizrak cgesiti olarak

 bulunmusgtur

30
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Sekil 39. Giin 91 gesitinin olusturdugu kallus ve kallustan rejenere olan bitkiler. 2

biiyiitme

MS-+NAA ortaminda kallus indiiksiyonu, kallus yas agithy ve rejerasyon sikhgs

enotipe bagli olarak bulunmasma ragmen, bu G¢ veri arasinda onemli bir iligki

'Bulunamam1§t11 (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 MS+NAA ortarminda T aestivim L. cesitleri igin farkl karakterler arasinda
: olusturulan korelasyon katsayisi tablosu

‘| Karakterler

Karaktetler arasindaki korelasyon katsayis

| 2 3

(1) Kallus indiiksiyonu (%)

(2) Kalluslann 1ejenerasyon kapasitesi (%)

(3) Kallus yas agilig: (g)

0,246 0,356
0,225




93, Trificum durum ¢esitlerinden kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
i Sonl_!?lﬂﬂ

riticum durum Kiziltan, Altin, Yilmaz, ¢-1252 ve Ankara 98 ¢esitlerimn olgun
yolan, kallus inditksiyonu igin, igerisinde 1mg/L NAA bulunan MS besin
alindr. Deneyler, her bir gesit igin 3 tekrarh ve her tekrar igin 100 embriyo
okilde hazirlandi Deney sonucunda sayiumlar, T aestivum gesitleri 1¢in
aﬁ: kriterlere gore vapildi, Ug tekrarn ortalamas: alinarak varyans analizi ve

san Testi yapildt.

..IUS olusumu, kuilamlan gesite bagh olarak en erken dordinci giinde en geg ise
LK | giinde gorialmiistis

szhk makarnalik bugdaylarda, denemede kullanilan cesitler igin kailus

Si'jronu, kallus yas agulhigt ve rejenerasyon kapasitesinin genotipe bagh oldufu

unmugtur (Cizelge 3 3)

lzelge 3.3 Beg farkh kighk makarnalik bugday genotipinin MS+ NAA ortaminda
olusturdugu embriyo kiiltiir yanitt

Kallus inditksiyonu Kalluslarin rejenerasyon | Kallus yas agirhig
(%) kapasitesi (%) (g)

Kiziltan 44,677 63 33" 0 0120°

49 33* 74 33 0.0289"

44 67 82 133% 0 0254°

42 33* ‘ 73.67* 0 0305°

39 67° 8167 0.0274°

8.325 14.22 0.0188

Kallus inditksiyon orani, denemelerde kullamlan gesite bagh olarak % 39 67’den %
933’ kadar degisiklik gostermigtir (LSD = 8 325 P< 0 05) Kallus olusum sikhigt en
=-fazla % 49.33 oram ile Altin gesitinde (Sekil 3.10) elde edilirken, bunu sirastyla %




1k bir oranla Kiziltan (Sekil 3.11) ve Yilmaz (Sekil 3.12) izlemigtir. Kallus

ﬁkslygjﬁ siklig, en diistik olan gesit ise % 39 67 ile Ankara 98 ¢esiti olmugtur

'Ekil 3.10. Altn ¢esitinin MS+ NAA ortaminda olugturdugu kallus. 2 biytitme

_ Kallus yas aguligr 0.0305 g ile 0 0120 g arasinda cesitlilik gostermigtir (LSD =
0_.0188 P< 0.05). Rejenerasyon kapasitesi bityiik olgiide genotipe bagli olup, % 82.33
ilé % 63.33 arasinda degismektedir (LSD= 14.22 P< 0.05) (Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil
3.15)







MS+N AA ortamunda kallus indiiksivonu, kallus vas agirthgl ve rejerasyon sikligit

eno

tipe bagh olarak bulunmasina ragmen, bu ¢ veri aiasinda Onemli bir iliski
ulunaﬂlam@m (Cizelge 3. 4) '

ekil 3,13, MS+NAA ortaminda rejenere olan bir kallusun yakindan gdriintimi
: 8 bliyiitme
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Ee;gg.'.3'4 MS+NAA ortaminda 7. durum qesitleri igin farkls karakterler arasinda
° " olusturulan korelasyon katsayist tablosu

Karakterler arasindaki korelasyon katsayisi

g 1 2 3
Kallus inditksiyonu (%) - 0.047 0251
: iislarm rejenerasyon kapasitesi (%) |- . 0215

allus yag agirhgt (g) - - -

24-D’ nin olgun bugday embriyolarindan kallus olusumu ve somatik
“¢émbriyogenez iizerine etkileri

iyo- kullamlds Deney sonucunda sayimlar 5 farkh kriter goz Oninde

undurularak yapildi Bu kriterler 1) kallus indiiksiyon ortaminda olusan kallus sayist,

j_é_ﬁerasyon ortaminda olugan somatik embriye sayisi, 3) eksplant basma diisen

ank embriyo sayisy, 4) embriyogenik kallus sayisi, 5) ortalama kallus yag agirlhigs.

_tékrar igin bu kriterlere goére sayim yapidi ve iig tekrann ortalamasi alinarak

aryans analizi ve Duncan Testi yapilds.

'k'splantlarm etrafinda, gizle goriilebilir haldeki en erken kallus olusumu yaklagik
arak kiltir baglangicindan itibaren 2 giin sonra goriilmistir. Biitiin cesitlerde en geg

gunun sonunda kallus olugumu gorilmiigtiir Olusan kalluslar, kallus indiksiyon
aml'ndan ¥2 MS ortamuna aktanidiktan sonra, somatik embriyo olusumu en erken 20

de, ortalama olarak da kultiirin 25-30. glinlerinde gergeklegmistir. MS+2,4-D

rtam nda, MS+NAA ortamindan farkh olarak organogenezis verine somatik

fyogenezis olayr gergeklegmistir Somatik embriyolar, organogenezis yoluyla
3¢n sirgiinlerden farkl yapida elde edilmiglerdir. Bunlarin asit doku ile vaskular bir

