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ÖZET 
 

ASMADA FARKLI EKSPLANTLARIN IN VITRO REJNERASYONLARI 
ÜZERİNE BİR ARAŞTIRMA 

 
 

Bu araştõrmada bitkisel materyal olarak Kalecik karasõ üzüm çeşidine ait in vitro 
bitkilerden alõnan yaprak sapõ, yaprak ayasõ ve gövde parçacõklarõnõn in vitro 
rejenerasyonlarõ üzerine eksplant tipi, yaprak ayalarõnõn kesim şekilleri, besin 
ortamlarõ ile õşõklanma süresinin etkileri incelenmiştir.  
 
Eksplantlar, farklõ konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D, zeatin, kazein hidrolizat ve ABA 
içeren MS ve NN ortamlarõna dikildikten sonra aydõnlõk ve karanlõk koşullarda 
kültüre alõnmõşlardõr. Araştõrma sonucunda kallus oluşturan eksplant oranõ, A tipi 
kallus oluşum oranõ ve adventif sürgün oluşumu eksplant tipine, yaprak ayalarõna 
uygulanan kesim şekillerine, besin ortamlarõna ve õşõklanma süresine göre 
değişmiştir. Buna göre gövde eksplantlarõ A tipi kallus ve adventif sürgün gelişimi 
bakõmõndan en iyi sonuçlarõ verirken; ortamlar içinde A tipi kalluslarõn da en fazla 2 
mg/l zeatin katkõlõ NN 2 ortamõndan, adventif sürgün gelişimi de 2 mg/l zeatin içeren 
MS 2 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat içeren MS 9 
ortamlarõndan elde edildiği belirlenmiştir. Yaprak ayalarõna uygulanan kesim 
şekillerinden bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ kallus oluşum oranõ ve A tipi kallus 
oluşum oranõ bakõmõndan cork borer ile kesilenlere göre daha başarõlõ sonuçlar 
verirken; adventif sürgün gelişimi her iki uygulamada da elde edilememiştir. 
Karanlõk koşullar ise kallus oluşumu ve indirekt adventif sürgün oluşumu üzerinde 
olumlu etkiler de bulunurken; 16/8 h õşõklanma ise A tipi kallus ve direkt adventif 
sürgün gelişimini artõrdõğõ tespit edilmiştir. 
 
 
ANAHTAR KELİMELER: Asma (Vitis vinifera L.), eksplan tipi, besin ortamõ, 
kültür koşullarõ, in vitro rejenerasyon 
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ABSTRACT 
 

A RESEARCH ON IN VITRO REGENERATION OF DIFFERENT 
EXPLANTS IN GRAPEVINES  

 
 
In this study, the effects of explant type, cutting shape of lamina, nutrient media and 
culture conditions on in vitro regeneration of petiole, lamina and stem explants taken 
from in vitro plants of Kalecik karasõ were investigated.  
 
The explants were planted on MS and NN medium supplemented with different 
concentrations of BAP, 2,4-D, zeatin, casein hydrolisate and ABA and then they 
were cultured in dark or light conditions. As a result of this research, formation of 
callus, A type of callus and adventitious shoot formation were obtained in different 
ratio according to explant type, cutting shape of lamina, nutrient media and culture 
conditions. Stem explants gave the best results for the A type of callus and 
adventitious shoot formation. While A type of callus were obtained on medium NN 2 
containing 2 mg/l zeatin, the highest adventitious shoot formation were obtained on 
MS 2 medium containing 2 mg/l zeatin and and MS 9 medium containing 0.2 mg/l 
BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l casein hydrolisate. Leaf disks cut with a scalpel was 
found more successful than leaf excised with a cork borer for the formation of callus 
and A type of callus. However adventitious shoot formation could not obtained from 
the lamina cut not only cork borer but also the scalpel. Dark condition was showed 
positive effect on formation of callus and indirect adventitious shoot formation. On 
the other hand, 16/8 h light regime increased A type of callus and direct adventitious 
shoot formation. 
 
 
KEY WORDS: Grapevine, explant type, nutrient media, culture conditions, in vitro 
regeneration 
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ABA   Abscisic acid 

BAP   6-benzylaminopurine 
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1. GİRİŞ 

 

Günümüzde biyotik ve abiyotik streslere karşõ dayanõklõ, verim ve kalitesi yüksek 

üzüm çeşitlerine olan talepler gün geçtikçe artmakta, bu da araştõrõcõlarõ yeni çeşitler 

elde etmeye ya da var olan çeşitlere bazõ özellikler kazandõrmaya yönelik õslah 

çalõşmalarõna yöneltmektedir.  

 

Asmada õslah çalõşmalarõ diğer bitki türlerinde olduğu gibi başta klon seleksiyonu ve 

melezleme õslahõ olmak üzere klasik yöntemlerle yapõlmaktadõr. Ancak klon 

seleksiyonu ile istenilen özellikleri kombine eden tek bir bireyin elde edilmesindeki 

olanaksõzlõklar, melezleme õslahõnda ise yüksek heterozigot kalõtsal yapõ, uzun 

generasyon süresi, uygun genetik özelliklere sahip melezlerin seçiminin uzun zaman 

almasõ, bağlõ genler nedeniyle istenmeyen bazõ özelliklerin döllere geçmesi ve 

melezleme depresyonu nedeniyle kendilemenin engellenmesi gibi bir takõm 

dezavantajlarõ ile son derece uzun bir süreci gerektirmektedir. Bütün bu 

olumsuzluklar, özellikle son yõllarda, kõsa sürede kesin sonuçlar sunan moleküler ve 

hücre tekniklerinin kullanõldõğõ õslah metotlarõnõn geliştirilmesine neden olmuştur. Bu 

yeni õslah metotlarõ, sadece yeni bir çeşidin geliştirilmesine olanak sağlamamakta; 

ayrõca, bir çeşidin temel niteliklerini bozmadan istenilen spesifik bir karakterin 

kazandõrõlmasõna ilişkin modifikasyonlara da imkan sağlamaktadõr. Ancak moleküler 

genetik metotlarõnõn õslah çalõşmalarõnda başarõlõ bir şekilde uygulanabilmesi, her 

şeyden önce, bu yöntemlerde õslah materyali olarak kullanõlan bitki parçacõklarõnõn 

(eksplant) in vitro koşullarda tam bitkiye dönüşümlerinin sağlanmasõ ile mümkün 

olabilmektedir. 

 

Asmada eksplant kaynağõ olarak; sürgün ucu (Thomas, 2000; Matsumoto ve Sakai, 

2003) anter (Nakajima ve Matsuta 2003; Kikkert ve ark., 2005), ovul (Emershad ve 

Ramming, 1994), meristem (Göktürk Baydar, 1997), sülük (Salunkhe ve ark. 1997), 

olgunlaşmõş ve olgunlaşmamõş zigotik embriyo (Gök Tangolar, 2002) gibi birçok 

bitki kõsmõ değişik amaçlara yönelik olarak başarõyla kullanõlabilmektedir. Bu 

eksplantlar dõşõnda yaprak ayasõ ve sapõ (Nakano ve ark., 1997; Zhu ve ark., 1997; 

Jayasankar ve ark., 1999) ile boğum arasõ parçacõklarõ (Thomas, 2001) da doku 
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kültürü çalõşmalarõnda yoğun olarak kullanõlan eksplantlar olup, in vitro 

rejenerasyonda özellikle õslah çalõşmalarõ için son derece değerli materyaller olan 

kallus, adventif tomurcuk ya da somatik embriyo oluşturma potansiyeline sahip olan 

eksplantlardõr. 

 

Bitki biyoteknolojisinde kullanõlan kallus kültürü; in vitro çoğaltma, hücre 

bölünmeleri sõrasõnda ortaya çõkan somaklonal varyasyonlardan yararlanma, 

sekonder metabolitlerin elde edilmesi ve hücre kültürlerinin oluşturulmasõ gibi 

amaçlarla kullanõlmaktadõr. In vitro�da bitki rejenerasyon tekniklerinden bir diğeri de 

adventif organ oluşumu yani organogenesistir. Organogenesis, hücre ve dokulardan 

yeni bireyler meydana getirmeye imkan tanõdõğõ için, generatif yoldan çoğaltõlmasõ 

zor olan bitki türlerinin üretiminde büyük kolaylõklar sağlamaktadõr. Somatik 

embriyogenesis bitki rejenerasyonunda kullanõlan tekniklerden birisi olup, haploid ya 

da diploid yapõdaki somatik hücre ve dokulardan belirli embriyogenik aşamalar 

sonucunda meydana gelen embriyo oluşumu olarak tanõmlanmaktadõr (William ve 

Maheswaran, 1986). 

 

Kõsaca yaprak ayasõ, yaprak sapõ ve gövde parçacõklarõnõn in vitro koşullarda 

rejenerasyonlarõ sonucunda meydana gelen kallus, adventif sürgün ve/veya somatik 

embriyolar gen transferi ve somaklonal varyasyon çalõşmalarõ için son derece uygun 

yapõlar olup, bunlarõn tam bitkiye dönüşümlerinin sağlanmasõ da bu õslah 

çalõşmalarõnõn başarõsõnõ doğrudan etkilemektedir. 

 

Bitkisel materyal olarak Kalecik karasõ üzüm çeşidine ait yaprak sapõ, yaprak ayasõ 

ve gövde parçacõklarõnõn kullanõldõğõ bu araştõrmada, bu eksplantlarõn in vitro 

rejenerasyonlarõ üzerine eksplant tipi, besin ortamõ, yaprak ayalarõnõn kesim şekilleri 

ile õşõklanma süresinin etkilerinin incelenmesi amaçlanmõştõr.  
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2. KAYNAK BİLGİSİ 

 

Asmada yaprak sapõ, yaprak ayasõ ve gövde eksplantlarõnõn in vitro 

rejenerasyonlarõnõ sağlamak amacõyla değişik asma tür ve çeşitlerinde araştõrmalar 

yapõlmõş olup, bu çalõşmalarda başarõ oranõnõ artõrmak amacõyla eksplantõn alõndõğõ 

bitkinin kaynağõ, uygulanan kültür koşullarõ ve kullanõlan besin ortamlarõnõn tip ve 

konsantrasyonu gibi faktörlerin etkileri incelenmiştir. Bu araştõrmalar aşağõda kõsaca 

özetlenmiştir: 

 

Bazõ asma genotiplerinin boğum arasõ eksplantlarõnõ kullanarak organogenesis 

yoluyla bitki elde eden Rajasekaran ve Mullins (1981), araştõrmalarõnda, 

kullandõklarõ ortam ve genotiplerin büyük bir kõsmõnda adventif kök oluşumunu 

gerçekleştirdiklerini belirtmişlerdir. Adventif göz oluşumunun ise 1 µM BA ve 5 µM 

2,4-D; 1 µM BA ve 5 µM NOA; 1 µM BA + 5 µM 2,4-D + 5 µM NOA içeren sõvõ 

NN ortamõnda kültüre alõnan eksplantlarda meydana geldiği bildirilmiştir. Çalõşmada 

ayrõca, ana bitki ve genotipin olgunluğu, eksplant orijini ve ortam kompozisyonunun 

etkileri de araştõrõlmõştõr.  

 

Stamp ve Meredith (1988) ise yaptõklarõ çalõşmalarõnda Cabernet Sauvignon�un hem 

in vitro da hem de serada yetiştirilen ve V. rupestris �St. George� ve PI 200692�nin 

serada yetiştirilen 5 mm�den daha küçük yapraklarõnõ NN ve MS temel besin 

ortamlarõnda kültüre aldõklarõnda somatik embriyolarõ elde etmişlerdir. Büyümeyi 

düzenleyici madde kombinasyonlarõnõn somatik embriyogenesis oluşumunu 

etkilediğini bildiren araştõrõcõlar, ayrõca genotipin, eksplant tipi ve kaynağõnõn, kültür 

yönteminin, kültür ortamõnõn bileşiminin ve dönor bitkinin durumunun embriyo 

oluşumunu etkilediğini belirtmişlerdir.  

 

Matsuta ve Hirabayashi (1989), Vitis vinifera cv. Koshusanjaku çeşidine ait 

yapraklardan elde ettikleri  embriyogenik kalluslarõ 1.0 µM 2,4-D içeren ve 

içerisinde vitamin, inositol ve glisin bulunmayan NN ortamõnda kültüre almõşlardõr. 

Bu kalluslarõn yaklaşõk olarak 2 yõl aynõ ortama alt kültüre alõnmasõyla yüksek 

embriyogenik yeteneklerini yitirmediklerini ve hormonsuz ortama transfer 
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edildiklerinde fazla miktarda embriyo ürettiklerini belirtmişlerdir. Araştõrõcõlar bu 

çalõşmada yaprak kalluslarõndan elde ettikleri somatik embriyogenesisi teşvik etmek 

amacõyla sitokinin�lerin etkilerini de incelemişlerdir. Bu amaçla BA (6-

benzylamino), KIN (kinetin), ZEA, 2İP ((2-isopentenyl) adenine), KT-30 (CPPU) 

(N-(2-chloro-4-pyridly)-N�-phenylurea) ve TAG (TDZ) (N-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)-

N�-phenylurea) sitokininleri denenmiştir. Sentetik sitokininlerden KT-30 ve TAG 

somatik embriyogenesisin teşvikinde etkili olduğu bulunmuştur. Bu sitokininlerin 

hem 5.0 hem de 10.0 µM 2,4-D ile kombine edilmesi halinde meydana gelen yaprak 

kalluslarõ somatik embriyolar üretilebilmiştir.  

 

Vitis labrusca Catawba çeşidinin in vitro�da yetiştirilen sürgünlerinden alõnan yaprak 

ve yaprak sapõ eksplantlarõndan sürgün rejenerasyonunu ve normal bitkileri elde eden 

Cheng ve Reisch (1989), rejenerasyonun hem BAP hem de IAA (Indol asetik asit)�in 

varlõğõnda meydana geldiğini, ancak 2,4-D veya NAA (Naftelin asetik asit)�in BAP 

ile kombinasyonunda yaprak eksplantlarõndan rejenerasyon sağlanamadõğõnõ 

belirtmişlerdir. %15�in üzerinde yaprak ve %70�in üzerinde yaprak sapõ 5-10 µM 

BAP ve 0.1-0.5 µM IBA (Indol butirik asit) içeren ortam üzerinde rejenere 

olabilmiştir. Yaklaşõk olarak sürgünlerin %50�si õşõklõ ortama aktarõldõklarõnda 

normal bir gelişme göstermişlerdir. Yaprak saplarõnda ve yapraklarda rejenerasyon 

her zaman alt uçta gerçekleşmiştir.  

