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Oz

Turkiye'de vyetistirilen 13 makarnalik bugday (7. durum Desf.) gesidinin olgunlagsmis embriyolari
kullanilarak in vitro kosullarda tuza toleranslari degerlendiriimistir. Degisik NaCl konsantrasyonlari
(0,3,6,9,12,15,18 g/l) embriyolara kallus olusumu asamasindan itibaren uygulanmistir. Cesitler kallus
olusumu, kallus agirigi ve rejenere kallus sayisi parametrelerine gore degerlendirilmistir. Artan tuz dozlar
ile bitlin parametrelere iliskin dederler azalmis ve cgesitler arasinda énemli fakliliklar bulunmustur. Buna
gore Mirzabey-2000 ve Selguklu-97 gesitlerinin yiksek tuz dozlarinda, diger cesitlere gére daha iyi gelistigi
ve bu gesitlerin islah galismalarinda genitér olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: NaCl, kallus olusumu, in vitro, makarnalik bugday

Response of Some Durum Wheat (T. durum Desf.) Cultivars to In Vitro High
Level Salinity

Abstract

Salt tolerance of 13 durum wheat (T. durum Desf.) genotypes, which are grown in Turkey, were assessed
on in vitro conditions using mature embryos. They were exposed to different concentration of NaCl
(0,3,6,9,12,15,18 g/l) from initiation of the callus induction. Cultivars evaluated based on callus induction,
weight of callus and number of regenerated callus parameters. All parameters decreased with increasing
salt levels and there were significant differences among genotypes. Accordingly it was found that
Mirzabey-2000 and Selguklu-97 cultivars grew better than the other cultivars at high salt levels and they
may be used as genitors in breeding programs.
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Giris 2004). Tuzlulasan alanlarda bitkisel Gretimin

devami i¢in genotiplerin tuza dayanikhliginin

"I lkemiz topraklarinda drenaj bozuklugu ile  belirlenmesi ve artirimasi g"erekmektedir.
birlikte gérilen tuzluluk ve alkalilik Tuzluluga toleransi orta dlzeyde olan
yaninda, sulama ve toprak yapisindan bugdayin genotipleri arasinda tuza tolerans

kaynaklanan tuzluluk en ¢ok Orta Anadolu
Bolgesinde ve allvyal kiyr ovalarimizda 1,5-
6,5 g/l degerleri arasinda gorilmektedir
(Munsuz ve ark. 2001). Kiresel i1sinmanin
etken oldugu dizensiz/asir yagislar, artan
yizey buharlagsmasi ile yanhs tarim
uygulamalari nedeniyle artan toprak
tuzlulugunun gelecek 25 yil igerisinde ekim
alanlarini %30 dizeyinde azaltacadi tahmin
edilmektedir (Rai et al. 2011).

Tuzluluk, her yil énemli miktarda {rln
kayiplarina neden olmaktadir. Biyotik ve
abiyotik (sicak, soguk, kuraklk ve tuzluluk)
stres etmenlerinin yillik yaklasik % 25 Grtn
kaybi olusturdugu bildiriimektedir (Gill et al.

70

bakimindan 6nemli farkhhklar goérilmektedir
(Ashraf 1994, Zair et al. 2003, Dokuyucu ve
ark 2005). Gunumuzde klasik i1slah yéntemleri

in vitro tekniklerle desteklenerek tuza
toleransli hicreler kaltar ortaminda
secilebilmekte ve bunlardan bitki elde

edilebilmektedir. (Tal 1993, Winicow 1996).
Yapilan son c¢alismalar bugdayin tuzluluga
toleransinin artirilmasinda doku kultirla ile
seleksiyonun etkili olarak kullanilabilecegini
gOstermektedir (Karadimova and Djambova
1993, Arzani and Mirodjagh 1999, Barakat
and Abdel-Latif 1996, Zair et al. 2003).
Degisik  fizyolojik  ve  biyokimyasal
parametrelerle degerlendirilen ¢imlendirme
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testi ile Dbitkilerin ¢imlenme ve fide
doénemlerindeki tuz toleransi belirlenmektedir.
(Soltani et al. 2004, Abdel-Aleem et al. 1994,
Pancholi et al. 2001, Sultana et al. 2000,
Sadat Noori and Mcneilly 2000, Almansouri et
al. 1999, Prakash and Sastry 1992). Ancak
bitkinin ilk dénemde gdsterdigi dayaniklihgi
gelisme doénemleri ilerledikge strduremedigi
bilinmektedir (Ashraf and Akram 2009).
Kalluslarda seleksiyon yapilan in vitro
¢alismalarda ise, kalluslarin totipotensi 6zelligi
sayesinde bitkinin bir gelisme donemine bagli
kalinmadan genel bir degerlendirme yapilmasi
mimkin olmaktadir (Barakat 1996).

