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Bu aragtirmada Tiirkiye makarnalik bugday tariminda dneme sahip ve biyotik-abiyotik stres
faktorlerine yiiksek adaptasyon ozelliklerinden dolay: 1slah programlarinda ebeveyn olarak
yararlanilan 13 makarnalik bugday genotipi (Altin 40/98, Ankara 98, Berkmen-469, Cesit
1252, Eminbey, Imren, Kiziltan-91, Kunduru 414/44, Kunduru 1149, Meram 2002, Mirzabey
2000, Selguklu 97, Yelken 2000) kullanilmistir. Bu genotiplerin, kallus kiiltiirii
parametrelerine olan tepkileri belirlenerek biyoteknolojik karakterizasyonlar: yapilmustir.
Olgun embriyolarm kullanildig: arastirmada, steril kosullarda tohumlardan ¢ikartilan
embriyolar 2 mg I 2,4-D ve MS mineral maddelerini igeren kat1 besin ortaminda kiiltiire
alinmustir. Gelisen kalluslar, siirgin ve kok olusturabilmeleri i¢in hormon igermeyen MS
ortamina transfer edilmistir. 13 makarnalikk bugday genotipinin olgun embriyolar1
karsilastinildiginda; kallus agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi parametrelerinde
genotipler arasindaki farkin P<0.01 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Test edilen 13
makarnalik bugday genotipinden Berkmen-469, Kiziltan-91 ve Eminbey en yiiksek
rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkisi degerlerinin olusturarak, rejenerasyon yetenegi en
yiiksek kalluslart meydana getirmislerdir. Bu genotiplerin dogrudan gen aktarilabilme
potansiyellerinin diger genotiplere gére daha yiiksek oldugu ve oniimiizdeki donemlerde
biyoteknolojik yontemlerle dayanikli gesit gelistirilmesine taban olusturabilecek genotipler
oldugu belirlenmistir.
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The research was carried out using 13 durum wheat genotypes Altin 40/98, Ankara 98,
Berkmen-469, Cesit 1252, Eminbey, imren, Kiziltan-91, Kunduru 414/44, Kunduru 1149,
Meram 2002, Mirzabey 2000, Selcuk 97, Yelken 2000 that are important in breeding programs
as parents due to their tolerance against biotic-abiotic stresses and high adaptation features.
Biotechnological characterization of these genotypes was made by determining their responses
to callus culture parameters. The study used mature embryos, obtained from their seeds under
sterile conditions that were cultured on agar solidified MS medium containing 2 mg I'* 2,4-D.
The developed calli were transferred to MS medium without any hormones to form shoots and
roots and were compared among themselves with significant difference among genotypes in
the parameters of callus weight, regeneration capacity (%) and culture effect at the level of
P<0.01. Berkmen-469, Kiziltan-91 and Eminbey had the highest regeneration capacity and
culture effect values among 13 durum wheat genotypes that induced maximum callus
regeneration. These genotypes were found to have higher genetic transformation ability and
could form the basis for the development of resistant varieties with biotechnological methods
in future.
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1. Giris

Diinyada ve iilkemizde en fazla kiiltiirii yapilan bitki olan
bugday, insan beslenmesinin temelini olusturmaktadir. Bugday;
ekmek, makarna, bulgur, irmik, biskiivi gibi gida maddelerinin
iretiminde kullanilmaktadir. Adaptasyon sinirlart genis ve birim
alan verimi daha yiiksek oldugu i¢in toplam bugday ekim
alanlarin biiylik bir kismmi ekmeklik bugdaylar olusturur.
Makarnalik bugday ise daha 6zel iklim kosullarma gereksinim
duydugundan daha dar alanlarda iiretilmektedir. Ulkemizde
2019 yilinda yaklagik 7.3 milyon ha olan toplam bugday ekim
alanmin 1.2 milyon ha’lik kismini makarnalik bugdaylar
kapsamaktadir. 2004 yilinda 2.1 milyon ha olan makarnalik
bugday ekim alaninda son 15 yilda dramatik bir diisiis
gerceklesmistir (TUIK 2019). Tiirkiye makarnalik bugdayin gen
merkezlerindendir ve ekolojik olarak kaliteli makarnalik bugday
tretimine son derece uygundur (Bozkurt 2012). Diinya’nin
6nemli makarnalik bugday iiretici iilkelerinden biri olan Tiirkiye
makarna iretiminde de Oncii tilkelerdendir ve 797.966 ton ile
Diinya’da Italya’dan sonra en fazla makarna ihracati
gergeklestiren tilke konumundadir (FAO 2019).