! Iant.ilan olmadigi i¢in dokudan kolayca ayrilabilmislerdir




MS+NAA ortammnda oldugu gibi, MS+2,4-D ortaminda da kallus inditksiyonu,
ejenerasyon ve kallus yas afrhig, biyiik élgiide genotipe bagh olarak bulunmustur Bu
ortamda ayrica, olusan somatik embriyo sayist ve eksplant bagma ditgen embriyo

ayisinda da genotip Gnemli bir faktor olarak kargimiza gikmigtir (Cizelge 3.5)

(jizelge 3.5 Bes farkli kighk ekmeklik bu@day genotipinin MS+2,4-D ortaminda
olusturdugu embriyo kiiltiir yanity

MH— Kallus Kalluslarin Olusan Eksplant Kallus
Genotip | indiiksiyonu | rejenerasyon somatik basina diisen { Yas agirh
| (%) kapasitesi (%) | embriyo sayis1| embriyo (g)
5ayisi
Ganol | 46T | 4400™ 573 8% [60201°
Nakar 53.00° 63 67° 53 3° 15 [0.0206°
Kizce 57.67° 2167 206 1L6® 00155
Muzak | 4533° 12.00° 10.0° 10°  [o0178
Unimyayla| 25 67° 5167° 320° 28 00222
LSD 20.48 35.60 19.26 1.087 |0.0188

Kaltus indiiksiyon oran, denemelerde kullamilan gesitlere bagh olarak % 25 67’den
57 67 *ve kadar gesitlilik gostermigtir (LSD = 20.48 P< 005). Kallus olugum sikhgt
- en fazla % 57 67 oram ile Ikizce gesitine (Sekil 3 16, Sekil 3 17) ait olup, bunu %
3.00° lik bir oranla Yakar (Sekil 3 18) izlemistit Mizrak, % 4533 lik bir orania
Sekil 3 19) ugiincii sirada yer aluken, Giin 91 % 41.67 lik (Sekil 3.20) bir kallus
ndiiksivon oram gastermigtir. Kallus olugum sikhigt agisindan en diigik oran % 25 67

le U;unyayla gesitine aittir (Sekil 3.21)

~ MS+2 4.D ortaminda olugan kallustar, % MS ortamina aktanldiktan sonsa bir kismi
omatik embriyo verirken, bir kisminda herhangi bir degisiklik olmamug ve bit siire
onra bu kalluslar sImistir Somatik embriyogenezis yoluyla rejenere olan kallus sayist
enotipe bagh olarak, % 63,67 den % 1200° a kadar gesitlilik gostermistir (IL.SD =
360 P<0.05) Olusturulan somatik embriyo sayist da genotipe bagh olarak
b_lllumnu5tur (LSD = 19.26 P<0 05) Yakar % 63 67 lik bir oranla en fazla rejenere ofan

40







Sekil 3.18 Yakar gesitinin MS+2,4-D ortamimda olusturdugu kallus. 16 biiyiitme
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3.21 Uzunyayla cesitinde somatik embriyogenez. 0.5 biiyiitme




Rejenerasyon ortamunda kalluslar, bazen hi¢ somatik embriyo olugturmazken bazen
de bir kallus tzerinde birden fazla somatik embriyo olusumu gorillmistir. Eksplant
bagina diigen embriyo sayist 10 ile 24 arasinda olup, genotipe bagh olarak
degismektedir (LSD = 1.087 P<0.05). Kallus yas agirhii da yine genotipe bagh olup,
0.0155 ile 0.0222 arasinda degisim gostermektedir (LSD = 0.0188 P<0.05)

MS+2,4-D ortaminda kailus indiksiyonu, rejenerasyon, somatik embriyo sayisi,
eksplant bagina diisen embriyo sayis1 ve kallus yag aguli: genotipe bagh olup aym
‘zamanda rejenerasyon ve somatik embriyo sayist arasinda onemli bir pozitif iligki

gozlenmistir (1 = 0,848) (Cizelge 3.6)

3.1.3.2. Triticum durum cesitlerinde kallus olusum ve somatik embriyogenez
sonuclar

Triticum durum Kuziltan, Altin, Yilmaz, C-1252 ve Ankara 98 gesitlerinin olgun
embriyolari, kallus inditksiyonu igin, igerisinde 2 mg/L. 2,4-D bulunan MS besin
‘ortamina altndi. Deneyler herbir gegit igin 3 tekrarl olarak yapildi ve her tekrar igin 100
‘embriyo kullamild: Deney sonucunda sayimlar 7. aestivum gesitleri icin kullamlan
kriterlere gére yapildi Ug tekranin ortalamasi alinarak varyans analizi ve Duncan Testi

yapuld:

Cizelge 3.6 MS+2,4-D ortamunda 7. aestivum L. gesitleri icin farkli karakterler arasinda
olusturulan korelasyon katsayisi tablosu

Karakterler Karakterler arasindaki korelasyon katsayist
1 2 3 4 5

(1) Kallus indiksiyonu (%) -0,343 0,086 -0,269 0,127
(2) Kalluslarin rejenerasyon kapasitesi (%) 0,848™ 0,364 0,027
(3) Somatik embriyo sayisi - - 0,333 0,079
(4) Eksplant bastna diisen embriyo sayist |- - - 0,062

(5) Kallus yas aguhg: (g)

P™=001




splantlarm etrafinda g6zle goriilebilir haldeki en erken kallus olugumu kiittir
..ai'lg_i-clndan itibaren yaklagik olarak 3. giinde gdrillmiistiir. En ge¢ kallus olusumu
aen cesit C-1252 olup (Sekil 323), 8. giinde kallus olusumu gercekiesmistir.
'anfi'kalluslar, kallus indiiksiyon ortamindan ' MS ortamina akiarildiktan sonra,
matlk embriyo olusumu en erken 14 giinde Yilmaz cesitinde goriilmiistiir (Sekil 3 24,
kil 3.25). Ortalama olarak 20-25. giinlerde tiim gesitlerde somatik embriyo olusumu
eklégmistix .