Bu calisma ile Turkiye’de yetistirilen bazi
makarnallk bugday c¢esitlerinin in  vitro
kosullarda ylksek tuzluluga tolerans dizeyi
incelenmistir.  Bu  ¢esitlerden  dogrudan
kullanimlarinin yaninda, klasik islah ya da
biyoteknolojik gen aktarimi c¢alismalarinda
tuzluluk genitéri  olarak yararlanilabilme
olanaklari degerlendirilmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada, toprakta en ¢ok bulundugu ve
bitkilere 6nemli dlizeyde zarar verdigi bilinen
NaCl tuz formu, 0 (tuzsuz), 3 (az tuzlu), 6
(orta tuzlu), 9, 12, 15 ve 18 g/l (ylksek tuzlu)
dozlarinda kullanilarak, topraklarin tuzluluk
dizeyine yakin degerler alinmigtir (Munns
and Termaat 1986). Embriyo kultira ile kallus
olusturmada eksplant olarak, her zaman
kolaylikla ve bol miktarda elde edilebilen
olgunlasmis embriyolardan yararlaniimistir. /n
vitro kosullarda, yiksek oranda kallus
olusumu ve kallus agirhgr sagladigi bilinen
endosperm destekli ydntemle, embriyonun
kendi dogal besin kaynagi olan endospermini
kullanmasi saglanmis, bdylelikle arastirmanin
ilk asamasinda yapay besin ortamina gerek
kalmamigtir (Ozgen ve ark 1998). Calismanin
basladigi ddonemde, Uretimleri yapilmakta olan
cesitleri iceren TIGEM'in cesit katalogu
saglanmis ve buradaki makarnalk tescilli
cesitler Altin 40/98, Ankara-98, Aydin-93,
Cesit-1252, Diyarbakir-81, Firat-93, Harran-
95, Kiziltan-91, Kunduru-1149, Sariganak-98,
Selguklu-97, Mirzabey-2000, Yelken-2000
bitki materyali olarak kullaniimistir.

Tohumlar yuzey sterilizasyonu igin etil
alkolde (% 70) 5 dakika bekletilip 3 kez steril
saf su ile yikandiktan sonra, 25 dakika ticari
camasir suyunda (% 5 sodyum hipoklorit)
calkalanip 7 kez steril saf su ile durulanmistir.
Daha sonra tohumlarin 2 saat sire ile steril
suda (33 °C) Dbekletilerek  sismeleri
saglanmistir. Kallus olusturmak igin steril pens

ve bistiri yardimi ile endospermden
ayrilmadan gevsetilen embriyolar 7 ml sivi
ortamda (2,4-D (8 mg/l) ve NaCl (0, 3, 6, 9,
12, 15, 18 g/l) igeren) kdilture alinmistir.
Petriler 25+1 °C ve karanlik kosullarda 11 gin
bekletilerek kallus olusumu ve kallus agirhgi
degerleri belirlenmigtir (Ozgen ve ark 1998).

Olusan kalluslar gelisim asamasi igin 21
gln sure ile MS (Murashige and Skoog 1962)
besin ortami, sukroz(20 g/l), ayni degerde
NaCl ve agar (6 mg/l) iceren ortamda 25 +1
°C sicaklik ve karanlikta 3 hafta bekletilmistir.
Rejenerasyon asamasi ayni ortamla alt kultdr
edilen petriler iklim odasinda 25 £1 °C sicaklik
ve 16 saat I1s1k-8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarinda 21 gun tutularak saglanmigtir. Bu
sire sonunda yesil noktacik olusturan
kalluslar sayilarak petri (tekrar) basina
rejenere kallus sayisi belirlenmistir.

Kallus olusumu ve rejenerasyon igin
hazirlanan ortamlar pH’si 5,8’e ayarlanarak,
20 dakika 121 °C ve 1,1 kg/cm® basingta
otoklavlanarak steril edilmigtir. Calisma 20
embriyo igeren petrilerde ¢ tekrarlamali
olarak tesadif parselleri deneme desenine
gbre kurulmustur. Elde edilen sonuglar
varyans analizi ve asgari onemli fark testi
uygulanarak degerlendirilmistir. Tuz dozlari ve
parametreler arasindaki korelasyon katsayilari
belirlenmistir. Ylzde degerlere istatistiksel
analiz éncesinde arcsin (\VX) transformasyonu
uygulanmistir (Snedecor and Cochran 1967).