 

Clog ve ark. (1990) çalõşmalarõnda bazõ asma anaçlarõnõn yaprak dokularõndan 

organogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu için bir yöntem geliştirmişlerdir. Büyüme 

çemberinde yetiştirilen olgun bitkilerden ve in vitro�da yetiştirilen bitkiciklerden 

alõnan yapraklar bisturi ile yaralanmõş ve BA�nõn farklõ konsantrasyonlarõnõ içeren 

modifiye MS ortamõnda kültüre alõnmõştõr. Sonuç olarak sürgün oluşumu için BA�e 

mutlaka ihtiyaç duyulduğu belirtilmiştir. Rejenerasyon için en uygun parametrelerin 

eksplant kaynağõnõn yaşõ, kültür ortamõnõn bileşimi ve kültür ortamõnõn sõcaklõğõ 

olduğu tespit edilmiştir.  

 

Stamp ve ark. (1990a) çalõşmalarõnda 2 mg/l BA içeren katõ NN ortamõnda kültüre 

alõnan V. vinifera çeşitleri olan French Colombard ve Thompson Seedless�õn boğum 
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kültürlerinden elde edilen sürgünlerden alõnan yaprak ayasõ ve yaprak sapõ 

eksplantlarõndan 3 hafta içinde adventif sürgünlerin geliştiğini belirtmişlerdir.  

 

Araştõrmalarõnda adventif sürgünleri Vitis vinifera çeşitleri olan Cabernet Sauvignon, 

French Colombard, Grenache, Thompson Seedless ve White Riesling, Vitis rupestris 

çeşidi olan St. George ve V. vinifera x V. rupestris çeşidi olan Ganzin 1�in in vitro�da 

büyüyen yapraklarõndan elde ettiklerini belirten Stamp ve ark. (1990b), 15 mm�den 

daha küçük olan yaprak eksplantlarõnõ boğum kültürlerinden elde etmişler ve 0, 1, 2 

ve 4 mg/l BAP içeren MS veya NN temel rejenerasyon ortamlarõnda kültüre 

almõşlardõr. Araştõrõcõlar adventif sürgünlerin 4 hafta içerisinde yaprak sapõndan ve 

nadiren de yaralanmõş yaprak ayasõndan geliştiğini gözlemlemişlerdir. Sürgün 

organogenesis�inin sadece BAP içeren ortamda ve özellikle de 1 ve 4 mg/l BAP�a 

göre 2 mg/l BAP da daha yüksek oranda meydana geldiğini saptamõşlardõr. 2 mg/l 

BAP içeren ortamda, yaprak eksplantlarõndan adventif sürgün oluşumunun çeşitlere 

göre farklõ oranlarda olduğunu saptamõşlardõr. Araştõrõcõlar, katõ kültür ortamõnõn, sõvõ 

kültür ortamõna göre daha iyi sonuç verdiğini ve katõ ortama transfer sõklõğõnõn 

rejenerasyon oranõnõ etkilemediğini bildirmişlerdir. Eksplantlarõn %80�den fazlasõ 

başlangõçta adventif gözler oluşturmuş ve daha sonra da sürgün büyümesinin 

meydana geldiğini belirtmişlerdir. Her bir eksplanttan yaklaşõk olarak 6 sürgün 

meydana geldiğini, bu sürgünlerin kolaylõkla köklendirilebildiğini ve morfolojik 

olarak ana bitkiye benzediklerini bildirmişlerdir.  

 

Colby ve ark. (1992), French Colombard çeşidinin in vitro�da kültüre alõnan yaprak 

saplarõndan direk sürgün oluşumunun anatomisini incelemişlerdir. Rejenere olan 

yaprak sapõ parçalarõ 2-3 gün arayla uzunluğuna kesilmiş ve fikse edilmiştir. 

Rejenerasyon ortamõnda 3 günlük iken, yeni hücre bölünmeleri belirleyen 

araştõrõcõlar, 6 gün sonra meristematik aktivitenin 3 farklõ bölgesi yaprak sapõ 

parçasõnõn genişleyen kõsmõnda, yaraya tepkiyi, organogenik ve vasküler bölgelerde 

görmüşlerdir.  

 

Goebel Tourand ve ark. (1993) asmada somatik embriyo gelişimindeki problemlerin 

nedenlerini anlamak amacõyla, bitkiye dönüşüm yeteneklerinin farklõ olduğu bilinen 
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CH 76 ve 41 B kullanõlarak histolojik çalõşmalar yapmõşlardõr. Araştõrõcõlar, CH 

76�nõn % 70 lik yüksek bitkiye dönüşüm oranõna, iyi gelişmiş ve iplik şekilli 

kotiledonlar arasõnda fonksiyonel sürgün uçlarõna sahip olduğunu belirlerken, 41 

B�nin normal kök apeksine sahip, fakat bitkiye dönüşüm oranõnõn düşük (%10), 

sürgün uçlarõnõn iyi gelişmemiş anormal şekilli olduğunu tespit etmişlerdir. Bu 

anormal oluşum kontrolsüz hücre çoğalmasõ, adventif tomurcuk oluşumu, kotiledon 

ya da yaprak meristeminin fazla gelişmesi gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir. 

ABA, 41 B embriyolarõnõn tam bitkiye dönüşüm oranõnõ %10�dan %20�ye 

yükseltmiş fakat embriyo morfolojisini geliştirmede başarõsõz bulunmuştur. Zeatin ve 

BAP ise gelişmeyi teşvik etmiş fakat anormal oluşum oranõnõ artõrmõş, bitkiye 

dönüşüm oranõnõ artõrmada ise etkisiz bulunmuştur. ABA ile kombine uygulamalar 

ise kotiledonlu embriyo oluşum oranõnõ artõrmõş fakat tam bitkiye dönüşüm oranõnõ 

azaltmõştõr.  

 

Vitis rupestris�in yaprak ve yaprak sapõndan elde edilen kalluslarõ BA ve 2,4-D�nin 

(1+0.1 mg/l ve 1+1 mg/l) iki farklõ kombinasyonu ile MS ortamõnda kültüre alan 

Martinelli ve ark. (1993) bunlardan sõrasõyla %3.2 ve %4.2 oranõnda somatik 

embriyo oluştuğunu belirtmişlerdir. Somatik embriyolardan embriyogenik kallus, 

embriyo alt kültürleri ve somatik embriyogenesis MS veya NN ortamlarõna hem 1 

mg/l IAA, hem de 0.1 mg/l IBA eklendiğinde elde edilmiştir. 4 aylõk bir kültürde, 1 

mg/l BA + 0.1 mg/l IBA + 250 mg/l kazein hidrolizat içeren NN ortamõnda 2 hafta 

+4oC�de soğuklatõldõktan sonra aktarõlan embriyolarda %13 oranõnda embriyo 

çimlenmesi meydana gelmiştir. En yüksek çimlenme oranõ %51 ile 9 aylõk uzun 

kültür sonucunda soğuklamanõn olmadõğõ sadece IBA içeren ortamda elde ettiklerini 

belirtmişlerdir.  

 

Seyval blanc üzüm çeşidinin in vitro bitkiciklerinden alõnan yaprak eksplantlarõ için 

etkili bir rejenerasyon yöntemi belirleyen Harst (1995) yüksek oranda somatik 

embriyo oluşumunun 20 µM NOA (Naftoksi asetik asit) + 4 µM TDZ içeren 

modifiye NN ortamõnda sağlandõğõnõ belirtmiştir. 2.5 mM fenilalenin uygulanmasõ 

embriyo oluşumunu oluşum periyodunu azaltarak ve rejenerasyon oranõnõ artõrarak 

teşvik etmiştir. Dikilen yaprak eksplantlarõnõn yaklaşõk olarak %80�inde embriyolar 
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oluşmuş ve bunlarõn, rejenerasyon kapasiteleri en az 2 yõl sürdürebildiklerini 

belirtmiştir.  

 

Torregrosa ve ark. (1995) çalõşmalarõnda bitki materyali olarak VRH 8715 (Vitis 

vinifera (Ugni blanc x Cabernet Sauvignon) x Muscadinia rotundifolia cv. Carlos), 

VRH 8773 (V. vinifera (Cabernet Sauvignon x Alicante Bouschet) x M. rotundifolia 

cv. NC 184-4) ve VMH 1 (VRH 8773 x 140 Ru (V. berlandieri x V. rupestris))�in 

boğum kültürlerinden alõnan 0.5-4 mm büyüklüğündeki yaprak eksplantlarõnõ 

kullanmõşlardõr. Kallus oluşumunu ve proliferasyonunu sağlamak amacõyla 6 g/l agar 

+ 25 g/l sakkaroz içeren yarõm kuvvetteki MS ortamõnõ kullanmõşlar ve büyüme 

düzenleyicilerinin en iyi kombinasyonunu belirlemek amacõyla NOA, 2,4-D ve 2,4,5-

T (2,4,5-trichloropphenoxyacetic acid) (5 ve 10 µM)�yi BAP (1,1 ve 2,2 µM) ile 

kombine etmişlerdir. Sonuç olarak NOA�nõn herhangi bir organogenik veya 

embriyogenik yetenek göstermediğini, 2,4,5-T�nin fitotoksik etkisi olduğunu 

belirtmişlerdir. Ortama ilave edilen 5 µM 2,4-D�nin iyi yapõda kallus oluşturduğunu 

ancak 10 µM�ün ise kallus oluşumunu arttõrmadõğõ aksine kahverengileşmeye neden 

olarak embriyogenesisin azalmasõna yol açtõğõnõ bildirmişlerdir. Aktif olarak çoğalan 

bütün embriyogenik kalluslar, 5 µM IAA ve 1.1 µM BA eklenmiş ortama transfer 

edildiği zaman çok yüksek oranda bitki oluştuğu gözlenmiştir. Bu ortam üzerindeki, 

globular embriyolar seçilerek 1.1 µM BA içeren ortama yerleştirildiğinde beyaz, iyi 

şekillenmiş embriyolarõn geliştiği saptanmõştõr. Embriyolar çimlenmeyi takiben, 

hormonsuz ortam bulunan kültür tüplerine aktarõldõklarõnda %95 oranõnda normal 

bitki oluşturduklarõnõ belirtmişlerdir.  

 

Perl ve ark (1995) yaptõklarõ çalõşmalarõnda, asmada genetik transformasyon 

sistemlerinin geliştirilmesi için, bir farklõlaşma aşamasõndan diğer farklõlaşma 

aşamasõna geçmede rejenerasyon protokolünün çok önemli olduğunu bildirmişlerdir.  

 

Compton ve Gray (1996) çalõşmalarõnda Vitis vinifera L. cv. Thompson Seedless 

çeşidinde somatik embriyogenesis üzerine sakkarozun ve methylglyoxal bis-

(guanylhydrazone) (MGBG)�in etkilerini belirlemek amacõyla somatik embriyolarõ 

ve embriyogenik hücreleri 60, 90, 120, 150 ve 180 g/l sakaroz ve 0, 0.1, 1 ve 10 mM 
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MGBG içeren embriyo bakõm ortamõnda (MMS) alt kültüre alarak denemişlerdir. 

150 ve 180 g/l sakaroz içeren MMS ortamlarõnõn 60, 90 ve 120 g/l sakaroz içeren 

MMS ortamõyla kõyaslandõklarõnda embriyogenik kültürlerin büyümesini ve 

gelişmesini engelledikleri görülmüştür. 90 ve 120 g/l sakaroz içeren MMS ortamõnda 

60 g/l sakaroz içeren MMS ortamõna göre embriyogenik hücrelerin büyümesi için 

kültürün kuru ağõrlõğõ oldukça önemli derecede büyük olmuştur ki buda 

embriyogenik hücrelerin 90 ve 120 g/l sakaroz içeren MMS ortamõnda daha iyi 

geliştiğini göstermiştir. Embriyogenik hücrelerin 90 ve 120 g/l sakaroz içeren MMS 

ortamõnda inkübe edilmesiyle zigotik embriyolara benzeyen kotiledon aşamasõndaki 

somatik embriyolarõn miktarõ sõrasõyla 10.8�den 21.3�e artmõştõr. Somatik 

embriyolarõn çimlenmesi ve bitki gelişimi BA�li çimlenme ortamõna transfer 

edilmeden önce 150 g/l sakaroz içeren MMS ortamõnda inkübe edilmesi ile 

sağlanmõştõr. Bununla birlikte bu ortamda, diğer sakaroz konsansantrasyonlarõ ile 

karşõlaştõrõldõğõnda, pek çok embriyo üretilebilmiştir. Araştõrõcõlar 120 g/l sakaroz 

içeren MMS ortamõnda oluşan embriyogenik kültürlerin 150 g/l sakaroz içeren MMS 

ortamõna bir kez transfer edilmesiyle embriyo gelişiminin ve bitki rejenerasyonunun 

artõrõlabileceğini belirtmişlerdir. Öte yandan, 1 den 10 mM�a kadarki MGBG 

embriyogenik kültürlerin büyümesini ve gelişmesini engellemiş ve hatta kültürün 

üçüncü ayõnda ölümüne neden olmuştur.  

 

Çalõşmalarõnda kullandõklarõ farklõ genotiplerden in vitro�da 2 mg/l BA bulunan NN 

ortamõnda boğum kültürü yoluyla sürgün elde eden Martinelli ve ark. (1996), bu 

sürgünlerden aldõklarõ yapraklarõ 2.25 mg/l BA ve 0.03 mg/l NAA bulunan 1/2 MS 

ortamõnda kültüre almõşlardõr. çalõşmada, morfojenik potansiyel üzerine genotipin 

etkili olduğu belirlenmiştir. Araştõrmada test edilen 18 genotipte rejenerasyon oranõ 

genotiplere göre değişmiş ve bitki oluşumu farklõ sürelerde meydana gelmiştir.  