Yeryiiziinde ekim alanlarmnin marjinal sinirlara ulasmast,
tarim alanlarinin amag¢ dist kullanilmasi, yanlis tarimsal
uygulamalar ~ve erozyon sonucu tarim  alanlarinin
verimsizlesmesi islenen tarim alanlarimi daraltmaktadir. Diinya
niifusunun artmasina paralel olarak tarim alanlarinin azalmast,
artan niifusun besin ihtiyacinin karsilanmasi i¢in birim alan
veriminin artirilmasi zorunludur. Bunun i¢in ise; abiyotik ve
biyotik streslere toleransli ve Kkaliteli yeni g¢esitlerin
gelistirilmesi gerekmektedir.

Klasik bitki 1slah1 yontemlerinin uzun yillar siirmesi ve
yogun is giici gerektirmesi yeni cesitlerin gelistirilmesini
siirlandiran  en  onemli  bir faktordiir.  Biyoteknolojik
yontemlerin gelismesi klasik 1slaht yontemlerinde zamandan
biiyiik ol¢iide kazanima ve uygulamada karsilagilan sorunlarin
asilmasina olanak saglamistir. Bilindigi gibi biyoteknolojik
yontemlerin ilk asamasi1 doku kiiltiiriidiir. Doku kiiltiiriinde
temel amag, saglikli ve yiiksek oranda bitki rejenerasyonu ve
hizli ¢ogaltimin yapilabilmesidir. Biyoteknolojik tekniklerden
yararlanilarak gen aktarmada onemli bir asama olan kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonunda basar1 basta genotip olmak
tizere kiiltiir ortaminin igerigi, eksplant kaynagi ve biiylime
diizenleyicilerinin miktar ve yapis1 gibi birgok faktdre baglidir
(Tuberosa ve ark. 1988; Ahmet ve Adak 2007; Farshadfar ve
ark. 2012a; Mahmood ve ark. 2012; Ozgen ve ark. 2017,
Miroshnichenko  ve ark. 2019). Transgenik hatlarin
transformasyonu ve gelisiminin bagarili olabilmesi i¢in
rejenerasyon yetenegi yiiksek genotiplerin olmasi gereklidir
(Swati ve ark. 2019). Bugday transformasyon c¢aligmalarinda,
doku kiiltiirinde olumlu yanit veren bir veya iki spesifik bugday
genotipi kullanilmaktadir (Witrzens ve ark. 1998). Bu genotipik
bagimliligi ortadan kaldirmak igin bugday cesitlerinin gen
aktarilabilme yatkinliklariin bilinmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismanin amac1 Tirkiye’de makarnalik bugday
tariminda 6nemli, adaptasyon alani genis, biyotik ve abiyotik
stres faktorlerine toleransl ve 1slah programlarinda anag olarak
kullanilan 13 makarnalik bugday ¢esidinin olgun embriyolarini
kullanarak bu gesitlerin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
yetenegini belirlemek ve olast gen aktarma caligmalari igin
potansiyellerini saptamaktir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirma 2018-2019 sezonunda yiiriitilmiistiir. Materyal
olarak Tiirkiye’de yetistirilen ve genitér olarak dnem tasiyan 13
adet makarnalik bugday cesidinin (Altin 40/98, Ankara 98,
Berkmen-469, Cesit 1252, Eminbey, Imren, Kiziltan-91,
Kunduru 414/44, Kunduru 1149, Meram 2002, Mirzabey 2000,
Selguklu 97, Yelken 2000) olgun embriyolar1 kullanilmigtir.
Olgun tohumlar Tiirkiye Tohum Gen Bankasi’ndan temin
edilmigtir.