MS+2,4-D ortaminda, makarnalik bugdaylar igin kallus indiiksiyonu, rejencrasyon

pasitesi, somatik embriyo sayisi ve eksplant bagma diisen embriyo sayisi biiyik

Ie de genotipe baghdu (Cizelge 3.7)

Kallus inditksiyon orani, kullamlan cesite bagh olarak % 37.33’ den % 48.67°ye
adar degisiklik gdstermistir (LSD = 9.2 P<0 05),

Sekil 3.23.C-1252 cesitinin kallus inditksiyon ortaminda olusturdugu kalluslar
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ige 3.7 Bes farkli kishk makarnabk bugday genotipinin MS+2,4-D ortammda
i olusturduu embriyo kiltiir cevab

Kallus Kalluslarin Olugan Eksplant Kallus
indiiksivonu | rejenerasyon somatik bagina diisen | Yag agirhig:
(%) Kapasitesi |embriyo sayist| embriyo (g)

(%) say1st
37 33° 62 00 343 1.4° 0.0267*
48 67° 2767 20 6° 22° 0.0430°
41.00% 5233° 32 6° 15 0.0266°

43.33% 551338 346 1.4° 00254°

37 33° 24 67° 13.0° 12° 00311°

9.2 14.97 12.88 0.6576 0.0188

Kallus indiiksiyon orani, denemelerde kullamlan gesite bagli olarak % 37 337den
8. 67’ ye kadar degisiklik gostermigtir (LSD = 9 2 P< 0.05). Kallus olusum siklig1 en
2% 48.67 orani ile Altin gesitine (Sekil 3 26) ait olup, bunu % 43.33” lik bir oranla

252 izlemistir. Yilmaz, % 41.00 Itk bir oranla tigtincti sirada yer alirken, Kiziltan ve
ara 98 ¢4 37 33" ik bir oranla Yilmaz’ 1 takip etmigtir (Sekil 3.27, Sekil 3 28).







ekil 3.28. Ankara 98 gesitinin MS+2,4-D ortaminda olusturdugu kalluslar. 2 biiyiitme

Somatik embriyogenezisle rejenere olan kallus sayist genotipe bagh olarak
0. 62.00° dan % 24.67° ye kadar gesitlilik gostermistic (LSD = 14.97 P< 0.05)
Olugturulan somatik embriyo sayist da genotipe bagh olarak bulunmusgtur. (LSD =
:_2.88 P< 0.05). Kiziltan % 62.00° lik bir oranla en fazla rejenere olan ¢esittir (Sekit
3.29, Sekil 3.30, Sekil 3 31)

C-1252 ¢esiti % 5533’ Ie ikinci sirada yer alirken, bunu % 52.33" liik bir oranla
Yilmaz cesiti takip etmektedir (Sekil 3.32).
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| Alun cesiti Yo 27.6 oraninda rejenere olurken, en az rejenere olan cesit % 24.6 ile

a4 987 dir (Sekil 333

MS+2,4-D ortamunda olusturulan somatik embriyo sayisi ve eksplant basina diigen
-briifo sayisi da genotipe bagh olarak bulunmustur (LSD = 12.88 P< 0.05, L&D =
576 P< 0.05). Aym sekilde kallus yas apuhif: da genotipe bagh olup, LSD degeri
1-8.8 olarak bulunmustur (P< 0.05).

_fMakarnahk bugdaylar i¢in MS+2,4-D ortammnda rejenerasyon ve somatik embriyo
aylél arasinda (r = 0.825), ayrica eksplant bagina diisen embriyo sayist ve kallus vas

girlig arasinda (r = 0,627) Snemli bir pozitif iligki gézlenmistir (Cizelge 3.8)




'elge 3.8 MS+2,4-D ortanunda 7 durum gesitleri igin farklt karakterler arasinda
olusturulan korelasyon katsayis: tablosu

Karakterler arasmdaki korelasyon katsayisi
1 2 3 4 5

0,074 0A405 0246 0,196

0,815 -0,311 -0,462

0,106 -0,206

0,627°

1.4. Genotip- ortam etkilesiminin kallus indiiksiyonu ve rejenerasyon iizerine
olan etkileri

Denemelerde 7. aestivum ve I' durum’ a ait S’er farkl gesitin iki farkl kallus

ditksiyon ortaminda kallus inditksiyon ve rejenerasyon oranlart birbiri  ile

Kargtlagturtimigtir 7. aestivum’ a ait farkh gesitlerden her birinin MS + NAA ve MS +
4-D ortaminda olusturdugu kallus inditksiyon siklig:r (LSD = 1651 P< 0 05),
rejenerasyon oram (LSD = 27 97 P< 0.05) ve kallus yag agliklart (LSD = 00173 P<

05) birbirinden farkh olarak bulunmugtur Farkhi T aestivum cesitlerinin in vifro

kaltiir ortaminda olugturdugu kiltir yaniti, genotipe bagh oldugu kadar, denemelerde
kullantlan kiittiir ortamina da bityitk 6lgiide baghdir (Cizelge 3.9)




e 3.9 7. aestivim L. gesitleri i¢in Duncan Testi ile elde edilen genotip x ortam
etkilesim ¢izelgesi

Kallus Kalluslarin Kallus
Genotip | indiiksiyonu | Rejenerasyon | yas agirhigs
(%) Kapasitesi (%) (g)

Gin 91 | 4167 44.00° 0 0201°
Yakar 53 00™ 63.67™ 0 0206°
Tkizee 57 67 21 67% 0.0155°
Mizrak 4533 12 00° 0.0178°
Uzunyayla 25.67° 51.67%° 0.0222°

Giin 91 43 .67 55.00% 00512° |
Yakar 48 33% 100 00° 0.0577°
ikizce 48.00™ 76.00™ 0.0167°
- Muzrak 4666 | 37.67°F 0.0272%
Uzunyayla 36.00™ 58.00™ 0.0444™