 

Scorza ve ark. (1996) Thompson Seedless üzüm çeşidinin in vitro�da yetişen 

bitkiciklerinden alõnan yapraklardan elde edilen somatik embriyolardan transgenik 

asma bitkileri yetiştirmişlerdir.  
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Heloir ve ark. (1997) çalõşmalarõnda Vitis vinifera cv. Pinot noir çeşidinin in vitro�da 

yetiştirilen yanal tomurcuklarõnõ hõzlõ mikroçoğaltõmda yeni bir yöntem geliştirmek 

amacõyla kullanmõşlardõr. Bunun için temel besin ortamõ olarak MS kullanõlmõştõr. 

Mikroçoğaltõmõn erken safhasõnda sitokinin�in etkisini belirlemek için 1.1, 2.2, 4.4, 

6.7 ve 8.9 µM olmak üzere BA�nin 5 konsantrasyonu denenmiştir. 1.1 ve 2.2 µM BA 

sadece ana sürgün gelişimini sağlamõş fakat yanal tomurcuklarõn oluşmasõnõ 

engellemiştir. 4.4 µM BA yanal tomurcuklarõn gelişmesini uyarmõştõr. 8.9 µM BA 

ise ana sürgünün gelişmesini durdurmuş ve yanal tomurcuklarõn gelişimini 

artõrmõştõr. BA konsantrasyonunun artmasõyla sürgün çoğalma hõzõ da artmõştõr. 

Ancak alt kültür ortamõnda BA konsantrasyonunun 8.9 µM�dan 4.4 µM�a 

düşürülmesi vitrifikasyon oranõnõ azalttõğõndan iyi bir proliferasyon sağlamõştõr. 

Sürgünlerin köklendirilmesinde NAA ve IBA 2.5 ve 5 µM konsantrasyonda 

denenmiştir. Oksin bulunmayan ortam kontrol olarak kullanõlmõştõr. Sonuçta 2.5 µM 

IBA kullanõlan ortamda sürgünlerdeki köklenme oranõ %100 olarak bulunmuştur.  

 

Büyükdemirci (1997), çalõşmasõnda in vitro�da kültüre aldõğõ Valiant, Chancellor ve 

St. Croix çeşitlerinin yapraklarõndan direkt sürgün oluşumu ve bitki elde edilmesi 

üzerine ortam, sakaroz, oksin ve sitokinin tipi ve konsantrasyonlarõnõn etkili 

olduğunu belirlemiştir. In vitro�dan elde edilen yapraklarõn üst yüzeyi ortama 

değecek şekilde yerleştirildiğinde yaprak sapõ ve/veya yaralanmõş damarlardan direkt 

rejenerasyon meydana gelmiştir. Çoğunlukla NN ortamõ MS ortamõndan daha yüksek 

rejenerasyon yüzdesi oluşturmuştur.  

 

Göktürk Baydar ve Çelik (1999) yaptõklarõ çalõşmalarõnda sürgün ucu kaynağõnõn in 

vitro mikroaşõlamada başarõ üzerine olan etkilerini incelemişlerdir. Bitkisel materyal 

olarak Kalecik karasõ, Emir, Uslu, Hafõzali ve Razakõ üzüm çeşitlerine ait sürgün ucu 

meristemleriyle Kober 5 BB anacõna ait çöğürleri kullanmõşlardõr. Sürgün ucu 

meristemleri hem in vivo, hem de in vitro kaynaklardan alõnmõştõr. Bu sürgün 

uçlarõyla tepeye yerleştirme yöntemiyle aşõlanan bitkicikler, katõ MS ortamõnda iki ay 

süreyle kültüre alõnmõşlardõr. Sonuçta, aşõ tutma oranlarõnõn sürgün ucu kaynağõna 

göre değiştiğini ve en yüksek aşõ tutma oranlarõnõn (%40.9-68.2) in vitro sürgün ucu 

ile aşõlanan bitkilerden elde edildiğini belirtmişlerdir. Aşõ tutma oranlarõndaki bu 
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artõrõlmasõyla ve 3 mg/l NAA eklenmesiyle elde edilen 5 mmol/l Ca+2 ve 6 mmol/l 

Ca+2 modifiye ortamlarõndan elde etmişlerdir.  

 

Youngju ve ark. (2001) çalõşmalarõnda V. labruscana x V. vinifera melezi olan 

Kyoho üzüm çeşidinin yaprak eksplantlarõndan organogenesis yoluyla bitki 

rejenerasyonunu sağlamak için ortam bileşimini ve kültür koşullarõnõ iyileştirmeye 

çalõşmõşlardõr. Araştõrõcõlar, in vitro�da kültüre aldõklarõ yaprak parçalarõndan 

adventif sürgün oluşumunun, temel ortam, bitki büyüme düzenleyicileri ve õşõk gibi 

faktörlerden etkilendiğini belirlemişlerdir. Modifiye edilmiş MS ortamlarõ üzerinde, 

adventif sürgünler etkili olarak rejenere edilmiştir. En iyi sürgün rejenerasyonu 

karanlõkta 3 hafta süreli inkübasyondan sonra elde edilmiştir.  

 

Gök Tangolar (2002) çalõşmasõnda 41 B Amerikan asma anacõ ve Yalova İncisi 

üzüm çeşidinin farklõ eksplantlarõndan, embriyogenesis ve organogenesis yoluyla 

bitki elde edilmesinde farklõ besin ortamlarõ ve büyümeyi düzenleyici maddeler ile 

kültür koşullarõnõn etkisini araştõrmõştõr. Somatik embriyogenesiste kullanõlan bütün 

eksplantlarda değişen oranlarda embriyogenik kallus meydana gelmiş ancak, 

yalnõzca olgunlaşmamõş zigotik embryo eksplantõndan somatik embriyolar elde 

edilmiştir. Organogenesis çalõşmalarõnda adventif göz oluşumu bakõmõndan her iki 

genotipte de en uygun eksplantõn yaprak ayasõ olduğu belirlenmiştir.  

 

Araştõrmalarõnda interspesifik asma hibritleri olan Bianca, Podarok Magaracha ve 

Intervitis Magaracha�nõn in vitro�da yetişen bitkiciklerinin yaprak saplarõnõ kullanan 

Zlenko ve ark. (2002) 2,4-D ve BA�in çeşitli konsantrasyonlarõnõn kullanõldõğõ katõ 

NN ortamõnda bu eksplantlarõ kültüre almõşlardõr. Gelişmiş kalluslar somatik 

embriyolarõ oluşturmak için 0.5 mg/l BA içeren sõvõ NN ortamõnda kültür edilmiştir. 

Podarok Magaracha ve Intervitis Magaracha�nõn Globular ve kalp şekilli somatik 

embriyolarõ süspansiyon kültürlerinde gelişme göstermişlerdir. Buna karşõlõk, 

Bianca�da globular safhasõndan öteye gidilememiştir. Bu globular embriyolarõn kalp 

safhasõnda gelişme gösterebilmesi için süspansiyonlarõn 0.2 mg/l BA içeren HTE sõvõ 

ortamõnda alt kültürünün gerekli olduğunu ortaya koymuştur. Her üç çeşidinde 0.1 

mg/l IAA ve 30 mg/l sodyum humat içeren sõvõ HTE ortamõna alt kültüründen sonra 
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farklõlõğa rağmen, sürgün ucu kaynağõnõn mikroaşõlarda sürgün ve kök gelişmesini 

fazla etkilemediği saptanmõştõr. Ayrõca, asma mikroaşõlarõnda başarõnõn çeşitler 

arasõnda farklõlõklar gösterdiği de tespit edilmiştir.  

 

Organogenesis yoluyla 5 üzüm çeşidi (Atasarõsõ, Çavuş, Kalecik karasõ, Sultani 

çekirdeksiz ve Yapõncak) ile 2 asma anacõna (Kober 5 BB (V. berlandieri x V. 

riperia) ve 41 B MG (Chasselas x V. berlandieri)) ait yaprak eksplantlarõndan 

adventif sürgün gelişimi üzerine etkili olan genotip, eksplant kaynağõ ve besin 

ortamlarõnõn etkilerini inceleyen Göktürk Baydar (2000) eksplant kaynağõ olarak in 

vitro sürgünlerden izole edilen yaprak sapõ ve ayalarõnõ kullandõğõ araştõrmasõnda, 

adventif sürgün gelişimi ile ilgili en yüksek değerleri yaprak saplarõndan elde ettiğini 

belirtmiştir. Yaprak eksplantlarõ, değişik oranlarda BAP ve NAA katkõlõ MS ve NN 

besin ortamlarõnda kültüre alõnmõşlardõr. Araştõrma sonunda, adventif sürgün 

oluşumu için en uygun besin ortamõnõn Kalecik karasõ, Çavuş, Sultani Çekirdeksiz ve 

Kober 5 BB için 2 mg/l BAP katkõlõ MS besin ortamõnõn olduğu tespit edilmiştir. Bu 

besin ortamõnda kültüre alõnan Kalecik karasõ, Çavuş, Sultani çekirdeksiz ve Kober 5 

BB�ye ait yaprak saplarõnõn %34.7-56.0�sõ, yaprak ayalarõnõn da %18.7-22.7�si 

adventif sürgün oluşturmuşlardõr. Yapõncak, Atasarõsõ ve 41 B M.G. için de 2 mg/l 

BAP katkõlõ NN ortamõnõn adventif sürgün oluşumu için en uygun besin ortamõ 

olduğunun belirlendiği araştõrmada, bu genotiplere ait yaprak saplarõnõn %16.0-

34.7�sinin, yaprak ayalarõnõn da %8.0-14.7�sinin adventif sürgün oluşturduklarõ tespit 

edilmiştir. Araştõrmada ayrõca adventif sürgün oluşturma yetenekleri bakõmõndan 

genotipler arasõnda farklõlõklar bulunduğu da belirlenmiştir. 

 

Altun ve Yürekli (2000)�de çalõşmalarõnda kalsiyum miktarõ değiştirilerek 

hazõrlanmõş 5 farklõ MS ortamõndan elde edilen kallogenez ve rejenerasyon 

sonuçlarõnõ değerlendirmişlerdir. Sonuç olarak en iyi kallus verimini % 100 ile MS 

ortamõndaki kalsiyum miktarõnõn azaltõlmasõyla ve 3 mg/l NAA eklenmesiyle 

hazõrlanmõş 2 mmol/l Ca+2 ve 3 mmol/l Ca+2 numaralõ ortamlardan elde etmelerine 

rağmen en iyi kallus biyomasõnõ normal MS ortamõnda gözlemlemişlerdir. En iyi 

gövde ve kök gelişimini ise MS ortamõndaki kalsiyum iyonunun miktarõnõn 
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kalp aşamasõndaki embriyolar torpedo aşamasõna dönüşmüştür. Torpedo 

aşamasõndaki embriyolar 0.5 mg/l BA, 0.5 mg/l GA3 ve 0.5 mg/l GA3 + 0.2 mg/l BA 

içeren sõvõ HTE ortamõnda alt kültür edilmişlerdir. Kültürün 12. gününden sonra 

bitkicikler büyüme düzenleyicilerin olmadõğõ ve 0.5 mg/l BA içeren katõ M2MS 

ortamõnda kültür edilmiştir. 0.5 mg/l GA3 ve 0.5 mg/l GA3 + 0.2 mg/l BA içeren sõvõ 

HTE ortamõnda gelişen bitkicikler kültürün 50. gününden sonra 0.5 mg/l BA içeren 

katõ M2MS ortamõnda % 82-90 sürgün üretmiştir.  

 

Göktürk Baydar ve Çetin (2003) araştõrmalarõnda Sultani çekirdeksiz ve Kalecik 

karasõ ile 41B M.G. ve Kober 5BB asma anaçlarõna ait in vitro bitkilerden elde edilen 

yaprak ayalarõ ile yaprak saplarõnõ kullanmõşlardõr. Eksplantlar temel besin ortamõ 

olarak MS ve NN� in kullanõldõğõ 26 farklõ besin ortamõna dikilmişlerdir. Araştõrõcõlar 

çalõşmalarõnõn sonucunda organogenesis yoluyla adventif kök ve sürgün oluşumu ile 

A tipi kallus oluşumunun genotip, eksplant tipi ve kullanõlan besin ortamlarõna göre 

değiştiğini tespit etmişlerdir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

Çalõşmada bitkisel materyal olarak yerli şaraplõk üzüm çeşitlerimizden Kalecik 

karasõ�na ait çeliklerden sürdürülen sürgün ve boğum parçacõklarõnõn kültüre 

alõnmasõyla elde edilen yaprak saplarõ, yaprak ayalarõ ve gövde eksplantlarõ 

kullanõlmõştõr. Çelikler Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bahçe Bitkileri 

Bölümü�nden temin edilmiştir. 

 

Araştõrmada kullanõlan Kalecik karasõ üzüm çeşidine ait bazõ önemli özellikler Çelik 

(2002)�den yararlanõlarak Çizelge 3.1.1.�de sunulmuştur. 

 

Çizelge 3.1.1. Denemede kullanõlan Kalecik karasõ üzüm çeşidine ait bazõ özellikler 
 
Çeşitler Kalecik karasõ 
Değerlendirme şekli  Şaraplõk 

Şekli  Konik, kanatlõ 
Büyüklüğü Küçük, orta 

 
Salkõm 

Sõklõğõ Sõk 
Şekli  Yuvarlak 
Büyüklüğü Küçük, orta 
Rengi Mavimsi siyah 

 
 
Tane 

Çekirdek sayõsõ 1-2 
Gelişme kuvveti Kuvvetli 
Verimlilik durumu Yüksek 
Olgunlaşma zamanõ Orta mevsim 
Budama şekli Yarõ uzun, kõsa 
Yöresi Ankara, Kõrõkkale 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Eksplantlarõn Hazõrlanmasõ 

 

Değişik eksplantlarõn in vitro rejenerasyon kapasitelerini belirlemek amacõyla 

yapõlmõş olan bu araştõrmada, öncelikle eksplantlarõn alõnacağõ in vitro sürgünlerin 

elde edilmesine yönelik çalõşmalar yapõlmõştõr. Bu amaçla Kalecik karasõ üzüm 
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çeşidine ait kõş dinlenmesini tamamlamõş 1 yaşlõ dallardan hazõrlanan çelikler iklim 

odasõna alõnarak su içinde sürdürülmüşlerdir.  

 

3.2.2. Eksplantlarõn Dezenfeksiyonu 

 

Taze sürgünlerden alõnan sürgün uçlarõ ile üzerinde tek göz bulunduran boğumlar 1-2 

damla 0.01�lik Tween 20 maddesi ilave edilmiş %10�luk sodyum hipoklorit çözeltisi 

kullanõlarak 15 dakika dezenfekte edilmiştir. Dezenfeksiyon sonrasõ materyaller, her 

biri en az 5 dakika olmak üzere 3 kez steril saf su ile durulanmõşlardõr.  