Olgun tohumlar sterilizasyon igin %70’lik (v/v) alkolde 5 d
temizlenmis ve steril saf su ile yikanmig, daha sonra %5°lik
sodyum hipokloritte (NaClO) 30 d muamele edilip, birka¢ kez
steril saf su ile durulanmustir. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan
tohumlar 33°C’deki su banyosunda 2 saat bekletilerek
yumusatilmistir. Kallus olusumu igin embriyolar; 2 mg I
2,4-D, MS (Murashige ve Skoog 1962), 20 g I sakkaroz ve 7
g I agar igeren besin ortamlarma kalkancik yukari bakacak
sekilde yerlestirilmistir. Petriler kallug olusumu i¢in 25+1°C’de
karanlikta inkiibatGterde 15 giin bekletilmistir. Bu siire sonunda
kallus olusum oran1 ve kallus agirligi parametreleri elde
edilmigtir. Elde edilen kalluslar siirgiin olusumu i¢in MS-0 besi
ortamina aktarilarak 4 hafta 25+1°C’de 16 saat aydinlik
(1500 lux)/8 saat karanlikta birakilmustir (Ozgen ve ark. 2017).
Ardindan rejenere olan kalluslar daha iyi gelisebilmeleri igin
MS-0 ortam igeren jarlara aktarilmig ve 25+£1°C’de 16 saat
aydinlik (1500 lux) / 8 saat karanlikta rejenerantlarin gelismeleri
saglanmistir. Bu siire sonunda rejenere olan kalluslar sayilarak
“Rejenerasyon Kapasitesi” ve “Kiiltiir Etkisi” parametreleri
saptanmistir (Ozgen ve ark. 1998).

Kallus olusumu (%), kiiltiiriin 15. giliniinde her petride
kallus olusturan embriyolarin sayisinin toplam embriyo sayisina
oranlanmasiyla; kallus agirligi (g) ise kiiltiiriin 15. giiniinde
embriyolarda olusan kalluslarin tartilmasiyla bulunmustur.
Rejenerasyon kapasitesi (%), rejenere olan kalluslarin olusan
kallus sayisina oranlanmasiyla ve kiiltiir etkisi (%) ise, rejenere
olan kalluslarin kiiltiire alinan embriyo sayisina orantyla elde
edilmigtir (Sayar ve ark. 1999).

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekrarlt
kurulmustur. Her uygulama igin petri kaplarina 10’ar adet olgun
embriyo yerlestirilmistir. Elde edilen veriler JMP-12 istatistik
paket programi kullanilarak analiz edilmis, cesitler arasindaki
farkliligin belirlenmesi i¢in de Duncan testi yapilmigtir (Steel ve
ark. 1980).

3. Bulgular ve Tartisma

Makarnalik bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinde incelenen
parametrelerden elde edilen verilerle yapilan varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 1’de verilmistir. Varyans analizi sonuglarina
gore; kallus olusumu bakimindan istatistiki olarak 6nemli bir
farklilik bulunmazken, kallus agirlig1, rejenerasyon kapasitesi
ve kiiltiir etkisi parametrelerinde ¢esitler arasindaki farklilik
istatistiki olarak P<0.01 diizeyinde Onemli bulunmustur
(Cizelge 1). Cesitlerin incelenen parametrelerdeki ortalama
degerleri ve cesitler arasindaki farkliigin belirlenmesi igin
yapilan Duncan testi sonuglari Cizelge 2’de gosterilmistir.

Olgun embriyolardan kallus olusumunun baglamas kiiltiiriin
4. giiniinde gerceklesmistir. Cesitlerden, beyaz renkli,
gevsek—sulu ve koyu krem renkli, kompakt—kat1 olmak {izere iki
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Cizelge 1. Makarnalik bugday genotiplerinin doku kiiltiirii parametrelerine tepkisine iligskin varyans analiz sonuglart.

Table 1. Variance analysis results for the durum wheat genotypes in response to tissue culture parameters.

