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Ozet : Bu calismada, Dogu 88 bugday cesidinin olgun ve olgun olmayan embriyolari farkli 4 madde katiimis MS ortaminda kiltiire
alinmistir. Deneme faktdriyel deneme desenine gore iki tekerrirli olarak kurulmus ve degerlendirilmistir. Verilere karekok
transformasyonu uygulanmigtir. Gozlemler 42 gln surmugstir. Gézlemler sonunda, kallus sirgin ve kok olusturan tip sayilari
belirlenmistir.

Olgunlagmamis embriyolarin kilturinde en ylksek kallus olusumu (Ort. % 94) 2 mg/l 2,4 D+ 1mg/I kinetin katilmig MS ortaminda
elde edilmistir. Olgun embriyolarin Kiltlrinde ise en yiksek kallus olusumu (Ort. % 95) 2 mg/l 2,4 -D katiimis MS ortaminda
gozlenmistir. Kallus agirliklart bakimindan olgun embriyolar daha iyi sonu¢ vermistir. En yuksek kallus agirhdr ortalama 395.3 mg
olarak 2 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin iceren MS ortaminda bulunmustur.

Callus Development in Embryo Culture of Wheat

Abstract : In this study mature and immature embryos of Dogu-88 wheat variety was cultured for callus development on MS
medium supplemented with 4 different substances. Experiment was planned and analysised as factorial design with two replication.
Data has been converted with rootsquare transformation. Observations were continued during 42 days. Number oftubes in which
callus, shoot and root formation occured, were found after observation.

The immature embryos formed the highest callus (average 94 % ) on medium MS containing 2 mg/l 2,4-D + 1 mg/I kinetin. The
mature embryos formed the highest callus ( average 95 % ) on MS medium containing 2 mg/I 2,4-D. The mature embryos gave the
best result with respect to callus weights. The highest callus weights were obtained (average 395.3 mg) on MS medium containing

2 mg/l =2,4-D + 1 mg/l kinetin.

Giris

Bitki doku Kulturleri ydntemlerinden biri olan embriyo
kulturleri, temel arastirmalarda ve tohumdaki ¢imlenme
durgunlugunu (dormancy) ortadan kaldirmak amaciyla
uygulanmaktadir. Bunun yanisira, tirler arasi ve cinsler
arasi melezlerin elde edilmesi bakimindan biyik 6nem
tasimaktadir (1). Kallus olusturmada bitkinin degisik
kisimlarindan alinan parcalarin yaninda, olgunlasmis ya da
olgunlasmamis embriyolar da materyal olarak
kullanilmaktadir (2,3,4). Yapilan pek ¢ok calismaya gore,
farkll tlrlerden alinan bitki parcalarinin Kiltlrlerinde
farkli besin isteklerinin karsilanmasi gerekliligi ortaya
konmustur (2).

*Oznur KARACA'nin yiiksek lisans tez calismasinin bir bélimidir.

Kallus olusturmanin yararlarindan biri de kallustan
farklilasan bitkiler arasinda gorilen somaklonal
varyasyondan islah programlarinda yararlaniimasidir.
Ayrica in vitro ortamda kimyasal ve fiziksel mutagen
uygulamalariyla hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere
dayaniklilik ve yiksek tuz, disuk sicaklik ve susuzluga
toleransh mutant htcre secimleri yapilabilmektedir
(1,4,5).

Bu calismada, bugday embriyolarindan Kkallus
dokusunun elde edilmesi amaciyla, temel MS ortamina
katilan bazi hormonlar ile amino asitin etkileri
arastiriimistir.
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Materyal ve Yontem

Dogu-88 bugday c¢esidinin olgunlagsmamis ve
olgunlasmig embriyolari kiltlre alinmistir.
Olgunlasmamis embriyolar, tozlanmadan 9-10 giin ve 15-
16 gln sonra olmak Uzere 1 hafta ara ile iki kez kultire
alinmistir. ik olarak, 9-10 giinliik embriyoya sahip olan
daneler ortadan ikiye bolinerek embriyoyu iceren
kisimlarl, bir hafta sonra ise 2.43 + 0,08 mm c¢apindaki
biraz daha belirginlesmis embriyolar 4 degisik madde
eklenen MS (6) ortaminda (Tablo 1) kultire alinmistir.
Hasat olgunluguna gelmis bugddaylarin daneleri alinmig,
bir toplu igne yardimi ile embriyolari ¢ikarilarak olgun
embriyo materyali elde edilmistir. Her bir materyal icin
(9-10 glnlik ve 15-16 glnlik olgunlasmamis
embriyolar) 4 ortamda, 2 tekerrlrde toplam 480 tip
kullaniimistir.