Bulgular ve Tartigma

Her tuz dozu igin 60 tohumun kullanildigi
calismada gesitlerin kallus olusumu ve kallus
agirhigr  degerleri  karsilastinimistir.  Artan
dozlarda NaCl igceren sivi ortamlarda kallus
olusumu 2-3 gun sonra basglamistir. Kalluslar
11 gln sonra maximum buyukligune
ulasmistir (Ozgen ve ark 1998). Cesitlerin
kallus olusturma oranlari artan tuz dozlari ile
azalmig, 15 g/l tuz diizeyinde gesitlere goére %
43.3 ile 0’a kadar dismustir. Ortamda 15 g/l
tuz bulundugunda Ankara-98 ve Kiziltan-91
cesitlerinde kallus olusumu gergeklesmemistir
(Cizelge 1). Bununla birlikte bu dozda en
yiksek kallus olusumu Mirzabey-2000 (%
43.3), Selguklu-97 (% 21.7) c¢esitlerinde
goralmastir.  Cesitlerde  kallus  olugsumu
oranlari 9 g/l dizeyinden itibaren tuzsuz
ortama goére yuzde elliden fazla azalmaya
baslamistir (Cizelge 2). Tuz igermeyen
ortamda % 97.4 olan kallus olusturma
ortalamasi 18 g/l dozunda % 4.4’e kadar
dismustar.
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Azalan kallus olusumu ile birlikte kallus
agirhgr da dogrusal olarak dismustur. Duguk
dozlarda daha ylksek agirhga sahip
kalluslarin, dozlar arttikga daha kuglk ¢apli ve
hafif formda olmalar dikkati ¢ekmistir. Bu
durum tuz dozlari arasinda gortlebildigi gibi
ayni dozda tuz uygulanan farkli cesitlerin
kalluslarinda da goériimustir. Kallus olusturma
yeteneginin genotiple dogrudan iligkili oldugu
doku kultird galismalarinin baslangicindan
itibaren dogrulanmistir (Sears and Deckard
1982, Lazar et al. 1983, Ozgen ve ark 1998).
Bulgularimiza benzer olarak, Arzani and
Mirodjagh (1999) tarafindan 28 makarnalik
bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarini

kullanarak in vitro ortamda yapilan galismada,
kallus olusumu ve kallus agirligi parametreleri
dikkate alinmistir. Tuz dozlarinin artmasi ile
kallus gelisiminde azalmalar oldugu, % 1-1.5
NaCl dozlarindan sonra kalluslarin
rejenerasyon yetenegini yitirdigi saptanmistir.
Yine benzer arastirma yapan Zair et al. (2003)
da, 7 makarnallk ve 1 ekmeklik bugday
cesidinin  olgunlasmamig  embriyolarinda,
genel olarak tuz miktari arttikca (2.5 g/lI'den
sonra) kallus olusumunun azaldidini, bununla
birlikte bazi cesitlerde 10-15 g/l dozlarinda
bile yiksek oranda kallus olustugunu
g6zlemiglerdir.

Cizelge 1. Makarnalik bugday cgesitlerinin 15 g/l NaCl dozunda kallus olusumu, kallus agirlidi, rejenere

kallus sayisi ortalamalari

Genotip Kallus Olusumu (%) Kallus Agirhgi Rejenere Kallus

(mg) Sayisi
Altin-40/98 13.3bcd 50.7cd 2ab
Ankara-98 0d 0d Ob
Aydin-93 8.3bcd 66.7cd 0.7b
Cesit-1252 11.7bcd 95.3cd 0.7b
Diyarbakir-81 3.3cd 66.7cd Ob
Firat-93 3.3cd 44cd Ob
Harran-95 5cd 114bcd 0.3b
Kiziltan-91 0d 0d Ob
Kunduru-1149 3.3cd 53.7cd 0.7b
Mirzabey-2000 43.3a 467a 4.3a
Sariganak-98 13.3bcd 133bc 2.3ab
Selguklu-97 21.7b 209b 2.3ab
Yelken-2000 16.7bc 123bc 2.3ab
Ortalamalar 11.0£2.1 1104£20.6 1.240.3
*Farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda 0.05 duizeyinde 6énemli farkhhklar bulunmaktadir.
Cizelge 2. Tuz dozlarinin in vitro parametre ortalamalarina etkileri
Dozlar (g/l)
Ortalamalar 0 3 6 9 12 15 18
Kallus Olusumu (%) 97.4+0.6 91.4+1.3 70.3£2.9 55.34£3.1 36.8+3.4 11.0£2.1  4.4+1.2
Kallus Agirligi (mg) 15994+45.8 1469+37.2 1005+45.7 667+43.7 416+42.8 110+20.6 46+10.8
Rejenere 19.4+0.1 18.310.3 13.910.6 8.910.6 3.9+0.5 1.24¢0.3 0.2#0.6
Kallus Sayisi