 

3.2.3. Sürgün Ucu Kaynağõ ve In Vitro Bitkiciklerin Yetiştirilmesi 

 

Dezenfeksiyon işleminin ardõndan sürgün uçlarõ, meristem ile 3-4 yaprak taslağõ; 

boğumlar da 1 gözlü olacak şekilde hazõrlanmõşlardõr. İzole edilen bu sürgün uçlarõ 

ve boğumlu mini çelikler içerisinde 10 ml 0.5 mg/l GA3 ve 2.5 mg/l BAP ilave 

edilmiş Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog, 1962) steril besin ortamõ 

bulunan 15x1.5 cm boyutlarõndaki cam deney tüplerinde kültüre alõnmõşlardõr. 

Ortama ayrõca 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar katõlarak, pH 5.8�e ayarlanmõştõr. Dikim 

işlemi tamamlandõktan sonra, iklim odalarõnda atmosferden oluşabilecek bulaşmalarõ 

önlemek amacõyla tüplerin ağõzlarõ parafilm ile sõkõca sarõlmõştõr. Sürgün uçlarõ ve 

boğumlu mini çelikler bu ortamda 2000-2200 lux õşõk yoğunluğunda, 16 h õşõklanma 

rejiminde ve 25±1 oC sõcaklõkta kültüre alõnmõşlardõr.  

 

3.2.4. In Vitro Sürgünlerin Çoğaltõlmasõ 

 

İlk dikim ortamõnda 4 haftalõk gelişmelerini tamamlayan sürgün uçlarõ ve boğumlarõn 

dip kõsõmlarõndan 1-2 mm uzunluğunda kesimler yapõlarak, 0.5 mg/l IBA ve 1.0 mg/l 

BAP katkõlõ MS besin ortamõndan 100 ml içeren 250 ml�lik erlen mayerlerde kültüre 

alõnarak, deneme için yeterli sayõda sürgün oluşana kadar 4�er hafta aralõklarla alt 

kültüre alõnmõşlardõr. Sürgün ortamlarõna 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ilave edilerek, 

pH 5.8�e ayarlanmõştõr. Araştõrmada kültüre alõnan sürgün ucu ve boğumlarõn iklim 

odasõndaki genel görünüşleri Şekil 3.2.4.1.�de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.2.4.1. İklim odasõnõn genel görünüşü  

 

3.2.5. In Vitro Sürgünlerin Köklendirilmesi 

 

Sürgünler yeterli büyüklüğe ulaştõktan sonra köklenmeleri için 5 mg/l IBA içeren MS 

besin ortamõna transfer edilmişlerdir. Daha sonra bu in vitro bitkiciklerden alõnan 

yaprak ayalarõ, yaprak saplarõ ve gövde eksplantlarõ daha sonraki aşamalarda 

kullanõlmõşlardõr. Şekil 3.2.5.1�de eksplant kaynağõ olarak kullanõlan Kalecik 

karasõ�na ait in vitro bitki görülmektedir. Tüm ortamlarda pH 5.8�e 1 N NaOH ve 

HCl kullanõlarak ayarlanmõş ve ortamlar, otoklavda 121 ºC� de ve 1 atm basõnçta 20 

dakika süreyle sterilize edilmiştir.  
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Şekil 3.2.5.1. Eksplant kaynağõ olarak kullanõlan Kalecik karasõ�na ait in vitro bitki 

 

3.2.6. In Vitro Bitkiciklerden Eksplantlarõn Hazõrlanmasõ 

 

Eksplant olarak in vitro bitkiciklerden alõnan yaprak sapõ, yaprak ayasõ ve gövde 

parçacõklarõ kullanõlmõştõr. Yaprak sapõ ve gövde eksplantlarõ 2-3 mm büyüklüğünde 

kesilerek dikime hazõr hale getirilirken; yaprak ayalarõ iki şekilde hazõrlanmõştõr. 

İlkinde cork borer ile 0.5 cm çapõnda yuvarlak olarak, ikincisinde de tüm yaprak 

üzerinde yaprak ana damarõna dik olacak şekilde birbirine paralel üç kesim yapõlarak 

hazõrlanmõştõr. 

 

3.2.7. Eksplantlarõn Dikildiği Besin Ortamlarõ 

 

Araştõrmada farklõ eksplantlarõn rejenerasyonunu sağlamak için değişik araştõrõcõlar 

tarafõndan belirlenen MS ve NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ortamlarõnõn BAP, Zeatin, 

2,4-D, ABA ve Kazein hidrolizat�lõ  kombinasyonlarõ kullanõlmõş olup, bu ortamlar 

Çizelge 3.2.7.3�de verilmiştir. Her bir temel ortam için stok solüsyonlar (Çizelge 

3.2.7.1. ve 3.2.7.2.) hazõrlanmõş ve ortam hazõrlamada bu stok solüsyonlardan 

yararlanõlmõştõr.  
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3.2.8. Kültür Koşullarõ 

 

In vitro bitkiciklerden alõnan eksplantlar 9 cm çapõndaki petriler içerisine dikilerek, 

sõcaklõğõ 25±1 ºC olarak ayarlanmõş iklim odalarõnda iki farklõ õşõklandõrma rejiminde 

tutulmuşlardõr. Bu amaçla, kültürlerden bir kõsmõ karanlõk, bir kõsmõ da  gün 

uzunluğu 16 saat ve õşõk şiddeti 2000-2200 lux olarak ayarlanmõş iklim odalarõnda 

kültüre alõnmõşlardõr. Araştõrmada petriler içindeki kültürlerin genel görünüşleri Şekil 

3.2.8.1.�de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.2.8.1. Kültürlerin iklim odasõndaki genel görünüşleri. 
 

3.2.9. İncelenen Özellikler 

 

Dikimden sonraki 4. haftanõn sonunda kültüre alõnan yaprak sapõ, yaprak ayasõ ve 

gövde eksplantlarõ aşağõdaki kriterler bakõmdan incelenmişlerdir.  

 

Adventif sürgün oluşturan eksplant oranõ (%): Adventif sürgün gelişimi gösteren 

eksplantlarõn toplam eksplant sayõsõna oranlanmasõyla elde edilmiştir. Eksplantlardan 

elde edilen direkt ve indirekt adventif sürgünler Şekil 3.2.9.1 a ve b�de sunulmuştur. 

 

 

 



 18

           a           b 

Şekil 3.2.9.1. Direkt ve indirekt adventif sürgün oluşumu 

 

Adventif sürgünlerin bitkiye dönüşüm oranõ (%): Oluşan adventif sürgünlerden 

bitkiye dönüşenlerin (Şekil 3.2.9.2) elde edilen adventif sürgün sayõsõna 

oranlanmasõyla elde edilmiştir.  

 

          
Şekil 3.2.9.2. Adventif sürgünlerden tam bitkiye dönüşümü sağlanmõş bitki 
 

Kallus oluşturan eksplantlarõn oranõ (%): Kallus oluşturan eksplant sayõsõnõn 

kültüre alõnan toplam eksplant sayõsõna oranlanmasõyla elde edilmiştir.  

 

Kalluslarla ilgili olarak, kalluslarõn renk, tip ve derecelerinin dikkate alõndõğõ 

gözlemlerde aşağõda belirtilen özellikler incelenmiştir.  
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Farklõ kallus tipleri: 

A: Beyaz, sarõ renkli, sert kõrõlgan yapõda sağlõklõ görünümdeki kalluslar (Şekil 

3.2.9.3) 

B: Sarõmsõ kahve ya da kahverenginin değişik tonlarõ, sulu yumuşak, kolay 

dağõlabilen ya da beyaz pamuksu sağlõksõz görünüme sahip kalluslar (Şekil 3.2.9.4) 

 

Farklõ kallus dereceleri:  

0: Kurumuş  

1: Canlõ hiç kallus yok (Gelişme yok) 

2: Eksplantõn belli bir kõsmõnda kallus var 

3: Eksplantõn her tarafõnda kallus var. 

                

Şekil 3.2.9.3. Eksplantlardan elde edilen A tipi kallus 

 

    
 
Şekil 3.2.9.4. Eksplantlardan elde edilen B tipi kallus 



 20

3.2.10. Kalluslarõn Kültüre Alõnmasõ 

 

Elde edilen A tipi kalluslar daha sonra somatik embriyolar oluşturmak üzere 1 mg/l 

NAA ve 1 mg/l BAP içeren MS ile 1 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BAP içeren NN besin 

ortamlarõnda 25 oC±1 sõcaklõk ve karanlõk koşullarda 1�er aylõk periyotlarla aynõ 

bileşimdeki taze ortamlarda 3 kez alt kültüre alõnmõşlardõr. 
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Çizelge 3.2.7.1. MS temel besin ortamõnõn bileşimi 
 

I. İnorganik maddeler II: Organik maddeler 
A. Makro elementler      (mg/l)     
NH4NO3                                    : 1650 
KNO3                                                : 1900 
CaCl2.H2O                         : 440  
KH2PO4                             : 170                     
MgSO4.7H2O                    : 370            
NaFeEDTA                       : 36.7 
 
B. Mikro elementler       ( mg/l) 
MnSO4                                             : 16.0 
ZnSO4                                               : 8.6 
H2BO3                                               : 6.2 
KI                                      : 0.830 
Na2Mo4                                            : 0.250 
CuSO4                                               : 0.025 
CoCl2                                                 : 0.025 

1) Vitamin ve amino asitler 
(mg/l) 

Myo-inositol                          : 100       
Thiamin HCL                         : 0.1 
Pyridoxin HCL                       : 0.5 
Nicotinic acid                         : 0.5 
Glycine                                   : 2.0 
 

 
 
Çizelge 3.2.7.2. NN temel besin ortamõnõn bileşimi 
 

I. İnorganik maddeler II: Organik maddeler 

A. Makro elementler      (mg/l)     
KNO3                                         : 950 

 NH4NO3                                         :720 
MgSO4.7H2O                    : 185 
CaCl2.H2O                         : 166 
KH2PO4                             : 68 
 
B. Mikro elementler       ( mg/l) 
MnSO4                                             : 25 
ZnSO4                                               : 10 
Na2Mo4                                            : 0.25 
H2BO3                                               : 10 
CuSO4                                               : 0.025 
 
C. Demirli bileşik                       (g/l) 
FeSO4.7H2O                             : 0.557 
Disodyumetilendiaminotetraocetate : 
7.450 

2) Vitamin ve amino asitler  
(mg/l) 

Myo-inositol                          : 100 
Glycine                                   : 2 
Nicotinic acid                         : 5 
Pyridoxin HCL                       : 0.5 
Thiamin HCL                         : 0.5 
Folic asit                                 : 0.5 
Biotin                                      : 0.05 
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Çizelge 3.2.7.3. Eksplantlarõn dikildiği besin ortamlarõ 
 

BESİN ORTAMLARI 
MS/NN BAP (mg/l) ZEATİN 

(mg/l) 
2,4-D 
(mg/l) 

ABA 
(mg/l) 

KAZEİN 
HİDROLİZAT 

(g/l) 

AGAR 
(g/l) 

SAKKAROZ 
(g/l) 

1 2 - - - - 7 30 
2 - 2 - - - 7 30 
3 1 - 1 - - 7 30 
4 1 - 2 - - 7 30 

5 1 - 1 - 1 7 30 
6 1 - 2 - 1 7 30 
7 0.2 - 1 2.5 1 7 30 
8 0.2 - 1 2.5 - 7 30 
9 0.2 - 1 - 1 7 30 

10 - - 2 - - 7 30 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Yaprak Sapõ Eksplantõndan Elde Edilen Bulgular 

 

Çizelge 4.1.1. ve 4.1.2.�de görüldüğü gibi, Kalecik karasõ üzüm çeşidine ait yaprak 

sapõ eksplantlarõnõn in vitro kallus oluşturma oranlarõ ortamlara ve kültür koşullarõna 

göre farklõlõklar göstermiştir. Aydõnlõk koşullarda ve MS 1 ortamõnda kültüre alõnan 

eksplantlar dõşõnda diğer tüm uygulamalarda değişen oranlarda kallus oluşumu 

gözlenmiştir. Buna göre, karanlõk uygulamasõnda en yüksek kallus oluşumu 

%100�lük oranla MS 4 ortamõndan elde edilirken, bunu %97.56 ile MS 6 ve %86.36 

ile MS 5 ortamlarõ izlemiştir. Karanlõk koşullarda en düşük kallus oluşumunun MS 2 

ortamõnda (%22.20) olduğu saptanmõştõr. Aydõnlõk koşullarda ise en yüksek kallus 

oluşturma oranõnõ %91.11 ile MS 3 ortamõ gösterirken, bunu MS 5 (%74.41) ve MS 

8 (%61.11) ortamlarõ takip etmiştir. Kallus oluşumunun en düşük olduğu ortam ise 

aydõnlõk kültürün tam tersine MS 4 olmuştur. NN ortamlarõ ve uygulamalarõnda 

kallus oluşum oranõ MS ortamlarõyla kõyaslandõğõnda oldukça düşük bulunmuş, hatta 

birçok ortamda kallus oluşumuna rastlanamamõştõr. En yüksek kallus oluşumu 

%45.00 ile NN 10 aydõnlõk uygulamasõnda elde edilirken, oluşan kalluslardan en 

düşük oran %5.12 ile NN 3 aydõnlõk kültürden elde edilmiştir. Genel olarak MS 

ortamlarõnda karanlõk kültür koşullarõ daha iyi sonuç verirken, NN ortamlarõnda ise 

aydõnlõk kültür koşullarõ daha iyi sonuç vermiştir. Oluşan kalluslarõn niteliğine 

bakõldõğõnda sağlõklõ görünüme sahip A tipi kalluslar, MS ortamlarõnõn sadece 

karanlõk uygulamalarõnda %12.50 ile MS 6�da ve %8.10 ile MS 3�de; NN 

ortamlarõnõn ise sadece aydõnlõk kültür koşullarõnda NN 4 (%100) ve NN 2 (%70.00) 

ortamlarõnda gözlenmiştir.  