Tablo 1. MS ortamina eklenen maddeler ve miktarlari
Ortam No: Eklenen maddeler ve miktarlari
| MS + 2 mg/l 2,4-D * ( 2,4-diklorofenoksiasetikasit )
11 I + 1 mg/l kinetin **
11 Il + 1 mg/l NAA * ( Naftelenasetikasit )
I\% III + 150 mg/! asparajin***

*: Oksin ~ **: Stokinin *** : Aminoasit

Ortam PH'st 5.7'ye ayarlanan ve kiltur tuplerine
bosaltilan besin ortaminin sterilizasyonu,121 °C'de 1 atm
basin¢ta 20 dakika stre ile otaklavda birakma sureti ile
yapimistir.

Embriyolarin sterilizasyonu sodyumhipoklorit ve alkol
ile yapilmig, olgun embriyolar ise sterilizasyondan sonra
penisilin ve streptomisin iceren solisyonda tutulmustur
(7). 25 ml besin ortami iceren deney tlplerine
yerlestirilen embriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik
surede, 1500 lux isikta ve ortalama 23°C sicaklikta 42
gun bekletilmiglerdir.

Kallus olusumu gézlenen tlpler sayilarak ortamlardaki
kallus olusum oranlari bulunmus, 42 gin sonunda tipler
bosaltilarak kok ve surgin ayrildiktan sonra kallus
agirliklar: tartilmistir.

Calisma 2 tekrarlamali olarak faktoriyel deneme
desenine gore dizenlenmig, elde edilen veriler
transformasyonu yapildiktan sonra dederlendirilmigtir
(8). Verilerin istatistiki degerlendirilmesinde mini-tab
paket programi Kullaniimistir.
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Bulgular
Olgunlasmamis Embriyolarin Kaltira

Yarim dane olarak kiltlre alinan olgunlagmamig
embriyolardan (9-10 gunlik) kallus olusum orani Sekil
1'de gosterilmis ve ortamlara gore ortalama Kkallus
olusum oranlarinda istatistiksel 6nemde bir fark
bulunmamistir. 15-16  gunlik  olgunlasmamis
embriyolardan ise 4 ortamda da daha ylksek Kallus
olusum orani saptanmis (Sekil 1), ortamlar arasindaki
fark %5'e gore 6nemli bulunmustur(Tablo 2).
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Sekil 1. Olgunlasmamig embriyo kiltirinde ortamlara gore kallus
olusumu.

Tablo 2. 15-16 gunlik embriyolardan elde edilen kallus olusum
oranlarinin en kiglk kareler ortalamalarina iliskin ¢oklu
karsilastirma testi

Ortamlar X + SX

| 9.178 =+  0.440 AB

11 9.695 =+ 0.440A

Il 8.428 + 0.440 AB

\% 7613 + 0.440B
(P < 0.05)

15-16 gunluk olgunlagsmamis embriyolarin Kkallus
agirliklari bakimindan ise ortamlar arasinda énemli bir
fark bulunmamustir (Tablo 3 ve 4).



Tablo 3. 15-16 gunluk olgunlasmamis embriyolarin  kiltirinde
saptanan kallus agirliklari
Kallus agirliklari (mg)
Ortamlar Ort. En disik En yiksek
| 67.0 10.0 136.0
Il 60.0 9.0 114.0
111 45.0 5.0 156.0
\% 51.0 6.0 114.0
Tablo 4. 15-16 gunluk olgunlasmamis embriyolardan olusan kallus
agirhiklarinin en kdcuk kareler ortalamalarina goére ¢oklu
karsilastirma testi
Ortamlar X + Sx
| 0.0672 + 0.0083 A
Il 0.0599 + 0.0083 A
111 0.0455 + 0.0083 A
\Y% 0.0506 + 0.0083 A
(P>0.05)

9-10 gunlik tam belirginlesmemis embriyolarin
kultirinde kallus ile birlikte ¢cok az sayida tipte strgin
gelisimi de gozlenmis, Kok olusumuna raslanmamistir
(Tablo 5).