Benzer sekilde 7. durum’ a ait farkl gesitlerden her birinin MS+NAA ve MS +
4-D ortamuinda olugturdugu kallus inditksiyon sikhig: (LSD = 808 P< 003),
éjenerasyon oram (L.8D = 13 42 P< 0.05) ve kallus yag agirhklars (LSD = 00173 P<
;__QiOS) birbirinden farklt olarak bulunmustur 7 durum bugdaylannm in vitro kiltir
 ortaminda olusturdugu kiltar yaniti da genotip ortam etkilesimi ile iliskii olarak
:'..-bulunmustur (Cizelge 3 10}

3.2, Agrobacterium tumefaciens bakterisi ile transformasyon

Olgun bugday embriyolarimint transformasyonu igin iki farkli Agrobacterium

tumefaciens susu ve iki farkh yontem kullamimistir
3.2.1. pGV 2260 35 S GUS INT susu ile transformasyon

p GV 2260 35 8 GUS INT susu ile transformasyon denemelerinde, baglangig

materyali olarak olgun embriyolar kullamlmistir. Bakteri ile muamele edilen olgun
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embriyolar, kallus olusumu ve wansgenik bitkiierin se¢ilimi icin antibiyotik iceren
MS+2,4-D ortaminda kiiltire alinmuslardn. Hem T aestivin hem de T dir i cesitlerd,
antibiyotikli secilim ortaminda birkac giin icinde kallus olugturmuslardn (Sekil 3.34,
Sekil 3.35)

Iransformasyon sonrasinda, antibiyotikli sccilim ortaminda olusan kalluslarin
transgenik olup olmadif histokimyasal GUS analizi ile aragtinilmistir. Transgenik

bitkiler, histokimyasal GUS analizi sonucunda mavi rengin  olusumu ile
belirlenmektedir ($Sekil 3 36).

Sekil 3.34 Agrobacterium ile transformasyondan sonra antibiyotikli se¢ilim ortaminda
olusan kalluslarin yakmdan griiniimii. 2 bitytitme

Igerisinde gus ve nptIl genleri olan disarmed Agrobacterium ile transgenik bugday

bitkisi elde etmek icin in vitro ortamda yaptlan transformasyon ¢alismalan sonucunda

aday transgenik bugday bitkisi elde edilememistir




Cizelge 3 10 T'durum gesitleri igin Duncan Testi ile elde edilen genotip x ortam

etkilesim ¢izelgesi
B Kallus Kalluslarin Kallus
Ortam Genotip | inditksiyonu | Rejenerasyon | yag agirhigt
(%)  |Kapasitesi (%) (2)
" 2,4D Kiziltan 3733° 62 00% 00267%° |
Altin 48 67" 2767 00430° |
Yilmaz 41 00°™ 52.33° 0 0266™
C-1252 43 33%° 55.33° 0 0254%
Ankara 98 3733° 2467 00311%
NAA Ktziltan 44 67°° 63 33 00120°
Altin 4933 | 7433 00289"
[ Yilmaz 44 677 8233° 0.0254% |
C-1252 42 33" 73 67 0.0305%
" Ankara 98 39 67 81.67° 0.0274™

3.2.2. pWP127 susu ile transformasyon

Bu sus ile transformasyon ¢ahigmalarinda, baslangic materyali olarak MS+2,4-D (2
mg/L) ortaminda olugturulan kallustar kullanildi Bakteri ile iki gtin kokultive edildikten
sonra, antibiyotikli segilim ortamina alman kalluslara 2 giin sonra histokimyasal GUS
analizi uygulandi Inr vifro ortamda bu sug ile yapilan transformasyon ¢aligmalan

sonucunda transgenik bugday bitkisi elde edilememigtir




Sekil 3.35. Transformasyon sonrasinda antibiyotikli secilim ortaminda olusan
biiyiikliikteki kaltuslar

Sekil 3.36. Transgenik titiin bitkisinde histokimyasal GUS analizi sonucunda olusan
mavl noktaciklar. 8 biiyiitme




TARTISMA

Biyoteknolojik yontemlerin iirin islahi amaciyla kullanulabilmesinin ilk garti, in
o kiltir ortaminda kiiltirasyonu yapilan bitkinin etkili bir sekilde rejenere

labilmesidir

Bugday gerek diinya gerekse iilkemiz igin en onemli besin kaynaklarindan birisidir
‘Bu nedenle in vitro kiiltiirlerde rejenerasyonu ¢ok sayida aragtmict tarafindan
'.galxsllmaktadu‘.‘ Bugdayin doku kiiltitrinde kallus olusturmas: ve olugan kalluslann
bitkiye rejenere olmasi genel olarak eksplant kaynai, genotip ve kiiltiir ortaom ile
iligkilidir (Ozgen vd 1998) Bugdayda kallus kultiinin kurulmast icin en yaygin
olarak kullanilan eksplant kaynaklar: arasinda olgunlagmamig embriyo, olgun embriyo,
- apikal meristem (Ozgen vd 1996) ve anter bulunmaktadir (Delporte vd 2001). 2,4-D,
kullamlan hemen hemen bittiin eksplant gesitlerinde kallus olusumu ve saklanmas: igin
en yaygmn olarak kullanilan hormondur Somatik embriyo olugumu 2,4-D igerifi
azaltilmis besin ortaminda kiiltirasyon sonucunda veya aym ortamda uzun bir kil
periyodu sonucunda elde edilir. Ortamda oksin veya oksin benzeri bilegenlerin
yoklugunda da kallustan somatik embriyo farkhlagmasi ve sirgun olusumunun
indiiklenmesi olayr goriilir (Delporte vd 2001) Yapmig oldufumuz ¢aligmanin
sonucunda da 2 mg/L. 2,4-D igeren kallus inditksiyon ortaminda olusan kallusiar, ki
haftalik bir kiiltiirasyonun ardindan 2.4-D igermeyen ortama aktariidiktan sonra, dnce