 

Eksplantlarõn farklõ derecelerde kallus oluşturma oranlarõnõn da incelendiği 

araştõrmada, 0 dereceli kallus (canlõlõğõnõ kaybeden eksplant) oluşumu NN 

ortamlarõnda en fazla %100�lük bir oranla NN 10 ortamõnõn karanlõk uygulamasõndan 

elde edilirken, MS ortamlarõnda ise bu oran en fazla %57.69 ile MS 1 aydõnlõk 

uygulamasõndan elde edilmiştir. Canlõlõğõnõ sürdüren fakat hiç kallus oluşturamayan 

eksplantlar (1 derece) en fazla %77.50 ile NN 1 karanlõk uygulamasõnda 
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gözlenmiştir. MS ortamlarõnda bu oran %44.40�õn altõnda kalmõştõr. 2 dereceli kallus 

oluşumu %100�lük bir oranla MS 1, MS 4 ve MS 7 karanlõk uygulamalarõnda ortaya 

çõkmõştõr. NN ortamlarõnda ise NN 3 ve NN 7 karanlõk, NN 4 ve NN 10 aydõnlõk 

kültürlerinde %100�lük bir oran ile elde edilmiştir. 3 dereceli kallus oluşumu ise en 

fazla %100 ile NN 2 aydõnlõk uygulamasõndan elde edilirken, bu oran MS 

ortamlarõnda en fazla %90.62 ile MS 5 ve %82.35 ile MS 4 aydõnlõk 

uygulamalarõndan elde edilmiştir.  

 

Yaprak sapõ eksplantlarõndan adventif sürgün oluşturma oranlarõna bakõldõğõnda, 

direkt adventif sürgün oluşumu %2.38 ile en fazla aydõnlõk koşullarda kültüre alõnan 

MS 7 ortamõndaki eksplantlardan elde edilmiştir. MS 1 aydõnlõk ve karanlõk, MS 2 

karanlõk, MS 4 aydõnlõk dõşõndaki uygulamalarda ise direkt adventif sürgün oluşumu 

gözlenememiştir. NN ortamõnda ise direkt adventif sürgün oluşumu yalnõzca NN 3 

karanlõk (%2.63) ve NN 1 aydõnlõk (%2.43) uygulamalarõnda gözlenmiştir. Yine aynõ 

şekilde indirekt adventif sürgün oluşumunun meydana gelme oranõna bakõldõğõnda, 

en fazla %6.97 ile MS 5 aydõnlõk ortamõndan elde edildiği, bunu %5.00 ile MS 9 

aydõnlõk uygulamasõnõn izlediği saptanmõştõr. NN ortamõnda indirekt adventif sürgün 

oluşumu yalnõzca NN 1 aydõnlõk uygulamasõndan (%2.43) elde edilmiştir. Adventif 

sürgünlerin bitkiye dönüşüm oranõ MS 1 aydõnlõk ve karanlõk, MS 2 karanlõk, MS 7 

aydõnlõk ve NN 3 karanlõk uygulamalarõnda kültüre alõnan eksplantlarda %100 

olmuştur. 

 

4 haftalõk gelişme döneminin sonunda, 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP içeren MS ile 1 

mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BAP içeren NN ortamlarõnda kültüre alõnan A tipi 

kalluslarõn bir kõsmõ dikimlerini takiben birkaç hafta içerisinde canlõlõklarõnõ 

yitirmişler, diğerlerinde ise somatik embriyogenesis oluşumu gözlenememiştir.  
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Çizelge 4.1.1. Yaprak sapõ eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren MS ortamlarõ ile farklõ kültür koşullarõnda göstermiş 
olduklarõ gelişme durumlarõ 
 

 
  
 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 

eksplant oranõ 
(%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 52 0 0 0 57.69 40.38 0 0 1.92 0 100 MS-1 Karanlõk 48 33.30 0 100 0 39.50 100 0 2.00 0 100 
Aydõnlõk 45 40.00 0 100 44.44 13.33 27.77 72.22 0 2.22 0 MS-2 Karanlõk 45 22.20 0 100 0 44.40 60.00 40.00 2.00 0 100 
Aydõnlõk 45 91.11 0 100 6.66 2.22 36.58 63.41 0 0 0 MS-3 Karanlõk 53 69.81 8.10 91.89 0 28.30 29.72 70.27 0 1.75 0 
Aydõnlõk 46 36.95 0 100 0 39.13 17.64 82.35 2.17 4.34 33.33 MS-4 Karanlõk 25 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 43 74.41 0 100 0 18.60 9.37 90.62 0 6.97 0 MS-5 Karanlõk 44 86.36 0 100 11.36 0 18.42 81.57 0 2.27 0 
Aydõnlõk 45 40.00 0 100 0 26.66 16.66 50.00 0 0 0 MS-6 Karanlõk 41 97.56 12.50 87.5 0 0 30.00 70.00 0 2.43 0 
Aydõnlõk 42 57.14 0 100 40.47 0 20.83 79.16 2.38 0 100 MS-7 Karanlõk 39 76.92 0 100 0 5.12 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 36 61.11 0 0 11.11 27.77 36.36 63.63 0 0 0 MS-8 Karanlõk 39 84.61 0 100 0 0 66.66 33.33 0 0 0 
Aydõnlõk 40 45.00 0 100 22.50 12.50 38.88 61.11 0 5.00 0 MS-9 Karanlõk 38 39.47 0 100 0 0 20.00 80.00 0 0 0 
Aydõnlõk 40 50.00 0 100 15.00 0 50.00 50.00 0 0 0 MS-10 Karanlõk 39 56.41 0 100 28.20 15.38 18.18 81.81 0 0 0 
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Çizelge 4.1.2. Yaprak sapõ eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren NN ortamlarõ ile farklõ kültür koşullarõnda göstermiş 
olduklarõ gelişme durumlarõ  
 

 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 
eksplant 

oranõ (%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 41 0 0 0 12.19 0 0 0 2.43 2.43 50.00 NN-1 Karanlõk 40 0 0 0 0 77.50 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 42 23.80 70.00 30.00 0 52.38 0 100 0 0 0 NN -2 Karanlõk 42 23.80 0 100 38.09 35.71 30.00 70.00 0 0 0 
Aydõnlõk 39 5.12 0 100 0 28.20 50.00 50.00 0 0 0 NN -3 Karanlõk 38 7.89 0 100 42.10 47.36 100 0 2.63 0 100 
Aydõnlõk 41 9.75 100 0 60.97 0 100 0 0 0 0 NN -4 Karanlõk 39 0 0 0 48.71 48.71 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 51 25.49 0 100 0 64.70 53.84 46.15 0 0 0 NN -5 Karanlõk 41 0 0 0 51.21 39.02 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 40 0 0 0 45.00 32.50 0 0 0 0 0 NN -6 Karanlõk 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 44 0 0 0 52.27 0 0 0 0 0 0 NN -7 Karanlõk 21 9.52 0 100 0 47.61 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 45 0 0 0 35.55 8.88 0 0 0 0 0 NN -8 Karanlõk 37 0 0 0 56.75 8.10 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 21 0 0 0 0 4.76 0 0 0 0 0 NN -9 Karanlõk 43 0 0 0 0 46.51 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 40 45.00 0 100 55.00 0 100 0 0 0 0 NN -10 Karanlõk 46 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 
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4.2. Gövde Eksplantõndan Elde Edilen Bulgular 

 

Kalecik karasõ üzüm çeşidine ait in vitro bitkiciklerinden alõnan gövde 

eksplantlarõndan elde edilen ve Çizelge 4.2.1. ve 4.2.2.�de verilen bulgular 

incelendiğinde MS 2 ortamõ aydõnlõk ve karanlõk, NN 6 aydõnlõk ve karanlõk ile NN 7 

karanlõk uygulamalarõ hariç diğer tüm uygulamalarda değişen oranlarda kallus 

oluşumu gözlenmiştir. Buna göre MS ortamõnõn karanlõk uygulamalarõnda en yüksek 

kallus oluşum oranõ %95.00 ile MS 8 karanlõk uygulamasõndan elde edilirken, bunu 

%94.59 ile MS 7 karanlõk uygulamasõ izlemiştir. En düşük kallus oranõnõ %7.50 ile 

MS 6 aydõnlõk uygulamasõ göstermiştir. NN ortamõnõn karanlõk uygulamalarõnda ise 

en yüksek kallus oluşumu NN 1 ortamõnda (%28.20) saptanõrken, bunu %17.07 ile 

NN 9 ortamõ izlemiştir. NN 5 ortamõ ise %2.50 ile en düşük kallus oluşturan ortam 

olmuştur. Aydõnlõkta kültür edilen eksplantlarda ise MS 10 ortamõ %89.74 ile en 

yüksek kallus oluşum oranõna sahip olurken, en düşük kallus oluşum oranõ %7.50 ile 

MS 6 ortamõndan elde edilmiştir. NN temel besin ortamõnõn kullanõldõğõ ortamlarda 

ise en iyi kallus oluşum oranõ NN 10 ortamõndan (%52.08), en düşük kallus oranõ da 

%4.65 ile NN 1 ortamõndan elde edilmiştir. Çizelgeden de anlaşõlacağõ üzere NN 

ortamlarõnõn tüm uygulamalarõ kallus oluşturma oranlarõ bakõmõndan MS 

ortamlarõnõn tüm uygulamalarõndan daha düşük olmuştur. A tipi kallus oluşumu MS 

ortamlarõnda yalnõzca MS 9 karanlõk uygulamalarõnda %100 olarak ortaya çõkarken, 

NN ortamlarõnda ise sadece NN 2 aydõnlõk (%75.00) ve NN 9 aydõnlõk (%50.00) 

uygulamalarõnda saptanmõştõr.  

 

Canlõlõğõnõ kaybeden eksplant oranõ (0 dereceli kallus) denemede kullanõlan 

ortamlara ve kültür koşullarõna göre farklõlõk göstermiştir. En yüksek oran %51.16 ile 

NN 10 karanlõk ortamõnda gözlenmiş, MS ortamõnda ise bu oran %42.50 

bulunmuştur. 1 dereceli kallus oluşumu MS ortamlarõnda ve kültür koşullarõnda yarõ 

yarõya olmuştur. 1 dereceli kallus oluşumu MS ortamõnda %6.00-61.70 arasõnda 

olmuştur. NN ortamõnda ise bu oranõn %4.34-37.20 arasõnda değişmiştir. 2 dereceli 

kallus oluşumu en fazla %100 ile MS 1 karanlõk ve MS 6 aydõnlõk uygulamalarõndan 

elde edilmiştir. NN ortamlarõnda kültüre alõnan eksplantlarda 2 dereceli kallus 

oluşumu, MS ortamlarõnda kültüre alõnanlara göre daha yüksek bulunmuştur. 3 
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dereceli kallus oluşumu bakõmõndan yapõlan incelemede MS ortamõnõn NN 

ortamõndan daha yüksek olduğu belirlenmiştir.  

 

Eksplantlarõn adventif sürgün oluşturma durumlarõ incelendiğinde, MS ortamõnda 

direkt adventif sürgün oluşumunun en fazla MS 1 ortamõnõn karanlõk uygulamasõnda 

(%33.30) bulunurken, bunu %32.50 ile MS 2 aydõnlõk uygulamasõnõn izlediği 

belirlenmiştir. En yüksek indirekt adventif sürgün oluşumu ise %46.60 ile MS 9 

karanlõk uygulamasõndan elde edilmiştir. NN ortamõnda direkt adventif sürgün 

oluşturma yeteneği bakõmõndan en yüksek değeri NN 1 aydõnlõk uygulamasõ 

verirken, indirekt adventif sürgün oluşumunda ise en yüksek değeri NN 2 aydõnlõk 

uygulamasõ vermiştir. Bunun yanõ sõra hem MS hem de NN ortamlarõndan çoğunda 

ne direkt ne de indirekt adventif sürgün gelişimi gözlenememiştir.  

 

Gövde eksplantlarõndan elde edilen A tipi kalluslar 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP 

içeren MS ortamõna ve 1 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BAP içeren NN ortamõna 

aktarõldõklarõnda herhangi bir somatik embriyo oluşumu meydana gelmemiştir.  
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Çizelge 4.2.1. Gövde eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren MS ortamlarõnda ve farklõ kültür koşullarõnda göstermiş 
olduklarõ gelişme durumlarõ 
 

 
 
 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 

eksplant oranõ 
(%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 47 10.63 0 100 0 61.70 0 100 0 27.65 23.00 MS-1 Karanlõk 45 40.00 0 100 0 0 100 0 33.30 0 73.30 
Aydõnlõk 40 0 0 0 42.50 25.00 0 0 32.5 0 76.92 MS-2 Karanlõk 45 0 0 0 22.22 0 0 0 28.80 0 92.30 
Aydõnlõk 45 35.55 0 100 31.11 0 12.50 87.5 4.44 6.66 40.00 MS-3 Karanlõk 46 73.91 0 100 0 35.29 14.70 85.29 0 0 0 
Aydõnlõk 46 45.65 0 100 2.17 0 19.04 80.95 13.04 4.34 75.00 MS-4 Karanlõk 40 62.50 0 100 5.00 0 12.00 88.00 0 5.00 20.00 
Aydõnlõk 41 24.39 0 100 0 0 40.00 60.00 0 0 0 MS-5 Karanlõk 37 21.62 0 100 0 18.91 37.50 62.50 0 0 0 
Aydõnlõk 40 7.50 0 100 30.00 25.00 100 0 0 0 0 MS-6 Karanlõk 50 84.00 0 100 2.00 6.00 7.14 92.85 0 0 0 
Aydõnlõk 35 42.85 0 100 2.85 22.85 0 100 0 0 0 MS-7 Karanlõk 37 94.59 0 100 0 0 25.71 74.28 0 0 0 
Aydõnlõk 40 57.50 0 100 40.00 0 30.43 69.56 0 0 0 MS-8 Karanlõk 40 95.00 0 100 0 0 21.05 78.94 0 0 0 
Aydõnlõk 43 48.83 0 100 20.93 9.30 14.28 85.71 11.62 2.32 66.66 MS-9 Karanlõk 15 46.60 100 0 0 6.66 0 100 0 46.60 28.57 
Aydõnlõk 39 89.74 0 100 7.69 0 14.28 85.71 0 2.56 0 MS-10 Karanlõk 40 70.00 0 100 0 17.50 37.71 64.28 0 0 0 
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Çizelge 4.2.2. Gövde eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren NN ortamlarõnda ve farklõ kültür koşullarõnda göstermiş 
olduklarõ gelişme durumlarõ  
 