Varyasyon Kaynaklari SD — F Degerleri_ — prevn —
Kallus olusumu Kallus Agirhg: Rejenerasyon Kapasitesi Kiiltiir Etkisi
Genotip 12 0.649 ns 23.963** 5.425** 3.269**
Hata 26 - - -
Toplam 38 - - -

ns: istatistiki olarak 6nemli degil, ** : P<0.01 diizeyinde 6nemli.
ns: not statistically significant, **: P<0.01 significantly different at the 0.01 probability level.

Cizelge 2. Makarnalik bugday genotiplerinin doku kiiltiiriindeki ortalama degerleri.
Table 2. The mean values of durum wheat genotypes in tissue culture.

Genotipler Kallus Tipi  Kallus olusumu (%) Kallus Agirhg (g) Rejenerasyon Kapasitesi (%6)* Kiiltiir Etkisi (%)?
Altin-40/98 L 100.0 1.180 a® 66.6 fg 66.6 c-e
Ankara-98 L 100.0 1.306 a 70.0d-g 70.0 c-e
Berkmen-469 C 96.7 0.494 g 100.0 a 96.7 a
Cesit -1252 L 96.7 0.810 cd 85.9 a-d 80.0 a-d
Eminbey C 96.7 0.744 de 86.3 a-c 80.0 a-d
imren C 96.7 0.632 e-g 68.50 e-g 66.7 c-e
Kiziltan-91 C 93.3 0.677 d-f 96.3 ab 90.0 ab
Kunduru -1149 L 100.0 0.890 be 66.6 fg 66.6 c-e
Kunduru-414/44 C 96.7 0.558 fg 75.9 c-f 73.3b-e
Meram-2002 L 96.7 0.924 be 58.9¢g 56.7 de
Mirzabey L 100.0 0.973b 63.3fg 63.3de
Selguklu L 96.7 0.798 cd 83.3b-e 80.0 a-d
Yelken -2000 L 96.7 0.730 c-g 68.9 e-g 80.0 a-d
Ortalama 97.4 0.825 74.8 76.21

L: Gevsek ve sulu tip, C: Compakt ve nodular tip, *: (Rejenere kallus sayisi) / (Olusan kallus sayis1) x 100, 2: (Rejenere kallus sayist) / (Kiiltiire alinan eksplant sayis1) x
100, 3: Aym1 harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak nemsizdir.
L: Loose and fragile type, C: Compact and nodular type, 1: Number of regenerable calli (Nodular calli with green spots) / number of calli induced x 100, 2 (Number of

regenerable calli) / (Number of embryos cultured) x 100, 3: The average values assigned the same letters are statistically insignificant.

formda kallus olusumu gozlemlenmistir (Cizelge 2). Kiiltiiriin
15. giiniinde cesitlerin kallus olusumu ve kallus agirliklar
hesaplanmistir ve kalluslarin ortalama caplar1 5-6 mm olarak
Olciilmiistiir. Denemelerde kullanilan gesitlerin hepsi yiliksek
oranda kallus olusturmus olup ortalamalar1 %93.3 ve %100
arasinda degismistir (Cizelge 2).

Kallus agirligi bakimindan; cesitlerin ortalamast 0.825 g
olarak hesaplanmistir. Ankara-98, 1.306 g ile en yiiksek agirligt
olustururken, Berkmen-469 c¢esidi ise 0.494 g ile en az
agirhigma sahip olmugtur. Duncan siniflandirmasina  gore
cesitler 5 farkli siif olusturmaktadir (Cizelge 2). Cesitlerin
olusturduklar kallus miktarina genotipik etkinin yiiksek oldugu
elde edilen sonuglar ile anlagilmaktadir.