Tablo 5. 9-10 gunluk olgunlasmamis embriyolarin  kultdrinde,

strgln ve kok olusumu gdzlenen tup sayilar

[.Tek 11.Tek
Kiltirde  Surgln Kok Surgin Kok
Kullanilan ~ Olusumu  Olusumu  Olusumu  Olusumu

Toplam Tlp gbzlenen gozlenen gbzlenen godzlenen
Ortamlar sayisl tlp sayisi tlp sayisi tup sayisi tip sayisi

I 20 1 - 1 -
I 20 - - - -
1l 20 - - - -
I\% 20 3 - - -

15-16 gUnlik olgunlagsmamis embriyolarin Kultire
alindigi denemede daha fazla sayida tipte sirgin ve kék
olusumu gozlenmistir. En fazla sirgin olusumu 2 mg/I
2,4-D 1mg/l Kinetin iceren ortam Il'de (34 tlp) en az
surgin olusumu ise 2 mg/l 2,4 D + 1mg/I kinetin + 1 mg/I
NAA iceren ortam IlI'de (17 tlp) gozlenmistir (Tablo 6).
KOk olusumu bakimindan ortamlar arasinda énemli bir
fark bulunmamistir.

0. KARACA. B. BURUN

Tablo 6. 15-16 gunlik olgunlasmamis embriyolarin  kaltdrinde,

strgun ve kok olusumu gozlenen tip sayilari

[.Tek 11.Tek
Kiltirde  Sirglin Kok Strgln Kok
Kullanilan ~ Olusumu  Olusumu  Olusumu  Olusumu

Toplam TUp gbzlenen gozlenen gbzlenen gdzlenen
Ortamlar sayisl tlp sayist tlp sayist tup sayisi tip sayisi

I 20 13 4 8 4
11 20 18 - 16 1
11 20 12 4 5

I\Y 20 17 4 12 2

Olgun Embriyolarin Kultura

Olgun embriyolar 1991 ve 1992 yillarinda olmak
Uzere 2 kez Kulturd alinmistir. En iyi sonug (%100 kallus
olusumu) 1991 yilinda kurulan denemede ve ortam II'de
elde edilmistir (Sekil 2). ikinci yil kurulan denemede de
tim ortamlarda kallus olusum oranlari yiksek bulunmus
ve en yuksek Kallus olusumu % 93 orani ile ortam-I de
gozlenmigstir. Yillar arasindaki fark % 5 diizeyinde 6nemli
bulunmusgtur.

iki yilin otalama Kallus olusum oranlarina gore,
ortamlar arasindaki fark cok o6nemli (F<0,01)
bulunmustur.
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Sekil 2. 1991 ve 1992 yillarinda ortamlara gore olgun
embriyolardan ortalama kallus olusum oranlar
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Ortamlarin Kallus agirliklarinda ortaya cikan farklar
%5 dizeyine gére 6nemli bulunmus: ortam-Il'de en agir,
ortam [V'de en hafif kalluslar elde edilmistir (Tablo 7).

Surgin ve kok gelisimi bakimindan her iki yilda da
elde edilen sonuglar timuyle benzerdir. Tablo 8'de iki
yilda slirgin ve kok gelisimi gozlenen tlp sayilari
verilmistir.

Tartisma ve Sonug
Olgunlasmamis Embriyo Kultira

15-16 ginlik olgunlasmamis embriyolarin kKullanildig
denemede, farkli dért ortamda %58-94 oranlari arasinda
kallus  olusumu  saptanmistir.  Ahloowalia  (9),
olgunlasmamis embriyolari, 2,4-D, IAA ve Kinetin
eklenmisg MS ortaminda kultiire alinmis; %77 oraninda
kallus olusumu bulmustur. Iki calismada da elde edilen
oranlarin birbirine yakin oldugu gorilmektedir. Degisik
arastiricilar -~ yaptiklari  olgunlasmamis  embriyo

Tablo 7.

kulturlerinde 12 glnlik, 14-24 ginlik embriyolar olmak
Uzere farkll buyUklikteki olgunlasmamis embriyolari
kultlre alarak basarili sonuglar elde etmigler, 1,0-1,5
mm. capmdaki embriyolarin  uygun oldugunu
belirtmiglerdir (10,11,12,13,14). Bu calismada 15-16
gunltk embriyolar kiltlre alinmig, embriyonun yagsi ile
kallus olusum orani arasinda gozlenen iligki Oteki
calismalarla benzerlik gdstermistir.