somatik embriyo farklilagmas:, ardindan da stirgiin olusumu gozlenmistir

Bugday doku kiltiirinde bitki rejenerasyonu, kullanilan eksplanttan biiyitk olgide
etkilenmektedir Olgunlasmamg embriyolar, bugday doku kiltiriinde en fazla
kullanilan eksplant kaynagidir Machii vd (1998), 107 farkh bugday ¢esitinin
olgunlagsmamg embriyolarim eksplant kaynafi olarak kullandiklart ¢aligmalaninda
ortalama % 17 lik bir rejenerasyon oram elde ederken, Fennell vd (1996), 48 cesgitin
olgunlagmamig embriyolan ile yaptiklart galigmada ortalama % 197 luk bir rejenerasyon
oram elde etmiglerdir Bu sonuglardan da goriilecegi gibi, test edilen genotiplerin codu
(% 75) % 30° dan daha az bir oranda rejenerasyon kapasitesine sahiptir Sadece birkag

genotip % 60’ i iizerinde bir tejenerasyon oranina sahiptir. Ozgen vd (1996) tarafindan
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apilan bir ¢aligmada hem olgun, hem de olgunlagmamg embriyolardan kallus
l;,dukslyonu ve bitki rejenerasyonu iizerine genotipin gergekten biiyik etkisinin oldugu
orilmitgtit Bu  cahgma  yedi farkh makarnalik bugday cesiti ile yapﬂml&tlr

Olgunlagmanmig embriyo kiiltiirti igin kallus inditksiyon orant ortalama olarak % 96.0,
gjenerasyon kapasitesi ise % 49.7 olarak elde edilmistir Olgun embriyo kiiltiird igin
,alunan sonuglat, kallus inditksiyonu igin % 814, rejenerasyon kapasitesi icinse %
70.4> tiit Yapmis oldugumuz calismada makarnalik bugday cesitleri igin NAA’ 1i
ortamda bulunan kallus inditksiyon orans % 39.67 - % 49.33 arasinda degismekte olup,
‘ortalama olarak % 4417 dir. Bu tir icin rejenerasyon sikligi % 63.33 den % 8233 e
:,'kadar degtigim gostermekte olup ortalama olarak % 75° dir. 2,4-D li ortamda
~makarnalik bugdaylar icin bu ortamda elde edilen sonuglar, kallus indiiksiyon sikhi
.aq;lsmdan 9 3733 ile % 48 67 arasinda degigmekte olup ortalama % 41 5 dir.

* Rejenerasyon % 24 67 ile % 62.00 arasinda, ortalama % 44 4’ diir 2, 4-D’ §i ortamda
" bulunan sonuclar, Ozgen vd (1996) tarafindan elde edilen sonuclara gére dugiik , NAA’

“1i ortamda elde ettigimiz sonuglar ise uynmludur. Lazar vd (1983) ile Chowdhury vd
© (1991), yapmig olduklart ¢aligmada kallus indiksiyon orant ve kaltustan rejenerasyon
" kapasitesi arasinda Onemli bir iligki bulamamiglardir Bu nedenle diisitk kallus
: inditksiyonu gosteren genotiplerin ayn: zamanda diisitk rejenerasyon kapasitesine sahip
f' olacagn dugiinilmemelidir. Ozgen vd (1996) tarafindan yapilan galigmada olgun
embriyo kaltimiinlin olgunlagmamis embriyo kaltiriinden daha iyl rejenerasyon
kapasitesine sahip oldugu gosteriimistir. Kallus yas agirhigs, kallus inditksiyon sikli@a ve
kalluslarm rejenerasyon kapasitesi arasinda snemli bir iliski bulunamamstir Olgun ve
olgunlagmamis embriyolardan kailus olusumunun baglangicindan itibaren 38-60 gun
sonra bitki rejenerasyonu elde etmiglerdir (Ozgen vd 1996) Yapmig oldugumuz
caligmada da NAA’ li ortamda yaklagtk olarak bir ay, 2,4-D’ 1i ortamda ise iki ay sorra

bitki f‘ejener'asyonu elde edilmistir.

Yine Ozgen vd (1998) tarafindan yapilan calismada 12 farkh Triticum aestivum
gesiti MS+2,4-D ortaminda kiiltirre almistr Bu ¢ahgmada da kiiltiir yamtmin buyik
slcide genotipten etkilendigi gorulmistir Genel olarak olgun embriyo kilttiriindn
yanit1 olgunlagmarmg embriyo kiltdriinden daha yiksek bulunmugtur Olgunlagmamig

embriyo kiiltiiri igin kallus indiiksiyonu ortalama v, 80 4, rejenerasyon kapasitesi ise
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» 709 olarak elde edilirken, olgun embriyo kiiltiiriinde kaltus inditksiyonu % 90.6’ ya,

ejenerasyon kapasitesi ise % 96 17 e kadar yiikselmigtir Caligmamizda beg farkh T.

gestivam gesiti ti¢ farkls ortamda kiiltire almmustir Denemelerde, NAA’ H kallus
.. nditksiyon ortaminda ekmeklik bugday cesitleri igin kallus inditksiyonu % 36 00 ile