Cizelge 3. Tuz dozlar ile in vitro parametreler arasindaki iligkiler

Kallus Olusumu Kallus Agirhgi .
Rejenere Kallus Sayisi
(%) (mg) ! Y
Dozlar -0.916" -0.916" -0.932"

**:0.01 duizeyinde 6nemli
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Ote yandan, Karadimova and Djambova
(1993), 1 ekmeklik ve 3 makarnalik bugday
gesidinin olgunlasmamis embriyolarini
eksplant olarak kullandiklari in vitro tuzluluk
galismasinda, genotiplerin tuza toleranslarini,
kalluslarin gelisme oranini ve kallus agirhgini
karsilastirarak belirlemiglerdir. Kallus agirhgini
tuza tolerans gostergesi olarak kullanan diger
arastirmacilardan Barakat and Abdel-Latif
(1996) 4 ekmeklik bugday ¢esidinin, Sudyova
et al. (2002) 3 ekmeklik bugday ve 2 tritikale

¢esidinin, olgunlasmamis embriyolarindan
gelistirdikleri kalluslarda, ortamin tuz dozu
arttikga kallus agirhginin azaldigini
belirlemislerdir.

Benzer sekilde Kintzios et al. (1997)
yuksek dozlarin kallus bayimesini
yavaslattigini, koék olusumu ve sirglin

gelisimini azalttigini bildirmislerdir. Nitekim tuz
dozu ile kallus olusumu (r=-0,916 ) ve agirhg
(r=-0,916 ) arasindaki korelasyon &nemli
bulunmustur (P<0.01)(Cizelge 3). Tohumun
bulundugu ortamdan aldigi tuz, bazi hicre
kisimlarinin zarar gérmesine neden olmakta,
hiicre bolinmesi ve gelisimi Uzerinde direk
Onleyici etkide bulunabilmektedir (Zhu 2001).
Embriyolardan olusan kalluslarin hacimleri ve
agirhiklart  Uzerinde bu durumun etkisi
olabilecegdi dusunllmektedir.

Dusik dozlarda beyaz, kompakt ve
rejenere olabilen kalluslarin 9 g/l dozundan
itibaren kahverengilesmeye basladigi, 15 g/l
dozunda Ankara-98, Diyarbakir-81, Firat-93
ve Kiziltan-91  ¢esitlerinin  rejenerasyon
yetenegini kaybettigi, Aydin-93, Cesit-1252,
Harran-95, ve Kunduru-1149 cgesitlerinin ise
sifira yakin degerler gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 1). Yelken 2000 gesidinde rejenere
kallus sayisi Selguklu-97 c¢esidi ile ayni
miktarda olsa da kallus olusturma yutzdesinin
daha dusuk (% 16.7) oldugu goérilmektedir.
Kallus olusumunun 18 g/l tuz dozunda
Ankara-98, Firat-93, Harran-95, Kiziltan-91,
Yelken-2000 cesitlerinde  gergeklesmedigi,
Mirzabey-2000 (% 11.7) ve Selguklu-97 (%10)
cesitlerinde ise kullanilan gesitler arasinda en
yuksek  oldugu belirlenmistir  (Cizelge
verilmemisgtir).

Sonug

Sonug olarak, bu calisma ile makarnalik
bugday cesitlerinin dusik tuz dozlarindan
itibaren in  vitroda gosterdigi  gelisim
incelenerek, yuksek dozlarda kallus olugturma
ve rejenerasyon yetenedindeki azalma
degerlendirilmistir. Sonugclari verilen 15 g/l tuz
dozu makarnalik bugday ekim alanlarimizda
su anda bulunmayan, Ulkemiz topraklari igin

yuksek bir tuz dizeyidir. Kullanilan makarnalik
bugday cesitleri ile genotip etkisinin dnemli
bulundugu c¢alismada; Mirzabey-2000 ve
Selguklu-97  cesitlerinin - 15 ve 18 g/l
dozlarinda diger cesitlere gére daha ylksek
dlizeyde kallus olusumu ve gelisimi
gosterdikleri igin, tuza dayaniklihgin artiriimasi
calismalarinda genitor olabilecegi
distnllmektedir. Ayni  zamanda tuzluluk
sorunu karsisinda Mirzabey-2000 ¢esidinin
Orta Anadolu Gegit Bolgelerinde, Selguklu-97

cesidinin  ise Orta Anadolu ve Gegit
Bolgelerinin  sulanan alanlari ile taban
arazilerinde dogrudan kullaniimasi

onerilmektedir.
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(Proje No: BAP 2005 K 120140)
desteklenmistir.
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