Yapilan istatiksel degerlendirmede, olgunlasmamig
embriyolarin  kiltirinde, doért Kultir ortaminin
birbirinden farkli kallus agirliklarina yol agmadigi ortaya
konmustur (Tablo 4).

Bu konuda yapilan benzer calismalarda kallus olusumu
icin MS Kkultdr ortamina; 2,4-D, IAA, Kinetin ve dicamba
eklenmesinin olumlu oldugu, 06zellikle bugdaygillerde
oksin grubu hormonlarda 2,4-D'nin bulunmasinin énemi
belirtilmistir (9,10,11,12,15). Ayrica, Papenfus ve
Carman (11), MS Kkultir ortamina 2 mg/l dicamba
eklemenin, 2 mg/l 2,4-D eklemekten daha iyi sonug

1991 ve 1992 yili olgun embriyo kulturlerinde ortamlara gore Kkallus agirliklari

Kallus agirliklar: (mg)

1991 yil 1992 yili iki yil
Ortamlar Ort. En diguk En ylksek Ort. En digsuk En yiksek ortalamasi
1 202.3 93.2 386.8 78.0 27.0 170.0 140.2
1l 670.6 33.5 1608.7 120.0 42.0 161.0 395.3
11 374.0 35.8 1238.0 115.0 28.0 188.0 244.5
v 376.9 73.3 1214.2 42.0 20.0 67.0 209.5
Tablo 8. Olgunlasmis embriyolarin kaltdrinde strgin ve kdk olusumu gozlenen tip sayilari
1991 1992
Kulturde Surgin Kok Surgin Kok
Kullanilan Olusumu Olusumu Olusumu Olusumu
Toplam Tup gozlenen gozlenen gozlenen gozlenen
Ortamlar sayisr* tlp sayisi tlp sayist tlp sayist tlp sayisi
14+12 9+5 1349 4+2
| 40 26 14 22 6
13+16 14+13 12+17 6+5
Il 40 29 27 29 11
15+12 8+7 12+11 4+4
Il 40 27 15 23 8
11+14 6+13 1349 8+6
vV 40 25 19 22 14

* Tekrarlamalar birlestirilerek verilmistir.
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verdigini belirtmistir. Bu c¢alismanin sonuglarindan, MS
ortamina katilan 2,4-D ve kinetinin, olgunlasmamig
embriyodan elde edilen Kallus olusumunda olumlu etki
yaptigi (2,4-D eklenen ortamdan % 84; 2,4-D ile birlikte
kinetin eklenen ortamdan da % 94 kallus olusum orani
elde edilmistir), bunun yaninda NAA ve asparajinin de,
Oteki iki madde gibi olumlu etki gdsterdigi sOylenebilir.

Temel MS ortamina kinetin eklenen ortam II'nin, 2,4-
D ve asparajin ilave edilen ortamlar ile surgiin olusumu
bakimindan ¢nemli bir fark goéstermemesine karsin; NAA
iceren ortama gore daha fazla sayida stirgin olusturdugu
saptanmistir (Tablo 6). Kok olusumunda, NAA'nin belirgin
bir etkisinin gorilemedigi belirtilebilinir. Ahloowalia (9),
MS ortamma 1 mg/l NAA eklemenin kok gelisimini
artirdigi, Barabonova ve ark. (12)'da NAA gibi bir oksin
olan [AA'nin Kok ve slrgun gelisimini artirdigini
belirtmiglerdir. Cai ve ark. (14) olgunlasmamis embriyo
kultdrinde, kallus olusum oranlarindaki degisiklikleri
(%71-100) cevre kosullari ile deneme hatalarina,
rejenerasyondaki degisiklikleri ise (% 0.60) genotipik
farkliliklara baglamiglardir. Bu calismada da benzer
faktorlerin etkilerinin oldugu sdylenebilir.

Olgunlasmis Embriyo Kultiru

Olgunlasmis  embriyolarin ~ Kkullanildigi  iki il
tekrarlanan denemelerde, kallus oranlari yiksek (1. yil %
76-100, 2. yil % 25-93) olmusg; kallus olusum oranlari
acisindan yapilan istatiksel analizlerde, iki yil arasindaki
fark 6énemli bulunmustur (P<0,05). Ayni Kiltir ortamliari
kullanilmasina karsin, yillar arasinda ortaya ¢ikan farklilik;
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