% 4833 arasinda degismekte olup ortalama kallus indiiksiyon oram % 44 5 olarak
bulunmustur. Rejenerasyon kapasitesi ise % 37.67’ le % 100 00 arasinda olup, ortalama
olarak % 65.0° lik bir rejenerasyon stkhigi elde edilmistir. 2,4-D’ li ortamda ekmeklik
-. bugdaylar igin elde ettigimiz kallus indiksiyon stkhigt % 25 67 ile % 57.67 arasinda
degismis, ortalama kallus indiksiyon sikhg % 44 6 olarak bulunmugtur Rejenerasyon
% 12.00 ile % 63.67 arasinda olup ortalama % 38.0°dur. Ozellikle 2,4-D’ li ortamda
elde edilen sonuglar, Ozgen vd (1998) tarafindan elde edilen sonuglara gore dusik
olmasina ragmen, gerek kallus indiiksiyonu, gerekse rejenerasyon kapasitesinin biyik
sleiide genotipe baglt oldugu g6z niinde bulunduruldugunda, biyoteknolojik ¢aligmalar
icin bu gegitlerin se¢ilmesinin 6nemi ortaya cikmig olmaktadir Ozgen vd (1998) bu
caligmada, iki eksplant tipinden kallus olugumunu, kaltir baglangicindan itibaren 2-3.
giinterde gormiglerdir. Bu calismalaninda da her bir embriyo kitltiirii igin kallus yas
agirlif ve diger kiltiir yamtlar: arasinda Snemli bir iligki elde edememiglerdir Kallus
indiksiyon siklifi ve kallus rejenerasyon sikhgs arasinda da onemli bir iligki
bulunamamustir  Cahgmamizda, NAA ortaminda ekmeklik ve makarnalik bugday
gesitleri igin kallus induksiyonu, kallus yas agulis ve rejenerasyon kapasitesi arasinda
onemli bir ilisgki bulunamamustir. 2,4-D ortaminda ise, ekmeklik bugdaylar i¢in
rejenerasyon ve somatik embriyo sayist arasinda onemli bir pozitif korelasyon elde
edilmigtir. Makamnalik bugdaylarda hem rejenerasyon ve somatik embriyo sayisi, hem
de eksplant bagina diigen embriyo sayst ve kallus yas agurligt arasinda 6nemli bir pozitif
korelasyon gozlenmistir, fakat Ozgen vd (1998) tarafindan clde edilen sonuglara benzer
sekilde kaflus inditksiyonu ve rejenerasyon arasinda, her iki ortamda gerek ekmeklik,
gerekse makarnahk bugdaylar igin, bir korelasyon elde edilememesi, bu karakterlerin

genetik agidan bafmsiz oldugu fikrini desteklemektedir
Delporte vd (2001) yapmis olduklan caligmada iki farkl kighk ekmeklik bugday

genotipiyle caligmuslardir.  Caligmalarinda olgun embriyo fragmentlerini eksplant

kaynagi olarak kullanmis ve ortalama olarak embriyonik kalluslarin % 117 inin rejenere
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jdugunu gormisgterdir. Bu caligmada kallus bagina ya hig¢ bitki olusmamus ya da birkac; _ S
itki olugmustur Bizim olgun embriyo kullanarak, iki farkli ortamda elde ettifimiz % |
3 0 ve % 65 0 lik rejenerasyon oranlari, bu galigmada eide edilen sonuglardan olduk¢a
- ksektir Caligmamizda da 2,4-D © li ortamda kallus bagma ya hig bitki olugmanus ya
a birkag bitki olugmugtur. Bu sonug Delporte vd (2001) tarafindan elde edilen

onuglart destekler niteliktedir

Benkirane vd (2000) yapmis olduklan ¢aligmada on farkhi makarnalik bugday
;_.: cesitinin  olgunlagmamig infloresens ve koleoptil eksplantlarimi  kullanmiglardir
Olgunlasmams infloresens eksplant kaynag: olarak kullanildiginda kallus inditksiyon
sikhgimin % 44 den % 61’e, rejenerasyon kapasitesinin de % 215° den % 554" ¢
- kadar degistigini bulmuglardir. Kallus indiksiyonu ve rejenerasyon arasmdaki fark
- genotibe bagh olarak istatistiksel olarak anleml bulunmustur Bu galigmada da tek bir
kallus iizerinden tek veya ¢okhu somatik embriyo elde edilmigtir Koleoptil eksplantlart
' kuflamildiginda ise kallus indiiksiyon oram % 2732 olarak bulunmustur Rejenerasyon,
~ortamda bulunan 2,4-D konsantrasyonuna bagh olarak % 16 ile % 11.3° e kadar
| depismelctedir Ayrica koleoptil eksplantlarinda kallus indiiksiyonu genotipten ¢ok fazla
etkilenmezken, rejenerasyon igin genotipin énemli oldufu da bulunmustur Bizim hem
ckmeklik hem de makarnalik bujday gesitlerinin olgun embriyolarin kuilanarak
yaptifimiz gahigmamizda elde ettiimiz bulgular bu sonuclardan daha yiiksektir
Dolayisi ile kallus indiksiyonu ve rejenerasyon kapasitesi (izerinde genotip kadar

eksplant kaynaginun da dnemli oldugu bu sonuglarla daha iyi anlasilmaktadir.

Maes vd (1996) tarafindan yapilan g¢aligmada da hem genotip hem de ortam,
rejenerasyon sikhgi iizerine onemfi olglide etkili olarak bulunmustur T.aestivum
cesitleri igin 2.2 mg/L. 2,4-D igeren ve kasamino asitle desteklenen MS ortaminda kallus
inditksiyonu % 30 3 ile % 96 0 arasinda degigmektedir. Rejenerasyon % 2.3 le % 79.8
arasinda olup, kullamlan gesitlerin sadece birisinde yiiksek rejenerasyon oram elde
edilmis, digerlerinde % 23, % 126, % 40 ve % 72’ lik bir rejenerasyon orant
goriilmagtir 7 durum tird igin kallus indikksiyonu % 575 le % 80 7 arasmda olup,

rejenerasyon siklit % 26.3 ile % 49 1 arasinda degismektedir Bu ¢alismada oldufu
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gibi, bizim caligmamiz sonunda da, genotipin gerek kallus inditksiyomu, gerekse
. jeneresayon kapasitesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gorilmektedir.

Karaca ve Biiriin (1999) tarafindan bildirildigine gore; Schaeffer, olgunlagmug
embriyo kultirinde 2,4-D, NAA ve glutamin eklenmig temel MS ortaminin uygun
éldugunu belirtmigtir Calismamizda, iig farkl ortam kullanilmugtir. Kullanilan ortamlar;

mg/L NAA, 2mg/L 2,4-D ve 2 veya 4 mg/L TAA ile desteklenmis katt MS ortamdir
 Bitki buyiime diizenleyici olarak farkl: konsanfrasyonlarda (2-4 mg/L ) IAA kullanslan
kallus inditksiyon ortammnda kallus olusumu gergeklesmemis, embriyo ¢imlenerek
f._bitkiyi olusturmustur Tarafimizdan simdiye kadar JAA® min tek bagina kullanildifr bir
“kallus indiiksiyon ortanuna rastlamlmarms olup, ¢aligmamizda da IAA™ nin tek bagina
kullannimimn, bugday bitkisinden kallus kiiltinii kurulmasi igin uygun olmadigs
" sonucuna varilmistir. Hormon olarak NAA kullanilan ortamda adventif siirgtin olugumu,
bir bagka deyigle organogenesis gozlenmistir 2,4-D kullamlan ortamda ise kallus

 olusumunu takiben somatik embriyogenez yoluyla dolayh bitki rejenerasyonu olmustur.