 
 
 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 
eksplant 

oranõ (%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 43 4.65 0 100 25.58 25.58 100 0 13.95 0 83.33 NN-1 Karanlõk 39 28.20 0 100 0 7.69 36.36 63.63 10.25 2.25 60.00 
Aydõnlõk 41 19.51 75.00 25.00 0 4.87 0 100 2.43 14.63 14.28 NN -2 Karanlõk 40 5.00 0 100 45.00 27.50 100 0 0 10 0 
Aydõnlõk 41 17.07 0 100 7.31 7.31 57.14 42.85 7.31 4.87 40.00 NN -3 Karanlõk 40 10.00 0 100 0 30.00 100 0 2.50 2.50 100 
Aydõnlõk 42 28.57 0 100 0 16.66 100 0 0 0 0 NN -4 Karanlõk 45 11.11 0 100 44.44 15.55 80.00 20 0 0 0 
Aydõnlõk 43 20.93 0 100 0 37.20 0 100 0 0 0 NN -5 Karanlõk 40 2.50 0 100 0 30.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 43 0 0 0 41.86 32.55 0 0 0 0 0 NN -6 Karanlõk 42 0 0 0 47.61 21.42 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 48 6.25 0 100 35.41 0 0 100 8.33 2.08 60.00 NN -7 Karanlõk 23 0 0 0 0 4.34 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 45 15.55 0 100 31.11 17.77 85.71 14.28 0 0 0 NN -8 Karanlõk 37 8.10 0 100 0 24.32 100 0 2.70 0 100 
Aydõnlõk 44 22.72 50.00 50.00 0 11.36 30.00 70.00 6.81 0 100 NN -9 Karanlõk 41 17.07 0 100 0 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 48 52.08 0 100 0 0 100 0 6.25 4.16 60.00 NN -10 Karanlõk 43 6.67 0 100 51.16 13.95 100 0 0 0 0 
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4.3. Yaprak Ayasõ Eksplantlarõndan Elde Edilen Bulgular 

 

Araştõrmada in vitro bitkilerden alõnan yaprak aylarõ iki şekilde hazõrlanarak 

dikilmişlerdir. İlkinde tüm yaprak üzerinde yaprak ana damarõna dik olacak şekilde 

birbirine paralel üç kesim yapõlarak, ikincisinde ise cork borer ile 0.5 cm çapõnda 

yuvarlak olarak hazõrlanmõşlardõr (Şekil 4.3.1.). 

 

 
Şekil 4.3.1. Yaprak ayalarõna uygulanan farklõ kesim şekilleri 

 

Bisturi ile çizikler açõlmõş yaprak ayasõ eksplantlarõndan elde edilen bulgular 

incelendiğinde, MS ortamõnõn aydõnlõk ve karanlõk uygulamalarõnda kallus oluşturan 

eksplantlarõn oranõ, genel olarak karanlõk kültürlerde daha yüksek bulunmuştur 

(Çizelge 4.3.1. ve 4.3.2.). MS ortamõnda en yüksek değeri MS 9 ve MS 10 karanlõk 

uygulamalarõ (%100) vermiş olup, bunlarõ %92.30 ile MS 3 ve MS 4 karanlõk 

uygulamalarõ izlemiştir. Bunun yanõ sõra bazõ ortamlarda ise hiç kallus oluşumu 

gözlenememiştir (MS 1 karanlõk; MS 2 aydõnlõk, karanlõk; MS 5, MS 7, MS 9 

aydõnlõk). NN 5 ortamõnõn karanlõk uygulamasõ dõşõnda diğer tüm ortamlar ve 

uygulamalarõnda değişen oranlarda kallus oluşumu belirlenmiştir. En yüksek kallus 

oluşum oranõ %100 ile NN 8 aydõnlõk, en düşük değer de %11.11 ile NN 7 aydõnlõk 

uygulamasõndan elde edilmiştir. A tipi kallus oluşumu MS ortamõnõn üç uygulamasõ 

dõşõnda hiçbir ortamda saptanamamõştõr. Bunlar sõrasõyla MS 5 karanlõk (%42.85), 

MS 6 karanlõk (%33.33) ve MS 10 karanlõk (%25.00) uygulamalarõdõr. NN 

ortamõnda ise NN 2 aydõnlõk uygulamasõ %50.00 oranõnda A tipi kallus 

oluşturmuştur. Bunun dõşõndaki hiçbir ortam ve uygulamasõnda A tipi kallus oluşumu 

görülmemiştir.  
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Eksplantlarõn kallus oluşturma oranõnõn da incelendiği araştõrmada kuruyarak 

canlõlõğõnõ kaybeden eksplant (0 dereceli kallus) oranõna bakõldõğõnda en yüksek 

değer MS 2 ve MS 9 aydõnlõk ve NN 5 karanlõktan (%100) elde edilmiştir. MS 

ortamlarõnda 1 dereceli kallus oluşumu en fazla MS 1 karanlõk ile MS 5 aydõnlõk 

uygulamalarõndan (%100) elde edilmiştir. Genel olarak 1 dereceli kallus oluşumunun 

görülmediği ancak bunun dõşõnda oluşan oranõn %7.69-50.00 arasõnda değiştiği 

saptanmõştõr. NN ortamõnda ise en yüksek oluşumun %80.00 ile NN 9 aydõnlõk 

uygulamasõndan elde edildiği görülmüştür. 2 dereceli kallus oluşumu MS in çoğu 

uygulamalarõnda gözlemiş olup, 3 dereceli kallus oluşumu ise yalnõzca MS 

ortamlarõndan sadece A tipi kallus oluşan ortamlarda ve uygulamalarõnda 

görülmüştür. Yani MS 5 karanlõk (%42.85), MS 6 karanlõk (%33.33) ve MS 10 

karanlõk (%25.00) uygulamalarõdõr. NN ortamlarõnda 2 dereceli kallus oluşumu NN 5 

karanlõk uygulamasõnda hiç görülmezken NN 2 karanlõk uygulamasõnda ise %25.00 

oranõnda görülmüştür. Bunun dõşõndaki tüm ortamlar ve uygulamalarõndaki tüm 

eksplantlarda (%100) 2 dereceli kallus oluşumu saptanmõştõr. 3 dereceli kallus 

oluşumu ise sadece %75.00 ile NN 2 aydõnlõk uygulamalarõnda görülmüştür.  

 

Farklõ besin ortamõ ve kültür şartlarõnõn uygulandõğõ araştõrmada, bisturi ile çizikler 

açõlmõş yaprak ayasõ eksplantlarõnõn hiç birinden adventif sürgün gelişimi 

sağlanamamõştõr. Ayrõca elde edilen A tipi kalluslarõn alt kültür çalõşmalarõ 

sonucunda da herhangi bir somatik embriyo oluşumu meydana gelmemiştir.  
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Çizelge 4.3.1. Bisturi ile çiziler açõlmõş yaprak ayasõ eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren MS ortamlarõnda ve farklõ 
kültür koşullarõnda göstermiş olduklarõ gelişme durumlarõ 
 
 

 
 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 
eksplant 

oranõ (%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 9 22.22 0 100 77.77 0 100 0 0 0 0 MS-1 
Karanlõk 6 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 11 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-2 Karanlõk 10 0 0 0 50.00 50.00 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 10 30.00 0 100 70.00 0 100 0 0 0 0 MS-3 Karanlõk 13 92.30 0 100 0 7.69 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 10 70.00 0 100 30.00 0 100 0 0 0 0 MS-4 Karanlõk 13 92.30 0 100 7.69 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 5 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 

MS-5 
Karanlõk 9 77.77 42.85 57.14 22.22 0 57.14 42.85 0 0 0 
Aydõnlõk 11 81.81 0 100 18.18 0 100 0 0 0 0 MS-6 
Karanlõk 10 90.00 33.33 66.66 0 10.00 66.66 33.33 0 0 0 
Aydõnlõk 9 0 0 0 66.66 33.33 0 0 0 0 0 MS-7 Karanlõk 10 70.00 0 100 0 30.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 7 42.85 0 100 57.14 0 100 0 0 0 0 MS-8 
Karanlõk 8 75.00 0 100 0 25.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 6 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 

MS-9 
Karanlõk 8 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 8 62.50 0 100 37.50 0 100 0 0 0 0 MS-10 Karanlõk 8 100 25.00 75.00 0 0 75.00 25.00 0 0 0 

 
33 



34 

Çizelge 4.3.2. Bisturi ile çiziler açõlmõş yaprak ayasõ eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren NN ortamlarõnda ve farklõ 
kültür koşullarõnda göstermiş olduklarõ gelişme durumlarõ 
 

 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 
eksplant 

oranõ (%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 10 40.00 0 100 50.00 10.00 100 0 0 0 0 NN-1 Karanlõk 9 66.66 0 100 0 33.33 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 9 80.00 50.00 50.00 0 10.00 25.00 75.00 0 0 0 NN -2 Karanlõk 7 71.42 0 100 28.57 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 7 71.42 0 100 28.57 0 100 0 0 0 0 NN -3 Karanlõk 10 80.00 0 100 0 20.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 8 62.50 0 100 12.50 25.00 100 0 0 0 0 NN -4 Karanlõk 9 44.44 0 100 55.55 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 8 25.00 0 100 75.00 0 100 0 0 0 0 NN -5 Karanlõk 9 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 10 50.00 0 100 50.00 0 100 0 0 0 0 NN -6 Karanlõk 10 40.00 0 100 50.00 10.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 9 11.11 0 100 88.88 0 100 0 0 0 0 NN -7 Karanlõk 10 40.00 0 100 60.00 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 5 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0 NN -8 Karanlõk 4 75.00 0 100 0 25.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 10 20.00 0 100 0 80.00 100 0 0 0 0 NN -9 Karanlõk 9 44.44 0 100 55.55 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 9 44.44 0 100 55.55 0 100 0 0 0 0 NN -10 Karanlõk 9 66.66 0 100 33.33 0 100 0 0 0 0 
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Cork borer ile kesilen yaprak ayasõ eksplantlarõndan elde edilen bulgular ise Çizelge 

4.3.3. ve 4.3.4.�de sunulmuştur. Araştõrmada kullanõlan ortamlar ile aydõnlõk ve 

karanlõk uygulamalarõ incelendiğinde, MS ortamlarõnõn tümünde karanlõk 

uygulamalarõ, aydõnlõk uygulamalarõna göre çok daha iyi sonuçlar vermiştir. Buna 

göre en iyi sonucu %100�lük bir oranla MS 4 ve MS 5 ortamlarõ göstermiştir. 

Aydõnlõk uygulamalarda ise yalnõzca MS 4 (%30.00) ve MS 9 (%13.63) ortamlarõnda 

kallus oluşumu gözlenirken, bunlar dõşõndaki ortamlarda herhangi bir kallus oluşumu 

gözlenememiştir. NN ortamlarõnda ise yalnõzca NN 6 karanlõk uygulamasõnda kallus 

oluşmamakla birlikte, diğer ortam ve uygulamalarda farklõ oranlarda kallus oluşumu 

saptanmõştõr. En yüksek kallus oluşumu %83.33 ile NN 4 aydõnlõk uygulamasõndan 

elde edilmiştir. A tipi kallus hiçbir NN ortamõnda ve uygulamalarõnda görülmezken, 

MS ortamlarõndan sadece MS 4 (%28.57) ve MS 3 (%27.58) karanlõk 

uygulamalarõnda bulunmuştur.  

 

Kuruyarak canlõlõğõnõ kaybeden eksplantlarõn oranõ en fazla MS ortamlarõnda ve 

özellikle de aydõnlõk uygulamalarõnda tespit edilirken, NN ortamlarõnda bu oran 

ortamõn içeriğine ve uygulanan kültür koşullarõna göre farklõlõk göstermiştir. 

Canlõlõğõnõ sürdüren fakat hiç kallus oluşturmayan eksplantlarõn oranõ (1 dereceli) 

MS ortamõnda en fazla %33.33, NN ortamõnda ise %25.00 olarak bulunmuştur. NN 

ortamlarõnda eksplantlarõn tamamõ tek taraflõ yani 2 dereceli kallus oluştururken, MS 

ortamlarõnda ise çoğu ortam ve uygulamalarõnda eksplantlarõn tamamõ 2 dereceli 

kallus oluşturmuştur. 3 dereceli kallus yalnõzca MS 4 (%28.57) ve MS 3 (%27.58) 

karanlõk uygulamalarõndan elde edilmiştir.  