Kiiltiir baglangicindan 15 giin sonra rejenerasyon ortamina
aktarilan kalluslarda, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
fotoperiyod kosullarinda 2-3 giin icerisinde yesil noktaciklar
olugsmaya baglamistir (Sekil 1). Rejenerasyon kapasiteleri
bakimindan cegsitler karsilastirildiginda; en yiiksek rejenerasyon
kapasitesinin %100 ile Berkmen-469 c¢esidinde, en diisiik
rejenerasyonun ise %66.6 ile Altin-40/98 ¢esidinde oldugu
goriilmektedir. Cesitlerin ortalama rejenerasyon kapasitesi ise
%74.8  olarak  hesaplanmustir.  Cesit  ortalamalarin
karsilastirildigi Duncan testinde ise bes farkli grup ortaya
gikmugtir (Cizelge 2). Genotiplerin rejenerasyon yeteneklerinin
olusturduklart kallus tipine bagl olarak degisiklik gosterdigi,
krem renkli ve kati kalluslarin daha fazla rejenere oldugu
belirlenmistir. Bu veriler; rejenerasyon kapasitesinin genotipe
bagli olarak Onemli oranda degistigini gostermektedir.
Bulgularimiz; ekmeklik bugdayda (Ozgen ve ark. 2001; Zale ve
ark. 2004; Ahmet ve Adak 2007; Farshadfar ve ark. 2012a;

Farshadfar ve ark. 2012b; Delporte ve ark. 2014; Aadel ve ark.
2016; Malik ve ark. 2017; Jasdeep ve ark. 2019), makarnalik
bugdayda (Ozgen ve ark. 1996; Bajji ve ark. 2000; Gonzales ve
ark. 2001; Pellegrineschi ve ark. 2004; Grigoryeva ve Shletser
2006; ibrahim 2012; Hakam ve ark. 2014), arpada
(Przetakiewicz ve ark. 2003), yulafta (Birsin ve ark. 2001) ve
tritikalade (Birsin ve Ozgen 2004) yapilan doku kiiltiirii
caligmalarinda rejenerasyon kapasitesinin genotipten Onemli
6lgiide etkilendigini gdsteren sonuglarla uyumludur.

Kiiltir etkisine gore makarnalik bugday cesitleri
karsilagtirildiginda; en diisiik oranin %66.6 ile Altin-40/98
cesidinde, yiiksek oranin ise ve %96.7 ile Berkmen-469
cesidinde olustugu goriilmektedir. Cesitlerin ortalamalar1 %76.2
olarak hesaplanmigtir. Duncan gruplandirmasinda cesitler 7
gruba ayrilmustir. Kiiltiir etkisinin genotipden etkilendigini
gdsteren bulgularimiz; bugdayda (Ozgen ve ark. 2001; Birsin ve
ark. 2001; Haliloglu 2002; Ahmet ve Adak 2007) tritikalede
(Birsin ve Ozgen 2004) ve aegilopsda (Ozgen ve ark. 2017)
yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir.

Makarnalikk bugdaym olgun embriyolarmin kullanildig:
calismada doku kiiltiiri parametrelerinden elde edilen veriler
arasinda yapilan korelasyon analizi sonuglari Cizelge 3’te
verilmistir. Cizelge 3’te goriildiigii gibi; karakterler arasindaki
en yiiksek iligki (r= 0.889** ve P<0.01) rejenerasyon kapasitesi
ile kiltir etkisi parametreleri arasinda ortaya ¢ikmustir.
Rejenerasyon kapasitesi ile kiiltiir etkisi arasinda pozitif ve
onemli iliski oldugunu gésteren bulgularimiz, yulafta (r= 0.678)
(Birsin ve ark. 2001) ve bugdayda (r= 0.857) (Acar 2006) elde
edilen sonuglarla
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m

Sekil 1. Makarnalik bugday ¢esitlerinin olgun embriyo kiiltiirindeki rejenerantlari (a: Altin 40/98, b: Ankara-98, c: Berkmen-469, d: Cesit-1252,
e: Eminbey, f: Imren, g: Kiziltan-91, h: Kunduru-1149, i: Kunduru 414/44, j: Meram-2002, k: Mirzabey-2000, 1: Selcuklu-97 ve
m: Yelken-2000).

Figure 1. Regenerants of durum wheat varieties in mature embryo culture (a: Altin 40/98, b: Ankara-98, c: Berkmen-469, d: Cesit-1252, e: Eminbey,
f: imren, g: Kiziltan-91, h: Kunduru-1149, i: Kunduru 414/44, j: Meram-2002, k: Mirzabey-2000, |: Selguklu-97 ve m: Yelken-2000).