.:_ Daha once yapimis olan caligmalarm gofunda somatik embriyogenezis yoluyla

‘rejenerasyon elde edilitken, NAA’ in tek bagina kallus kultiri kurulmas: igin

kullantmina rastlanidmamigtir. Karaca ve Biriin (1999) yapmis olduklari ¢aligmada
kallus kiltiirt kurulmast igin NAA’ i bir sitokinin olan kinetinle birlikte kullanmiglar
fakat, ortanu kallus kaltiri kurulmas: i¢in gok uygun bulmamsslardir

Partikiil bombardimam icin kullamian diger sistemlerle kiyaslandifinda, olgun
embriyolardan olusturulan kaltus sayisimn dier sistemlerde elde edilen kallus

sayistndan daha fazla oldugu gorilmugtir (Delporte vd 2001).

Genotip gegitlerin embriyogenik potansiyeli iizerinde en etkili faktorlerden birisidir.
Bu nedenle genetik transformasyon ¢aligmalarinda yitksek embriyogenik potansiyele
sahip bireylerin segilmesine dikkat edilmelidir Yiiksek embriyogenik potansiyele sahip

cesitlerin tammlanmasi, budaymn genetik transformasyonu igin en Gnemli faktérlerden

birisidir (Maes vd 1996)




Bu ¢aligma sonucunda kallus inditksiyonu ve bitki rejenerasyonu igin, genotipin
ofdukg:a onemli oldugu, bir kez daha kamitlanmig oldu Hem makarnalik hem de
okmeklik bugdaym olgun embriyo eksplantlar, kullanilan tim cegitlerde, hem
embrivogenik kallus olusturabilme, hem de rejenere olabilme yetenegindedir. QOlgun
embriyo kullamilarak olugturulan etkili bir rejenerasyon sistemi, genetik mithendisligi
fekxﬁkleriy?le bugdaya farkli genlerin transferi icin kutlamgl: bir sistemdir Yil boyunca
jullanima hazr bir halde kolayca elde edilen olgun embriyolar, olgunlagmanis

embriyolar gibi bugday doku kiltirlerinde etkili bir eksplant kaynafi olarak
 kuflanslabilit

Biyoteknolojik yollarla bugday islahi, etkili ve giivenilir bir transformasyon
sisteminin yoklugu nedeniyle smurl miktarda olmaktadir. Transformasyon igin en sik
kullanilan yontem, mikroprojeksiyon bombardimam olup, Weeks vd (1993), bu yéntemi
kullanarak tek bir bugday cesitine ait 6248 adet embriyoyu transforme etmiglerdir.
Caligmalarinda markér gen olarak fosfinotrisin dayamikiik geni olan har genini
kullanmuslardir. Calisma sonucunda kallus ve ksklenme asamasindaki bitkiciklerden 13
tanesinde gegici PAT enzim aktivites gozlemiemislerdir. Daha sonraki agamada ise 10

adet transgenik bitki elde etmeyi basarmiglardir. Transformasyon sikh 1000 embriyo

bagina 1-2 adet bulunmugtur .

Hess vd (1990) bugday basaklarina Agrobacterium tumefaciens pipetlenmesi ile

bitkag adet kanamisine direngh bitki elde etmislerdir

Tingay vd (1997), arpanin olgunlagmamms embriyo eksplantlarint biolaphos direng

geni olan bar ve gus igeren binary vektorle transforme edip, transformasyon etkinligini,

9% 4 2 olarak bulmuslards

Khanna ve Daggard (2003) binary vektor pHK22 veya super binary vektor pHK21
tagtyan LBA4404 Agrobacterium susu ile bugdaym embriyogenik kalluslarim
transforme etmislerdir Super binary vektorterin ozelligi, bunlarn ekstra vir B, C G

genlerini tagimasidir [ BA4404/PHK?22 ile transforme ettikleri 578 kallustan tek stabil
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transforme bitki elde ederken, LBA4404/ pHK21 ile transforme ettikleri 658 kallustan
17 stabil transforme bitki elde etmiglerdir

Cheng vd (1997), olgunlasmamis embriyo, 6n kiltirasyona maruz birakilmg
embriyo ve bu embriyolann kitltare alinmas: ile olusan embriyogenik kallustari, -
glukuronidaz (gus) ve neomisin fosfotransteraz (nptll) tagtyan binary vektor iceren 4.
umefaciens ile transforme etmiglerdir Transformasyon etkinlifi, taze olarak izole
edilmis olgunlagmamg embriyoda %12 + 0.79, bir 6n kiiltiirasyona tabi tutulan
olgunlagmamis embriyoda %1.56 = 1.11 ve embriyogenik kallusta ise %1.55 £ 108

olarak bulunmustur.

Bu tez caligmasmnda ise olgun embrivo ve olgun embriyodan olugturulan
embriyogenik kaltuslar eksplant olarak kullanilarak, gus ve nptll tagiyan p GV35 S
GUS INT ve p WP 127 Agrobacterium suslan ile enfekte edildi. Daha once yapilan
¢aligmalarda genellikle tek bir gegit enfekte edilirken, bizim yaptifimiz calismada on
farkli gesit test edilmistir. Farkli gesitlere ait yaklagk 1000 embriyo ve 500 kallus
enfekte edilmis, fakat transgenik bitki elde edilememistir.