 

Adventif sürgün oluşumu ise bisturi ile çiziler açõlmõş yaprak ayalarõnda olduğu gibi 

hiçbir uygulamadan elde edilememiştir. Cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ 

eksplantlarõndan elde edilen A tipi kalluslardan da herhangi bir somatik embriyo 

oluşumu elde edilememiştir.  
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Çizelge 4.3.3. Cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren MS ortamlarõnda ve farklõ kültür 
koşullarõnda göstermiş olduklarõ gelişme durumlarõ 
 

 
 
 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 
eksplant 

oranõ 
(%) 

A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 10 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-1 Karanlõk 30 16.66 0 100 50 33.33 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 30 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-2 Karanlõk 30 0 0 0 66.66 33.33 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 30 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-3 Karanlõk 30 96.66 27.58 72.41 0 3.33 72.41 27.58 0 0 0 
Aydõnlõk 10 30.00 0 100 70.00 0 100 0 0 0 0 MS-4 Karanlõk 28 100 28.57 71.42 0 0 71.42 28.57 0 0 0 
Aydõnlõk 30 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-5 Karanlõk 10 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 10 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-6 Karanlõk 10 70.00 0 100 0 30.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 7 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-7 Karanlõk 25 16.00 0 100 56.00 28.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 32 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-8 Karanlõk 28 7.14 0 100 67.85 25.00 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 22 13.63 0 100 86.36 0 100 0 0 0 0 MS-9 Karanlõk 29 62.06 0 100 37.93 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 21 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 MS-10 Karanlõk 17 52.94 0 100 47.05 0 100 0 0 0 0 
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Çizelge 4.3.4. Cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ eksplantlarõnõn farklõ büyümeyi düzenleyici madde içeren NN ortamlarõnda ve farklõ kültür 
koşullarõnda göstermiş olduklarõ gelişme durumlarõ 
 
 

 

Kallus tipi (%) Kallus oluşturma oranõ (%) Adventif sürgün 
oluşumu (%) Ortam 

no 
Kültür 

Koşullarõ 
Eksplant 

Sayõsõ 

Kallus 
oluşturan 

eksplant oranõ 
(%) A B 0 1 2 3 Direkt İndirekt 

Adventif 
sürgünlerden 

bitkiye 
dönüşüm 
oranõ (%) 

Aydõnlõk 20 5.00 0 100 95.00 0 100 0 0 0 0 NN-1 Karanlõk 21 23.80 0 100 76.19 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 20 50.00 0 100 90.00 10.00 100 0 0 0 0 NN -2 Karanlõk 20 50.00 0 100 50.00 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 20 70.00 0 100 30.00 0 100 0 0 0 0 NN -3 Karanlõk 20 20.00 0 100 80.00 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 18 83.33 0 100 16.66 0 100 0 0 0 0 NN -4 Karanlõk 10 30.00 0 100 70.00 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 20 60.00 0 100 40.00 0 100 0 0 0 0 NN -5 Karanlõk 20 45.00 0 100 55.00 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 19 15.78 0 100 84.21 0 100 0 0 0 0 NN -6 Karanlõk 20 0 0 0 75.00 25.00 0 0 0 0 0 
Aydõnlõk 20 10.00 0 100 90.00 0 100 0 0 0 0 NN -7 Karanlõk 19 63.15 0 100 36.84 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 20 35.00 0 100 65.00 0 100 0 0 0 0 NN -8 Karanlõk 20 65.00 0 100 35.00 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 20 20.00 0 100 80.00 0 100 0 0 0 0 NN -9 Karanlõk 17 35.29 0 100 64.70 0 100 0 0 0 0 
Aydõnlõk 15 20.00 0 100 80.00 0 100 0 0 0 0 NN -10 Karanlõk 16 12.50 0 100 87.50 0 100 0 0 0 0 
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4.4. Eksplant Tipinin Kallus Oluşturan Eksplant Oranõ ile A Tipi Kallus ve 

Adventif Sürgün Oluşum Oranlarõ Üzerine Etkileri  

 

Eksplant tipinin araştõrmada incelenen kriterlerden kallus oluşturan eksplant oranõ, A 

tipi kallus oluşum oranõ ile adventif sürgün oluşum oranlarõ üzerine etkileri Şekil 

4.4.1.�de sunulmuştur.  
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Şekil 4.4.1. Eksplant tipinin kallus oluşturan eksplant oranõ ile A tipi kallus ve 
adventif sürgün oluşum oranlarõ üzerine etkileri  
 
Buna göre kallus oluşturan eksplant oranõnõn en yüksek olduğu eksplant %51.00 ile 

bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõnda meydana gelirken, bunu sõrasõyla %32.82 ile 

yaprak sapõ, %31.97 ile cork borer ile kesilmiş yaprak eksplantlarõ ve %30.67 ile 

gövde eksplantlarõ izlemiştir 

 

A tipi kallus oluşumunda ise, gövde eksplantõ %5.63 ile en yüksek A tipi kallus 

oluşturan eksplant olarak belirlenirken, bunu sõrasõyla %4.77 ile yaprak sapõ, %3.78 

ile bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ ve % 1.40 ile cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ 

eksplantõ izlemiştir.  

 

Adventif sürgün oluşturma oranõ bakõmõndan en iyi sonucu %4.00 ile gövde 

eksplantõ verirken, bunu %0.54 ile yaprak sapõ eksplantõ izlemiştir. Bisturi ile 

çizilmiş ve cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ eksplantlarõnda ise herhangi bir 

adventif sürgün oluşumu meydana gelmemiştir. 
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4.5. Yaprak Ayasõ Eksplantlarõnda Farklõ Kesim Şekillerinin Kallus Oluşturan 

Eksplant Oranõ ile A Tipi Kallus ve Adventif Sürgün Oluşum Oranlarõ Üzerine 

Etkileri  

 

Yaprak ayasõ eksplantlarõnda farklõ kesim şekillerinin araştõrmada incelenen 

kriterlerden kallus oluşturan eksplant oranõ, A tipi kallus oluşum oranõ ile adventif 

sürgün oluşum oranlarõ üzerine etkileri Şekil 4.5.1.�de sunulmuştur.  
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Şekil 4.5.1. Yaprak ayasõ eksplantõnda farklõ kesim şekillerinin kallus oluşturan 
eksplant oranõ ile A tipi kallus ve adventif sürgün oluşum oranlarõ üzerine etkileri 
 

Buna göre kallus oluşturan eksplant oranõ en yüksek %51.00 ile bisturi ile çizilmiş 

yaprak ayasõ eksplantõnda olurken, cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ eksplantõnda 

bu oran %31.97 olarak bulunmuştur.  

 

A tipi kallus oluşum oranõ bakõmõndan yine bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ (%3.78), 

cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõna göre (%1.40) daha başarõlõ sonuç vermiştir. 

Adventif sürgün oluşumu bakõmõndan ise ne bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ 

eksplantõnda ne de cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ eksplantõnda herhangi bir 

sonuç elde edilememiştir.  
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4.6. Besin Ortamlarõnõn Kallus Oluşturan Eksplant Oranõ ile A Tipi Kallus ve 

Adventif Sürgün Oluşum Oranlarõ Üzerine Etkileri   

 

Farklõ tip ve konsantrasyonlarda büyümeyi düzenleyici madde içeren MS besin 

ortamlarõnõn incelenen kriterlerden kallus oluşturan eksplant oranõ ile A tipi kallus 

oluşum oranlarõ üzerine etkileri Şekil 4.6.1.�de sunulmuştur.  
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Şekil 4.6.1. MS besin ortamlarõnõn kallus oluşturan eksplant oranõ ile A tipi kallus 
oluşum oranõ üzerine etkileri  
 
Temel besin ortamõ olarak MS�in kullanõldõğõ besin ortamlarõnda en yüksek kallus 

oluşum oranõ %67.18 ile 1 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D içeren MS 4 ortamõndan elde 

edilirken, bu ortamõ %61.17 ile 1 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D içeren MS 3 ve %60.20 

ile 2 mg/l 2,4-D içeren MS 10 ortamlarõ izlemişlerdir. En düşük kallus oluşum oranõ 

ise 2 mg/l zeatin�nin ilave edildiği MS 2 ortamõndan elde edilmiştir. 

 

A tipi kallus oluşumu ise en yüksek 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein 

hidrolizat katkõlõ MS 9 ortamõnda (%12.5) saptanõrken; 2 mg/l BAP katkõlõ MS 1, 2 

mg/l zeatin katkõlõ MS 2, 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 2.5 mg/l ABA + 1 g/l 

kazein hidrolizat katkõlõ MS 7 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 2.5 mg/l ABA 

katkõlõ MS 8 ortamlarõnda A tipi kallus oluşumu elde edilememiştir. 

 

MS besin ortamlarõnõn adventif sürgün oluşumu üzerine olan etkileri incelendiğinde, 

2 mg/l zeatin içeren MS 2 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D  + 1 g/l kazein hidrolizat 
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içeren MS 9 ortamlarõ (%4.10) en yüksek adventif sürgün oluşumuna sahip ortamlar 

olurken, 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 2.5 mg/l ABA katkõlõ MS 8 ortamõnda ise 

herhangi bir adventif sürgün oluşumu elde edilememiştir.  

 

Temel besin ortamõ olarak NN�nin kullanõldõğõ ortamlarõn araştõrmada incelenen 

kriterler üzerine etkileri Çizelge 4.6.2�de sunulmuştur. 
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Şekil 4.6.2. Kallus oluşturan eksplant oranõ ile A tipi kallus oluşumu ve adventif 
sürgün oluşumunun NN besin ortamlarõna göre değişimi 
 

Farklõ tip ve konsantrasyonlarda büyümeyi düzenleyici madde içeren NN 

ortamlarõndan en yüksek kallus oluşum oranõ %40.44 ile 2 mg/l zeatin içeren NN 2 

ortamõndan elde edilmiştir. Buna karşõn NN 6 ortamõ %13.22 ile en düşük kallus 

oluşturan ortam olmuştur. 

 

A tipi kallus oluşumu ise sadece 2 mg/l zeatin katkõlõ NN 2 (%24.38), 1 mg/l BAP + 

2 mg/l 2,4-D katkõlõ NN 4 (%12.5) ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein 

hidrolizat katkõlõ NN 9 (%6.25) ortamlarõndan elde edilirken, diğer ortamlarda A tipi 

kallus oluşumu gerçekleşmemiştir.  

 

NN besin ortamlarõnõn adventif sürgün oluşumu üzerine etkileri incelendiğinde ise en 

yüksek değer %1.96 ile 2 mg/l BAP içeren NN 1 ortamõndan elde edilirken, bunu 

sõrasõyla %1.69 ile 2 mg/l zeatin katkõlõ NN 2 ve %1.24 ile 1 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-

D içeren NN 3 ortamlarõ izlemiştir. 1 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D katkõlõ NN 4, 1 mg/l 
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BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat katkõlõ NN 5 ve 1 mg/l BAP + 2 mg/l 

2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat katkõlõ NN 6 ortamlarõndan ise adventif sürgün 

oluşumu gerçekleşmemiştir.  

 

4.7. Kültür Koşullarõnõn Kallus Oluşturan Eksplant Oranõ ile A Tipi Kallus ve 

Adventif Sürgün Oluşum Oranlarõ Üzerine Etkileri   

 

Tamamen karanlõk koşullar ile gün uzunluğu 16 h ve õşõklanma şiddeti 2000-2200 

lux olan aydõnlõk koşullarda kültüre alõnan eksplantlarda araştõrmada incelenen 

kriterler bakõmõndan elde edilen sonuçlar Şekil 4.7.1.�de sunulmuştur.  
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Şekil 4.7.1. Işõklanma rejimlerinin kallus oluşturan eksplant oranõ ile A tipi kallus ve 
adventif sürgün oluşum oranlarõ üzerine etkileri  
 

Buna göre kallus oluşturan eksplant oranõ %43.46 ile sürekli karanlõk koşullarda 

kültür edilen eksplantlarda daha fazla olurken, 16 h aydõnlõk 8 h karanlõk koşullarda 

kültür edilen eksplantlarda bu oran %29.77 olmuştur.  

 

A tipi kallus oluşumu %4.31 ile aydõnlõk koşullarda kültür edilen eksplantlarda daha 

yüksek oranda gözlenirken, sürekli karanlõkta kültür edilen eksplantlarda ise bu oran 

%3.47 olarak saptanmõştõr.  

 



43 

Adventif sürgün oluşum oranlarõ incelendiğinde aydõnlõk koşullarda kültür edilen 

eksplantlar (%1.29), sürekli karanlõk koşullarda kültür edilen eksplantlara (%0.98) 

göre daha başarõlõ bulunmuştur.  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Bir yüksek lisans tezi olarak sunulan ve asmada farklõ eksplantlarõn in vitro 

rejenerasyonlarõnõn belirlenmesi amacõyla gerçekleştirilen bu araştõrmada, bitkisel 

materyal olarak Kalecik karasõ şaraplõk üzüm çeşidine ait in vitro bitkilerden elde 

edilen yaprak sapõ ve gövde eksplantlarõ ile iki farklõ kesim şekli uygulanan yaprak 

ayalarõ kullanõlmõştõr. Araştõrma, eksplant tipleri, besin ortamlarõ, büyümeyi 

düzenleyici maddelerin tip ve konsantrasyonu ile kültür koşullarõnõn, in vitro�da 

kallus oluşturan eksplant oranõ, A tipi kallus oluşum oranõ, kallus oluşturma oranõ (0-

1-2-3 dereceli) ve adventif sürgün oluşum oranlarõ üzerine etkilerinin belirlenmesi 

amacõyla gerçekleştirilmiştir. 

 

Kallus oluşturan eksplant oranõ, A tipi kallus oluşum oranõ, kallus oluşturma oranõ 

(0-1-2-3 dereceli) ve adventif sürgün oluşum oranlarõ bakõmõndan elde edilen 

araştõrma sonuçlarõ değerlendirildiğinde araştõrmada incelenen kriterlerin eksplant 

tiplerine göre büyük ölçüde değiştikleri saptanmõştõr. Kallus oluşturan eksplant oranõ 

bakõmõndan en yüksek değerler bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ eksplantlarõndan elde 

edilirken, A tipi kallus ve adventif sürgün oluşum oranõ bakõmõndan gövde 

eksplantlarõnõn daha iyi sonuçlar verdiği saptanmõştõr. Yaprak eksplantlarõ arasõnda 

da yaprak saplarõ, yaprak ayalarõna göre A tipi kallus oluşum oranõ ile adventif 

sürgün gelişimi bakõmõndan daha iyi sonuçlar vermiştir. Bu durum, Cheng ve Reisch 

(1989), Göktürk Baydar (2000), Gök Tangolar (2002) ve Göktürk Baydar ve Çetin 

(2003) tarafõndan da bildirilmiştir. Kültüre alõnan eksplant tipine göre in vitro�da elde 

edilen başarõnõn değiştiği daha önce bu alanda yapõlan pek çok araştõrma ile de 

belirlenmiştir (Stamp ve ark., 1990; Mhatre ve ark., 2000; Göktürk Baydar ve Çetin, 

2003; Jayasankar ve ark., 2003).  

 

Yaprak ayalarõnõn kesim şekli de araştõrmadan elde edilen sonuçlar üzerinde etkili 

olmuştur. Kallus oluşturan eksplant oranõ ve A tipi kallus oluşumu bakõmõndan 

bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõnõn, cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõna göre daha 

başarõlõ bulunduğu belirlenmiştir. Matsuta ve Hirabayashi (1989) cork borerõ 
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kullanmõşlar, Stamp ve ark. (1990a)�da yaralanmõş yaprak eksplantlarõnõ 

kullanmõşlardõr.  