Cizelge 3. Incelenen parametreler arasindaki korelasyon katsayist degerleri.
Table 3. Correlation coefficient values between the examined parameters.

Karakterler arasindaki Korelasyon Katsayisi

Karakterler
1 2 3 4
(1) Kallus olusumu (%) - 0.339* -0.239 -0.131
(2) Kallus Agirligr (g) - - -0.422* -0.405*
(3) Rejenerasyon Kapasitesi (%) - - - 0.889**

(4) Kiiltiir Etkisi (%) - - - -
*, **: istatistiki onemlilik derecesi sirasiyla; P<0.01 ve P<0.05.
*, **: Significantly different from zero at P<0.01 and P<0.05 probability, respectively.
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benzerlik gostermektedir. Kallus olusumu ile kallus agirligi
arasindaki onemli pozitif (r= 0.339%) iligki, kallus agirlig: ile
rejenerasyon kapasitesi (r= -0.422) ve kallus agirhig ile kiiltiir
etkisi (r= -0.405) parametreleri arasinda ise istatistiki olarak
(P<0.05) o6nemli ve negatif iligski tespit edilmistir. Kallus
olusumu ve kallus agirlig1 arasindaki 6nemli ve olumlu iliskiyi
gosteren bulgularimiz, ekmeklik bugdayda (r= 0.662) (Ahmet
ve Adak 2007), yulafta (r= 0.870) (Birsin ve ark. 2001),
tritikalede (r=0950) (Birsin ve Ozgen 2004) ve musirda
(Akinyosoye ve ark. 2014) ve aegilopsda (r= 0.820) (Ozgen ve
ark. 2017) yapilan galigmalarla 6rtiismektedir.

4. Sonuglar

Sonu¢ olarak; makarnalik bugdayda olgun embriyolarmn
doku kiiltiiri parametrelerine tepkisini belirlemek icin yapilan
bu c¢aligmada, kallus olugsumu, kallus agirhg, bitki
rejenerasyonu ve kiiltiir etkisi lizerinde genotipin 6nemli 6l¢iide
etkili oldugu ortaya ¢ikmigtir. Genetik miihendisligi teknikleri

ile bugdaya gen aktarma g¢alismalarinda basar iyi ve etkili bir
rejenerasyon sistemi gerektirmektedir. Olgun embriyo kiiltiirii
bugdaya gen aktarma caligmalarinda yeterli rejenerasyon
kapasitesi saglayabilecektir. Bu nedenle, y1l boyunca kolayca
bulunabilen olgun embriyolar, bugday doku kiiltiiriinde etkili
bir eksplant kaynagi olarak kullanilabilecektir.

Ayrica denemelerde  kullanilan makarnalik  bugday
cesitlerinden doku kiiltiirii kosullarinda rejenerason yetenegi en
yiiksek olan gesitlerin sirasiyla; Berkmen-469, Kiziltan-91 ve
Eminbey (Sekil 1 ve Sekil 2) oldugu belirlenmistir. Bu gesitler,
genom diizenleme bilesenlerini veya transgenik dizileri
kodlayan yapilarin saglanmasi i¢in ana hedef olan embriyogenik
kallus tiretme ve rejenere olabilme konusunda kayda deger bir
yetenek  gostermistir ve dogrudan gen aktarilabilme
potansiyellerinin diger makarnalik bugday ¢esitlerine gore daha
yikksek oldugu gorillmiistiir. Bu  gesitlerin - biyoteknolojik
yontemlerle dayanikli cesit gelistirilmesine taban
olusturabilecek ¢esitler oldugu yorumu yapilabilmektedir.

Sekil 2. Makarnalik bugday cesitlerinin rejenerantlari (a: Berkmen-469, b: Kiziltan-91 ve ¢: Eminbey).

Figure 2. Regenerants of durum wheat cultivars (a: Berkmen-469, b: Kiziltan-91 ve c: Eminbey).
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