Bugdaya T-DNA aktanmini etkileyen gesitli faktorler bulunmaktads. Bunlar
arasinda, farkli eksplant tipleri, inokiilasyonda kullanilan A fumefaciens yogunlugu,
inokitlasyon ve kokilltivasyon zaman periyodu, inokiilasyon ve kokiltivasyon
ortaminda bulunan indikleyici ajan varli§ sayilabilir. Simdiye kadar geng fideciklerin
yaprak dokulan, olguntagmamms infloresens, taze olarak izole edilmis olgunlagmamis
embriyo, olgunlagmamis embriyodan olugan embriyogenik kalluslar ve stspansiyon
hiicreleri A. tumefaciens ile inokile edilmigtir (Cheng vd 1997) Olgun embriyo ve
bundan olugturulan embriyogenik kalluslarin A.fumefaciens ile transformasyonuna dair
bir calismaya tarafimizdan rastlamlmamistr. Daha once yapilan caligmalardan elde
edilen transformasyon etkinliklerinin oldukga diigiik oldugu goz Oniinde bulundurulacak
olursa kullamilan eksplant sayist arttirilarak ve transformasyon sartlar: degistirilerek
transformasyon denemelerine devam edilebilir Ayrica gegici GUS aktivitesinin elde

edilememesi géz oniine alinirsa, olgun embriyo ve bunlardan olusturutan embriyogenik
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arn, caligmamizda kullandigimiz 4. fumefaciens suglan ile transformasyon igin

-j;ﬁllusl
gun eksplantlar olmadigt da distniilebilir.
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 SONUC

Bu calismada, bugday bitkisinin ir vifro rejenerasyon yetene§i ve Agrobacterium
umefaciens aracihif1 ile genetik transformasyonu araghinmugtir. Cahgmada 7. agestivum
e T durtm’ a git toplam on farkh genotip kullamlmigtir On farkh genotipe ait olgun
mbriyolardan kallus kiiltiriiniin kurulmas: ve rejenerasyon igin tg farkh ortam
enenmistir. Bu ortamlardan MS+NAA ortaminda ekmeklik ve makarnalik bugday
esitlerinin tiimii organogenesis gostermis, bir bagka deyisle adventif siirgiin olusturmak
i:-_yoiuyla rejenere olmuglardir 7 aestivum gesitleri, kallus indiksiyon ortaminda 3-5
i-'.gﬁnde kallus olugturmugtur. Kallus indiiksiyon sikligt genotibe bagh olarak % 36.00 ile
% 48 33 arasinda degigmistir. Olusan kalluslar, rejenerasyon ortamt olan hormonsuz 72
S ortamina aktanitdiktan sonra rejenerasyon orant genotipe bagli olarak % 37.67 ile
:;% 100 00 arasinda bulunmugtur. T durum gesitleri ise ayni kallus indiiksiyon ortaminda
4-10 giin iginde kallus olusumu gostermis otup, katlus indiksiyonu % 3967 ile % 49.33
asinda degigmektedir Rejenerasyon ortam olan ¥ MS ortamda olugan rejenerasyon
oram % 6333 ile % 8233 arasmnda bulunmustur MSHAA (2mg/L) ve MS+IAA
{(4mg/L) ortamlaninda kalus olugumu gergeklesmemis, embriyo gimlenerek bitkiyl
olusturmugtur  Bu nedenle IAA” nin tek basina kuillaniddigimda, bugday bitkisinden

- kallus kultirt kurulmast igin ¢ok uygun olmadift sonucuna variimigtic

MS+2,4-D ortami kallus indiiksiyon crtam: olarak kullamldifinda somatik
embriyogenez yoluyla dolayh bitki rejenerasyonu olmustur 1° aestivum cesitleri igin
bu ortamda olusan kallus indiiksiyon sikligs % 2567 ile % 5767 arasinda
degismektedir Bu ortamda kallus olusumu 2-4 giinde gergeklesmistir Rejenerasyon
ortam: olarak hormonsuz, Y4 MS ortamt kullamldifinda somatik embriyogenez
baslangict kullamlan gesite bagh olarak 25-30 giinlerde gérilmustir. Rejenerasyon
sikligi ise % 12.00 ile % 63 67 arasinda degismistic 7. durum cesitleri, bu kallus
indiiksiyon ortaminda 3 - 8 giinde kallus olusumu  géstermis olup, kallus inditksivonu
% 37 33 ile % 48 .67 arasinda degismektedir 4 MS ortaminda rejenerasyon  sikhig,
% 2467 ile % 6200 arasinda bulunmustur Bu ortamda somatik embriyogenez

baslangict 20-30 ginlerde gorulmigtir
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MS+2,4-D ortaminda ekmeklik ve makarnalik bugday gesitlerinde kallus bagina
ortalama olarak 1-2 bitki olugmugtur.

Bu galigmada varilan sonuglardan birisi, iki farkli ortamda olgun embriyolar
eksplant kaynag olarak kullantidignda, kallus indiiksiyonu ve rejenerasyon kapasitesi
i¢in genetip snemli bir faktordir Yil boyunca kullamma hazir bir halde kolayca elde
edilen olgun embriyolar, bugday doku wiltiiriinde etkili bir eksplant kaynaf olarak
kullanilabilir

Transformasyon ¢aligmalarinda olgun embriyo ve olgun embriyolarin kiiltiire
alinmastyla elde edilen embriyogenik kafluslar, gus ve npt I genlerini tagtyan iki farkli
disarmed 4. tumefaciens susu ile transforme edilmistir. Iki eksplant tiri ve ki farkh
sugla in vitro transformasyon sonucunda histokimyasal GUS analizi yapilms, fakat
aday transgenik bitki elde edilememigtir. Buldugumuz diger bir sonug, bugday
bitkisinde kullanilan Agrobacterium tumefaciens suglan ile transformasyon isleminde,
olgun embriyo ve bundan olusan kalluslann uygun bir cksplant kaynafs
olamayabilecegi veya eksplant sayisinin arttmlarak ve deney kosullart degistirilerek
denemelere devam edilmesi gerektigidir Bununla birlikte, in vitro 1ejenerasyon
cahismalarinda elde edilen verilerin, bitkinin 1slatu ile ilgili caligmalara katkist olacagt

ditgiiniilmektedir
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