 

Eksplant tiplerinin yanõ sõra eksplantlarõn alõndõklarõ ana bitkilerin yetiştikleri ortam 

şartlarõ da eksplantlarõn in vitro rejenerasyon kapasiteleri üzerine oldukça etkili 

olmaktadõr. In vitro’da yetişen bitkilerden alõnan eksplantlarõn çok daha başarõlõ 

olduklarõnõn belirlenmesi üzerine, araştõrmada kontrollü koşullarda yetişen 

bitkilerden alõnan eksplantlar kullanõlmõştõr. Nitekim in vivo ve in vitro�da yetiştirilen 

bitkiciklerden alõnan eksplantlarõ kullanan Clog ve ark. (1990) da in vitro�da 

yetiştirilen bitkiciklerden alõnan eksplantlarõn in vitro koşullarda daha iyi rejenere 

olduğunu belirtmiş ve bunun nedeninin de in vivo�da yetiştirilen bitkilerden alõnan 

eksplantlarõn yüzey sterilizasyonuna tabi tutulmasõ ve doku zararlanmasõndan 

kaynaklanabileceğini belirtmişlerdir. Benzer sonuçlar Gök Tangolar (2002) da in 

vitro da yetiştirilen bitkiciklerden alõnan yaprak eksplantlarõn, bağdan alõnanlara göre 

in vitro koşullarda daha başarõlõ sonuçlar vermesiyle elde edilmiştir.  

 

Besin ortamlarõ ve besin ortamlarõna katõlan büyümeyi düzenleyici maddelerin tip ve 

konsantrasyonlarõnõn yaprak ayasõ, yaprak sapõ ve gövde eksplantlarõnõn in vitro 

rejenerasyon yeteneklerine olan etkilerinin de incelendiği araştõrmada, elde edilen 

bulgularõn besin ortamlarõna ve kullanõlan büyüme düzenleyici madde tip ve 

konsantrasyonlarõna göre değiştiği tespit edilmiştir. 

 

MS ve NN olmak üzere iki farklõ temel besin ortamõnõn kullanõldõğõ bu araştõrmada, 

her bir temel besin ortamõ için 10�ar tane olmak üzere farklõ tip ve konsantrasyonda 

büyümeyi düzenleyici madde içeren toplam 20 farklõ besin ortamõ ve karanlõk-

aydõnlõk olmak üzere iki farklõ kültür koşulunun eksplantlarõn in vitro koşullarda 

göstermiş olduklarõ gelişme üzerine etkileri incelenmiştir. Araştõrma sonucunda 

eksplantlarõn gelişme durumlarõ, kullanõlan besin ortamlarõna göre değişmiştir. 

Eksplant tiplerine göre değişmekle birlikte, eksplantlar kültüre alõndõklarõ bazõ 

ortamlarda herhangi bir gelişme gösterememişlerdir. Nitekim karanlõk koşullarda  

kültüre alõnan yaprak sapõ eksplantlarõ 10 no�lu NN ortamõnda, aydõnlõk koşullarda 

kültüre alõnan bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ eksplantlarõnda 2 ve 9 no�lu MS 
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ortamlarõ ile karanlõkta kültüre alõnan 5 no�lu NN ortamõnda ve aydõnlõk koşullarda 

kültüre alõnan cork borer ile kesilmiş yaprak ayasõ eksplantlarõnda 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 

ve 10 no�lu MS ortamlarõnda eksplantlarõn dikimi takip eden ilk 20 gün içerisinde 

kuruyarak canlõlõklarõnõ yitirdikleri tespit edilmiştir. Diğer taraftan canlõlõklarõnõ 

sürdüren eksplantlar da ise, 4 haftalõk gelişme sonunda adventif sürgün ya da kallus 

oluşumu gözlenmiştir. Besin ortamlarõnõn içeriğine göre elde edilen kalluslarõn renk, 

yapõ ve görünüşlerinde de farklõlõklar olduğu gözlenmiştir. Bazõ ortamlarda sarõmsõ-

kahverengi ya da kahverenginin değişik tonlarõnda, sulu, yumuşak ve sağlõksõz 

görünüme sahip kalluslar (B tipi) elde edilmiştir. Kalluslarda görülen bu tip 

kahverengileşmenin nedeninin kültüre alõnan asma eksplantlarõnõn yüksek miktarda 

fenolik bileşik üretmesinden kaynaklandõğõ düşünülmektedir (Jayasankar ve ark., 

1999; Gök Tangolar, 2002). 

 

Araştõrmada A tipi kallus oluşum oranõ olarak ifade edilen ve embriyogenik yapõlar 

oluşturabilme bakõmõndan daha ümitvar özellikler taşõyan beyaz, sert, kõrõlgan yapõda 

kalluslar da elde edilmiştir. Bu kalluslar besin ortamõ tipine göre farklõ 

konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda 2,4-D, BAP ve kazein hidrolizat içeren 3, 

4, 5, 6 ve 9 no�lu MS ve 4 ile 9 no�lu NN ortamlarõ ile yalnõzca 2,4-D içeren 10 no�lu 

MS ortamõndan ve yalnõzca zeatin içeren 2 no�lu NN ortamõndan elde edilmişlerdir. 

Bu ortamlardan elde edilen A tipi kalluslar daha sonra somatik ya da adventif yapõlar 

oluşturmak üzere kültüre alõndõklarõ 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP içeren MS ve 1 mg/l 

2,4-D ve 0.25 mg/l BAP içeren NN ortamõnda 30 gün süre ile kültüre alõnmõşlardõr. 

Bu süre sonunda kalluslar aynõ kompozisyona sahip taze besin ortamlarõnda alt 

kültüre alõnmõşlar; ancak alt kültürler sõrasõnda kalluslarõn hiçbirinde ne adventif yapõ 

ne de somatik embriyo oluşumu gerçekleştirilememiştir. Birinci alt kültürden itibaren 

kalluslarõn bir kõsmõ hacim olarak büyüme göstermesine karşõn, ilerleyen alt kültürler 

sonunda tekrar alt kültüre almaya uygun kallus bulunamamõştõr. Bu süre sonunda, 

bütün kalluslarõn canlõlõklarõnõ yitirmeleri nedeniyle kültüre son verilmiştir.  

 

Araştõrmada iki farklõ temel besin ortamõ kullanõlmõş olup, elde edilen sonuçlarõn bu 

iki farklõ tipteki ortama göre büyük ölçüde değiştikleri saptanmõştõr. Nitekim kallus 

oluşturan eksplant oranõ ile adventif sürgün oluşum oranõ bakõmõndan MS besin 
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ortamõ daha iyi sonuç verirken, A tipi kallus oluşum oranõ bakõmõndan NN ortamõnõn 

daha iyi sonuç verdiği belirlenmiştir. Benzer şekilde Gök Tangolar (2002), adventif 

göz oluşumu üzerine MS besin ortamõnõn NN ve B5 ortamlarõna göre daha başarõlõ 

sonuçlar verdiğini tespit etmiştir. Kullanõlan besin ortamlarõnõn in vitro kültürde 

sonucu etkileyen en önemli faktörlerden birisi olduğu daha önce Stamp ve Meredith 

(1988), Matsuta ve Hirabayashi (1989), Göktürk Baydar (2000) ve Göktürk Baydar 

ve Çetin (2003) tarafõndan da belirtilmiştir.  

 

Besin ortamlarõ içerisine konulan büyümeyi düzenleyici maddelerin tip ve 

konsantrasyonlarõ da kültürün başarõsõnõ etkileyen faktörler içerisinde yer almaktadõr. 

Bu çalõşmada BAP, 2,4-D, zeatin, kazein hidrolizat ve ABA�in farklõ 

konsantrasyonlarõ denenmiş olup, bu maddelerin eksplantlarõn gelişimi üzerine 

etkilerinin oldukça değişken olduğu belirlenmiştir. Örneğin kallus oluşum oranõ 

bakõmõndan BAP ve 2,4-D içeren 4 no�lu MS ortamõ ile yalnõzca zeatin içeren 2 

no�lu NN ortamõ iyi sonuçlar verirken, adventif sürgün oluşumu bakõmõndan en iyi 

sonuçlar yalnõzca zeatin içeren 2 no�lu MS ile BAP, 2,4-D ve kazein hidrolizat içeren 

9 no�lu MS ortamõndan ve yalnõzca BAP içeren 1 no�lu NN ortamõndan elde 

edilmiştir. Büyümeyi düzenleyici maddelerin eksplantlarõn in vitro gelişmelerine 

olan etkileri üzerine araştõrma yapan Goebel Tourand ve ark. (1993) çalõşmalarõnda 

zeatin ve BAP�in embriyo morfolojisinin gelişmesini teşvik ettiğini aynõ zamanda bu 

maddelerin anormal oluşum oranõnõ artõrdõğõnõ ve bitkiye dönüşüm oranõnõn 

artmasõnda da etkisiz olduğunu belirlemişlerdir. Yine bir diğer araştõrmada Stamp ve 

ark. (1990b), adventif sürgün oluşumu bakõmõndan en iyi sonuçlarõ 2 mg/l BAP 

içeren ortamlardan elde edildiğini belirlemişlerdir. Matsuta ve Hirabayashi (1989), 

Perrin ve ark. (2001), Martinelli ve ark. (2003), Leal ve ark. (2004), Morgana ve ark. 

(2004) ile Carimi ve ark. (2005) da araştõrmalarõnda farklõ büyümeyi düzenleyici 

maddeler içeren besin ortamlarõnõ kullanmõşlar, bu maddelerin eksplantlarõn in vitro 

gelişmelerinde oldukça önemli olduklarõnõ ve kültürde eksplant gelişimlerinin 

yönünü belirlediklerini vurgulamõşlardõr.  

 

Araştõrmada karanlõk ve aydõnlõk olmak üzere farklõ iki kültür koşulu denenmiştir. A 

tipi kallus oluşum oranõ bakõmõndan aydõnlõk kültür koşullarõnõn daha iyi sonuç 
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verdiği tespit edilmiştir. Direkt adventif sürgün oluşum oranõ bakõmõndan aydõnlõkta 

kültüre alõnan eksplantlarda daha yüksek sonuçlar elde edilirken, indirekt adventif 

sürgün oluşumunda ise karanlõk kültür koşullarõ daha iyi sonuç vermiştir. Kallus 

oluşturan eksplant oranõ bakõmõndan ise karanlõk koşullar daha olumlu olup, benzer 

şekilde Gök Tangolar (2002) da 41 B asma anacõna ait yaprak sapõ eksplantlarõndan 

en yüksek kallus oluşturan eksplant oranlarõnõ karanlõkta kültüre aldõklarõ 

eksplantlardan elde ettiklerini belirtmiştir.  

 
Araştõrmada elde edilen sonuçlar kõsaca değerlendirildiğinde gövde eksplantlarõ A 

tipi kallus ve adventif sürgün gelişimi bakõmõndan en iyi sonuçlarõ verirken; ortamlar 

içinde A tipi kalluslarõn da en fazla 2 mg/l zeatin katkõlõ NN 2 ortamõndan, adventif 

sürgün gelişimi de 2 mg/l zeatin içeren MS 2 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l 

kazein hidrolizat içeren MS 9 ortamlarõndan elde edildiği belirlenmiştir. Yaprak 

ayalarõna uygulanan kesim şekillerinden bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ kallus 

oluşum oranõ ve A tipi kallus oluşum oranõ bakõmõndan cork borer ile kesilenlere 

göre daha başarõlõ sonuçlar verirken; adventif sürgün gelişimi her iki uygulamada da 

elde edilememiştir. Karanlõk koşullar ise kallus oluşumu ve indirekt adventif sürgün 

oluşumu üzerinde olumlu etkilerde bulunurken; 16/8 h õşõklanmanõn A tipi kallus ve 

direkt adventif sürgün gelişimini artõrdõğõ tespit edilmiştir. Cork borer ile kesilmiş 

yaprak ayasõ eksplantõ için 4 no�lu MS ve NN ortamlarõ en iyi sonucu verirken, 

yaprak sapõ, gövde ve bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ eksplantõ için 2 no�lu NN 

ortamõ başarõlõ bulunmuştur. MS ortamlarõndaki başarõ durumu eksplantlara göre 

farklõlõk göstermiştir. Örneğin, yaprak sapõ eksplantõ için 3 no�lu, gövde eksplantõ 

için 9 no�lu ve bisturi ile çizilmiş yaprak ayasõ eksplantõ için ise 6 no�lu MS ortamlarõ 

genel olarak en iyi sonuçlarõ vermiştir.  

 

Asmada farklõ eksplantlarõn in vitro rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi üzerine 

gerçekleştirilen bu proje sonucunda eksplant tipi, besin ortamlarõ ve bu ortamlara 

ilave edilen büyümeyi düzenleyici maddelerin tip ve konsantrasyonlarõ ile kültür 

koşullarõna bağlõ olmak üzere kallus oluşumu, A tipi kallus oluşumu ile direkt ve 

indirekt olmak üzere adventif sürgün oluşumu gözlenmiştir. Bununla birlikte 

herhangi bir somatik embriyo oluşumu gözlenememiştir. Somatik embriyo oluşumu, 

tür ve çeşide bağlõ olarak gerçekleşen oluşumlar olup, her genotipin embriyogenik 
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yapõlar oluşturma kapasiteleri birbirinden farklõ olmaktadõr. Araştõrmamõzda 

kullanõlan üzüm çeşidinin kullanõldõğõ bir diğer araştõrmada (Göktürk Baydar ve 

Çetin, 2003) da benzer şekilde somatik embriyo oluşumunun gözlenememiş olmasõ 

bu sonucu doğrulamaktadõr. Nitekim bu konuda yapõlan diğer pek çok araştõrmada 

somatik embriyo oluşumunun gerçekleştirilemediği pek çok genotip bulunmaktadõr 

(Hollo ve ark., 2000; Perrin ve ark., 2001; Gök Tangolar, 2002). Araştõrmamõzda 

adventif sürgün gelişimi ile bitki oluşumu gerçekleşmiş olup, bu tip rejenerasyon da 

moleküler genetik metotlarõnõn õslah çalõşmalarõnda başarõlõ bir şekilde 

uygulanabilmesi bakõmõndan önem taşõmaktadõr. Çünkü bu çalõşmalarda başarõ her 

şeyden önce õslah materyali olarak kullanõlan bu bitki parçacõklarõnõn in vitro 

koşullarda tam bitkiye dönüşümlerinin sağlanmasõ ile mümkün olabilmektedir. 

Ancak somatik embriyo gelişiminin sağlanamamõş olmasõ, asmada farklõ eksplant 

tipleri, besin ortamlarõ ve kültür koşullarõ denenerek etkin bir somatik 

embriyogenensisle bitki oluşum protokolünün geliştirilmesi gerçeğini de ortaya 

koymaktadõr.  
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